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Korelacija ukupnog hemostatskog potencijala i fibrinolize zavisne od
trombinom aktiviranog inhibitora fibrinolize sa teZinom krvarenja i
odgovorom na terapiju u hemofiliji A

REZIME

Uvod. Hemofilija A je urodena koagulopatija koja se karateriSe smanjenim stvaranjem
trombina, poremecajem stvaranja i stabilnosti koaguluma 1 ubrzanom fibrinolizom. Opisana
je varijabilnost u tezini klinicke slike 1 odgovora na terapiju kod bolesnika sa hemofilijom
A koji imaju isti nivo FVIII. Mehanizam koji je u osnovi ove varijabilnosti nije razjaSnjen,
ali se smatra da mogu uticati brojni faktori kompleksnog sistema hemostaze. Odredivanje
aktivnosti FVIII jednostepenim koagulacijskim testom ili hromogenom testom se
standardno koristi za dijagnozu i klasifikaciju hemofilije A kao i za pracenje terapije
koncentratom FVIII. Medutim, ovi testovi nisu uvek i u potpunosti pozdani za procenu
tezine krvarenja 1 odgovora na terapiju. Zato se ispituje uloga testova globalne hemostaze
za ovu namenu u cilju dobijanja dodatnih, klinicki korisnih podataka. Trombinom
aktivirani inhibitor fibrinolize (TAFI) je molekul koji direktno povezuje procese
koagulacije i fibrinolize. Poznato je da ubrzana fibrinoliza doprinosti pove¢anoj tendenciji
krvarenja kod hemofilije A Sto moZe biti posledica poremecaja aktivacije TAFI usled

smanjenog stvaranja trombina.

Cilj. Cilj studije je bio ispitivanje: a) znaCaja ukupnog hemostatskog potencijala (UHP)
u proceni teZine krvarenja i odgovora na terapiju kod bolesnika sa hemofilijom A, b) uticaja
faktora trombofilije na ukupni hemostatski potencijal 1 klinicku teZinu hemofilije A 1
c¢) nivoa i aktivnosti TAFI kod bolesnika sa hemofilijom A i d) uticaj fibrinolize zavisne od

TAFI na teZinu krvarenja i odgovor na terapiju.

Materijal i metode. Ova studija je obuhvatila 76 bolesnika sa hemofilijom A i 30 zdravih
muskaraca koji su €inili kontrolnu grupu. U odnosu na stepen deficita FVIIIL:C bolesnici su
podeljeni u grupe sa teSkim (<1 1J/dl), umerenim (1-5 1J/dl) i blagim (>5-<40 1J/dl)
oblikom hemofilije A. Na osnovu ucestalosti spontanih krvarenja u zglobove bolesnici su

podeljeni na grupu sa klini¢ki teSkim (>3 hemartroze godiSnje) i klinicki blagim



(<3 hemartroze godiSnje) oblikom bolesti. Kod 38 bolesnika sa hemofilijom A ispitivanje je
izvrSeno posle primene koncentrata FVIII u dozi od 1000-2000 IJ za zaustavljanje
krvarenja u zglob. Za laboratorijsko ispitivanje FVIII:C je koriS¢en jednostepeni
koagulacijski test. Za ispitivanje globalne hemostaze koriS¢en je test ukupnog
hemostatskog potencijala (UHP). Analizirani je parametar UHP za procenu globalne
hemostaze kao i parametri za procenu fibrinolize (vreme lize koaguluma — VLK i1 VLK
dif). Ispitana je i koncentracija proenzima TAFI 1 procenjen stepen aktivacije TAFI na
osnovu koncentracije kompleksa aktivne 1 inaktivirane forme TAFI (TAFla/TAFlai)
primenom ELISA testova. Ispitana je aktivnost faktora koagulacije i1 prisustvo faktora
trombofilije. U uzorku posle terapije ispitane su vrednosti FVIII:C, TAFI, TAFIa/TAFlai i

UHP i uporedene su sa odgovaraju¢im vrednostima pre terapije koncentratom FVIIIL.

Rezultati. Vrednosti UHP su bile znacajno razli¢ite izmedu grupa bolesnika sa teSkom
(n=56), umerenom (n=9) i blagom (n=11) hemofilijom A. Pokazana je direktna korelacija
vrednosti FVIII:C 1 UHP. Vrednosti UHP su bile zna¢ajno nize u klini¢ki teSkom obliku
hemofilije A (n=56) u odnosu na klinicki blag oblik.

Posle terapije izmerene su znacajno vece vrednosti FVIII:C i UHP u odnosu na vrednosti
pre terapije. Utvrdena je znacajna korelacija doze koncentrata FVIII i nivoa FVIIL:C posle
terapije ali nema korelacije doze i vrednosti UHP posle terapije. Varijabilnost u terapijskom
odgovoru izmedu bolesnika koji su primili istu dozu leka je posledica individualnih razlika

u farmakokinetici koncentrata 1 razli¢itog uticaja leka na globalni hemostatski status.

Nema razlike u ucestalosti faktora trombofilije izmedu grupe bolesnika sa hemofilijom A i
kontrolne grupe. Vrednosti UHP u grupi bolesnika sa hemofilijom A nisu bile znacajno
razli¢ite u odnosu na prisustvo trombofilije. Nije pokazana znacajna razlika ucestalosti
faktora trombofilije u odnosu na klinicku teZinu bolesti. NaSi rezultati ne ukazuju na

protektivni uticaj faktora trombofilije na klinicku teZinu hemofilije A.

Fibrinoliza 1 fibrinoliza zavisna od TAFI su ubrzane u hemofilji A. Vrednosti VLK 1 VLK
dif su bile znacajno niZze u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, vrednosti TAFI i
TAFIa/TAFlai su bile znaajno vece u grupi bolesnika sa hemofilijom A u odnosu na

kontrolnu grupu. Vrednosti VLK su bile znacajno niZze u klinicki teSkom u odnosu na



klinicki blag oblik hemofilije A, a nema znacajne razlike za vrednosti VLK dif, TAFI i
TAFIa/TAFlai. Nema korelacije vrednosti TAFI 1 TAFIa/TAFlai sa kliniCkom teZinom
hemofilije A.

Primena terapije popravlja fibrinolizu 1 vrednosti VLK i1 VLK dif posle terapije su bile
znacajno vece nego pre terapije. Nema znacajne razlike vrednosti TAFI pre i1 posle terapije,
dok su vrednosti TAFIa/TAFlai bile su znacajno vece posle terapije Sto ukazuje na
povecanu aktivaciju TAFIL. Ove promene zavise od nivoa FVIII:C i UHP i dokazana je
korelacije nivoa FVIII:C 1 UHP sa vrednostima VLK, VLK dif i TAFla/TAFlai posle
terapije. Stepen poboljSanja fibrinolize i aktivacije TAFI ne zavise od doze koncentrata.
Nije prisutna korelacije vrednosti TAFI 1 TAFla/TAFlai sa odgovorom na terapiju
koncentratom FVIII.

Zakljucak. Na osnovu iznetih rezultata moze se zakljuciti da se test UHP moZe Koristiti za
procenu stepena tezine hemofilije A 1 odgovora na terapiju koncentratom FVIIIL. Test UHP
nije zamena za odredivanje FVIIL:C ve¢ pruZza dodatne, klinicki relevantne podataka za
procenu klinicke teZine i1 individualnog odgovora na terapiju $to moZe biti od posebnog
znacaja kod dela bolesnika sa hemofilijom A. Prisustvo faktora trombofilije ne utie na
vrednosti UHP 1 teZinu krvarenja kod bolesnika sa hemofiljiom A. Kod bolesnika sa
hemofilijom A povecana je koncentracija proenzima TAFI i povecana je aktivacija TAFI.
Iako se fibrinoliza znacajno razlikuje izmedu klinic¢ki teSkog i klinicki blagog oblika
hemofilije A nivo proenzima TAFI i stepen aktivacije TAFI ne koreliraju sa teZinom
krvarenja. Terapija koncentratom FVIII dovodi do pojacane aktivacije TAFI i1 korekcije
ubrzane fibrinolize ali vrednosti TAFI i TAFla/TAFlai ne mogu koristiti kao prediktori

terapijskog odgovora u hemofiliji A.

Kljucne reci: hemofilija, ukupni hemostatski potencijal, TAFI, teZina krvarenja, odgovor na
terapiju
Naucna oblast: Medicina

UZa nauc¢na oblast: Hematologija



The correlation between overall haemostatic potential and thrombin
activatable fibrinolysis inhibitor dependent fibrinolysis with bleeding
severity and treatment response in haemophilia A

ABSTRACT

Introduciton. Haemophilia A is inherited coagulopathy characterized by impaired
thrombin generation, disturbed clot formation and stability, and by increased fibrinolysis. It
is observed that patients with similar FVIII levels show different bleeding severity response
to treatmnt. The mechanism behind this variability is not completely clear, but it seems that
other factors of the complex haemostatic system may have influence. Determination of
factor FVIII activity by one-stage coagulation or chromogenic assay is usually used for
diagnosis and classification of haemophilia A as well as for monitoring of treatment with
FVIII concentrate. However, those assays do not always and fully accurately reflect
bleeding severity and responses to treatments. For that reason the role of global haemostasis
assays is investigated in order to obtain additional, clinically useful information.Thrombin
activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) represents direct molecular connection between
blood coagulation and fibrinolysis. It has been recognized that increased fibrinolysis
influences the severity of bleeding in haemophilia A and altered TAFI activation due to

decreased thrombin generation might also contribute.

Aim. The aim of the study was to investigate: a) the importance of overall haemostatic
potential (OHP) in evaluation of bleeding severity and response to treatment in patients
with haemophilia A, b) the influence of thrombophlia on overall haemostatic potential and
clinical severity in haemophlia A, c) TAFI level and activity in haemophilia A and d) the

influence of TAFI dependent fibrinolysis on bleeding severity and treatment response.

Matherial and methods. Seventy-six patients with haemophilia A and 30 healthy males
representing a control group were included in the study. Depending on FVIIL:C levels
haemophilia A patients were grouped as severe (< 1 1J/dl), moderate (1-5 1J/dl) or mild
(>1-<40 1J/dl). According to the number of spontaneous haemarthrosis patients were

grouped as clinically severe (>3 haemarthrosis the per year) or clinically mild (<3



hemartroze godis$nje). In 38 patients with haemophilia A investigation was also performed
after on-demand treatment of haemarthrosis with 1000-2000 IU FVIII concentrate.
Laboratory investigation of FVIII:C was performed by one-stage clotting assay. Global
haemostasis was assessed by overall haemostatic potential (OHP) assay. Parameters of
global haemostasis (OHP) and fibrinolysis (clot lysis time — CLT and CLT dif) were
analyzed. Concentration od proenzyme TAFI and concentration of complex of active and
inactive form of the TAFI (TAFla/TAFlai) was determined using ELISA method.
Laboratory investigation of coagulation factor activity and presence of thrombophilia risk
factors were performed. In the posttreatment samples FVIII:C, TAFI, TAFIa/TAFlai and

OHP levels were determined and compared with coresponding pretreatment levels.

Results. OHP levels differed significantly among patients with severe (n=56), moderate
(n=9) and mild (n=11) haemophilia A. Significant correlations between FVIII levels and
OHP (r=0,78, p<0,0001) was observed. OHP level was significantly lower (p<0,0001) in

patients with clinically severe (n=56) and clinically mild (n=20) form of haemophilia A.

Significantly higher posttreatment levels of FVIIL:C (p<0,0001) and OHP (p<0,0001) were
measured when compared with pretreatment values. Correlation was observed between
doses of FVIII concentrate and posttreatment FVIIL:C level (r=0,54; p<0001), but there was
no correlation between doses and post-treatment OHP levels. Variable individual response
to treatment even in patient who received the same FVIII concentrate dose is the result of

individual varying pharmacokinetic and varying influence on global haemostasis.

Frequency of thrombophilia was not significantly different between haemophilia A patients
and control. OHP levels did not differ in the groups of haemophilia A patients with and
without thrombophilia. There was also no difference in the frequency of thrombophilia in
relation to bleeding severity in haemophilia A patients. Our results did not indicate

protective effect of thrombophilia factors on clinical severity of haemophilia A.

Fibrinolysis and TAFI dependent fibrinolysis were increased in haemophilia A.
Significantly lower level of CLT (p<0,0001) and CLT dif (p<0,0001) were observed when
compared with the control. In haemophilia A levels of TAFI (p<0,0001) and TAFIa/T AFlai

(p<0,0001) were significantly higher than in control. CLT levels were significantly lower



(p<0,01) in patients with clinically severe compared with clinically mild hamophilia A, but
there was no difference for CLT dif, TAFI and TAFIa/TAFlai levels. There was no
correlation between TAFI and TAFIa/TAFlai values and clinical severity of haemophilia A.

Treatment improves fibrinolysis and significant increase of VLK and VLK dif levels was
observed after therapy. TAFI levels were not different before and after treatment while
TAFIa/TAFlai levels were significantly higher after treatment and indicated increased
TAFI activation. Those changes are dependent on FVIII:C and OHP levels since correlation
of FVIII:C and OHP with CLT, CLT dif and TAFIa/TAFlai values was observed after
therapy. Fibrinolysis improvement and increased TAFI activation were not dose
dependent. There was no correlation between TAFI and TAFIa/T AFlai values and response

to treatment.

Conslusion. Based on presented results it may be suggested that OHP assay may be useful
in the evaluation of bleeding severity in haemophilia A and the response to therapy with
FVIII concentrate. However, determination of OHP cannot replace the FVIIL:C
measurement, but OHP assay may be an additional tool for the assessment of bleeding
severity and monitoring of treatment which could be of particular benefit for some patients.
The influence of thrombophilia factors on OHP levels and bleeding severity in patients with
haemophilia A was not observed. TAFI level is higher in patients with haemophilia A.
Higher TAFIa/TAFlai level indicates increase of TAFI activation in patients with
haemophilia A. Despite significant difference in fibrinolysis between clinically severe and
clinically mild haemophilia A, TAFI and TAFIa/TAFlai levels do not correlate with
bleeding severity. Treatment with FVIII concentrate increases TAFI activation and
improves fibrinolysis but TAFI and TAFla/TAFlai levels can not be used as a predictor of

response to therapy in patients with haemophilia A.

Key words: haemophilia, overall haemostatic potential, TAFI, bleeding severity, response
to treatment
Science field: Medicine

Specific science field: Haematology
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UvOD

HEMOSTAZA

Hemostaza je jedan od najznaCajnijih sistema za odrZavanje homeostaze ljudskog
organizma, koji ima dve primarne funkcije: da obezbedi tecno stanje krvi u cirkulaciji 1 da
zaustavi krvarenje na mestu oSteCenja krvnog suda. Sistem hemostaze takode odrZava
delikatnu ravnotezu izmedu pojave krvarenja i tromboze, $to zahteva da bude vrlo precizno
regulisan. Normalna hemostaza zavisi od kompleksne interakcije slede¢ih komponenata:

krvni sudovi, trombociti, sistem koagulacije i sistem fibrinolize (1).

Krvni sudovi

Normalna grada zida krvnih sudova je prirodna barijera koja sprecava izlazak krvi iz
krvnih sudova. Vaskularni endotel uti¢e na funkcionisanje svih komponenata hemostaze, u
fizioloSkim uslovima i u uslovima povrede zida krvnog suda (2).

U fizioloSkim uslovima endotel je tromborezistentan, ne reaguje sa trombocitima niti
sa faktorima koagulacije i obezbeduje fizioloSku barijeru izmedu trombocita i trombogenih
struktura subendotela. Endotelske ¢elije negativnim naelektrisanjem odbijaju trombocite, a
takode sintetiSu azot monoksid (NO) i prostaciklin (PGI2) koji su snazni inhibitori adhezije
1 agregacije trombocita. NO 1 PGI2 deluju vazodilatatorno i tako dovode do povecanja
protoka krvi i smanjenja nagomilavanja trombocita i1 faktora koagulacije (2, 3).

Usled povrede dolazi do refleksnog gréa miSi¢a zida krvnog suda i vazokonstrikcije,
Sto sprecava oticanje krvi i dovodi do nakupljanja trombocita i faktora koagulacije na mestu
povrede. Vazokonstrikcija nastaje usled refleksnog gréa miSi¢a zida krvnog suda i
delovanjem vazokonstriktornih supstanci, medu kojima je veoma znacajan endotelin-1 koji
se sintetiSu u endotelu (1). Posle povrede trombociti se vezuju za subendotel putem
adhezivnih proteina koji se takode sintetiSu u endotelu. Endotelske celije ispoljavaju

protromboticka svojstva usled aktivacije medijatorima iz oSte¢enog tkiva kada se oslobada



faktor stimulacije trombocita (PAF) i eksprimira tkivni faktor (TF). Antifibrinoliticki efekat
je rezultat pojacane sekrecije inhibitora aktivatora plazminogena. Takode, endotel doprinosi
ograniCavanju stvaranja ugruSka na mestu povrede. Endotelske celije sintetiSu aktivatore
plazminogena i tako ispoljavaju profibrinoliticki efekat (2). Trombomodulin na membrani
endotelskih celija je kofaktor trombina u aktivaciji inhibitora koagulacije proteina C, a
endotelske ¢elije stimuliSu antikoagulantno delovanje antitrombina 1 inhibitora tkivnog puta
(TFPI) koji se koncentriSu na povrSini endotela vezivanjem za heparan sulfat i druge

glikozaminoglikane (4, 5).

Trombociti

Trombociti su male Celije, promera 2-3 um, bez jedra, diskoidnog oblika koje se u
cirkulaciji nalaze u neaktivnom obliku, pojedinacni i neadherirani (6). Posle povrede dolazi
do adhezije trombocita na subendotel putem adhezivnih proteina, od kojih su najznacajniji
von Willebrandov faktor (vVWF) 1 kolagen, koji se vezuju za receptore na glikoproteinima
(GP) membrane trombocita. Inicijalni kontakt se ostvaruje vezivanjem vWF i receptora na
GPIb-V-IX, koji ne vezuje VWF iz plazme ve¢ samo VWF vezan za kolagen subendotela.
Ova interakcija omogucava vezivanje kolagena za receptor na GPVI. Zajednickim
delovanjem kompleksa vVWF/GPIb-V-IX i kolagen/GPVI zapocinje aktivacija trombocita.
Aktivacija dovodi do ekspresije GPIIb/IIla na membrani trombocita, koji vezuje VWF,
fibronektin i laminin §to dovodi do snaZne adhezije trombocita (7).

Dalja aktivacija trombocita se odvija delovanjem agonista trombocita od kojih su
najznacajniji adenozin difosfat (ADP) koji se odlobada u procesu sekrecije, tromboksan A2
(TXA2) koji se sintetiSe u aktiviranim trombocitima i trombin koji nastaje u procesu
koagulacije. Agonisti deluju putem receptora koji su na membrani trombocita povezani sa
G (Gq, Gi, G13) proteinima Sto pokrece intracelularne signale koji stimuliSu oslobadanje
jona kalcijuma (Ca®") iz intracelularnih depoa i povecanja nivoa Ca** u citoplazmi. To
dovodi do promene oblika trombocita, sekrecije sadrzaja trombocitnih granula, agregacije

trombocita 1 stvaranja trombocitnog ugruska (1, 8).



Usled reorganizacije citoskeleta trombociti postaju sferi¢ni, na membrani se formiraju
pseudopode Sto doprinosi adheziji 1 agregaciji. Pri tome, delovanjem kontraktilnih sila
stimuliSe se sekrecija bioloski aktivnih molekula i pojacava vazokonstrikcija, aktivacija
trombocita i proces koagulacije (5). o-granule trombocita sadrze vWF, fibrinogen i
faktor (F) V koagulacije, a guste granula sadrze ADP, Ca** i serotonin koji doprinose
aktivaciji trombocita (9). Za razliku od adhezije, agregacija se odvija samo na prethodno
aktiviranim trombocitima kada je doSlo do promena konformacije receptora na GPIIb/IIIa.
Vezivanjem fibinogena i VWF za receptore na GPIIb/IIla dolazi do medusobnog
povezivanja aktiviranih trombocita iz cirkulacije 1 do stvaranja trombocitnog ugruska (10).

Aktivacija trombocita 1 koagulacije su komplementarni procesi (11). Trombin je
snazan aktivator trombocita, a na membrani aktiviranih trombocita nastaju enzimski

kompleksi koji ubrzavaju proces koagulacije i tako se stabilizuje trombocitni ugrusak.

Sistem koagulacije

Za zaustavljanje krvarenja neophodna je aktivacija sistema koagulacije na mestu
povrede krvnog suda i stvaranje fibrina koji stablizuje trombocitni ugrusak (1). Klasi¢na
teorija koagulacije, koju je opisao Paul Morawitz 1905. godine, podrazumevala je
interakciju Getiri faktora: protrombina, Ca®* i fibrinogena u plazmi i trombokinaze na
membrani trombocita 1 leukocita (12). Tokom 20. veka otkriveni su novi faktori
koagulacije, a 1964. godine dve nezavisne grupe naucnika su opisale novi model
koagulacije, model “vodopada” kako su ga nazvali Davie i Ratnoff (13) 1 model *“kaskade”
kako ga je nazvao Macfarlane (14). Oba modela opisuju proces koagulacije kao seriju
proteolitickih reakcija gde prethodno aktivirani faktor koagulacije aktivira slede¢i u nizu i
tako dolazi do stvaranja trombina. Macfarlane je za obeleZavanje faktora koagulacije
koristio Romansku numericku nomenklaturu preporuenu od strane Internacionalnog
komiteta za nomenklaturu faktora koagulacije, koja se 1 sada koristi. Termin kaskadni
model koagulacije se zadrzao do danas, a model je bio aktuelan sve do pocetka devedesetih
godina 20. veka. Originalni kaskadni model je modifikovan u skladu sa novim saznanjima

(shema 1). Istrazivaci iz Oksforda 1955. godine su opisali dva puta aktivacije sistema



koagulacije, unutrasnji i spoljasnji, koji se spajaju u zajednickom putu. Takode, zapaZeno je

da neki faktori koagulacije nemaju enzimsku aktivnost ve¢ deluju kao kofaktori (15).

Unutrasnji put koagulacije

Faktor XII
VME
Prekalikrein

Faktor XI _¢h Faktor XIa Spoljasnji put koagulacije

Faktor Xa
FaktorIX ——» Faktor VIla Faktor VIIa
Ca? Tkivni faktor
Faktor Xa
FaktorX —— Faktor Va#—— FaktorX
Cat?

Zajednicki put koagulacije

Protrombin ——» Trombin

Fibrinogen — Fibrin
lq_._ Faktor XII

Stabilizovani fibrin

Shema 1. Kaskadni model koagulacije krvi (http://mp.bmjjournals.com/cgi/content-
nw/full/55/2/127/F1)

Unutrasnji put koagulacije zapocinje na mestu povrede pretvaranjem FXII u aktivirani
FXII (FXIIa) u kontaktu sa kolagenom i drugim negativno naelektisanim povrSinama.
FXIIa u prisustvu kofaktora visoko molekularnog kininogen (VMK) i kalikreina aktivira
FXI u FXlIa, koji aktivira FIX u FIXa. FIXa u prisustvu kofaktora FVIIIa aktivira FX u
FXa. Spoljasnji put koagulacije zapocCinje izlaganjem TF na mestu povrede i vezivanjem sa
FVII ili FVIIa. Kompleks FVIIa-TF aktivira FX u FXa. Delovanjem FXa, nastalog u
unutras$njim 1 spoljaSnjim putu, pokrece se zajednicki put koagulacije. FXa u prisustvu
kofaktora FVa pretvara protrombin u trombin. Delovanjem trombina iz fibrinogena nastaje

fibrin, a iz FXIII nastaje FXIIIa koji zatim stabilizuje fibrinski ugruSak (1, 15).



Kaskadni model je bio prekretnica u razumevanju procesa koagulacije ali je uoceno da
ovaj model ne moZe u potpunosti da objasni kompleksne procese hemostaze in vivo. On se
jo§ uvek koristi da se na jednostavan nain objasni primena skrining testova koagulacije.
Tako se testom protrombinskog vremena (PT) meri aktivnost spoljaSnjeg puta koagulacije,
a unutra$nji put koagulacije se procenjuje testom aktiviranog parcijalnog tromboplastinskog
vremena (APTT). Oba testa procenjuju aktivnost zajednickog puta koagulacije (16).

Nekoliko klju¢nih saznanja je dovelo do revizije kaskadnog modela koagulacije.
Zapazeno je da je kompleks FVIIa-TF primarni fizioloSki aktivator sistema koagulacije in
vivo kao 1 da kompleks FVIIa-TF aktivira ne samo FX, ve¢ 1 FIX (17). Opisan je TFPI koji
inhibira kompleks FVIIa-TF pre nego Sto se stvori dovoljno FXa za hemostazu (18).
Zapazanje da trombin moZe direktno aktivirati FXI na membrani aktiviranih trombocita
(19) ukazalo je da je uloga unutrasnjeg puta u aktivaciji koagulacije in vivo zanemarljiva, a
da je trombin glavni fizioloSki aktivator FXI. Ovo je u skladu sa klinickim opaZanjem da je
deficit FXI pra¢en hemoragijskim sindromom, a da deficiti FXII, VMK i prekalikreina
nisu. Ova saznanja su ukazala da je proces koagulacije znatno kompleksniji, da su putevi
aktivacije blisko povezani i medusobno zavisni, a Citav sistem je regulisan nizom
interakcija faktora kogulacije (20). Godine 2001. predloZen je revidirani model koagulacije
gde specifiCni receptori na celijskim membranama, putem lokalizacije reakcija faktora

koagulacije, imaju dominantnu ulogu u regulaciji procesa koagulacije (21).

Celijski model koagulacije

Celijski model koagulacije podrazumeva tri faze koje se medusobno prepli¢u (21):
1) inicijalnu fazu koja se odvija usled ekspresije TF, 2) fazu amplifikacije u kojoj dolazi do
aktivacije trombocita 1 faktora koagulacije 1 3) fazu propagacije gde se delovanjem

kompleksa aktiviranih faktora koagulacije stvaraju velike koli¢ine trombina (shema 2).
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Shema 2. Celijski model koagulacije i fibrinolize
—— aktivacija ili stimulacija =~ aeeaes + inhibicija ili degradacija

(reprodukovano uz saglasnost Aleksandre Antovi¢. Doktorska teza, Karolinska press 2004.)



Inicijalna faza. Proces koagulacije zapoc€inje na ¢elijama koje eksprimiraju TF, koje se
u fizioloSkim uslovima nalaze ekstravaskulrano, a posle povrede bivaju izloZene
cirkuliSucoj krvi. TF je transmembranski protein, receptor 1 kofaktor za FVII, ¢ije delovanje
pocinje vezivanjem sa FVIIa koji predstavlja ~1-2% od ukupne koli¢ine FVII u plazmi. TF
takode vezuje i FVII koji zatim podleZe aktivaciji delovanjem koagulacijskih i/ili
nekoagulacijskih proteaza (17). Kompleks FVIIa-TF aktivira male koli¢ine FX 1 FIX, a
nastali FXa 1 FIXa imaju razli¢itu ulogu u procesu koagulacije (22). Aktivnost FXa je
vezana za povrSinu Celija koje eksprimiraju TF jer FXa u plazmi biva neposredno
neutralisan delovanjem inhibitora TFPI i antitrombina. FXa na membrani celija aktivira FV
iz plazme 1 vezuje ga, stvarajuc¢i kompleks protrombinaze koji dovodi do nastanka malih
koli¢ina trombina. Ova inicijalna koli¢ina trombina nije dovoljna za formiranje stabilnog
fibrinskog ugruska, ali ima znacajnu ulogu u fazi amplifikacije. Nasuprot tome, FIXa nema
znacajnu ulogu u inicijalnoj fazi. FIXa difunduje na susedne aktivirane trombocite, jer TFPI
ne inhibira FIXa a antitrombin ga sporo inhibira. FIXa se vezuje za receptor na membrani
trombocita gde ispoljava svoju funkciju u daljem toku procesa koagulacije (21).

Faza amplifikacije se odvija na membrani trombocita gde delovanjem trombina
nastalog u inicijalnoj fazi dolazi do aktivacije trombocita i sistema koagulacije. Vezivanje
za adhezivne proteine subendotela lokalizuje trombocite u blizini ¢elija nosilaca TF i
omogucava njihovu aktivaciju delovanjem trombina (7). Trombin takode aktivira FV, FVIII
1 FXI 1 tako pokre¢e mehanizme koji dovode do amplifikacije (23). 1z a-granula aktiviranih
trombocita se oslobada FV, a delovanjem FXa i trombina nastaje FVa koji ostaje vezan za
membranu trombocita. Kompleks FVIII-vWF se vezuje za trombocite, trombin odvaja vVWF
iz kompleksa 1 aktivira FVIII u FVIIIa koji ostaje vezan za povrSinu trombocita. Trombin
aktivira FXI u FXIa koji se vezuje za receptor na membrani trombocita (21).

Faza propagacije se odvija na membrani aktiviranih trombocita gde prisustvo
specificnih fosfolipida omogucava efikasno formiranje enzimskih kompleksa koji
ubrzavaju proces koagulacije i dovode do stvaranja velikih koli¢ina trombina (11). Na
membrani trombocita nalaze se receptori za FIXa, FXa i FXIa. FXIa se vezuje za povrSinu
trombocita i1 aktivira dodatne koli¢ine FIX. FIXa, nastao u inicijalnoj fazi i delovanjem

FXIa, se na trombocitima povezuje sa kofaktorom FVIIIa i stvara kompleks tenaze koji je



glavni aktivator FX. FXa se vezuje sa kofaktorom FVa u kompleks protrombinaze 1
pretvara protrombin u trombin. Trombin cepa molekule fibrinogena, odvaja fibrinopeptide
A 1 B 1 tako nastaju fibrinski monomeri ¢ijom polimerizacijom nastaje fibrin. Trombin
omogucava stabilizaciju fibrinskog ugruska aktivacijom FXIII u FXIIIa koji dovodi do
povezivanja fibrinskih vlakana kao 1 aktivacijom trombinom aktiviranog inhibitora
fibrinolize (TAFI) Sto spreava prevremenu razgradnju ugruska (21, 23).

Celijski model je omogu¢io razumevanje nekih aspekata hemostaze za koje kaskadni
model nema adekvatno objaSnjenje. Ovaj model ukazuje da su oba puta aktivacije
neophodna u procesu koagulacije ali da imaju razliite uloge koje se odvijaju na
specificnim ¢elijama. Takode, ovaj model objaSnjava zasto kod hemofilije aktivacija FX
delovanjem FVIIa-TF ne moZe kompenzovati izostanak aktivacije FX delovanjem
FIXa-FVIIla na trombocitima. Sa jedne strane TFPI inhibira kompleks FVIIa-TF pre nego
Sto se stvori dovoljno FXa za hemostazu, a sa druge strane TFPI i antitrombin inhibiraju
FXa u plazmi 1 onemogucavaju njegov prelazak sa cCelija nosilaca TF na aktivirane
trombocite. Medutim, ¢elijski model ne objasnjava kako kod deficita FVII moZe do¢i do
stvaranja fibrina. Moguce objasnjenje je da ovaj model prikazuje najefikasniji put stvaranja

trombina, ali da postoji alternativni put koji moze delom kompenzovati deficit FVII (24).

Uloga trombina

Trombin je centralni enzim sistema koagulacije 1 svoje delovanje ostvaruje nizom
mehanizama pozitivne 1 negativne povratne sprege. Za razliku od drugih faktora
koagulacije trombin difunduje kroz ugrusak, dolazi u kontakt sa brojnim supstratima na
povrsini ¢elija ili u intersticijalnom prostoru i ostvaruje kompleksnu bioloSku ulogu (23).

Trombin je snaZan agonist trombocita 1 snazan aktivator sistema koagulacije. Jedan od
mehanizama pozitivne povratne sprege indukovan trombinom i esencijalan za hemostazu je
stvaranje FVa 1 FVIIla, kofaktora u enzimskim kompleksima na membrani aktiviranih
trombocita, koji ~300 000 puta ubrzavaju proces koagulacije. Trombin je jedinstven medu
faktorima koagulacije jer usled vezivanja za trombomodulin menja konformaciju, gubi

prokoagulantna 1 stie antikoagulantna svojstva. Trombin tada aktivira protein C koji



inaktivira FVa 1 FVIIla i tako se ostvaruje mehanizam negativne povratne sprege kojim
trombin kontroliSe sopstveno stvaranje (4,11).

Trombin ima centralnu ulogu u stvaranju i ocuvanju stabilnosti koaguluma. Za
stvaranje fibrina dovoljne su male koli¢ine trombina, <5% od ukupne koliine stvorenog
trombina u procesu koagulacije. Oko ~95% trombina nastaje posle stvaranja fibrina $to se
ostvaruje delovanjem FXIa unutar koaguluma (25). Smatra se da trombin nastao unutar
koaguluma ima ulogu u odrZavanju stabilnosti ugruska aktivacijom FXIII i TAFI. S
obzirom na lokalizaciju, aktivacija TAFI inhibira plazmin unutar koaguluma Sto je posebno
znacajno jer plazmin formiran unutar ugruska ima najveci uticaj na lizu koaguluma (26).

Trombin takode ucestvuje u procesu zarastanja rane i to direktno, delujuci kao snaZzan
faktor hemotakse i mitogeneze na glatke miSi¢ne Celije, fibroblaste, makrofage i endotelske

¢elije 1 indiretkno putem aktivacije trombocita i sekrecije faktora rasta (1).

Inhibitori koagulacije

Sistem koagulacije ima veliki bioloski potencijal i neophodna je precizna regulacija da
bi se proces odvijao samo na mestu oStecenja krvnog suda. Efikasna regulacija se ostvaruje
delovanjem inhibitora koagulacije i sistema fibrinolize (shema 2). Inhibitori koagulacije
inaktiviraju aktivirane faktore koagulacije koji dospevaju u plazmu ili na membranu
neoStecenih endotelskih ¢elija. Delovanjem ¢itavog niza inhibitora od kojih su najznacajniji
antitrombin, protein C i TFPI sprecava se sistemska aktivacija koagulacije (1).

Antitrombin direktno inhibira aktivirane faktore koagulacije sa enzimskim
delovanjem, a posebno trombin, FXa 1 FIXa. Inhibicija se odvija stvaranjem stabilnih
kompleksa enzima sa antitrombinom koji se eliminiSu delovanjem celija
retikuloendotelskog sistema. Antitrombin je glavni inhibitor trombina jer uklanja najveci
deo trombina stvorenog u procesu hemostaze. Inhibiciji trombina i drugih aktiviranih
faktora koagulacije doprinose i heparin kofaktor II, inhibitor proteina C i proteaza nexin I
5).

Kontrola tkivnog puta aktivacije koagulacije se odvija delovanjem TFPI koji prvo

vezuje 1 inhibira FXa, a zatim 1 kompleks FVIIa-TF 1 tako inhibira aktivaciju FX (27).



Najznacajniji mehanizam negativne povratne sprege u procesu koagulacije se odvija
delovanjem proteina C. Trombin koji difunduje do neoStecenih endotelskih celija vezuje se
za trombomodulin, membranski glikoprotein endotelskih celija (21). Kompleks trombin-
trombomodulin aktivira protein C, a aktivacija je efikasnija kada je protein C lokalizovan
na membrani endotelskih celija vezivanjem za endotelijalni protein C receptor (EPCR).
Aktivirani protein C, u prisustvu kofaktora proteina S, inaktivira FVa 1 FVIIla i tako
efikasno inhibira aktivnost sistema koagulacije Takode, kompleks trombin-trombomodulin

aktivira TAFI i tako utie inhibitorno i na proces fibrinolize (4).

Sistem fibrinolize

Za normalno funkcionisanje procesa hemostaze neophodno je odrZavanje delikatne
ravnoteZze izmedu sistema koagulacije i fibrinolize Fibrinoliza omogucava uklanjanje
depozita fibrina iz cirkulacije i tako obezbeduje te¢no stanje krvi, a posle povrede
ograniCava formiranje ugruska, omogucava njegovo uklanjanje i rekanalizaciju krvnog
suda. Sistem fibrinolize (shema 2) se sastoji od proenzima plazminogena iz koga nastaje
centralni enzim fibrinolize plazmin, aktivatora plazminogena 1 inhibitora fibrinolize (1).

Medu aktivatorima plazminogena su najvazniji tkivni aktivator plazminogena (t-PA)
koji se prevashodno sintetiSe u endotelskim ¢elijama 1 urokinaza (u-PA) koja se sintetiSe u
viSe vrsta Celija izmedu ostalih u epitelskim Celijama i fibroblastima. Stvaranje fibrina
pokrece inicijalnu fazu fibrinolize gde delovanjem t-PA oslobodenog iz endotelskih ¢elija
na plazminogen nastaju ograni¢ene koliCine enzima plazmina. Ove koli¢ine plazmina u
daljem toku stimuliSu sopstveno stvaranje ograni¢enom proteolizom fibrina i stvaranjem
C-terminalnih ostataka lizina koja su vezna mesta za plazminogen i t-PA (shema 3).
Stvaranjem kompleksa plazminogena i t-PA na molekulima fibrina povecava se efikasnost
stvaranja plazmina ~1000 puta. Takode, plazmin ograni¢enom proteolizom transformise
nativni Glu-plazminogen u Lys-plazminogen koji je bolji supstrat za aktivaciju delovanjem
t-PA. Na ovaj nacin fibrinoliza iz inicijalne faze prelazi u fazu propagacije. Plazmin zatim
razlaZze fibrin 1 nastaju fibrin degradacioni produkti koji mogu delovati inhibitorno na

funkciju trombocita i ispoljiti imunomodulatorne efekte (28, 29, 30).
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Plazmin koji nastaje delovanjem t-PA je primarno ukljuen u razgradnju fibrina u
cirkulaciji. Pored toga, plazmin se stvara i na povrSini endotelskih c¢elija, monocita,
makrofaga 1 neutrofila delovanjem u-PA vezanog za specificne membranske receptore
(u-PAR). Plazmin koji nastaje na membrani celija aktivira enzime metaloproteinaze koji
razgraduju komponente meducelijskog prostora i aktiviraju faktore rasta koji dovode do
migracije i proliferacije Celija i tako uestvuje u procesu zarastanja rane (31).

Aktivnost sistema fibrinolize je regulisana inhibitorima, a najznacajniji su inhibitori
aktivatora plazminogena (PAI-1 1 PAI-2) 1 inhibitori plazmina (a2-antiplazmin,
a2-makroglobulin). Inhibicija t-PA i1 u-PA se odvija delovanjem PAI-1, i u manjoj meri
delovanjem PAI-2. o2-antiplazmin je primarni inhibitor plazmina, a u manjem stepenu
inhibira ga 1 a2-makroglobulin. Inhibicija plazmina u cirkulaciji je brza, a plazmina
vezanog za fibrin ili membrane je spora i tako se delovanje plazmina ograni¢ava na mesto

povrede (29, 30).

Trombinom aktivirani inhibitor fibrinolize

U fizioloSkim uslovima procesi koagulacije 1 fibrinolize su precizno regulisani, a
njihova molekularna veza doprinosi odrzavanju balansa u sistemu hemostaze. TAFI je
molekul koji direktno povezuje sistem koagulacije i fibrinolize 1 koji posle aktivacije
delovanjem trombina ispoljava snazno antifibrinoliticko delovanje. TAFI se sintetiSe u jetri,
megakariocitima i moguce u drugim c¢elijama. U cirkulaciji se nalazi u plazmi, a ~0,1%
koli¢ine TAFI se nalazi u a-granulama trombocita, iz kojih se oslobada posle njihove
aktivacije. Uprkos maloj koncentraciji, TAFI u trombocitima moZe imati znacajnu ulogu u
okviru tromba gde je prisutan veliki broj trombocita (32, 33).

Aktivacija proenzima TAFI se odvija proteolizom na poziciji Arg92 Sto dovodi do
oslobadanja aktivacionog peptida i nastanka aktiviranog TAFI (TAFIa). Trombin je glavni
fizioloSki aktivator TAFI (33). Kataliticka efikasnost trombina je mala tako da je za
aktivaciju TAFI potrebna visoka koncentracija trombina koja nastaje u fazi propagacije
koagulacije (34). Pokazano je da je aktivacija TAFI trombinom ~1000 puta veca u

prisustvu trombomodulina, ali uloga trombomodulina zavisi od specifi¢énih okolnosti.
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U malim krvnim sudovima visoka koncentracija trombomodulina, zbog visokog odnosa
povrSine endotela i zapremine krvi, dovodi do brze aktivacije proteina C i manjeg stvaranja
trombina kao 1 pojacane fibrinolize usled slabe aktivacije TAFI. U ve¢im krvnim sudovima,
zbog niske koncentracije trombomodulina, aktivira se mala koli¢ina proteina C i stvara se
veca koli€ina trombina pa je izraZzenija aktivacija TAFI 1 inhibicija fibrinolize (33).

Plazmin moze aktivirati TAFI proteolizom na poziciji Arg 92. Kataliticka efikasnost
plazmina je mala, a povecCava se ~15 puta u prisustvu glikozaminoglikana. Proteolizom
molekula TAFI plazminom na pozicijama Arg 302, Lys327 i Arg 330 nastaje nekoliko
malih fragmenta i jedan veci koji ne moZe biti transformisan u aktivan enzim. Ovo ukazuje
da plazmin moZe uticati na aktivaciju TAFI i proces fibrinolize in vivo (35).

TAFIa inhibira fibrinolizu tako Sto blokira plazminom posredovani mehanizam
pozitivne povratne sprege koji dovodi do prelaska fibrinolize iz inicijalne faze u fazu
propagacije (shema 3). Naime, TAFIa uklanja vezna mesta za plazminogen i t-PA na
povrsini parcijalno razgradenog fibrina i blokira stvaranje Lys-plazminogena $to dovodi do
slabije aktivacije plazminogena delovanjem t-PA i stvaranja manjih koli¢ina plazmina.

Inhibicija fibrinolize je prisutna dok je koncentracija TAFIa iznad odredenog “praga”.
Koncentracija TAFIa zavisi od velikog broja faktora kao Sto su nivo TAFI, brzina stvaranja
1 stabilnost TAFIa i1 koncentracija antiplazmina i t-PA (36). Ipak, delovanje TAFIa je
dominantno regulisano njegovom termalnom nestabilnoS¢u jer nisu opisani endogeni
inhibitori TAFI. Bioloski poluzZivot TAFIa na 37°C iznosi 7-8 minuta, posle ¢ega dolazi do
promene konformacije i stvaranja inaktivne forme molekula TAFI (TAFIai). Opisani su
polimorfizmi gena za TAFI koji dovode do aminokiselinske supstitucije koja povecava
stabilnost TAFIa, produzava poluZivot na 15 minuta i poja¢ava njegovo delovanje (33).

Trombin je glavni fizioloski aktivator TAFI tako da poremecaji stvaranja trombina
mogu imati uticaj na proces fibrinolize. Smatra se da smanjena aktivacija TAFI moze
doprineti ve¢em stepenu izraZzenosti krvarenja, kao Sto je to slucaj kod hemofilije gde pored

smanjenog stvaranja trombina 1 pojacana fibrinoliza doprinosi pojavi krvarenja (37, 38).
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Shema 3. Uloga TAFI u procesu fibrinolize
—» aktivacija ili stimulacija » degradacija
—— » slaba aktivacja = 0------ nekovalentna veza

(reprodukovano uz saglasnost Jovana Antovi¢a. Doktorska teza, Karolinska press 2003.)

HEMOFILIJA

Hemofilija A je urodena koagulopatija koja nastaje usled deficita koagulacijske

aktivnosti FVIII. Ucestalost hemofilije A je 50-100 obolelih na milion stanovnika.

Ne postoje geografske, etnicke ili rasom uslovljene varijacije ucestalosti. Broj obolelih je u

porastu usled napretka u dijagnozi i terapiji jer je poboljSan kvalitet i duZina Zivota i oboleli

osnivaju porodice i tako se povecava broj prenosilaca. Danas se smatra da uz adekvatno

lecenje oboleli od hemofilije A mogu dosti¢i duZinu Zivota u opstoj populaciji (39, 40).
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Etiologija

FVIII — gen i molekul. U osnovi hemofilije A je mutacija gena za FVIII koja dovodi
do odsustva sinteze, smanjenja sinteze ili sinteze izmenjenog molekula FVIII. Gen za FVIII
je lokalizovan na dugom kraku hromozoma X, zauzima 0,1% duZine X hromozoma i jedan
retikuloendotelskog sistema primarno mesto sinteze FVIII. FVIII se u cirkulaciji nalazi u
kompleksu sa vWF, koji je kodiran genom na autosomnom hromozomu 12, a sintetiSe se
u endotelskim celijama 1 megakariocitima. vWF §titi labilni molekul FVIII od proteoliticke
razgradnje i Celijske eliminacije. Uklanjanje FVIII iz cirkulacije se primarno deSava u jetri
putem interakcije sa Celijskim lipoproteinskim 1 heparan sulfat proteoglikanskim
receptorima. Aktivacija FVIII se odvija proteolitickim delovanjem trombina, a FVIIIa
deluje kao kofaktor FIXa u aktivaciji FX na membrani aktiviranih trombocita (41, 42).

Mutacije gena za FVIII. Kloniranjem gena za FVIII omoguceno je ispitivanje mutacija
koje su u osnovi hemofilije A. Do danas su kod velikog broja bolesnika identifikovane
mutacije i formirane su baze podataka koje ukazuju na izuzetnu raznovrsnost mutacija. Kod
~80 % obolelih u osnovi su mali defekti gena, najceS¢e point mutacije. U preostalih 20%
obolelih najceSce je prisutna mutacija inverzija intron 22, koja je u osnovi 45% slucajeva
teSke hemofilije A, a rede su prisutne velike delecije, insercije i translokacije. Identifikacija
mutacija je znacajna zbog pruzanja genetskog saveta, pouzdane procene statusa prenosioca
1 prenatalne dijagnoze hemofilije A. S obzirom na uticaj vrste mutacije na rizik nastanka

inhibitora informacija o prisutnoj mutaciji moZze uticati na terapijski pristup (43).

Nasledivanje

Hemofilija se nasleduje recesivnho genom koji se nalazi na X hromozomu tako da
oboljevaju gotovo isklju¢ivo muskarci, a bolest prenose zdrave Zene. Oboleli muskarci
preko X hromozoma prenose mutirani gen svojim ¢erkama, i one na taj nain postaju
prenosioci hemofilije, koju prenose svojim sinovima. Ako je u porodici otac oboleo od

hemofilije svi sinovi ¢e biti zdravi a sve Cerke prenosioci. Ako je u porodici majka
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prenosilac hemofilije onda svaki sin ima 50% verovatnoc¢u da bude bolestan a svaka cerka
50% verovatnocu da bude prenosilac (40, 44).

Za hemofiliju je karakteristicna Cesta pojava sporadi¢nih slucajeva oboljenja. U oko
30-50% slucajeva se hemofilija javlja u porodicama u kojima nema podataka o postojanju
oboljenja (40). Sporadi¢ni slucajevi hemofilije mogu biti posledica (45): a) nasledivanja
statusa prenosioca kroz viSe generacija bez radanja obolelog muskog deteta ili b) nove

mutacije u jednom od gameta maj€inih roditelja ili postzigoti¢ne mutacije.

Patofiziologija

Jo§ uvek se istrazuje kompleksni mehanizam kojim deficit prokoagulantne aktivnosti
FVIII uslovljava pojavu krvarenja kod hemofilije A. Istrazivanja (23, 24, 26) ukazuju da tri
poremecaja u procesu hemostaze doprinose nastanku krvarenja i to: 1) smanjeno stvaranje
trombina u inicijalnoj fazi koagulacije zbog niske koncentracije TF, 2) smanjeno stvaranje
trombina u fazi propagacije koagulacije zbog deficita FVIII i1 3) ubrzana fibrinoliza zbog
smanjene aktivacije TAFI 1 FXIII.

U osnovi hemofilije A je poremecaj koagulacije. Za formiranje stabilnog koaguluma
neophodna je odgovarajuca brzina stvaranja trombina u inicijalnoj fazi i stvaranje velikih
koli¢ina trombina u fazi propagacije (23). Kod obolelih od hemofilije A krvarenja su
najcesc¢a u zglobovima i miSi¢ima, a to su tkiva sa veoma malom koli¢inom tkivnog faktora
(46). S obzirom da se aktivacija sistema koagulacije ostvaruje delovanjem kompleksa
FVIIa-TF na FX, kod hemofilije A je smanjeno stvaranje trombina u inicijalnoj fazi.
Medutim, glavni poremecaj je smanjeno stvaranje trombina u fazi propagacije na membrani
aktiviranih trombocita. U odsustvu FVIIIa izostaje formiranje kompleksa FIXa-FVIlIa koji
je glavni aktivator FX. Zbog poremecaja aktivacije FX izostaje sekundarno stvaranje velike
koli¢ine trombina u fazi propagacije (24).

U patogenezi krvarenja kod hemofilije A zna€ajnu ulogu ima ubrzana fibrinoliza koja
doprinosi prevremenoj razgradnji koaguluma. Na ulogu fibrinolize ukazuje pojava
odloZenih krvarenja tj. pojava krvarenja nekoliko sati ili dana posle povrede kao 1

efikasnost primene antifibrinolitika (32). Jo§ uvek nije u potpunosti razjaSnjeno §ta je u
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osnovi ubrzane fibrinolize kod hemofilije A ali su rezultati in vitro studija (37, 38) ukazali
na poremecaj aktivacije TAFI. Ovi nalazi su u skladu sa podacima da je kod hemofilije A

smanjeno stvaranje trombina koji je glavni fizioloSki aktivator TAFI (47).

Klini¢ka slika

Hemofilija A se klinicki manifestuje krvarenjima koja su prisutna tokom celog Zivota 1
mogu biti: a) spontana - najceS¢e u zglobove (hemartroze) i miSi¢e (hematomi) i
b) traumatska — obilna krvarenja usled povrede, vadenja zuba ili hirurSke intervencije. Kod
osoba sa teSkim oblikom hemofilije A simptomi krvarenja se Cesto javljaju u prvim
godinama Zivota i naj¢esSce se poklapaju sa pocetkom hodanja i ve¢om fizickom aktivnoS¢u
deteta. KarakteristiCna su spontana krvarenja u zglobove koja se Cesto ponavljaju i dovode
do trajnog oSteCenja zglobova. Kod umerene hemofilije A spontana krvarenja su retka,
najcece su prisutna obilna krvarenja posle traume. Blagi oblik hemofilije A se najcesce
klinicki manifestuje obilnim krvarenjima posle povrede, vadenja zuba ili hirurSke
intervencije (39, 44).

Oko 80% svih krvarenja kod obolelih od hemofilije A su krvarenja u zglobove, a
najcesce su zahvaceni zglobovi kolena, laktovi 1 sko¢ni zglobovi mada mogu biti zahvac¢ena
i ramena, ru¢ni zglobovi i kukovi. Ponavljana krvarenja dovode do ireverzibilnog oSte¢enja
zglobova, hroni¢ne hemofili¢ne artropatije, koja se manifestuje otokom i1 zadebljanjem
zgloba, ogranicenjem pokreta, atrofijjom miSica i hroni¢nim bolom. Krvarenja u miSice ¢ine
10-20% svih krvarenja, a najceSce se javljaju posle traume i1 manifestuju se bolnim otokom.
Krvarenje moZe izazvati rupturu miSic¢a ili stvaranje ciste, a ponavljanim krvarenjem se
razvija cisticni pseudotumor koji dovodi do destrukcije okolne kosti. Znatno rede se
javljaju potkoZni hematomi 1 mukozna krvarenja (48). Krvarenja kod obolelih od hemofilije
A mogu biti Zivotno ugrozavajuc¢a. NajceS¢i uzrok smrti kod obolelih od hemofilije su
intrakranijalna krvarenja koja mogu biti spontana ili posle traume i to vrlo Cesto posle
minimalne traume glave (49). Sublingvalni, peritonzilarni, retrofaringealni hematomi kao 1

hematomi jezika i vrata su retki, ali su vrlo opasni zbog moguénosti ugusenja. Krvarenja
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posle povreda, intramuskularnih injekcija, vadenja zuba i hirurSkih intervencija su

produZena, pracena stvaranjem hematoma i usporenim zarastanjem rane (39).

Procena teZine klinicke slike

Tezina klinicke slike je uobiajeno u skladu sa stepenom sniZenja koagulacijske
aktivnosti FVIII (FVIII:C) i to je osnov za klasifikaciju teZine hemofilije A prema
preporukama Komiteta za standardizaciju Internacionalnog udruZenja za trombozu i

hemostazu (50) Sto je prikazano u tabeli 1.

Tabela 1. TeZina klinicke slike u odnosu na vrednost FVIII:C (39, 50)

Oblik hemofilije FVIIIL:C Tip krvarenja

1J7dl)
Teska <1 Ponavljana spontana krvarenja u zglobove 1 miSice
Umerena 1-5 Retka spontana krvarenja, a najéeS¢e obilna krvarenja

posle povrede ili operacije

Blaga >5-<40 Obilna krvarenja posle velike povrede ili operacije

Medutim, uoceno je da teZina krvarenja moze znacajno varirati kod bolesnika sa istim
nivoom FVIII:C kao i kod bolesnika koji imaju identi¢nu mutaciju u osnovi oboljenja.
U nekoliko studija (44, 51, 52) je dokumentovano prisustvo blage kliniCke slike kod
10-15% bolesnika sa teSkom hemofilijom A Sto se manifestovalo retkim spontanim
krvarenjima, blagom artropatijom i manjom potroSnjom koncentrata. Takode, opisano je da
znacajan broj bolesnika sa umerenom hemofilijom A (53), a retko i sa blagom hemofilijom
A (54), imaju Cesta krvarenja 1 artropatiju. Ova zapaZanja sugerisu da klinicka teZina ne
zavisi samo od nivoa FVIIL:C. Mehanizam u osnovi ove varijabilnosti je samo delimi¢no
razjaSnjen. Pored dokazanog uticaja individualnih razlika u farmakokinetici koncentrata
FVIII 1 prisustva faktora trombofilije opisuje se i uticaj vrste mutacije koji je u osnovi

hemofilije A 1 drugih naslednih faktora (nivo cinilaca koagulacije i fibrinolize, faktori
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inflamacije 1 imunoregulacije) kao 1 faktora sredine (fizicka aktivnost, nacin Zivota,
terapijski pristup) na teZinu krvarenja kod hemofilije A (55).

Procena klinicke tezine hemofilije A nije standardizovana. Kao parametri se koriste
vreme pojave prvog krvarenja, ucestalost krvarenja, prisustvo i stepen artropatije, potro$nja
lekova ili kombinacija nekih od ovih parametara (51, 56, 57). Broj spontanih hemartroza u
toku godine je najpogodniji parametar kod bolesnika koji primaju terapiju samo za
zaustavljanje krvarenja (51). Medutim, primena profilakse je promenila klinicki tok bolesti
tako da se kod bolesnika na profilaksi kao parametar za procenu klini¢ke teZine Cesto
koristi vreme pojave prvog krvarenja. Krvarenja kod bolesnika sa teSkom hemofilijom se
javljaju ranije, najcesS¢e u uzrastu 6-8 meseci, kada deca postaju fizicki aktivnija (57).

Identifikacija faktora koji doprinose pojavi ucestalih krvarenja bi omogucila ranu
procenu klinicke teZine hemofilije A, a to bi doprinelo izboru optimalnog oblika lecenja na
osnovu podataka o klinickom fenotipu uz podatake o nivou FVIII:C. Tako bi bilo moguce
identifikovati bolesnike sa klinicki teSkim oblikom bolesti kod kojih je opravdana primena
rane profilakticke terapije, a takode i onih 10% bolesnika sa teSkom hemofilijiom A koji

retko krvare 1 kojima profilaksa nije potrebna ili se njena primena moze odloziti (55).

Dijagnoza

Dijagnoza hemofilije A se postavlja na osnovu podataka dobijenih anamnezom,
fizickim pregledom 1 laboratorijskim analizama. Na hemofiliju A ukazuju krvarenja od
ranog detinjstva, spontana krvarenja u zglobove i miSice, obilna krvarenja posle povrede,
vadenja zuba ili hirurSke intervencije kao i prisustvo hemofilije u porodici (39).

Karakteristi¢an laboratorijski nalaz je produZzeno APTT uz normalne rezultate ostalih
skrining testova. Kod blagih oblika hemofilije A 1 APTT mozZe biti u granicama normalnih
vrednosti jer je APTT obicno produzen kada je nivo FVIII:C <25 1J/dl usled nedovoljne
senzitivnosti reagensa. Zbog toga, ako anamnestic¢ki podaci ukazuju na prisustvo krvarenja
treba ispitati FVIIL:C i kada su rezultati skrining testova normalni. Za definitivnu dijagnozu

hemofilije A potrebno je ispitivanje FVIII:C, koagulacijskim ili hromogenim testom.
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Takode, potrebno je uraditi testove za diferencijalnu dijagnozu u odnosu na von
Willebrandovu bolest (58).

Ispitivanje inhibitora FVIII se vrsi u toku redovne kontrole ili usled neadekvatnog
odgovora na supstitucionu terapiju. Za merenje inhibitora koristi se Bethesda metod,

odnosno Nijmegen modifikacija koja omoguca vecu senzitivnost testiranja. (59).

Terapija

Krvarenje kod hemofilije A se moZe zaustaviti ili spreCiti primenom supstitucione
terapije. Terapija izbora su koncentrati FVIII, humani i rekombinantni. Terapija se moze
primenjivati po potrebi tj. za zaustavljanje krvarenja ili u cilju profilakse krvarenja (39).

LeCenje krvarenja je najefikasnije ukoliko se terapija primeni sa pojavom prvih
simptoma, najbolje u toku prva 2 sata. Neophodno je primeniti adekvatnu dozu i dovoljno
dugo davati lek da bi se preveniralo trajno oStec¢enje zgloba (60). Inicijalna doza FVIII se
odreduje na osnovu hemostatskog nivoa za tip krvarenja i telesne mase bolesnika.
Uobicajeno, primena 1 1J FVIII po kilogramu (kg) povecava nivo FVIII:C u plazmi za
~2 1J/dl (61), tako da se inicijalna doza izratunava mnoZenjem polovine telesne mase
izraZzene u kilogramima sa hemostatskim nivoom FVIIIL:C izraZzenim u procentima. Mnoga
nacionalna i internacionalna udruZenja (60, 62) su publikovala preporuke za lecenje
hemofilije, a u Srbiji je Srpska lekarska grupa za hemofiliju publikovala Vodi¢ za lecenje
hemofilije (63), sa preporu¢enim hemostatskim nivoima FVIII:C zavisno od tipa krvarenja.
U lecenju spontanih krvarenja hemostatski nivo iznosi 10-50% od nivoa kod zdrave osobe,
a terapija se primenjuje do zaustavljanja krvarenja. Veci hemostatski nivo od 50-100% 1
duza primena terapije je potrebna kod Zivotno ugroZavajucih krvarenja. Doza odrZavanja je
obi¢no pola inicijalne doze i primenjuje se na 8-12 sati, zavisno od poluzivota FVIII u
cirkulaciji, do zaustavljanja krvarenja (60, 63). U prevenciji krvarenja pri hirurSkim
intervencijama hemostatski nivo perioperativno iznosi 50-100%, a u postoperativnom
periodu 30-50% i terapija se primenjuje do zarastanja rane.

Lecenje krvarenja po potrebi usporava razvoj artropatije ali ne moZe spre€iti njenu

pojavu. Profilakticka terapija, regularnom primenom koncentrata FVIII, omogucava
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prevenciju hemartroza i artropatije, normalan fizi¢ki razvoj i unapredenje kvaliteta Zivota
kod bolesnika sa teSkim oblikom hemofilije A (64). Primarna profilaksa pocinje pre pojave
krvarenja ili posle prvog krvarenja u veliki zglob, obi¢no u prve tri godine Zivota.
Sekundarna profilaksa pocinje posle dva ili viSe krvarenja u velike zglobove dok jo§ nema
znakova artropatije. Rana profilaksa je terapija izbora kod teSke hemofilije A. Sve vise se
primenjuje tercijarna profilaksa kod bolesnika sa artropatijom i ¢estim krvarenjima jer se
tako usporava dalje oStecenje zglobova i1 popravlja kvalitet Zivota. Profilaksa se mozZe
primenjivati 1 inermitentno jer kratkotrajna profilaksa tokom 4-8 nedelja moZe prekinuti
ciklus krvarenja (65). Medutim, primena profilakse je ograni¢ena s obzirom na visoku cenu
terapije, a radi se na razvoju strategija za smanjenje potroSnje koncentrata na osnovu
individualnog pristupa u odredivanju veli¢ine i ucestalost doze za profilaksu (66).

Ne postoji univerzalni pristup doziranju za primarnu profilaksu s obzirom na velike
razlike u raspoloZivosti koncentrata FVIII u razli¢itim sredinama. Dva terapijska protokola
se standardno koriste: 1) Svedski model - primena 25-40 1J/kg tri puta nedeljno da se
obezbedi minimalan nivo FVIIIL:C od 1 1J/dl, i 2) holandski model - primena 20-40 1J/kg
dva do tri puta nedeljno u zavisnosti od pojave krvarenja. Direktnim poredenjem je
pokazana efikasnost oba protokola s tim da je kod bolesnika u Holandiji zapaZen
minimalan stepen artropatije uz dvostruko manju potro$nju koncentrata FVIII (67).
Intenzitet profilakse 1 nacin otpo€injanja su joS uvek predmet istraZivanja zbog potrebe
Cestih intravenskih injekcija kod male dece, a nekada i1 potrebe implantacije centralnog
venskog katetera Sto se moZe komplikovati infekcijom ili trombozom (60). Ovi problemi,
kao 1 razlike u ucestalosti krvarenja kod bolesnika sa teSkom hemofilijom A, su naveli na
“stepenasti” pristup koji je razvijen u Kanadi (68) i omogucava individualno prilagodavanje
doze. Profilaksa zapocCinje primenom 50 IJ/kg jednom nedeljno, a zatim se ucestalost
primene i doza koncentrata povecavaju u skladu sa pojavom krvarenja.

Preporuka je da protokol profilakse treba prilagoditi individualnim potrebama
bolesnika i predlaze se primena minimalne doze koncentrata koja omogucava prevenciju
krvarenja (60). U tom cilju je predloZzen model koji se bazira na individualnim
karakteristikama farmakokinetike FVIII (66), a istraZuje se i uloga globalnih testova

hemostaze (69, 70) u proceni individualnog pristupa u hemofiliji A.
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Izbor vrste koncentrata zavisi od bezbednosti preparata odnosno od rizika transmisije
virusa 1 rizika pojave inhibitora koagulacije. Humani koncentrati se pripremaju
frakcionisanjem pula plazme od velikog broja davalaca ali kao rezultat unapredenja
pripreme koncentrata i metoda inaktivacije virusa viSe od 20 godina nije dokazana
transmisija HCV 1 HIV infekcije usled primene koncentrata (71). Ipak, zbog rizika
transmisije do sada nepoznatih virusa rezistentnih na metode virusne inaktivacije i
mogucnosti prenosa priona putem krvi smatra se da se najveci stepen bezbednosti
obezbeduje primena rekombinantnih koncentrata. Rekombinantni koncentrati se proizvode
metodama genetskog inZenjeringa, ultravisoko su pre€iS¢eni 1 nose najmanji rizik
transmisije virusa. Zbog toga, kao i zbog odsustva dokaza povecanog rizika nastanka
inhibitora pri njihovoj primeni, rekombinantni koncentrati FVIII su terapija izbora za
bolesnike sa hemofilijom A (72). Medutim, visoka cena ovih koncentrata limitira njihovu
primenu. U okolnostima ograni¢ene dostupnosti rekombinantnih koncentrata FVIII treba ih
prvenstveno primenjivati kod obolelih koji prethodno nisu primali supstitucionu terapiju,
kao 1 kod onih koji su primali supstitucionu terapiju ali nisu inficirani virusima hepatitisa 1
virusom humane imunodeficijencije (60, 63).

Inhibitori FVIII. Inhibitori FVIII su patoloSka aloantitela koja nastaju imunizacijom
obolelih od hemofilije A usled primene supstitucione terapije, a specificno neutraliSu
aktivnost FVIII. Ucestalost pojave inhibitora kod teske hemofilije A je 25-30%, a kod blage
1 umerene hemofilije A iznosi 3-13%. (73).

Inhibitori su najteZa komplikacija hemofilije A jer se krvarenja teZe zaustavljaju, a
lecenje je kompleksno i skupo. Krvarenja kod bolesnika sa titrom inhibitora <5 BJ/ml se
lece primenom velikih doza koncentrata FVIIL. Medutim, kada je titar inhibitora >5 BJ/ml
ili nezavisno od titra kod bolesnika sa snaznim imunoloSkim odgovorom primenjuju se
koncentrati sa by-pass efektom Cija primena zaobilazi mesto delovanja FVIII u sistemu
koagulacije. Koncentrati rekombinantnog aktiviranog FVII (rFVIIa) 1 aktiviranog
protrombin kompleksa (aPCC) su efikasni u zaustavljanju 80-90% krvarenja (73, 74).

Intenzivno se istraZzuju faktori rizika i mogucnosti za prevenciju nastanka inhibitora.
Medu genetskim faktorima najvec¢i znaCaj ima mutacija gena za FVIII i polimorfizam

imunoregulatornih gena. Uticaj faktora sredine kao Sto su nacin primene leka, vreme prve
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primene terapije, vrsta koncentrata, primena terapije u toku infekcije ili imunizacije nije
razjaSnjen jer su rezultati ispitivanja kontroverzni (75, 76).

Drugi i novi oblici lecenja. Dezmopresin se primenjuje u terapiji blagih i umerenih
oblika hemofilije A za leCenju krvarenja kao i za prevenciju krvarenja pri vadenju zuba i
hirur§kim intervencijama. Antifibrinoliticki lekovi se naj¢eS¢e primenjuju kao dodatna
terapija za prevenciju krvarenja pri vadenju zuba zbog izraZene fibrinolize u usnoj duplji
(77). Koncentrati FVIII sa duzim poluZivotom se baziraju na prevenciji razgradnje
molekula rekombinantnog FVIII usled vezivanja sa polietilen glikolom ili pegiliranim
lipozomima ili fuzije sa imunoglobulinima ili albuminima. Prva ispitivanja ukazuju na
mogucnost profilakse primenom leka 1-2 puta nedeljno (78). Terapija genima je pogodna
za lecenje hemofilije s obzirom da veoma malo povecanje FVIIL:C (~3-5 1J/dl) u krvi
znacajno smanjuje ucestalost krvarenja i eliminiSe zahtevnu primenu profilakse. Terapija
genima se sprovodi tako Sto se u somatske celije obolelog unosi normalan gen za FVIII
pomocu virusa koji inficiraju ciljne ¢elije koje zatim sintetiSu FVIII. Preliminarni rezultati
ukazuju da jo§ uvek nije moguce posti¢i stabilnu ekspresiju gena za FVIII 1 stabilno

povecanje aktivnosti FVIII tako da se radi na unapredenju genske terapije (79).

Procena odgovora na terapiju

Za procenu odgovora na terapiju kod bolesnika sa hemofilijom A primenjuje se
pracenje klinickih i laboratorijskih parametara. Klinickim pregledom se utvrduje postojanje
simptoma krvarenja kao 1 prisustvo i stepen oStecenja zglobova primenom standardizovanih
klinickih skorova (60).

Laboratorijska procena podrazumeva merenje FVIII:C, a najceS¢e se Kkoristi
jednostepeni koagulacijski test (58). Pri pracenju odgovora na terapiju treba uzeti u obzir
individualne razlike u farmakokinetici FVIII. Najznaajniji laboratorijski parametri su
porast FVIII:C 15-30 minuta posle infuzije koncentrata za procenu inicijalne doze i
poluzivot FVIIL:C u plazmi za procenu ucestalosti primene doze. Kod bolesnika koji
primaju terapiju za zaustavljanje krvarenja nivo FVIII se meri pre i 30 minuta posle

primene koncentrata, kada FVIII dostize najve¢i nivo, pa se na osnovu rezultata doza leka
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prilagodava preporu¢enom hemostatskom nivou FVIII:C za odredeni tip krvarenja. Kod
bolesnika na profilaksi cilj je da se FVIII:C odrzi na nivou =1 1J/dl. Nivo FVIII:C se meri
48-72 sata posle poslednje doze koncentrata odnosno neposredno pred sledecu dozu i tako
odreduje najnizi nivo FVIIL:C. Ipak, prisutne su individualne varijacije tako da neki
bolesnici krvare i kad je nivo FVIII:C >1 1J/dl dok kod drugih krvarenja nema i kada je
FVIIL:C <1 1J/dl. U slucaju neocekivane pojave krvarenja odredivanje poluzivota FVIII
moze biti korisno za individualnu procenu ucestalosti primene profilakticke doze, jer
poluzuvot FVIII u plazmi varira u Sirokom rasponu od 7 do 20 sati. U odsustvu krvarenja
nije uvek neophodno odrzavati nivo FVIII:C =1 1J/dl (65, 80).

Tumacenje laboratorijskih rezultata u skladu sa klinickim nalazima omogucava
optimalan terapijski pristup. Treba imati u vidu ograni¢enja testiranja tj. mogucnost
procene samo inicijalne faze koagulacije. To moZe biti u osnovi neslaganja vrednosti
FVIII:C i klinickog odgovora na terapiju jer se merenjem FVIII:C ne moZe proceniti uticaj
leka na ukupni hemostatski status kod bolesnika sa hemofilijom A. Ako primena
standardne doze leka nije klinicki efikasna potrebno je uraditi testiranje na inhibitore. Za
laboratorijsko pracenje terapije kod bolesnika sa inhibitorima ne postoje pouzdane metode.
Ovo su situacije u kojima primena globalnih testova hemostaze moZe dati korisne dodatne

podatke za prac¢enje odgovora na terapiju kod hemofilije A (60, 81).

Trombofilija u hemofiliji

Trombofilija se definiSe kao sklonost za nastanak tromboze usled prisustva naslednih 1
steCenih faktora rizika. Medu faktorima nasledne trombofilije najveci znacaj imaju mutacije
FVL sa ucestaloS¢u 3-7% u opsStoj populaciji, FII G20210A sa ucestaloS¢u
1-6% 1 mutacija MTHFR 677TT koja moZe biti u osnovi hiperhomocisteinemije, a prisutna
je kod 5-12 % osoba. Deficit inhibitora koagulacije antitrombina, proteina C i proteina S su
snazni ali veoma retko prisutni nasledni faktori rizika za trombozu (82).

Varijabilnost teZzine klinicke slike kod hemofilije A, ¢ak i kod osoba sa istom
mutacijom u osnovi oboljenja, ukazuje na ulogu modulatornih faktora. IzraZenost klini¢kih

manifestacija je rezultat poremecenog balansa u sistemu hemostaze uz delovanje brojnih
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regulatornih proteina i bioloSkih procesa. Saznanja o visokoj ucestalosti nekih naslednih
faktora trombofilije, a posebno mutacije FVL, su podstakla ispitivanja trombofilije kod
bolesnika sa hemofilijom A. Sistematski pregled literature (55), na osnovu 21 opisane
studije, ne omogucava donoSenje definitivnih zakljucaka. NajviSe podataka se odnosi na
mutaciju FVL koja moZe imati uticaja na teZinu klini¢ke slike kod hemofilije A. Sto se ti¢e
drugih faktora trombofilije nije moguce doneti relevantan zaklju¢ak. Smatra se da faktori
trombofilije mogu uticati na klinicki fenotip ali su oni u osnovi samo malog dela
varijabilnosti. Potrebna su dalja istraZivanja jer su studije radene na malom broju bolesnika
1 razli¢ito su koncipirane po pitanju selekcije pacijenata 1 izbora testova za procenu

trombofilije (83).

TESTOVI ZA ISPITIVANJE HEMOSTAZE

Laboratorijsko ispitivanje hemostaze se vr$i u cilju dijagnoze poremecaja hemostaze
kod bolesnika sa simptomima krvarenja ili tromboze, u pripremi za hirurSku intervenciju ili
pre primene hemostatske terapije. Prvo se izvode skrining testovi, na osnovu ¢ijih rezultata

se procenjuje potreba za izvodenjem kao i izbor specijalnih testova (16).

Skrining testovi

Istovremena primena sledec¢ih testova omogucava otkrivanje vecine klini¢ki znacajnih
poremecaja hemostaze: APTT, PT, trombinsko vreme (TT) i odredivanje broja trombocita.

APTT je test kojim se meri aktivnost unutras$njeg i zajedni¢kog puta koagulacije krvi.
Test se koristi za dijagnozu deficita FXII, FXI, FX, FIX, FVIII, FV, FII i fibrinogena,
prisustva inhibitora navedenih faktora koagulacije i lupus antikoagulansa kao 1 za pracenje
terapije heparinom i direktnim inhibitorima trombina. PT je test kojim se meri aktivnost
spoljaSnjeg 1 zajednickog puta koagulacije. Ovaj test se koristi za dijagnozu deficita FII,
FV, FVII, FX i fibrinogena, za kontrolu oralne antikoagulantne terapije i procenu funkcije

jetre. TT je test kojim se meri brzina pretvaranja fibrinogena u fibrin pod dejstvom
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standardnog rastvora trombina i koristi se za dijagnozu hipo- i disfibirnogenemije, a

produzZen je u prisustvu heparina ili fibrin/fibrinogen degradacionih produkata (16).

Specijalni testovi

Ispitivanje faktora koagulacije

Aktivnost  faktora koagulacije se najceS¢e meri jednostepenim koagulacijskim
testovima s obzirom na jednostavno, automatizovano izvodenje. Za ispitivanje aktivnosti
FVIII, FIX, FXI, FXII se meri sposobnost ispitivane plazme da koriguje APTT, a za FII,
FV, FVII i FX da koriguje PT deficitne plazme koja sadrzi <1 1J/dl faktora koagulacije koji
se ispituje 1 normalan nivo drugih faktora koagulacije(84). Za merenje fibrinogena se
preporucuje koagulacijska metoda po Claussu koja se zasniva na TT testu, a za odredivanje
aktivnosti FXIII automatizovani hromogeni test (16). Za ispitivanje aktivnosti VWF
(vVWEF:Akt) preporucuje se imunoturbidimetrijski test gde se koriste lateks Cestice obloZene
antitelima na vWF (85).

Koncentracija antigena faktora koagulacije se ispituje imunohemijskim metodama
kao $to su imunoradiometrija, ELISA 1 druge. To omogucava procenu prirode oboljenja: da
li se radi o odsustvu, smanjenoj sintezi ili sintezi izmenjenog molekula faktora koagulacije.
Ispitivanje koncentracije antigena nije deo rutinskog ispitivanja osim ispitivanja
koncentracije antigena VWF (VWF:Ag) za dijagnozu von Willebrandove bolesti (84).

Ispitivanje aktivnosti FVIII je neophodno za postavljanje dijagnoze, procenu teZine
hemofilije A, za procenu prisustva inhibitora FVIII, prac¢enje efikasnosti terapije i procenu
aktivnosti FVIII u koncentrovanim preparatima. Jednostepeni koagulacijski test se najcesce
koristi iako pokazuje znaCajan stepen varijabilnosti rezultata i visok koeficijent varijacije
usled razlika u sastavu deficitne plazme i reagensa za APTT. Hromogeni dvostepeni test
pokazuje veci stepen preciznosti, posebno za niske vrednosti FVIIL:C, ali visoka cena
ograni¢ava njegovu primenu (58, 84). U velini sluCajeva rezultati merenja razliitim
metodama daju ekvivalentne rezultate. Ipak, neslaganje rezultata merenja FVIII:C

jednostepenim koagulacijskim testom i hromogenim testom je opisano kod priblizno
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trecine bolesnika sa blagom hemofilijom A. To ima klinicki znacaj s obzirom da se na
osnovu vrednosti FVIII:C vrsi procena teZine oboljenja, a posebno je zna¢ajna mogucnost
izostanka postavljanja dijagnoze hemofilije A. U vecini slucajeva vrednosti dobijene
koagulacijskim testom su vece od vrednosti dobijenih hromogenim testom, a rede je
opisana suprotna pojava. Kada je prisutno neslaganje rezultata nije razjasSnjeno koja od
vrednosti FVIIL:C reflektuje pravi klinicki fenotip. Zato se preporucuje se da se kod
bolesnika sa blagom hemofilijom A pri postavljanju dijagnoze urade obe vrste testa, kao 1

molekularno geneticka ispitivanja za potvrdu dijagnoze (86).

Ispitivanje trombofilije

Laboratorijsko ispitivanje trombofilije je kompleksno jer pored koagulacijskih i
hromogenih testova za procenu aktivnosti inhibitora koagulacije podrazumeva
imunohemijska 1 molekularno geneticka ispitivanja. Prema preporukama (87, 88)
laboratorijski skrining trombofilije obuhvata ispitivanje deficita antitrombina, proteina C i
proteina S, zatim prisustva rezistencije na APC, mutacija FVL 1 FII G20210A kao uzroka
nasledne trombofilije, prisustva antifosfolipidnih antitela kao uzroka stecene trombofilije 1
hiperhomocisteinemije koja moZe biti nasledni ili ste¢eni poremecaj.

Deficiti inhibitora koagulacije se detektuju na osnovu sniZene aktivnosti merene
koagulacijskim ili hromogenim testiranjem. Aktivnost antitrombina i proteina C se ispituje
hromogenim testovima, a aktivnost proteina S koagulacijskim testovima. Rezistencija na
APC se ispituje testom APTT u uzorku plazme pre i posle dodavanja standardne koli¢ine
APC. Za potvrdu pozitivnih 1 ispitivanje grani¢nih rezultata testiranja radi se detekcija
mutacije FVL. Mutacije FVL 1 FII G20210A se detektuju molekularno genetickim
testovima. Prisustvo lupus antikoagulansa (LA) se detektuje na osnovu produZenja testova
koagulacije koji zavise od fosfolipida i njihove korekcije posle dodavanja fosfolipida, a
antikardiolipinska 1 anti-B-2-glikoprotien-I antitela se detektuju ELISA testom.

Hiperhomocisteinemija se dijagnostikuje imunohemijskim metodama (89).

26



Ispitivanje TAFI

Testovi za direktno ispitivanje TAFI su odnedavno na raspolaganju, dok je u ranijim
studijama koriS¢eno vreme lize koaguluma za indirektnu procenu TAFI (37, 38). Za
merenje nivoa proenzima TAFI koriste se: 1) funkcionalni testovi koji mere aktivnost TAFI
posle egzogene aktivacije dodavanjem kompleksa trombin-trombomodulin i 2) imunoloski
testovi koji mere antigen TAFI primenom ELISA metode (90).

Funkcionalni testovi se izvode direktnim ili indirektnim metodama. Direktnim
metodama se meri proteolitiCko delovanje TAFIa na sintetske supstrate, a reakcija se
detektuje hromatografskom, spektrofotometrijskom ili hromogenom metodom. Medutim,
ove metode mere i aktivnost karboksipeptidaze N u plazmi. Cuvanje uzorka je kompleksno.
Potrebno je da se posle aktivacije uzorak cuva na ledu i da se doda supstrat kako bi se
sprecila degradacija labilnog molekula TAFIa. Prednosti funkcionalnih testova su merenje
enzimske aktivnosti TAFIa bez uticaja polmorfizama TAFI gena i bez uticaja drugih formi
TAFI prisutnih u plazmi. Indirektni funkcionalni testovi se zasnivaju na proceni uticaja
TAFIa na vreme lize koaguluma sa 1 bez specificnog inhibitora TAFI. Ova merenja nisu
dovoljno senzitivna 1 pokazuju veliki stepen varijabilnosti. Zbog toga, kao i1 zbog
kompleksnosti pripreme i cuvanja uzorka funkcionalni testovi se manje koriste (90).

Prednosti ELISA testova su jednostavnost izvodenja 1 izostanak uticaja
karboksipeptidaze N na rezultate. Medutim, antitela u ELISA testovima imaju ukrStenu
reaktivnost za brojne forme molekula TAFI u plazmi (91). Opisana je i razliCita
senzitivnost za varijante TAFI usled polimorfizma TAFI gena od kojih su najvazniji
Thr3251le 1 Alal47Thr polimorfizmi. Reaktivnost antitela se odnosi na forme aktiviranog 1
inaktiviranog molekula TAFI (TAFI, TAFla, TAFlai, produkti proteolize TAFlai,
aktivacioni peptid). Iako je TAFI u plazmi predominantno prisutan u formi proenzima
znacajne koli¢ine aktiviranog i inaktiviranog molekula mogu biti prisutne kod bolesnika
kod kojih je doSlo da aktivacije sistema koagulacije i fibrinolize (90).

U novijem periodu razvijeni su ELISA testovi koji nisu osetljivi na polimorfizam
TAFI gena (92) 1 koji omogucavaju merenje nivoa razliitih formi TAFI. Ovim testovima

se moze meriti nivo proenzima TAFI kao i stepen aktivacije TAFI in vivo na osnovu
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merenja kompleksa aktivne i inaktivne forme TAFI (TAFla/TAFlai) ili nivoa oslobodenog
aktivacionog peptida (90). S obzirom na ova unapredenja ELISA testovi se sada najcesce
koriste. Sa pojavom testova sa ve¢om pouzdanoScu merenja TAFI najviSe je ispitivana
uloga TAFI u vaskularnim oboljenjima u cilju razvoja novog terapijskog pristupa (93).

Takode, ispitivana je i uloga TAFI kod bolesnika sa hemofilijom A (94, 95, 96).

Globalni testovi hemostaze

SloZenost sistema hemostaze doprinosi varijabilnosti klinicke slike i odgovora na
terapiju kod bolesnika sa poremecajima hemostaze. Zato se intenzivno ispituje primena
testova globalne hemostaze koji omogucavaju procenu uticaja brojnih €inilaca na klinicki
tok 1 terapiju kod bolesnika sa sklonoS¢u ka krvarenju ili trombozi (81, 97).

Standardni, specificni testovi su neophodni za postavljanje dijagnoze, procenu teZine
oboljenja i efikasnosti terapije. Medutim, APTT i PT i na njima zasnovani testovi za
merenje aktivnosti faktora koagulacije pruzaju samo delimi¢nu informaciju o
hemostatskom statusu. Ovi testovi kao metodu detekcije koriste formiranje koaguluma 1
tako reflektuju delovanje <5% trombina nastalog u procesu koagulacije, a ne detektuju
stvaranje >95% trombina posle formiranja koaguluma kada se odvija veliki broj reakcija
koje znacajno uti¢u na proces hemostaze (25). Takode, ovim testovima se meri izolovana
aktivnost sistema koagulacije u uzorku plazme, ne uzimajuci u obzir kompleksnost procesa
hemostaze in vivo. Zbog toga testovi koji se standardno koriste u nekim sluc¢ajevima nisu
sasvim pouzdani pokazatelji individualne sklonosti ka krvarenju niti odgovora na terapiju
kod bolesnika sa poremec¢ajima hemostaze (51, 52, 53, 54).

Ispituje se mogucénost merenja dinamicne interakcije komponenata hemostaze
primenom globalnih testova. Ispitivanja se usmeravaju sa merenja aktivnosti faktora koji
nedostaje na merenje poremecene funkcije, bar onog dela koji je dostupan jer je lokalizovan
u krvi. Testovi globalne hemostaze su poznati ve¢ nekoliko decenija, a primena novih
tehnologija je pojednostavila primenu i obnovila interesovanje za koriS¢enje u klinickoj
praksi. Rezultati preliminarnih ispitivanja ukazuju da ovi testovi pruZaju dodatne korisne

informacije 1 da su komplementarni standardnim koagulacijskim testovima (81, 97, 98).
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Test generacije trombina (TGT). Stvaranje trombina reflektuje uticaj svih
komponenata hemostaze, tako da merenje stvaranja trombina doprinosi boljoj proceni
klinickog statusa i terapijskog efekta kod poremecaja hemostaze (99). Test generacije
trombina je opisan 1953. godine, a zatim je unapredivan tako da se danas stvaranje
trombina moze meriti posle dodavanja specifiénog hromogenog ili fluorescentnog substrata
u uzorak ispitivane plazme. Od komercijalnih testova najceSce se koriste kalibrisana
automatizovana trombografija (CAT) gde se koristi fluorescentni substrat i endogeni
trombin potencijal (ETP) gde se koristi hromogeni substrat (100, 101). TGT omogucava
kontinuirano pracenje i vizuelizaciju procesa stvaranja trombina. Na osnovu dobijenog
zapisa se automatski izraCunavaju parametri (shema 4). Parametar ETP, koji predstavlja
ukupnu povrSinu ispod krive stvaranja trombina odnosno ukupnu enzimsku aktivnost
stvorenog trombina, ima najveci klinicki znacaj jer najbolje korelira sa rizikom krvarenja ili

tromboze 1 sa odgovorom na hemostatsku terapiju (47, 99, 102, 103).
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Shema 4. Parametri TGT testa: t_lag - vreme do pocetka stvaranja trombina;
t_max - vreme do dostizanja maksimalnog nivoa trombina; C_max - maksimalan nivo
trombina; ETP - endogeni trombin potencijal odnosno povrSina ispod krive stvaranja
trombina (http://haematologica-thj.org/content/92/12/1639/F1 .expansion)
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Tromboelastografija (TEG). TEG pruza podatake o dinamici formiranja koaguluma,
od inicijalnog stvaranja fibrina preko rasta koaguluma do procene njegove stabilnosti,
pracenjem polimerizacije fibrina u uzorku cele krvi. Ovi uslovi su najblizZi dogadanjima
in vivo jer se procenjuje delovanje Cinilaca koagulacije i fibrinolize kao i krvnih ¢elija na
proces hemostaze. TEG je opisan 1948. godine, a danas su dostupne dve vrste aparata za
izvodenje automatizovane tromboelastografije (TEG®) i rotacione tromboelastometrije
(ROTEM®) (104). Kontinuiranim pra¢enjem promena viskozno-elasti¢nih svojstava u
procesu formiranja i razgradnje koaguluma u uzorku antikoagulisane cele krvi posle
dodavanja aktivatora, grafickim prikazom i obradom podataka izraCunavaju se parametri
testiranja. [ako se primenom oba instrumenta mere iste vrste parametra (shema 5) oni nisu
identi¢ni zbog razlika u izvodenju testa, imaju razli¢itu nomenklaturu tako da se rezultati
testova ne mogu direktno porediti (105). Rezultati ispitivanja ukazuju da se primenom TEG

dobijaju klinicki korisne informacije kod bolesnika sa poremecajima hemostaze (106, 107).
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Shema 5. Parametri TEG® i ROTEM® testova. TEG®: R — vreme koagulacije;
k — brzina koagulacije; « - kinetika polimerizacije fibrina; MA — maksimalna amplituda;
CL - vreme lize koaguluma; ROTEM®: CT - vreme koagulacije; CFT — vreme formiranja
koaguluma; o - kinetika polimerizacije fibrina; MCF — maksimalna ¢vrstina koaguluma;
ML — maksimalna liza koaguluma (http://www.wjes.org/content/7/S1/S3/figure/F1)
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Analiza krive koaguluma (AKK). Test AKK je opisan 1997. godine, a izvodi se na
automatskim koagulometrima sa foto-optickim sistemom detekcije u uzorku plazme tokom
i posle izvodenja APTT. Pradenjem promene transmisije svetlosti i vizuelizacijom na
ekranu koagulometra dobija se kriva koja prikazuje stvaranje koaguluma. Sa pocetkom
procesa koagulacije smanjuje se transmisija svetlosti Sto se prikazuje kao nagib krive, a po
zavrSetku koagulacije transmisija svetlosti se stabilizuje i1 prikazuje se ravna linija. Kod
ubrzane fibrinolize transmisija svetlosti se povefava u post-koagulacijskoj fazi.
Softverskom analizom krive (shema 6) izraCunavaju se parametari koji koreliraju sa
brzinom stvaranja i koli¢inom stvorenog fibrina. Preliminarni rezultati su pokazali da ovaj
test moze dati korisne dodatne informacije u proceni klinicke teZine hemofilije, a posebno

zbog senzitivnosti testa za merenje nivoa FVIIL:C <1 1J/dl (108, 109).
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Shema 6. AKK test - promena transmisije svetlosti pri procesu koagulacije

(http://laboratory-manager.advanceweb.com/Article/Double-Vision-1.aspx)
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Test za merenje ukupnog hemostatskog potencijala

Test za merenje ukupnog hemostatskog potencijala (UHP) je jednostavan i brz
globalni test hemostaze koji omoguc¢ava novi pristup u pracenju poremecaja hemostaze na
osnovu procene sistema koagulacije 1 fibrinolize (110, 111). Test se zasniva na ponavljanim
spektrofotometrijskim merenjima kojima se kontinuirano meri nivo fibrina u plazmi kojoj
su prethodno dodate male koli¢ine trombina za aktivaciju sistema koagulacije i t-PA za
aktivaciju sistema fibrinolize. S obzirom da je koagulacija gotovo odsutna kod teSkog
deficita FVIII 1 FIX, metod je modifikovan dodavanjem trombocitnog reagensa koji sadrzi
fosfolipide membrane trombocita i1 tkivni faktor. Krivom stvaranja fibrina se prikazuje
proces u kome se fibrinogen delovanjem trombina postepeno pretvara u fibrin, dok
delovanjem t-PA nastaje plazmin koji zatim razgraduje fibrin. PovrSina ispod krive
stvaranja fibrina u ispitivanom periodu predstavlja vrednost UHP (shema 7I). Ukupni
koagulacijski potencijal (UKP), ukupni fibrinoliticki potencijal (UFP) i vreme lize
koaguluma (VLK) su dodatni parametri koji omogucavaju informacije o procesu

koagulacije ili fibrinolize (shema 711 1 71II).
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Shema 7. Parametri UHP testa (111): UHP — ukupni hemostatski potencijal, UKP — ukupni
koagulacijski potencijal 1 UFP — ukupni fibrinoliti¢ki potencijal

(reprodukovano uz saglasnost Antovic¢ A.)
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Ispitivana je primena UHP testa u proceni klinicke teZzine 1 terapijskog odgovora u
poremecajima hemostaze sa sklonoS¢u ka krvarenju. Rezultati ukazuju da primena UHP
testa doprinosi izboru optimalnog terapijskog pristupa kod bolesnika sa hemofilijom A
(112, 69) kao 1 da je korisna za pracenje primene koncentrata rFVIIa (113). Primena UHP
testa se pokazala korisnom u proceni sklonosti ka trombozi kod bolesnika sa trombofilijom
(114). Preliminarni rezultati ukazuju na opravdanost primene testa, ali su prospektivne

studije na ve€em broju bolesnika potrebne da bi otpocela rutinska klini¢ka primena (111).

Globalni testovi hemostaze u hemofiliji

Primena globalnih testova hemostaze moZe imati znacajan uticaj na klinicke odluke
kod hemofilije A u slede¢im oblastima (70): 1) definisanje klinicke teZine bolesti,
2) individualni pristup u proceni optimalnog terapijskog protokola, 3) pracenje terapije kod
bolesnika sa inhibitorima i 4) procena efekta novih preparata za leCenje hemofilije.

S obzirom da klini¢ka slika hemofilije A nije uvek u skladu sa nivoom FVIII:C
ispitivana je uloga globalnih testova hemostaze u proceni klinicke teZine hemofilije A.
Primenom globalnih testova hemostaze pokazan je veéi stepen heterogenosti izmedu
rezultata standardnih testova koagulacije 1 klinickog fenotipa nego S$to je to ranije bilo
prepoznato. Korelacija klinickog fenotipa i globalnih testova hemostaze je pokazana u
nekoliko studija. Bolesnici sa klinicki teSkim oblikom bolesti imaju manji kapacitet za
stvaranje trombina (47, 56, 69), a korelacija je potvrdena i primenom tromboelastografije
(107, 115). Prisustvo aktivnosti faktora koagulacije u tragovima, koje ne moZemo
detektovati standardnim testovima, zajedno sa drugim fizioloskim karakteristikama moze
imati znaCajan uticaj na hemostazu in vivo, a testovi globalne hemostaze mogu omoguciti
bolje razumevanje ovih mehanizama. U teSkim oblicima hemofilije veoma mala koli¢ina
FVIII, ispod granica detekcije standardnim testovima moZe dovesti do stvaranja znacajnih
koli¢ina trombina (55). Ispitivanjem primenom AKK je pokazana senzitivnost za detekciju
veoma niskih vrednosti FVIII u rasponu 0,2-1 1J/d1 (109).

Primena globalnih testova hemostaze moZe doprineti preciznijoj proceni individualnog

odgovora na terapiju i tako obezbediti dodatne informacije za prilagodavanje terapijske ili
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profilakticke doza leka potrebama bolesnika. Rezultati ex vivo studija su pokazali da efekat
iste doze kod bolesnika sa hemofilijom A veoma varira (112, 116, 47), a to je potvrdeno
1 in vivo ispitivanjima gde je posle infuzije terapijske doze koncentratata FVIII bolesnicima
sa teSkom hemofilijom A dokazano da su vrednosti FVIII:C 24 sata posle terapije veoma
razli¢ite (102). Nekoliko studija je prikazalo preliminarne podatke koji potvrduju da
primena TGT i1 TEG (103, 115, 117) moZe doprineti boljoj proceni odgovora na terapiju
kod dela bolesnika. Najznacaniji efekat ovog pristupa se moze ocekivati u individualnoj
proceni veli¢ine i ucestalosti doze za profilakticku terapiju kao i za prilagodavanje
doziranja prilikom izvodenja hirurSkih intervencija. Ocekuje se da bi se kod jednog dela
bolesnika sa hemofilijom A adekvatna prevencija krvarenja mogla posti¢i uz primenu
manje doze ili redu primenu koncentrata FVIII §to bi omogu¢ilo znacajne ustede u koli¢ini
lekova (70). Takode, sve viSe se primenjuje profilaksa kod odraslih bolesnika kod kojih
posle prekida profilakse dolazi do cCeste pojave hemartroza. Uloga globalnih testova
hemostaze u prilagodavanju doze leka moZe biti znacajna jer je poznato da se sa starenjem
povecava ukupni hemostatski kapacitet (65, 118).

Pracenje terapije primenom lekova sa by-pass efektom kod bolesnika sa hemofilijom
A 1 inhibitorima je sloZeno jer ne postoje specifi¢ni laboratorijski testovi niti preporuke za
laboratorijsko ispitivanje. To je osnov za primenu globalnih testova hemostaze u cilju
procene optimalnog preparata i doziranja, a posebno u slu€aju hirurSke intervencije.
Preliminarni rezultati primene TGT, TEG, AKK kod bolesnika podvrgnutim hirurSkim
intervencijama pokazuju da globalni testovi hemostaze omogucavaju pouzdanu procenu
terapijskog odgovora i prilagodavanje doze individualnim potrebama bolesnika (119).

Intenzivno se istraZzuju nove terapijske moguénosti za unapredenje leCenja bolesnika sa
hemofilijom. Pored primene koncentrata FVIII sa produZenim delovanjem istraZzuje se
mogucnost primene farmakoloSkih agenasa sa novim mehanizmima delovanja, koji ne
podrazumevaju supstituciju FVIII, kao $to je na primer inhibicija delovanja endogenog
TFPI. Jedna od glavnih potencijalnih prepreka u primeni ovih novih lekova je moguc¢nost
preciznog 1 jednostavnog merenja njihovog hemostatskog efekta, koja nije moguca
primenom standardnih laboratorijskih testova dok globalni testovi hemostaze omogucavaju

procenu terapijske efikasnosti bez obzira na vrstu primenjene terapije (120, 70).

34



CILJ

Cilj rada je:

1. Proceniti korelaciju ukupnog hemostatskog potencijala 1 nivoa aktivnosti FVIII kod

bolesnika sa hemofilijom A

2. Ispitati znacaj ukupnog hemostatskog potencijala u proceni sklonosti i teZine

krvarenja kod bolesnika sa hemofilijom A

3. Ispitati znacaj ukupnog hemostatskog potencijala u proceni odgovora na terapiju

4. Ispitati faktore trombofilije i uticaj na ukupni hemostatski potencijal kod bolesnika

sa hemofilijom A

5. Ispitati uticaj faktora trombofilije na sklonost 1 teZinu krvarenja kod bolesnika sa

hemofilijom A

6. Ispitati aktivnost TAFI kod bolesnika sa hemofilijom A

7. Ispitati znacaj fibrinolize zavisne od TAFI u proceni sklonosti i teZine krvarenja kod

bolesnika sa hemofilijom A

8. Ispitati znacaj fibrinolize zavisne od TAFI u pracenju odgovora na terapiju
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MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je uradeno u periodu 2008-2009. godine. Na Odeljenju za ispitivanje
poremecaja hemostaze u Institutu za transfuziju krvi Srbije prikupljeni su uzorci krvi za
ispitivanja, uradeni su testovi hemostaze za ispitivanje faktora koagulacije (fibrinogena,
FII, FV, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI, FXII, vWF:Akt, vWF:Ag), inhibitora FVIII i za
ispitivanje trombofilije (aktivnost antitrombina, proteina C 1 proteina S 1 prisustvo
rezistencija na APC 1 lupus antikoagulansa) i izvrSena je klasfikacija bolesnika prema
laboratorijskim 1 kliniCkim parametrima teZine hemofilije A. Na Institutu za molekularnu
genetiku i geneticko inZenjerstvo su uradena molekularno geneticka ispitivanja faktora
nasledne trombofilije (mutacija FVL, FII G20210A 1 MTHFR 677TT). Na Odeljenju za
klinicku hemiju Univerzitetske bolnice Karolinska u Stokholmu uradeni su testovi za

merenje nivoa TAFI i1 TAFIa/T AFlai i test UHP.

ISPITANICI

Bolesnici sa hemofilijom A

Ispitivanjem je obuhvaceno je 76 Dbolesnika sa hemofilijjom A uzrasta
11-64 godine, medijana 26,5 godina. Svi oboleli od hemofilije su registrovani u Registru
bolesnika sa urodenim koagulopatijama koji se vodi na Odeljenju za ispitivanje poremecaja
hemostaze u Institutu za transfuziju krvi Srbije. Medu obolelim od hemofilije A je 75 osoba
muskog pola i jedna osoba Zenskog pola kod koje je iskljueno prisustvo von
Willebrandove bolesti tip 2N testiranjem afiniteta vezivanja FVIII 1 vWF koje je obavljeno
u Centru za hemofiliju i trombozu ,,Angelo Bianchi Bonomi” u Milanu. Ispitivanjem
inhibitora FVIII utvrdeno je prisustvo inhibitora kod 4 bolesnika sa hemofilijom A, a titar
inhibitora je iznosio 1,4 BJ/ml, 2,4 BJ/ml, 2,6 BJ/ml odnosno 320 BJ/ml. Svi bolesnici sa
hemofilijom A i inhibitorom su manifestovali laboratorijski 1 klinicki tezak oblik bolesti.

Kod preostalih 72 bolesnika prisustvo inhibitora FVIII je isklju¢eno.
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Klasifikacija prema tezini oboljenja

Prema vrednosti FVIII:C bolesnici su podeljeni u tri grupe: sa teSkom hemofilijom A
(FVIII:C <1 1J/dl), umerenom hemofilijom A (FVIIL:C 1-5 1J/dl) 1 blagom hemofilijom A
(FVIII:C >5—<40 1J/dl), u skladu sa preporukama Internacionalnog udruZenja za trombozu i
hemostazu (50). Kinicka teZina hemofilije A je procenjena prema ucestalosti spontanih
krvarenja u zglobove, tako da su na osnovu podataka iz anamneze bolesnici podeljeni u dve
grupe. Bolesnici sa >3 spontane hemartroze godiSnje su klasifikovani kao klini¢ki tezak
oblik, a bolesnici sa <3 spontane hemartroze godiSnje kao klini¢ki blag oblik hemofilije,

nezavisno od nivoa FVIII:C.

Terapija koncentratom FVIII

Kod 38 bolesnika sa teSkim oblikom hemofilije A bez inhibitora primenjena je terapija
koncentratom FVIII za zaustavljanje krvarenja u zglob u skladu sa uobi¢ajenim terapijskim
protokolom u centru gde se bolesnici leCe. Bolesnici su primali terapiju ambulantno na
Klinici za hematologiju Klinickog centra Srbije, Univerzitetskoj dec¢joj klinici 1 Institutu za
zdravstvenu zaStitu majke 1 deteta ,.Dr Vukan Cupic’“ u Beogradu, na Klinici za
hematologiju i Decijoj klinici za interne bolesti Klinickog centra Ni§ i na Klinici za
hematologiju Klinickog centra Vojvodine 1 Institutu za zastitu dece i omladine u Novom
Sadu. Koncentrat FVIII je primenjen u dozi od 1000-2000 1J (raspon 11-31 1J/kg, medijana
18 1I/kg).

Kontrolna grupa
Ispitano je 30 dobrovoljnih davalaca krvi muskog pola, uzrasta 18-59 godina, medijana
40,5 godina. Anamnesticki podaci su ukazivali na odsustvo sklonosti ka patoloSkim

krvarenjima i trombozama. Takode, nisu bila prisutna hroni¢na oboljenja niti su ispitivane

osobe uzimale lekove u periodu kad su uzimani uzorci krvi za ispitivanja.
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UZIMANJE UZORAKA KRVI

Uzorci krvi su dobijeni venepunkcijom vena kubitalne regije. Venepunkcija je
izvodena uz minimalno ostecenje tkiva da bi se izbegla aktivacija trombocita, sistema
koagulacije 1 fibrinolize. Uzorci krvi su uzimani u vakutajner epruvete (Vacutainer tubes,
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) koje sadrze 3,8% (0,129M) natrijum citrat,
a odnos krvi i antikoagulansa je 10:1. Sadrzaj epruvete je pazljivo izmeSan okretanjem
epruvete naniZe tri puta. Uzorci krvi su centrifugirani u §to kracem roku po uzimanju krvi, a
najdalje unutar 60 minuta od uzimanja. Za izvodenje testova hemostaze koriS¢ena je
plazma dobijena centrifugiranjem na 2000 g na sobnoj temperaturi (18-25°C) tokom
20 minuta (121). Uzorak plazme je podeljen na delove od po 500 puL koji su zamrznuti i
uvani na -70°C do izvodenja analiza. Deo uzoraka plazme je transportovan na suvom ledu
na temperaturi od -70°C za testiranja koja su uradena u Stokholmu. Uzorci plazme su
koriS¢eni za ispitivanje aktivnosti faktora koagulacije, prisustva inhibitora FVIII, za
ispitivanje aktivnosti inhibitora koagulacije, prisustva rezistencije na APC 1 LA kao i za
odredivanje nivoa TAFI i TAFla/TAFlai i merenje UHP. Uzorci celijskih elemenata su
takode zamrzavani i ¢uvani na -70°C do testiranja na prisustvo mutacija FVL, FII G20210A
i MTHFR 677TT.

Uzorci krvi bolesnika sa hemofilijom A su uzimani najmanje 48 sati posle primene
poslednje doze koncentrata FVIII, $to pribliZzno odgovara cetvorostrukoj vrednosti
poluzivota FVIII u cirkulaciji. Za laboratorijsku procenu odgovora na terapiju uzorci krvi
su uzimani 30 minuta posle terapije s obzirom da se najveci nivo FVIII:C dostiZe u periodu
10-60 minuta posle terapije (61). U uzorku uzetom posle terapije ispitane su vrednosti
FVIIIL:C, TAFI, TAFIa/TAFlai i UHP i uporedene su sa odgovaraju¢im vrednostima pre

terapije koncentratom FVIIL.
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METODE ISPITIVANJA

Ispitivanje ukupnog hemostatskog potencijala

Ukupni hemostatski potencijal je odredivan po metodi He i sar. (110) gde se aktivacija
procesa koagulacije i fibrinolize u ispitivanoj plazmi odvija posle dodavanja trombina i
tkivnog aktivatora plazminogena. S obzirom da je koagulacija izrazito sniZena i1 gotovo
odsutna kod teskog deficita FVIII 1 FIX, metoda je modifikovana dodavanjem
trombocitnog reagensa koji sadrzi fosfolipide membrane trombocita i tkivni faktor (112).
Test se zasniva na ponavljanim spektrofotometrijskim merenjima kojima se kontinuirano
meri nivo fibrina u plazmi koji je rezultat dva procesa: sa jedne strane delovanja trombina
koji pretvara fibrinogen u fibrin, a sa druge strane delovanja tkivnog aktivatora
plazminogena S§to dovodi do stvaranja plazmina koji razgraduje fibrin. Svaka vrednost
absorbancije pokazuje nivo fibrina u odredenom trenutku i na osnovu tih vrednosti se
dobija kriva stvaranja fibrina koja prikazuje balans sinteze i razgradnje fibrina. PovrSina
ispod krive stvaranja fibrina u ispitivanom periodu predstavlja vrednost ukupnog
hemostatskog potencijala (shema 71 - UHP).

Ukupni koagulacijski potencijal, ukupni fibrinoliticki potencijal 1 vreme lize
koaguluma su dodatni parametri koji omogucavaju informacije o procesu koagulacije ili
fibrinolize. Za procenu ukupnog koagulacijskog potencijala prati se proces koagulacije
posle dodavanja male koli¢ine trombina za aktivaciju sistema koagulacije. Ponavljanim
spektrofotometrijskim merenjem se formira kriva stvaranja fibrina, a povrSina ispod nje
odgovara ukupnom koagulacijskom potencijalu (shema 7II - UKP). Ukupna fibrinoliti¢ka
aktivnost u ispitivanom uzorku plazme se moZe proceniti na osnovu ukupnog
fibrinolitickog potencijala, koji se izraCunava pomoc¢u vrednosti UHP 1 UKP
(shema 7111 - UFP), kao i na osnovu i vremena lize koaguluma (VLK) koje se izraunava
na osnovu pracenja krive stvaranja fibrina i vrednosti UHP tokom 120 minuta.

Priprema trombocitnog reagensa. Trombocitni reagens (Unicorn Diagnostics Ltd,
London, UK) je liofilizovani preparat trombocitne membrane dobijen iz suspenzije koja

sadrzi oprane normalne humane trombocite. Trombocitni reagens se rekonstituiSe sa 3 ml
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destilovane vode 1 sadrzi fosfolipide trombocitne membrane proporcionalno broju
trombocita od 70x10%ml i tkivni faktor u koncentraciji od 40 pg/ml. Rekonstituisani
reagens se ¢uva u malim zapreminama na -70°C.

Priprema radnih pufera. Radni puferi se pripremaju neposredno pred izvodenje testa,
a osnov je Tris pufer (66 mmol/l Tris + 130 mmol/l NaCl, pH 7,5 prilagoden sa 4 mol/l
HCI) kome se dodaje kalcijum hlorid (finalna koncentracija 35 mmo/l). Tris pufer A se
priprema dodavanjem govedeg trombina (Sigma Chemical Company, St Louis, Missouri,
USA) u finalnoj koncentraciji 0,1 IU/ml 1 tkivnog aktivatora plazminogena (Actilyse;
Boehringer, Ingelheim, Germany) u finalnoj koncentraciji 862 ng/ml. Tris pufer A se
koristi za odredivanje UHP. Rastvor Tris pufer B se priprema dodavanjem samo govedeg
trombina (Sigma Chemical Company, St Louis, Missouri, USA) u finalnoj koncentraciji
0,1 IU/ml. Tris puffer B se koristi za odredivanje UKP.

Procedura testiranja. U udubljenja na mikrotitarskoj plo¢i (Immulon-1B; Dynex
Technologies, Chantilly,Virginia, USA) se sipa po 70 pul ispitivane plazme, dodaje se po
10 ul trombocitnog reagensa i sadrzaj se izmesa. Posle toga se dodaje po 50 ul Tris pufera
A 1 zatim se ocitava vrednost absorbancije (Abs) svakog minuta tokom
40 minuta pomocu spektrofotometra (Multiskan-MCC/340; Labsystem, Helsinki, Finland)
na talasnoj duzZini od 405 nm. Na osnovu ovih vrednosti se konstruiSe kriva stvaranja
fibrina. PovrSina ispod krive se izrazava kao suma vrednosti absorbancija (Abs-sum) i ta
vrednost predstavlja parametar UHP (shema 7). Raspon normalnih vrednosti za parameter
UHP iznosi 4,24-14,49.

Za odredivanje UKP se spovodi ista procedura osim Sto se umesto Tris pufera A
koristi Tris pufer B. PovrSina ispod dobijene krive stvaranja fibrina se izraZava kao suma
vrednosti absorbancija (Abs-sum) i ta vrednost predstavlja parameter UKP. Raspon
normalnih vrednosti za parameter UKP iznosi 6,79-20,03.

Ukupna fibrinoliti¢ka aktivnost u ispitivanoj plazmi se moZe proceniti na osnovu
parametra UFP koji odgovara razlici izmedu povrSina koje odgovaraju vrednostima UHP i
UKP i izracunava se pomoc¢u formule UFP = (UKP-UHP)/UKP x 100%. Raspon normalnih

vrednosti za parametar UFP iznosi 16,5-52%.
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Za procenu ukupne fibrinoliticke aktivnosti se koristi 1 parametar vreme lize
koaguluma (81). Vreme lize koaguluma se odreduje koriS¢enjem krive stvaranja fibrina
koja se dobija sa istim reagensima i pod istim uslovima kao i kriva stvaranja fibrina za
odredivanje UHP, samo §to se adsorbancija meri svakog minuta tokom 120 minuta. Vreme
lize koaguluma se definiSe kao vreme od srednje tacke izmedu nulte i maksimalne
absorbancije do srednje tacke izmedu maksimalne absorbancije i njenog ponovnog
povratka na nultu vrednost.

Parametar VLK se moze korisiti 1 za procenu fibrinolize zavisne od TAFI. Potrebno je
odrediti VLK sa i bez in vitro dodavanja specificnog inhibitora TAFI (inhibitor
karboksipeptidaze iz krompira) u finalnoj koncentracji 50 pg/mL. Izracunavanjem
skracenja vremena lize koaguluma posle dodavanja specifi¢nog inhibitora TAFI odreduje
se parametar VLK dif na osnovu koga se moze se indirektno proceniti stvaranje TAFI.
Normalne vrednosti za parametar VLK iznose 23-30 minuta, a normalne vrednosti za
VLK dif su u rasponu 13-21 minuta.

KoriS¢enjem mikrotitarske plo¢e sa 97 polja i jednostavnog citata ELISA testova
moze biti ispitano 27 uzoraka za manje od sat vremena, ukljuuju¢i pripremu pufera i

izraCunavanje rezultata koje se izvodi koris¢enjem Microsoft Excel programa (77).

Ispitivanje TAFI

Ispitivanje proenzima TAFI

Za merenje koncentracije proenzima TAFI koriS¢en je ELISA test (Asserachrom TAFI
antigen kit; Diagnostica Stago, Asnieres, France) kojim se odreduje koli¢ina antigena
TAFI. Test je visoko specifiCan za proenzim TAFI jer ne pokazuje reaktivnost sa
aktiviranom (TAFIa) 1 neaktiviranom formom TAFI (TAFlai), ne detektuje
karboksipeptidazu N prisutnu u plazmi i nezavisan je od Thr325Ile i Alal47Thr
polimorfizama TAFI gena koji uti€u na stabilnost TAFI (90, 92).

Ispitivana plazma se diluira dodavanjem pufera u odnosu 1:101 (10 pl uzorka + 1000

ul pufera). U polje mikrotitarske ploce se dodaje po 200 puL uzorka diluirane ispitivane
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plazme. U prvoj fazi se vrsi vezivanje TAFI za polja na mikrotitarskoj plo¢i koja su
obloZena F(ab’), fragmentima primarnog monoklonskog anti-TAFI antitela specificnog za
humani molekul TAFI. Plofa se pokrije i sadrZaj se inkubira jedan sat na sobnoj
temperaturi (18-25°C) i tako se vrsi imobilizacija odnosno vezivanje antigena. Zatim se
polja mikrotitarske ploce pet puta ispiraju koncentrovanim sredstvom za ispiranje i odmah
se dodaje 200 ul reagensa koji sadrzi sekundarno monoklonsko antitelo, specifiéno za
drugu antigensku determinantu molekula humanog TAFI, koje je vezano za perkosidazu.
Ploc¢a se opet pokrije i sadrZaj se inkubira jedan sat na sobnoj temperaturi i tako se vrsi
imoblizacija imunokonjugata. Zatim se polja ponovo pet puta isperu koncentrovanim
sredstvom za ispiranje i odmah se dodaje 200 uL rastvora tetra-metil benzidina (TMB) koji
je supstrat za peroksidazu. Sadrzaj se inkubira na sobnoj temperaturi tano 5 minuta i u tom
periodu delovanjem peroksidaze na TMB substrat dolazi do razvoja boje. Za zaustavljanje
ove reakcije dodaje se 50 ul IM sumporne kiseline 1 sadrzaj polja se blago izmeSa kruZnim
pokretima mikriotitarske ploce. Posle 15 minuta meri se absorbancija na 450 nm koja je
direktno proporcionalna nivou TAFI u ispitivanom uzorku. Rezultat se izraCunava na
osnovu kalibracione krive koja se dobija merenjem absorbancija razblazenja TAFI
kalibratora tj. preparata koji sadrzi poznatu koli¢inu TAFI (1:2, 1:4, 1:18, 1:16), a izraZzava

se u pg/ml. Raspon normalnih vrednosti iznosi 6,1-12,1 ug/ml.

Ispitivanje kompleksa aktivne i inaktivne forme TAFI

Za merenje koncentracije kompleksa TAFIa/TAFlai koriS¢en je ELISA test
(Asserachrom TAFla/TAFlai antigen kit; Diagnostica Stago) koji meri ukupnu koli¢inu
kompleksa aktivne i inaktivne forme molekula TAFI. Koncentracija TAFla/TAFlai je
proporcionalna koli¢ini aktivne forme TAFI koju je teSko direktno izmeriti zbog
nestabilnosti. Ovaj test je visoko specifiCan usled odsustva reaktivnosti sa proenzimom
TAFI (90, 93).

Ispitivana plazma se diluira dodavanjem pufera u odnosu 1:101 (10 pl uzorka + 1000
ul pufera). U polje mikrotitarske ploce se dodaje 200 uL uzorka diluirane ispitivane

plazme. U prvoj fazi se vrsi vezivanje TAFI za polja na mikrotitarskoj plo¢i koja su
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obloZena primarnim mi$jim monoklonskim antitelima na humani kompleks TAFla/T AFlai.
Ploca se pokrije i sadrzaj se inkubira jedan sat na sobnoj temperaturi (18-25°C) i tako se
vr§i imobilizacija antigena. Zatim se polja mikrotitarske ploCe pet puta ispiraju
koncentrovanim sredstvom za ispiranje i odmah se dodaje 200 pl reagensa koji sadrzi
sekundarno miSije monoklonsko antitelo na humani kompleks TAFla/TAFlai vezano sa
peroksidazom. Ploca se opet pokrije i sadrZaj se inkubira 1 sat na sobnoj temperaturi i tako
se vrSi imobilizacija imunokonjugata. Zatim se polja ponovo  pet puta isperu
koncentrovanim sredstvom za ispiranje 1 odmah se dodaje 200 pL rastvora tetra-metil
benzidina (TMB) koji je supstrat za peroksidazu. SadrZaj se inkubira na sobnoj temperaturi
tacno 5 minuta i u tom periodu delovanjem peroksidaze na TMB substrat dolazi do razvoja
boje. Za zaustavljanje ove reakcije dodaje se SOul 1M sumporne kiseline i sadrZaj polja se
blago izmeSa kruznim pokretima mikrotitarske ploce. Posle 15 minuta meri se absorbancija
na 450nm koja je direktno proporcionalna nivou TAFIa/TAFlai u ispitivanom uzorku.
Rezultat se izraCunava na osnovu kalibracione krive koja se dobija merenjem absorbancija
razblazenja TAFI kalibratora tj. preparata koji sadrzi poznatu kolicunu TAFI (1:2, 1:4,
1:18, 1:16), a izraZava se u ng/ml. Raspon normalnih vrednosti iznosi 1,76-28,84 ng/ml.

Testovi koagulacije

Ispitivanje aktivnosti faktora koagulacije, prisustva inhibitora FVIII, aktivnosti
inhibitora koagulacije i prisustva rezistencije na APC i lupus antikoagulansa je uradeno na
automatskom koagulometru ACL ELITE-PRO (Instrumentation Laboratory, Lexington,
MA, USA) koriS¢enjem reagenasa HemoslL (Instrumentation Laboratory SpA, Milano,
Italy). Za izvodenje testova i kontrolu kori$¢eni su diluensi (HemosIL Factor Diluent,
HemosIL Sample Diluent,), standarnda plazma (HemosIL Calibration Plasma) 1 kontrolne
plazme (HemosIL Normal Control, HemosIL Special Test Control Level 1, HemosIL

Special Test Control Level 2, HemosIL Low Abnormal Control) istog proizvodaca.
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Ispitivanje aktivnosti faktora VIII

Za odredivanje aktivnosti FVIII koriS¢en je jednostepeni koagulacijski test. Test se
zasniva na poredenju sposobnosti ispitivane i standardne plazme, koja sadrZi poznati stepen
aktivnosti faktora koagulacije, da koriguju APTT deficitne plazme. Deficitna plazma sadrzi
<1 1J/dl aktivnosti FVIII:C i normalne aktivnosti ostalih faktora koagulacije (84).

U ispitivanu plazmu se dodaje FVIII deficitna plazma (HemosIL Factor VIII Deficient
Plasma) 1 cefaloplastin koji sadrzi kalcijum hlorid (HemosIL Lyophilized Silica). SadrZaj
kivete se izmeSa, inkubira se na 37°C i zabeleZi se vreme pojave koagulacije u mesavini.
Korekcija vremena koagulacije deficitne plazme je proporcionalna aktivnosti FVIII u
uzorku ispitivane plazme. Rezultat se izraCunava na osnovu referentne krive koja se dobija
odredivanjem vremena koagulacije razblaZenja standardne plazme u diluensu, a rezultat se
izrazava u procentima normalnih vrednosti gde 100% odgovara aktivnosti faktora od
100 1J/dl. Raspon normalnih vrednosti iznosi 50-150 1J/d1 (122).

Za precizno merenje vrednosti FVIIL:C <10 1J/dl koriS¢ena je referentna kriva koja se
dobija odredivanjem vremena koagulacije razblaZenja standardne plazme veceg stepena
koja sadrze 6,25%, 3,125% 1 1,56% aktivnosti FVIII:C. Takode, radena je i dodatna
,blanko* kontrola odnosno merenje FVIII:C u meSavini diluensa 1 FVIII deficitne plazme

gde vrednost FVIII:C iznosi <1 1J/dL

Ispitivanje inhibitora faktora VIII

Za odredivanje titra inhibitora koriS¢en je Bethesda test koji se zasniva na svojstvu
inhibitora da progresivno neutraliSu FVIII:C u pulu normalne plazme. Jedna Bethesda
jednica inhibitora neutraiSe 50% FVIII:C u pulu normalne plazme posle dva sata inkubacije
na 37°C (122).

Za ispitivanje kod bolesnika kod kojih se ne ocekuje prisustvo inhibitora ili su prisutni
inhibitori niskog titra <2 BJ/ml pripremi se test meSavina od jednakih koli¢ina pula
normalne plazme 1 ispitivane plazme i1 kontrolna meSavina od jednakih koli¢ina pula

normalne plazme i1 imidazol pufera. Kontrolna meSavina se ispituje jer deo FVIII u
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ispitivanoj meSavini propada zbog termolabilnosti. Posle inkubacije 37°C tokom dva sata
odredi se FVIII:C u obe meSavine. Na osnovu procenta rezidualnog FVIIIL:C se ocita titar
inhibitora sa grafikona koji prikazuje odnos rezidualnog FVIIIL:C 1 titra inhibitora. Za
ispitivanje kod bolesnika kod kojih se ocekuje prisustvo inhibitora u titru >2 BJ/mL
potrebno je prethodno pripremiti dilucije ispitivane plazme sa imidazol puferom. Za sve
pojedinacne dilucije izraCunati procenat rezidualnog FVIII. Titar inhibitora se racuna sa
grafikona na osnovu vrednosti rezidualnog FVIII koja je u rasponu 25-75%, jer je za te
vrednosti prisutan linearan odnos rezidualnog FVIII sa titrom inhibitora FVIIIL.
Najpreciznija vrednost rezidualnog FVIII je ona koja je najbliza vrednosti 50% 1 za tu
vrednost se ocita titar inhibitora sa grafikona. Titar se zatim pomnoZi sa stepenom dilucije
ispitivane plazme 1 tako se dobije finalni titar inhibitora. Ukoliko je titar inhibitora

< 1BJ/ml smatra se da inhibitori FVIII nisu prisutni.

Ispitivanje aktivnosti faktora I1X, XI i XII

Za odredivanje aktivnosti FIX, FXI i FXII kori§¢en je jednostepeni koagulacijski test
(122). Testiranje se izvodi istim postupkom kao za odredivanje aktivnosti FVIII uz
koris¢enje odgovarajuce deficitne plazme (HemosIL Factor IX Deficient Plasma; HemosIL
Factor XI Deficient Plasma; HemosIL Factor XII Deficient Plasma). Raspon normalnih
vrednosti iznosi 50-150 1J/dl.

Ispitivanje aktivnosti faktora Il, V, VII i X

Za odredivanje aktivnosti FII, FV, FVII i FX kori§¢en je jednostepeni koagulacijski
test u kome se poredi sposobnost ispitivane i standardne plazme da koriguju PT deficitne
plazme (122). Testiranje se izvodi istim postupkom kao za merenje aktivnosti FVIII uz
koris¢enje odgovarajuce deficitne plazme (HemosIL Factor VII Deficient Plasma; HemosIL
Factor V Deficient Plasma; HemosIL Factor VII Deficient Plasma; HemosIL Factor X
Deficient Plasma) i tromboplastina sa kalcijum hloridom (HemosIL PT-Fibrinogen

Recombinant). Raspon normalnih vrednosti iznosi 50-150 1J/dl.
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Ispitivanje koncentracije fibrinogena

Za odredivanje koncentracije fibrinogena koris¢ena je metoda po Claussu. U testu se
uporeduje trombinsko vreme ispitivane i standardne plazme u prisustvu visokih
koncentracija trombina (30-100 J/ml), a pri niskim koncentracijama fibrinogena u
diluiranoj plazm,i kada je vreme koagulacije proporcionalno koncentraciji fibrinogena (84).

Za izvodenje testa je koriS¢en reagens koji sadrzi govedi trombin sa kalcijum
hloridom (HemosIL Fibrinogen-C). U ispitivanu plazmu, koja je zagrejana na 37°C, dodaje
se govedi trombin sa kalcijum hloridom i zabeleZi se vreme pojave koagulacije u meSavini.
Rezultat se izraCunava na osnovu referentne krive koja se dobija odredivanjem vremena
koagulacije razblaZzenja standardne plazme, a rezultati se izrazavaju u g/l. Raspon

normalnih vrednosti iznosi 2,20-4,96 g/L.

Ispitivanje aktivnosti von Willebrandovog faktora

Za odredivanje aktivnosti von  Willebrandovog faktora koriS¢ena je
imunoturbodimetrijska metoda koja se zasniva na aglutinaciji lateks Cestica obloZenih anti-
vWF antitelima posle vezivanja vVWF iz ispitivane plazme (85).

U ispitivanu plazmu dodaje se reagens (HemosIL von Willebrand Factor Activity) koji
sadrzi lateks cCestice obloZene miSijim monoklonskim anti-vWF antitelima koja su
specificno usmerena na vezno mesto VWF za receptor GPIb na membrani trombocita.
Sadrzaj kivete se izme3a i inkubira na 37°C. Vezivanjem antitela i VWF iz plazme dolazi do
aglutinacije lateks Cestica, a stepen aglutinacije je direktno proporcionalan vWF: Akt i meri
se na osnovu stepena sniZenja transmisije svetlosti usled prisustva aglutinata. Rezultat se
izraunava na osnovu referentne krive koja se dobija odredivanjem stepena aglutinacije

razblazenja standardne plazme. Raspon normalnih vrednosti iznosi 50-150 1J/dL
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Ispitivanje koncentracije antigena von Willebrandovog faktora

Za odredivanje koncentracije antigena von Willebrandovog faktora koriS¢ena je
imunoturbodimetrijska metoda. Metoda se zasniva aglutinaciji lateks Cestica obloZenih anti-
vWF antitelima posle vezivanja vVWF iz ispitivane plazme (123).

U ispitivanu plazmu dodaje se reagens (HemosIL von Willebrand Factor Antigen) koji
sadrzi lateks Cestice obloZene ze€ijim poliklonskim anti-vWF antitelima. Sadrzaj kivete se
izmesa i inkubira na 37°C. Vezivanjem antitela i vVWF iz plazme dolazi do aglutinacije
lateks Cestica, a stepen aglutinacije je direktno proporcionalan koncentraciji vVWF:Ag 1 meri
se na osnovu stepena sniZenja transmisije svetlosti usled prisustva aglutinata. Rezultat se
izraunava na osnovu referentne krive koja se dobija odredivanjem stepena aglutinacije

razblazenja standardne plazme. Raspon normalnih vrednosti iznosi 50-150 1J/dL

Ispitivanje aktivnosti antitrombina

Za odredivanje aktivnosti antitrombina je koriS¢en hromogeni test. koji se zasniva na
inhibiciji FXa delovanjem antitrombina (124).

Testiranje se vrsi koriS¢enjem reagensa (HemosIL Antithrombin) koji se sastoji od FXa
reagensa i hromogenog supstrata. U ispitivanu plazmu se prvo dodaje FXa reagens koji
sadrzi govedi FXa i heparin i me$avina se inkubira na 37°C. Aktivnost preostalog FXa se
meri posle dodavanja hromogenog supstrata iz koga se delovanjem FXa oslobada boja
p-nitroanilin. Stepen promene boje je obrnuto proporcionalan aktivnosti antitrombina u
ispitivanom uzorku. Aktivnost antitrombina izraCunava se na osnovu poredenja sa
referentnom krivom koja se dobija ispitivanjem razblaZenja standardne plazme. Rezultat se
izraZava se u procentima normalnih vrednosti gde 100% odgovara aktivnosti antitrombina

od 100 IU/dlL. Raspon normalnih vrednosti iznosi 83-128 1J/dl.
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Ispitivanje aktivnosti proteina C

Za odredivanje aktivnosti proteina C je koriS¢en hromogeni test koji se zasniva na
aktivaciji proteina C delovanjem aktivatora proteina C (124).

Za testiranje je koriS¢en reagens (HemosIL Protein C) koji se sastoji od aktivatora
proteina C i hromogenog supstrata. U ispitivanu plazmu se dodaje aktivator protein C
poreklom iz zmijskog otrova i posle inkubacije na 37°C dodaje se hromogeni supstrat. Meri
se aktivnost nastalog APC koji iz hromogenog supstrata izdvaja p-nitroanilin. Stepen
promene boje je direktno proporcionalan aktivnosti APC u uzorku i izraCunava se na
osnovu poredenja sa referentnom krivom koja se dobija ispitivanjem razblaZenja standardne

plazme. Raspon normalnih vrednosti je 65-140 1J/dl.

Ispitivanje aktivnosti proteina S

Za odredivanje aktivnosti proteina S je koriS¢en koagulacijski test za procenu
aktivnosti slobodnog proteina S. Testom se procenjuje uloga proteina S kao kofaktora
proteina C na osnovu stepena produZenja PT u meSavini ispitivane plazme i protein S
deficitne plazme (124).

Za testiranje je koriS¢en reagens (HemosIL Pro S) koji se sastoji od protein S deficitne
plazme i protein S reagensa. U ispitivanu plazmu se prvo dodaje protein S deficitna plazma,
a zatim protein S reagens koji sadrZzi rekombinantni zeciji tkivni faktor, sintetske
fosfolipide, kalcijum hlorid i APC. Posle inkubacije na 37°C izmeri se vreme koagulacije.
ProduZenje vremena koagulacije protein S deficitne plazme je proporcionalno aktivnosti
proteina S u ispitivanoj plazmi i izraCunava se na osnovu poredenja sa referentnom krivom
koja se dobija ispitivanjem razblaZenja standardne plazme. Raspon normalnih vrednosti

iznosi 63-135 1J/dl.
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Ispitivanje rezistencije na aktivirani protein C

Rezistencija na APC se meri poredenjem vrednosti APTT u uzorku ispitivane plazme
pre i posle dodavanja standardne koli¢ine APC. Kada rezistencija nije prisutna, dodati APC
inaktivira FVa 1 FVIIla 1 dolazi do bar dvostrukog ili veceg produZenja vremena
koagulacije. U prisustvu rezistencije na APC usporena je inaktivacija FVa i izostaje
ocekivano produzenje vremena koagulacije. Modifikacijom testa, gde se APTT odreduje u
meSavini ispitivane plazme sa FV deficitnom plazmom, znacajno se povecava senzitivnost 1
specificnost za detekciju rezistencije na APC usled prisustva mutacije FVL (124, 125).

Kori$¢en je modifikovani test za detekciju rezistencije na APC (HemosIL Factor V
Leiden - APC™ Resistance V). Ispitivana plazma se diluira dodavanjem FV deficitne
plazme u odnosu 1:5, a zatim se dodaje APTT reagens. Posle inkubacije na 37°C za
pokretanje procesa koagulacije se u jednu kivetu dodaje standardna koli¢ina APC i
kalcijum hlorid, a u drugu samo kalcijum hlorid i1 zabeleZi se vreme koagulacije u obe
meSavine. Rezultat se izrazava kao APC ratio tj. odnos vremena koagulacije ispitivane
plazme sa i bez standardne koli¢ine APC. Na prisustvo APC rezistencije ukazuje APC ratio
<2 odnosno ukoliko posle dodavanja APC u ispitivanu plazmu ne dode do bar dvostrukog

produZenja vremena koagulacije.

Ispitivanje lupus antikoagulansa

Ispitivanje prisustva LA se zasniva na sposobnosti antitela da in vitro produzava vreme
koagulacije u testovima koji zavise od fosfolipida. Neutralizacija inhibitornog efekta,
odnosno korekcija produZzenog vremena koagulacije, posle dodavanja fosfolipida u visku
potvduje prisustvo LA. Za detekciju LA se koristi test koagulacije sa razblazenim
Russellovim zmijskim otrovom (DRVVT). Ovaj otrov direktno aktivira FX 1 dolazi do
stvaranja trombina i fibrina. Za skrining se korisi reagens koji pored otrova sadrZi malu
koli¢inu fosfolipida Sto ga Cini osetljivim na prisustvo LA. Za potvrdni test se koristi
reagens koji pored otrova sadrzi velike koli¢ine fosfolipida Sto omoguc¢ava neutralizaciju

LA i potvrdivanje njegovog prisustva (124, 126)
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Za detekciju LA je koriS¢en reagens (HemosIL LAC screen/LAC confirm) koji se
sastoji od LAC screen 1 LAC confirm reagensa. U ispitivanu plazmu se dodaje reagens
LAC screen i posle inkubacije na 37°C izmeri se vreme koagulacije u sekundama. U drugu
kivetu sa istom ispitivanom plazmom se doda reagens LAC confirm 1 ponovi se ista
procedura. Rezulat se izrazava kao normalizovani LAC odnos koji se izraCunava na
osnovu LAC Screen odnosa i LAC Confirm odnosa. LAC screen odnos se dobija kada se
podeli vreme koagulacije ispitivane plazme sa vremenom koagulacije pula normalne
plazme u prisustvu reagensa LAC screen. Na isti naCin se rauna LAC confirm odnos.
Normalizovani LAC odnos se izracunava kada se LAC screen odnos podeli sa LAC

confirm odnosom. Na prisustvo LA ukazuje normalizovani LAC odnos >1,2.

Molekularno geneticki testovi

Ispitivanje mutacija FV Leiden, FII G20210A i MTHFR 677TT

Detekcija mutacija FVL, FII G20210A i MTHFR 677TT je uradena molekularno
genetickim metodama na uzorcima DNK izolovanim iz limfocita periferne krvi primenom
komercijanog kita i protokola (QIAamp DNA Mini Kit-QIAGEN). Prinos 1 kvalitet
deoksiribonukleinske kiselina (DNK) je analiziran elektroforezom na agaroznom gelu
odgovaraju¢e koncentracije (0,8-2%), u zavisnosti od veliCine molekula DNK koje je
potrebno razdvojiti. Za odredivanje veli¢ine fragmenata DNK koriS¢eni su odgovaraju¢i
komercijalni DNK markeri (NE BioLabs).

Za detekciju mutacija je koriS¢ena metoda koja se zasniva na PCR-RPLP tehnici (124,
127). Reakcija lanfanog umnozavanja DNK (PCR-Polymerase Chain Reaction)
omogucava umnoZzavanje Zeljenog fragmenta DNK iz minimalne koli¢ine pocetnog
materijala, koriS¢enjem termostabilne 7Taq polimeraze 1 odgovaraju¢ih prajmera. UmnoZeni
fragmenti DNK su digestirani odgovarajuc¢im restrikcionim enzimima. U umnoZenim DNK
fragmentima je zatim ispitivano postojanje promene u sekvenci u zavisnosti od
prisustva/odsustva mutacije Sto kreira novo ili ukida postojece mesto prepoznavanja

odgovarajuceg restrikcionog enzima. Na taj nacin je u umnoZenim fragmentima DNK, na
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osnovu razlike u duZini fragmenata posle obrade restrikcionim enzimom, omoguceno
razlikovanje normalnog 1 mutiranog alela (RFLP - Restriction Fragment Lenght
Polimorphisms). Produkti digestiie DNK restrikcionim enzimima su razdvajani
elektroforezom na nedenaturiSu¢im 10% poliakriamidnim gelovima. Vizuelizacija DNK je
vrSena bojenjem gelova srebro nitratom.

Za detekciju mutacije FVL se vrSi digestija amplifikovane DNK delovanjem
restrikcionog enzima Mnll. Mutacija FVL ukida jedno restriktivno mesto za ovaj enzim,
tako da se digestijom produkta PCR amplifikacije duZine 267-baza parova (bp) u prisustvu
normalnog alela dobijaju tri DNK fragmenta duZine 163-, 67-, 37-bp, a u prisustvu
mutiranog alela dva DNK fragmenta duZine 200- 1 67-bp.

Za detekciju mutacije FII G20210A se vrsi digestija amplifikovane DNK duZine
345-bp delovanjem restrikcionog enzima HindlIll. Prisustvo mutacije FII G20210A stvara
restriktivno mesto za ovaj enzim, tako da izostaje digestija neizmenjenog gena, a digestijom
mutiranog gena nastaju dva fragmenta duZine 322- 1 23-bp.

Za detekciju mutacije MTFR 677TT digestija amplifikovane DNK duZine 198-bp se
vr§i delovanjem restrikcionog enzima Hinfl. Prisustvo mutacije MTHFR 677TT stvara
restriktivno mesto za ovaj enzim, tako da izostaje digestija neizmenjenog gena, a digestijom

mutiranog gena nastaju dva fragmenta duzine 175- 1 23-bp.

Statisti¢ka obrada podataka

U prvoj fazi statistiCke obrade rezultata formirana je baza podataka, a za njenu obradu
su koriS¢eni programi SPSS verzija 12.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), GraphPad prism,
verzija 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Podaci su prikazani kao aritmeticka

sredina + standardna devijacija. Vrednosti p <0,05 su smatrane statisticki znacajnim.

U istraZivanju su od metoda deskriptivne statistike primenjene:
a) mere centralne tendencije: aritmeticka sredina (X) i medijana (Med)
b) mere varijabiliteta: interval varijacije (Min-Max), standardna devijacija

(SD) i standardna greska aritmeticke sredine (SE)
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c¢) raspored relativnih frekvencija: 95% interval

Od metoda analiticke statistike u istraZivanju su primenjene:

a) metode za procenu znacajnosti razlike
—  Stundentov t-test za nevezane uzorke
—  Studentov t-test za vezane uzorke
—  Fisherov test tatne verovatnoce
b) metode za procenu povezanosti razlike:
—  koeficijent linearne korelacije
—  Spirmanov koeficijent korelacije ranga
¢) metode za procenu znacajnosti zavisnosti

—  multivarijantna analiza.
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REZULTATI

RASPODELA BOLESNIKA SA HEMOFILIJOM A PREMA STEPENU
DEFICITA FVIII:C

U tabeli 2 je prikazana raspodela bolesnika sa hemofilijom A u odnosu na stepen
deficita FVIII:C. TeSka hemofilija A je prisutna kod 56/76 (73,69%) bolesnika, umerena
hemofilija A kod 9/76 (11,84%) bolesnika, a blaga hemofilija A kod 11/76 (14,47%)
bolesnika.

Tabela 2. Raspodela bolesnika sa hemofilijom A prema stepenu deficita FVIII:C

Hemofilija A FVIIIL:C Broj bolesnika Procenat
J/d))

Teska <1 56 73,69%

Umerena 1-5 9 11,84%

Blaga >5 - <40 11 14,47%

Ukupno 76 100%

REZULTATI ISPITIVANJA FVIII:C I UHP U GRUPI BOLESNIKA SA
HEMOFILIJOM A 1 KONTROLNOJ GRUPI

Rezultati ispitivanja FVIII:C kod grupa bolesnika sa teSkom, umerenom i blagom
hemofilijom A 1 kod kontrolne grupe su prikazani u tabeli 3. Vrednosti su iznosile
0,50+0,28 1J/dl za teSku hemofiliju A, 2,54+1,31 1J/dl za umerenu, 16,68+7,86 1J/dl za
blagu hemofiliju A. U kontrolnoj grupi vrednosti FVIIL:C su iznosile 106,45+23,18 1J/dl.
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Tabela 3. Vrednosti FVIII:C kod grupa bolesnika sa teSkom, umerenom i blagom
hemofilijom A i kod kontrolne grupe

Grupe Hemofilija A Kontrolna
Teska Umerena Blaga grupa
X 0,50 2,54 16,68 106,45
SD 0,28 1,31 7,86 23,18
FVII:C Min-Max 0,07-0,98 1,14-4,50 7,77-34,60 57,20-150,00
1J/d1) Med 0,447 2,357 15,50 104,50
SE 0,037 0,435 2,371 4,231
95% int 0,43-0,58 1,53-3,54 11,40-21,96 | 97,80-115,10
Broj bolesnika 56 9 11 30

U tabeli 4 je prikazano je da su srednje vrednosti FVIII:C statisti¢ki znac¢ajno niZe kod

teSke hemofilije A u odnosu na umerenu (p<0,0001), kod umerene hemofilije A u odnosu

na blagu (p<0,0001) i kod blage hemofilije A u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0001).

Tabela 4. Znacajnost razlika srednjih vrednosti FVIII:C izmedu grupa bolesnika sa teskom,

umerenom i blagom hemofilijom A 1 kod kontrolne grupe

Test Grupe t df AX p
Teska vs  Umerena hemofilija A | -10,62 | 63 | -2,04 | 0,00

FVILC | Umerena vs  Blaga hemofilija A 531 | 18 |-14,14 | 0,00
Blaga hemofilija A vs Kontrolna grupa -12,55 | 39 | -89,77 | 0,00

Rezultati ispitivanja UHP kod grupa bolesnika sa teSkom, umerenom 1 blagom

hemofilijom A i kontrolne grupe su prikazani u tabeli 5. Vrednosti UHP iznosile su

0,32+0,99 za tesku hemofiliju A,

1,53+1,64 za umerenu hemofiliju A odnosno

4,13 £2,42 za blagu hemofiliju A, a vrednosti u kontroloj grupi su iznosile 9,90+4,70.
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Tabela 5. Vrednosti UHP kod grupa bolesnika sa teSkom, umerenom i blagom hemofilijom

A 1kod kontrolne grupe
Grupe Hemofilija A Kontrolna
Teska Umerena Blaga grupa
X 0,32 1,53 4,13 9,90
SD 0,99 1,64 2,42 4,70
UHP Min-Max 0-6,70 0-4,56 1,41-8,24 3,48-23,22
(Abs-sum) Mdn 0 1,18 3,47 8,61
SE 0,132 0,547 0,725 0,857
95% int 0,55-0,59 0,27-2,79 2,50-5,75 8,14-11,65
Broj bolesnika 56 9 11 30

U tabeli 6 je prikazano da su srednje vrednosti UHP statisticki znacajno niZe kod teSke

hemofilije A u odnosu na umerenu (p <0,01), kod umerene hemofilije A u odnosu na blagu

(p <0,05) 1 kod blage hemofilije A u odnosu na kotrolnu grupu (p <0,001).

Tabela 6. Znacajnost razlika srednjih vrednosti UHP izmedu grupa bolesnika sa teskom,

umerenom i blagom hemofilijom A 1 kod kontrolne grupe

Test Grupe t df AX p
Teska vs  Umerena hemofilija A | -3,08 | 63 | -1,21 | 0,00

UHP | Umerena vs  Blaga hemofilija A 274 | 18 | -2,60 | 0,01
Blaga hemofilija A vs Kontrolna grupa -3,86 | 39 | -5,77 | 0,00

U grupi od 56 bolesnika sa teSkom hemofilijom A vrednosti UHP su bile u rasponu od

0 do 6,7. Na grafikonu 1 su prikazane krive stvaranja fibrina dobijene pri izvodenju UHP

testa kod 4 bolesnika sa teSkom hemofilijom A, kao primeri heterogenosti vrednost UHP

pri vrednosti FVIIL:C <1 1J/dl, kao i kriva stvaranja fibrina kontrolnog uzorka.
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Grafikon 1. Krive stvaranja fibrina kod cetiri bolesnika sa teSkom hemofilijom A

i u kontrolnom uzorku

U grupi bolesnika sa hemofijom A i kontrolnoj grupi postoji statisticki znacajna

direktna korelacija (r=0,78, p<0,0001) za vrednosti UHP i FVIIIL:C (grafikon 2).
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Grafikon 2. Korelacija vrednosti UHP i FVIIL:C u grupi bolesnika sa hemofilijom A i

kontrolnoj grupi
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RASPODELA BOLESNIKA SA HEMOFILIJOM A PREMA KLINICKOJ
TEZINI BOLESTI

U tabeli 7 je prikazan broj bolesnika sa teskim, umernim i blagim oblikom hemofilije
A u odnosu na klinicku tezinu bolesti. U grupi sa teSkom hemofilijom A
52/56 (92,86%) bolesnika ima kliniCki tezak oblik bolesti sa >3 hemartroze godiSnje, a
4/56 (7,14%) ima klini¢ki blag oblik sa <3 hemartroze godiSnje. Kod bolesnika sa
umerenom hemofilijom A klinicki tezak oblik je prisutan kod 4/9 (44,44%), a klinicki blag
oblik kod 5/9 (55,56%) bolesnika. Svi bolesnici sa blagom hemofilijom A imaju klinicki
blag oblik bolesti.

Tabela 7. Raspodela bolesnika sa teskim, umernim i blagim oblikom hemofilije A u
odnosu na klini¢ku teZinu bolesti

Hemofilija A Teska Umerena Blaga Ukupno
N=56 N=9 N=11 N=76
Kinicki tezak oblik
o 52 4 0 56
>3 hemartroze godiS$nje
Klini¢ki blag oblik 1 5 1 20
<3 hemartroze godi$nje

REZULTATI ISPITIVANJA FVIIL:C I UHP U PROCENI KLINICKE TEZINE
HEMOFILILJE A

U tabeli 7 su prikazane vrednosti FVIII:C kod bolesnika sa klinicki teSkim i klini¢ki

blagim oblikom hemofilije A. Vrednosti FVIII:C su iznosile 0,55+0,35 1J/dl u klini¢ki
teSkom obliku hemofilije A odnosno 7,9249,57 1J/dl u klinicki blagom obliku.
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Tabela 8. Vrednosti FVIII:C kod grupa bolesnika sa klinicki teSkim i klinicki blagim

oblikom hemofilije A
Grupe o Hemofilija A .
Klinicki teska Klinicki blaga
>3 hemartroze godi$nje <3 hemartroze godiS$nje
X 0,55 7,92
SD 0,35 9,57
FVIII:C Min-Max 0,07-1,55 0,11-34,60
1J/d)) Med 0,45 3,92
SE 0,047 2,140
95% int 0,46-0,64 3,44-12,40
Broj bolesnika 56 20

Vrednosti UHP su iznosile 0,39+1,02 u klinicki teSkom obliku hemofilije A odnosno
2,76+2,62 u klinicki blagom obliku oboljenja (tabela 9).

Tabela 9. Vrednosti UHP kod grupa bolesnika sa klinicki teskim i klinicki blagim oblikom

hemofilije A
Hemofilija A
Grupe Klini¢ki teska Klini¢ki blaga
>3 hemartroze godi$nje <3 hemartroze godiS$nje
X 0,39 2,76
SD 1,02 2,62
UHP Min-Max 0-6,70 0-8,24
(Abs-sum) Med 0,01 2,23
SE 0,137 0,585
95% int 0,12-0,67 1,54-3,99
Broj bolesnika 56 20

58




Vrednosti FVIII:C su statisticki znacajno nize (p<0,0001) u grupi bolesnika sa klinicki
teSkim oblikom hemofilije A u odnosu na grupu sa klini¢ki blagim oblikom bolesti.
Takode, vrednosti UHP su statisti¢ki znac¢ajno niZze (p<0,0001) u grupi bolesnika sa klini¢ki
teSkim oblikom hemofilije A (tabela 10),.

Tabela 10. Znacajnost razlika srednjih vrednosti FVIII:C i UHP izmedu grupa bolesnika sa
klinicki teSkim 1 klini¢ki blagim oblikom hemofilije A

Grupe Test t df AX p

FVIIIL:C -5,82 | 74 | -7,37 | 0,00
Klinicki teSka vs klinicki blaga hemofilija A
UHP -5,72 | 74 | -2,37 | 0,00

Kod 54/56 (96,43%) bolesnika sa klinicki teSkim oblikom hemofilije A su izmerene
nedetektabilne ili izrazito sniZene vrednosti UHP koje su iznosile od 0 do 1,58. Kod jednog
bolesnika vrednost UHP od 3,23 je bila blago sniZena, a kod drugog vrednost UHP od 6,7
je bila u granicama normalnih vrednosti. Oba bolesnika su imala FVIII:C <1 1J/dl. Kod
6/20 (30%) bolesnika sa klinicki blagim oblikom hemofilije A izmerene su normalne
vrednosti UHP od 4,47 do 8,24. Kod 4/20 (20%) bolesnika izmerene su blago sniZene
vrednosti od 2,73 do 3,85 a preostalih 10/20 (50%) bolesnika su imali nedetektabilne ili
izrazito sniZzene vrednosti UHP u rasponu od 0 do 1,72. U grupi bolesnika sa klinicki
teSkim oblikom hemofilije A nedetektabilne ili izrazito sniZene vrednosti UHP su statisticki

znacajno ¢esce (p<0,0001) u odnosu na klinicki blag oblik hemofilije A.

REZULTATI ISPITIVANJA FVIII:C I UHP U PROCENI ODGOVORA NA
TERAPIJU

U nasSoj studiji kod 38 bolesnika sa teSkim oblikom hemofilije A primenjena je terapija
koncentratom FVIII za zaustavljanje krvarenja u zglob. Vrednosti FVIII:C pre terapije su

iznosile 0,56+0,32 1J/dl, a posle terapije 31,03+10,87 1J/dl (tabela 11).
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Tabela 11. Vrednosti FVIII:C kod grupe bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije

Grupe Hemofilija A
Pre terapije Posle terapije

X 0,56 31,03

SD 0,32 10,87
FVIII:C Min-Max 0,12-1,54 10,30-64,80
dJ/dl) Med 0,45 31,05

SE 0,052 1,763

95% int 0,45-0,66 27,46-34,61

Vrednosti UHP pre i posle terapije koncentratom FVIII u prikazane u tabeli 12. Pre
terapije vrednost UHP su iznosile 0,33+1,10 a posle terapije 8,94+3,28.

Tabela 12. Vrednosti UHP kod grupe bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije

Grupe Hemofilija A
Pre terapije Posle terapije

X 0,33 8,94

SD 1,10 3,28
UHP Min-Max 0-6,70 3,72-16,11
(Abs-sum) Med 0 8,73

SE 0,178 0,532

95% int 0-0,69 7,86-10,02

U tabeli 13 je prikazano da su srednje vrednosti FVIIIL:C kod bolesnika sa hemofilijom
A statisticki znacajno niZe pre terapije u odnosu na vrednosti posle terapije (p<0,0001).

Takode, srednje vrednosti UHP su statisticki znacajno niZe pre terapije nego posle terapije
(p<0,0001).
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Tabela 13. Znacajnost razlika srednjih vrednosti UHP kod grupe bolesnika sa hemofilijom
A pre 1 posle terapije

Grupe Test t df AX p

FVII:C -17,24 | 37 | -30,47 | 0,00
Hemofilija A pre terapije vs posle terapije
UHP -15,15| 37 | -8,61 | 0,00

U grupi bolesnika sa hemofilijom A koji su primali terapiju pokazana je statisti¢ki
znacajna korelacija izmedu doze koncentrata FVIII i vrednosti FVIII:C posle terapije

(r=0,54, p<0,001) 3to je prikazano na grafikonu 3.
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Grafikon 3. Korelacija doze koncentrata FVIII i vrednosti FVIIIL:C posle terapije kod grupe
bolesnika sa hemofilijom A

Odnos doze koncentrata FVIII i vrednosti UHP posle terapije kod grupe bolesnika sa
hemofilijom A je prikazan na grafikonu 4. Nije prisutna statistiCki znacajna korelacija

izmedu navedenih parametara (r=0,21, p=0,20).
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Grafikon 4. Korelacija doze koncentrata FVIII i vrednosti UHP posle terapije kod grupe

bolesnika sa hemofilijom A

StatistiCki znaCajna korelacija za vrednosti FVIII:C 1 UHP (r=0,82, p<0,0001) je
prikazana na grafikonu 5. Analizom su obuhvaceni rezultati ispitivanja FVIII:C 1 UHP u

grupi bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije i u kontrolnoj grupi.
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Grafikon 5. Korelacija vrednosti FVIIIL:C i UHP kod grupe bolesnika sa hemofilijom A pre

1 posle terapije 1 kod kontrolne grupe
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Na grafikonu 6 su prikazane doze koncentrata FVIII, kao i nivo FVIIL:C pre i posle
terapije, prema rastucoj vrednosti doze kod 38 bolesnika sa hemofilijom A. Trideset minuta
posle terapije kod svih bolesnika je bio prisutan porast vrednosti FVIIL:C koji pokazuje
visok stepen varijabilnosti izmedu bolesnika ¢ak i u sluajevima kada je primenjena ista
doza koncentrata FVIII. Tako su, na primer, posle primene doze od 15 IJ/kg kod tri
bolesnika vrednosti FVIII:C iznosile 39,3 1J/dl, 32,3 1J/dl odnosno 10,3 1J/dl. Takode, posle
primene doze od 25 IJ/kg kod cetiri bolesnika vrednosti FVIII:C su bile varijabilne i
iznosile su 38,6 1J/dl, 35,5 1J/dl, 31,3 1J/dl odnosno 31,8 1J/dl.
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Grafikon 6. Pojedinacni prikaz vrednosti FVIII pre terapije i posle terapije prema rastucoj
dozi koncentrata FVIII

Doze koncentrata FVIII, kao 1 vrednosti UHP pre i posle terapije, prema rastucoj
vrednosti doze kod 38 bolesnika sa hemofilijom A su prikazani na grafikonu 7. Vrednosti
UHP 30 minuta posle terapije pokazuju porast kod svih bolesnika. Kod 36 bolesnika
izmerene vrednosti UHP su bile u granicama normalnih vrednosti i iznosile su od 4,39

do16,11. Kod dva bolesnika vrednosti UHP su bile ispod donje granice normalnih vrednosti
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1 iznosile su 3,72 odnosno 3,94. Vrednosti UHP su bile varijabilne pri primeni iste doze

koncentrata FVIIL. Tako su, na primer, kod tri bolesnika koji su primili dozu od 15 1J/kg

vrednosti UHP iznosile 9,86, 4,39 odnosno 11. Takode, kod cetiri bolesnika koji su primili

25 1J/kg vrednosti UHP su vrednosti UHP su iznosile 4,8,

16,11,

11,14 odnosno 14.

Prisutan je 1 visok stepen varijabilnosti vrednosti UHP kod bolesnika koji su imali isti nivo

FVIII:C posle terapije. Tako su, na primer, kod tri bolesnika sa nivoom FVIIIL:C od 25 1J/dl

vrednosti UHP iznosile 14,5, 9,24 odnosno 7,42. Takode, kod tri bolesnika sa nivoom
FVIII:C od 31 1J/dl vrednosti UHP su iznosile 7,85, 11,14 odnosno 15,07.
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Grafikon 7. Pojedinacni prikaz vrednosti UHP pre terapije i posle terapije prema rastucoj
dozi koncentrata FVIII

Analiza odgovora bolesnika sa hemofilijom A na terapiju koncentratom FVIII ukazuje

da postoje razlike u individualnom odgovoru. Na grafikonu 8 su prikazane krive stvaranja

fibrina izmerene primenom UHP testa kod tri bolesnika kao i rezultat merenja kontrolnog

uzorka. Kod vecine bolesnika vrednosti FVIII:C 1 UHP su sniZene pre terapije, povecavaju
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se posle terapije koncentratom FVIII i dostizu normalne vrednosti UHP (bolesnik 16: pre
terapije UHP=0,2, FVIIL:C <1 1J/dl; posle terapije UHP=10,7, FVIII=33 1J/dl). Medutim,
kod jednog bolesnika sa teSkom hemofilijom A i normalnom vrednoS¢u UHP pre terapije
posle primene koncentrata FVIII dolazi do znaCajnog povecanja nivoa FVIII:C i samo
blagog porasta vrednosti UHP (bolesnik 23: pre terapije UHP=6,7, FVIIL:C <1 1J/dl; posle
terapije UHP=8,06, FVIII=16 1J/dl). Kod drugog bolesnika sa teSkom hemofilijom 1
nedetektabilnom vredno$¢u UHP i FVIIIL:C pre terapije, dolazi do porasta vrednosti FVIIIL:C
1 UHP posle terapije ali UHP ne dostiZe normalne vrednosti (bolesnik 9: pre terapije

UHP=0, FVIII:C <1 1J/dl; posle terapije UHP=3,94, FVIII=24 1J/dl).
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Grafikon 8. Krive stvaranja fibrina kod tri bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije

i u kontrolnom uzorku
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REZULTATI ISPITIVANJA TROMBOFILIJE

Ucestalost faktora trombofilije u grupi bolesnika sa hemofilijom A i kontrolnoj

grupi

U grupi bolesnika sa hemofilijom A i u kontrolnoj grupi nije dokazan deficit
antitrombina, proteina C, proteina S niti prisustvo LA. Kod 3 bolesnika sa hemofilijom A i
jedne osobe iz kontrolne grupe bila je prisutna rezistencije na APC i kod svih je dokazano
prisustvo mutacije FVL. Ispitanici sa prisutnom mutacijom FVL i1 FII G20210A u
heterozigotnoj formi ili mutacijom MTHFR C677T u homozigotnoj formi
(MTHEFR 677TT) su definisani kao nosioci faktora nasledne trombofilije. U tabeli 14 je
prikazano prisustvo navedenih mutacija u ispitivanim grupama. Ne postoji statisticki
znacajna razlika ucestalosti faktora trombofilije u grupi bolesnika sa hemofilijom A i u
kontrolnoj grupi(21/76 vs 7/30; p=0,81). Takode, nema statisticki znacajne razlike
ucestalosti pojedina¢nih mutacija FVL (3/76 vs 1/30; p=1,00), FII G20210A (5/76 vs 2/30;
p=1,00) i MTHER 677TT (14/76 vs 4/30; p=0,77) u ispitivanim grupama.

Tabela 14. Ucestalost faktora trombofilije u grupi bolesnika sa hemofilijom A i1 u
kontrolnoj grupi

Faktori trombofilije
Grupe FVL FII G20210A MTHFR C677T Ukupno sa
heterozigot heterozigot homozigot trombofilijom
N (%) N (%) N (%) N (%)
Hemofilija A 3 (3.95) 5(6.58) 14 (18,42) 21% (27,63)
E‘f;goma grtpa 1(3,33) 2 (6,67) 4 (13,33) 7(23,33)
p 1,00 1,00 0,77 0,81

* kod jednog bolesnika sa teSkom hemofilijom A utvrdeno je istovremeno prisustvo
mutacija FVL u heterozigotnoj i MTHFR C677T u homozigotnoj formi.
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Uticaj faktora trombofilije na UHP u grupi bolesnika sa hemofilijom A

i kontrolnoj grupi

U tabeli 15 su prikazani rezultati ispitivanja UHP kod grupe bolesnika sa hemofilijom

A 1 prisutnim faktorima trombofilije 1 grupe bolesnika sa hemofilijom A kod kojih faktori

trombofilije nisu prisutni. Vrednosti UHP su iznosile 0,47+1,01 kod hemofilije A sa

trombofilijom odnosno 1,23+2.11 kod hemoflije A bez trombofilije.

Tabela 15. Vrednosti UHP kod grupa bolesnika sa hemofilijom A u odnosu na prisustvo

faktora trombofilije
Hemofilija A
Grupe Sa trombofilijom Bez trombofilije
X 0,47 1,23
SD 1,01 2,11
UHP Min-Max 0-4,47 0-8,24
(Abs-sum) Med 0 0,12
SE 0,221 0,285
95% int 0,01-0,93 0,65-1,80
Broj bolesnika 21 55

U tabeli 16 su prikazani rezultati ispitivanja UHP kod dela ispitanika kontrolne grupe

sa prisutnim faktorima trombofilije 1 dela ispitanika kontrolne grupe kod kojih faktori

trombofilije nisu prisutni. U delu kontrole grupe sa prisutnim faktorima trombofilije

vrednosti UHP su iznosile 7,57+2,40 odnosno 10,60+5,03 u delu kontrolne grupe bez

prisustva faktora trombofilije (tabela 16).
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Tabela 16. Vrednosti UHP u kontrolnoj grupi u odnosu na prisustvo faktora trombofilije

Kontrolna grupa

Grupe Sa trombofilijom Bez trombofilije

X 7,57 10,60

SD 2,40 5,03
UHP Min-Max 5-12,03 3,48-23,22
(Abs-sum) Med 7,21 9,47

SE 0,908 1,048

95% it 5,35-9,79 8,43-12,78
Broj bolesnika 7 23

U tabeli 17 je prikazano da srednje vrednosti UHP nisu statisti¢ki znaCajno razlicite u
grupi bolesnika sa hemofilijom A i trombofilijom u odnosu na grupu sa hemofilijom A bez
trombofilije (p=0,12). Takode, u kontrolnoj grupi zdravih osoba muskog pola sa
trombofilijom srednje vrednosti UHP nisu bile statisticki znaCajno razli¢ite u odnosu na

grupu bez trombofilije (p=0,14)

Tabela 17. Znacajnost razlika srednjih vrednosti UHP u grupi bolesnika sa hemofilijom A
1 u kontrolnoj grupi u odnosu na prisustvo trombofilije

Test | Grupe t df AX p

Hemofilija A sa trombofilijom  vs bez trombofilije | -1.57 | 74 | -0,76 | 0,12

UHP
Kontrolna grupa sa trombofilijom vs bez trombofilije | -1,53 | 28 | -3,03 | 0,14

Kada se pored nivoa FVII:C 1 prisustva mutacija FVL, FII G20210A 1
MTHEFR 677TT uzmu u obzir i nivoi drugih faktora i inhibitora koagulacije kao prediktori
vrednosti UHP u grupi bolesnika sa hemofilijom A dobija se statisticki znacajan model
(F[1,74]=78,79; p<0,001) koji je u osnovi 51% varijabilnosti UHP. Od svih parametara
jedino FVIIIL:C pokazuje statistiCki znacajnu korelaciju (=0,718; t=8,88; p<0,001) i ima
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prediktivnu vrednost za vrednosti UHP. U tabeli 18 prikazane su parcijalne korelacije
ostalih parametara i vrednosti UHP koje ukazuju da nijedna od ovih korelacija nije

statisticki znac¢ajna.

Tabela 18. Parcijalne korelacije vrednosti faktora koagulacije 1 inhibitora koagulacije 1
prisustva mutacija FVL, FII G20210A 1 MTHFR 677TT sa vrednostima UHP u grupi
bolesnika sa hemofilijom A

Prediktori t p Parcijalne korelacije
Fibrinogen 0,48 0,63 0,056
FII -1,14 0,26 -0,133
FV 0,03 0,98 0,003
FVII 1,26 0,21 0,145
FIX -1,46 0,15 -0,168
FX 0,03 0,98 0,003
FXI 0,46 0,65 0,054
EXII -0,52 0,61 -0,060
VWE: Akt -0,18 0,86 -0,020
VWEF:Ag 0,01 0,99 0,001
AT -0,78 0,44 -0,090
PC -0,39 0,70 -0,045
PS -1,35 0,18 -0,157
FVL heterozigot -0,49 0,63 -0,057
FII G20210A heterozigot -1,24 0,22 -0,144
MTHFR C677T homozigot -0,55 0,59 -0,064
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Uticaj faktora trombofilije na klinicku teZinu hemofilije A

U tabeli 19 je prikazano prisustvo mutacija FVL u heterozigotnoj formi, FII G20210A
u heterozigotnoj formi i MTHFR C667T u homozigotnoj formi u odnosu na klinicku teZinu
hemofilije A. Nije pokazana statisticki znacajna razlika ucestalosti faktora trombofilije u
grupi bolesnika sa klinicki teSkom i1 blagom hemofilijom A (17/56 vs 3/20; p=0,81).
Statisticki znacajna razlika nije utvrdena ni za ucestalost mutacija FVL (3/56 vs 0/20;
p=1,00), FII G20210A (3/56 vs 2/20; p=1,00) i MTHFR 677TT (12/56 vs 2/20; p=0,77) u

odnosu na teZinu klinic¢ke slike hemofilije A.

Tabela 19. Ucestalost mutacija FVL, FII G20210A 1 MTHFR 677TT u grupama bolesnika
sa klinicki teSkom 1 klini¢ki blagom hemofilijom A

Faktori trombofilije
Grupe FVL FII G20210A MTHFR C677T  Ukupno sa
heterozigot heterozigot homozigot trombofilijom

N (%) N (%) N (%) N (%)
Klini¢ki  te¥ka
hemofilija A 3 (5,36) 3 (5,36) 12 (21,43) 17 (30,36)
N=56
Klinicki  blaga
hemofilija A 0 (0) 2 (10) 2 (10) 4% (20)
N=20
p 1,00 1,00 0,77 0,81

* kod jednog bolesnika sa klinicki teSkom hemofilijom A utvrdeno je istovremeno
prisustvo mutacije FVL u heterozigotnoj i MTHFR C677T u homozigotnoj formi.

Kada se pored FVIII:C i prisustva mutacija FVL, FII G20210A i MTHFR 677TT
uzmu u obzir i1 nivoi drugih faktora koagulacije 1 inhibitora koagulacije kao prediktori za
tezinu klinicke slike u grupi bolesnika sa hemofilijom A dobija se statistiCki znacajan

model (F[1,74]=63,70; p<0,001) koji je u osnovi 46% varijabilnosti teZine klinicke slike.
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Od svih ispitanih parametara jedino faktor FVIII:C pokazuje statisticki znacajnu korelaciju
(B=0,68; t=7,98; p<0,001) i ima prediktivnu vrednost za teZinu klini¢ke slike. Parcijalne
korelacije ostalih parametara i tezine kliniCke slike su prikazane u tabeli 20 i ukazuju da

nijedna od ovih korelacija nije statisticki znacajna.

Tabela 20. Parcijalne korelacije vrednosti faktora koagulacije 1 inhibitora koagulacije 1
prisustva mutacija FVL, FII G20210A 1 MTHFR 677TT sa tezinom klinicke slike u grupi
bolesnika sa hemofilijom A

Prediktori t p Parcijalne korelacije
Fibrinogen 0,28 0,78 0,032
FII -1,39 0,17 -0,161
FV 0,08 0,93 0,010
FVII -0,23 0,82 -0,027
FIX -0,43 0,67 -0,051
FX 0,08 0,93 0,010
FXI -0,81 0,42 -0,094
FXII 1,25 0,22 0,145
VWE: Akt 1,08 0,28 0,125
VWEF:Ag 0,71 0,48 0,083
AT 0,30 0,77 0,035
PC 1,13 0,26 0,131
PS 0,38 0,70 0,045
Mutacija FVL 1,06 0,29 0,123
Mutacija FII G20210A 0,70 0,49 0,082
Mutacija MTHFR 677TT -0,64 0,52 -0,075
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REZULTATI ISPITIVANJA FIBRINOLIZE

Rezultati ispitivanja VLK i TAFI u grupi bolesnika sa hemofilijom A i kontrolnoj
grupi

Rezultati ispitivanja VLK u grupi bolesnika sa hemofilijom A 1 u kontrolnoj grupi su
prikazani u tabeli 21. VLK je izmeren na uzorcima 49 od 76 bolesnika sa hemofilijom A.
Kod 27 bolesnika kod kojih je vrednost UHP pre terapije bila nedetektabilna ili izrazito
sniZzena nije bilo moguce odrediti vrednost VLK. Vrednosti su iznosile 9,03+6,05 minuta u

grupi bolesnika sa hemofilijom A odnosno 27,0349,75 minuta u kontrolnoj grupi.

Tabela 21. Vrednosti VLK u grupi bolesnika sa hemofilijom A i u kontrolnoj grupi

Grupe Hemofilija A Kontrolna grupa
X 9,03 27,03
SD 6,05 9,75
VLK Min-Max 3-22 13,5-58
(min) Med 6 25
SE 0,864 1,780
95% int 7,29-10,77 23,39-30,67
Broj bolesnika 49 30

Za procenu fibrinolize zavisne od TAFI koristili smo parametar VLK dif.
Odredivanjem VLK sa i bez in vitro dodavanja specificnog inhibitora TAFI i
izraunavanjem skracenja vremena lize koaguluma, odreduje se VLK dif koji omogucava
indirektnu procenu uticaja TAFI na fibrinolizu. VLK dif je moguce odrediti samo kada je
UHP veci od nule i kada je prisutno skrac¢enje VLK posle dodavanja specificnog inhibitora

TAFI. Ovi uslovi su bili ispunjeni samo kod 16 od 76 bolesnika. Vrednosti VLK dif su
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iznosile 1,59+1,27 minuta u grupi bolesnika sa hemofilijom A onosno 17,13+10,31 minuta

u kontrolnoj grupi (tabela 22).

Tabela 22. Vrednosti VLK dif u grupi bolesnika sa hemofilijom A i u kontrolnoj grupi

Grupe Hemofilija A Kontrolna grupa
X 1,59 17,13
SD 1,27 10,31
VLK dif Min-Max 0,5-5 1,5-50
(min) Med 1 15
SE 0,317 1,882
95% int 0.92-2,27 13,28-20,98
Broj bolesnika 16 30

U grupi bolesnika sa hemofilijom A srednje vrednosti VLK su bile statisti¢ki znacajno

niZe u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,0001). Takode, u grupi bolesnika sa hemofilijom A
srednje vrednosti VLK dif su bile statisticki znacajno niZze u odnosu na kontrolnu grupu

(p<0,0001) Sto je prikazano u tabeli 23.

Tabela 23. Znacajnost razlika srednjih vrednosti VLK i VLK dif izmedu grupe bolesnika
sa hemofilijom A i kontrolne grupe

Grupe Test t df AX p
VLK -10,14 | 77 | -18,00 | 0,00
Hemofilija A vs Kontrolna grupa
VLK dif -598 | 44 | -15,54] 0,00

U tabeli 24 su prikazani rezultati ispitivanja TAFI u grupi bolesnika sa hemofilijom A

i kontrolnoj grupi. Vrednosti TAFI su iznosile 10,75£1,99 pg/ml u grupi bolesnika sa
hemofilijom A odnosno 6,81+1,85 ug/ml u kontrolnoj grupi.
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Tabela 24. Vrednosti TAFI u grupi bolesnika sa hemofilijom A i u kontrolnoj grupi

Grupe Hemofilija A Kontrolna grupa

X 10,75 6,81

SD 1,99 1,85
TAFI Min-Max 5,69-15,73 4,49-13,84
(ug/ml) Med 10,68 6,25

SE 0,229 0.338

95% int 10,29-11,20 6,12-7,50
Broj bolesnika 76 30

Vrednosti TAFIa/TAFlai su iznosile 13,524+3,38 ng/ml u grupi bolesnika sa

hemofilijom A odnosno 10,43+1,71 ng/ml u kontrolnoj grupi (tabela 25).

Tabela 25. Vrednosti TAFIa/TAFIai u grupi bolesnika sa hemofilijom A i u kontrolnoj

grupi
Grupe Hemofilija A Kontrolna grupa
X 13,52 10,43
SD 3,38 1,71
TAFla/TAFlai | Min-Max 6,48-23,71 6,72-13,54
(ng/ml) Med 13,41 10,56
SE 0,387 0,311
95% it 12,75-14,29 9,80-11,07
Broj bolesnika 76 30

Srednje vrednosti TAFI (p<0,0001) 1 TAFIa/TAFIai (p<0,0001) su statisti¢ki znac¢ajno

vece u grupi bolesnika sa hemofilijom A u odnosu na kontrolnu grupu (tabela 26).
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Tabela 26. Znacajnost razlika srednjih vrednosti TAFI i TAFIa/TAFlai izmedu grupe
bolesnika sa hemofilijom A i kontrolne grupe

Grupe Test t df AX p
TAFI 9,34 | 104 | 3,94 | 0,00
Hemofilija A vs Kontrolna grupa
TAFIa/TAFlai | 4,76 | 104 | 3,09 | 0,00

Rezultati ispitivanja VLK i TAFI u proceni klini¢ke teZzine hemofilije A

U tabeli 27 su prikazani rezultati ispitivanja VLK kod bolesnika sa klinicki teskim i1
klinicki blagim oblikom hemofilije A. VLK je izmeren kod 49 od 76 bolesnika. Kod

preostalih 27 bolesnika kod kojih je UHP bio nedetektabilan nije bilo moguce odrediti

vrednost VLK. U grupi sa klinicki teSkim oblikom hemofilije A vrednost VLK je iznosila

7,411+4,93 minuta, a u grupi sa klinicki blagim oblikom bolesti 13,0746,86 minuta.

Tabela 27. Vrednosti VLK u grupama bolesnika sa klinicki teSkim i klinicki blagim

oblikom hemofilije A
Hemofilija A
Grupe
Klinicki teSka Klinicki blaga
>3 hemartroze godiS$nje <3 hemartroze godiSnje

X 7,41 13,07

SD 4,93 6,86
VLK Min-Max 3-20 4-22
(min) Med 5.5 16

SE 0,833 1,833

95% int 5,72-9,11 9,12-17,03
Broj bolesnika 35 14
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Vrednosti VLK dif su odredene na uzorcima 38 od 76 bolesnika sa hemofilijom A.
Kod preostalih 38 bolesnika, kod kojih je UHP bio nedetektabilan i gde nije bilo prisutno
skracenje VLK posle dodavanja specificnog inhibitora TAFI nije bilo moguce odrediti
vrednost VLK dif. U grupi sa klinicki teSkim oblikom hemofilije A vrednost VLK dif je
iznosila 1,46+1,46 minuta, a u grupi sa klinicki blagim oblikom bolesti 1,90+0,74 minuta
(tabela 28).

Tabela 28. Vrednosti VLK dif u grupama bolesnika sa klinicki teSkim 1 klinicki blagim
oblikom hemofilije A

Hemofilija A
Grupe
Klinicki teska Klinicki blaga
>3 hemartroze godiSnje <3 hemartorze godiSnje

X 1,46 1,90

SD 1,46 0,74
VLK dif Min-Max 0,5-5 1-3
(min) Med 1 2

SE 0,439 0,371

95% int 0,48-2,43 0,98-2,82
Broj bolesnika 11 5

Statisticka znacajnost razlika srednjih vrednosti VLK i VLK dif izmedu klinicki teske i
klinicki blage hemofilije A je prikazana u tabeli 29. U grupi sa klini¢ki teSkim oblikom
hemofilije A srednje vrednosti VLK su statisti¢ki znacajno niZze u odnosu na grupu sa
klinicki blagim oblikom (p<0,01), dok za srednje vrednosti VLK dif nije prisutna statisticki

znacajna razlika u odnosu na klini¢ku teZinu bolesti (p=0,64).
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Tabela 29. Znacajnost razlika srednjih vrednosti VLK i VLK dif izmedu grupa bolesnika
sa klinicki teSkim 1 klinicki blagim oblikom hemofilije A

Grupe Test t df AX p
VLK -3,26 | 47 | -5,66 | 0,00
Klinicki teSka vs klinicki blaga hemofilija A
VLK dif | -0,53 | 14 | -0,44 | 0,64

U tabeli 30 su prikazani rezultati ispitivanja TAFI kod bolesnika sa klinicki teSkim 1

klinicki blagim oblikom hemofilije A. Vrednosti TAFI su iznosile 10,66+2,03 ug/ml u

klinicki teSkom obliku hemofilije A odnosno 10,98+1,91 ug/ml u klinicki blagom obliku.

Tabela 30. Vrednosti TAFI u grupama bolesnika sa klini¢ki teSkim 1 klinicki blagim

oblikom hemofilije A
Hemofilija A
Grupe
Klinicki teska Klinicki blaga
>3 hemartroze godiSnje <3 hemartroze godiSnje

X 10,66 10,98

SD 2,03 1,91
TAFI Min-Max 5,69-15,73 6,95-14,31
(ug/ml) Med 10,58 10,91

SE 0,272 0,427

95% int 10,12-11,21 10,09-11,88
Broj bolesnika 56 20

Vrednosti TAFIa/TAFlai su iznosile 13,56+£3,43 ng/ml u klinicki teSkom obliku
hemofilije A, a klinicki blagom obliku su iznosile 13,40+3,29 ng/ml (tabela 31).

77




Tabela 31. Vrednosti TAFIa/TAFIai u grupama bolesnika sa klinicki teSkim 1 klinicki

blagim oblikom hemofilije A

Hemofilija A
Grupe
Klinicki teska Klinicki blaga
>3 hemartroze godiS$nje <3 hemartroze godiSnje

X 13,56 13,40

SD 3,43 3,29
TAFIla/TAFlai | Min-Max 6,48-20,83 7,87-23,71
(ng/ml) Med 13,45 12,94

SE 0,459 0,736

95% int 12,64-14,48 11,86-14,94
Broj bolesnika 56 20

Nije bila prisutna statisticki znacajna razlika srednjih vrednosti TAFI izmedu grupa

bolesnika sa klinicki teSkim oblikom hemofilije A (p=0,54). Takode, statisticki znacajna

razlika nije bila prisutna ni za srednje vrednosti TAFIa/TAFIai u odnosu na klinicku teZinu

hemofilije A (p=0,86) Sto je prikazano u tabeli 32.

Tabela 32. Znacajnost razlika srednjih vrednosti TAFI i TAFla/TAFlai izmedu grupa
bolesnika sa klinicki teSkim i klinicki blagim oblikom hemofilije A

Grupe Test t df AX p
TAFI -0,62 | 74 | -0,32 | 0,54
Klinicki teska vs klini¢ki blaga hemofilija A
TAFla/TAFlai | 0,18 | 74 | 0,16 | 0,86

Kada se u grupi bolesnika sa hemofilijom A kao prediktori za tezinu klinicke slike

uzmu u obzir vrednosti FVIII:C, TAFI 1 TAFIa/TAFlai dobija se statisticki znacajan model

(F[1,74]==63,70, p<0,001) koji objasnjava ukupno 46% varijabilnosti teZine klinic¢ke slike.
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Od navedenih parametara jedino faktor FVIII ima prediktivnu vrednost za klinicku teZinu
hemofilije A (B=0,68; t=7,98; p<0,001). U tabeli 33 prikazane su parcijalne korelacije

parametara TAFI 1 TAFIa/TAFlai koje ukazuju da nema statisticki znaCajne korelacije.

Tabela 33. Parcijalne korelacije vrednosti TAFI i1 TAFIa/TAFlai i teZine klinicke slike u
grupi bolesnika sa hemofilijom A

Prediktori t p Parcijalne korelacije
TAFI -0,13 0,901 -0,015
TAFIa/T AFlai -0,52 0,608 -0,060

Rezultati ispitivanja VLK i TAFI u proceni odgovora na terapiju

Vrednosti VLK i pre i posle terapije koncentratom FVIII su odredene kod 23 od 38
bolesnika sa hemofilijom A. Kod 15 bolesnika kod kojih je vrednost UHP pre terapije bila
nedetektabilna ili izrazito sniZena nije bilo moguce odrediti vrednost VLK pre
terapije. Vrednosti VLK pre terapije su iznosile 6,89+4,83 minuta, a posle terapije

23,7247,31 minuta (tabela 34).

Tabela 34. Vrednosti VLK u grupi bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije

Grupe Hemofilija A
Pre terapije Posle terapije

X 6,89 23,72

SD 4,83 7,31
VLK Min-Max 3-20 12-37
(min) Med 5,5 22

SE 1,007 1,525

95% it 4,80-8,98 20,55-26,88

Broj bolesnika 23 23
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Rezultati ispitivanja VLK dif kod bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije
koncentratom FVIII su prikazani u tabeli 35.VLK dif je moguce odrediti kada je vrednost
UHP veca od nule 1 kada je prisutno skra¢enje VLK posle dodavanja specificnog inhibitora
TAFI. Ovi uslovi su bili ispunjeni 1 pre 1 posle terapije kod 8 od 38 bolesnika.Vrednosti
VLK dif kod bolesnika sa hemofilijom A pre terapije su iznosile 1,19+1,56 minuta, a posle
terapije kocentratom FVIII su iznosile 5,63 13,45 minuta (tabela 35).

Tabela 35. Vrednosti VLK dif u grupi bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije

Grupe Hemofilija A
Pre terapije Posle terapije

X 1,19 5,63

SD 1,56 3,45
VLK dif Min-Max 0,50-5 2-12
(min) Med 0,50 5,50

SE 0,551 1,220

95% it 0,11-2,49 2,74-8,51

Broj bolesnika 8 8

U tabeli 36 je prikazano da je prisutna statisticki znacajna razlika srednjih vrednosti
VLK u grupi bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije (p<0,0001), a statistiCki

znacajna razlika je prisutna i za srednje vrednosti VLK dif (p<0,05).

Tabela 36. Znacajnost razlike srednjih vrednosti VLK 1 VLK dif pre i posle terapije kod
grupe bolesnika sa hemofilijom A

Grupe Test t df AX p

VLK -8,75 | 22 | -16,83 | 0,00
Hemofilija A pre terapije vs posle terapije
VLK dif 296 | 7 | 4,44 ] 0,02
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U grupi bolesnika sa hemofilijom A vrednosti VLK su izmerene kod svih 38 bolesnika

posle terapije i iznosile su 23,72+7,31 minuta. Nije prisutna statisticki znacajna razlika

(p=0,07) srednjih vrednosti VLK u grupi bolesnika sa hemofilijom A u odnosu na vrednosti

u kontrolnoj grupi koje su iznosile 27,03£9,75 minuta (tabela 21). Vrednosti VLK dif su

izmerene kod 33 od 38 bolesnika posle terapije i iznosile su 6,7943,70 minuta. Ove

vrednosti su statisti¢ki znacajno niZe (p<0,0001) u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi

koje su iznosile 17,13+10,31 minuta (tabela 22).

Nije prisutna statisticki znacajna korelacija za dozu FVIII 1 vrednosti VLK (r=0,18,

p=0,28) Sto je prikazano na grafikonu 9a. Takode, na grafikonu 9b je prikazano da nema

statistiCki znacajne korelacije doze FVIII i vrednosti VLK dif (r=0,12, p=0,50).
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Grafikon 9. Korelacija doze koncentrata FVIII sa vrednostima VLK (a) i VLK dif (b) u
grupi bolesnika sa hemofilijom A
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Utvrdena je statisticki znaCajna korelacija za vrednosti FVIII:C i VLK
(r=0,76, p<0,0001), kao i za vrednosti VLK dif i FVIIL:C (r=0,45, p<0,01) u grupi
bolesnika sa hemofilijom A. Analizirani su rezultati pre 1 posle terapije 1 prikazani na

grafikonu 10a odnosno 10b.
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Grafikon 10. Korelacija vrednosti FVIII:C sa vrednostima VLK (a) i VLK dif (b) u grupi
bolesnika sa hemofilijom A

Na grafikonu 11a prikazana je korelacija vrednosti UHP i VLK, a na grafikonu 11b
korelacija vrednosti UHP i VLK dif u grupi bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije.
Utvrdena je statisticki znacajna korelacija za vrednosti VLK i UHP (r=0,84, p<0,0001) kao
1 za vrednosti UHP i1 VLK dif (r=0,76, p<0,0001).
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Grafikon 11. Korelacija vrednosti UHP sa vrednostima VLK (a) i VLK dif (b) u grupi

bolesnika sa hemofilijom A

Rezultati ispitivanja TAFI kod bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije su

prikazani u tabeli 37. Vrednosti TAFI su iznosile 10,66£2,03 ug/ml pre terapije odnosno
10,75£2,64 pg/ml posle terapije.

Tabela 37. Vrednosti TAFI u grupi bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije

Grupe Hemofilija A
Pre terapije Posle terapije

X 10,66 10,75

SD 2,03 2,64
TAFI Min-Max 5,69-15,19 6,54-19,32
(ng/ml) Med 10,66 10,66

SE 0,329 0,428

95% int 9,93-11,33 9,89-11,62
Broj bolesnika 38 38
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Vrednosti TAFIa/TAFlai u grupi bolesnika sa hemofilijom pre terapije su iznosile
13,06+3,55 ng/ml odnosno 14,85+3,44 1J/dl posle terapije (tabela 38).

Tabela 38. Vrednosti TAFIa/TAFIai u grupi bolesnika sa hemofilijom A pre i posle

terapije
Grupe Hemofilija A
Pre terapije Posle terapije
X 13,06 14,85
SD 3,55 3,44
TAFIa/TAFlai | Min-Max 6,48-19,77 7,12-20,97
(ng/ml) Med 13,28 15,45
SE 0,576 0,558
95% it 11,89-14,22 13,72-15,98
Broj bolesnika 38 38

U grupi bolesnika sa hemofilijom A koji su primali terapiju nema statisticki znacajne

razlike srednjih vrednosti TAFI pre i1 posle terapije (p=0,84), a srednja vrednosti

TAFIa/TAFlai je statistiCki znaCajno niZa pre terapije nego posle terapije (p<0,01), Sto je

prikazano u tabeli 39

Tabela 39. Statisticka znaCajnost razlika vrednosti TAFla/TAFlai pre i posle terapije u

grupi bolesnika sa hemofilijom A

Grupe Test t df AX p
TAFI 0,20 | 37 | -0,09 | 0,84
Hemofilija A pre terapije vs posle terapije
TAFla/TAFlai | -3,50 | 37 | 1,79 | 0,00
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U grupi bolesnika sa hemofilijom A vrednosti TAFI posle terapije su iznosile
10,75£2,64 ug/ml i bile su statisticki znacajno vece (p<0,0001) u odnosu na vrednosti u
kontrolnoj grupi koje su iznosile 6,81+1,85 pg/ml (tabela 24). I vrednosti TAFIa/TAFlai
posle terapije koje su iznosile 14,85+3,44 ng/ml su bile statisticki znacajno vece (p<0,0001)
u odnosu na vrednosti u kontrolnoj grupi koje su iznosile 10,43+1,71 ng/ml (tabela 25).

Na grafikonu 12 je prikazana korelacija doze koncentrata FVIII i vrednosti TAFI i
TAFIa/T AFlai posle terapije u grupi bolesnika sa hemofilijom A. Nije prisutna statisticki
znacajna korelacija za dozu FVIII 1 vrednosti TAFI (r=-0,11, p=0,49) Sto je prikazano na
grafikonu 12a. Takode, na grafikonu 12b je prikazano da nema statistiCki znaCajne

korelacije doze FVIII i vrednosti TAFIa/T AFlai (r=-0,15, p=0,37).
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Grafikon 12. Korelacija doze koncentrata FVIII sa vrednostima TAFI (a) i TAFIa/TAFlai
(b) u grupi bolesnika sa hemofilijom A

Na grafikonu 13a je prikazana korelacija vrednosti FVIII:C i TAFI, a na grafikonu 13b
korelacija vrednosti FVIII:C 1 TAFla/TAFlai u grupi bolesnika sa hemofilijom A pre i
posle terapije. Nije prisutna statisticki znacCajna korelacija za vrednosti FVIIL:C 1 TAFI i
(r=0,11, p=0,23), a prisutna je statisticki zna¢ajna ali slaba korelacija za vrednosti FVIII:C i

TAFIa/T AFlai (r=0,19, p<0,05).
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Grafikon 13. Korelacija vrednosti FVIIL:C sa vrednostima TAFI (a) i TAFIa/TAFIai (b) u
grupi bolesnika sa hemofilijom A

U grupi bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije nema statisticki znacajne

korelacije (r=0,07, p=0,45) za vrednosti UHP i TAFI (grafikon 14a) ali je statisticki
znacajna korelacija (r=0,20, p<0,05) prisutna za UHP i TAFIa/T AFlai (grafikon 14b)
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Grafikon 14. Korelacija vrednosti UHP sa vrednostima TAFI (a) i TAFIa/TAFlai (b) u
grupi bolesnika sa hemofilijom A
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Kada se uzmu u obzir vrednosti FVIII:C, TAFI 1 TAFla/TAFlai kao prediktori
odgovora na terapiju, koji je procenjen na osnovu nivoa FVIII:C posle terapije, primenom
metode multiple regresije nije dobijen statisticki znacajan model (F[3,34]=2,05, p=0,125).
Takode, kada se uzmu u obzir vrednosti FVIII:C, TAFI i TAFIa/TAFlai kao prediktori
odgovora na terapiju, koji je procenjen na osnovu nivoa UHP posle terapije, takode nije

dobijen statisti¢ki znacajan model (F[3,34]=1,78, p=0,17).
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DISKUSIJA

Laboratorijsko ispitivanje je osnov za dijagnozu, procenu teZine oboljenja i leCenje
hemofilije A. Poseban znafaj ima odredivanje nivoa FVIII:C. Medutim, test koji se
uobicajeno koristi za merenje FVIIIL:C, a koji se zasniva na APTT testu, kod dela bolesnika
nije sasvim pouzdan pokazatelj sklonosti ka krvarenju niti odgovora na terapiju. Ovo je
posledica Cinjenice da se APTT testom detektuje samo inicijalna faza stvaranja trombina
tako da se ovim testom ne moZze proceniti ukupni hemostatski kapacitet bolesnika (25, 58).

U cilju prevazilaZzenja nedostataka klasi¢nih testova ispituje se primena globalnih
testova hemostaze u proceni klinicke tezine 1 efikasnosti terapije kod hemofilije A. JoS uvek
ne postoji precizan i jednostavan test za ovu namenu. Testovi TGT, TEG i1 AKK su
koriS¢eni u eksperimentalnim 1 klinickim studijama ali su joS uvek sloZeni za Siru primenu
(81, 97). Test UHP je jednostavan, omogucava procenu sistema koagulacije i fibrinolize
1 predstavlja novi pristup u proceni delikatnog balansa u sistemu hemostaze (111).

U skladu sa kriterijjumima Internacionalnog udruzenja za trombozu i hemostazu na
osnovu nivoa FVIII:C (50) u naSoj grupi bolesnika 73,69% je imalo teZak oblik hemofilije
A, umeren oblik je imalo 11,84% bolesnika, a blaga hemofilija A je bila prisutna kod
14,47%. Vrednosti FVIIIL:C su bile statisticki znacajno razli¢ite izmedu grupa sa razli¢itom
teZinom oboljenja 1 iznosile su 0,50+0,28 1J/dl za teSku hemofiliju A, 2,54+1,31 1J/dl za
umerenu odnosno 16,68+7,86 1J/dl za blagu hemofiliju A. Takode, vrednosti FVIIL:C su
bile statisti¢ki znaCajno niZze u grupi sa blagom hemofilijom A u odnosu na vrednosti u
kontrolnoj grupi koje su iznosile 106,45+23,18 1J/dL.

Primena UHP testa omogucava procenu aktivnosti FVIII ali 1 drugih brojnih €inilaca
sistema koagulacije 1 fibrinolize. Rezultati ispitivanja UHP su bili u skladu sa
klasifikacijom tezine hemofilije A na osnovu nivoa FVIII:C. Vrednosti UHP su bile
statisticki znacajno razli¢ite izmedu grupa bolesnika sa razli¢itom teZinom oboljenja i
iznosile su 0,32+0,99 za teSku hemofiliju A, 1,53+1,64 za umerenu hemofiliju A odnosno
4,13+2,42 za blagu hemofiliju A. U grupi bolesnika sa blagom hemofilijom A vrednosti
UHP su bile statisticki zna¢ajno niZe u odnosu na kontrolnu grupu gde su izmerene najvece

vrednosti UHP koje su iznosile 9,90+4,70.
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Nasi rezultati su u skladu sa prethodno publikovanim podacima. Studija Antovica
i sar. (69) obuhvatila je na$u grupu ispitanika i grupu ispitanika iz Svedske, ukupno
64 bolesnika sa teSkom, 14 sa umerenom 1 56 sa blagom hemofilijom A 1 46 zdravih
muskaraca. Rezultati dobijeni primenom UHP testa su uporedeni sa rezultatima TGT testa.
Vrednosti oba testa bile su statisticki znacajno razli¢ite izmedu ispitivanih grupa
1 omogucavaju razlikovanje bolesnika sa hemofilijom A od zdravih osoba, kao 1 bolesnika
sa razli¢itim stepenom sniZenja FVIIL:C. TGT test je i ranije koriS¢en za procenu kapaciteta
stvaranja trombina u hemofiliji A. Beltran-Miranda i sar. (116) su pokazali da su rezultati
TGT testa u skladu sa standardnom laboratorijskom klasifikacijom kod 12 bolesnika sa
teSkom hemofilijom A, 3 bolesnika sa umerenom i 7 sa blagom hemofilijom A. Ovi nalazi
su potvrdeni su studiji Dargaud i sar. (47) ispitivanjem 34 bolesnika sa hemofilijom A
1 12 bolesnika sa hemofilijom B. Primenom TEG kod 11 bolesnika sa teSkom i 11 sa
umerenom hemofilijom A i kod 30 zdravih muskaraca. Sgrensen 1 sar. (106) su pokazali da
je kod teSke hemofilije A prisutan najveci stepen produZenja inicijalne faze koagulacije
i najveci stepen supresije faze propagacije. Takode, rezultati AKK testa kod 37 bolesnika sa
teSkom hemofilijom A, 18 bolesnika sa umerenom i 8 sa blagom hemofilijom A
omogucavaju razlikovanje teZine oboljenja (81).

U studiji van Veen 1 sar. (103) koriS¢eni su testovi TGT 1 TEG za procenu teZine
hemofilije A i dobijeni rezultati se razlikuju u odnosu na prethodne studije. Primenom TGT
testa kod 20 bolesnika sa teSkom hemofilijom A, 31 sa blagim oblikom bolesti 1 22 zdrave
muske osobe potvrdena je moguénost razlikovanja bolesnika sa hemofilijom A od zdravih
osoba ali nije bilo moguce pouzdano razlikovati osobe sa teSkom i1 blagom hemofilijom A.
Autori kao objaSnjenje navode relativno mali broj bolesnika sa blagom hemofilijom u
prethodnim studijama kao i primenu modifikovanog TGT testa koji pokazuje manju
senzitivnost. Takode, ispitivanjem TEG kod 12 bolesnika sa teSkom hemofilijom A, 7 sa
umerenom 1 10 sa blagom hemofilijom A kao i 21 zdrave osobe pokazano je da nije
moguce pouzdano razlikovati osobe sa umerenom i blagom hemofilijom A od zdravih
osoba. To se objasnjava Cinjenicom da, za razliku od UHP i TGT testa, na rezultate TEG
utiCu 1 karakterisitke krvnih celija, kako trombocita tako 1 krvnih ¢elija nosilaca tkivnog

faktora.
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Dobijene vrednosti UHP pokazuju heterogenost unutar grupa bolesnika sa teskom,
umerenom 1 blagom hemofilijom A kao i u kontrolnoj grupi. U grupi od 56 bolesnika sa
teSkom hemofilijom A vrednosti UHP su bile u rasponu od 0 do 6,7. Jedan bolesnik je imao
normalnu vrednost UHP iako je nivo FVIIL:C <1 1J/dl. Kod 9 bolesnika sa umerenom
hemofilijom A vrednosti UHP su bile od 0 do 4,56, a jedan bolesnik je imao normalnu
vrednost UHP. U grupi od 11 bolesnika sa blagom hemofilijom A vrednosti UHP su
iznosile od 1,41 do 8,24, a 4 bolesnika su imala normalne vrednosti. Ovo ukazuje da
delovanje snizenog FVIII:C na rezultate UHP testa moZe biti kompenzovano delovanjem
drugih ¢inilaca sistema koagulacije 1 fibrinolize. U kontrolnoj grupi vrednosti UHP su bile
u Sirokom rasponu od 3,48 do 23,22. Vrednost UHP je bila u granicama normalnih
vrednosti kod 28 ispitanika, dok je kod jednog vrednost UHP bila blago sniZzena a kod
drugog blago povisena.

Heterogenost rezultata globalnih testova hemostaze kod zdravih osoba i bolesnika sa
hemofilijom A, kao i disproporcija u odnosu na vrednosti FVIII:C, su pokazane i u drugim
studijama. Brummel-Ziedins i sar. (128) su ukazali na velike razlike u kapacitetu stvaranja
trombina kod zdravih osoba. Ponavljanim merenjem kod 13 zdravih muSkaraca tokom
6 meseci su utvrdili da individualne vrednosti ostaju stabilne, Sto ukazuje da svaka osoba
ima karakteristiCan kapacitet za stvaranje trombina. Mann 1 sar. (129) sugeriSu da
1 bolesnici sa hemofilijom imaju razli¢it individualni kapacitet za stvaranje trombina, Sto je
potvrdeno kasnijim ispitivanjima (130). van Veen i sar. (103) su prikazali heterogenost
vrednosti TGT unutar grupa bolesnika sa teSkom 1 umerenom hemofilijom A, a opisana su
dva bolesnika sa teSkom 1 6 bolesnika sa blagom hemofilijom A i normalnim vrednostima
TGT. U nekoliko studija potvrdena je heterogenost rezultata globalnih testova hemostaze
kod bolesnika sa nivoom FVIII:C <1 1J/dl primenom testa TGT (56), TEG (107) i AKK
(108). Ovi rezultati ukazuju da pored FVIII 1 drugi €inioci sistema hemostaze utiCu na
proces koagulacije kod hemofilije A. To je osnov za postojanje individualnih razlika u
klinickoj slici 1 terapijskom odgovoru, a ocekuje se da ¢e primena testova globalne
hemostaze doprineti preciznijem definisanju tih individualnih razlika.

U naSoj grupi ispitanika pokazana je statisticki znacajna direktna korelacija vrednosti

FVIIL:C 1 UHP (r=0,78) Sto ukazuje da sa povecanjem FVIII:C raste i vrednost UHP.
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U studiji Antovic¢a i sar. (69) je takode pokazana statisticki znacajna korelacija za vrednosti
FVIIL:C i UHP (r=0,78). U ovoj studiji, kao 1 kod drugih autora, opisana je korelacija
vrednosti FVIIIL:C sa rezultatima testova TGT (116, 147, 103), TEG (103) 1 AKK (109).

Za procenu klinicke tezine hemofilije A se koriste razliiti parametri. Broj spontanih
hemartroza u toku godine je najpogodniji parametar kod bolesnika koji primaju terapiju
samo za zaustavljanje krvarenja (51). Ovaj parametar je koriS¢en u nasoj studiji. U grupu sa
klinicki teSkim oblikom hemofilije A su svrstani bolesnici sa >3, a u grupu sa klini¢ki
blagim oblikom sa <3 spontane hemartroze godiSnje. Broj hemartroza kao kriterijjum za
procenu klinicke teZine hemofilije koristili su 1 drugi autori (56, 116, 131).

U ispitanoj grupi sa hemofilijom A 56 bolesnika su imali klinicki tezak oblik bolesti,
a 20 bolesnika je imalo klinicki blag oblik. Vrednosti FVIIL:C su bile statisticki zna¢ajno
nize u klinicki teSkom u odnosu na klini¢ki blag oblik hemofilije A 1 iznosile su
0,55%0,35 1J/dl odnosno 7,9249,57 1J/dl. Neslaganje nivoa FVIII:C i klinic¢ke teZine bolesti
je bilo prisutno kod 8/76 (10,53%) bolesnika. Kod 4/56 (7,14%) bolesnika sa
FVIII:C <1 1J/dl bio je prisutan klinicki blag oblik bolesti, dok je 4/9 (44,44%) bolesnika sa
FVIIIL:C od 1 do 5 1J/dl imalo klini¢ki teZak oblik bolesti. Kod svih 8 bolesnika kod kojih je
bilo prisutno neslaganje nivoa FVIII:C i klinicke teZine bolesti vrednosti UHP su bile
nedetektabilne ili izrazito sniZene. Ovi podaci ukazuju da nijedan od ova dva testa nije
potpuno pouzdan u proceni teZine krvarenja.

I drugi autori opisuju disproporciju izmedu teZine hemofilije A na osnovu
laboratorijskog kriterijuma nivoa FVIII:C 1 klinicke teZine oboljenja. U prospektivnoj
studiji Aledort i sar. (51) su pratili 477 bolesnika sa FVIII:C <1 1J/dl tokom 6 godina
i pokazali da 10% bolesnika veoma retko krvari i nemaju oSte¢enje zglobova. Takode, u
retrospektivnoj studiji sprovedenoj u Francuskoj na 116 bolesnika sa teSkom hemofilijom A
kod 8,9% nije zabeleZeno krvarenje u periodu od godinu dana (52). Medu bolesnicima sa
teSkom hemofilijom u Velikoj Britaniji 15% nije primalo terapiju tokom jednogodi$njeg
pracenja (44). Sa druge strane, u studiji holandskih autora je utvrdeno da 25% bolesnika sa
umerenom hemofilijom ima cesta krvarenja i oSte¢enja zglobova (53). Opisani su

1 pojedinacni bolesnici sa blagom hemofilijom A i klinicki teSkim oblikom bolesti (54, 69).
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S obzirom da kod dela bolesnika nivo FVIII:C nije pouzdan za procenu klinicke teZine
hemofilije A istrazuje se mogucnost dobijanja dodatnih, klini¢ki relevantnih podataka.
Osnov za ispitivanje primene globalnih testova hemostaze je pretpostavka da su klinicke
manifestacije uslovljene ukupnim hemostatskim statusom koji je rezultat prokoagulantnih,
antikoagulantnih, profibrinolitickih i antifibrinolitiCkih faktora, ukljuujuc¢i trombocite i
krvne sudove (55). U naSoj grupi bolesnika sa hemofilijom A vrednosti UHP su bile
statisticki znaCajno niZe u klini¢ki teSkom obliku hemofilije A u odnosu na klinic¢ki blag
oblik, i iznosile su 0,39+1,02 odnosno 2,76+2,62, Sto je u skladu sa podacima iz literature.
U studiji Antovica 1 sar. (69) vrednosti testova UHP 1 TGT su bile statisticki znacajno nize
kod bolesnika sa klinicki teSkim oblikom hemofilije A. TGT test je koriS¢en u viSe studija 1
pokazano je da niske vrednosti parametara TGT testa koreliraju sa klinicki teSkim oblikom
oboljenja, a da parametar ETP koji predstavlja ukupnu enzimsku aktivnost stvorenog
trombina najbolje korelira sa rizikom krvarenja (47, 99). U studiji Dargaud i sar. (47)
pokazano je da bolesnici sa klinicki teSkim oblikom hemofilije A imaju vrednosti parametra
ETP ispod 50% od normalnih vrednosti nezavisno od nivoa FVIIL:C. Opisani su
pojedinacni slucajevi bolesnika sa blagom hemofilijom i Cestim krvarenjima kod kojih su
vrednosti parametra ETP bile izrazito sniZzene (54, 69). Ovi rezultati ukazuju da kapacitet za
stvaranje trombina korelira sa klinickom teZinom bolesti i da bolesnici sa vecim
kapacitetom za stvaranje trombina imaju manji rizik krvarenja. U nekoliko studija je
pokazana korelacija rezultata TEG sa kliniCkim fenotipom hemofilije. Chitlur i sar. (107) su
ispitali 39-oro dece sa teSkom i1 umerenom hemofilijom A i hemofilijom B 1 pokazali
smanjenu polimerizaciju fibrina kod bolesnika sa ucestalim krvarenjima u odnosu na grupu
sa blagim klinickim manifestacijama. Novija istrazivanja (115) su potvrdila ove rezultate.

Analiza individualnih podataka u naSoj studiji ukazuje da su vrednosti UHP bile u
skladu sa tezinom krvarenja kod najveceg broja bolesnika i da su nedetektabilne ili izrazito
snizene vrednosti UHP statisticki znacajno CeSc¢e prisutne kod bolesnika sa klinicki teSkim
oblikom hemofilije A. Medutim, zapaZeno je i neslaganje nivoa UHP i klinicke
klasifikacije bolesti kod 12/76 (15,79%) bolesnika. Kod jednog bolesnika sa klinicki teSkim
oblikom hemofilije A vrednost UHP od 6,7 je bila u granicama normalnih vrednosti, a kod

drugog vrednost UHP od 3,23 je bila blago sniZena. Oba bolesnika su imala FVIII:C
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<1 1J/dl. Kod 10 bolesnika sa klinicki blagim oblikom bolesti vrednosti UHP su bile
nedetektabilne ili izrazito sniZene u rasponu vrednosti od 0 do 1,72. Vrednosti FVIII:C kod
ovih 10 bolesnika su iznosile od <1 do 24 1J/dl.

Nasi rezultati su u skadu sa rezultatima studije studije Beltran-Mirande 1 sar. (116) koji
su analizirali odnos klinicke teZine hemofilije A 1 parametara TGT testa kod 23 bolesnika
sa hemofilijom A iz 9 porodica. Pokazano je da od svih parametara ETP najbolje korelira sa
tezinom klinicke slike. Kod 4 porodice su opisali obolele ¢lanove sa razli¢itom teZinom
klinickih manifestacija, ali kod tri porodice varijacije klini€¢kog fenotipa nisu bile pracene
ocekivanim promenama vrednosti ETP. Takode, u porodicama u kojima su oboleli ¢lanovi
imali istu klini¢ku teZinu oboljenja vrednosti ETP su bile varijabilne. Autori zaklju€uju da
varijacije klinicke teZine bolesti nisu uvek prac¢ene ocekivanim promenama parametara
TGT testa 1 sugeriSu uticaj drugih faktora hemostaze kao Sto su trombociti 1 zid krvnog
suda. U cilju poboljSanja senzitivnosti TGT testa sugeriSe se testiranje uzoraka plazme
bogate trombocitima. Ispitivanja su pokazala efikasnost ovog pristupa (102, 132) kao i
mogucnost izvodenja testa na prethodno zamrznutim uzorcima (133).

Nasi rezultati 1 literaturni podaci ukazuju da varijabilnost klini¢kih manifestacija ne
zavisi samo od nivoa FVIII:C ali i da primena globalnih testova hemostaze ne predstavlja
zamenu za odredivanje nivoa FVIIL:C ve¢ da omogucava dodatne informacije korisne za
klinicku procenu kod dela bolesnika sa hemofilijom A. Mehanizam koji je u osnovi ove
varijabilnosti je samo delimi¢no razja$njen i dalje se istrazuje. Pokazano je da kod
bolesnika sa hemofilijom A i FVIII:C <1 1J/dl veoma male koli¢ine FVIII, koje su ispod
granice detekcije standardnim testovima (<1-2 1J/dl), mogu uticati na ukupni hemostatski
status 1 biti u osnovi klinic¢ki blagog oblika bolesti (55). Santoagostino i sar. (56) su u grupi
bolesnika sa hemofilijom A 1 FVIII:C <1 1J/dl pokazali ¢eS¢e prisustvo non-null mutacija i
vece vrednosti koncentracije antigena FVIII 1 testa TGT kod grupe bolesnika sa klinicki
blagim oblikom bolesti u odnosu na grupu sa klinicki teSkim oblikom bolesti. U cilju
povecanja senzitivnosti merenja izrazito niskih vrednosti FVIII:C ispituje se primena AKK
testa koji ima visoku senzitivnost za vrednosti FVIII:C <1 1J/dl Sto dokazuje gotovo
linearna korelacija (r=0,98) za vrednosti FVIII:C od 0,1 1J/dl do 1 1J/dl (109). Takode, kod

dela bolesnika sa blagom hemofilijom A prisustvo odredenog tipa mutacija dovodi do
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neslaganja rezultata koagulacijskog i hromogenog testa za FVIIL:C §to moZe uticati na
neslaganje laboratorijske i klini¢ke procene teZine oboljenja (86). Kada je prisutno
neslaganje rezultata nije razjaSnjeno koja od vrednosti FVIII:C reflektuje pravi klinicki
fenotip 1 globalni testovi hemostaze bi mogli biti korisni u proceni klinicke teZine blage
hemofilije. Na to ukazuju i rezultati Antovica 1 sar. (69) koji su opisali dva bolesnika sa
blagom hemofilijom A 1 sli¢nim nivoom FVIII:C merenim hromogenim testom (14 1J/d1
odnosno 15 1J/dl), a razli¢itom klinickom teZinom oboljenja. Jedan bolesnik je imao Cesta
krvarenja, nedetektabilne vrednosti UHP i veoma niske vrednosti TGT. Drugi bolesnik je
imao blagu klinicki sliku, a vrednosti UHP 1 TGT su bile normalne. Kod ovih bolesnika
klinicka teZina bolesti korelira sa rezultatima globalnih testova hemostaze.

Iako globalni testovi hemostaze mogu dati korisne informacije za procenu teZine
krvarenja kod hemofilije A ipak pouzdana procena klinicke teZine bolesti primenom jednog
laboratorijskog testa joS uvek nije moguca. Zato se procena klinicke teZine hemofilije A i
dalje zasniva na razlikama u pojavi i1 ucestalosti krvarenja (55). Rana procena klinicke
tezine hemofilije ima veliki znacaj jer omogucava individualni pristup u izboru optimalnog
oblika lecenja. S obzirom da je glavni cilj terapije prevencija krvarenja i artropatije,
potrebno je da se Sto ranije otkriju bolesnici sa velikim rizikom krvarenja i primeni rana
profilakticka terapija. Takode, od znacaja je i da se otkrije 10-15% bolesnika sa FVIII:C
<1% 1 klinicki blagim oblikom bolesti koji se mogu le€iti samo u slu¢aju krvarenja ili se
primena profilakse mozZe odloZiti, Sto bi eliminisalo rizike primene centralnog venskog
katetera i doprinelo ekonomi¢noj primeni lekova (64, 134).

U naSoj studiji ispitano je 38 bolesnika sa teSkim oblikom hemofilije A kod kojih je
primenjena terapija za zaustavljanje krvarenja u zglob. Doza koncentrata FVIII je bila
1000-2000 1J (raspon 11-31 1J/kg, medijana 18 1J/kg). Za laboratorijsku procenu odgovora
na terapiju ispitane su vrednosti FVIII:C 1 UHP iz uzorka krvi uzetog 30 minuta posle
terapije i uporedene su sa odgovaraju¢im vrednostima pre terapije.

Posle terapije dolazi do porasta vrednosti laboratorijskih parametara. Vrednosti
FVIIIL:C su bile statisticki znacajno niZe pre terapije u odnosu na vrednosti posle terapije i
iznosile su 0,56+0,32 1J/dl odnosno 31,03+10,87 1J/dl. Takode, vrednosti UHP su bile

statistiCki znacajno niZe pre terapije i iznosile su 0,33+1,10 a posle terapije 8,94+3,28.
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Rezultati ispitivanja kod naSih bolesnika su u studiji Antovi¢a sar. (69) uporedeni sa
rezultatima kod 17 bolesnika sa hemofilijom A koji su bili na profilaktickoj terapiji
(1000-3000 1IJ rekombinantnog FVIII 1-3 puta nedeljno). Vrednosti FVIII:C 1 UHP pre
terapije su bile statisticki znacajno vece kod bolesnika na profilaksi. Posle terapije, iako su
vrednosti FVIIL:C kod bolesnika na profilaksi bile gotovo dvostruko vece, vrednosti UHP
nisu bile statisti¢ki znacajno razlic¢ite izmedu ove dve grupe. Ovakvi nalazi sugerisSu da bi
se adekvatan hemostatski efekat mogao posti¢i uz manje doze FVIII za profilaksu, ali je za
definitivan zaklju€ak potrebno ispitivanje na ve¢oj populaciji.

Ovi rezultati su u skladu sa podacima iz drugih studija. Beltran-Miranda i sar. (116) su
analizirali kapacitet stvaranja trombina kod bolesnika sa teSkom hemofilijom A ex vivo,
posle dodavanja koncentrata FVIII u plazmu bolesnika. Oni su pokazali da je stvaranje
trombina gotovo maksimalno za vrednost FVIIL:C od 50 1J/dl i da dalje povecanje do
100 1J/dl minimalno povecéava stvaranje trombina. Ova zapaZanja su potvrdena u studiji
Bassusa 1 sar. (117) gde je analiziran terapijski odgovor kod 40 bolesnika sa teSkom
hemofilijom A nakom primene koncentrata FVIII u dozi 29,3+12,9 1J/kg. Uzorci krvi pre 1
30 minuta posle terapije su ispitani testovima za FVIII:C, TGT i1 TEG. Pokazano je da
povecanje vrednosti FVIII:C na 30 1J/dl dovodi do povecanja hemostatskog kapaciteta na
90-95% od maksimuma, a da povecanje FVIII:C na 100 1J/dl donosi zanemarljivo
povecanje hemostatskog kapaciteta. Ovi rezultati ukazuju da hemostatski efekat ne zavisi
samo od povecanja nivoa FVIII:C u plazmi ve¢ i1 od uticaja primenjenog leka na druge
plazmatske proteine i na krvne celije koji imaju ulogu u procesu hemostaze.

U naSem ispitivanju utvrdena je statisticki znacaja korelacija doze koncentrata FVIII i
nivoa FVIII:C posle terapije (r=0,54). Nasuprot tome nema statisticki znacajne korelacije
doze i vrednosti UHP posle terapije (r=0,21). To takode ukazuje da na efekat terapije uticu i
drugi faktori koji odreduju individualni hemostatski status. Rezultati Bassusa i sar. (117)
ukazuju na statisticki znacajnu korelaciju doze koncentrata sa nivoom FVIII:C posle
terapije ali na veoma slabu korelaciju sa parametrima testova TGT 1 TEG.

Nasi rezultati pokazuju visoko statisticki znacajnu korelaciju vrednosti UHP 1 FVIII:C
(r=0,82) u Sirokom rasponu vrednosti od <1 1J/dl do 150 1J/dl. Korelacija vrednosti FVIII:C
i rezultata testova UHP, TGT 1 TEG pokazana je i u drugim studijama (47, 69, 103, 117).
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Uprkos postojanju korelacije nivoa FVIII:C posle terapije sa veli¢inom doze
koncentrata FVIII, prisutne su znacajne razlike u terapijskom odgovoru izmedu pojedinih
bolesnika koji su primili istu dozu leka, Sto je posledica individualnih razlika u
farmakokinetici koncentrata FVIII (61). Tako su, na primer, posle primene doze od 15 1J/kg
kod tri bolesnika vrednosti FVIII:C iznosile 39,3 1J/dl, 32,3 1J/dl odnosno 10,3 1J/dl
Takode, posle primene doze od 25 1J/kg kod cetiri bolesnika vrednosti FVIIL:C su bile
varijabilne i iznosile su 38,6 1J/dl, 35,5 1J/dl, 31,3 1J/dl odnosno 31,8 1J/dl.

Takode, prisutna je znacajna varijabilnost vrednosti UHP u terapijskom odgovoru
izmedu pojedinih bolesnika, §to je posledica razliitog uticaja primenjenog leka na ukupni
hemostatski status. Tako su, na primer, kod tri bolesnika koji su primili 15 IJ/kg
koncentrata FVIII vrednosti UHP su iznosile 9,86, 4,39 odnosno 11. Takode, kod detiri
bolesnika koji su primili dozu od 25 IJ/kg vrednosti UHP su iznosile 4,8, 16,11, 11,14
odnosno 14. Ovi rezultati su u skladu sa podacima iz literature. Lewis i sar. (102) su
ispitivali odgovor na standardnu dozu koncentrata FVIII od 50 ij/kg kod 9 bolesnika sa
teSkom hemofilijom A. Na uzorku pre terapije i na seriji uzoraka unutar 72 sata posle
terapije merili su FVIII:C, TGT i1 TEG. Pokazan je visok stepen varijabilnosti odnosa
vrednosti FVIIL:C 1 TGT testa u celokupnom posmatranom vremenskom intervalu. Sa
druge strane, uoceno je da je kod pojedinac¢nih bolesnika odnos FVIII:C i TGT stabilan.
Ovo je u skladu sa pretpostavkom da bolesnici sa teSkom hemofilijom A imaju razlicit
individualni kapacitet stvaranja trombina (129). Rezultati TEG su bili u skladu sa
rezultatima TGT testa ali je pokazano da je TEG manje senzitivha metoda za pracenje
terapijskog odgovora. U studiji van Veena i sar. (103) potvrdeni su zakljucci prethodne
studije ispitivanjem terapijskog odgovora na koncentrat FVIII ili dezmopresin kod 41-og
bolesnika sa hemofilijom A.

U naSoj studiji je pokazana varijabilnost vrednosti UHP kod bolesnika sa istim
nivoom FVIII:C posle terapije. Tako su na primer, kod tri bolesnika sa nivoom FVIII:C od
25 1J/dl, vrednosti UHP iznosile 14,5, 9,24 odnosno 7,42. Takode, kod tri bolesnika sa
nivoom FVIII:C od 31 1J/dl vrednosti UHP su iznosile 7,85, 11,14 odnosno 15,07. Nasi
rezultatati 1 podaci drugih autora (102, 103, 117) ukazuju da na varijabilnost terapijskog

odgovora merenog globalnim testovima hemostaze, pored razlika u nivou FVIII:C,
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znacajan uticaj ima razliCit efekat primenjenog leka na ukupni hemostatski status kod
bolesnika sa hemofilijom A. Varijabilnost vrednosti UHP, TGT i1 TEG kod bolesnika sa
slicnim nivoom FVIII:C ukazuje na mogu¢nost primene globalnih testova u pracenju
terapijskog odgovora i za prilagodavanje doze individualnim potrebama bolesnika. Oc¢ekuje
se da bi na osnovu ovih rezultata bilo mogucée utvrditi optimalan terapijski pristup za
svakog bolesnika, za razliku od aktuelnog pristupa koji podrazumeva postizanje
preporucenog nivoa FVIIL:C (102).

U ispitanoj grupi bolesnika sa hemofilijom A, vrednosti UHP posle terapije su dostigle
normalan nivo kod 36 bolesnika i iznosile su od 4,58 do16,11. Kod dva bolesnika vrednosti
UHP su bile blizu donje granice normalnih vrednosti i iznosile su 3,72 odnosno 3,94. Kod
ve¢ine naSih bolesnika vrednosti FVIII:C i UHP su sniZene pre terapije, povecavaju se
posle primene koncentrata FVIII i dostiZu normalne vrednosti UHP. Medutim, neki od
bolesnika pokazuju razlike u laboratorijskom odgovoru na terapiju. Kod jednog bolesnika
sa FVIII:C <1 1J/dl i nedetektabilnom vredno$¢u UHP pre terapije, dolazi do porasta
vrednosti FVIII:C 1 UHP posle terapije ali UHP ne dostize normalne vrednosti. Ovi
rezultati ukazuju da je potrebno proceniti da li je primenjena doza dovoljna za zaustavljanje
krvarenja kod ovog bolesnika. Kod drugog bolesnika i pored FVIII:C <1 1J/dl vrednost
UHP pre terapije je u granicama normalnih vrednosti. Posle primene koncentrata FVIII
dolazi do zna€ajnog povecanja FVIII:C i sasvim malog porasta vrednosti UHP. Ovakvi
rezultati ukazuju na mogucnost razmatranja primene manje doze leka za postizanje klinicki
efikasnog terapijskog odgovora.

I druge studije opisuju individualnu varijabilnost u odgovoru na terapiju. van Veen i
sar. (103) su opisali 10 bolesnika sa normalnim rezultatima TGT testa pre terapije uprkos
niskim vrednostima FVIII:C. Takode, opisuju dva bolesnika koja posle terapije u pripremi
za operaciju dostizu normalan nivo FVIII:C ali vrednosti TGT ostaju sniZene. Oba
bolesnika nisu produZeno krvarila tokom ili posle operacije. U studiji Antovi¢a i sar. (69)
opisana su dva bolesnika sa blagom hemofilijjom A 1 slicnim nivoom FVIIL:C
(14 1J/dl odnosno 15 1J/dl), gde je jedan zbog Cestih krvarenja bio na profilaksi dok je drugi
povremeno primao terapiju za zaustavljanje krvarenja. Kod bolesnika na profilaksi

vrednosti UHP su nedetektabilne i vrednosti TGT veoma niske pre terapije, a posle terapije
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ne dostiZu normalne vrednosti. Kod drugog bolesnika, koji je primao terapiju za
zaustavljenje krvarenja, vrednosti UHP i TGT su bile normalne pre i posle terapije. U istoj
studiji je zapaZeno da je 29% (5/17) bolesnika koji su bili na profilaksi imalo normalne
vrednosti UHP 1 TGT pred slede¢u primenu koncentrata FVIIL. Ovi rezultati ukazuju da bi
se adekvatan hemostatski efekat kod nekih bolesnika mogao posti¢i primenom manje doze
koncentrata FVIII:C. To je u skladu sa podacima o potrebi individualnog pristupa u lecenju
bolesnika sa hemofilijom (135).

Podaci iz naSe studije i literaturni podaci (69, 112, 113) ukazuju da primena UHP testa
moze pruziti klini¢ki znacajne informacije o teZini oboljenja i terapijskom odgovoru kod
hemofilije A. Test UHP nije zamena za odredivanje FVIIL:C ve¢ metoda koja moZe pruZiti
dodatne informacije korisne za izbor optimalnog terapijskog pristupa i procenu optimalne
doze leka za zaustavljanje krvarenja i profilaksu u skladu sa individualnim potrebama.
Preporuceni protokoli za profilaksu imaju tendenciju primene vece doze leka da bi se rizik
krvarenja sveo na minimum. Mogu¢nost da se kod dela bolesnika na profilaksi moZe posti¢i
adekvatan hemostatski odgovor uz primenu manje doze leka bi omogucilo smanjenje
potrosnje leka 1 vecu pristupacnost profilaktickog oblika leenja (66).

S obzirom da je UHP test pokazao senzitivnost u Sirokom rasponu vrednosti FVIII:C
(69, 112) moze se koristiti 1 za procenu optimalnog protokola u prevenciji perioperativnih
krvarenja. Primenom UHP testa je pokazana normalizacija hemostatskog statusa kod
bolesnika sa hemofilijom A i inhibitorima posle primene rFVIla. To ukazuje na mogucnost
primene testa u pracenju efikasnosti i potencijalnog trombogenog efekta by-pass terapije.
rFVIIa 1 aPCC ostvaruju terapijski efekat bez uticaja na nivo FVIII, a mehanizam delovanja
ovih lekova je kompleksan, tako da hemostatski efekat nije moguce predvideti primenom
standardnih testova (119). Pokazano je da je UHP test koristan i u pracenju efekta
antifibrinolitiCke terapije Sto do sada nije bilo moguce primenom standardnih testova (112)

Takode, pokazan je klini¢ki znacaj primene drugih globalnih testova hemostaze u
pracenju odgovora na terapiju. Poredenjem primene UHP i TGT testa (69) zaklju¢eno je da
su oba testa korisna u proceni odgovora na terapiju kod bolesnika sa hemofilijom A.
U nekoliko studija (47, 102, 136) je pokazano da primena TGT testa moZe omoguciti

unapredenje pristupa u leenju hemofilije A. Primena testova TGT i TEG je uporedena u
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nekoliko studija (103, 115, 117) i pokazano je da se test TEG moZe koristtiti za procenu
terapijskog odgovora u hemofiliji A. Medutim, rezultati ukazuju na manju senzitivnost testa
TEG 1 manji stepen korelacije sa nivoom FVIII:C posle terapije u odnosu na test TGT. To
je rezultat uticaja velikog broja Cinilaca sistema hemostaze zbog ¢ega TEG ima Sirok
raspon normalnih vrednosti. Zato je metoda TEG pogodnija za pracenje promena u sistemu
hemostaze kod jedne osobe nego kao dijagnostiCki test u odnosu na referentne vrednosti
(104). Primena testova TGT i TEG takode omogucava procenu efekta by-pass terapije kod
bolesnika sa hemofilijom A 1 inhibitorima (119).

NaSi rezultati i rezultati navedenih studija ukazuju da primena globalnih testova
hemostaze doprinosi izboru optimalnog terapijskog pristupa kod bolesnika sa hemofilijom
A. To je od posebnog znacaja s obzirom da se radi o oboljenju koje zahteva doZivotno
lecenje da bi se prevenirala pojava invalidnosti 1 skracenje Zivotnog veka (60). Iako je u
osnovi hemofilije A deficit FVIII koagulacije, na klini¢ki status i terapijski odgovor utice
niz Cinilaca sistema hemostaze Sto se ispituje testovima globalne hemostaze. Svaki od
dostupnih globalnih testova ispituje deo kompleksnog procesa hemostaze (97).

Test UHP omoguc¢ava procenu ukupnog koagulacijskog i fibrinolitickog potencijala.
Jednostavan je za izvodenje, nije potrebna specijalna oprema, rezultati se dobijaju za sat
vremena od uzimanja uzorka i mogu se koristiti sveZi ili prethodno zamrznuti uzorci
plazme. UHP test se primenjuje u nekoliko laboratorija (137, 138) uz modifikacije koje
doprinose novim moguénostima za primenu testa, ali jo§ uvek nije komercijalno dostupan.
Takode, klinicke studije na ve¢em broju bolesnika su neophodne pre Sire klinicke primene.
S obzirom na znaCaj procesa stvaranja 1 razgradnje fibrina u patogenezi krvarenja i
odgovoru na terapiju kod bolesnika sa hemofilijom A primena UHP testa daje vise
informacija o hemostatskom statusu u poredenju sa TGT testom (111).

TGT test pruza detaljne informacije o kinetici stvaranja trombina u plazmi. Rezultati
preliminarnih ispitivanja su pokazali da primena TGT testa omogucava klinicki korisne
informacije u proceni hipo- i hiperkoagulabilnosti (99). Na raspolaganju su komercijalni
testovi koji su automatizovani i relativno jednostavni za izvodenje (101, 139). Intenzivno se

radi na standardizaciji TGT testa Sto ga ¢ini pogodnim za klinicka ispitivanja (140).
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Medutim, glavni nedostatak testa je nemogucénost procene procesa stvaranja fibrina i
njegove razgradnje u procesu fibrinolize.

Test AKK omogucava procenu stvaranja i razgradnje fibrina u uzorku plazme i tako
procenu interakcije Cinilaca sistema koagulacije 1 fibrinolize. Prednosti testa su
jednostavnost izvodenja u nastavku APTT testa, jednostavnost standardizacije kao i
senzitivnost za vrednosti FVIIL:C <1 1J/dl (108, 109). Medutim, neophodna je procena
primene testa u razli¢itim klini¢kim situacijama i na ve¢em broju bolesnika.

Testovi UHP, TGT 1 AKK omoguc¢avaju procenu sekundarne hemostaze. Ovim
testovima se ne procenjuje uloga krvnih ¢elija u procesu hemostaze i zato se razvijaju
modifikacije testova. Modifikacija UHP testa podrazumeva dodavanje preciS¢enih
trombocitnih fosfolipida i rekombinantnog TF kao aktivatora koagulacije i doprinosi vecoj
senzitivnosti testa (111). Ispitivanje TGT na uzorcima plazme bogate trombocitima
omogucava procenu uloge trombocita (132, 133). Medutim, ovim testovima nije moguce
ispitati uticaj leukocita i eritrocita na proces hemostaze.

Primenom testa TEG dobijaju se podaci koji su najblizi dogadanjima in vivo jer se
ovim testom procenjuje kumulativni efekat vecCine Cinilaca hemostaze ukljucujuci sistem
koagulacije, sistem fibrinolize i1 ¢elijske elemente krvi u procesu stvaranja fibrina (104).
Rezultati studija su pokazali da se ovaj test moZe koristiti u raznim klinickim situacijama
(106, 107). Najveci nedostatak testa je odsustvo standardizacije, jer se koriste razliciti
nacini uzimanja uzoraka i razliita tehnologija za izvodenje testa. Takode, s obzirom da se
TEG izvodi na uzorku cele krvi test mora biti uraden unutar nekoliko sati od uzimanja
uzorka i nema mogucénosti ispitivanja prethodno zamrznutog uzorka (104).

Iako preliminarni rezultati ukazuju na znacaj primene globalnih testova hemostaze u
lecenju hemofilije A prisutni su faktori koji ograni¢avaju njihovu Siroku klinicku primenu.
Standardizacija testiranja je posebno znaCajna u klinickim situacijama kada se odluke
vezane za dijagnozu 1 terapiju donose na osnovu rezultata ovih testova (98). Intenzivno se
radi na unapredenju standardizacije koja se odnosi na uzimanje i obradu uzorka, vrstu
reagenasa kao i izbor aparata i automatizaciju testiranja (140, 141, 142). Neophodne su i
klinicke studije na ve€em broju ispitanika koje ¢e omoguciti pouzdanu procenu korelacije

parametara testiranja sa klinickim fenotipom i terapijskim efektom (97).

100



Saznanja o visokoj ucestalosti nekih naslednih faktora trombofilije podstakla su
ispitivanja i kod bolesnika sa hemofilijom A. U naSem ispitivanju faktori trombofilije su
bili prisutni kod 27,63% (21/76) bolesnika, a u kontrolnoj grupi kod 23,33% (7/30) zdravih
muskih osoba. Nije pokazana statisti¢ki znacajna razlika izmedu ispitanih grupa. Ucestalost
mutacije FVL u grupi bolesnika sa hemofilijom A je iznosila 3,95% (3/76), a u kontrolnoj
grupi mutacija FVL je bila prisutna kod 3,33% (1/30) osoba. Mutacija FII G20210A je
otkrivena kod 6,58% (5/76) bolesnika sa hemofilijom A i kod 6,67% (2/30) osoba u
kontrolnoj grupi. Mutacija MTHFR 677TT je bila prisutna kod 18,42% (14/76) bolesnika
sa hemofilijom A i kod 13,33% (4/30) osoba u kontrolnoj grupi. Nije pokazana statisticki
znacCajna razlika ucestalosti navedenih mutacija u ispitanim grupama.

Ucestalost faktora trombofilije u naSoj grupi bolesnika sa hemofilijom A je u skladu sa
podacima o ucestalosti u opstoj populaciji koja iznosi za FVL 3-7%, za FII G20210A
1-6% 1 za MTHFR 677TT 5-12 % (82). Nasi rezultati su u skladu i sa podacima iz studija
(143, 144) u kojima je opisana ucestalost navedenih mutacija u opS$toj populaciji Srbije.
Takode, na$i rezultati se ne razlikuju od prethodno objavljenih rezultata ucestalosti ovih
mutacija kod bolesnika sa hemofilijom A (83, 145, 146, 147).

Vrednosti UHP u grupi bolesnika sa hemofilijom A i trombofilijom su iznosile
0,47+1,01, a u grupi bolesnika sa hemofilijom A bez trombofilije 1,23+2,11. Za ove
vrednosti nije pokazana statisticki znaCajna razlika i naSi rezultati ne ukazuju na uticaj
faktora trombofilije na vrednosti UHP. U studiji van't Veera i sar. (148) u in vitro uslovima
je pokazano povecano stvaranje trombina u uzorcima plazme bolesnika sa hemofilijom A i
prisustvom mutacije FVL. Medutim, faktori trombofilije su samo deo kompleksne
interakcije brojnih proteina €iji se efekat meri globalnim testovima tako da smanjeno
stvaranje trombina kod osoba sa hemofilijom A u nekim slu¢ajevima moZe biti
kompenzovano delovanjem faktora trombofilije, dok kod drugih taj efekat moZe izostati.

Ispitivanja su pokazala da povecan nivo faktora koagulacije moze biti faktor rizika za
trombozu, a najveci stepen rizika ima povecanje nivoa FVIII, FIX, FXI i1 protrombina.
Povecan nivo faktora koagulacije dovodi do poveanog stvaranja trombina i tako moZe
uticati na rezultate globalnih testova hemostaze i kod bolesnika sa hemofilijom A (149).

U naSoj grupi bolesnika sa hemofilijom A analiziran je uticaj nivoa faktora koagulacije 1
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inhibitora koagulacije kao 1 prisustva mutacija FVL, FII G20210A 1 MTHFR 677TT na
vrednosti UHP primenom multiple regresije. Parcijalne korelacije ispitanih parametara sa
vrednostima UHP nisu bile statisticki znacajne osim za FVIIL:C gde je dobijena statisticki
znacajna korelacija (f=0,718; p<0,001). Ovi rezultati ukazuju da nivo FVIII:C ima najveci
uticaj na vrednosti UHP testa kod bolesnika sa hemofilijom A.

Kod naSih bolesnika sa hemofilijom A vrednosti ispitanih faktora i inhibitora
koagulacije su bili u u Sirokom rasponu normalnih vrednosti. Brummel-Ziedins i sar. (150)
su pokazali da varijacije nivoa faktora i inhibitora koagulacije u rasponu normalnih
vrednosti mogu uticati na stvaranje trombina u razli¢itim patoloskim stanjima. Takode, ovi
autori su pokazali da karakteristican individualni odnos prokoagulantnih i antikoagulantih
faktora kod bolesnika sa hemofilijom A utie na stvaranje trombina. Kod 11 bolesnika sa
teSkom hemofilijom A, primenom TGT na uzorku cele krvi i matemati¢kog modela gde su
kao parametri koriS€ene vrednosti faktora i inhibitora koagulacije, zapaZena je petostruka
razlika u stvaranju trombina bez obzira Sto su svi bolesnici imali FVIIL:C <1 1J/dl (130).

Nasi rezultati i literaturni podaci (113, 148, 149, 150) ukazuju da, iako je FVIII:C
glavni parametar, i drugi ¢inioci sistema koagulacije mogu uticati na ukupni hemostatski
status kod bolesnika sa hemofilijom A. Ocekuje se da ¢e primena testova globalne
hemostaze doprineti preciznijem definisanju individualnih razlika u klinickoj slici i1
terapijskom odgovoru, a Mann i sar. (129) sugeriSu da ¢e u budu¢nosti individualni fenotip
bitno uticati na terapijski pristup kod bolesnika sa hemofilijom. Radi se na daljem razvoju
kompjuterizovanog modela stvaranja trombina koji ¢e integrisati podatke o nivou faktora i
inhibitora koagulacije i tako doprineti unapredenju individualnog pristupa u lecenju.

S obzirom da nivo FVIII:C nije u svim slu¢ajevima optimalan metod za procenu
klinicke tezine hemofilije A istraZzuje se mogucnost dobijanja dodatnih, klini¢ki relevantnih
podataka ispitivanjem uticaja faktora trombofilije na izraZenost klini¢kih manifestacija
(85). U ispitanoj grupi bolesnika sa hemofilijom A prisustvo faktora trombofilije je
dokazano kod 30,36% (17/56) bolesnika sa klinicki teSkim oblikom bolesti i kod
20% (4/20) bolesnika sa klinicki blagim oblikom hemofilije A. Nije pokazana statisti¢ki

znacajna razlika ucestalosti faktora trombofilije u odnosu na klini¢ku teZinu bolesti.
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Mutacija FVL je prisutna kod 5,36% (3/56) bolesnika sa klinicki teSkim oblikom, a
nije prisutna u grupi bolesnika sa klinicki blagim oblikom hemofilije A. Mutacija FII
G20210A je otkrivena kod 5,36% (3/56) bolesnika sa klinicki teskim i kod 10% (2/20) sa
klinicki blagim oblikom bolesti. Mutacija MTHFR 677TT je prisutna kod 21,43% (12/56)
bolesnika sa klini¢ki teSkom 1 kod 10% (2/20) bolesnika sa klini¢ki blagom hemofilijom A.
Nije utvrdena statisti¢cki znacajna razlika za ucestalost isptivanih mutacija u odnosu na
tezinu klinicke slike. Kod jednog bolesnika je utvrdeno istovremeno prisustvo mutacija
FVL i MTHEFR 677TT i on je manifestovao klini¢ki tezak oblik hemofilije A. NaSi rezultati
ne ukazuju na protektivni uticaj faktora trombofilije na klinicku teZinu hemofilije A.

Podaci iz literature su kontroverzni, a ova kontroverza je delom posledica Cinjenice da
su studije radene na malom broju bolesnika i da su bile razli¢ito koncipirane. Rezultati
nekih studija ukazuju da prisustvo mutacija FVL (145, 146), FII G20210A (147) i
MTHFR 677TT (151) moZe ublaziti klinicku sliku hemofilije A. U studiji Nowak-Gottl i
sar. (83) ispitivanjem 103 decaka sa teSkom hemofilijom A je pokazano da se prvo
krvarenje javlja statisticki znacajno kasnije kada su prisutni faktori trombofilije u odnosu na
bolesnike koji nemaju trombofiliju (1,6 vs 0,9 godina). Analizom podataka kod 107 decaka
sa teSkom hemofilijom A zaljuceno je da su godis$nji broj krvarenja i izraZzenost artropatije
statisticki znacajno niZi kod bolesnika koji su imali FVL ili FII G20210A mutaciju (152).
Nasi rezultati su u skladu sa studijama koje nisu potvrdile ove nalaze. Arbini i sar. (153) su
kod 17 bolesnika sa teSkom hemofilijjom A 1 hemofilijom B 1 blagim klinickim
manifestacijama opisali samo jednog bolesnika sa mutacijom FVL. Aragjo i sar. (154) kod
37 bolesnika sa teSkom i umerenom hemofilijom A i hemofilijom B nisu pokazali uticaj
mutacija FVL, FII G20210A 1 MTHFR 677TT na broj krvarenja i potroSnju koncentrata.
Takode, u studiji Di Perna i sar. (155) u grupi od 108 bolesnika sa hemofilijom A i 13 sa
hemofilijom B razli¢ite teZine oboljenja nije pokazan uticaj mutacija FVL 1 FII G20210A
na klinicku teZinu hemofilije. Autori navode da s obzirom da je studija obuhvatila samo
odrasle bolesnike dobijeni rezultati ne iskljuCuju moguénost uticaja faktora nasledne
trombofilije na klinicku teZinu hemofilije kod dece kako je zapaZeno u studiji Kurnik i sar.
(152) gde su ispitivani bolesnici uzrasta od novorodenceta do 16 godina. I u nasoj studiji

64/76 (84%) bolesnika je uzrasta iznad 16 godina, $to uz Cinjenicu da su svi bolesnici u
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naSoj studiji imali umerene 1 blage faktore nasledne trombofilije moZe objasniti izostanak
njihovog uticaja na vrednosti UHP 1 tezinu klinicke slike.

NajviSe podataka u literaturi se odnosi na mutaciju FVL 1 smatra se da ova mutacija
moZe imati uticaja na klini¢ku teZinu hemofilije A. Sto se ti¢e drugih faktora trombofilije
podaci koji su na raspolaganju ne omogucavaju donosenje relevantnog zakljucka. Potrebna
su dalja istraZivanja, a posebno istraZivanje uticaja snaznih faktora trombofilije (homozigoti
za FVL, deficit antitrombina i deficit protein C) da bi se procenio uticaj faktora trombofilije
na globalne testove hemostaze 1 klini¢ku tezinu hemofilije (55).

Iako faktori trombofilije mogu uticati na klini¢ku teZinu oni su u osnovi samo malog
dela varijabilnosti. S obzirom da povecanje nivoa faktora koagulacije dovodi do pove¢anog
stvaranja trombina (156) to bi moglo imati modulatorni uticaj na izrazenost klinickih
manifestacija hemofilije A. Analizirali smo uticaj nivoa faktora koagulacije 1 inhibitora
koagulacije kao i prisustva mutacija FVL, FII G20210 A i MTHFR 677TT na klinicku
tezinu hemofilije A primenom multiple regresije. Od svih ispitanih parametara jedino faktor
FVIIIL:C pokazuje statisticki znacajnu korelaciju (B=0,68; p<0,001). Ovi rezultati ukazuju
da nivo FVIII:C ima najveci uticaj na teZinu klinicke slike kod bolesnika sa hemofilijom A.

Uticaj faktora 1 inhibitora koagulacije na teZinu klinickih manifestacija hemofilije A
ispitivali su 1 drugi autori. U studiji van Dijka i sar. (157) ispitana je grupa od
42 bolesnika sa hemofilijom A i FVIII:C <1 1J/dl. Klini¢ki blag oblik bolesti je bio prisutan
kod 21, a klinicki teZak oblik takode kod 21 bolesnika. Pokazano je da nema statisti¢ki
znacajne razlike nivoa faktora i inhibitora koagulacije izmedu ispitivanih grupa. Medutim,
Brummel-Ziedins i sar. (150) su pokazali da varijacije nivoa faktora i inhibitora koagulacije
u rasponu normalnih vrednosti mogu uticati na stvaranje trombina i na izrazenost klini¢kih
manifestacija kod bolesnika sa hemofilijom A

Varijabilnost klinickih manifestacija hemofilije A je posledica kompleksnosti sistema
hemostaze koji ukljucuje viSe medusobno povezanih puteva aktivacije i inhibicije. Opisan
je uticaj faktora trombofilije (83, 131, 152), sistema fibrinolize (131, 158) i individualnih
varijacija nivoa faktora i inhibitora koagulacije (150). Ipak, nisu poznati svi faktori koji

utiCu na tezinu kliniCke slike 1 postoji potreba za daljim istraZivanjem u ovoj oblasti.
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Na osnovu parametra VLK procenjen je uticaj ukupne fibrinolize, a na osnovu
parametara VLK dif, TAFI i TAFIa/TAFlai uticaj fibrinolize zavisne od TAFI na sklonost i
tezinu krvarenja i1 na terapijski odgovor kod bolesnika sa hemofilijom A.

U ispitanoj grupi bolesnika sa hemofilijom A prisutna je ubrzana fibrinoliza. Vrednosti
VLK su bile statisti¢ki znacajno niZe kod bolesnika sa hemofilijom A u odnosu na kontrolu
1 iznosile su 9,03+6,05 minuta odnosno 27,03+9,75 minuta. Takode, vrednosti VLK dif su
bile statisticki znacajno niZe u hemofiliji A u odnosu na kontrolu i iznosile su 1,59+1,27
minuta odnosno 17,13£10,31 minuta. NaSi rezultati su u skladu sa podacima iz ranijih
studija gde je u in vitro uslovima i primenom drugacije metodologije pokazano da je
ubrzana fibrinoliza prisutna kod bolesnika sa hemofilijom A. Prvi su Broze i sar. (37)
pokazali da je VLK skraceno u plazmi bez FVIII i pretpostavili da ubrzana fibrinoliza
doprinosi povecanoj tendenciji krvarenja kod hemofilije A. Korekcija VLK se deSava posle
dodavanja FVIII kao i posle dodavanja trombomodulina koji dovodi do pojacane aktivacije
TAFI. Mosnier i sar. (38) su potvrdili ove rezultate i pokazali korekciju VLK u uzorcima
plazme bolesnika sa hemofilijom A posle dodavanja FVIII, trombomodulina ili TAFI. Ovi
nalazi su ukazali na ulogu fibrinolize zavisne od TAFI u patogenezi krvarenja u hemofiliji
A §to je potvrdeno i u kasnijim in vitro studijama (159, 160).

Ispitivanjem proenzima TAFI pokazane su statisticki znacajno vece vrednosti u grupi
sa hemofilijom A u odnosu na kontrolnu grupu i iznosile su 10,75£1,99 pg/ml odnosno
6,81£1,85 pg/ml. Pokazan je i povecan stepen aktivacije TAFI kod bolesnika sa
hemofilijom A. Vrednosti TAFla/TAFlai su bile statisticki znacajno vece u grupi sa
hemofilijom A u odnosu na kontrolnu grupu iznosile su 13,52+3,38 ng/ml odnosno
10,43+1,71 ng/ml.

S obzirom da je pokazano da nivo TAFI korelira sa proteinima reaktantima akutne faze
(162) povecanje proenzima TAFI kod hemofilije A se moZe tumaciti kao deo reakcije
akutne faze. Povec¢an nivo TAFI moZe biti rezultat pojacane sinteze proteina u jetri kao
odgovor na ubrzanu fibrinolizu kod bolesnika sa hemofilijom A, a u cilju uspostavljanja
ravnotezZe u sistemu fibrinolize. Griinewald 1 sar. (158) sugeriSu da neefikasna hemostaza u

odgovoru na ponavljana krvarenja kod bolesnika sa hemofilijom uzrokuje produZenu
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stimulaciju u sistemu koagulacije, a istovremeno 1 u sistemu fibrinolize Sto dovodi do
njenog ubrzanja 1 tako stimulacije za pojacanu sintezu proenzima TAFI u jetri.

Trombin je glavni aktivator TAFI u fizioloskim uslovima, a opisano je i delovanje
plazmina na aktivaciju TAFI. Kako je stvaranje trombina izrazito smanjeno kod hemofilije
A (47, 102, 103), a prisutno je povecano stvaranje plazmina i ubrzana fibrinoliza moguce je
da je aktivacija TAFI u hemofiliji A posledica delovanja plazmina. U in vitro ispitivanju
(163) na modelu lize koaguluma pokazana je bifazna aktivacija TAFI, tokom procesa
koagulacije delovanjem trombina 1 tokom fibrinolize delovanjem plazmina. Uloga plazmina
u aktivaciji TAFI u fizioloSkim uslovima nije sasvim razjaSnjena. U normalnim uslovima
stvaranje trombina prethodi stvaranju plazmina tako da je uloga plazmina u regulaciji
aktivnosti TAFI od ogranienog znacaja 1 moze uticati da se TAFI aktivira u neposrednoj
blizini fibrina i tako doprinese stabilnosti koaguluma (164). Kod bolesnika sa hemofilijom
A aktivacija TAFI delovanjem plazmina moZe biti mehanizam povratne sprege u pokusaju
uspostavljanja ravnoteze u sistemu fibrinolize koje bi trebalo da dovede do smanjenja
brzine lize koaguluma i1 smanjenja sklonosti ka krvarenju kod bolesnika.

Nasi rezultati, kao i1 podaci iz literature (158) ukazuju da kod hemofilije A izostaje
efikasna inhibicija fibrinolize i1 pored toga Sto se sintetiSu povecane koli€ine proenzima
TAFI i Sto je povecana aktivacija TAFI. Razlog je poremecaj u stvaranju trombina, glavnog
aktivatora TAFI. Aktivacija TAFI koja moze efikasno usporiti proces fibrinolize se odvija u
prisustvu visokih koncentracija trombina koje se dostiZzu u fazi propagacije kogulacije i to
unutar koaguluma na mestu povrede, a u osnovi hemofilije A je upravo poremecaj stvaranja
trombina u fazi propagacije (34).

Nasi rezultati TAFI kod bolesnika sa hemofilijom A se delom razlikuju od rezultata
prethodnih ispitivanja. Antovi¢ i sar. (94) su ispitivanjem 32 bolesnika sa hemofilijom A 1
13 zdravih osoba pokazali da je nivo proenzima TAFI statisticki znacajno nizi kod
bolesnika sa hemofilijom A. Moguce objasnjenje je da su za procenu nivoa TAFI kori$c¢eni
razli€iti testovi. U navedenoj studiji koriS¢en je funkcionalni test, a u naSem ispitivanju
specificni ELISA test. Medutim, naSi rezultati koji ukazuju na pojac¢anu aktivaciju TAFI

kod bolesnika sa hemofilijom A su u skladu sa rezultatima druge studije Antovica i sar.
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(95) gde su primenom ELISA metode detektovane statisticki znacajno vece vrednosti
TAFIa/T AFlai kod bolesnika sa hemofilijom A u odnosu na kontrolu.

Testovi za direktno merenje razli¢itih formi TAFI su odnedavno na raspolaganju, tako
da su ranije studije fibrinolize koristile in vitro metode bazirane na VLK za procenu
aktivnosti TAFI (37, 38). Kasnije, samo u nekoliko studija je ispitivan nivo TAFI kod
bolesnika sa hemofilijom A primenom metoda manje specifi¢nosti (94, 95. 161). Zatim su
razvijeni visokospecificni ELISA testovi koji su omogucili merenje razliitih formi
molekula TAFI (92, 93). Ove nove metode su do sada koriS¢ene u manjem broju studija, a
u naSoj studiji prvi put za ispitivanje kod bolesnika sa hemofilijom. Potrebna su dalja
ispitivanja da bi se procenila definitivna uloga TAFI u regulaciji sistema fibrinolize kod
bolesnika sa hemofilijom A.

U ispitanoj grupi sa hemofilijom A ubrzanje fibrinolize je izraZenije kod bolesnika sa
klinicki teSkim oblikom bolesti. Vrednosti VLK su bile statisticki znac¢ajno nize u klinicki
teSkom u odnosu na klini¢ki blag oblik hemofilije A i iznosile su 7,41 +4,93 minuta
odnosno 13,07+6,86 minuta.

Medutim, akivnost TAFI merena indirektno ili direktno ne omoguéava procenu
klinicke tezine hemofilije A. Nije pristuna statisticki znacajna razlika za vrednosti VLK dif
izmedu klinicki teSkog i klinicki blagog oblika, a vrednosti su iznosile 1,46+1,46 minuta
odnosno 1,90+0,74 minuta. Vrednosti TAFI nisu bile statisticki znacajno razli¢ite u klinicki
teSkom u odnosu na klini¢ki blag oblik hemofilije A i iznosile su 10,66+2,03 pg/ml
odnosno 10,98+1,81 ug/ml. Statisticki znacajna razlika nije utvrdena ni za vrednosti
TAFIa/TAFlai koje su iznosile 13,56+3,43 ng/ml kod klini¢ki teSke odnosno
13,40+3,29 ng/ml kod klinicki blage hemofilije A. Takode, u naSem ispitivanju vrednosti
TAFI 1 TAFIa/TAFlai ne koreliraju sa klinickom teZinom hemofilije A. To pokazuje
analiza uticaja nivoa FVIII:C, TAFI 1 TAFla/TAFIai na ucestalost krvarenja primenom
multiple regresije. Od ispitanih parametara jedino faktor FVIII:C pokazuje statisticki
znacajnu korelaciju (B=0,68; p<0,001sa ucestalos¢u krvarenja, a parcijalne korelacije TAFI
1 TAFIa/T AFlai nisu bile statisticki znaCajne.

U nekoliko studija je ispitivana povezanost TAFI sa tezinom klinickih manifestacija

hemofilije A 1 dobijeni su kontroverzni rezultati. Nasi rezultati su u skladu sa studijom
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Mosniera i sar. (38) gde ispitivanjem 56 bolesnika sa teSkom hemofilijom A nije potvrdena
korelacija izmedu nivoa ukupnog antigena TAFI merenog ELISA testom i klini¢ke teZine
hemofilije A. Rezultati drugih studija su ukazali na povezanost nivoa TAFI i teZine klinicke
slike hemofilije (131, 165). U nedavno objavljenoj studiji Foley i sar. (165) pokazano je da
koli¢ina TAFla izmerena funkcionalnim testom kod 9 bolesnika sa teSkom hemofilijom A
statistiCki znacajno korelira sa brojem hemartroza (r=0,77) i ukupnim brojem krvarenja
(r=0,75) tokom godine. Autori zakljuuju da merenje aktivacije TAFI moZe doprineti
proceni teZine klinickih manifestacija kod bolesnika sa hemofilijom A.

Ukupna fibrinoliza i fibrinoliza zavisna od TAFI pre terapije su ubrzane u grupi
bolesnika sa hemofilijom A u odnosu na kontrolnu grupu. Terapija popravlja ukupnu
fibrinolizu 1 u manjoj meri fibrinolizu zavisnu od TAFI. Vrednosti VLK posle terapije
(23,72+7,31 minuta) nisu bile statisticki znacajno razli¢ite u odnosu na vrednosti
u kontrolnoj grupi (27,03+9,75 minuta), dok vrednosti VLK dif (6,79+3,70 minuta) uprkos
porastu ostaju statistiCki znacajno niZze nego u kontrolnoj grupi (17,13+10,31 minuta).
Ovo je u skladu sa zapaZanjem da je znatno niZi nivo FVIII:C potreban za normalizaciju
VLK nego za normalizaciju aktivacije TAFI. Foley 1 sar. (160) su pokazali da nivo FVIII:C
od 10 1J/dl normalizuje VLK, dok je za normalnu aktivaciju TAFI potreban nivo FVIII:C
od 50 1J/dl.

Vrednosti VLK pre i posle terapije je bilo moguce izmeriti kod 23 od 38 bolesnika sa
hemofilijom A. Vrednosti su bile statisticki znacajno niZe pre terapije u odnosu na
vrednosti posle terapije i iznosile su 6,89+4,83 minuta odnosno 23,72+7,31 minuta.
VLK dif pre 1 posle terapije je bilo moguce izmeriti samo kod 8 od 38 bolesnika. Vrednosti
VLK dif su bile statisticki znacajno niZe pre terapije 1 iznosile su 1,19+1,56 minuta, a posle
terapije 5,63+3,45 minuta.

Promene parametara fibrinolize i fibrinolize zavisne od TAFI posle terapije ne zavise
od doze FVIIL. Nije pokazana statisticki znacajna korelacija doze koncentrata FVIII 1
vrednosti VLK (r=0,18) i VLK dif (r=0,12) posle terapije. Medutim, fibrinoliza i fibrinoliza
zavisna od TAFI su u korelaciji sa vrednostima FVIII:C i UHP. Utvrdena je statisticki
znacCajna korelacija za vrednosti VLK 1 FVIII:C (r=0,76) kao i za vrednosti VLK 1 UHP

(r=0,84) posle terapije. Takode, utvrdena je statisticki znacajna korelacija za vrednosti
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VLK dif i FVIII:C (r=0,45) 1 za vrednosti VLK dif i UHP (r=0,76). Povecanje nivoa
FVIIL:C je klju¢ni faktor koji utiCe na fibrinolizu 1 fibrinolizu zavisnu od TAFI kod
hemofilije A. Usled povecanja nivoa FVIII dolazi do povetanog stvaranja trombina 1
povecane aktivacije TAFI 1 tako do normalizacije UHP i1 VLK. Korekcija vrednosti
VLK dif posle terapije ukazuje da je aktivacija TAFI jedan od mehanizama koji je u osnovi
korekcije fibrinolize kod bolesnika sa hemofilijom A posle terapije.

Nasi rezultati ispitivanja fibrinolize kod bolesnika sa hemofilijom A su u skladu sa
prethodno publikovanim podacima dobijenim u in vitro ispitivanjima. Mosnier i sar. (38) su
na uzorcima plazme bolesnika sa teSkom hemofilijom A ispitivali VLK metodom
turbidimetrije. Autori su pokazali su da je fibrinoliza izrazito ubrzana, a da se normalizuje
posle dodavanja FVIII ili TAFI. Ovi nalazi su potvrdeni u studiji Foley i sar. (160) koji su
ispitivali VLK 1 nivo aktivacije TAFI u plazmi bez FVIII i1 pokazali da posle dodavanja
normalne plazme ili trombomodulina dolazi do korekcije parametara fibrinolize. Antovic 1
sar. (112) su primenom UHP testa ispitivali ukupni fibrinoliticki potencijal u nizu meSavina
plazme bez FVIII i normalne plazme u razli¢itim odnosima 1 pokazali da sa porastom nivoa
FVIII dolazi do korekcije ubrzane fibrinolize. Ovi rezultati ukazuju da je koncentracija
FVIII glavni faktor koji utie na promene u sistemu fibrinolize kod hemofilije A.

S obzirom da primena terapije kod bolesnika sa hemofilijom A povecava stvaranje
trombina (47, 102, 103) pretpostavlja se da ima uticaj 1 na aktivaciju TAFI. Ispitivali smo
nivo TAFI 1 TAFIa/TAFlIai kod bolesnika sa hemofilijom A pre i posle terapije u cilju
procene uticaja fibrinolize zavisne od TAFI na terapijski odgovor. Primena koncentrata
FVIII nije imala uticaja na nivo TAFI, ali je uticala na povecanje nivoa TAFIa/TAFlai Sto
ukazuje da posle terapije nema povecanja koli¢ine proenzima ali da je povecana aktivacija
TAFI. Vrednosti TAFI kod 38 bolesnika sa hemofilijom A koji su primali terapiju nisu bile
statisticki zna€ajno razliCite pre terapije i1 posle terapije 1 iznosile su 10,66+2,03 pug/ml
odnosno 10,75+2,64 ng/ml. Nije pokazana statisticki znacajna korelacija za vrednosti TAFI
1 dozu koncentrata FVIII (r=-0,11) kao ni za nivo FVIIL:C (r=0,11) i UHP (r=0,07).
Vrednosti TAFIa/TAFlai posle terapije su iznosile 14,85+3,44 ng/ml 1 bile su statisticki
znacCajno vece nego vrednosti pre terapije koje su iznosile 13,06+£3,55 ng/ml. Porast

aktivacije TAFI posle terapije ne zavisi od doze FVIII i nema statisticki znacajne korelacije
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za vrednosti TAFIa/TAFIai i dozu FVIII (r=-0,15). Medutim, utvrdena je statisticki znacaja
korelacija TAFIa/TAFlai sa nivoom FVIIL:C (r=0,19) odnosno vrednostima UHP (r=0,20).

S obzirom da nivo TAFI zavisi od sinteze u jetri nema povecanja TAFI neposredno
posle terapije jer je za sintezu u jetri potrebno duze vreme (96). Aktivacija TAFI, koja je
bila povecana pre terapije, dalje se povecava posle terapije. Moguce je da je u osnovi
povecane aktivacije TAFI oStecenje tkiva na mestu krvarenja 1 ekspresija TF Sto
omogucava povecano stvaranje trombina unutar koaguluma na mestu povrede. Ekspresija
TF na mestu povrede i povecanje nivoa FVIII:C usled primene terapije obezbeduju uslove
za povecano stvaranje trombina unutar koaguluma u fazi propagacije $to je neophodno za
efikasnu aktivaciju TAFI (34). Sinteza velikih koli¢ina trombina dovodi do pojacane
aktivacije TAFI koji efikasno inhibira fibrinolizu Sto se manifestuje normalizacijom
vrednosti VLK posle terapije i tako TAFI utiCe na efikasnost terapijskog odgovora.

Iako povecanje aktivacije TAFI posle terapije doprinosi normalizaciji ukupne
fibrinolize 1 efikasnosti terapijskog odgovora kod bolesnika sa hemofilijom A vrednosti
TAFI 1 TAFlIa/TAFlai ne mogu koristiti kao prediktori terapijskog odgovora. To je
pokazano primenom multiple regresije gde je utvrdeno da ne postoji statisticki znacajna
korelacija ovih parametara sa FVIII:C i UHP posle terapije.

Rezultati ispitivanja FVIII:C, TAFI 1 TAFla/TAFlai kod naSih bolesnika koji su
primili terapiju posle krvarenja u zglob su uporedeni sa rezultatima ispitivanja kod
bolesnika koji su terapiju primali profilakticki (96). Nivo FVIII:C je bio ve¢i u grupi
bolesnika na profilaksi 1 pre 1 posle primene koncentrata FVIII. Pre terapije kod svih
bolesnika koji su leCeni za zaustavljanje krvarenja FVIIL:C je bio <1 1J/dl, dok su kod
bolesnika na profilaksi vrednosti FVIII:C iznosile 4+5 1J/dL. Vrednosti FVIII:C posle
terapije su iznosile 25+12 1J/dL. odnosno 59429 1J/dl. Vrednosti proenzima TAFI su bile
sli¢ne u obe grupe bolesnika, ali su zapazene nize vrednosti TAFIa/TAFlai odnosno niZi
stepen aktivacije TAFI kod bolesnika na profilaksi, kako pre tako i posle terapije.

Za razliku od grupe bolesnika koji su primali terapiju za zaustavljanje krvarenja, kod
kojih je pre terapije bila prisutna ubrzana fibrinoliza, kod bolesnika na profilaksi fibrinoliza
pre terapije nije bila ubrzana. To je rezultat prisustva niskih koncentracija FVIII:C u

profilakti¢koj grupi 1 stvaranja dovoljnih koli¢ina trombina da se odrzi normalna

110



fibrinoliza. Ta mala koli¢ina trombina dovodi do aktivacije TAFI, ali su vrednosti
TAFIa/T AFlai znatno niZe u odnosu na grupu bolesnika lecenih za zaustavljanje krvarenja.
Posle terapije ne dolazi do povecanja aktivacije TAFI kod grupe bolesnika na profilaksi Sto
bi se moglo objasniti odsustvom krvarenja i izostankom ekspresije tkivnog faktora na
mestu povrede. Verovatno da porast FVIII posle terapije u odsustvu povrede nije dovoljan
da dovede do efikasne aktivacije TAFI, jer izostaje veliki porast nivoa trombina unutar
koaguluma u fazi propagacije (38).

Rezultati ispitivanja uticaja TAFI na klinicku teZinu hemofilije A su kontradiktorni $to
je rezultat razliCitog koncepta studija, koriS¢enja razli¢itih testova za procenu TAFI i
ispitivanja na malom broju bolesnika. Neophodna su dalja ispitivanja za procenu
mehanizma uticaja i definitivne uloge TAFI na terapijski odgovor kod bolesnika sa
hemofilijom A. Studije na veem broju ispitanika uz primenu specificnih testova za
ispitivanje razliitth formi molekula TAFI in vivo (TAFI, TAFla, TAFla/TAFlai i
fragmenta od 44,5kD koji je rezultat delovanja plazmina) uz ex vivo merenje VLK mogu
doprineti potpunijem razumevanju uloge TAFI u hemofiliji i drugim poremecajima

hemostaze (96).
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ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata koji su dobijeni u ovom radu doneti su sledeci zakljucci:

1. Dokazana je statisticki znacajna korelacija vrednosti UHP 1 FVIII:C kod bolesnika

sa hemofilijom A.

2. Poredenjem rezultata ispitivanja UHP kod bolesnika sa teSkom, umerenom i blagom
hemofilijom A klasifikovanih na osnovu nivoa FVIII:C pokazano je da se test UHP

moZe koristiti za procenu stepena teZine hemofilije A.

3. Test UHP omogucava razlikovanje klinicki teSkog 1 klinicki blagog oblika
hemofilije A. Utvrdeno je da bolesnici sa hemofilijom A i izraZenom sklono$¢u ka
krvarenju imaju znacajno niZe vrednosti UHP u odnosu na bolesnike sa klinicki

blagim oblikom bolesti.

4. Kod dela bolesnika sa hemofilijom A nivo FVIIL:C nije optimalan parametar za
procenu klinic¢ke teZine hemofilije A, a to vaZi i za vrednosti UHP. Test UHP pruza
dodatne, klini¢ki relevantne podatke za procenu teZine krvarenja kod bolesnika sa

hemofilijom A ali ne predstavlja zamenu za odredivanje FVIIIL:C.

5. Dokazano je da terapija primenom koncentrata FVIII zna€ajno povecava vrednost
UHP kod bolesnika sa hemofilijom A. Istovremeno, utvrdena je korelacija vrednosti
UHP i FVIILI:C pre i posle terapije koncentratom FVIII. Medutim, kod nekih
bolesnika individualni odgovor na terapiju se moze bolje proceniti primenom UHP
testa nego odredivanjem FVIII:C. To ukazuje na potrebu primene UHP testa u
pracenju terapijskog odgovora kod bolesnika sa hemofilijom A sa ciljem da se

utvrdi optimalan terapijski pristup za svakog bolesnika.
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10.

11.

Ispitivanjem je pokazano da nema znacajne razlike ucestalosti faktora trombofilije

izmedu grupe bolesnika sa hemofilijom A i kontrolne grupe.

Utvrdeno je da nema znacajne razlike vrednosti UHP izmedu grupa bolesnika sa i
bez faktora trombofilije. Nivo FVIII:C je jedini nezavisan faktor koji utiCe na
vrednost UHP kod bolesnika sa hemofilijom A, dok za nivo ostalih faktora

koagulacije 1 prisustvo faktora trombofilije nije dokazan uticaj na UHP.

Ne postoji znacajna razlika u ucestalosti faktora trombofilije izmedu klinicki teSkog
1 klini¢ki blagog oblika hemofilije A. Koncentracija FVIII je jedini nezavisan faktor
koji uti€e na teZinu krvarenja dok za nivo ostalih faktora koagulacije 1 prisustvo

faktora trombofilije nije dokazan uticaj.

Ispitivanjem proenzima TAFI dokazane su znaCajno vece vrednosti u grupi sa
hemofilijom A u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, ispitivanjem kompleksa
aktivne i inaktivne forme TAFIa/TAFlai, utvrden je i pojacan stepen aktivacije
TAFI kod bolesnika sa hemofilijom A.

Iako se ukupna fibrinoliza znacajno razlikuje izmedu klinicki teSkog i klinicki
blagog oblika hemofilije A, fibrinoliza zavisna od TAFI kao 1 nivo proenzima TAFI
1 stepen aktivacije TAFI ne utiCu na sklonost i tezinu krvarenja kod bolesnika sa

hemofilijom A.

Ukupna fibrinoliza i fibrinoliza zavisna od TAFI su ubrzane kod bolesnika sa
hemofilijom A u odnosu na kontrolnu grupu. Utvrdeno je da primena terapije
koncentratom faktora VIII u hemofiliji A popravlja kako ukupnu ubrzanu
fibrinolizu tako i ubrzanu fibrinolizu zavisnu od TAFI. Stepen poboljSanja korelira
sa nivoom FVIII:C i UHP. Ovo ukazuje da povecanje nivoa FVIII:C, koje dovodi
do povecanog stvaranja trombina, rezultuje pove¢anom aktivacijom TAFI 1
korekcijom ubrzane fibrinolize uprkos cinjenici da nivo proenzima TAFI nije
promenjen posle terapije. Ovo poboljSanje fibrinolize ne zavisi od primenjene doze

koncentrata FVIIIL.
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12. Iako povecanje aktivacije TAFI posle terapije doprinosi normalizaciji ukupne
fibrinolize 1 efikasnosti terapijskog odgovora kod bolesnika sa hemofilijom A
vrednosti TAFI i TAFla/TAFlai ne mogu koristiti kao prediktori terapijskog

odgovora.
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e da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za dobijanje
bilo koje diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,

e da su rezultati korektno navedeni i

e danisam krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 18. 11.2014. _ "




Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije

doktorskog rada

Ime i prezime autora Danijela Mikovi¢

Broj upisa

Studijski program

Naslov rada .Korelacija ukupnog hemostatskog potencijala i fibrinolize zavisne od

trombinom aktiviranog inhibitora fibrinolize sa tezinom krvarenja i odgovorom na

terapiju u hemofiliji A“

Mentor Prof. dr Ivo Elezovié

Potpisani  Danijela Mikovi¢

izjavljujem da je $tampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji liéni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao §to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi liéni podaci mogu se objaviti na mreZnim stranicama digitalne biblioteke, u

elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda

U Beogradu, 18. 11.2014.
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Prilog 3.
Izjava o koriScenju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢® da u Digitalni
repozitorijum Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

.Korelacija ukupnog hemostatskog potencijala i fibrinolize zavisne od trombinom

aktiviranog inhibitora fibrinolize sa tezinom krvarenja i odgovorom na terapiju u hemofiliji

Aii

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u
Beogradu mogu da koriste svi koji po3tuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence
Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlucio/la.

1. Autorstvo

2. Autorstvo - nekomercijalno

@Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima

5. Autorstvo — bez prerade

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je

na poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 18. 11. 2014,
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