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ZNACAJ BIOMARKERA U PROCENI OSTECENJA ZGLOBA KOD
BOLESNIKA SA HEMOFILIJOM

Hemofilna artropatija,, sa karakteristicnim oSte¢enjima zglobova, vodeci je uzrok
morbiditeta kod bolesnika sa teSkom hemofilijom. Kontinuirana profilaksa intravenskom
primenom primenom faktora (F) VIII i IX je glavna klinicka strategija u lecenju ovih
bolesnika. Nedavno je pokazano da se biomarkeri razgradnje zglobne hrskavice mogu
detektovati u serumu iili urinu i odrazavaju stepen ukupnog osStec¢enja zglobova kod
bolesnika sa hemofilijom.

Ciljevi ove studije bili su: a) uporediti validnost dva laboratorijska testa —
rotaciona tromboelastometrija (ROTEM) i potencijal endogenog trombina (ETP) u
pracenju efikasnosti dva razli¢ita profilakticka rezima lecenja bolesnika sa teSkom
hemofilijom; b) odrediti korelaciju izmedu koncentracije biomarkera degradacije zglobne
hrskavice u serumu 1 urinu i radioloskog skora za hemofilnu artropatiju; c) proceniti da li
odredivannje koncentracije ovih biomarkera moze biti korisna u pracenju efikasnosti
razli¢itih rezima profilakse teske hemofilije.

Ova studija obuhvatila je 20 odraslih bolesnika sa teSkom hemofilijom. Pet
bolesnika sa hemofilijom A primalo je profilaksu koncentratom FVIII u standardnoj dozi
od 20 1.j./kg tri puta nedeljno, pet bolesnika sa hemofilijom A primalo je kao profilaksu
intermedijarne doze koncentrata FVIIIL, 10-15 i.j./kg tri puta nedeljno. Sedam bolesnika
sa hemofilijom A 1i tri bolesnika sa hemofilijom B primalo je koncentrat FVIII/IX samo
po potrebi (“on demand).

Kod bolesnika na profilaktickoj terapiji, ROTEM 1 ETP odredivani su inicijalno
pre pocetka profilakse, zatim, 20 minuta nakon primene prve doze profilakse i posle tri
meseca, pre primene sledece profilakticke doze. Kod bolesnika na “on demand” terapiji,
ROTEM 1 ETP radeni su dva puta u intervalu od tri meseca. U ROTEM testu odredivano
je vreme koagulacije (CT) unutraSnjeg puta (INTEM), dok je kod ETP odredivana



kalkulisana vrednost povrSine ispod krive generacije trombina (ETP.AUC.cal) i
kalkulisane vrednosti maksimalne koagulacije (ETP.Cmax.cal).

Takode su odredivani i slede¢i degradacioni produkti zglobne hrskavice: serumski
oligometri¢ni matriks protein (COMP) i urinarni C terminalni telopeptid kolagena tip II
(CTX-II). Uzorci seruma 1 urina uzimani su inicijalno pre pocetka terapije (obelezeni sa
COMP-1 1 CTX-II-1) 1 posle pracenja od tri meseca (obelezeni sa COMP-2 i CTX-II-2).

RadioloSka evaluacija hemofilne artropatije odredivana je inicijalno prema
Pettersson skoru.

U grupi bolesnika na standardnoj dozi profilakse, ROTEM (CT-INTEM) -
p=0.025 1 ETP.AUC2.cal - p=0.042, bili su znacajno bolji posle tri meseca u odnosu na
bolesnike na intermedijarnim dozama profilakse. ETP.Cmax.cal nije bio znacajno
promenjen izmedu ovih grupa bolesnika. Kod bolesnika na “on demand” terapiji,
vrednosti ROTEM 1 ETP nisu se znac¢ajno menjale.

Rezultati su pokazali znaCajnu pozitivnhu korelaciju izmedu broja bodova u
Pettersson-ovom skoru i koncentracije oba biomarkera: COMP (r = 0.602, p = 0.006) 1
CTX-II (r = 0.580, p = 0.009). U grupi bolesnika na standardnoj dozi profilakse, srednja
vrednost COMP-2 bila je znacajno niza u odnosu na srednju vrednost COMP-1 (p =
0.043), dok se u grupi bolesnika na intermedijarnim dozama profilakse i na “on demand”
terapiji, srednje vrednosti COPM-2 nisu znacajno menjale u poredenju sa COMP-I.
Takode je u grupi bolesnika na standardnoj dozi profilakse srednja vrednost CTX-II-2
bila znacajno niza u odnosu na srednju vrednost CTX-II-1 (p = 0.014). Medutim, srednja
vrednosti CTX-II-2 bila je zna¢ajno niza u odnosu na srednju vrednost CTX-II-1 i u grupi
bolesnika na intermedijarnoj dozi profilakse (p = 0.028). Srednje vrednosti CTX-II nisu
se znacajno menjale kod bolesnika na “on demand” terapiji.

Na osnovu iznetih rezultata moze se zakljuciti da profilaksa standardnim dozama
koncentrata FVII/IX omogucava adekvatnu hemostazu u odnosu na profilaksu
intermedijarnim dozama. ROTEM i ETP mogu biti korisni testovi za pracenje efikasnosti
razli¢itih modaliteta leCenja bolesnika sa hemofilijom. Rezultati ove studije su takode
pokazali da degradacioni produkti zglobne hrskavice, kao §to su biomarkeri COMP 1

CTX-II, omogucavaju procenu stepena oSte¢enja zglobova kod bolesnika sa hemofilijom.



Odredivanje koncentracije biomarkera u serumu/urinu korisno je u pra¢enju efikasnosti

primenjenih doza FVIII/X u razli¢itim rezimima le¢enja ovih bolesnika.

Kljuéne reci: hemofilija, hemofilna artropatija, profilaksa, testovi hemostaze,
biomarkeri zglobne hrskavice
Naucna oblast: Medicina

Uza naucna oblast: Hematologija



THE IMPORTANCE OF BIOMARCERS FOR ESTIMATION OF JOINT
DAMAGE IN PATIENTS WITH HEMOPHILIA

Haemophilic arthropathy, with characteristic joint damage, is the main cause of
morbidity in individuals with severe haemophilia. The most important clinical strategy
for management of these patients is treatment by continous prophylaxis with
intravenously applied factor (F) VIII/IX. Recently, it was shown that serum and/or urine
biomarkers of cartilage turnover in joints reflected the degree of total joint degradation in
haemophilia patients.

The aims of this study were: a) to compare validity of two laboratory assays —
rotating thromboelastometry (ROTEM) and endogenous thrombin potential (ETP) in
monitoring and evaluating different prophylactic treatment regimens in patients with
severe haemophilia; b) to detect correlations between serum and urine concentrations of
biomarkers of joint cartilage degradation and the radiological score for haemophilic
arthropathy and c) to estimate whether measurement of these biomarkers could be useful
in monitoring the efficacy of different prophylaxis regimens for severe haemophilia.

This study included 20 adults patients with severe haemophilia, without inhibitor.
Five patients with haemophilia A were received prophylaxis with factor VIII (FVIII)
concentrate in standard dose 20 IU/kg three times per week, five patients with
haemophilia A were received intermediate dose of FVIII concentrate as prophylaxis, 10-
15 IU/kg three times per week. Seven patients with haemophilia A and 3 with
haemophilia B, were received FVIII/IX concentrate only on-demand.

In patients on prophylactic therapy, ROTEM and ETP were done initially before
start of prophylaxis, in addition, 20 minutes after application of first prophylactic dose
and afterwards 3 months, before receiving next prophylactic dose. In patients treated only
on-demand, ROTEM and ETP were done twice per three-months period. In ROTEM,

clotting time (CT) in intrinsic system (INTEM) was measured, whereas in ETP,



calculated values of area under the thrombin generation curve (ETP.AUC2.cal) and
calculated values of maximal clotting (ETP.Cmax.cal) were estimated.

Also, the following joint cartilage degradation products were measured: serum
cartilage oligomeric matrix protein (COMP) and urinary C-terminal telopeptide of type II
collagen (CTX-II). Blood and urine samples were collected initially, before the start of
treatment (marked as COMP-1 and CTX-II-1) and after 3 months follow-up (marked as
COMP-2 and CTX-II-2). Radiological evaluation of haemophilic arthropathy was
estimated initially according to the Pettersson score.

In group on standard prophylactic dose, ROTEM (CT-INTEM) (p=0.025) and
ETP.AUC2.cal (p=0.042) were significantely improved after 3 months in compare with
patients with intermediate prohylactic dose. ETP.Cmax was not significantly changed
between these groups. In patients treated only on-demand, ROTEM and ETP values
were not changed.

The results showed significant positive correlations between the number of points
in the Pettersson score and both COMP level (r = 0.602, p = 0.006) and CTX-II level (r =
0.580, p = 0.009). In the group of patients given standard-dose prophylaxis, the mean
value for COMP-2 was significantly lower than that for COMP-1 (p = 0.043), while in
the group of patients receiving intermediate-dose prophylaxis and in those treated on
demand the mean values of COMP-2 were not significantly changed when compared to
those for COMP-1. Likewise, in the group of patients treated with standard-dose
prophylaxis, the mean value for CTX-II-2 was significantly lower than that for CTX-II-1
(p = 0.014). Moreover, the mean value of CTX-II-2 was also significantly decreased
compared to that for CTX-II-1 (p = 0.028) in the group receiving intermediate-dose
prophylaxis. The mean values of CTX-II in the group of patients treated on demand
showed no change.

In summary, we may conclude that prophylaxis with standard dose of FVIII/IX
concentrate provides adequate haemostasis in compare with intermediate prophilactic
dose. ROTEM and ETP can be useful for treatment’s modalities monitoring and
evaluation in patients with haemophilia. Based on results of this study, we also can
conlude that joint cartilage degradation products, such as the biomarkers: serum COMP

and urinary CTX-II, can provide an estimation of the amount of joint damage in patients



with haemophilia. Measurement of serum/urinary biomarker levels is useful for
monitoring the efficacy of the applied doses of FVII/IX in different treatment
approaches towards these patients.

Key words: haemophilia, haemophilic arthropathy, prophylaxis, haemostatic tests,
biomarkers of joint cartilage.

Science field: Medicine

Specific science field: Hematology
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UvVOD

HEMOFILIJA

Hemofilija je nasledna bolest koja se javlja usled nedostatka faktora koagulacije VIII
(hemofilija A) ili IX (hemofilja B) [1]. Nasledivanje je recesivno preko hromozoma X, zbog
cega su oboleli gotovo isklju¢ivo muskarci, dok su Zene prenosioci bolesti [1]. Incidenca
hemofilije A iznosi 1:5000 zivorodene muske dece, dok je incidenca hemofilije B iznosi 1:30000
[1]. Hemofilija je uzrokovana mutacijom gena koji je odgovoran za sintezu faktora VIII (FVIII),
odnosno faktora IX (FIX) [1,2]. Hemofilija A je ¢eS¢a i ¢ini 80-85% ukupnog broja obolelih od
hemofilije (WFO) [2]. Oba faktora ucestvuju u takozvanom ,,unutrasnjem putu‘ koagulacije krvi
[1]. Hemofilija se klasifikuje kao teSka, srednje teSka ili blaga hemofilija u odnosu na nivo
faktora u serumu: < 1%, 1-5% 1 >5%, mada mnogi Evropski centri uzimaju vrednost nivoa
faktora < 2% za definiciju hemofilije teSkog stepena [3,4]. Dok bolesnici sa srednje teSkom i
blagom hemofilijom obilnije krvare nakon povrede ili hirurSkog zahvata, za bolesnike sa teSkom
hemofilijom karakteristicne su epizode spontanog krvarenja ili obilnog krvarenja i nakon manje
povrede, posebno u zglobove 1 miSi¢e [5]. Ova ucestala krvarenja u zglobove (hemartroze)
vremenom dovode do ireverzibilnog oste¢enja zgloba, odnosno do hemofili¢ne artropatije,
poliartikularne bolesti koja se odlikuje ukoceno$¢u zgloba, hroni¢nim bolom i ograni¢enom
pokretljivoséu [5,6]. Hemofilna artropatija ogranicava fizicku aktivnost bolesnika sa

hemofilijom, smanjuje njihov kvalitet zZivota 1 znacajno doprinosi morbiditetu ove bolesti[5,6].

1. Istorija hemofilije

Re¢ hemofilija vodi poreklo od grcke re¢i ,,haima*“ — krv i1 re¢i ,,philia® — sklonost
(tendencija) [7]. Najraniji dokument o hemofiliji potice iz II veka nove ere gde je u jevrejskom
Talmudu zapisano da ukoliko su dva starija sina umrla od krvarenja nakon cirkumcizije, tre¢i sin
se oslobada ove procedure [8]. Ono $to je zadivljujuée je da se iz ovog teksta moze videti da je
ve¢ tada prepoznata familijarna, odnosno nasledna priroda bolesti. U XII veku, takode od strane
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jevrejskih rabina, zabranjuje se cirkumcizija deCacima ukoliko su sinovi majcinih sestara umrli
od krvarenja nakon iste [8]. Ovde vidimo da je prepoznato da se bolest nasleduje sa majcine
strane. Prvi savremeni strucni opis hemofilije kao bolesti kakvu je znamo 1 danas, dao je Otto
J.C. 1803.godine [7]. On je detaljno opisao porodice sa hemofilijom i doneo zakljucke koji su i
danas aktuelni: 1) hemofilija uzrokuje obilna krvarenja, 2) oboleli su predominantno muskarci,
3) bolest je nasledna [7]. Medutim, celokupna rana istorija hemofilije zabeleZena je u izuzetnoj,
monumentalnoj monografiji publikovanoj od strane Bulloch i Fields, 1911.godine, gde je
precizno izneta klinicka slika, genealogija bolesti i ono sto je mozda i najznacajnije, muskarci su

prepoznati kao oboleli a zene kao prenosioci bolesti [8].

Razumevanja hemofilije nije moglo biti bez uporednog laboratorijskog istrazivanja i

otkri¢a u polju hemostaze, odnosno procesa koagulacije. Temelje teorije koagulacije postavio je

Paul Morawitz (1879-1936.). Morawitz je 1904.godine sumirao znanja o koagulaciji koja su se
bazirala na radu nekoliko nau¢nika 18. i 19. veka i izneo svoju ,klasi¢nu teoriju* koagulacije
prema kojoj se protrombin konvertuje u trombin pod dejstvom trombokinaze za koju je
Morawitz verovao da moze voditi poreklo od krvnih plocica ili oSte¢enog tkiva, i kalcijuma, dok
trombin konvertuje fibrinogen u fibrin. Mehanizam koji konvertuje protrombin u trombin
pomocu tkiva nazvao je spoljasnji put koagulacije. Bilo je poznato da krv moze koagulisati 1 bez
tkiva i to je nazvao unutrasnjim putem koagulacije [9]. Kasnije je Nolt (1908.) trombokinazu

nazvao trombiplastin, a Howell je 1914.godine uveo u upotrebu izraz tkivni faktor [9].

,Klasicna teorija“ koagulacije Paul Morawitz-a bila je of fundamentalnog znacaja za
dalje razumevanje 1 istrazivanje kako samog procesa koagulacije, tako i koagulacionih
poremecaja 1 laboratorijskog dijagnostikovanja hemofilije. Addis je 1910. godine dokazao da je
kod bolesnika sa hemofilijom proces pretvaranja protrombina u trombin usporen, dok Hawell
1914.godine iznosi teoriju da je zapravo kod ovih bolesnika koncentracija protrombina u plazmi
znacajno smanjena [8]. Quick je 1936.godine uveo u upotrebu test odredivanja protrombinskog
vremena (PT — ,,prothrombin time*) kojim se meri vreme spoljaSnjeg puta koagulacije i vec iste
godine pokazao da je ono kod hemofilicara normalno [8]. Patek i Stetson (1936.) objavili su da
su hemofilni bolesnici deficitarni u faktoru ili faktorima koji pripadaju globulinskoj frakciji

normalne plazme i nazvali su ga antihemofilni globulin [8]. Brinkhouse je 1939. prepoznao
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antihemofilni faktor, koji sada nazivamo FVIII, a isti nau¢nik 1952.godine razvija 1 uvodi u
upotrebu test odredivanja parcijalnog protrombinskog vremena (APTT — ,partial prothrombin
time*), kojim se meri vreme unutrasnjeg puta koagulacije. Joules i Macfarlane (1938), kao i
Pavlovsky (1944) zapazili su u odvojenim ogledima da prilikom meSanja plazme dva
hemofili¢ara dolazi do uzajamne korekcije vremena zgrusavanja [7-9]. Medutim, tek pocetkom
50-tih godina XX veka istrazivanjem mnogih naucnika kao Sto su Aggeler, Biggs, Macfarlane,
Schulman i Smith, zapravo je otkriveno da postoje dve vrste hemofilija, odnosno hemofilija A

koja se javlja kao posledica nedostatka FVIII i hemofilija B koja nastaje usled nedostatka FIX
[7].

S obzirom da je hemofilija bolest nedostatka faktora zgruSavanja VIII/IX, $to ima za
posledicu sklonost ka krvarenju ovih bolesnika, kao i1 zbog razumevanja dijagnostic¢kih testova i

lecenja ove bolesti, u daljem tekstu bice izneta fiziologija procesa koagulacije.

2. Koagulacija

Koagulacija je sistem odbrane organizma kojim se odrzava integritet zatvorenog
cirkulatornog sistema [10]. Klasi¢na teorija koagulacije Poul Morawitz-a je prezivela Cetiri
decenije sve do 1964.godine, kada je od strane Ratnoff-a i Davie-a u asopisu Science objavljena
teorija koagulacije koju su ovi istrazivaci nazvali ,,vodopadna hipoteza mehanizma koagulacije “
[11]. U isto vreme, iznenadujuce slicna publikacija teorije koagulacije objavljena je u casopisu
Nature takode 1964.godine od strane Mekfarlane-a, koji je svoju shemu koagulacije nazvao
. kaskadna “, termin koji se zadrzao do danas [12]. Jedina razlika izmedu vodopadne hipoteze
Ratnoff-a i Davie-a 1 kaskadne hipoteze koagulacije Macfarlane-a bila je u nomenklaturi: Ratnoff
1 Davie upotrebljavali su tradicionalnu terminologiju faktora koagulacije, dok je Makfarlane
preferirao Romansku numeri¢ku nomenklaturu preporucenu od strane Internacionalnog Komiteta
za Nomenklaturu Faktora Koagulacije (Internatioal Comittee on the Nomeclature of Clotting

Factors) [9].

Kaskadni model koagulacije, koji je bio prihva¢en kao model koagulacije sve do pocetka

devedesetih godina XX veka, sastojao se od unutraSnjeg puta, spoljasnjeg puta i zajednickog
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puta koagulacije. Unutrasnji put zapocinjao je na mestu povrede aktivacijom FXII u aktivirani
FXII (FXIIa), u prisustvu kalikreina 1 kininogena velike molekularne tezine (HMK), koji aktivira
FXI u FXla, FXIa pretvara FIX u FIXa, FIXa se spaja sa FVIII i aktivira FX u FXa. Spoljasnji
put koagulacije zapocinjao je eksprimiranjem tkivnog faktoa (TF) na mestu povrede koji delujuci
sa FVII aktivira FX u FXa. Zajednicki put koagulacije zapocinjao je aktivacjom FX u FXa, bilo
unutrasnjim putem, bilo spoljasnjim putem, FXa se spaja sa FV, Sto dovodi do pretvaranja
protrombina u trombin koji pretvara fibrinogen u fibrin, a takode aktivira FXIII u FXIIla koji

stabilizuje ugrusak ( Shema 1) [13].

Unutrasnji put koagulacije

faktor Xl
HMK
PK
* Spoljasnji put koagulacije
faktor XI . faktor Xla
faktor 1Xa faktor Vlla
faktor IX ——» faktor Vllla Tkivni faktor
Ca* Ca*
faktor Xa

faktor X —— faktorVa g faktor x

Ca*

protrombin ———3» trombin

\

fibrinogen » fibrin

Shema 1: Unutrasnji i spoljasnji put koagulacije (teorija ,,kaskade*) [9]



Koagulaciona kaskada, podeljena na unutraSnji i spoljasnji put, u savremeno vreme ima
znacaj samo kao paradigma koja na najbolji naCin odslikava testove hemostaze in vitro. U
laboratoriji, ,,spoljasnji* put se se procenjuje merenjem intereakcije cirkulisSu¢eg faktora Vlla sa
egzogeno dodatim TF (tromboplastin) i meri se kao protrombinsko vreme (PT), koji je veoma
osetljivo za definisanje F II, V, VII, X 1 fibrinogena. ,,Unutrasnji* put meri se kao parcijalno
protrombinsko vreme (APTT) koje je produzeno u slucaju deficita FVIIL, IX, XI 1 XII. Rezultati
ovog testa su produzeni u sluc¢aju nedostaka faktora ,,zajednickog™ puta (F II, V, X), s tim Sto je
u razumevaju procesa koagulacije. Nastao je kao rezultat istrazivanja kome je bio cilj da objasni
identitet, funkciju 1 intereakciju pojedinacnih prokoagulantnih proteina. On ta¢no reprezentuje
sveobuhvatnu strukturu koagulacionog procesa kao seriju proteolitickih reakcija [14]. Svaka
proteaza cepa 1 aktivira sledecu proteazu u seriji. Medutim, ovaj model nije mogao da objasni
puteve hemostaze in vivo. Ako su unutrasnji i spoljaSnji put odvojeni koagulaconi putevi
hemostaze in vivo, kao Sto to prikazuje kaskadni model, postavilo se pitanje zbog cega aktivacija
FX koja se odvija u spoljaSnjem putu (od strane kompleksa TF/FVII, ne moze da kompenzuje
nedostatak FVIII i FIX u hemofiliji. Takode se postavilo pitanje zasto nedosatak faktora koji
aktiviraju unutrasnji put - FXII, kinin velike molekulske mase (HMK) 1 prekalikrein (PK), ne
dovode do klini¢ke pojave hemoragijske dijateze [14]. Naravno, jasno je da su neke komponente
unutrasnjeg puta, FVIII 1 FIX, esencijalne za hemostazu jer njihov nedostatk dovodi do teskih
poremecaja koagulacije (hemofilija) [13,14]. Takode se zna da deficit FX, FV i FII izaziva
ozbiljne klinicke hemoragijske sindrome. Nasuprot tome, nedostatak FXI dovodi do pojave blage
klinicke hemoragije, za razliku od nedosatka FVIII i FIX [13,14]. Sve ovo dovelo je do shvatanja

da unutrasnji i spoljasnji put nisu odvojeni koagulacioni putevi u in vivo uslovima.

Klju¢ u razumevanju kako spolja$nji i unutrasnji put mogu biti meduzavisni u normalnim
fiziolo§im uslovima, bilo je prepoznavanje da kompleks TF/FVIla moze aktivirati ne samo FX
ve¢ 1 FIX. Takode je bilo vazno otkri¢e da trombin moZe direktno aktivirati FXI na povrSini
trombocita. Ovo je dovelo do pojave koncepta hemostaze u kome TF ima primarnu ulogu u
fizioloSkoj aktivaciji hemostaze. Medutim, jo$ uvek nije jasno zasto direktna aktivacija FX od
strane kompleksa FVIIa/TF ne moze da kompenzuje nedostatak FVIII i FIX. Postoji hipoteza da
inhibitor puta tkivnog faktora (TFPI) inhibiSe FVIla/TF pre nego Sto se stvori dovoljno FXa za
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hemostazu. Evolucija kaskadnog modela dovela je do razumevanja kako koagulacioni proteini
intereaguju za vreme hemostaze, uz sagledavanje celijske komponente c¢ija je uloga
obezbedivanje fosfolipidne povrSine na kojoj se odigravaju kogulacioni procesi. Ovako

modifikovani kaskadni model koagulacije nazvan je éelijski koncept koagulacije [13-16].

2.1.  Celijski koncept koagulacije

Celijski koncept koagulacije sastoji se iz tri procesa koja se medusobno preplicu: a)
inicijacije, koji zapocinje eksprimiranjem tkivnog faktora, b) amplifikacije, gde dolazi do
aktivacije trombocita i faktora koagulacije i ¢) propagacije, gde na povrsini aktviranih trombocita

1 uz pomo¢ aktiviraih faktora koagulacije dolazi do stvaranja velike koli¢ine trombina [13].
Inicijacija

TF ima primarnu ulogu u fizioloSkoj aktivaciji koagulacije. Povreda zida krvnog suda
omogucava plazmi da dode u kontakt sa TF-prezentuju¢im ekstravaskularnim ¢elijama, tako da
koagulacija zapocinje vezivanjem aktiviranog FVII (FVIla) za TF koji formiraju kompleks
FVIla/TF. Jos uvek nije poznat mehanizam kako se mala koli¢ina nekativnog FVII konvertuje u
aktivni oblik, ali zna se da plazma cak i u odsustvu koagulacije sadrzi FVIla u koncentracji od
0,5-8,4ng/ml’>. Kompleks FVIIa/TF aktivira FX i FIX koji se konvertuju u FXa i FIXa. FXa
aktivira plazmatski FV u FVa. Slobodni FXa ubrzo nakon aktivacije kompleksom FVIla/TF biva
inhibiran od strane TFPI i AT. Medutim, na ¢elijskoj povrsini ostaje dovoljno FXa koji vezujuéi
se za FVa stvara kompleks FXa/FVa, ili kopmleks protrombinaze, koji pretvara protrombin u
trombin 1 igra vaznu ulogu u aktivaciji trombocita 1 FVIII za vreme faze amplifikacije

koagulacije [16-18].
Amplifikacija

Ostec¢enje krvnog suda dopusta trombocitima, kao i plazmi, da dode u kontakt sa
ekstravaskularnim tkivom. Trombociti adheriraju na komponente subendotelnog matriksa na
mestu povrede. Ovaj proces vezivanja trombocita za proteine subendotelnog matriksa aktivira

trombocite, a takode ih lokalizuje u blizini mesta ekspozicije TF. TF-prezentujuce celije
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proizvode malu koli¢inu trombina koji pojacava inicijalne prokoagulantne signale tako Sto

povecava adeziju i aktivaciju trombocita, a takode aktivira FV, VIII 1 XI [18,19]

Trombin je mocan agonista trombocita, koje aktivira vezuju¢i se za svoj proteaza-
aktivirani receptor (PAR). Za vreme aktivacije, trombociti oslobadaju FV iz alfa granula na

svoju povrsinu. FV se tada aktivira u FVa pod dejstvom FXa ili trombina [18-10].

Trombin se takode vezuje 1 za ne-PAR receptore, kao Sto je glikoprotein (GP) Ib/IX, i
moze aktivirati druge faktore koagulacije na trombocitnoj povrsini. Kompleks von Willebrand
faktor (vVWF)/FVIII vezuje se za trombocite 1 tada pod dejstvom trombina dolazi do aktivranja
FVIII i njegovog odvajanja od vWF, a FVIIIa ostaje vezan za povrSinu trombocita. Sada, kada su
trombociti aktivirani 1 kada imamo aktivirane FV 1 FVIII na njihovoj povrSini, zapocnje

aktivnost brojnih prokoagulannih kompleksa koji dovode do stvaranja trombina [21].
Propagacija

Za vreme faze propagacije, kompleksi tenaze 1 protrombinaze na povrSini trombocita
dovode do stvaranja znacajne koli¢ine trombina. Na fosfolipidnoj membrani trombocita nalaze se
vezuju¢a mesta visokog afiniteta za FIXa, Xa 1 FXI. Ovi receptori igraju vaznu ulogu u

kordinaciji stvaranja koagulacionih kompleksa [13,16].

Formiraje kompleksa tenaze, odnosno kompleksa FVIIla/FIXa, zapocinje najpre
vezivanjem FIX za odgovaraju¢e vezujuée mesto na membrani trombcita. FIXa moze
difundovati do povrSine trombocita sa mesta svoje aktivacijena TF-prezentuju¢im ¢elijama, dok
ne bude inhibiran od strane AT ili ostalih plazma inhibitora. Uz to, FXI koji se nalazi u plazmi,
nakon aktivacije trombinom u FXla, vezuje se za povrSinu trombocita i konvertuje dodatne
koli¢ine FIX u FIXa. Kompleks FVIIIa/FIXa aktivira FX na povrSini trombocita, $to rezultuje
stvaranje FXa koji se sada veze za svoj kofaktor FVa u kompleks protrombinaze, odnosno
kompleks FXa/FV. Kompleks FXa/FVa na povrSini trombocita, takode, konvertuje protrombin u
trombin, koji svojim dejstvom fibrinogen pretvara u fibrin i na taj nacin obezbeduje dodatne
koli¢ine trombina. Stabilizacija fibrinskog ugruska nastaje dejstvom aktiviranog FXIII na fibrin,
¢iju konverziju iz FXIII u FXIIla vrs$i upravo trombin i na taj nacin ucestvuje u stvaranju

stabilnog hemosatskog fibrinskog koaguluma ( Shema 2) [13].



Inicijacija

fibroblast
Propagacija
trombin
protrombin
trombin
protrombin
trombocit
Amplifikacija aktivirani trombocit

Shema 2: Celijski koncept koagulacije: Inicijacija na TF-prezentujuéim ¢elijama;
Amplifikacija aktivacijom trombocita; Propagacija na povrSini aktiviranih trombocita

[13].

3. Genetika i molekularna biologija hemofilije

Hemofilija se nasleduje recesivno preko X hromozoma (Shema 3) [3,22]. Po literaturnim
podacima, oko dve tre¢ine bolesnika sa hemofilijom ima pozitivnu porodi¢nu anamnezu, dok se
smatra da se kod jedne tre¢ine obolelih radi o novonastaloj mutaciji. S obzirom da se prenosi
preko X hromozoma, muskarci obolevaju a Zene su prenosioci bolesti [23]. U retkim
slu¢ajevima su Zene obolele od hemofilije i moze se dogoditi ukoliko je homozigot (otac
hemofili¢ar i majka prenosilac bolesti), ili hemizigot kao na primer kod Turner-ovog sindroma
(45 XO) [23]. Takode, opisani su slucajevi kod zena obolelih od hemofilije koje su prenosioci
bolesti,odnosno imaju mutaciju F8 gena na jednom X hromozomu a doslo je do inaktivacije

gena na drugom X hromozomu [23].



Zene koje nisu prenosioci Zene - prenosioci

Zdravi muskarci Oboleli muskarci

Shema 3: Tipi¢no porodi¢no stablo koje se najceS¢e vida kod obolelih od hemofilije A
(procenti pokazuju stepen aktivnosti FVIII izraZzen u odnosu na procenat normalne

vrednosti) [22].

Gen za sintezu FVIII (F8) nalazi se na dugom kraku hromozoma X (Xq28) i mapiran je
1984.godine. Gen F8 se sastoji od 26 egzona, velic¢ine 186 kb [24]. Kod otprilike polovine
obolelih od hemofilije A mutacija je uzrokovana inverzijom izmedu sekvenci lokalizovanih
unutar introna 22 gena F8 i sekvenci izvan gena F8 (Inv22). Kod ostalih, uzrok su mutacije gena
F8 tipa delecije, nonsens mutacija i tackastih mutacija [25]. Gen F8 odgovoran je za sintezu
FVIII i mada ga mogu sintetisati mnoge celije, glavno mesto sinteze je jetra [23]. FVIII je
neophodan za normalnu koagulaciju i u krvi cirkuliSe kao heterodimer sastavljen od lakog lanca
(molekularne tezine 80.000 daltona), koji sadrzi karboksiterminalni deo 1 teSkog lanca

(molekularne tezine 90-200.000 daltona), koji sadrzi aminoterminalni deo molekula. U krvi
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cirkuliSe u veoma maloj koncentraciji (100 ng/l), vezan za von Willebrand-ov faktor (VWF)
nekovalentnim vezama. vWF ima veoma vaznu ulogu u direktnoj regulaciji aktivnosti FVIII:
omogucava vezivanje FVIII za fosfolipide trombocitne membrane, §titi ga od aktivacije faktorom
Xa, kao 1 od inaktivacije aktiviranim proteinom C (APC). Poluzivot FVIII kada je vezan za vWF
iznosi 8-12h, a kada je nevezan (nedostatak vWF u von Willebrandovoj bolesti), poluzivot mu je
znacajno skracen i iznosi 2,4h. Kada se pomo¢u vWF veze za aktivirane trombocite, FVIII se
aktivira dejstvom trombina, pri cemu se vVWF odvaja. Prilikom aktivacije dolazi do cepanja dve
argininske veze, od kojih se jedna nalazi na teSkom lancu na poziciji 372-373 ¢ijim kidanjem
nastaju dva peptidna lanca moleklarne tezine 43.000 i 50.000 daltona), dok se druga nalazi na
lakom lancu na pozociji 1686-1687 i njenim kidanjem nastaje jedan peptidni lanac (molekularne
tezine 73.000 daltona). Tako aktivirani FVIII se vezuje na povrsini trombocita za FIXa, i kao §to
je ve¢ reCeno, formira kompleks FIXa/FVIlla, odnosno kompleks tenaze. Nedostatak FVIII
prouzrokuje hemofiliju A [26].

Gen za sintezu FIX (F9) takode je lokalizovan na dugom kraku hromozoma X (Xq27) i
kod obolelih od hemofilije B otkriveni su gotovo svi tipovi mutacija: inverzije, delecije, ninsens i
taCkaste mutacije [23]. Gen F9 reguliSe sintezu FIX koji je izuzetno znaCajan za proces
koagulacije. FIX je jednolancani polipetid, sastavljen od 415 aminokselina, molekularne tezine
56.000 daltona. SintetiSe se u jetri uz neophodno prisustvo vitamina K. Njegova koncentracija u
krvi iznosi oko 5 pg/ml, a poluzivot mu je oko 24h. U toku aktivacije, od aminotermalnog dela
molekula faktora IX nastaje laki lanac (molekularne tezine 18.000 daltona), a od
karboksitermalnog dela nastaje teski lanac (molekularne tezine 28.000), pri c¢emu se oslobada
peptid aktivacije (molekularne tezine 10.000 daltona). Oba lanca su medusobno povezana
disulfidnim vezama. Aktivacija FIX nastaje dejstvom kompleksa FVIIa/TF na fosfolipidnoj
memrani trombocita, uz prisustvo Ca>". MoZe ga aktivirati i FXIa, i ta reakcija se takode odvija
na membrani trombocita i u prisustvu Ca®". FIXa vezuje se na povrsini trombocita za VIIla i sa
njim gradi kompleks FIXa/VIIla, ili kompleks tenaze. Nedostatak FIX uzrokuje hemofiliju B
[26].

U retkim slu¢ajevima hemofilija se ne mora javiti kao nasledna bolest ve¢ kao takozvana

stecena hemofilija. Incidenca pojave steCene hemofilije je veoma retka i iznosi 1-4 slucajeva na
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milion stanovnika godis$nje. Nastaje usled razvoja antitela na epitope A2 i C2 regiona molekula
FVIIL Cesée se javlja kod Zena i to starosti 20-40 godina, zato §to je steena hemofilija obi¢no
udruzena sa trudni¢om i porodajem tako da oko 10% stecene hemofilije nastaje u postpartalnom
periodu. Kod muskaraca je uglavnom javlja nakon 60-te godine zivota i ¢esto je udruzena sa
malignitetom. Takode, korelacija izmedu stecene hemofilije i upotrebe lekova, kao Sto su
penicilin, sulfonamidi, hloramfenikol, difenilhidantion, fenitoin, metil dopa, depot tioksanten,

interferon alfa, fludarabin, levodopa, hlopidrogel ili BCG vakcine, dobro je poznata [27].

4. Klinicka slika

Hemofilija se obi¢no manifestuje neuobicajenim krvarenjem u ranim godinama Zivota i
pojava prvog krvarenja zavisi od tezine hemoilije. Kod teskog oblika hemofilije, prva epizoda
krvarenja obicno se javlja u uzrastu izmedu 12 i 18 meseci, dok se kod srednje teSke hemofilije
prva manifestacija bolesti obi¢no vida izmedu druge i1 pete godine Zivota. Mada svi bolesnici sa
teSkom hemofilijom imaju epizode spontanog krvarenja u zglobove (hematroze), one se retko
javljaju pre devetog meseca zivota kada deca pocinju da puzu. Zapazeno je da trauma pri rodenju
ne uzrokuje pojavu ¢esc¢ih intrakranijalnih hemoragija kod novorodencadi obolele od hemofilije,
sem kod upotrebe vakuum ekstrakcije ili forcepsa. Takode, obilnije krvarenje prilikom

cirkumcizije uoceno je kod manje od polovine dece sa teSkom hemofilijom [28].

Najces¢i simptom, karakteristican za hemofiliju, je krvarenje u zglobove (70-80%) 1
misice (10-20%). Najéesce zahvaceni zglobovi su kolena (45%), laktovi (30%) i sko¢ni zglobovi
(15%), mada mogu biti zahvaceni i ramena (3%), ru¢ni zglobovi (3%), kao 1 kukovi (2%) [28].
XX veka vode¢i uzrok smrti postaje AIDS (sindrom ste¢ene imunodeficijencije), s obzirom da su
se tada koristili koncentrati faktora iz ljudske plazme za leCenje hemofilije, a detekcija virusa
HIV-a (prouzrokovaca AIDS-a) jo§ uvek nije bila moguca. Preko 50% hemofilicara u SAD i
zapadnoj Evropi zaraZeno je tada virusom HIV-a. Hematurija i gastrointestinalna krvarenja su
takode Cest problem. Retroperitonelani hematomi se mogu javiti spontano i mogu se spustiti duz
psoas misi¢a do ingvinuma i butine ili se ¢ak mogu Siriti 1 na gore kroz vertebralne misice,

zahvatajudi ¢ak i vrat. Krvarenje u zatvorenom prostoru kao §to je podlaktica moze dovesti do
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razvoja ,.kompartment sindroma koji se karakteriSe kompromitovanjem funkcije nerava i
krvotoka. Ukoliko se ne le¢i (nadoknada faktora i hirurSka dekompresija), krvarenje moze
dovesti do trajne neuropatije, nekroze tkiva ili ¢ak 1 do amputacije. Takode mogu se javiti i
hemofilni pseudotumori koji su u stvari veliki inkapsulirani hematomi sa progresivnim cisticnim
oticanjem usled ponavljanih krvarenja. Mogu se javiti u fascijama i misSi¢ima, velikim miSi¢nim
grupama, kao 1 u dugim kostima, karlici 1 kranijumu usled subperiostalnih krvarenja sa

destrukcijom kosti i stvaranjem novih kostanih formacija [28].

Znacajan doprinos komorbiditetu ovih bolesnika imaju i transmisivni virusi hepatitisa B i

C, takode, zbog upotrebe neprecis¢enih koncentrata faktora poreklom iz humane plazme [28].

5. Dijagnosticke procedure

Sumnju na hemofiliju treba postaviti kod bolesnika kod kojih postoje podaci o ucestalom
i lakom izlazenju modrica u detinjstvu, javljanje spontanih krvarenja, naroCito u zglobove i

meka tkiva, kao 1 opsezno krvarenje nakon povrede ili hirurSke intervencije [2].

Kod sumnje na hemofiliju najpore treba uraditi rutinske testove hemostaze kao §to su
odredivanje vremena krvarenja, PV 1 APTT test. Kod ovih bolesnika nivo fibrinogena je
normalan, vreme krvarenja i PV test je je u granisama normale a APTT je produzen. Nakon
detektovanja produzenog APTT potrebno je uraditi odredivanje novoa FVIII/IX. Nivoi FVIII 1
FIX se procenjuju u onosu na normalnu plazmu koja projektuje 100% aktivnost FVIIVIX ili (Sto
je ekvivalentno) 1.0 jedinica u mililitru plazme (U/ml). Normalan raspon FVIII/FIX varira od
50-150%, mada je porast nivoa faktora udruZen sa trudnocom ali i godinama starosti [2,28].
Upotreba kontraceptiva koji sadrze estrogen takode podizu novo ovih faktora. Za normalne,
zdrave neonatuse tipi¢ne su nesto snizene vrednosti FIX (ali ne i FVIII), 20-50%, nastaju zbog
nezrelosti jetre koja ih sintetiSe 1 unutar 6 meseci vrednosti se normalizuju [2,28]. Tezina
krvarenja kod obolelih od hemofilije je generalno u korelaciji sa koncentracijom faktora u plazmi
(Tabela 1). Kod kongenitalnog deficita FVIII/FIX teskog stepena (< 1%) javljaju se Cesta i
ozbiljna krvarenja, dok se visi nivo FVIII/FIX (> 1% do 5%) manifestuje umerenom ili blagom

(> 5% od normalne aktivnosti) simptomatologijom [2,28].
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Tabela 1: Tezina krvarenja kod hemofilije u odnosu na nivo faktora koagulacije

Tezina krvarenja Nivo faktora koagulacije Eoizode krvarenja
% aktivnosti (IU/ml)
Tesko < 1% (<0.01) Spontana krvarenja,
predominantno u zglobove 1
misice
Umereno 1-5% (0.01-0.05) Povremena spontana

krvarenja. Obilno krvarenje
prilikom povrede ili hirurske
intervencije

Blago 5-40% (0.05-0.4) Obilno krvarenje uzrokovano
masivnom povredom, odnosno
hirurSkom intervencijom

Hemofiliju najpre treba diferencijalno dijagnosticki razdvojiti od von Willebrand-ove
bolesti (vWD). Kod vWD vreme krvarenja je produzeno dok je kod hemofilije normalno, APTT
takode moze biti normalan ili umereno produzen. Medutim nivo vVWF kod hemofilije je
normalan a kod VWD snizen. Takode je ristoceetin-indukovana agregacija trombocita snizena

kod vWD dok je kod hemofilije normalna [28].

Kod Zena — prenosioca moze se uraditi 1 perinatalna dijagnostika. Biopsija horiona
obezbeduje fetalnu DNA za analizu. Takode antenatalnom dijagnostikom iz umbilikalne vene
(iglena aspiracija pod kontrolom ultrazvucne dijagnostike) obezbeduje se fetalna krv iz koje se

moze odrediti nivo FVIII/IX [28].

6. Lecenje

Kroz istoriju prepoznavanja i razumevanja hemofilije razvijali su se i nacini leCenja ove

bolesti. Prvi udzbenik koji je ukljucivao i poglavlje o leCenju hemofilije bio je ,, The United

13




States Surgeon's Catalogue“, koji je izdat 1901. godine i njegove preporuke bile su inhalacija
kiseonika, upotreba Stitne zlezde, koStane srzi ali i vodonik peroksida. U slede¢em izdanju
(1926) preporuke su uklju¢ivale primenu injekcija natrijum citrata, kalcijum laktata,
splenektomiju, dok pojedini istrazivaci publikuju radove sa primenom antidifteroidnog seruma,
injekcije oksalne kiseline, ekstrakt bromida iz belanceta jajeta, medutim, treba imati u vidu da se
tada joS uvek nije znalo Sta je hemofilija [8]. Prvi nau¢no zasnovan nacin leCenja, baziran na
eksperimentalnom radu, publikovan je od strane Macfarlan-a 1934.godine u kojem se savetuje
primena prokoagulantnog zmijskog otrova [7,8]. Klju¢ savremenog lecenja hemofilije bio je,
naravno, u razvoju transfuzije krvi. Najranije zabelezena primena transfuzije krvi kod
hemofilic¢ara bila je od strane Lane-a 1840.godine, ali tek biohemicar Cohn razvija 1944.godine
proces frakcionisanja kojim se plazma odvaja iz ostatka krvi [7,8]. Graham 1964.godine razvija
krioprecipitat, a u narednim godinama Brinkhouse othriva kako precistiti FVIII iz plazme.
Primena liofiliziranog komercijalnog koncentrata FVIII, a potom 1 FIX, pocinje sedamdesetih
godina XX veka [7,8]. Naravno, ovakav nacin leCenja je doveo do obolevanja bolesnika sa
hemofilijom od transmisivnih bolesti kao §to su hepatitis B i C, a poCetkom osamdesetih godina
XX veka i AIDS-.a. Smatra se da je do sredine osamdesetih godina polovina bolesnika sa
hemofilijom lecenih koncentratom FVIII/IX bilo zarazeno virusom HIV-a a stopa smrtnosti ove
populacije bolesnika je bila izuzetno visoka do pojave antiretroviralne terapije i poboljSanja
procesa inaktivacije virusa u toku proizvodnje koncentrata faktora iz humane plazme devedesetih
godina proslog veka. Takode, od 1985.godine poc€inje i era primena rekombinantnih faktora u

leCenju bolesnika sa hemofilijom [7].

4.1. Lecenje krvarenja u hemofiliji A

Za leCenje krvarenja u hemofiliji A koriste se komercijalni preparati koncentrata FVIII
poreklom iz ljudske plazme ili rekombinantni koncentrat FVIII (rFVIlal) dobijen tehnikom

genetskog inZenjerstva 2,28].

Svaka jedinica FVIII po kilogramu telesne mase primenjena intravenski (i.v.) podize nivo
FVIII u plazmi za oko 2% [2]. PoluZivot mu je otprilike 8-12h. Doza se izraCunava mnoZenjem

telesne tezine bolesnika u kg sa Zeljenim nivoom faktora pomnozeno sa 0.5, ¢ime se dobija broj
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jedinica (i.j.) faktora koji treba primeniti (npr: 50 kg x 40 (% Zeljenog nivoa) x 0.5 = 1000 1i.j.
FVIII). Preporuceni nivo FVIII i trajanje terapije u odnosu na tip krvarenja dati su u Tabeli 2.

FVIII daje se u sporom i.v. bolusu i brzina ne bi trebalo da bude ve¢a od 3 ml u minuti [2].

U izuzetnim slucajevima (nedostatk koncentrata FVIII) moze se primeniti krioprecipitat.
Jedna doza krioprecipitata sadrzi 60-100 i.j. FVIII (otprilike oko 80 i.j.). Takode, ukoliko nije
dostupan koncentrat FVIII, primenjuje se i sveZze zamrznuta plazma (SZP). Jedan ml SZP sadrzi

0,6 i.j. FVIII[2].

Dezmopresin (1-deamino-8-D-arginin vazopresin — DDAVP) moze se koristiti za leCenje
bolesnika sa blagom formom bolesti (> 5% FVIII). DDAVP se primenjuje u dozi od 0.3 pg/kg

1.v. u toku 30 minuta, u vidu subkutane injekcije ili inntranazalno, uz substitucionu terapiju [2].

Antifibrinolitici, traneksami¢na kiselina i epsilon-aminokapronska kiselina, mogu se
primenjivati oralno ili intravenski. Naroc€ito su efikasni u zaustavljanju mukoznih krvarenja kao

Sto je primena prilikom ekstrakcije zuba 1 smanjuju potro$nju koncentrata faktora [2].

4.2. Lecenje krvarenja u hemofiliji B

Za leCenje krvarenja u hemofiliji B koriste se komercijalni preparati koncentrata FIX
poreklom iz ljudske plazme, rekombinantni FIX kao 1 retko koncentrat protombinskog
kompleksa. Svaka jedinica FIX data i.v. podiZe nivo FIX u plazmi za 1%. Medutim, odgovor na
primenu rFIX je slabiji, odnosno svaka jedinica rFIX podize nivo FIX u plazmi za 0.8% kod
odraslih 1 za 0.7% kod dece. Razlog slabijeg odgovora na rFIX za sada nije poznat. PoluZivot i.v.
datog FIX iznosi 18-24h. Doza se izratunava mnozenjem telesne tezine bolesnika u kg sa
zeljenim nivoom faktora ¢ime se dobija broj jedinica FIX koji treba primeniti (npr. 50 kg x 40
(% zeljenog nivoa) = 2000 i.j. FIX). Preporuceni nivo FIX i trajanje terapije u odnosu na tip
krvarenja dat je u Tabeli 2. FIX se daje u sporom i.v. bolusu i brzina primene ne bi trebala da

bude ve¢a od 3 ml u minuti [2].

15



Ukoliko koncentrat FIX nije dostupan moze se primeniti SZP. Preporucena pocetna doza
je 15-20 ml/kg. I kod hemofilije B primenjuju se antibibrinolitici, posebno za zaustavlljanje

mukoznih krvarenja (ekstrakcija zuba) [2].
Ekstrakcija zuba

Za intervenciju ekstrakcije zuba potrebno je obezbediti nivo faktora od 50% za hemofiliju
A 140% za hemofiliju B pre davanja lokalnog anestetika i zapocCinjanja intervencije. Terapija se
ukoliko nema krvarenja nastavlja primenom antifibrinolitika 1 to: traneksamicna kiselina 25-50
mg/kg na 6-8 h oralno 10 dana ili epsilon-aminokapronska kiselina 50-100 mg/kg svakih 4-6 h
(maksimalno 24 g za 24 h) 5-10 dana. Antifibrinolitici se mogu primenjivati i lokalno kao oralni

rastvor [2].
Epistaksa

Formiranje trombocitnog ufruska na mestu povrede obi¢no je dovoljni za zaustavljanje
krvarenja te primena faktora naj¢esS¢e nije potrebna. Prilikom epistakse potrebno je saviti glavu
bolesnika napred da bi se izbeglo gutanje krvi i savetovati mu da izduva postoje¢e ugruske.
Potom lokalno, u unutraSnjost nosa, staviti gazu natopljenu ledenom vodom 1 drzati Cvrsto
narednih 20 minuta. Antihistaminisi 1 dekongestivi mogu takode biti korisni. U slucaju
intenzivnijeg ili ponavljanih krvarenja konsultovati otorinolaringologa i primeniti koncentrt

faktora sa Zeljenim nivoom od 50% [2].
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Tabela2 : Primena FVIII/IX kod bolesnika sa hemofilijom u slu¢aku krvarenja -preporuke WFH [2]

Tip krvarenja Hemofilija A Hemofilija B

Zglob 40-60% 1-2, produziti ukoliko 40-60% 1-2, produziti ukoliko
nema adekvatnog nema adekvatnog
terapijskog odgovora terapijskog odgovora

Ileopsoas
e inicijalno 80-100% 12
B 60-80% 1-2
codrZavanje 30-60% N
3-5, ponekad duZe kao 30-60% 3-5, ponekad duze kao
profilaksa u toku fizikalne profilaksa u toku fizikalne
terapije terapije

Grlo i vrat
¢ inicijalno 1-7
80-100% 1-7 60-80% -
codrZavanje
50% 8-14 30% 8-14

Renalna 50% 3-5 40% 3-5

Velika operacija

* Pre-op 80-100% 60-80%

*Post-op 60-80% 1-3 40-60% 1-3
40-60% 4-6 30-50% 4-6
30-50% 7-14 20-40% 7-14
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4.3. Hemofilija sa inhibitorom

Prvu pojavu inhibitora kod boesnikasa hemofilijom A koji je leCen transfuzijama krvi
opisali su Lawrence i Jonson 1941.godine [29]. Detektovali su cirkuliSu¢i antikoagulant koji je
produzavao vreme koagulacije normalne plazme. Cradog i Lowrence su kona¢no 1947. utvrdili
da je otkriveni antikoagulant u stvari antitelo koje prepoznaje — kako je u to vreme nazivan —
anttihemofilni globulin [29]. Sesdesetih godina proslog veka ovaj antikoagulans je identifikovan
kao antitelo koje pripada klasi imunoglobulina IgG [30]. Ovo IgG antitelo vezuje se za
specifi¢ne epitope FVIII kao §to su A2 (mesto vezivanja FIXa), A3 (mesto vezivanja vVWF 1 C2

region (mesto vezivanja za fisfolipide) [30,31].

4.3.1. Epidemiologija i dijagnostikovanje hemofilije sa inhibitorom

Rizik razvoja inhibitota kod hemofilije B je 2% dok kod hemofilije A iznosi 25%.
Dokazano je da postoji genska predispozicija za nastanak inhibitora jer velike delecije i nonsens
mutacije, kao 1 intron 22 inverzije kod hemofilije A predisponiraju ove bolelsnike na razvoj
inhibitora [30]. Pretpostavlja se da sama tehnologija proizvodnje koncentrata faktora
(pasterizacija, jonska hromatografija, monoklonskamantitela, detergenti) mogu uticati na
antigenost koncentrata. Opisana je i pojava inhibitora nakon zamene jednog koncentrata drugim.
Takode je uocena veca incidenca pojave inhibitora kod bolesnika lecenih kontinuiranom
primenom faktora. Medutim, za sada nije dokazano da je pojava inhibitora ucestalija kod

primene rekombinantnih faktora u odnosu na plazmatske koncentrate faktora [29-30].

Za merenje inhibitora koristi se Bethesda metod, odnosno Nijmegen modifikacija koja
omogucava merenje inhibitora u malom titru. Jedna Bethesda jedinica (Bj) inhibitora neutraliSe

50% egzogenog FVIII posle 2 ¢asa inkubacije na 37C [31].

Postoje dve vrste inhibitora: jedna vrsta inhibitora se javlja ubrzo nakon primene faktora i
titar je mu obi¢no iznad 10 Bj (,,high responder*); druga vrsta inhibitora nastaje sporo (,,low

responder) 1 njegov titar je obi¢no manji od 5 Bj [32].
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Na postojanje inhibitora treba posumnjati ukoliko bolesnik ne reaguje na do tada
uobicajene doze koncentrata faktora. Najpre treba uraditi test meSanja plazme bolesnika sa
normalnom plazmom kod koje dovodi do korekcije APTT bolesnika., medutim, nakon jednog

Casa inkubacije na 37C APTT se produzava [32].

4.3.2. Lecenje hemofilije sa inhibitorom

Za lecenje krvarenja kod bolesnika sa hemofilijom i inhibitorom koriste se : koncentrat
protrombinskog kompleksa (KPK), aktivirani koncentrat protrombinskog kompleksa (FEIBA —
Factor Eights Inhibitors Bypassing Activity), koncentrat svinjskog FVIII (Hyate:C; napomena:

vise se ne proizvodi) i rekombinantni aktivirani FVII (rFVIIa) [32].

FEIBA se koristi u dozi od 50-100 1i.j./kg 1.v. na 8-12h kod hemofilije A 1 efikasno
zaustavlja 82% akutnih 1 91% hirurSkih krvarenja. Kratak poluzivot ovog preparata ograni¢ava
njegovu efikasnost. Ukoliko se upotrebljava u ve¢im dozama potencira se njegova trombogenost,

zbog Cega je maksimalna dnevna doza ograni¢ena na 200 1.j./kg [32]

Koncentrat svinjskog FVIII (Hyate:C) primenjivan je ukoliko inhibitor nije pokazivao
unakrsnu reakciju na svinjski faktor i to u dozi od 50-150 1.j./kg 1 efikasnost se mogla meriti

odredivanjem nivoa FVIII [32].

Za zaustavljanje krvarenja kod bolesnika sa hemofilijom 1 inhibitorom vise od 10 godina
koristi se rVIIa (NovoSeven), koji za sada predstavlja najbezbedniju terapijsku opciju za ove
bolesnike. Ranom primenom rVlIla postize se terapijski uspeh u preko 90% bolesnika. S obzirom
da ima kratak poluZzivot koji kod odraslih iznosi 2.7 h a kod dece 2 h, primenjuje se na svaka dva
sada u dozi od 90-120 pug/kg i.v. do zaustavjanja krvarenja. Dokazano je da je jedna doza od 270
png/kg efikasna kao tri doze od 90 pg/kg [32].

Za hirurSke intervencije, rFVIIa se primenjuje u dozi od 90-120 ng/kg prvih 48 casova,
zatim se povecava interval izmedu doza do kraja leCenja. Duze leCenje je potrebno za vece
hirurske intervencije a kra¢e leCenje 1-3 dana za manje hirurSke intervencije i invazivne

procedure [32].
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Ukoliko se koristi FEIBA za vec¢e hirurSke intervencije treba dati punu dozu od 200

1.j./kg prva 2-4 dan, potom postepeno smanjivati dozu do kraja leCenja [32].

Za elektivne ortopedske opercije, preporucuje se davanje bolus doze rFVIla od 120-180
pg/kg a zatim se nastavlja primenom doze od 90 pg/kg na svakih 2 sata u toku trajanja operacije.
Primena rFVIIa u dozi od 90 ng/kg nastavlja se na svaka 2 sata u toku prvih 48 postoperativnih
sati. Deset minuta pre skidanja drenova treba primeniti bolus dozu od 90 ng/kg, potom se moze
produziti davanje leka na 3 sata narednih 48 sati. Od petog dana interval primene leka se moze
produziti na 4 sata narednih 72 sata. Od osmog dana interval primene rFVIla se produzava na 6
sati do otpusta. Pred skidanje konaca treba dati bolus dozu od 90 pg/kg. U sluc¢aju neadekvatnog
terapijskog odgovora treba razmotriti primenu FEIBA ili eskalaciju doze rFVIla [32].

Eradikacija inhibitora u hemofiliji

Poslednjih 30 godina za eradikaciju inhibitora kod bolesnika sa hemofilijom koriste se
razni terapijski postupci kao S$to je imunosupresija, imunomodulacija, imunoadsorpsija,

imunodeplecija, imunotolerancija ili njithova kombinacija [32,33].

Da bi se postigla potpuna eradikacija inhibitora, poslednjih 30 godina primenjuje
indukcija imune tolerancije (ITI) [32-34] Postoji nekoliko ITI protokola i svi se baziraju na
primeni rekombinantnih faktora uz dodatak FEIBA, Prednisona, Ciclophosphamid-a, u
zavisnosti od ITI protokola. Primena ITI efikasna je kod 60-80% bolesnika sa hemofilijom A 1
36% kod bolesnika sa hemofilijom B. Smatra se da ITI treba zapoceti Sto pre od pojave

inhibitora kada je inhibitor ve¢i od 5 Bj a manji od 10 Bj [32-34].

5. Profilakticka terapija kod bolesnika sa hemofilijom

Profilaksa u teSkoj hemofiliji podrazumeva kontunuiranu primenu faktora koagulacije u
redovnim vremenskim intervalima u cilju sprecavanja krvarenja [2,35]. Primena profilakse kod
bolesnika sa hemofilijom zapocela je joS krajem pedesetih godina proslog veka grupa istrazivaca
u Svedskoj okupljena oko Prof dr Inga Mariae Nilsson, tada sa redovnim transfuzijama

krioprecipitata,, s ciljem da se bolesnici sa teSkom hemofilijom prevedu u srednje teSku
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hemofiliju koja ne krvari spontano [35,36]. Ova grupa nauc¢nika je potom Sezdesetih godina XX
veka, na osnovu laboratorijskih 1 klini¢kih studija sprovedenih na uzorku od 157 bolesnika sa
hemofilijom jasno pokazala da se ucestala, rekurentna krvarenja i zglobna oSte¢enja
predominantno javljaju kod bolesnika sa teSkom formom bolesti, odnosno kod kojih je nivo
faktora < 1%, u poredenju sa hemofili¢arima sa umerenom formom bolesti kod kojih je nivo
faktora > 1% [37,38]. Na ovom zapaZanju se zasniva danas racionalna osnova za primenu
profilakticke terapije koja ima za cilj da se bolesnici sa teSkom hemofilijom prevedu u umerenu
formu bolesti. Studija Nilsson i sar. trajala je skoro 30 godina i najpre je ukljucivala decu sa ve¢
postojec¢im oStecenjima zglobova a potom je obuhvatila i decu kod koje jos nije bilo pojave
oStecenja zglobova. Rezultati ove obimne studije publikovani su 1992. 1 1997.godine i zakljucci
su bili da profilaktica terapija bolesnika sa hemofilijom znatno smanjuje broj epizoda krvarenja

tako da su zglobna oSte¢enja ove populacije hemofilicara znatno manja [36,38].

Profilakti¢ka terapija hemofilije moze biti primarna i sekundarna. Primarna profilaksa
podrazumeva njeno zapoc€injanje pre nastanka oSteCenja zglobova Sto je definisano kao
zapocinjanje kontinuirane primene faktora pre druge godine Zivota ili nakon prve epizode
krvarenja u zglob. Sekundarna profilaksa podrazumeva redovnu primenu faktora nakon druge
godine zivota ili nakon dva ili viSe krvarenja u zglob [4,39]. Nakon skoro 40 godina primene
profilakticke terapije, brojne studije su pokazale superiornost ove terapiju u odnosu na lecenje
,on demand® (na zahtev) koje se primenjuje samo u slucaju zbrinjavanja epizode krvarenja.
Bolesnici koji su bili na profilaksi imali su zna¢ajno manji broj epizoda spontanog krvarenja,
oCuvanost zglobova je bila znacajno bolja a samim tim i bolji kvalitet Zivota ove populacije

obolelih od hemofilije [39-41].

,Zlatni standard* profilaktickog rezima le¢enja hemofilije postavila je upravo navedena
Svedska grupa istrazivada (Nilsson i sar.) i on podrazumeva primenu koncentrata FVIII tri puta
nedeljno u dozi od 20-40 i.j./kg (hemofilija A), odnosno koncentrata FIX u istoj dozi dva puta
nedeljno (hemofilija B) [4,37,38,39]. Poslednjih godina pojavljuju se publikacije u kojima se na
osnovu rezultata mnogih studija preporucuju doze u profilaktickom le¢enju hemofilije od 25-40
1.j./kg tri puta nedeljno za hemofiliju A 1 dva puta nedeljno za hemofiliju B, a ovo je ujedno 1

preporuka Svetske Federacije za hemofiliju (WFH) [2,41]. Najveci nedostatak profilaktickog
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leCenja hemofilije je visoka cena ovakvog tretmana. Ovo je i1 razlog zbog Cega se pokusalo sa
primenom manjih doza faktora u profilaksi. Holandska grupa je 1997.godine pokazala da
primena takozvanih inermedijarnih doza faktora u profilaksi bolesnika sa hemofilijom daje sli¢ne
rezultate kao 1 pune doze profilakse. Preporuc¢ene doze ove grupe su 15-25 i.j./kg dva do tri puta
nedeljno za hemofiliju A 1 30-50 1i.j. /kg jednom do dva puta nedeljno za hemofiliju B, §to je oko

35 1.J./kg u ukupnoj nedeljnoj dozi [42,44].

Primarna profilaksa je danas prihvacena i od strane WFH kao najbolji nacin lecenja u
cilju sprecCavanja pojave hroni¢nog osteCenja zglobova (hemofili¢ne artropatije) a time i
prevencije invaliditeta ovih bolesnika [2]. Zbog toga se, iako je potroSnja faktora veca, primena
profilakse dugorocno ekonomksi isplati jer se ovakvim vidom leenja zglobovi bolesnika sa
hemofilijom sacuvaju 1 kasnije ne zahtevaju dalje leCenje invaliditeta koje se neizostavno razvija

ukoliko se ne primenjuje profilakticki nacin leCenja hemofilije [37-42].

Sekundarna profilaksa bolesnika sa hemofilijom podrazumeva zapocCinjanje njene
primene nakon razvoja oStecenja zgloba [39]. Ovaj tip profilakse znacajno poboljSava kvalitet
zivota ovih bolesnika jer znacajno smanjuje broj epizoda krvarenja, ne samo u zglobove ve¢ i u
drugim delovima tela kao §to su gastrointestinalna ili intrakranijalna krvarenja, ali nije u stanju
da popravi ostecenje zglobova koja su nastala usled ranijih krvarenja [39]. Definicije terapijskih

modela lecenja hemofilije date su na Tabeli 3.
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Tabela 3: Definicija terapijskih modela za bolesnike za hemofilijom (European network for

pediatric haemophilia management, WFH) [2,39].

Model Definicija

Primarna profilaksa Kontinuirani, regularni tretman koji zapoCinje pre 2 godine

zivota ili nakon prvog krvarenja u zglob

Sekundarna profilaksa A: kontrinuirni, regularni (dugotrajni) tretman koji zapocinje

nakon 2 godine Zivota ili nakon >2 epizoda krvarenja u zglob

B: Povremeni (kratkotrajni) tretman u trajanju od 4-8 nedelja u

cilju zaustavljanja ciklusa ponavljanih krvarenja u zglob

,On demand* tretman Tretman koji se psorovodi kada se javi krvarenje
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HEMOFILNA ARTROPATIJA

Za bolesnike sa teSkom hemofilijom karakteristicna su ucestala spontana krvarenja u
zglobove (hemartroza) koja ¢ine viSe od 90% svih ozbiljnih epizoda krvarenja i uglavnom su
pogodeni kao ciljni (target) zglobovi: kolena,, laktovi i sko¢ni zglobovi [6,45]. Nakon duZeg
perioda, ponavljane epizode hemartroze uzrokuju ireverzibilna oStecenja zgloba dovode¢i do
pojave hemofili¢ne artropatije (HA), poliartikularne bolesti koju karakteriSe ukocenost zgloba,
hroni¢ni bol i1 ozbiljan stepen ogranicene pokretljivosti zgloba [6]. Kod vecine teskih slucajeva,
zglobne kosti se spajaju Sto dovodi do potpune onesposobljenosti zgloba, odnosno do teskog
invaliditeta ovih bolesnika, te na taj nacin znacajno umanjuje njihov kvalitet Zivota i doprinosi
znacajnom morbiditetu ove bolesti. Studije koje su sprovedene osamdesetih 1 devedesetih godina
proslog veka pokazale su da 90% bolesnika sa teSkom hemofilijom razvije HA jednog od Sest
zglobova do 25-te godine zivota [6]. Patogenetski put razvoja od rekurentnih hemartroza do HA,
posebno rane promene, jo§ uvek nije dovoljno razjasnjen. To je zaista kompleksan,
multifaktorijalan proces koji ukljucuje nekoliko degenerativnih hrskavicom-posredujucih i
infamatornih sinovijom-posreduju¢ih komponenti [45]. Za sada, mozemo se nadati da ¢e bolje
razumevanje patogeneze ove teske komplikacije dovesti do razvoja novih efikasnih terapijskih

strategija.

Karakteristike HA su hroni¢ni proliferativni sinovitis i destrukcija hrskavice. Oba
dogadaja su posledice ponavljanih dijagnostikovanih i nedijagnostikovanih krvarenja u zglob.
Hemofilni sinovitis je proliferativni poremecaj sinovijalnog tkiva, dok je destrukcija hrskavice
rezultat proizvodnje enzima i citokina od strane inflamatornih ¢elija koje infiltruSu sinovijalnu

membranu. Dakle, HA pokazuje karakteristike inflamatorne i degenerativne bolesti zgloba [45].

U proceni HA koriste se razni skorovi koji podrazumevaju vizuelnu procenu ostecenja
zgloba primenom ,,imaging* metoda kao S$to su radiografija ili magnetna rezonanca. Za sada je
najprihvatljiviji (i u najcescoj upotrebi) Pettersson skor koji se zasniva na radiografskoj proceni

oStecenja zglobova [45].
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1. Komponente zgloba

Delove zgloba ¢ine: zglobna hrskavica, sinovijalna opna, kosti 1 vaskularno tkivo unutar
zgloba. Zglobna hrskavica prekriva epifize kostiju koje ¢ine zglob ¢ime omogucava elasticnost
ivica zgloba i time povecava njihovu otpornost na opterec¢enje tezinom. Fibrozna kapsula koja se
nastavlja na periost kosti, sadrzi mnostvo nervnih vlakana, ali ne sadrzi krvne sudove, odnosno
predstavlja avaskularno tkivo. Sinovijalna opna prekriva nehrskavicave delove unutraSnjih
zglobnih povrS$ina 1 sastoji se iz dva sloja: subintime i1 intime. Fibroblastne ¢elije koje se nalaze
unutar intimalnog sloja imaju sintetsku funkciju, dok makrofagi imaju ulogu u uklanjanju krvi i
ostalih Stetnih substanci iz zglobnog prostora. Ispod intime nalazi se subintimni sloj sinovijalne
opne koji sadrzi krvne sudove koji obezbeduju kiseonik, hranljuive materije i faktore rasta za
sinoviju 1 avaskularnu hrskavicu. Zglobna Supljina koja se nalazi unutar samog zgloba
obezbedjuje smanjenje sile trenja izmedu zglobnih povrSina i sadrzi hijaluronsku kiselinu,
lubricin, proteinaze i kolagenaze [45-47]. Komponente sinovijalnog zgloba prikazane su na Slici

1.

Hrskavica
Ligament
Ligament
Sinovijalna
teCnost
Karlica
Fibrozna —
kapsula Sinovijalna
opna
Femur

Slika 1: Sinovijalni zglob (www. Robert Mcgrory website/anatomy 3)

25



1.1.  Zglobna hrskavica

Zglobna (hijalina) hrskavica je avaskularno tkivo sastavljeno iz specijalizovanog
matriksa koga Cini kolagen, proteoglikani i nekolageni proteini i u kojem hondrociti predstavljaju

jedinu ¢elijsku komponentu [48].

1.1.1. Hondrociti

Hondrociti imaju ulogu u sintezi svih elemenata matriksa, kako kolagenih tako 1
nekolagenih komponenti. Takode, hondrociti sintetiSu kolagenaze i1 agrekanaze — enzime koji
imaju ulogu u razgradnji kolagena i1 proteoglikana matriksa. Jedna od najznacajnijih kolagenaza,
koja je 1 najviSe ispitivana je matriks metaloproteinaza 13 (MMP13) koja ima ulogu u razgradnji
kolagena zglobne hrskavice [47]. U toku oste¢enja hrskavice hondrociti produkuju i
proinflamatorne citokine kao $to su inerleukin (IL) - 1, IL — 6 i alfa faktor tumorske nekroze
(TNFa) [49]. Ove funkcije - sinteza i razgradnja matriksa ¢ine ulogu hondrocita klju¢énom u
procesu obnavljanja zglobne hrskavice prilikom njenog oSte¢enja. Kada stopa razgradnje
matriksa bude veca od stope sinteze novih molekula od strane hondrocita, nastaju oboljenja

zglobova [47,49].

1.1.2. Kolagen zglobne hrskavice

Dve tre¢ine zglobne hrskavice ¢ini kolagen. Kolagen tip II je najzastupljeniji tip kolagena
u zglobnoj hrskavici odraslih (= 90%), zatim tu je kolagen tip XI (oko 3%) 1 kolagen tip IX (oko

1% . Kolagen tip II ima ulogu da obezbedi tenzilnu snagu (na istezanje) zglobnoj hrskavici [49].
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Kolagen je sastavljen od paralelno rasporedenih vlakana, ,fibrila®, debljine 0.2-0.5
mikrona spojenih mukopolisaharidima (Slika 1). Fibrili su dalje sastavljeni iz mikrofibrila
debljine 100-150 angstrema, koji predstavljaju agregate molekula tropokolagena. Nizovi
osnovnih molekula tropokolagena ujedinjuju se u dugacke lan¢ane agregate-mikrofibrile
zahvaljuju¢i specificnim zavrSim peptidima-telopeptidima (Slika 2). Na tim mestima ih
proteoliticke supstance najlakSe cepaju. Svaka molekula tropokolagena ima na suprotnim
krajevima-telopeptidima, aminokiselinsku (N - terminalnu) ili karboksilnu (C - terminalnu)

grupu, Sto omogucava stvaranjem unakrsnih veza povezivanjem u lancaste nizove [50].

Slika 2: Trolancana struktura molekula tropokolagena i njihova agregacija u mikrofibrile

kolagena (www. php.med.unsw.edu.au/Image Library)

Osnovne komponente kolagena sintetiSu hondrociti. U cisternama endoplazmatskog

retikuluma nastaje granulirani materijal koji predstavlja prekursor osnovne molekule
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tropokolagena. Ovaj primarni sintetski produkt se dalje transportuje u sastav Golgi zone gde se
vrSi adicija polisaharida na lance aminokiselina. Sekretorne vezikule koje sadrze molekule
tropokolagena se stapaju sa celijskom membranom i zatim izlucuju preko povrSine. U
neposrednjoj blizini ¢elija formiraju se fina vlakanca, ¢ijom postupnom agregcijom nastaju
kolagenski fibrili. Pod kontrolom i daljom vancelijskom organizacijom faktora meducelijske
sredine, dolazi do polimerizacije izlu¢enih komponenata sa formiranjem protofibrila. Uz ucesce
mukopolisaharida i fermenata koji su takode produkti fibroblasta, nastaju udruzeni fibrilarni

snopovi-kolagena vlakna (Slika 3) [49,50].

Slika 3: Udruzivanje fibrila kolagena u snopove kolagenih vlakana

(www.php.med.unsw.edu.au/ImageLibrary)

Molekul kolagena tip I se sastoji iz tri spiralna lanca koja su medusobno povezana
piridinom. Amino i karboksi krajevi ove trolancane strukture se nazivaju N-telopeptid 1 C-
telopeptid (Slika 4). Dok su u kolagenim vlaknima, molekuli kolagena bivaju podvrgnuti sporim
hemijskim promenama. Intermolekularne veze se formiraju unakrsnim vezivanjem terminalnih
telopeptida. Ove unakrsne veze su najpre bivalentne, ali vremenom sazrevaju u multivalentne

strukture [49,50].
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Slika 4: Amino terminalni (N-telopeptid) i karboksi terminalni (C-telopeptid) krajevi

kolagena tip II (www. php.med.unsw.edu.au/ImageLibrary)

Razgradnja kolagena zglobne hrskavice odvija se pod dejstvom kolagenaze MMP13 koja
odvaja C terminalni telopeptid kolagena tip II (CTX-II) u solubilne monomere [47].

1.1.3. Proteoglikani

Proteoglikani ¢ine ¢vrst substrat hijaline hrskavice 1 sadrze tri vrste glikozaminoglikana:
hijaluronsku kiselinu, hondroitin sulfat i keratin sulfat. Hondroitin i keratin sulfat se spajaju u
takozvano proteinsko jezgro (,,core protein) i formiraju proteoglikan monomer. Svaki pojediini
molekul hijaluronske kiseline udruzuje se sa oko 80 molekula monomera proteoglikana i na taj
nacin formiraju velike agregate hijaluronat proteoglikana — agrekane. Ovi agregati se vezuju za
tanke fibrile kolagena matriksa elektrostatickim intereakcijama i unakrsnim vezama putem
glikoproteina, tako da imaju esencijalnu ulogu u zastiti kolagene mreze. Proteoglikani

obezbeduju hijalinoj hrskavici otpornost na silu pritiska (kompresiju) [47,49].
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1.1.4. Nekolageni proteni

Nekolageni proteini matriksa hrskavice pripadaju grupi glikoproteina iz familije
trombospondina 1 tu spadaju: dekorin, fibromodulin, fibronektin, biglikan, anhorin CII, tenascin,
matrilini 1 oligomeri¢ni matriks protein hrskavice (COMP — eng. ,,cartilage oligomeric matrix
protein®). Ovi mali regulatorni i strukturalni proteini uti¢u na intereakcije izmedu hondrocita i
matriksa, odnosno pomazu hondrocitima da ostanu pri¢vrS¢eni za matriks. Dokazano je da je

uloga COMP da katalizuje fibrilogenezu kolagena [46,47,49].

2. Patofiziologija hemofili¢ne artropatije

Sve komponenet zgloba: hrskavica, sinovija, kosti i vaskularno tkivo zgloba — mogu biti
mete krvarenja (hemartroze). Najpre je smatrano da promene u sinoviji prethode oStecenju
hrskavice [7]. Ovakvo shvatanje je bilo podrzano istrazivanjima koja su pokazala da lizozomalni
enzimi 1 citokini koje produkuje inflamirana sinovija oSte¢uju hrskavicu. Medutim, nedavnim
istrazivanjima pokazano je da intraartikularna krv direktno oStecuje hrskavicu pre i nezavisno od
bilo kakvih promena u sinoviji, tako da se ovo smatra inicijalnim dogadajem u razvoju ostecenja
zgloba kod bolesnika sa hemofilijom, odnosno u razvoju HA 1 javlja se pre inflamacije sinovije

[45-47].

Istrazivanja in vitro su pokazala da ukoliko se hrskavica kultiviSe u prisustvu pune krvi u
trajanju od 4 dana (vreme za koje se smatra da je potrebno za evakuaciju krvi iz zgloba u
uslovima hemartroze) dolazi do inhibicije sinteze proteoglikana, povecanog oslobadanja
(razgradnje) komponenti matriksa kao i do povecane apoptoze hondrocita. Takode je dokazano
da ovi dogadaji zavise od koncentracije krvi i vremena izlaganja i dovode do jasnog gubitka
matriksa zglobne hrskavice. Istrazivanja in vivo pokazala su da jednokratno izlaganje zgloba
krvarenju uzrokuje dugotrajne promene u smislu smanjenja aktivnosti hondrocita i ostecenja

integriteta matriksa hrskavice. Klinicki znacaj ovih istrazivanja mogao bi da bude i moguce
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objasnjenje zbog ¢ega samo jedna epizoda krvarenja u zglob u ranom detinjstvu moze dovesti do

.....

U razvoju sinovijalne proliferacije glavnu ulogu ima gvozde [45,46]. Naime, prilikom
krvarenja u zglob, odvija se fagocitoza gvozda od strane makrofaga koji ga u obliku
hemosiderina deponuju u sinoviju. Odgovor sinovije je povecana sinteza inflamatornih citokina
kao $to su TNFa, gama interferon (Ify), IL-1 1 IL-6, Sto dovodi do razvoja hroni¢ne inflamacije
sinovije [45,46]. Takode, deponovani hemosiderin aktivira ekspresiju liganda nuklearnog faktora
— kapa B (RANKL) uzrokuju¢i povec¢anu aktivnost osteoklasta Sto dovodi do demineralizacije
kosti, osteoporoze i destrukcije kostanih zglobnih povrSina. Uzrok proliferacije sinovije koja se
vida kod HA je aktivacija protonkogena c-myc u sinovijalnim fibroblastima od strane
deponovanog gvozda. Eksperimentala istrazivanja (sprovedena na miSevima) pokazala su takode
da krvarenje u zglob dovodi do povecane ekspresije MDM2, p53 vezujueg proteina, koji
prekida apoptozu sinoviocita i na taj nacin dovodi do poveéane proliferacije sinovijalne opne
[45,46]. Karakteristicno za sinovijalnu opnu kod HA je njena neovaskularizacija koja je takode
direktna posledica delovanja deponovanog gvozda na pericite krvnih sudova ¢elija glatkih misi¢a
intime 1 subintime, kao i povecane sinteze vaskularnog endotelnog faktora rasta (VGEF) koji

dovodi do povecane angiogeneze (Shema 4) [45,46].
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Shema 4: Patofiziologija hemofiliCne artropatije

Tc—myc — proliferacija sinovijalnih

Krv = gvozde éelija Sinovijalna

demZ — prekid apoptoze hiperplazija

sinovijalnih celija

IL-1 fibroblasti
. L ) Destrukcija
Monociti /=== [L-6 > mMakrofagl — eep hrskavice/kosti
Makrofagi TNFa ¢elije glatkih misica
osteoklasti

. . Formiranje krvnih sud
VEGF ==—p Endotelijalne ¢ekuje ormuramye kvl sudova

(neovaskularizacija)

ostalo

3. Biomarkeri razgradnje zglobne hrskavice

Biomarkeri su molekuli ili fragmenti koji se oslobadaju u bioloSke tecnosti tokom
razgradnje tkiva. Prilikom oStecenja zgloba nastaju biomarkeri pojacane destrukcije ili sinteze
hrskavice, kosti ili sinovije. Biomarkeri u krvi 1 urinu su od posebnog interesovanja s obzirom na
lako prikupljanje uzoraka za klinicki monitoring u odnosu na biomarkere sinovijalne tecnosti do

kojih je teze doéi [52].

Do sada najispitivaniji biomarkeri oStecenja zglobne hrskavice su C terminalni telopeptid
kolagena tip II - CTX-II i oligometricni matriks protein - COMP. Njihova povecana
koncentracija u krvi i urinu najpre je dokazana kod oboljenja zglobova kao $to su osteoartritis
(OA) 1 reumatoidni artritis (RA), gde je pokazana i njegova pozitivna prediktivna vrednost za
progresiju artropatije [52]. Tek u skoro publikovanoj studiji Jansen i sar. 2009.godine dokazano
je da je kod bolesnika sa hemofilijom njihova koncentracija u serumu (CTX-II i COMP) i urinu

(CTX-II) povisena. Takode, ista studija je dokazala da postoji pozitivna korelacija izmedu
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koncentracije ovih biomarkera i radioloSki verifikovanog oSteCenja zgloba kod bolesnika sa

hemofilijom [52].

CTX-II predstavlja karboksi terminalni telopeptid kolagena tip II koji se odvaja od
kolagena pod dejstvom kolagenaze MMP13. Direktnim toksi¢nim dejstvom krvi na hrskavicu
zgloba dolazi do smanjene sinteze inhibitora kolagenaze MMP13 §to za rezultat ima povecanu
aktivnost kolagenaze MMP13 na degradaciju kolagena tip II odvajanjem njegovog karboksilnog
kraja. Ovim procesom stvaraju se solubilni molekuli CTX-II koji se mogu izmeriti u krvi, a s
obzirom da se izlucuju putem bubrezne eliminacije, takode se mogu kvantifikovati i u urinu

[47,49,51].

COMP je nekolageni protein matriksa zglobne hrskavice, pripada familiji
trombospondina 1 njegovim vezivanjem za kolegena vlakna stabilizuje se kolagena mreza.
COMP se ne nalazi ekskluzivno samo u hrskavici, ve¢ se nalazi i u tetivama, meniskusima i
sinovijalnom tkivu. Prisustvo krvi u zglobu ima toksi¢no dejstvo na hrskavicu koja produkuje
razne citokine koji dovode do povecanog oslobadanja komponenti matriksa, medu kojima je i
COMP [48]. Takode proinflamatorni citokini koje sintetiSe sinovija usled toksi¢nog depoa
hemosiderima takode pojacava razgradnju hrskavice, Sto oslobada COMP iz matriksa u
sinovijalnu te¢nost 1 serum [47,48]. [ u ovom slucaju je poviSena koncentracija COMP u serumu
najpre opisana kod OA i RA, a tek u studiji Jansen i sar. dokazano je i da je kod bolesnika sa HA
i radioloSki potvrdenom HA poviSena vrednost ovog biomarkera u serumu. Za COMP je

dokazano da je pozitivnoj u korelaciji sa radioloSki procenjenim stepenom ostecenja zgloba [52].

Postoje 1 drugi biomarkeri ¢ija se uloga ispituje u oboljenjima zglobova kao §to su OA,
RA 1 HA, a to su: C telopeptid kolagena I (CTX-I) u serumu 1 urinu koji odrazava destrukciju
kostanog tkiva kod oSteCenja zgloba, zatim produkti razgradnje hrskavice - C1,2C (,clevage
products) koji nastaje degradacijom kolagena tip 11 tip II, dok C2C potice samo iz kolagena tip
II. Medutim, njihov znacaj kao biomarkera nije potvrden kod HA [52]. Nasuprot tome, Jansen i
sar. su pokazali da postoji pozitivna korelacija izmedu koncentracije relativno novijeg
biomarkera — hondroitin sulfata (CS) — 846 i radioloski dokazanog stepena oSte¢enja zgloba. CS
— 846 je biomarker pojacane sinteze hondroitin sulfata, proteoglikana ekstracelijskog matriksa

hrskavice. Njegove povisene vrednosti mogu se naci u sinovijalnoj tecnosti i serumu [52].
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Kao $to smo videli, u dosadasnjoj literaturi pokazano je da CTX-II i COMP predstavljaju
najznacajnije biomarkere oSte¢enja zgloba, odnosno zglobne hrskavice, kod bolesnika sa
hemofilijom i reflektuju stepen ozbiljnosti destrukcije zgloba kod HA. Za sada nema
publikovanih studija koje bi demonstrirale znac¢aj pracenja ovih biomarkera u toku profilakticke
treapije bolesnika sa hemofilijom. S obzirom da je cilj profilakticke terapije da smanji broj
epizoda krvarenja u zglobove, za ocekivati je da se smanji stepen destrukcije, odnosno ostecenja

zglobne hrskavice.
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CILJ RADA

HA je glavni uzro¢nik visokog morbiditeta bolesnika sa hemofilijom. Oko 80% svih
epizoda krvarenja i preko 90% svih ozbiljnih epizoda krvarenja jesu upravo krvarenja u zglobove
[45,51]. Ponavljane hemartroze dovode do progresivnog ostecenja zgloba usled degradacije
zglobne hrskavice 1 proliferacije sinovije [45]. Standardna procedura procene stepena oStecenja
zgloba jeste konvencionalna radiografija. Mada preciznije podatke moZemo dobiti tehnikom
magnetne rezonance (MR), ona se rede koristi zbog teze dostupnosti ove imiging procedure
[53]. S obzirom da u toku razvoja HA dolazi do procesa razgradnje hrskavice, u novijim
literaturnim podacima sve se viSe paznje poklanja biomarkerima njene degradacije. Ovi
biomarkeri su dostupni u krvi i urinu $to znacajno olakSava njihovu dostupnost,odnosno
uzimanje uzoraka za analizu. Najznacajniji biomarkeri degradacije zglobne hrskavice, koji su i
najviSe prucavani u HA, jesu: a) CTX-II, koji predstavlja degradacioni produkt kolagena
hrskavice, oslobada se kao solubilni molekul i moze se odrediti u serumu i urinu 1 b) COMP, koji
je deo nekolagene strukture ekstracelularnog matriksa hrskavice i njegove vrednosti se ispituju u

serumu.

Cilj ovog istrazivanja je da se kod bolesnika sa hemofilijom koji su na razli¢itim
rezimima lecenja deficitarnim faktorom: sekundarna profilaksa punim dozama vs intermedijarne

doze vs ,,on demand*, proceni:

1. Uticaj primene razliCitih reZima terapije na korekciju rutinskih testova hemostaze —

APTT.
2. Efikasnost primene razlicitih rezima terapije na nivo deficitarnog faktora u krvi.

3. Efikasnost primene razlicitih rezima terapije u korekciji koagulacionog statusa testovima:

ETP (endogeni trombin potencijal) i ROTEM (rotaciona tromboelastometrija).

4. Efikasnost razlicitih rezima terapije deficitarnim faktorom na promenu koncentracije

biomarkera — COMP u serumu i CTX-II u urinu.

5. Korelacija izmedu koncentracije biomarkera CTX-II 1 COMP 1 radiografskog Pettersson
skora za procenu HA.
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METODOLOGIJA ISTRAZIVANJA

1. Izbor bolesnika

Ovim istrazivanjem obuhvaceno je ukupno 20 bolesnika sa teSkom hemofilijom, bez
inhibitora, i to: 17 bolesnika sa hemofilijom A i 3 bolesnika sa hemofilijom B. Svi ispitanici su
leCeni hospitalno na Klinici za hemtologiju Klinickog Centra Srbije (KCS) ili ambulantno —
Kabinet za hemofiliju, Klinika za hematologiju, KCS. Radiografija zglobova radena je u
Kabinetu za Radiologiju Klinike za Hematologiju, KCS. Testovi hemostaze: PV, APTT, nivo
faktora VIII/IX i ETP, radeni su u Centru za medicinsku biohemiju, Laboratorija Poliklinike
KCS, Odeljenje Laboratorijske hematologije i hemostaze. ROTEM test raden je u Odseku

Transfuzione medicine Klinike za Vaskularnu hirurgiju, KCS.
Znacaj svih ispitivanih parametara uporedivan je u odnosu na tri grupe bolesnika:

a) Bolesnici na sekundarnoj profilaksi koncentratom faktora VIII u preporucenoj dozi 20
1.j./kg tri puta nedeljno. Takvih bolesnika u ovom istrazivanju bilo je ukupno 5, svi sa

hemofilijom A.

b) Bolesnici na sekundarnoj profilaksi koncentratom faktora VIII u intermedijarnim
dozama: 10-15 i.j./kg tri puta nedeljno. U ovom ispitivanju, ovih bolesnika bilo je

ukupno 5, svi sa hemofilijom A.

c) Bolesnici koji su primali koncentrat FVIII/IX samo u slucaju krvarenja po potrebi,
odnosno ,,on demand*. Ovim istrazivanjem obuhvaceno je 10 ovakvih bolesnika i to

7 sa hemofilijom A i 3 sa hemofilijom B.

Bolesnici na profilaktickoj terapiji bili su sami sebi kontrola pre zapocinjanja terapije i

nakon tri meseca primene profilakse.
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Kontrolnu grupu za vrednosti testa ETP, vrednosti CTX-II u urinu i COMP u serumu

¢inilo je 10 zdravih ispitanika.
2. Uzorkovanje

a) Uzorci krvi za odredivanje hemostaznih testova: PV, APTT, nivo FVIII/IX, ETP 1
ROTEM sakupljani su u tri vremenska intervala kod bolesnika koji su na profilaksi:
a) inicijalno, pre terapije; b) 20 min nakon primene prve doze koncentrata faktora i c)
posle tri meseca redovne profilakticke terapije a pre primene sledece profilaktiCke
doze. Kod bolesnika koji su primali terapiju ,,on demand“, uzorci su uzimani
inicijalno i nakon tri meseca prac¢enja. Krv je uzimana u koli¢ini od 10 ml na natrijum

citratu kao antikoagulasu u odnosu 9:1.

b) Uzorci krvi za odredivanje koncentracije COMP uzimani su kod svih bolesnika
inicijalno i nakon tri meseca. Krv je uzimana u suvoj epruveti, bez antikoagulansa, u
koli¢ini od 10 ml i odmah po uzimanju uzorka u epruvetu je dodavan koncentrat

FVIII/IX u koli€ini od 8 i.j. da bi se obezbedila odgovarajuc¢a koagulacija [52].

c¢) Uzorci urina za odredivanje koncentracije CTX-II svih bolesnika sakupljani su

uzimanjem jutarnjeg urina inicijalno i nakon tri meseca.

d) Zdravim ispitanicima (kao kontrolnoj grupi) uzorak krvi za odredivanje ETP i

COMP, kao i uzorak jutarnjeg urina za odredivanje CTX-II uziman je u jednom aktu.

e) Radiografija zglobova kolena, laktova i sko¢nih zglobova svim bolesnicima u ovom

istrazivanju radena je u jednom aktu, inicijalno na pocetku studije.

3. Metode ispitivanja
3.1. Testovi hemostaze

Testovi hemostaze: PV, APTT, nivo FVIII/IX 1 ETP, odredivani su iz citratne plazme,
dok je ROTEM test raden iz pune krvi na citratnom antikoagulansu. Citratna plazma izdvojena

nakon centrifugiranja u trajanju od 15 minuta na 1500 obrtaja u minuti, najpre je kratkotrajno (10
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min) zamrzavana u teCnom azotu na -180C a potom ¢uvana u friziderima na temperaturi od -80C

do zavrsetka ukljucivanja svih planiranih ispitanika u studiju.

3.1.1. Rutinski testovi hemostaze

Rutinski testovi hemostaze: PV,APTT i nivo FVIII/IX, odredivani su su na automatskom
koagulometru Automated Coagulometer BCS XP Dade Behring. Kontrolne vrednosti za PV bile
su 75-120% (izraZzeno u procentima u odnosu na normalnu plazmu) i za APTT iznosile su 25-
35s. Nivo FVIII i FIX u plazmi izraZzavan je u procentima aktivnosti faktora normalne plazme. S
obzirom da su ispitanici ove studije oboleli od hemofilije, vrednost faktora <1% su bolesnici sa
teSkom hemofilijom a vrednosti >1% uzimane su kao uspeSna konverzija teske u srednje teSku

hemofiliju, $to je i Zeljeni efekat profilakticke terapije koncentratom faktora.

3.1.2. Endogeni potencijal trombina (ETP)

Odredivanje endogenog potencijala trombina (ETP-eng. endogenous thrombin potential)
radeno je nakon odmrzavanja sakupljene citratne plazme, takode na automatskom koagulometru
Automated Coagulometer BCS XP Dade Behring u koji je ugraden softverski sistem - BCS®
System/ BCS® XP System. Ovaj sistem u stvari predstavlja matematicki algoritam za
automatsku korekciju vrednosti ETP u odnosu na aktivnost ap-makroglobulina vezanog za
trombin i ove vrednosti se obelezavaju sa ETP.cal (eng.- calculated). S obzirom da trombin igra
glavnu ulogu u procesu hemostaze, odredivanje njegovog formiranja, odnosno inhibicije
formiranja trombina, znacajno odrazava koagulacioni status u uzorku. Dobijene vrednosti se
izrazavaju u % normalne plazme. Koli¢ina formiranog trombina se izraZzava kao ETP.AUC.cal
(AUC — eng.- area under the curve) i predstavlja povrSinu ispod krive formiranja trombina, dok
se vrednosti maksimalnog zguSavanja obelezavaju kao ETP.Cmax.cal (eng.- maximal clotting),
Sto je prikazano na Grafikonu 1. Za aktivaciju formiranja trombina koriS¢en je tkivni faktor

(Dade® Innovin® reagens) i kalcijum hlorid.
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Kao kontrolne vrednosti koris¢ene su vrednosti ETP dobijene iz plazme 10 zdravih

ispitanika.

Grafikon 1: Graficki prikaz vrednosti ETP.AUC.cal (koli¢ina formiranog trombina) i
vrednosti ETP.Cmax.cal (maksimalnog zgrusavanja). mA/min (brzina formiranja izraZena

u miliamperima u minuti)
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3.1.3. Rotaciona tromboelastometrija (ROTEM)

ROTEM je raden iz pune citratne krvi 30-60 minuta nakon uzimanja uzorka na
automatskom koagulometru (ROTEM Coagulation Analyzier, Pentapharm, Germany). Rotem
test obezbeduje graficki prikaz kompletnog procesa koagulacije, pocevsi od aktivacije
koagulacije preko formiranja koaguluma pa sve do njegove lize. Glavni parametri koji se mere

ROTEM testom su (Grafikon 2):
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* CT (eng. — clotting time): vreme od pocetka merenja do zapocinjanja koagulacije;

predstavlja poces inicijacije koagulacije, formiranje trombina 1 pocetak polimerizacije fibrina.

* CFT (eng.- clotting formation time): vreme od zapocinjanja koagulacije do formiranja
ugruska; predstavlja proces polimerizacije fibrina i stabilizacije ugruska posredstvom trombocita

1 FXIIL

* MCF (eng.- maximum clott firmness): izrazava maksimalnu ¢vrstinu formiranog
ugruska; reprezentuje porast procesa stabilizacije ugruska putem polimerizacije fibrina,

trombocita kao 1 FXIII.

* ML (eng. — maximum lysis): prikazuje razgradnju ugruska nakon MCF; reprezentuje

proces fibrinolize.

Grafikon 2: Graficki prikaz parmetra koji se odreduju ROTEM testom: CT (clottin time),
CFT (clotting formation time, MCF (maximum clot firmness), ML (maximum lysis)

CT MCF ML
Formiranje l
ugruska
CcFT >,

vreme
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ROTEM testom se odreduju standardne analize:

* EXTEM: koagulacija se aktivira malom koli¢inom tkivnog faktora i meri se spoljasnji

put koagulacije.

* INTEM: koagulacija se aktivira preko kontaktne faze i na taj nacin se ispituje unutrasnji

put koagulacije i senzitivan je kod smanjenja ili nedostatka faktora VIII i IX

* FIBTEM: koagulacija se aktivira pomoc¢u TF kao i kod EXTEM 1 reprezentuje kolic¢inu
1 funkciju fibrinogena.

S obzirom da je kod bolesnika sa hemofilijom osnovni uzrok poremecaja koagulacije u
deficitu faktora unutraS$njeg puta — FVIII 1 FIX, kod naSih ispitanika pracene su i uporedivane
vrednosti INTEM testa. Kao §to je ve¢ napomenuto, CT meri vreme potrebno za formiranje
trombina (do zapocinjanja koagulacije koja se potom nastavlja polimerizacijom fibrina), tako da
je, preciznije rec¢eno, ispitanicima ove studije odredivan CT u INTEM testu i njegove vrednosti
koje su kod ovih bolesnika produzene, pracene su i uporedivane u odnosu na razlifite rezime
leCenja. Normalne vrednosti CT u INTEM testu su 100-240 sekundi (s). Produzen CT u INTEM

testu kod bolesnika sa hemofilijom prikazan je na Grafikonu 3.
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Grafikon 3: ProduZen CT u INTEM testu kod bolesnika sa hemofilijom

4. Biomarkeri oStec¢enja zgloba

Biomarkeri osSte¢enja zgloba odredivani su nakon odmrzavanja seruma i urina
sakupljenih uzoraka. U ovom istrazivanju, odredivana je koncentracija oligometriénog matriks

proteina (COMP) u serumu i C-terminalnoog telopeptida kolagena tip II (CTX-II) u urinu.

* COMP je u serumu ispitanika odredivan ELISA testom (Enzime Linked
Immunoabsorben Assay) pomoc¢u komercijalnog kita (AnaMar Medica, Sweden). Test se za sada
koristi samo u istrazivacke svrhe te vrednosti nisu standardizovane i uporeduju se u odnosu na
kontrolnu grupu koju u ovom istrazivanju ¢ini 10 zdravih ispitanika. Izmerene vrednosti se
izrazavaju u jedinicama na litar (U/l). Medutim, postoje izvesne preporuke za COMP a to su: <
12 U/l — predstavlja mali rizik za agresivnu destrukciju zgloba, 12-15 U/l — povecan rizik

agresivne destrukcije zgloba i >15 U/L — veoma visok rizik za agresivnu destrukciju zgloba.
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* CTX-II odredivan je ELISA testom pomocu komercijalmnog kita (CartiLaps® EIA,
Nordic Bioscience, Denmark) u urinu ispitanika. Dobijene vrednosti CTX-II korigovane su, po

savetu proizvodaca) u odnosu na vrednosti kreatinina po slede¢oj formuli:

Korigovani CTX-II u urinu (ng/mmol) = 1000 x urin CartiLaps (ng/l) / kreatinin u urinu
(mmol/l).

Dobijene vrednosti se izrazavaju u ng/mmol. I ovaj test se za sada koristi samo u svrhe
istrazivanja, nema preporucenih standardizovanih vrednosti tako da su u nasoj studiji vrednosti
dobijene u zdravoj kontroli bile osnova za uporedivane vrednosti CTX-II izmerene kod

bolesnika.

5. Radiografija zglobova

Svim bolesnicima radena je inicijalno konvencionalna radiografija zglobova: oba kolena,
oba lakatna i1 oba sko¢na zgloba iz dva pravca. Za bodovanje tezine deformiteta zgloba koris¢en
je Pettersson skor, koji je usvojila Svetska Federacija za Hemofiliju. Pettersson skor boduje 8
karakteristika zgloba i to su: osteoporoza, uzduzena epifize, iregularna subhondralna povrsina,
suzenje zglobne povrSine, subhondralna cisticna formacija, erozija zglobnih ivica, gruba
neuskladenost ivica zglobne kosti, deformitet zgloba (ugaonost ili izmestanje zglobnih kosti).
Maksimalni broj poena po zglobu je 13 a maksimalni ukupni Pettersson skor je 78 [53].
Bodovanje po pettersson skoru prikazano je na Tabeli 4. Na Slici 5 (A,B,C) prikazani su snimci

konvencionalne radiografije zgloba lakta, skocnog zgloba i kolena sa HA.

43



Tabela 4: Sistem bodovanja oStefenja zgloba u HA po Pettersson skoru

Parametar Karakteristika Broj
poena

Osteoporoza Odsustvo 0

Prisustvo 1
Izduzena epifiza Odsustvo 0

Prisustvo 1
Iregularna subhondralna Odsustvo 0
povrsina N

Parcijalna zahvacenost 1

Totalna zahvacenost 2
SuzZenje zglobne povrSine Odsustvo 0

Zglobna povrsina <Imm 1

Zglobna povrsina >1mm 2
Subhondralna cisti¢na Odsustvo 0
formacija )

I cista 1

> 1 ciste 2
Erozije zglobnih ivica Odsustvo 0

Prisustvo 1
Gruba neuskladenost ivica Odsustvo 0
zglobne kosti

Blago 1

Izrazeno 2
Deformitet zgloba Odsustvo 0
(ugaonost ili izmeStanje Blago 1
izmedu zglobnih kosti

IzraZeno 2
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Slika 5: A - Radiografski prikaz levog lakta sa potpunim nedostatkom zglobnog prostora i
subhondrijalnim cistama. B — Radiografski prikaz potpuno uniStenog desnog sko¢nog
zgloba sa maksimalnim brojem Pettersson skora. C — Radiografski prikaz oba kolena gde
vidimo da je desno koleno potpuno zdravo dok se na levom uocava iregularnost zglobne
povrSine.

A
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Statisticka obrada

U radu su od metoda deskriptivne statistike primenjene:
- mere centralne tendencije: aritmeticka sredina (x) 1 medijana (Med)
- mere varijabiliteta. Interval varijacije (min-max) i standardna devijacija (SD)

- relativni brojevi

Od metoda analiti¢ke statistike u radu su koris¢ene:
» Metode za identifikaciju empirijskih raspodela
* Metode za procenu znacajnosti razlike i to:

- Stundentov t-test za nevezane uzorke

- Studentov t-test za vezane uzorke

- Hi-kvadrat test ()(2 test)

- Fisher-ov test tacne verovatnoce

* Metode za procenu povezanosti razlike:

- Pearson-ov koeficijent linearne korelacije

- Spearman-ov koeficijent korelacije ranga

* Metode za procenu znacajnosti razlike:

- multifaktorijalna analiza varijanse (ANOVA)

46



REZULTATI RADA

U vremenskom periodu od 2010. - 2012. godine na Klinici za hematologiju, KCS, ovim
ispitivanjem obuhvaéeno je 20 bolesnika sa teSkom hemofilijom i to: 17 bolesnika sa hemofiljom
A 13 bolesnika sa hemofilijom B. S obzirom da je ispitivanje obuhvatalo obolele od hemofilije —

svi ispitanici su muSkog pola. Kontrolnu grupu ¢inilo je 10 zdravih ispitanika.

1. Deskriptivne karakteristike ispitivanih grupa u odnosu na godine starosti i

rezim leCenja

Prosecna starost svih 20 bolesnika obuhvacenih ovom studijom bila je 31.63 godine,
ranga od 19 do 55 godina, dok je prosecna starost zdravih ispitanika iznosila 33.70 godina, ranga

21 do 55 godina.

Bolesnici su podeljeni u tri grupe u odnosu na rezim lecenja: 1) 5 bolesnika primalo je
punu profilakticku dozu koncentrata FVIII 20 i.j./kg tri x nedeljno; 2) 5 bolesnika primalo je
intermedijarne doze koncentrata FVIII kao profilaksu i to 10-15 i.j./kg tri x nedeljno (prosec¢no
32 1i.j./kg nedeljno); 3) 10 bolesnika primalo je koncentrat faktora VIII/IX samo u epizodama
krvarenja (,,on demand*). Svi bolesnici na profilaksi su bolesnici sa hemofilijom A dok u grupi
koja je primala terapiju ,,on demand* 7 bolesnika ima hemofiliju A i 3 bolesnika hemofiliju B.
Nije bilo znacajne razlike u prosecnim godinama starosti kako izmedu grupa bolesnika tako i
izmedu bolesnika i zdrave kontrole (p=0.621) Sto je znacCajno za homogenost ispitivanih i
medusobno uporedivanih grupa. Distribucija bolesnika u odnosu na rezim lecenja 1 godine

starosti prikazana je na Tabeli 5 i Tabeli 6.
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Tabela 5: Struktura ispitivanih bolesnika sa hemofilijom u odnosu na rezim lecenja

ReZim le¢enja Doze faktora N %
201../kg
Pune doze profilakse 5 25
3 x nedeljno
10-15 1.
Intermedijarne doze profilakse 5 25
3 x nedeljno
Th samo u s}ucaju 10 50
“On demand” krvarenja
Ukupno 20 100
Tabela 6: Distribucija starosti ispitivanih grupa
Grupe ispitanika N |l Godine starosti (x) SD min | max | p
Pune doze profilakse 5 34.80 11.584 23 53
Intermedijarne doze 5 26.40 4.219 21 31
profilakse
»On demand*“ 10 33.80 14.635 19 55
Zdrava kontrola 10 33.70 10.371 19 55
Znacajnost razlike u 0.621
godinama izmedu grupa
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2. Testovi hemostaze

Svi bolesnici, kao §to je bilo 1 ocekivati, imali su vrednosti PV u opsegu normale. Test je

raden da bi se iskljucili drugi uzroci poremecaja koagulacije, sem urodenog deficita FVIII/IX.

2.1. Rutiniski testovi hemostaze

Od rutinskih testova hemostaze, sem PV, radeni su APTT i nivo FVIIIVIX, zbog njihove

vaznosti kod bolesnika sa hemofilijom, kako dijagnosticke tako 1 u pracenju efekta terapije.

Svi bolesnici imali su produzen APTT i to i u uzorcima krvi koji su uzeti inicijalno ali i u
uzorcima koji su uzeti nakon tri meseca prac¢enja. Ovaj podatak se odnosi i na bolesnike koji su
bili na punim, odnosno intermedijarnim dozama profilakse kao i na bolesnike koji su primali

terapiju ,,on demand®. Prose¢na vrednost APTT kod bolesnika iz sve tri grupe iznosila je 72.6s.

U grupi bolesnika koji su primali pune doze profilakse, vrednost APTT se znacajno
korigovala 20 minuta nakon primene faktora, 76.72s vs 41.2s (p=0.003), dok je prosecna

vrednost APTT nakon tri meseca pracenja bila 60.22s, §to nije statisicki znacajna razlika.

Bolesnici koji su primali intermedijarne doze profilakse imali su takode znacajno
smanjenje prosecne inicijalne vrednosti APTT u odnosu na vrednosti izmerene 20 minuta nakon
davanja faktora, 70.98s vs 49.46s (p=0.038), a prosecne vrednosti APTT nakon 3 meseca
pracenja, 62.20s, Sto nije statisticki znacajnana razlika u odnosu na inicijalne vrednosti nisu se

znacajno razlikovale od vrednosti bolesnika na punim profilaktickim dozama.

Ocekivano, prosecne vrednosti APTT u grupi bolesnika na ,,on demand* terapiji nisu se

razlikovale u uzorcima uzetim inicijalno i nakon tri meseca pracenja (75.60s vs 72.30s).

Nije bilo znacajne razlike u srednjim vrednostima APTT izmedu bolesnika na punim i
intermedijarnim dozama profilakse nakon tri meseca pracenja, ali ni izmedu ovih grupa

bolesnika i grupe koja je primala terapiju ,,on demand*.

Znacajnost promene srednjih vrednosti APTT u odnosu na period pracenja od 3 meseca i

tip terapije prikazan je na Tabeli 8.
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Tabela 8: Znacajnost promene u vrednostima APTT u odnosu na period pracenja i tip
terapije kod bolesnika sa hemofilijom

APTT (s) p
Grupe ispitanika 3
meseca
Pre Th (x) pracéenja (x)
Pune doze profilakse 76.72 60.22 0.142
Intermedijarne doze profilakse 70.98 62.20 0.580
»On demand“ 75.50 72.30 0.624
Znacajnost promene APTT izmedu grupa: 0.540

Puna vs Intermedijarna doza profilakse

Znacajnost promene APTT izmedu grupa: 0.142

Puna doza profilakse vs ,,on demand*

Znacajnost promene APTT izmedu grupa: 0.244

Intermedijarna doza profilakse vs ,,on demand*

Nivo FVIII/IX kod svih bolesnika inicijalno je iznosio < 1% s obzirom da su ovim
ispitivanjem obuhvaceni samo bolesnici sa teSkom hemofilijom. Kod bolesnika koji su primali
profilakticku terapiju, pune i intermedijarne doze, nivo FVIII/IX se korigovao > 1% u uzorcima

krvi uzetim 20 minuta nakon aplikovanja koncentrata faktora.

U grupi bolesnika koja je primala pune doze profilakse, nakon tri meseca 80% (4) ovih
ispitanika imalo je Zeljeni opseg faktora - > 1%, dok je u grupi koja je primala intermedijarne
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doze profilakse kod 40% bolesnika (2) je postignut nivo faktora >1%, Sto je bila statisticki
znacajna razlika, p=0.024 (Grafikon 3). Pokazano je da postoji znacajna razlika u zastupljenosti
vrednosti faktora > 1% ne samo izmedu bolesnika koji su primali pune doze profilakse i
bolesnika na ,,on demand* terapiji, p=0.012 ve¢ i izmedu bolesnika na intermedijarnim dozama
profilakse 1 bolesnika na ,,on demand* terapiji (kod kojih nijedan bolesnik nakon 3 meseca nije
imao vrednosti faktora > 1%, p=0.042. Na Tabeli 9 prikazana je znaCajnost promene nivoa

FVIII/IX u odnosu na period prac¢enja od tri meseca i tip terapije.

Grafikon 3: Znacajnost razlike u zastupljenosti bolesnika sa hemofilijom koji su postigli
Zeljeni nivo FVIII (>1%) izmedu grupa koje su primale punu dozu (20 i.j./kg) i
intermedijarnu dozu (10-15 i.j./kg) profilakticke terapije

m10-151]./kg FVIII
M 201 /kg FVIII

FVIII >1%
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Tabela 9: Znacajnost promene nivoa FVIII/IX >1% u odnosu na period praéenja i tip

terapije kod bolesnika sa hemofilijom

Nivo FVIII/IX > 1% p
Grupe ispitanika

% ispitanikal| % ispitanika posle

pre Th 3 meseca pracenja
Pune doze profilakse 0 80
Intermedijarne doze profilakse 0 40
,»On demand* 0 0

Znacajnost promene nivoa FVIII/IX >1%: 0.024

Puna vs Intermedijarna doza profilakse

Znacajnost promene nivoa FVIII/IX >1%: 0.012

Puna doza profilakse vs ,,on demand“

Znacajnost promene nivoa FVIII/IX >1%: 0.046

Intermedijarna doza profilakse vs ,,on demand“

2.2.  Test za odredivanje potencijala endogenog trombina (ETP)

U ovoj studiji bolesnicima je odredivan test potencijala endogenog trombina (ETP)
inicijalno, 20 minuta nakon prve aplikacije koncentrata faktora (kod bolesnika na profilaksi) 1
nakon tri meseca profilakse, odnosno pracenja. Merene su vrednosti koliine stvorenog trombina
(ETP.AUC.cal) i vrednosti maksimalnog zgrusavanja (ETP.Cmax.cal), izrazene u procentima u

odnosu na vrednosti normalne plazme.

U grupi bolesnika koji su primali pune doze profilakticke terapije, srednja vrednost

ETP.AUC.cal izmerena inicijalno, pre zapocinjanja terapije, iznosila je 92.7700, srednja vrednost
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ETP.AUC.cal izmerena 20 minuta nakon aplikovanja prve doze terapije iznosila je 93.8300, dok
je srednja vrednost ETP.AUC.cal izmerena 3 meseca nakon redovne profilakse u punim dozama
koncentrata faktora iznosila 96.5900. Dokazana je znacajna statisticka razlika izmedu srednjih
vrednosti ETP.AUC.cal izmerenih inicijalno i nakon tri meseca profilakse punim dozama
koncentrata faktora, p=0.042. Naime, vrednosti ETP.AUC.cal nakon tri meseca redovne
profilakse u punim dozama bile su znacajno vece u odnosu na inicijalne vrednosti, odnosno
koli¢ina stvorenog trombina bila je znac¢ajno veca nakon tri meseca profilakse punim dozama

koncentrata faktora (Tabela 10, Grafikon 4).

Tabela 10: Znacajnost razlike srednjih vrednosti ETP.AUC.cal pre terapije i posle tri

meseca profilakse punim dozama koncentrata faktora kod bolesnika sa hemofilijom

Vreme uzimanja uzorka kod bolesnika na ETP. AUC.cal p
profilaksi punim dozama faktora (%) SP
Pre Th 92.7700 35.45620
20 minuta nakon prve i.v. aplikacije faktora 93.8300 31.50118
Posle 3 meseca profilakse 96.5900 35.3396
Znacajnost razlike ETP.AUC.cal 0.042

Pre Th i posle 3 meseca Th
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Grafikon 4: Graficki prikaz znacajnosti razlike srednjih vrednosti ETP.AUC.cal pre i posle

3 meseca profilakse punim dozama faktora — 20 i.j./kg 3 x nedeljno kod bolesnika sa

hemofilijom
ETP.AUC.cal
% p=0.042
98
96 A
94
=-20i.j./kg FVIII
92 j-/kg
90 | !
Broi uzorka
1 2 3

Kod bolesnika koji su primali intermedijarne doze koncentrata faktora, srednja vrednost
ETP.AUC.cal pre terapije bila je 102.3600, 20 minuta nakon aplikacije faktora srednja vrednost
ETP.AUC.cal je iznosila 103.0900, a srednja vrednost ETP.AUC.cal posle tri meseca profilakse
intermedijarnim dozama iznosila je 105.2400. Medutim, u ovoj grupi bolesnika, nije bilo
statisticki znacajne razlike u srednjim vrednostima ETP.AUC.cal pre 1 nakon tri meseca
profilakricke terapije intermedijarnim dozama faktora, p=0.352. Koli€ina stvorenog trombina
nije bila znacajno veca nakon tri meseca profilakse faktorom u dozi od 10-15 ij./kg tri x

nedeljno u odnosu na inicijanbe vrednosti (Tabela 11, Grafikon 5).
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Tabela 11: Znacajnost razlike srednjih vrednosti ETP.AUC.cal pre terapije i posle tri

meseca profilakse intermedijarnim dozama koncentrata faktora kod bolesnika sa

hemofilijom
Vreme uzimanja uzorka kod bolesnika na ETP. AUC.cal SD p
profilaksi intermedijarnim dozama faktora (%)
Pre Th 102.3600 12.26394
20 minuta nakon prve i.v. aplikacije faktora 103.0900 13.20783
Posle 3 meseca profilakse 105.2400 12.59436
Znacajnost razlike ETP.AUC.cal 0.352

Pre Th i posle 3 meseca Th

Grafikon 5: Grafic¢ki prikaz znacajnosti razlike srednjih vrednosti ETP.AUC.cal pre i posle

3 meseca profilakse intermedijarnim dozama faktora — 10-15 i.j./kg 3 x nedeljno kod

bolesnika sa hemofilijom

ETP.AUC.cal
& p=0.352
106
4
104
102 N ¢ +-10-15i.j./kg
FVIII
100 |
Broj uzorka
1 2
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U grupu bolesnika na “on demand” terapiji, takode nije bilo znacajne razlike u srednjim
vrednostima ETP.AUC.cal, inicijalnim i nakon 3 meseca prac¢enja (91.635 vs 93.7250, p=0.561)

Sto je 1 bio ocekivani rezultat (Tabela 12).

Tabela 12: Znacajnost razlike srednjih vrednosti ETP.AUC.cal inicijalno i posle tri meseca

pracenja bolesnika sa hemofilijomna ,,on demand* terapiji

Vreme uzimanja uzorka kod bolesnika na ETP. AUC.cal p

. SD
,»on demand* terapiji (%)

Inicijalno 91.635 21.2198
Posle 3 meseca pracenja 93.7250 16.03342
Znacajnost razlike ETP.AUC.cal 0.561

inicijalno i posle 3 meseca pracenja

Za razliku od ETP.AUC.cal, srednje vrednosti ETP.Cmax.cal (izraZzene u % vrednosti
normalne plazme), odnosno vrednosti maksimalne koagulacije, nisu se medusobno znacajno

razlikovale ni u jednoj grupi bolesnika u odnosu na vreme kada su uzeti uzorci plazme.

Kod bolesnika koji su bili na punim dozama profilakticke terapije, srednje vrednosti
ETP.Cmax.cal pre terapije iznosile su: inicijalno — 91.7800, nakon 20 minuta od aplikovanja
koncentrata faktora — 94.4400 i posle tri meseca profilakse — 98.7500. Nije bilo statisticki
nznacajne razlike izmedu inicijalne vrednosti 1 vrednosti ETP.Cmax.cal nakon 3 meseca

profilakticke terapije punim dozama koncentrata faktora, p=0.123 (Tabela 13).
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Tabela 13: Znacajnost razlike srednjih vrednosti ETP.Cmax.cal pre terapije i posle tri

meseca profilakse punim dozama koncentrata faktora kod bolesnika sa hemofilijom

Vreme uzimanja uzorka kod bolesnika na ETP.Cmax.cal p
profilaksi punim dozama faktora (%) 5P
Pre Th 91.7800 23.75822
20 minuta nakon prve i.v. aplikacije faktora 94.4400 18.54068
Posle 3 meseca profilakse 98.7500 19.36543
Znacajnost razlike Pre Th i posle 3 meseca Th 0.123

U grupi bolesnika koji su primali intermedijarne doze koncentrata faktora, srednje

vrednosti ETP.Cmax.cal iznosile su: inicijalno — 99.1700, 20 minuta nakon i.v. davanja faktora —

100.8400 1 posle 3 meseca profilakse intermedijarnim dozama koncentrata faktora - 101.6300.

Nije bilo statisticki znacajne razlike u ovoj grupi bolesnika izmedu srednjih vrednosti

ETP.Cmax.cal u uzorcima plazme koji su uzeti inicijalno i posle tri meseca profilakse, p=0.305

(Tabela 14).
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Tabela 14: Znacajnost razlike srednjih vrednosti ETP.Cmax.cal pre terapije i posle tri

meseca profilakse intermedijarnim dozama Kkoncentrata faktora kod bolesnika sa

hemofilijom

Vreme uzimanja uzorka kod bolesnika na ETP. Cmax.cal SD p
profilaksi intermedijarnim dozama faktora (%)
Pre Th 99.1700 8.7633
20 minuta nakon prve i.v. aplikacije faktora 100.8400 10.31500
Posle 3 meseca profilakse 101.6300 8.17944
Znacajnost razlike ETP.Cmax.cal 0.305

Pre Th i posle 3 meseca Th

Razlika srednjih vrednosti ETP.Cmax.cal kod bolesnika na ,,on demand* terapiji nije bila

statistiCki znacajna u uzorcima plazme koji su uzeti inicijalno - 92.1450 i posle tri meseca

pracenja - 92.6050, p=0.916 (Tabela 15).
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Tabela 15: Znacajnost razlike srednjih vrednosti ETP.Cmax.cal inicijalno i posle tri

meseca pracenja bolesnika sa hemofilijom na ,,on demand* terapiji

Vreme uzimanja uzorka kod bolesnika na | ETP. Cmax.cal p

. SD
,»on demand* terapiji (%)

Inicijalno 92.1450 20.76226
Posle 3 meseca pracenja 92.6050 13.12450
Znacajnost razlike ETP.Cmax.cal 0.916

inicijalno i posle 3 meseca pracenja

U ovom istrazivanju, rezultati testova ETP dokazali su znacajno povecanje ETP.AUC.cal
(povecanje koliine stvorenog trombina) kod bolesnika sa hemofilijom A nakon tri meseca
redovne primene profilaktiCke terapije koncentratom faktora VIII u dozi od 20 i.j./kg tri x

nedeljnbo.

2.3. Testovi rotacione tromboelastometrije (ROTEM)

Svim bolesnicima u ovom istrazivanju odredivani su testovi rotacione
tromboelastometrije (ROTEM): inicijalno, 20 minuta nakon davanja prve doze koncentrata
faktora (kod bolesnika na profilaksi) i tri meseca nakon profilakse, odnosno pracenja. U svakom
uzorku plazme odredivan je FIBTEM, EXTEM i INTEM, a za svaki od ovih testova mereni su:
CT, CFT, MCF 1 ML. Testovi FIBTEM i1 EXTEM bili su u granicama normale kod svih
ispitanika, S§to je bio ocekivani rezultat. S obzirom da grupu ispitanika ¢ine bolesnici sa
hemofilijom, odnosno deficitom faktora unutrasnjeg puta koagulacije — FVIII ili FIX, od
posebnog znacaja imale su vrednsoti INTEM testa, tacnije vrednost CT u INTEM testu kojim se

meri vreme potrebno za stvaranje trombina i zapocinjanja koagulacije procesom polimerizacije
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fibrina. Zbog pojednostavljivanja preglednosti podataka, CT u INTEM testu metodom ROTEM,
izrazen u sekundama (s) obelezeni su sa: ROTEM-1 — uzorci krvi uzeti inicijalno, ROTEM-2 —
uzorci krvi uzeti 20 minuta nakon prve i.v.aplikacije koncentrata faktora kod bolesnika na
profilaktickoj terapiji i ROTEM-3 — uzorci krvi uzeti 3 meseca nakon primene profilakticke

terapije,odnosno nakon pracenja kod bolesnina na ,,on demand* terapiji.

U grupi bolesnika koji su primali pune doze profilakticke terapije, srednja vrednosti
ROTEM-1 iznosila je 355.20s, srednja vrednost ROTEM-2 — 170.60s i izmerena srednja
vrednost ROTEM-3 bila je 277.60s. Razlika srednjih vrednosti ROTEM-2 i ROTEM-1 bila je
statistiCki znacajna, p=0.002, ali razlika srednjih vrednosti ROTEM-3 i ROTEM-1 nije bila
statisticki znacajna, p=0.099 (Tabela 16, Gafikon 6). Dokazana je statisticki znacajno skracen
ROTEM-2 (20 minuta nakon aplikovanja faktora) u odnosu na vrednosti ROTEM-1 (vrednosti
pre aplikovanja faktora), ali nije dokazana statistiCka znacajnost u vrednostima ROTEM-3 (tri

meseca posle profilakse punim dozama faktora) i ROTEM-1.

Tabela 16: Znacajnost razlike srednjih vrednosti ROTEM pre terapije i posle tri meseca

profilakse punim dozama koncentrata faktora kod bolesnika sa hemofilijom

ROTEM Srednje vrednosti ROTEM (s) SD p
ROTEM-1 355.20 61.235
ROTEM-2 170.60 13.483
ROTEM-3 277.60 71.444

Znacajnost razlike ROTEM-2 i ROTEM-1 0.002
Znacajnost razlike ROTEM-3 i ROTEM-1 0.099
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Grafikon 6: Graficki prikaz razlike srednjih vrednosti ROTEM-1, 2 i 3 kod bolesnika sa

hemofilijom na profilaksi punim dozama faktora — 20 i.j./kg 3 x nedeljno

P rOTEM-2-ROTEM-1 = 0.002

sekunde P roTEM-3-ROTEM-1 = 0.099
400 T
300
10 =-20i.j./kg FVIII

0 | : |

> v >
Q\O Q\O Q\O

U grupi bolesnika koji su primali intermedijarne doze profilaticke terapije koncentratom
faktora, srednje vrednosti ROTEM su bile slede¢e: ROTEM-1 — 334.40, ROTEM-2 — 195.20 1
ROTEM-3 — 372.20. Razlika srednjih vrednosti ROTEM-2 i ROTEM-1 takode je bila statisticki
znacajna, p=0.008, dok razlika srednjih vrednosti ROTEM-3 i ROTEM-1 nije imala statisti¢ku
znacajnost, p=0.148. ROTEM se znacajno skra¢ivao 20 minuta nakon aplikovanja faktora, ali
nakon tri meseca profilakse intermedijarnim dozama znacajnost razlike ROTEM u odnosu na

inicijalne vrednosti nije bila statisticki znacajna (Tabela 17, Grafikon 7).
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Tabela 17: Znacajnost razlike srednjih vrednosti ROTEM pre terapije i posle tri meseca

profilakse intermedijarnim dozama koncentrata faktora kod bolesnika sa hemofilijom

ROTEM Srednje vrednosti ROTEM (s) SD p
ROTEM-1 334.40 60.855
ROTEM-2 195.20 23910
ROTEM-3 372.20 76.588

Znacajnost razlike ROTEM-2 i ROTEM-1 0.008
Znacajnost razlike ROTEM-3 i ROTEM-1 0.148

Grafikon 7: Graficki prikaz razlike srednjih vrednosti ROTEM-1, 2 i 3 kod bolesnika sa

hemofilijom na profilaksi intermedijarnim dozama faktora — 10-15 i.j./kg 3 x nedeljno

P roTEM-2-ROTEM-1 = 0.008

sekunde P rOTEM-3-ROTEM-1 = 0.148
400 -
300 \\//
200 --10-15i.j./kg
100 FVIII
0 . i

ROTEM-1 ROTEM-2 ROTEM-3
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Medutim, dokazana je statisticki znacajna razlika u srednjim vrednostima ROTEM-3
(277.60 vs 372.20) izmedu bolesnika na punoj i intermedijarnoj dozi profilakse, odnosno
bolesnici koji su primali pune doze profilakti¢ke terapije koncentratom faktora imali su znacajno
manje vrednosti ROTEM nakon tri meseca terapije u odnosu na bolesnike koji su primali

intermedijarne doze profilakse, p=0.025 (Tabela 18, Grafikon 8).

Tabela 18: Znacajnost razlike srednjih vrednosti ROTEM-3 izmedu bolesnika sa
hemofilijom koji su primali pune doze i bolesnika koji su primali intermedijarne doze

profilakticke terapije koncetratom faktora

ROTEM Srednje vrednosti ROTEM (s) SD p

ROTEM-3

Bolesnici na punoj dozi 277.60 71.444

profilakse faktorom

ROTEM-3

e .. ) 372.20 76.588

Bolesnici na intermedijarnoj
dozi profilakse faktorom
Znacajnost razlike srednje vrednosti ROTEM-3 bolesnika na punoj dozi i 0.025

intermedijarnoj dozi profilakse faktorom
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Grafikon 8: Graficki prikaz razlike srednjih vrednosti ROTEM-3 izmedu bolesnika sa

hemofilijom na profilaksi punim dozama — 20 i.j./kg i intermedijarnim dozama faktora —

10-15i.j./kg 3 x nedeljno

P (ROTEM-3pune doze - ROTEM-3 intermedijarne doze) = 0.025

sekunde
400
350 /J
300 N
250 9/’ ==20i.j./kg FVIII
200 -#-10-15i.j./kg FVIII
150
100

50

0 I | |
ROTEM-1 ROTEM-2 ROTEM-3

Kod bolesnika lecenih samo “on demand”, srednja vrednost ROTEM-1 iznosila je 291.40
dok je srednja vrednost ROTEM-3 bila 307.40, odnosno izmedu ovih vrednosti nije bilo
statisticki znacajne razlike, p=0.252 (Tabela 19)

64



Tabela 19: Znacajnost razlike srednjih vrednosti ROTEM-3 i ROTEM-1 kod bolesnika sa

hemofilijom na ,,on demand* terapiji

ROTEM Srednje vrednosti ROTEM (s) SD p
ROTEM-3 307.40 59.186
ROTEM-1 291.40 67.902

Znacajnost razlike ROTEM-3 — ROTEM-1 bolesnika na ,,on demand* terapiji 0.252

U grupi bolesnika koji su primali punu dozu profilakse, nakon tri meseca terapije
produzen ROTEM-3 imala su dva bolesnika, odnosno 40%, dok je u grupi koja je primala
intermedijarne doze profilakse kao i u grupi na ,,on demand* terapiji, ROTEM-3 bio produzen
kod svih bolesnika iz date grupe, odnosno 100%. Zastupljenost bolesnika sa produzenim
ROTEM-3 je bila statisticki znacajno veca u grupi bolesnika koja je primala intermedijarne doze
profilakticke terapije u odnosu na grupu bolesnika koja je primala pune doze profilakticke
terapije koncentratom faktora, p=0.038 (Tabela 20, Grafikon 9). Rezultati takode pokazuju da su
bolesnici na ,,on demand* terapiji imali porast vrednosti COMP-2 §to jasno ukazuje na znacaj

profilakse u o¢uvanju zglobova.
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Tabela 20: Znacajnost razlike u zastupljenosti produZenih vrednosti ROTEM-3 izmedu

bolesnika sa hemofilijom na punim i intermedijarnim dozama profilakse

Puna doza p
ROTEM Intermedijarna doza profilakse
profilakse
ProduzZzen ROTEM-3 (%) 40 100
Normalan ROTEM-3 (%) 60 0
Znacajnost razlike produZenih vrednosti ROTEM-3 izmedu bolesnika na 0.038
intermedijarnim i punim dozama profilakse
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Grafikon 9: Graficki prikaz zastupljenosti produzenog ROTEM-3 (posle tri meseca
profilakse) izmedu bolesnika sa henofilijom na punim i intermedijarnim dozama

profilakticke terapije

100
80
60
40

10-15ij./kg Fvil ~ ®201ij./kg FVIII
20

" 20ij./kg FVII
. = 10-15 i.j./kg FVIII

produzen
ROTEM-3

U ovoj studiji, ROTEM testovi su pokazali da postoji znacajna razlika izmedu vrednosti
ROEM-2 i ROTEM-1 u obe grupe bolesnika koji su na profilakti¢koj terapiji, bilo punim ili
intermedijarnim dozama koncentrata faktora. Vrednosti ROTEM-3 su znacajno niZze u grupi
bolesnika koja prima pune doze profilakse u odnosu na vrednosti ROTEM-3 kod bolesnika na
intermedijsrnim dozama profilakse, a takode je 1 zastupljenost bolesnika sa produzenim
vrednostima ROTEM-3 znacajno manja u grupi bolesnika koja prima pune doze profilakticke

terapije u odnosu na grupu bolesnika koja je na intermedijarnim dozama profilakse.

3. Biomarkeri razgradnje zglobne hrskavice

U ovom istrazivanju ispitivan je znacaj biomarkera koji nastaju procesom razgradnje
zglobne hrskavice prilikom procesa oSte¢enja zgloba usled evidentnih ili okultnih krvarenja

kod bolesnika sa hemofilijom. Procenjivan je znacaj sledec¢ih markera ostecenja zgloba, kao
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degradacionih produkata zglobne hrskavice: COMP u serumu i CTX-II u urinu bolesnika sa
hemofilijom. Uporedivane su koncentracije ovih biomarkera u odnosu na razliite rezZime
leCenja kao 1 u odnosu na visinu Pettersson skora, kojim se stepen destrukcije zgloba

procenjuje metodom konvencionalne radiografije.

3.1. Oligometri¢ni matriks protein hrskavice (COMP)

Razgradnjom zglobne hrskavice u serum se oslobada njen degradacioni produkt iz
ekstracelularnog matriksa — oligometri¢ni matriks protein — COMP. Bolesnicima sa hemofilijom
koji su obuhvaceni istrazivanjem u ovoj studiji, koncentracija COMP u serumu je odredivana
inicijalno 1 posle tri meseca profilakticke terapije punim ili intermedijarnim dozama koncentrata
faktora, odnosno nakon tri meseca prac¢enja kod bolesnika na “on demand” terapiji. Radi bolje
preglednosti iznetih podataka, inicijalni nivo COMP obelezen je sa COMP-1 dok je COMP koji
je odredivan nakon tri meseca oznacen kao COMP-2. Vrednosti izmerene koncentracije COMP u

serumu izrazene su u U/l.

U grupi bolesnika koji su primali pune doze profilakse koncentratom faktora, srednja
vrednost koncentracija COMP-2 je bila znacajno niza u odnosu na COMP-1, 12.4 vs 16.5,
p=0.043. Znacajnost promene srednje vrednosti COMP-2 u odnosu na COMP-1 nije utvrdena u
grupi bolesnika koji su primal intermedijarne doze profilakticke terapije, kao ni u grupi bolesnika

na “on demand” terapiji (Tabela 21).
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Tabela 21: Znacajnost razlike COMP-1 i COMP-2 u ispitivanim grupama bolesnika sa

hemofilijom:
COMP-1 COMP-2 P
Grupe bolesnika u odnosu na rezim leenja
(xu UN) xuUN)
Puna doza profilakse 16.5 12.4 0.043
Intermedijarne doze profilakse 10.1 9.1 0.080
»On demand* 11.35 13.55 0.114

Dokazano je da je razlika u srednjim vrednostima izmedu COMP-1 i COMP-2 grupe
bolesnika koji su primali pune doze profilakse znac¢ajno vec¢a u odnosu na razliku COMP-1 i
COMP-2 u grupi bolesnika koji su bili na profilaksi intermedijarnim dozama, 4.64 vs 1.38,
p=0.028. Takode, dokazana je i znaCajnost razlike COMP-1 i COMP-2 izmedu grupa
bolesnika koji su primali pune doze profilakse 1 bolesnika na “on demand” terapiji, 4.64 vs -
1.42, p=0.010, ali 1 znacajnost razlike COMP-1 1 COMP-2 izmedu grupa bolesnika koji su
pimali intermedijarne doze profilakse i bolesnika na “on demand” terapiji, 1.38 vs -1.42,
p=0.020 (Tabela 22). Smanjenje koncentracije degradacionog produkta hrskavice u serumu —
COMP u toku pracenja, bilo je znacajno vece kod bolesnika na profilaktickoj terapiji punim
dozama faktora u odnosu kako na bolesnike koji su primali intermedjarne doze profilakse
tako 1 u odnosu na bolesnike na “on demand” terapiji, ali su i bolesnici na profilaksi
intermedijarnim dozama faktora imali znafajno vece smanjenje koncentracije COMP u

odnosu na bolesnike na “on demand” terapiji.
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Tabela 22: Znacajnost razlike srednjih vrednosti COMP-1 i COMP-2 u serumu kod

bolesnika sa hemofilijom na razli¢itim reZimima lec¢enja

COMP-1 - p
Grupe bolesnika u odnosu na rezim le¢enja COMP-2 SD
(razlika u U/1)

Puna doza profilakse 4.64 0.32
Intermedijarne doze profilakse 1.38 0.34
,»On demand* -1.42 0.69

Znacajnost razlike COMP-1 — COMP-2 izmedu grupa na punoj dozi i 0.028

intermedijarnoj dozi profilakse
Znacajnost razlike COMP-1 — COMP-2 izmedu grupa na punoj dozi profilakse i na| 0.010
»on demand“ terapiji
Znacajnost razlike COMP-1 — COMP-2 izmedu grupa na intermedijarnoj dozi 0.020
profilakse i na ,,on demand“ terapiji

3.2. C-terminalni telopeptid kolagena tip II (CTX-II)

Degradacioni produkt kolagena zglobne hrskavice, CTX-II, odredivan je u uzorcima
jutarnjeg urina svim ispitanicima i to: inicijalno i posle tri meseca profilakticke terapije
koncentratom faktora u punim dozama ili intermedijarnim dozama, odnosno nakon tri meseca
prac¢enja kod bolesnika na “on demand” terapiji. CTX-II u urinu koji uzet inicijalno oznacen je
kao CTX-II-1 a CTX-II iz uzorka urina uzetog nakon tri meseca profilakse/pracenja obelezen je

kao CTX-II-2. Vrednosti CTX-II izrazene su u ng/mmol.
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U grupi bolesnika koji su primali pune doze profilakse koncentratom faktora, srednja
vrednost koncentracija CTX-II-2 je bila znac¢ajno niza u odnosu na CTX-II-1, 340.20 vs 482.34,
p=0.043. Takode je utvrdena znacajnost promene srednje vrednosti CTX-II-2 u odnosu na CTX-
II-1 T u grupi bolesnika koji su bili na profilaktickoj terapiji intermedijarnim dozama, 253.81 vs
397.61, p=0.048. Znacajnost promene srednje vrednosti CTX-II-2 u odnosu na CTX-II-1 nije

utvrdena u u grupi bolesnika na “on demand” terapiji (Tabela 2).

Tabela 23: Znacajnost razlike CTX-II-1 i CTX-II-2 u ispitivanim grupama bolesnika sa

hemofilijom:

; o CTX-1I-1 CTX-II-2 p
Grupe bolesnika u odnosu na rezim leCenja

(x u ng/mmol) (x u ng/mmol)

Puna doza profilakse 482.34 340.20 0.043
Intermedijarne doze profilakse 397.61 253.81 0.048
»On demand* 525.68 510.62 0.575

Dokazano je da je razlika u srednjim vrednostima izmedu CTX-II-1 1 CTX-II-2grupe
bolesnika koji su primali pune doze profilakse znacajno ve¢a u odnosu na razliku CTX-II-1 i
CTX-II-2 u grupi bolesnika koji su leeni “on demand”, 102.64 vs 10.36, p=0.014. Takode je
dokazana znacajnost razlike CTX-II-1 1 CTX-II-2 izmedu grupa bolesnika na intermedijarnim
dozama profilakticke terapije i bolesnika na “on demand” terapiji, 93.38 vs 10.36, p=0.027.
Medutim, nije dokazana znacajnost razlike CTX-II-1 i CTX-II-2 izmedu grupa bolesnika koji su
primali pune doze profilakse i bolesnika na intermedijarnim dozama profilakticke terapije,
102.64 vs 93.38, p=0.754 (Tabela 22). Smanjenje degradacionog produkta kolagena hrskavice —

CTX-II je bilo znacajno vece nakon tri meseca kod bolesnika koji su primali pune doze
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profilakticke terapije u odnosu na bolesnike na “on demand” terapije kao i1 kod bolesnika koji su
primali intermedijarne doze profilaktiCke terapije u odnosu na bolesnike na “on demand” terapiji,

ali nije bio znacajne razlike izmedu grupa na punoj i intermedijarnoj dozi profilakse.

Tabela 23: Znacajnost razlike srednjih vrednosti CTX-II-1 i CTX—II-2 u urinu kod

bolesnika sa hemofilijom na razli¢itim rezimima le¢enja

CTX-II-1 — p
Grupe bolesnika u odnosu na rezim le¢enja CTXII-2 SD

(X u ng/mmol)

Puna doza profilakse 102.64 9.78

Intermedijarne doze profilakse 93.38 10.34

,»On demand* 10.36 8.19
Znacajnost razlike CTX-II-1 — CTX-II-2 izmedu grupa na punoj dozi i 0.754

intermedijarnoj dozi profilakse

Znacajnost razlike CTX-II-1 — CTX-II-2 izmedu grupa na punoj dozi profilaksei | 0.014
na ,,on demand* terapiji

Znacajnost razlike CTX-1I-1 — CTX-II-2 izmedu grupa na intermedijarnoj dozi 0.027
profilakse i na ,,on demand“ terapiji

Kao S§to se moze videti, kod bolesnika koji su bili na “on demand” terapiji, srednje
vrednosti COMP-2 (izmerene u uzorcima seruma posle tri meseca pracenja) su vece od
inicijalnih vrednosti COMP-1 zbog ¢ega i vrednosti razlika COPM-1 — COMP-2 ima negativan

predznak, odnosno iznosi -1.42.
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3.3. Analiza povezanosti biomarkera razgradnje hrskavice i Pettersson skora

Stepen ostec¢enja zgloba procenjivan je na osnovu radiografije zglobova kolena, lakatnih 1
sko¢nih zglobova i bodovanjem Pettersson skorom. Maksimalni broj bodova po zglobu je 13 a
maksimalni ukupni Pettersson skor iznosi 78. U ovoj studiji radena je procena povezanosti
Pettersson skora (izrazena u ukupnom broju bodova) i koncentracije biomarkera razgradnje

hrskavice — COMP u serumu i CTX-II u urinu u inicijalno uzetim uzorcima svih bolesnika.

Utvrdeno je da postoji znacajna pozitivna korelacija izmedu vrednosti izmerene
koncentracije COMP u serumu i broja bodova u Pettersson skoru, r=0.602, p=0.006 (Grafikon
10). Takode je utvrdena i znacajna pozitivna korelacije izmedu koncentracije CTX-II u urinu i

broja bodova u Pettersson skoru, r=0.580, p=0.009 (Grafikon 11).

U Pettersson skoru, jedna od komponenti skora, odnosno jedna od karakteristika koja se
boduje jeste suzenje zglobnog prostora (JSN — eng. “joint space narrowing”). U ovom
istrazivanju Pettersson-JSN je od svih komponenti skora bio najznacajnije povezan sa
koncentracijom biomarkera degradacije hrskavice. Dokazana je znaCajna pozitivna korelacije
izmedu koncentracije COMP u serumu i prisustva Pettersson-JSN, r=0.540, p=0.017 (Grafikon
12). Takode je dokazana i znacajna pozitivna korelacije izmedu koncentracije CTX-II u urinu i

prisustva Pettersson-JSN, r=0.583, p=0.009 (Grafikon 13). .
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Grafikon 10: Korelacija COMP i ukupnog Peterson skora
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U-CTX-ll

Grafikon 11: Korelacija CTX-II u urinu (U-CTX-II) i ukupnog Pettersson skora
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COMP UI

Grafikon 12: Korelacija COMP i prisustva komponente Pettersson skora — suZenje

zglobnog prostora (Pettersson-JSN)
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U-CTX-ll

Grafikon 13: Korelacija CTX-II u urinu (U-CTX-II) i prisustva komponente

Pettersson skora — suzenje zglobnog prostora (Pettersson-JSN)
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DISKUSIJA

Spontana, rekurentna krvarenja u zglobove predstavljaju glavnu odliku hemofilije koja
dovodi do vodeceg uzroka morbititeta ovih bolesnika, odnosno do pojave HA 1 invaliditeta
[6,51,53]. Da bi se smanjila u€estalost krvarenja u zglobove i prevenirao ili usporio razvoj HA,
osmisljen je koncept primene profilakticke terapije deficitnim faktorom (FVIII/IX). Zlatnim
standardom smatra se profilakti¢ki rezim definisan od strane Svedske grupe — Nilsson i sar., koji
podrazumeva primenu 20-40 i.j./kg tri x nedeljno koncentrata FVIII kod hemofilije A i 2 x
nedeljno FIX kod bolesnika sa hemofilijom B [4,37-39]. Cilj profilakticke terapije je da odrzava
nivo faktora u plazmi iznad 1%, odnosno da bolesnike sa teSkom hemofiljom prevede u grupu
bolesnika sa srednje teSkom hemofilijom 1 time smanji broj spontanih epizoda krvarenja u
zglobove [35]. U novijoj literature, preporucene doze za profilakticku terapiju deficijentnim
faktorom krecu se od 25-40 ij./kg tri x nedeljno za hemofiliju A, odnosno dva x nedeljno za
hemofiliju B [36]. S obzirom na visoke troskove primene profilakse, mnoge publikacije koje su
se bavile temom profilakticke terapije hemofilije sugerisale su da bi trebalo jasnije definisati
minimum doze profilakticke terapije koja bi bila efektivnija u odnosu na “on demand” tretman,
¢ime bi primena profilakse bila dostupnija za Siru primenu i u zemljama u razvoju [35,36]. Za
sada najasnije definisana primena manjih doza profilaktiCke terapije, takozvanih intermedijarnih
doza, preporucena je od strane Holandske grupe — Van den Berg i sar., a to je doza od 15-25

1.j./kg dva do tri puta nedeljno [42-44].

U nasoj studiji, u odnosu na rezim leCenja, bolesnici su podeljeni u tri grupe. Grupa koja
je primala profilakti¢ku terapiju u punim dozama, po preporukama Svedske grupe, a to je 20
1.j./kg tri x nedeljno. Takvih bolesnika bilo je 5 sa dijagnozom hemofilije A te je kao profilaksa
primenjivan koncentrat FVIII. Grupa koja je primala intermedijarne doze profilakse obuhvatala
je 5 bolesnika sa hemofilijom A 1 primenjivan je koncentrat FVIII u dozi 10-15 1j./kg tri x
nedeljno. Prose¢na nedeljna doza primenjenog koncentrata FVIII u ovoj grupi iznosila je 32
ij./kg. U profilaktickoj primeni intermedijarnih doza faktora preporucenoj od navedene

Holandske grupe, procecna nedeljna doza iznosila je 35 1.j./kg, §to je priblizno nedeljnoj dozi
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nasSih bolesnika na internedijarnim dozama profilakse. Grupu na “on demand” terapiji Cinilo je

10 bolesnika, 7 sa hemofilijom A i 3 sa hemofilijom B.

U rutinskim testovima hemostaze, promene srednjih vrednosti APTT testa nakon tri
meseca profilakse, odnosno pracenja, nisu se znacajni razlikovale kod naSih ispitanika. Cilj
profilakticke terapije je odrzavanje nivoa FVIII/IX >1% u plazmi, $to nije dovoljni za znacajniju
korekciju APTT. Medutim, bilo je znacajne promene u postizanju Zeljenog nivoa FVIII/IX >1%
u dnosu na rezim lecenja. U grupi koja je bila na redovnoj primeni profilakticke terapije u punim
dozama, 80 % bolesnika (4 od 5 bolesnika) je nakon tri meseca imalo plazmatski nivo FVIII
>1%, dok je u grupi koja je bila na intermedijarnim dozama profilakse 40% (2 od 5 bolesnika)
postiglo je Zeljeni nivo FVIII>1%, S§to je bila statisti€¢ki znacajna razlika (p=0.038). U grupi
bolesnika na “on demand” terapiji, oc€ekivano, nijedan bolesnik (0%), nije postigao nivo
FVII/IX>1%. Znacajna razlika u stopi bolesnika koji su nakon tri meseca postigli Zeljeni nivo
faktora >1% bila je izmedu grupa na punim dozama profilakse i na “on demand” terapiji,
p=0.012, ali dokazana je i znacajna razlika izmedu grupa na internedijarnim dozama profilaakse i
na “on demand” terapiji, p=0.042. Svedska grupa je pokazala da doza od 20-40 i.j./kg tri x
nedeljno postize cilj profilakticke terapije, odnosno da odrzava nivo faktora >1% [37,38].
Holandska grupa u svom prikazu rezultata prac¢enja bolesnika na intermedijrrnim dozama
profilakse naznacila je da cilj studije nije bio u postizanju nivoa faktora >1% ve¢ da se smanji
broj epizoda krvarenja a time 1 stepen HA u odnosu na bolesnike na “on demand” terapiji, tako
da u odnosu na Svedsku grupu nisu komparirali nivo faktora >1% ove dve grupe bolesnika [42].
Holandska studija je postigla svoj cilj a to je da su intermedijrnim dozama profilakse znacajno
smanjili godi$nji broj epizoda krvarenja a stepen HA meren Pettersson skorom bio je znatno
manji u odnosu na bolesnike na “on demand” terapiji [42,44]. Takode ni studija koja je poredila
efikasnost profilakti¢kih rezima Svedske i Holandske grupe, odnosno profilakse u hemofiliji
punim i intermedijarnim dozama, nije procenjivala razlike doznih rezima u odnosu na nivo
faktora >1%, ve¢ takode u odnosu na godisnji broj epizoda krvarenja i na stepen HA bodovan
Pettersson skorom, ¢ime je dokazala znaCajnu razliku u korist profilaktickog rezima punim

dozama Svedske grupe [44].
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U nedavno publikovanim istrazivanjiima zapazeno je nivo FVIII/IX nije uvek u korelaciji
sa tezinom klinicke slike hemofilije, odnosno tezine krvarenja [54]. Uoceno je da i bolesnici sa
srednje teSkom (FVII/IX 1-5%) i blagom hemofilijom (FVII/IX >5%) mogu imati epizode
ozbiljnog krvarenja [54]. Takode, sa druge strane, publikovane su studije koje su pokazale da
oko 10% bolesnika sa teSkom hemofilijom (FVIII/IX <1%) klinic¢ki se ispoljavaju kao blaga
hemofilija i ne razavijaju HA [55]. Podela hemofilije na tesku, srednje tesku 1 blagu u odnosu na
nivo FVIII/IX u plazmi nije uvek u korelaciji sa fenotipskim ispoljavanjem klinicke slike [55-
57]. Testovi koji procenjuju koagulacioni status odredivanjem generacije trombina pokazali su se
znacajno senzitivnijim u korelaciji sa tezinom klinicke slike kod bolesnika sa hemofilijom u

odnosu na nivo FVIIIVIX [54, 55,57]

U naSem istrazivanju, koagulacioni status procenjivan je testovima endogenog trombin
potencijala - ETP i rotacionom tromboelastometrijom - ROTEM. ETP.AUC.cal, kojim se meri
ukupna koli¢ina stvorenog trombina, bio je znacajno vec¢i nakon tri meseca profilakticke terapije
u grupi koja je primala pune doze u odnosu na inicijalne vrednosti, pre zapocinjanja profilakse,
p=0.042. Znacajnih promena ETP.AUC.cal nije bilo nakon tri meseca profilakticke terapije u
grupi na intermedijarnim dozama koncentrata FVIIL. Vrednosti ETP.Cmax.cal, koje odrazavaju
maksimalnu postignutu koagulaciju, nisu se znac¢ajno promenile nakon tri meseca profilakticke
terapije u odnosu na inicijalne vrednosti pre pocetka profilakse, kako u grupi bolesnika na punim
dozama,, tako ni u grupi na intermedijarnim dozama profilakse koncentratom FVIII. Bolesnici na
“on demand” terapiji kao kontrolna grupa, nisu imali znafajne promene ETP.AUC.cal i
ETP.Cmax nakon tri meseca pracenja. U malom broju studija koje su procenjivale znacaj ETP
testova kod bolesnika sa hemofilijom, takode je zapazeno da se prilikom supstitucione terapije
koncentratom faktora znacajno poboljSava vrednost ETP.AUC.cal, bez znacajnih promena u
ETP.Cmax.cal [57]. U odsustvu FVIII ili IX (kao S§to je slucaj kod bolesnika sa hemofilijom),
onemoguceno je stvaranje kompleksa FVIIla-FIXa a time i stvaranje dodatnih koli¢ina FXa
neophodnih za stvaranje kompleksa FVa-FXa koji dovodi do porasta generacije trombina u fazi
propagacije [56]. Primenom FVIII/IX opisanim putem dolazi do porasta generacije trombina,
odnosno do povecanja njegove ukupne koliCine, Sto se odrazava kroz vrednost ETP.AUC.cal
[57,58]. Medutim, supstituciona terapija faktorom koja odrzava nivo plazmatskog FVIII/IX neSto

iznad 1% je 1 dalje niska vrednost zbog ¢ega nema znacajnije promene u maksimalno postignutoj
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koagulaciji izrazenoj preko vrednosti ETP.Cmax.cal [57,58]. Za sada, nijedna studija nije

poredila promene ETP testova u odnosu na razli¢ite dozne profilakticke rezime.

ROTEM test procenjuje koagulacioni status ne samo kroz proces stvaranja trombina vec i
kroz proces polimerizacije fibrina i stabilizovanja polimerizovanog fibrin [59]. Kod bolesnika sa
hemofiljom produzeno je CT, odnosno vreme potrebno za formiranje trombina i zapocinjanje
polimerizacije fibrin, u INTEM testu koji odrazava unutraS$nji put koagulacije. ROTEM se
odreduje iz pune (citratne) krvi, ne zahteva nikakvu pripremu uzorka u smislu centrifugiranja 1
izdvajanja plazme [60]. Moze se uraditi odmah po vadenju uzorka $to mu daje prednost u brzom
pracenju dejstva susptitucione terapije koncentratom faktora zbog cega je i nasao primenu u
pracenju efikasnosti leCenja bolesnika sa hemofilijom [61,62]. U naSem istrazivanju ROTEM
(preciznije CT u INTEM-u) je odredivan inicijalno svim ispitanicima — ROTEM-1, nakon 20
min od aplikovanja prve doze koncentrata FVIII prilikom zapoc€injanja profilakse punim ili
intermedijarnim dozama — ROTEM-2, kao i tri meseca nakon profilakticke terapije (pre primanja
sleduju¢e doze), odnosno tri meseca nakon pracenja bolesnika na “on demand” terapiji —
ROTEM-3. Srednja vrednost ROTEM-2 je bila statisticki znacajno ve¢a od ROTEM-1, kako u
grupi na punim dozama profilakse, p=0.002, tako i u grupi na internedijarnim dozama profilakse,
p=0.008. Medutim, ni u jednoj od ovih grupa nije bilo znacajne razlike izmedu srednjih vrednosti
ROTEM-3 1 ROTEM-1, odnosno nakon tri meseca profilakse punim/intermedijarnim dozama
koncentrata faktora VIII nije bilo statisticki znacajne promene ROTEM u odnosu na inicijalne
vrednosti pre zapocinjanja profilakse. Ono §to je znaajno, ovim istrazivanjem je dokazana
statisticka znacCajnost razlike srednjih vrednosti ROTEM-3 izmedu grupa na punim i
intermedijarnim dozama profilakse, p=0.025. Nakon tri meseca profilakse, bolesnici koji su
primal pune doze koncentrata FVIII imali su znacajno kra¢e vreme CT u INTEM testu u odnosu
na bolesnike koji su primali intermedijarne doze. Dokazano je da je nakon tri meseca
profilakticke terapije punim dozama koncentrata FVIIL, 40% (2) bolesnika iz ove grupe imalo
produzen ROTEM (CT u INTEM-u), dok je u grupi sa intermedijarnim dozama nakon tri meseca
profilakse svih 100% (5) imalo produzen ROTEM, $§to je bila statisti¢ki znacajna razlika,
p=0.038. Naravno, promene u vrednostima ROTEM testa nije bilo u grupi na “on demand”
terapiji. U literaturi, primena ROTEM testa kod bolesnika sa hemofilijom opisana je kod

pracenja efikasnosti primenjene doze koncentrata faktora u slucajevima krvarenja, medutim nisu
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publikovane studije koje porede vrednsoti ROTEM testa u razliCitim doznim rezimima

profilakticke terapije.

Biomarkeri oSteéenja zgloba

Ostec¢enje zgloba je posledica kombinovanog procesa koji obuhvata i1 sintezu i
degradaciju komponenti matriksa u razli¢itim zglobnim tkivima kao Sto su hrskavica i1 kost [52].
Nastaje kao posledica Cestih, ponavljanih krvarenja u zglobove kod bolesnika sa hemofilijom
[45]. U ovoj studiji, istrazivan je znacaj odredivanja biomarkera degradacije zglobne hrskavice u
proceni oSteCenja zgloba 1 to: COMP u serumu, koji predstavlja degradaioni produkt
nekolagenog matriksa hrskavice i CTX-II u urinu koji nastaje tokom degradacije kolagena
zglobne hrskavice. Promena koncentracija degradacionih biomarkera hrskavice uporedivana je u
odnosu na razliite rezime lecenja bolesnika sa hemofilijom obuhvadenih ovom studijom.
Takode su degradacioni biomarkeri hrskavice uporedivai i u odnosu na standardni radiografski
skor oSte¢enja zgloba — Pettersson skor, bodovanjem zglobnih oStec¢enja koja se uocavaju na

konvencionalnoj radiografiji zglobova: kolena, lakatnih i sko¢nih zglobova.

U ovom istrazivanju, dokazano je da su srednje vrednosti COMP u serumu nakon tri
meseca profilakticke terapije punim dozama koncentrata FVIII u ovoj grupi bolesnika znacajno
nize u odnosu na vrednosti izmerene pre pocetka profilakse, p=0.043. Znacajnost promene
srednjih vrednosti COMP u serumu nakon tri meseca profilakse intermedijarnim dozama,
odnosno nakon tri meseca pracenja bolesnika na ,,on demand* terapiji, u odnosu na inicijalne
vrednosti, nije dokazana u ovim grupama bolesnika. Razlika srednjih vrednosti COMP u
uzorcima uzetim inicijalno 1 nakon tri meseca profilakse, odnosno pracenja, bila je znacajna
izmedu grupa bolesnika na punim 1 intermedijarnim dozama profilakse, odnosno razlika izmedu
inicijalnih vrednosti COMP u serumu 1 vrednosti nakon tri meseca bila je znacajno veca u grupi
koja je primala pune doze u odnosu na grupu koja je primala intermedijarne doze profilakse,
p=0.028. Razlika izmedu ove dve vrednosti COMP bila je takode znacajna i izmedu grupa
bolesnika koji su primali punu dozu profilakse i bolesnika na ,,on demand* terapiji, p=0.010, ali i
izmedu grupa bolesnika na intermedijarnim dozama profilakse 1 bolensika na ,,on demand‘

terapiji, p=0.020. Srednje vrednsoti CTX-II u urinu u grupi bolesnika koja je primala pune doze
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profilakticke terapije, nakon tri meseca profilakse bile su zna¢ajno manje u odnosu na vrednosti
pre zapocinjanja profilakse, p=0.043. Takode i u grupi koja je primala intermedijarne doze
profilakse, srednje vrednosti CTX-II su bile znacajno niZe nakon tri meseca profilakse u odnosu
na inicijalne vrednosti, p=0.048. Dokazano je da je razlika srednjih vrednosti CTX-II u uzorcima
uzetim pre zapocinjanja profilakse 1 nakon tri meseca pracenja statisticki znacajno veca u grupi
bolesnika na profilaksi punim dozama koncentrata FVIII u odnosu na grupu na ,,on demand*
terapiji, p=0.014. Razlika srednjih vrednosti CTX-II zmerenih inicijalno i nakon tri meseca
profilakse, odnosno pracenja, dokazana je izmedu grupa bolesnika na profilaksi intermedijarnim
dozama i bolesnika na ,,on demand* terapiji, p=0.027. Medutim, znacajnost razlike vrednosti
CTX-II nije dokazana izmedu grupa bolesnika na punim i bolesnika na intermedijarnim dozama
profilakse. Koncentracija COMP u serumu bila je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa visinom
ukupnog Pettersson skora, p=0.006, a takode je i koncentracija CTX-II u urinu bila u znacajnoj
pozitivnoj korelaciji sa ukupnim Pettersson skorom, p=0.009. Ovim je dokazano da je visina
koncentracije degradacionih biomarkera hrskavice - COMP i CTX-II znac¢ajan prediktor visine
Pettersson skora, odnosno da bolesnici sa visim Pettersson skorom imaju i vecu razgradnju
zglobne hrskavice koja se reflektuje kroz visinu koncentracije degradacionih produkata
hrskavice. Ovim istrazivanjem je dokazano da su biomarkeri oSteCenja zgloba bili u znacajnoj
korelaciji u odnosu na prisustvo komponente Pettersson skora — JSN (suZenje zglobnog
prostora). Naime, visina koncentracije COMP u serumu bila je u znacajnoj korelaciji sa
prisustvom Pettersson-JSN, p=0.017. Takode je visina koncentracije CTX.II u urinu bila u

znacajnoj korelaciji sa prisustvom Pettersson-JSN, p=0.009.

Za sada jedina publikovana studija koja je istrazivala uticaj razlicitih reZima profilakse na
razvoj HA pokazala je da bolesnici na punim dozama profilakse imaju znacajno manji Pettersson
skor u odnosu na bolesnike na intermedijarnim dozama profilakse [44]. Takode je 1 Holandska
grupa istrazivaca pokazala da bolesnici na intermedijarnim dozama profilakse imaju znacajno
manji Pettersson skor u odnosu na bolesnike na ,,on demand“ terapiji [42,44]. Medutim, u
dosadasnjoj literaturi nema podataka o pracenju koncentracije biomarkera ostecenja zgloba u
odnosu na razli¢ite rezime leCenja. Svi dostupni podaci odnose se na uticaj razlicitih rezima
lecenja na razvoj HA koja je procenjena bodovanjem po Pettersson skoru [37,38, 42-44]. Jedina

studija koja je procenjivala znacajnost povezanosti biomarkera osSteéenja zgloba i visine
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Pettersson skora kod bolesniia sa hemofilijom jeste studija Jansen 1 sar. [52]. Ova studija je na
uzorku od 36 bolesnika sa hemofilijom (A 1 B) pokazala postojanje statisticke znacajnosti
korelacije biomarkera COMP u serumu i CTX-.II u urinu sa visinom ukupnog Pettersson skora.
Takode su utvrdili i postojanje znacajne korelacije izmedu biomarkera pojacane sinteze
hrskavice — hondroitin sulfata 846 (CS-846) i visine ukupnog Pettersson skora kod bolesnika sa
hemofilijom, medutim ovaj biomarker nije raden u naSem istrazivanju [52]. Jansen i sar. su uocili
1 znacajnost korelacije COMP u serumu i CTX-II u urinu sa prisustvom komponente Pettersson
skora-JSN, koje je potvrdeno i nasim istrazivanjem. Ovu povezanost biomarkera sa Pettersson-
JSN objasnili su ¢injenicom da oStecenje zgloba kod bolesnika sa hemofilijom uglavnom se
javlja na kolenima, laktovima i sko¢nim zglobovima. Ovi zglobovi su relativno veliki zglobovi 1
znacajno doprinose visini koncentracije izlu¢enih biomnarkera osStecenja zgloba u cirkulaciju.
Zglob kuka je takode veliki zglob, ali njegova zahvacenost u HA je pre izuzetak nego pravilo
[52]. Medutim, ni studija Jansen 1 sar. nije se bavila uticajem razli¢itih rezima profilakse/lecCenja

na koncentraciju biomarkera ostecenja zgloba.

Ova studija je pokazala da kod bolesnika sa hemofilijom, primena profilakticke terapije u
punim dozama znacajno poboljSava testove hemostaze, koagulacioni status bolesnika i smanjuje
produkte degradacije zglobne hrskavice u odnosu na profilaksu intermedijarnim dozama.
Medutim, u odnosu na navedene parametre, primena profilakse intermedijarnim dozama faktora
ima prednost u odnosu na ,,on demand* terapiju. Biomarkeri degradacije zglobne hrskavice, kao
$to su COMP u serumu i CTX-II u urinu, jesu znacajni prediktori visine Pettersson skora kojim
se boduje stepen oSteéenja zgloba. Pettersson skor zahteva radiografiju zglobova Sto iskljucuje
mogucénost ucestalog pracenja razvoja HA. Takode, Pettersson skor obuhvata bodovanje
oStecenja zglobova kolena, lakatnih 1 sko¢nih zglobova. Biomarkeri oSte¢enja zgloba mogu se
odrediti iz uzoraka lako dostupnih bioloSkih tecnosti kao §to su krv i urin Sto daje mogucnost
ucestalijeg pracenja progresije HA i efikasnosti terapije, a takode predstavljaju markere oStecenja
ne samo zglobova kolena, laktova i sko¢nih zglobova ve¢ degradacione produkte hrskavice svih,

pa i manjih zglobova zahvac¢enih HA.
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1.

ZAKLJUCAK

Utvrdeno je da ne postoji znacajna promena vrednosti APTT testa izmedu ispitivanih

grupa bolesnika koji su podvrgnuti razli¢itim reZimima lecenja, a to je: profilaksa

punim dozama koncentrata faktora, profilaksa intermedijarnim dozama faktora i

terapija ,,on demand*.

Dokazano je da bolesnici koji su na punoj dozi profilakticke terapije imaju znacajno

vecu stopu postizanja nivoa faktora >1% u odnosu na bolesnike na intermedijarnim

dozama profilakse (p=0.024), dok je ova stopa bila znacajno veca kod bolesnika na

intermedijarnim dozama profilakse u odnosu na bolesnike na ,,on demand* terapiji

(p=0.042).

Testovima ispitivanja koagulacionog statusa dokazano je:

a)

b)

d)

Vrednosti ETP.AUC.cal bile su znacajno vece kod bolesnika na punim
profilakti¢lim dozama nakon tri meseca u odnosu na vrednosti pre zapocinjanja
profilakse ( p=0.042), medutim, nije bilo znac¢ajne razlike vrednosti ETP.AUC.cal
u grupama bolesnika na intermedijarnim dozama profilakse i na ,,on demand‘

terapiji.

Vrednosti ETP.AUC.cal nakon tri meseca profilakse/pra¢enja nisu se znacajno

razlikovale izmedu grupa na razli¢itim rezimima lecenja.

Vrednosti ETP.Cmax.cal nakon tri meseca profilakse/prac¢enja nisu se znacajno
razlikovale kako unutar iste grupe bolesnika tako i izmedu gupa bolesnika na

razli¢itim rezimima leCenja.

ROTEM test (CT-INTEM) kod bolesnika na punim dozama profilakse bio je
znaajno kra¢i 20 min nakon aplikovanja prve doze profilakse u odnosu na
vrednosti pre zapoCinjanja profilakse (p=0.002), kao i kod bolesnika na

intermedijarnim dozama profilakse (p=0.008).
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e)

g)

ROTEM test (CT-INTEM) kod bolesika na punim dozama profilakse nije bio
znacajno kra¢i nakon tri meseca profilakse u odnosu na inicijalne vrednosti

p=0.099), kao ni u grupi na intermedijarnim dozama profilakse (p=0.148).

ROTEM test (CT-INTEM) nakon tri meseca profikalse bio je znacajno kraci u
grupi bolesnika koji su primali pune doze u odnosu na bolesnike koji su primali

intermedijarne doze profilakse (p=0.025).

Stopa produzenog ROTEM testa (CT-INTEM) nakon tri meseca profilakse bila je
znacajno veca kod bolesnika koji su primali intermedijarne doze (100%) u odnosu

na bolesnike koji su primali pune doze (40%) profilakticke terapije (p=0.038).

. Ispitivanjem koncentracija biomarkera oste¢enja zgloba dokazano je:

a)

b)

d)

Koncentracija COMP u serumu bila je znacajno niza nakon tri meseca profilakse
punim dozama faktora u odnosu na vrednosti pre zapocCinjanja profilakse
(p=0.043), dok znacajnost vrednosti COMP nakon tgri meseca profilakse/pracenja
nije nadena u grupi bolesnika na intermedijarnim dozama profilakse kao 1 kod

bolesnika na ,,on demand* terapiji.

Razlika inicijalnih vrednosti COMP u serumu 1 vrednosti nakon tri meseca
profilakse/prac¢enja, bila je znaCajna izmedu grupa bolesnika: pune doze
profilakse u odnosu na intermedijarne doze profilakse (p=0.028); pune doze
profilakse u odnosu na ,,on demand* (p=0.010); intermedijarne doze profilakse u

odnosu na ,,on demand* (p=0.020).

Vrednosti CTX-II u urinu bile su znacajno manje posle tri meseca profilakse u
odnosu na vrednosti pre zapocCinjanja terapije u grupi koja je primala pune doze

(p=0.043), kao i u grupi koja je primala intermedijarne doze profilakse (p=0.048).

Razlika inicijalnih vrednosti CTX-II u urinu 1 vrednosti nakon tri meseca
profilakse/pracenja, bila je znaCajno niza u grupi bolesnika sa punom dozom

profilakse u odnosu na ,,on demand“ (p=0.014) i intermedijarnom dozom
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5.

profilakse u odnosu na ,,on demand*“ (p=0.027); medutin, nije bilo znacajne

razlike izmedu grupa na punim 1 intermedijarnim dozama profilakse.
Ispitivanjem korelacije biomarkera i Pettersson skora dokazana je:

a) Znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije COMP u serumu 1 ukupnog

Pettersson skora (p=0.006) za celu grupu bolesnika sa hemofilijom.

b) Znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije CTX-II u urinu i ukupnog

Pettersson skora (p=0.009) za celu grupu bolesnika.

c) Znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije COMP u serumu i prisustva

komponente Pettersson skora — JSN (p=0.017) za celu grupu bolesnika.

d) Znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije CTX-II u urinu i prisustva

komponente Pettersson skora — JSN (p=0.009).

Rezultati ovog ispitivanja su pokazali da bolesnici na punim dozama profilakticke
terapije imaju bolji koagulacioni status i manju koncentraciju biomarkera ostecenja
zgloba u odnosu na bolesnike koji primaju intermedijarne doze profilakse, ali
bolesnici na intermedijarnim dozama profilaticke terapije imaju bolje parametre
koagulacionog statusa i manje koncentracije degradacionih produkata oSteéenja

zgloba u odnosu na bolesnike na ,,on demand* terapiji.

Ovim istrazivanjem dokazan je znacCaj biomarkera degradacije hrskavice u proceni
oStecenja zgloba kod HA 1 efikasnosti profilakse u zavisnosti od doze primenjenog

koncentrata faktora i leenja ,,on demand*.
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