STRESZCZENIE

Uwarunkowany genetycznie niedobdr badz zaburzenie funkcji czynnika VIII (factor VIII,
FVIIl) prowadzi do skazy krwotocznej — hemofilii A (OMIM 306700). Hemofilia A (HA) dziedziczy
sie w sposéb recesywny sprzezony z ptcig i wykrywana jest u 1 na 5-10 tys. meskich
noworodkéw, niezaleznie od rasy czy grupy etnicznej. Badania epidemiologiczne
przeprowadzone w Polsce w 2004 roku pozwolity oszacowac tgczng czestos¢ wystepowania
hemofilii Ai B na 1:5600 mezczyzn.

Chociaz badania nad hemofilig majg dtugg historie, siegajacg pierwszej potowy XIX wieku,
to wiele pytan dotyczacych diagnostyki, sposobu leczenia oraz monitorowania przebiegu
choroby pozostaje bez wyczerpujacej odpowiedzi. Co wiecej, ze wzgledu na dramatyczny
przebieg kliniczny, wyrazajacy sie samoistnymi krwawieniami do stawdw i miesni oraz ciezkimi
krwotokami narzgdowymi, uwaga badaczy skupia sie gtéwnie na ciezkiej hemofilii, podczas gdy
postaci umiarkowana i tagodna pozostajg jakby w jej cieniu, bedac duzo rzadziej tematem badan
naukowych. Jednym z ciekawych zjawisk obserwowanych w fagodnej i umiarkowanej hemofilii A
jest wystepowanie istotnych réznic osoczowej aktywnosci czynnika VIII mierzong metoda
koagulacyjng jednostopniowg w porownaniu do metody chromogennej. W wiekszosci
laboratoriow hemostazy na sSwiecie, nawet tych najbardziej uznanych, do pomiaru FVIII
wykorzystuje sie wytgcznie metode koagulacyjng jednostopniowa. Zastosowanie tylko jednej
metody pomiarowej FVIII moze jednak prowadzi¢ do btedéw diagnostycznych, poniewaz nie
wiadomo, ktéra z obu metod lepiej odzwierciedla fizjologiczng role czynnika VIIIl w hemostazie.

W Polsce, jak dotad nie badano zwigzku mutacji sprawczej w genie F8 z wynikiem
oznaczen aktywnosci czynnika VIII obiema metodami, jak rowniez nie poddawano analizie
przebiegu klinicznego tagodnej i umiarkowanej hemofilii A.

Celami obecnej pracy sg: a)analiza podtoza genetycznego umiarkowanej i tagodnej
hemofilii A w grupie pacjentéw znajdujacych sie w ogdlnopolskim rejestrze wrodzonych skaz
krwotocznych; b) analiza poréwnawcza zwigzku mutacji sprawczej w genie F8 z oznaczaniem
aktywnosci czynnika VIII metoda koagulacyjng jednostopniowg vs metodg chromogenng
c) analiza zwigzku aktywnosci czynnika VIII mierzong metodg koagulacyjng jednostopniowa
vs chromogenng z generacjg trombiny w badanej populacji chorych oraz odniesienie uzyskanych
wynikbw do parametréw generacji trombiny u zdrowych oséb grupy poréwnawczej
z prawidtowq aktywnoscig czynnika VIII w osoczu; d) ocena zwigzku mutacji sprawczej hemofilii
A z wybranymi parametrami klinicznymi opisujgcymi nasilenie skazy krwotocznej; e) celem
dodatkowym jest zaproponowanie laboratoryjnego algorytmu rozpoznawania umiarkowaneji

tagodnej hemofilii A.



Badanie przeprowadzono w grupie 60 pacjentéw z 56 rodzin, w wieku 13 — 79 lat.
Pacjenci zostali wigczeni do badania na podstawie danych pochodzgcych z Ogdlnopolskiego
Rejestru Chorych na Hemofilie i Pokrewne Skazy Krwotoczne, prowadzonego w Instytucie
Hematologii i Transfuzjologii (IHiT) w Warszawie. Diagnostyka oraz klasyfikacja ciezkosci
hemofilii pacjentdw znajdujgcych sie w wyzej wymienionym rejestrze odbywa sie na podstawie
wynikbw  pomiaru aktywnosci czynnika VIl wykonywanych metody koagulacyjng
jednostopniowg. Wsréd wigczonych do badania znalazto sie 17 (28,3%) chorych na umiarkowang
hemofilie A oraz 43 (71,7%) pacjentow z hemofilig tagodna.

Przeprowadzone badania obejmowaty wykonanie testow przesiewowych hemostazy,
oraz przeprowadzenie testdw specjalistycznych, na ktore ztozyto sie oznaczenie: aktywnosci
czynnika VIII metodami koagulacyjng jednostopniowg (FVIII:C koag) i chromogenng (FVIII:C ch),
zawartosci antygenu czynnika VIII (FVIII:Ag), generacji trombiny (TGA), zawartosci antygenu
czynnika von Willebranda (VWF:Ag), aktywnosci czynnika von Willebranda jako kofaktora
rystocetyny (VWF:RCo), zdolnosci wigzania czynnika von Willebranda z czynnikiem VIl
(VWF:FVIIIB), aktywnosci czynnikdw krzepniecia IX, Xl, oraz XIl. W przypadku wykrycia obecnosci
krazgcego antykoagulantu w tescie korekcji APTT (termin ,test dodatni” oznacza brak korekcji),
iloSciowego pomiaru miana inhibitora czynnika VIII dokonywano metoda Bethesda w modyfikacji
Nijmegen. Sprawdzono rdéwniez  obecnos¢  powszechnie  wystepujgcych  mutacji
odpowiedzialnych za wrodzong trombofilie (c.1691G>A genu czynnika V oraz c.20210G>A genu
protrombiny). U wszystkich pacjentéw objetych badaniem przeprowadzono analize sekwencyjna
genu kodujgcego czynnik VIII (F8). Dodatkowo, w uzasadnionych przypadkach tj. przy
podejrzeniu obecnosci choroby von Willebranda typu 2N, przeprowadzano sekwencjonowanie
eksonéw 18-24 w genie czynnika von Willebranda (VWF).

W grupie 60 pacjentdw z rozpoznang umiarkowang i tagodng hemofilia A na podstawie
wykonanych przed laty (dane historyczne) pomiaréw aktywnosci FVIII metodg koagulacyjng
jednostopniowa, analiza molekularna genu F8 i eksonéw 18-24 genu VWF pozwolita na
weryfikacje rozpoznania w 9 przypadkach, w tym: a) identyfikacje 5 mutacji sprawczych, w tym
jednej dotychczas nieopisanej, odpowiedzialnych za wystepowanie ciezkiej postaci hemofilii A;
b) identyfikacje dwdch mutacji sprawczych odpowiedzialnych za wystepowanie typu 2N choroby
von Willebranda; c) wykluczenie skazy krwotocznej u dwdch osdb, u ktérych nie wykryto mutacji
sprawczej w F8 i VWF i u ktdrych aktywnosé FVIII mierzona obydwiema metodami (koagulacyjng
jednostopniowg i chromogenng) miescita w zakresie wartosci referencyjnych.

W grupie 51 chorych z potwierdzong wynikami oznaczern FVIII:C chr i FVII:C koag
umiarkowang i tagodng hemofilig A, bedacych cztonkami 48 rodzin, metodg sekwencjonowania

DNA zidentyfikowano 31 réznych mutacji sprawczych, w tym pie¢ dotychczas nieopisanych. W 3



przypadkach przeprowadzona analiza sekwencyjna genu F8 oraz eksonéw 18-24 genu VWF nie
pozwolita zidentyfikowaé¢ mutacji sprawczej, pomimo istotnego zmniejszenia osoczowej
aktywnosci FVIIL. Trzy mutacje sprawcze (p.Cys267Tyr, ¢.5219+3A>G, p.Argl800His,
p.Ser2082Asn), odpowiedzialne za wystepowanie umiarkowanej hemofilii A wigzaty sie ze
sktonnoscia do wystepowania krwawien do stawdow. Wykrycie tych mutacji niesie istotne
konsekwencje kliniczne albowiem moze  wskazywa¢ na  zasadnos$¢ zastosowania
dtugoterminowej profilaktyki krwawien.

Wyniki obecnego badania wskazujg na powszechne (49%) wystepowanie zjawiska
rozbieznosci wynikéw FVIII:C chr i FVIII:C koag w polskiej populacji chorych na umiarkowang i
tagodng hemofilie A. W obecnym badaniu zjawisko rozbieznosci wynikow aktywnosci czynnika
VIll oznaczonej metody koagulacyjng jednostopniowg vs chromogenng bylo zwigzane z 15
réoznymi mutacjami. Dzieki obecnemu badaniu, zjawisko rozbieznosci wynikéw FVII:C chri
FVIII:C koag przypisano po raz pierwszy dziewieciu mutacjom, ktérych do tej pory nie wigzano z
tym zjawiskiem. Zastosowanie w obecnej pracy metody chromogennej obok koagulacyjnej
jednostopniowej w pomiarze FVIII:C, doprowadzito do weryfikacji rozpoznania hemofilii A
z tagodnej na umiarkowang u 11 chorych oraz z umiarkowanej na ciezkg u dwdch chorych.

Wyniki obecnej pracy wskazujg na istnienie korelacji miedzy maksymalnym stezeniem
trombiny (Cmax) a aktywnoscig FVIII. Jednoczesny pomiar FVIII:C koag lub FVII:C chr i Cmax
trombiny pozwala na odrdznienie chorych na tagodng hemofilie A od zdrowych osdb. Test
generacji trombiny wydaje sie by¢ uzytecznym narzedziem laboratoryjnym, znajdujgcym
zastosowanie w procesie diagnostycznym umiarkowanej i fagodnej hemofilii A. Szczegdlnie
w przypadku aktywnosci FVIII:C oscylujgcej wokédt 50 1U/dI, wynik Cmax trombiny moze pomdc
w podjeciu decyzji o potwierdzeniu badz wykluczeniu tagodnej hemofilii A.

Wyniki obecnego badania pozwolity na opracowanie laboratoryjnego algorytmu
rozpoznawania umiarkowanej i tagodnej hemofilii A. Wprowadzenie oznaczenia aktywnosci FVIII
dwiema metodami — koagulacyjng jednostopniowg i chromogenng oraz analiza molekularna,
umozliwiajgca poznanie mutacji sprawczej w F8 wptyng na poprawe wykrywalnosci oraz

precyzyjniejsze przewidywanie przebiegu klinicznego tagodnej i umiarkowanej hemofilii A.



