SEED Coagulation – Haemophilia – a laboratory diagnostic approach
2
Sysmex Educational Enhancement and Development | July 2012
SEED Coagulation – Haemophilia – a laboratory diagnostic approach
2
Sysmex Educational Enhancement and Development | July 2012

Гемофилия – подходы к лабораторной диагностике
Что такое гемофилия?
Гемостаз является биологическим балансом между свертыванием и кровотечением. Дефицит любого фактора свертывания ведет к сдвигу данного баланса в сторону кровотечения. Гемофилия – это сцепленное с полом наследственное заболевание, вызванное дефицитом фактора свертывания VIII (FVIII) или IX (FIX), соответственно, при гемофилии А и В. Гены данных факторов расположены на X-хромосоме, поэтому страдают данным заболеванием только мужчины, с очень редкими исключениями. Т.к. у женщин имеется две Х-хромосомы, то при наличии мутации в одной из них, вторая обеспечивает синтез достаточного количества фактора свертывания, что приводит к отсутствию симптомов болезни. Схема наследования при гемофилии представлена на Рис. 1. Однако, до 1/3 гемофиликов не имеют наследственной отягощенности, что свидетельствует о спонтанных мутациях. 
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Рис. 1  Схема наследования гемофилии
Как часто встречается гемофилия?
[image: image1]Гемофилия А – наиболее часто встречающийся наследственный дефицит фактора свертывания, возникающий с частотой 1 на 5000 мальчиков, родившихся живыми. Гемофилия В менее распространена, ее частота составляет 1 на 30 000 мальчиков, родившихся живыми. Клинические проявления, лабораторная диагностика и лечение гемофилии А и В  идентичны. Для простоты чтения мы сосредоточимся на гемофилии А и FVIII, поскольку они более распространены, однако все ссылки на FVIII можно заменить на FIX, применительно к гемофилии B.
Когда можно заподозрить гемофилию у пациента?
Гемофилия может быть заподозрена в следующих случаях:
■■ множественные эпизоды кровотечений, впервые возникших в младенчестве, когда ребенок начал самостоятельно передвигаться
■■ пожизненная история небольших синяков (экхимозов)
■■ спонтанные кровоизлияния в суставы и мягкие ткани
■■ семейный анамнез кровоточивости, особенно у мужчин, хотя он может и отсутствовать
Каковы клинические проявления гемофилии?
Основными клиническими симптомами гемофилии являются повторяющиеся эпизоды кровотечений. Тяжесть кровотечения напрямую связана с уровнем FVIII в плазме. Таким образом, пациенты с самым низким уровнем FVIII будут иметь более сильную склонность к кровотечениям. У больных с тяжелой формой гемофилии кровотечения будут более частыми с большей степенью и тяжестью осложнений. И наоборот, у пациентов с легкой формой гемофилии будет гораздо меньше кровотечений с минимальными осложнениями или без них. Пациенты с умеренной гемофилией имеют среднетяжелую клиническую картину. У детей до года могут быть обильные кровотечения после обрезания, кровоизлияния в мягкие ткани и чрезмерные кровоподтеки, особенно когда они начинают ползать. Рецидивирующие спонтанные суставные кровотечения и мышечные гематомы являются частым осложнением, а при отсутствии лечения может развиться хронический артрит, постепенно приводящий к инвалидности. Осложнения из-за неконтролируемых кровотечений могут возникнуть во время тяжелой травмы или хирургического вмешательства.
	Активность фактора VIII 
	Тяжесть гемофилии
	Клинические проявления

	<1%
	Тяжелая гемофилия
	■ Частые спонтанные кровотечения

	>1% – <5%
	Гемофилия средней тяжести
	■ Посттравматические кровотечения
■ Периодические спонтанные кровотечения

	5% – 30%
	Гемофилия легкой степени
	■ Посттравматические кровотечения
■ Редкие спонтанные кровотечения


Таб. 1  Клиническая классификация гемофилии в зависимости от активности фактора
Как диагностировать гемофилию?
Удлинение основных скрининговых коагуляционных тестов позволит выявить пациента с дефицитом фактора свертывания крови. Далее проводится выявление конкретного фактора, который недостаточен. Ожидаемые результаты коагуляционных тестов у больного гемофилией представлены в Табл. 2.
	Протромбиновое время (ПТВ) 
	В норме

	Активированное частичное тромбопластиновое время (AЧТВ)
	Удлинено

	Тромбиновое время (TВ) 
	В норме

	Фибриноген 
	В норме

	Количество тромбоцитов
	В норме


Таб. 2  Ожидаемые результаты основных лабораторных тестов при гемофилии 
При удлинении АЧТВ следует проводить коррекционные тесты путем смешивания плазмы пациента с нормальной объединенной плазмой в соотношении 50:50. Этот, так называемый, тест смешивания или коррекции используется для определения того, связано ли удлинение АЧТВ с дефицитом фактора или же с ингибитором, таким как гепарин. Добавление нормальной объединенной плазмы заменяет любые факторы, отсутствующие в плазме пациента, и, следовательно, «скорректирует» АЧТВ до нормального значения, если первоначальное удлинение было вызвано дефицитом фактора. Напротив, если удлинение АЧТВ вызвано ингибитором, то никакой «коррекции» не произойдет.
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Рис. 2  Пути свертывания крови с факторами, измеряемыми с помощью АЧТВ, и роль фактора FVIII. Дефицит  FVIII удлиняет АЧТВ.
Как подтвердить диагноз гемофилии?
Исследование конкретных факторов свертывания используется для подтверждения диагноза гемофилии. Т.к. гемофилия А встречается в 5 раз чаще гемофилии В, экономически более эффективно в первую очередь исследовать FVIII, а затем FIX, если уровень FVIII в пределах нормы. Принцип метода аналогичен в обоих случаях, за исключением использования обедненной по FIX плазмы для анализа FIX.
a) Принцип исследования FVIII 
Активированное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ) оценивает совокупную функцию факторов свертывания крови, составляющих внутренний и общий пути свертывания (FXII, FXI, FIX, FVIII, FX, FV, FII, фибриноген). Для того, чтобы АЧТВ было в пределах нормы, все участвующие факторы должны присутствовать в нормальных или близких к норме количествах. Т.к. все факторы необходимы для формирования фибринового сгустка, дефицит любого из них приведет к удлинению АЧТВ. АЧТВ будет увеличиваться прямо пропорционально степени дефицита, то есть чем ниже уровень фактора, тем дольше время свертывания. Следовательно, если единственной переменной, влияющей на АЧТВ образца пациента, является уровень определенного фактора свертывания крови, то значение АЧТВ можно использовать для расчета концентрации отсутствующего фактора. В анализе FVIII образец пациента с неизвестным уровнем FVIII смешивается с эталонной плазмой, которая содержит нормальные количества всех факторов свертывания крови, кроме измеряемого фактора, т. е. в данном случае FVIII. Эта плазма называется плазмой, дефицитной по FVIII. При использовании этой смеси нормализуются уровни всех факторов свертывания крови, за исключением FVIII, который является неизвестным. Таким образом, любое удлинение АЧТВ может быть связано исключительно с концентрацией фактора VIII в образце пациента.
b) Реагенты и контроли, используемые для исследования FVIII 
■■ Реагенты АЧТВ – те же реагенты, которые используются для базового тестирования АЧТВ, необходимые для оценки факторов свертывания внутреннего пути, т.е. реагент АЧТВ (Actin FS©) и хлорид кальция.
■■ Референтная плазма – плазма (Standard Human Plasma©), содержащая известное количество FVIII, используется для создания стандартной кривой (калибровочная кривая) в сравнении с которой оценивается время свертывания образца пациента, конвертируемое затем в абсолютные значения (%). 
■■ Плазма, дефицитная по фактору VIII – содержит нормальное количество всех факторов свертывания, за исключением FVIII.
■■ Нормальные и ненормальные контроли – Control Plasma N© and Control Plasma P©
The names above followed by ‘©’ are the Siemens brand names of reagents used for the FVIII assay on Sysmex analysers
c) Автоматизированный анализ FVIII на анализаторах Sysmex 
Анализ отдельных факторов свертывания можно выполнять на всех коагуляционных анализаторах Sysmex. Анализатор необходимо калибровать с использованием стандартной человеческой плазмы при каждом изменении реагентов в партии. 
d) Интерпретация результатов
Результаты исследования FVIII представляются в виде процентов. Нормальный референтный диапазон может быть довольно широким (~50–150%), но не имеющим отношения к диагнозу гемофилии. Как показано в Табл. 1, для постановки диагноза «Гемофилия» у пациента мужского пола необходим уровень FVIII, не превышающий 30%. Уровень фактора говорит о тяжести заболевания и определяет подходы к лечению. 
Какова терапия эпизодов кровотечения у больных гемофилией?
a) Восстановление гемостатического баланса
Кровотечения возникают из-за частичного или полного дефицита фактора свертывания, конкретно FVIII или FIX. Соответственно, при лечении эпизодов кровотечений необходимо заместить недостающий дефицитный фактор. Обычно он вводится в виде концентрата фактора (FVIII или FIX), полученного из крови человека и очищенного, либо произведенного с помощью генной инженерии – так называемого рекомбинантного фактора. Использование рекомбинантных факторов предпочтительнее, поскольку они полностью свободны от инфекций, связанных с переливанием крови, таких как ВИЧ и гепатиты В и С, которые не могут быть полностью исключены из любых препаратов крови, даже в странах с высоким уровнем стандартов безопасности трансфузии. Однако рекомбинантные факторы дороги и малодоступны, поэтому в большинстве стран для лечения используются концентраты факторов или свежезамороженная плазма, получаемые в службах переливания крови. Количество фактора, которое необходимо ввести, будет зависеть от тяжести кровотечения. Для спонтанных кровотечений обычно адекватным является уровень FVIII 30–50%, но при любой серьезной травме или хирургическом вмешательстве требуется уровень 100%. После остановки кровотечения FVIII следует поддерживать на уровне около 50% до исчезновения симптомов.
b) Общие мероприятия
Как и в случае с пациентами без гемофилии, для остановки кровотечения применяются стандартные меры внешней компрессии в месте кровотечения, покой и возвышенное положение. 
c) Превентивные меры 
Пациентам с гемофилией не рекомендуется принимать аспирин или нестероидные противовоспалительные препараты для облегчения боли. Эти препараты могут усилить кровотечение, влияя на функцию тромбоцитов. Также следует избегать внутримышечных инъекций, так как это может спровоцировать кровотечение.
d) Профилактическая заместительная терапия
В идеале больные гемофилией должны регулярно получать заместительную терапию фактором, а не только в тех случаях, когда кровотечение уже произошло. Было доказано, что такой подход высокоэффективен для предотвращения отсроченных осложнений, но ввиду высокой стоимости он является недостижимой целью для подавляющего большинства пациентов с гемофилией.
Какова роль лаборатории при наблюдении пациентов с гемофилией?
Анализ FVIII необходим не только для подтверждения диагноза, но и является важным компонентом терпии. Как упоминалось выше, инфузия концентрата фактора является основой лечения, но для эффективного восстановления гемостаза его уровень должен достигать определенного минимума. Поэтому крайне важно, чтобы уровни фактора проверялись через определенные промежутки времени после его введения. Существуют алгоритмы, помогающие определить, сколько единиц FVIII необходимо ввести. В формуле используется базовый уровень FVIII, а также масса тела. Это используется для определения начальной дозы, но ответ на лечение должен быть подтвержден путем повторения анализа фактора после инфузии. Если восстановление уровня фактора субоптимально, то необходимо ввести дополнительную дозу, особенно при сохраняющихся клинических признаках кровотечения. Если пациент не реагирует или требует все более высоких доз для контроля кровотечения, необходимо изучить возможность появления ингибиторов.
Что такое ингибиторы?
Одним из наиболее серьезных осложнений, возникающих при лечении гемофилии, является выработка антител (ингибиторов) против вводимого FVIII. Это имеет место только у пациентов с тяжелой формой гемофилии, у которых наблюдается уровень FVIII менее 1% или его полное отсутствие. Поскольку у пациента практически отсутствует эндогенный FVIII, любой введенный экзогенный FVIII воспринимается организмом как чужеродное вещество, против которого вырабатываются антитела. Эти антитела называются ингибиторами, поскольку они связываются с введенным фактором и предотвращают его участие в каскаде свертывания крови. Это означает, что для поддержания коагуляции требуется большее количество вводимого фактора. Это происходит примерно у 5-10% пациентов с тяжелой формой гемофилии А и у 2-4% пациентов с тяжелой формой гемофилии В.B.
Как выявить ингибиторы с помощью лабораторных тестов?
Ингибиторы FVIII, как правило, зависят от времени, поэтому при инкубации смеси нормальной плазмы и плазмы пациента, содержащей ингибитор, ингибитор со временем постепенно нейтрализует FVIII. Если известны активность FVIII в нормальной плазме и время инкубации, то можно определить силу ингибитора. Исследование FVIII выполняется на наборе образцов плазмы пациентов, последовательно разведенных нормальной плазмой с известным количеством FVIII. Степень разведения образца, при которой уровень остаточного фактора VIII наиболее близок к 50%, используется для расчета количества присутствующего ингибитора, выраженного в единицах Bethesda. Одна единица Bethesda представляет собой количество ингибитора, которое может инактивировать 50% 1 единицы FVIII в пуле нормальной плазмы после 120 минут инкубации при 37°C. Затем активность ингибитора считывается с графика с использованием остаточного значения FVIII (Рис. 3).
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Рис. 3  Остаточный фактор VIII, который ближе всего к 50%, используется для считывания активности ингибитора с графика. В данном примере это 45%.
Окончательные единицы Bethesda рассчитываются путем умножения единицы активности ингибитора на коэффициент разведения результатов. Все значения, которые превышают 80% остаточного FVIII, считаются отрицательными для ингибиторов.
Как присутствие ингибиторов влияет на лечение?
Как правило, больному с одной единицей ингибитора Bethesda потребуется в два раза больше обычного количества фактора, чем потребовалось бы, если бы у пациента не было ингибитора. По мере повышения уровня ингибиторов концентраты факторов постепенно становятся неэффективными. В этом случае нужно чередовать препараты, такие как рекомбинантный фактор VIIa, который действует непосредственно на фактор X, тем самым обходя потребность в FVIII. Этот препарат является дорогостоящим и малодоступным, поэтому единственной альтернативой для большинства пациентов является использование большого количества концентратов факторов при одновременном подавлении выработки ингибитора с использованием иммунотерапии, и, иногда, химиотерапии.
Take home message
Гемофилия - относительно редкое заболевание с точки зрения количеста больных, однако, поскольку эти пациенты, как правило, имеют частые кровотечения на протяжении всей жизни в сочетании с необходимостью тестирования образцов крови в течение 2 часов после взятия, существует значительный спрос на исследования FVIII и FIX. Таким образом, широкая доступность надежных лабораторных служб, которые могут проводить тестирование FVIII и FIX, является важным компонентом любой программы лечения гемофилии, даже в странах с ограниченными ресурсами.
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