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Streszczenie

W niniejszej pracy przedstawiono najwazniejsze aspekty laboratoryjnego rozpoznawania nabytej
hemofilit A (AHA) wraz z omowieniem trudnosci diagnostycznych napotykanych w procesie wy-
krywania tej koagulopatii. Opisano zasady i interpretacje wykorzystywanych testow laboratoryj-
nych i zaprezentowano aktualny algorytm postepowania diagnostycznego w rozpoznawaniu AHA.
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Wstep

Hemofilia A (HA, hemophilia A) jest wrodzona
badz nabyta osoczowa skazg krwotoczna, ktora
charakteryzuje nadmierna skionno$¢ do krwawien.
Tendencja do krwawien w HA jest nastepstwem
catkowitego lub czeSciowego braku osoczowego
czynnika krzepniecia VIII (FVIII, factor VIII). Jed-
nak w odr6znieniu od do$¢ dobrze znanej HA, ktora
jest uwarunkowana genetycznie, nabyta hemofilia
A (AHA, acquired hemophilia A) ma podloze au-
toimmunologiczne, spowodowane wytworzeniem
autoprzeciwcial neutralizujacych aktywno$¢ FVIII
w krwiobiegu. Ponadto, w przeciwienstwie do wro-
dzonej hemofilii A, na ktorg choruja mezczyzni (mu-
tacja w genie F8 znajdujacym sie na chromosomie
plciowym X), skaza krwotoczna w AHA moze sie
manifestowac zardbwno u mezczyzn, jak 1 u kobiet.

Za wystapienie AHA odpowiedzialne sg prze-
ciwciala anty-FVIII okre§lane mianem ,,inhibitora”,
ktore znosza koagulacyjna aktywno§¢ FVIII (tzw.
przeciwciala neutralizujgce). Dzialanie autoprze-
ciwciat w AHA, bedacych immunoglobulinami
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klasy IgG, polega na ich reagowaniu z domeng
C2 czasteczki FVIII — uposledzajac jej oddziaty-
wanie z fosfolipidami (przeciwciala anty-C2), lub
domena A2 — zaburzajac tworzenie kompleksu
tenazy (przeciwciala anty-A2), badz tez blokowa-
niu wigzania FVIII z czynnikiem von Willebranda.
Kinetyka oddziatywan FVIII z autoprzeciwcialami
jest odmienna od kinetyki obserwowanej we wro-
dzonej HA powiklanej alloprzeciwcialami, poniewaz
o ile we wrodzonej HA alloprzeciwciata catkowicie
znoszg aktywnoS$¢ FVIII w osoczu, o tyle w AHA,
nawet przy duzym mianie autoprzeciwcial, w oso-
czu chorego wykrywa sie resztkowa aktywno$é
FVIII [1].

Najwazniejszym problemem w diagnostyce
1 leczeniu AHA jest op6znienie w rozpoznawaniu
tego schorzenia i wdrozeniu odpowiedniej terapii.
Wynika to miedzy innymi z niedostatecznej Swia-
domosci personelu medycznego odno$nie zasad
rozpoznawania AHA (w tym personelu laborato-
rium), poniewaz pacjenci zazwyczaj zglaszaja sie
w trybie naglym do oSrodkow/lekarzy niewyspe-
cjalizowanych w rozpoznawaniu zaburzen krzep-
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niecia krwi. Z danych zebranych w Europejskim
Rejestrze Nabytej Hemofilii A (European Acquired
Hemophilia Registry, EACH2) wynika, ze op6znie-
nie diagnostyczne AHA wynoszace co najmniej
1 tydzien dotyczy az 34% pacjentow [2].

Co wiecej, AHA jest schorzeniem rzadkim,
ktérego roczng zapadalnoS¢ szacuje sie na okolo
1,48 osoby/1 mln, cho¢ aktualne dane wskazuja, ze
moze by¢ ona zwiekszona nawet do 5-6 0s6b/1 min
[3]. Ponadto zapadalno$¢ na AHA proporcjonalnie
wzrasta z wiekiem, 1 tak wérod dzieci ponizej 16. ro-
ku zycia wynosi zaledwie 0,045 osoby/1 mln miesz-
kancow, podczas gdy wsrod osob powyzej 85. roku
zycia wynosi 14,7 osoby/1 min [4]. Przez to media-
na wieku w chwili rozpoznania AHA wynosi blisko
74 lata, a wieksza czesto$S¢ wystepowania chorob
wspolistniejacych i zwigzanego z tym roznorodnego
leczenia niejednokrotnie komplikuje diagnostyke.
Wyraznie wyro6znia sie dwie populacje, w ktorych
AHA zdarza sie istotnie czeSciej, sg to: 1) mlode
kobiety w wieku 20—40 lat (co wiagze sie z okresem
ciazy i okresem do 12 miesiecy po porodzie) oraz
2) osoby starsze, przy czym czeSciej AHA dotyka
mezczyzn. Szacuje sie, ze niemal 40% przypadkow
AHA towarzyszy wspolistnienie innych chorob
(tj. schorzen autoimmunologicznych, nowotworoéw
litych lub hematologicznych, choréb alergicznych)
badz sa one powiklaniem stosowanej farmako-
terapii, natomiast w okolo 50% przypadkow nie
wykrywa sie zadnej choroby wspolistniejacej (tzw.
postac idiopatyczna).

Nabyta hemofilia A to choroba charakteryzu-
jaca sie naglym wystapieniem krwawienia u pa-
cjentow, ktérzy dotychczas nie wykazywali takiej
skionno$ci w wywiadzie. W wiekszo§ci przypadkow
obserwuje sie ciezka skaze krwotoczng, ktora
w ciagu kilku tygodni moze prowadzi¢ do zgonu
pacjenta [3]. Objawy kliniczne AHA to typowe
rozlegte podskorne wylewy krwi, krwawienia §lu-
zéwkowe z przewodu pokarmowego, drog rodnych
lub moczowych, krwawienia z ran po operacjach
chirurgicznych, krwawienia po zabiegach ekstrakcji
zebow, moga wystapié krwawienia Srodczaszkowe,
przy czym bardzo rzadko wystepuja krwawienia
do stawow. Jak wspomniano, wiekszo$¢ pacjentow
zglasza sie z ciezkimi krwawieniami, co wymaga
bezzwlocznego wdrozenia leczenia hemostatycz-
nego majacego na celu hamowanie i profilaktyke
krwawien, najczeSciej z zastosowaniem lekow
omijajacych inhibitor FVIII [rekombinowanego
aktywowanego czynnika VII (rFVIla, recombinant
activated factor VII), aktywowanych czynnikow
zespolu protrombiny (aPCC, activated prothrombin
complex concentrate)] lub koncentratu rekombino-

wanego FVIII o sekwencji wieprzowej, dlatego nie-
zwykle istotne jest sprawne i rzetelne rozpoznanie
tej skazy krwotoczne;j.

Z punktu widzenia diagnosty laboratoryj-
nego dodatkowg trudno$ciag w rozpoznawaniu
AHA jest to, ze dotyka ona oso6b, ktore s3g czesto
w podeszlym wieku 1 maja szerokie spektrum
choréb wspoélistniejacych, ktorym nierzadko to-
warzyszy leczenie wywierajace wplyw na ukiad
krzepniecia krwi (np. z zastosowaniem lekow
przeciwzakrzepowych). Leczenie to moze istotnie
interferowac w obraz laboratoryjny AHA i wymagac
zindywidualizowanego podejScia diagnostycznego
z zastosowaniem specjalistycznych testow.

Zasady laboratoryjnego rozpoznawania AHA

Materialem przeznaczonym do wykonania
testow laboratoryjnych w AHA jest obwodowa
krew zylna (w objetos$ci ok. 10-15 ml) pobiera-
na na antykoagulant (cytrynian sodu; Sodium
Citrate; Na;C;H0, x 2H,0) w proporcji 9:1,
z ktorej rutynowo wykonuje sie testy krzep-
niecia krwi. Badania laboratoryjne (pomiar cza-
s6w krzepniecia, pomiar aktywno$ci czynnikow
krzepniecia oraz pomiar stezenia inhibitorow
czynnikow krzepniecia) prowadzi sie w cytrynia-
nowym osoczu ubogopltytkowym, otrzymywanym
w wyniku odwirowania probek krwi w tempe-
raturze pokojowej przez 10-15 minut/1500 g
[5, 6]. Co wazne, krew do badan powinna by¢ po-
brana przed podaniem lekow omijajacych inhibitor,
poniewaz moga one powodowaé skrocenie czasu
czeSciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT,
activated partial thromboplastin time) 1 zafalszowa-
nie wynikow prowadzonych testow. Z praktycznego
punktu widzenia, w przypadku gdy w laboratorium
lokalnym niemozliwe jest wykonanie kompletu
testow potwierdzajacych AHA, z pobranej krwi
mozna przygotowaé probki osocza ubogoplytko-
wego 1 zamrozi¢ je W temperaturze mniejszej lub
rownej —20° C do dalszej diagnostyki. Potrzebne te-
sty, zgodnie z dobrg praktyka, celem jednoznaczne;j
interpretacji uzyskanych wynikow najlepiej wyko-
nac w tej same;j partii probek pobranego materiatu.

Rozpoznanie AHA w laboratorium opiera
sie przede wszystkim na wykazaniu w osoczu
pacjenta: izolowanego wydtuzenia APTT, obecno-
Sci krazacego antykoagulantu w teScie mieszania
(tescie korekcji) APTT, zmniejszonej aktywnoSci
FVIII, obecnosci inhibitora wobec FVIII, przy
rownoczesnym wykluczeniu innych pokrewnych
skaz krwotocznych, obecno$ci antykoagulantu
toczniowego (LA, lupus anticoagulant) lub inhibi-
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Rycina 1. Algorytm postepowania diagnostycznego w rozpoznawaniu nabytej hemofilii A (AHA, acquired hemophilia A)
(zmodyfikowano za [8]). APTT (activated partial thromboplastin time) — czas cze$ciowej tromboplastyny po aktywacji;
FVIII:C (factor VIII:C) — czynnik VIII/ test koagulacyjny jednostopniowy; FVIII:Chr (factor VIII:Chr) — czynnik VIII/ test
chromogenny; FIX (factor IX) — czynnik IX; FXI (factor XI) — czynnik Xl; FXII (factor X//) — czynnik XlI; VWF (von
Willebrand factor) — czynnik von Willebranda; LA (lupus anticoagulant) — antykoagulant toczniowy

torow farmakologicznych. Algorytm postepowania
diagnostycznego w rozpoznawaniu AHA przedsta-
wiono na rycinie 1.

Testy przesiewowe (podstawowe, skriningo-
we) hemostazy to rutynowo zlecane badania labo-
ratoryjne, ktore dostarczajg klinicystom istotnych
wskazowek diagnostyczno-terapeutycznych.
Wsrod nich szczegdlne znaczenie w rozpoznawa-
niu AHA ma pomiar APTT, wydiuzenie tego czasu
krzepniecia stanowi bowiem pierwszg wskazowke
laboratoryjna w rozpoznawaniu tej choroby. Test
ten polega na poddaniu inkubacji 3-5 minut/37°C
mieszaniny osocza ubogoplytkowego, aktywatora
wewnatrzpochodnego szlaku krzepniecia, fosfo-
lipidow z chlorkiem wapnia i pomiarze czasu do
powstania wiokien fibryny, co prawidlowo trwa
okoto 27-35 sekund [5]. Sktadowe stosowanego
w laboratorium systemu pomiarowego, takie jak
kompozycja odczynnika APTT (rodzaj aktywa-
tora i mieszaniny fosfolipidow) oraz analizator
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koagulologiczny, warunkuja czuto$¢ i swoistos$¢
testu [6]. Do wydtuzenia APTT dochodzi w przy-
padku niedoboru czynnikéw XII, XI, IX, VIII
oraz w mniejszym stopniu II, V, X i fibrynogenu.
W przypadku AHA stwierdza sie zwykle 2—-3-krot-
ne wydiuzenie APTT, przy prawidiowych wartos-
ciach czasow protrombinowego (PT, prothrombin
time), trombinowego (TT, thrombin time), okluzji
(CT, closure time) w PFA-100/-200% (platelet fun-
ction analyzer, analizator funkcji plytek krwi) oraz
przy prawidiowej liczbie plytek krwi i stezeniu
fibrynogenu [7]. Izolowane wydluzenie APTT
stwierdza sie w obecno§ci inhibitora wobec FVIII
(AHA, wrodzona HA), ale takze w: niedoborze
FVIII [chorob von Willebranda (VWD, von Wille-
brand disease), wrodzona HA), FIX (hemofilia B),
FXI (hemofilia C), FXII (tzw. anomalii Hagema-
na), wielkoczasteczkowego kininogenu (HMWK,
high molecular weight kininogen) lub prekalikrei-
ny (PK, prekallikrein) lub w obecno$ci LA, lekow
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przeciwkrzepliwych [heparyny, antagonistow
witaminy K (VKA, vitamin K antagonists), bez-
posrednich doustnych antykoagulantow (DOAC,
direct oval anticoagulants)] czy inhibitora wobec
innego czynnika krzepniecia. Przy czym wydiu-
zeniu APTT w obecno$ci heparyny niefrakcjo-
nowanej zwykle towarzyszy istotne wydluzenie
TT. Szczegolnie istotne w réznicowaniu AHA
z innymi wymienionymi zaburzeniami ukladu
hemostazy jest roznicowanie z obecno$cig LA,
ktory nie jest skierowany przeciwko czynnikowi
krzepniecia, lecz przeciwko fosfolipidom 1 nie
wywoluje skionnos$ci do krwawien, lecz predyspo-
nuje do zakrzepow, co wymaga dokladnej analizy
obrazu klinicznego 1 osobistego pacjenta oraz
wynikow badan laboratoryjnych [6].

Obecno$¢ krazacego antykoagulantu w oso-
czu jest weryfikowana w tescie mieszania APTT
(tescie korekcji APTT). To przesiewowy test
jakoSciowy, bardzo przydatny w réznicowaniu
przyczyny wydluzonego APTT, to jest obecno$ci
krazacego antykoagulantu od prostego niedo-
boru czynnika/czynnikéw krzepniecia. Badanie
to polega na wykonaniu powtornego oznaczenia
APTT w mieszaninie rownych objetosci (1:1)
osocza pacjenta z osoczem prawidlowym, ktore
poddane zostalo inkubacji przez 1 godzine w 37°C
[5, 6]. Co istotne, wyniki testu korekcji moga by¢
wla$ciwie interpretowane jedynie wowczas, gdy
wyjSciowe APTT osocza pacjenta jest wydluzo-
ne o co najmniej 8-10 sekund powyzej gornej
granicy zakresu warto$ci referencyjnych, przy
czym laboratorium moze ustali¢ wlasne warto$ci
odciecia w zaleznoSci od stosowanego systemu
pomiarowego [6]. Z definicji o prawidiowej korekcji
APTT nalezy wnioskowaé, gdy roznica miedzy
APTT osocza badanego i mieszaniny jest wieksza
niz 50% roznicy miedzy APTT osocza badanego
1 kontrolnego. Uzyskanie korekgji (tj. normalizacji
lub znacznego skrocenia APTT mieszaniny w po-
rownaniu z wyjSciowym APTT osocza pacjenta)
wskazuje na niedohor czynnika krzepniecia. Z kolei
brak normalizacji lub istotnego skrocenia APTT
mieszaniny (brak korekcji) sugeruje obecnosé
krazacego antykoagulantu [6]. Dodatni wynik testu
na obecno$¢ krazacego antykoagulantu uzyskuje
sie zarowno w przypadku inhibitora FVIII (AHA),
jak 1 LA czy inhibitora skierowanego wobec innych
czynnikow krzepniecia niz FVIII. Z praktycznego
punktu widzenia test korekcji APTT moze by¢
wykonany w kazdym laboratorium wykonujacym
oznaczenie APTT, jednak mimo to dostepnos$¢
tego testu w laboratoriach wieloprofilowych jest
nadal ograniczona.

Celem wykazania niedoboru FVIII, wynika-
jacego z obecnoSci przeciwciat anty-FVIII, nalezy
oznaczy¢ aktywno$¢ FVIII w osoczu. Rutynowo
pomiar ten przeprowadza sie metoda koagulacyjna
jednostopniowa (FVIII:C), rzadziej — testem chro-
mogennym (FVIII:Chr). Oznaczanie FVIIIL:C jest
oparte na pomiarze APTT, w ktérym rozcienczone
osocze badane mieszane jest z osoczem deficyto-
wym bez FVIII, odczynnikiem APTT i chlorkiem
wapnia, a czas krzepniecia tej mieszaniny jest
proporcjonalny do aktywnos$ci FVIII w uktadzie
testowym [6]. Na test FVIII:Chr skiadaja sie dwa
etapy, pierwszy polega wytworzeniu FXa, drugi za$
na reakcji hydrolizy specyficznego substratu chro-
mogennego. Intensywno$¢ powstatego zabarwienia
jest wprost proporcjonalna do iloSci FXa w osoczu
badanym, ktoéra z kolei jest wprost proporcjonalna
do aktywnoSci FVIII [5]. U zdrowych osob aktyw-
no$¢ FVIII mie$ci sie w przedziale 50-150 j.m./dl,
pacjentow z AHA wynosi za§ 0-20 j.m./dl, przy
czym u blisko 75% z nich ma aktywno$¢ FVIII
ponizej 5 j.m./dl [5, 8]. Co ciekawe, w przeciwien-
stwie do wrodzonej HA stopien nasilenia objawow
skazy krwotocznej nie jest zalezny od stezenia
FVIII w osoczu. Szczegblnie wazne w praktyce
laboratorium, przy podejrzeniu AHA i1 zmniej-
szonej aktywnos$ci FVIIL:C w teScie rutynowym,
jest wykonanie ponownego pomiaru w probkach
rozcienczonego osocza pacjenta (np. 10X) celem
wylaczenia interferencji ze strony LA lub innych
antykoagulantow. Dobra praktyka jest rowniez
stosowanie w metodzie koagulacyjnej jednostop-
niowej do oznaczania FVIII:C odczynnikow APTT
o zwiekszonej zawartosci fosfolipidow, przez to
niewrazliwych na obecno§é LA.

Nadrzednym celem diagnostyki AHA jest
wykazanie obecno$ci przeciwcial neutralizujacych
FVIII (inhibitora), ktéra iloSciowo mozna wykry¢
w teScie Bethesda (BA, Bethesda assay), bedacym
podstawowa metodg laboratoryjng stuzaca wy-
krywaniu przeciwcial neutralizujacych opartg na
badaniu funkcjonalnym [9]. Obecnie modyfikacja
NBA polega na zastosowaniu osocza deficytowego
pozbawionego FVIII (zamiast buforu weronalowego
lub imidazolowego) do przygotowania seryjnych
rozcienczen osocza pacjenta lub probki kontrolne;j
oraz buforowaniu standardowego ludzkiego oso-
cza zawierajgcego naturalny FVIII (SHP, standard
human plasma) [5]. Udowodniono, ze znacznie
poprawia to stabilno$¢ stezenia biatka i pH anali-
zowanych probek podczas inkubacji, wplywajac na
poprawe czulo$ci i dokiadno$ci testu [10]. W teScie
zapewniono réwniez warunki sprzyjajace proceso-
wi neutralizacji FVIII poprzez 2-godzinng inkubacje
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mieszanin w temperaturze 37°C. Po inkubacji we
wszystkich badanych probkach oznaczana jest ak-
tywnos$¢ FVIII, ktora porownuje sie do aktywno$ci
FVIII mieszanin kontrolnych, okreslajac w nich tak
zwang aktywnoS$c¢ resztkowa FVIII (RA, residual
activity) [9-12]. Z definicji testu wiadomo, ze jedna
jednostka Bethesda (j.B./BU, Bethesda unit) jest
taka ilo$cig inhibitora, ktora neutralizuje 50% FVIII
w mieszaninie z SHP [5, 11]. W celu okreSlenia
stezenia inhibitora zaleca sie analizowanie probek,
w ktorych RA mieSci sie w zakresie od 25% do
75% 1 wybor rozcienczenia, dla ktorego RA jest
zblizone do 50% [9]. Za wynik dodatni uwaza sie
warto$¢ stezenia inhibitora > 0,5 j.B./ml, przy czym
niektore laboratoria przyjmujg warto$¢ > 0,6 j.B./
/ml [10]. Test Bethesda zostal opracowany w celu
wykrywania 1 iloSciowego okreS§lania wszystkich
przeciwcial FVIII w HA, ktére wykazuja liniowa
kinetyke typu 1. Jest on rowniez przydatny w wy-
krywaniu inhibitorow FVIII w AHA, ale czesto
wykazuja one zlozona i nieliniowg kinetyke typu
2 1 dlatego niejednokrotnie trudniej oszacowac
stezenie tych autoprzeciwcial. Wstepna inakty-
wacja cieplna osocza badanego (56°C/30 min),
prowadzona w celu pozbycia sie zbyt wysokiej
resztkowej aktywno$ci FVIII, moze poprawic
dokltadnosc/czuto$é testu [9]. Dostepno$é w labo-
ratoriach oznaczen miana inhibitora FVIII testem
Bethesda jest ograniczona z uwagi na zlozono$é
procedury badawczej, przez co test ten wykonywa-
ny jest jedynie w specjalistycznych laboratoriach
referencyjnych oSrodk6w hematologicznych (m.in.
oSrodkach leczenia hemofilii).

Wykazano, ze komercyjnie dostepne testy
ELISA do oznaczania przeciwcial anty-FVIII sg
czule 1 specyficzne w diagnostyce AHA [8]. Jed-
nak na uwage zastuguje fakt, ze w zaleznoSci od
zestawu wykrywaja one zaro6wno neutralizujace, jak
i nieneutralizujace przeciwciala wobec FVIIL. Testy
ELISA moga by¢ szczeg6lnie pomocne w przypadku
wspolistnienia i roznicowania przeciwcial anty-
-FVIII i LA. Ponadto okreslenie izotypu przeciwcial
anty-FVIII moze mie¢ implikacje prognostyczne,
jak wykazano w przypadku anty-FVIII IgA [8].

Nalezy podkresli¢, ze szczegblnie waznym
1 do$¢ trudnym zadaniem laboratorium w diagno-
styce AHA jest zr6znicowanie rodzaju wykrytego
w teScie korekcji APTT , krazacego antykoagulan-
tu”, to jest inhibitora wobec FVIII od obecno$ci LA,
zwlaszcza w sytuacji, gdy objawy kliniczne AHA
nie sa wyraznie zaznaczone. Obecno$¢ LA mozna
wykluczy¢ w teScie z zastosowaniem rozcienczone-
go jadu zmii Russela (dRV VT, dilute Russel’s viper
venom time) [8]. Ponadto w rzadkich przypadkach

mozliwe jest wspolistnienie AHA i LA, co znacz-
nie komplikuje diagnostyke, poniewaz przyczynia
sie do uzyskania falszywie pozytywnych wynikow
testow koagulacyjnych [13, 14]. Dotyczy to takze
stosowania przez pacjentéw z AHA terapii wywie-
rajacych wplyw na uktad krzepniecia krwi, to jest
VKA, heparyny lub innych lekéw przeciwzakrze-
powych. Wowczas niezbedne jest zastosowanie do
oznaczenia aktywnosci FVIII oraz miana inhibitora
FVIII testu chromogennego, ktory w odroznieniu
od rutynowo stosowanego testu koagulacyjnego
jest niewrazliwy na obecno$¢ LA czy antykoagulan-
tow farmakologicznych [13, 14]. Jezeli test dARVVT
nie jest dostepny, prostym testem pomocniczym
w roznicowaniu inhibitora od obecno$ci LA moze
by¢ takze wykonanie oznaczenia APTT z wyko-
rzystaniem odczynnika niewrazliwego na LA (tj.
o zwiekszonej zawarto$ci fosfolipidow) [6, 8].

Podsumowujac, w rozpoznawaniu AHA wazne
jest powigzanie interpretacji uzyskanych wynikow
testow laboratoryjnych z wywiadem oraz obrazem
klinicznym, w tym z informacja o ewentualnym
stosowaniu lekow majacych wptyw na ukiad
krzepniecia krwi. Obecnie w celu optymalizacji
tego procesu wielu ekspertow wskazuje na nie-
odzowna konieczno§¢ Scistej wspolpracy zespotu
lekarskiego i zespotu laboratorium. Waznym ele-
mentem takiej wspoélpracy jest dobra i sprawna
komunikacja, dzieki ktérej maksymalnie ogra-
niczone bedzie ryzyko wstapienia op6znienia
diagnostycznego AHA.
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