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Sazetak

Hemofilija je nasljedna hemoragijska bolest koja se prenosi recesivno
preko X kromosoma, a uzrokovana je nedostatkom faktora zgrusavanja
krvi, najcesée faktora VIII (hemofilija A) ili faktora IX (hemofilija B). Bolest
je najcesce prisutna kod muskaraca zbog nacina nasljedivanja, dok Zene
mogu biti nositeljice bez manifestacije simptoma. Hemofilija moze dovesti
do teskih krvarenja u zglobove, misi¢e i unutarnje organe, a posebno nakon
ozljeda ili operacija. Glavni simptom hemofilije je produljeno krvarenje koje
moze dovesti do ozbiljnih zdravstvenih komplikacija poput artropatije, sto
je kroni¢no stanje koje moZze uzrokovati invalidnost. Povijesno, hemofilija je
poznata kao ,kraljevska bolest" zbog ucestalosti medu europskim
plemstvom. Genske mutacije u F8 i F9 genima odgovorne su za razlicite
oblike hemofilije. Suvremeni terapijski pristupi ukljuc¢uju gensku terapiju
koja cilja na korijen bolesti i nadomjesnu terapiju koja se koristi za
upravljanje simptomima. Istrazuje se moze li specificna krvna grupa
utjecati na krvarenja kod zdravih ljudi ili na tezinu hemofilije, sto bi moglo

unaprijediti lijeCenje bolesti.

Klju€ne rijeci

Nasljedna bolest, faktor zgrusavanja, krvarenje, artropatija, genska

terapija



Summary

Hemophilia is an inherited hemorrhagic disorder that is passed on
recessively through the X chromosome and is caused by a deficiency in
blood clotting factors, most commonly factor VIII (Hemophilia A) or factor
IX (Hemophilia B). The disease is most commonly found in men due to its
mode of inheritance, while women can be carriers without showing
symptoms. Hemophilia can lead to severe bleeding in the joints, muscles,
and internal organs, particularly after injuries or surgeries. The main
symptom of hemophilia is prolonged bleeding, which can result in serious
health complications such as arthropathy, a chronic condition that can cause
disability. Historically, hemophilia has been known as the ,royal disease"
due to its prevalence among European royalty. Genetic mutations in the F8
and F9 genes are responsible for different forms of hemophilia. Modern
therapeutic approaches include gene therapy, which targets the root cause
of the disease, and replacement therapy, which is used to manage
symptoms. Research is being conducted to determine whether a specific
blood type can influence bleeding in healthy individuals or the severity of

hemophilia, which could improve treatment strategies for the disease.
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1. UVOD
1.1. OPCENITO O HEMOFILIJI

Izraz hemofilija dolazi od grckih rije¢i haima Sto znaci krv te philia sto
znaci sklonost i naziv je za naj¢escu nasljednu hemoragic¢nu bolest (1).
To je x-vezani nasljedni poremecaj krvarenja uzrokovan nedostatkom
faktora zgrusavanja. Razlikujemo hemofiliju A koja je rezultat
nedostatka koagulacijskog faktora VIII i hemofiliju B kod koje nedostaje
koagulacijski faktor IX (2). Pored ovih oblika hemofilije, postoji i niz
drugih slicnih poremecaja krvarenja od kojih je najpoznatija von
Willebrandova bolest (VWB) (3).

1.2. HEMOSTAZA

Zaustavljanje krvarenja, poznato kao hemostaza, vazan je proces koji
se odvija u nekoliko uzastopnih faza: vazokonstrikcija, primarna
hemostaza i sekundarna hemostaza i fibrinoliza (4). Nakon sto dode do
ozljede krvne zile, refleksno dolazi do suzenja glatkih misi¢a u stijenki
Zile, odnosno vazokonstrikcije, Sto smanjuje protok krvi prema

ozlijedenom podrucju (Slika 1.A) (5).

Ostecenje krvnih Zila izlaze subendotelni sloj, koji sadrzi kolagen,
trombocitima u cirkulaciji. Trombociti se vezu za kolagen pomocu
specificnih receptora na svojoj povrsini, Sto omogucuje ¢vrstu adheziju.
Von Willebrandov faktor (VWF), prisutan na povrsini endotelnih stanica,
djeluje kao most izmedu kolagena i trombocithog receptora,
stabilizirajuéi adheziju trombocita. Aktivirani trombociti mijenjaju svoj
oblik i oslobadaju granule koje sadrze tromboksan A2 i ADP, c¢ime
dodatno poti¢u agregaciju drugih trombocita. Nakupljeni aktivirani
trombociti stvaraju primarni trombocitni Cep, iz kojeg se tijekom
sekundarne hemostaze razvija fibrinski ugrusak (Slika 1B). Sekundarna
hemostaza zapocinje formiranjem primarnog trombocitnog ¢epa, a njen

je glavni cilj stabilizacija ¢epa formiranjem mreze fibrinskih niti. Ovaj
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proces ukljucuje niz enzimskih reakcija i interakcija izmedu
koagulacijskih faktora i stanica, poznatih kao koagulacijska kaskada.
Kaskada se moze pokrenuti unutarnjim i vanjskim putem, ali je cilj isti:
osigurati da trombocitni ¢ep postane trajan i otporan na fizicke sile

unutar krvne zile, osiguravajudi trajno zaustavljanje krvarenja (4).

Sekundarna hemostaza se dijeli na tri faze: inicijaciju (vanjski put
koagulacije), amplifikaciju (unutarnji put koagulacije) i propagaciju
(zajednicki put). Inicijacija pocinje kada se, uslijed ozljede tkiva, izlozi
TF (tkivni faktor) na povrsini krvne zile i veze za VIla (aktivirani faktor
VII), stvarajuc¢i kompleks TF-VIIa. Ovaj kompleks aktivira faktor X u
faktor Xa, sto dovodi do stvaranja male koli¢ine trombina (faktor IIa),

koji aktivira unutarnji put koagulacije (Slika 2) (4).

High molecular weight kininogen (HMWK) djeluje kao kofaktor i veze
se na povrsinu krvnih zila nakon njihovog oStecenja, aktivirajuci faktor
XII. Aktivirani faktor XII (XIIa) aktivira prekallikrein (PK) u kallikrein (K),
koji pojacava aktivaciju faktora XII i cijepa HMWK, oslobadajudi
bradikinin, Sto povecava vaskularnu propusnost. Faktor XIIa aktivira
faktor XI, koji zatim aktivira faktor IX (IXa). Faktor IXa veze se za
kofaktor VIIIa na povrsSini trombocita, ¢ime se dodatno aktivira faktor X
i osigurava masovna proizvodnja trombina, klju¢nog za formiranje
stabilnog fibrinskog ugruska. Faktor VIII u krvotoku postoji u neaktivhom
obliku, vezan za VWF koji ga stiti od razgradnje i omogucuje njegov
transport kroz krvotok. Kada dode do ozljede trombin ga pretvara u
aktivni oblik VIIIa (4).

U zadnjoj fazi sekundarne hemostaze, faktor Xa zajedno s aktiviranim
faktorom V (Va) pretvara protrombin (faktor II) u trombin (faktor IIa),
koji potom katalizira konverziju fibrinogena (Fg) u netopivi fibrin (Fb), iz
kojeg se formira mreza fibrinskih niti. Ove niti se krizno povezuju i

stabiliziraju fibrinski ugrusak, ¢ineci ga otpornim i trajnim (4).



U zavrsnoj fazi hemostaze, fibrinolizi, dolazi do razgradnje i uklanjanja
fibrinskog ugruska jer je krvarenje zaustavljeno. Fibrin, glavna
komponenta ugruska, razgraduje se djelovanjem plazmina, aktivnog
oblika plazminogena. Aktivaciju plazminogena mogu potaknuti tkivni
plazminogen aktivator (tPA) i urokinazni plazminogen aktivator (uPA)
(Slika 1.D) (4).

A. VASOCONSTRICTION B PRIMARY HEMOSTASIS
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g Endothelium Basement Coll
Endotheln release Reflex ECM (collagen) membrane agen
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Slika 1. Ilustracija procesa zgrusavanja krvi koja prikazuje cetiri
glavna koraka hemostaze (vazokonstrikcija, primarna
hemostaza, sekundarna hemostaza i fibrinoliza). (S. Cito et al,
2013., ,Elsevier Journal® (5))
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Slika 2. Kaskadni model stvaranja fibrina. Model dijeli
koagulacijski sustav na unutarnji i vanjski put zgrusavanja krvi .
(S.A. Smith et al, 2009., ,,Journal of Veterinary Emergency and Critical
Care" (4))

Kod osoba s hemofilijom unutarnji put koagulacije je inaktiviran zbog
deficijencije faktora zgruSavanja VIII (FVIII) ili IX (FIX), Sto rezultira
niskom razinom trombina. Zbog toga su te osobe podlozne krvarenju. U
procesu zgruSavanja krvi, osim prokoagulantnih faktora sudjeluju i
antikoagulantni faktori poput proteina C, proteina S, antitrombina i
fibrinolitickih ¢imbenika, pa hemostaza ovisi o ravnotezi tih sustava
(Slika 3). Medutim, kod hemofilije dolazi do nedostatka prokoagulantnih

faktora, Sto dovodi do povecane sklonosti krvarenju (6).



Normal hemostasis Hemophilia A and B

Equilibrium between clotting Hemophilia A: deficient in factor VIII
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Slika 3. Faktori koji sudjeluju u hemostazi zdravih osoba i onih s
hemofilijom. (H. Marijke van den Berg et al, 2023., ,The New England
Journal of Medicine" (6))

1.3. POVIJEST HEMOFILIJE

Hemofilija je ljudima poznata vec stoljeéima i Cesto se naziva
kraljevskom boleS¢u. Prva poznata Clanica kraljevske obitelji s ovim
poremecajem bila je kraljica Viktorija (1). Kako se mutacija prenosi
preko X kromosoma, muski potomci su obolijevali od hemofilije, dok su
Zene prenosile poremecaj na sljedece generacije. U to vrijeme brakovi
su Cesto bili dogovoreni medu kraljevskim obiteljima. Zbog cega se
hemofilija prosirila iz Ujedinjenog Kraljevstva u njemacke, Spanjolske i
ruske kraljevske obitelji. Upravo zbog toga hemofilija se ¢esto nazivala
kraljevskom boles¢u. Jedan od glavnih simptoma hemofilije su modrice
po tijelu pa se zbog toga govorilo da je ,hemofilicna krv" plava krv,

aludirajuci na plemicku krv (7).



1.4. NASLJEDIVANIJE HEMOFILIJE

Hemofilija je poremecaj koagulacije koji je uzrokovan deficijencijom
jednog od koagulacijskih faktora. Kada nedostaje koagulacijski faktor
VIII rijeC je hemofiliji A, dok se hemofilija B odnosi na manjak faktora
IX. Hemofilija A puno je ¢eS¢a u populaciji u usporedbi s hemofilijom B.
Bilo da se radi o hemofiliji A ili B poremecaj se nasljeduje recesivno,
preko X kromosoma Sto znaci da je ¢esSce prisutna u muskaraca nego u
Zena. Muskarcima sa zahvacenim alelom na X kromosomu se bolest
zasigurno manifestira, dok zene moraju imati zahvacena oba alela na X
kromosomima, Sto je mnogo rjede. Muskarci hemofilicari ne mogu
prenijeti poremecaj na svoje sinove, ali sve njihove kéeri su obavezne
nositeljice mutiranog alela. Zdrave Zene sa zahvadenim jednim alelom,

mogu prenijeti poremecaj na svoje sinove (8).

1.5. RASPROSTRANJENOST HEMOFILIJE
Prema podacima Svjetske federacije hemofilije (World Federation of
Hemophilia, WFH) iz 2022. svake godine rodi se oko 20 000 djece s
hemofilijom, od kojih 7 000 ima teZzak oblik ove bolesti. 2021. godine
identificirano je 386 966 pacijenata diljem svijeta, ukljucujuci 185 318 s
hemofilijom A, 37 998 s hemofilijom B te 89 848 s VWB. Od kraja proslog
stolje¢a do danas broj oboljelih stalno raste, Sto je u skladu s

povecanjem opce populacije u svijetu (9).

Sto se tie rasprostranjenosti pacijenata, najvise osoba s hemofilijom
dolazi iz Amerike, zatim Europe pa Azije, a potom iz Afrike (Slika 4).
Medutim, vazno je naglasiti da ne dostavljaju sve zemlje svijeta podatke
o oboljelima Svjetskoj federaciji hemofilije. Zbog toga je broj
identificiranih hemofili¢ara iz Afrike vrlo mali, iako se o¢ekuje veci broj.
Zbog ekonomskih poteskoca, dio pacijenata u Africi nema pristup
lijeCenju, dok je pacijentima iz ostatka svijeta pruzena medicinska
pomoc (9).

U Hrvatskoj od hemofilije boluje oko 500 ljudi, a medu njima, otprilike

150 pacijenata pati od teskog oblika ove bolesti (11).
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Broj pacijenata
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Istoéni Jugoistocna L
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Afrika  Amerika Mediteran P Azija
Identificirani broj pacijenata ] 7,385 56,544 32,545 £0.288 34,673 42,142
Ocekivani broj pacijenata 97 944 97,932 75,124 72227 204,653 198,109
Postotak identificiranih pacijenata 8% 58% 43% 83% 17% 21%

Slika 4. Broj identificiranih u odnosu na ocekivane pacijente s
hemofilijom prema regijama. (Srivastava A et al, 2020., ,World
Federation of Hemophilia®™ (9))

Svjetski dan hemofilije obiljezava se svake godine 17. travnja kako bi
se podigla svijest o ovoj bolesti, ali i drugim nasljednim poremecajima
krvarenja. Svjetska federacija hemofilije procjenjuje da 75% osoba s
hemofilijom nije svjesno da ima ovu bolest. Povecanje svijesti omogucilo
bi bolju zdravstvenu skrb pacijentima. Obiljezavanje Svjetskog dana
hemofilije pokrenuto je jos 1989. godine od strane Svjetske federacije
hemofilije, a 17. travnja izabran je kao datum okupljanja zajednice u
Cast rodendana Franka Schnabela, osnivala ove organizacije (10).
Drustvo hemofilicara Hrvatske (DHH) nastoji povezati ¢lanove udruge i

poboljSati kvalitetu zivota pacijentima. Od osnivanja 1992. godine u
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Zagrebu, udruga broji vise od 400 clanova. DHH je vrlo aktivna i ima za
cilj pruziti nove informacije o bolesti oboljelima i njihovim obiteljima te
organizirati skupove i edukacije na kojima kontinuirano prate razvoj

novih terapija za lijeCenje (11).

Ovim preglednim radom pruza se detaljan uvid u razlic¢ite aspekte
hemofilije. Pocevsi od nasljedivanja i rasprostranjenosti ove bolesti pa
do klinicke slike bolesnika, molekularnih mehanizama hemofilije,
razli¢itih nacina dijagnosticiranja i lijeCenja hemofilije. Individualizirani
pristupi lijeCenju predstavljaju buducnost medicine. Samo detaljna
istrazivanja pojedinih bolesti, uz interdisciplinarno povezivanje, mogu
pruziti cjelovitu sliku i detaljne informacije o bolesti, ¢ime se omoguduje

ucinkovito ostvarivanje takvih tretmana.



2. SVRHA RADA

Cilj pretrazivanja i usporedivanja znanstvene literature o hemofiliji bio
je objediniti razlicite aspekte promatranja ove bolesti na jedno mijesto.
Analizom simptoma i klinicke slike pacijenata te usporedbom starijih i
novijih metoda dijagnosticiranja i lijeCenja, moze se dobiti cjelovita slika o
hemofiliji.

Ovim radom nastoji se objasniti molekularni mehanizam hemofilije te
usporediti normalnu hemostazu u zdravih osoba s neravnotezom
zgrusavanja krvi kod osoba s hemofilijom. Takoder, se analiziraju podaci o

incidenciji ove bolesti.

Razumijevanje molekularnog mehanizma hemofilije i starijih metoda
lijeCenja omogucava objasnjenje novih i potencijalnih terapija za ovu bolest.
Genska terapija cilja na lijeCenje samog uzroka bolesti u genomu, dok
tradicionalne nadomjesne terapije sprjeCavaju krvarenje, jedan od glavnih
simptoma hemofilije. Takoder, analiza i razumijevanje metoda za
dijagnosticiranje hemofilije vazno je jer pruza temelj za preciznije

propisivanje terapije i ucCinkovitije lijeCenje.



3. MOLEKULARNI MEHANIZAM HEMOFILIJE

Hemofilija A i hemofilija B su poremedaji koagulacije najcesce
uzrokovani monogenetskim mutacijama u genima F8 i F9, koji kodiraju
faktore koagulacije VIII ili IX. Ovi geni smjesteni su na q kraku X
kromosoma. Gen F8, sa svojih 180 kb, znacajno je vedi i strukturno
kompleksniji za prouc¢avanje u odnosu na F9 gen koji je dugacak 34 kb.
Prema podacima o broju identificiranih pacijenata s poremecajima
krvarenja, 47.65% oboljelih pati od hemofilije A, dok 9% boluje od
hemofilije B, Sto ukazuje na znatno vecu ucestalost mutacija u F8 genu u
odnosu na F9 gen (9). U rijetkim slucajevima, otprilike 30% slucajeva,
hemofilija nastaje zbog de novo mutacija (12).

Molekularni mehanizam hemofilije je raznolik, iako se gotovo sve
genske mutacije javljaju u F8 i F9 genima. Vrsta genetske mutacije ima
klju¢nu ulogu u odredivanju teZine simptoma bolesti. Na primjer, mutacije
koje uzrokuju potpuni nedostatak faktora VIII svrstavaju se u skupinu nultih
varijanti, pri ¢emu je jedna od takvih mutacija inverzija izmedu 22. i 1.
introna F8 gena (Slika 5). S druge strane, mutacije koje spadaju u missense
varijante mogu dovesti do smanjene funkcije koagulacijskog faktora,

uzrokujudi time umjereni do blagi oblik hemofilije (12).

U intronu 22, F8 gena nalazi se intronski reverzni transkript (int22h),
koji sadrzi tri kopije gena prepisane reverzno (u suprotnom smjeru) od
ostatka F8 gena. Taj int22h se moze integrirati u F8 gen putem reverzne
transkripcije, Sto rezultira inverzijom 22. introna. Ova inverzija je glavni
uzrok teske hemofilije A jer ometa sintezu funkcionalnog faktora VIII te

sprjecava pravilnu transkripciju i translaciju F8 gena (12).

Sto se ti¢e hemofilije B i mutacija u F9 genu, missense mutacije
odgovorne su za vecdinu slucajeva, ukljucujudi i teze i lakSe oblike bolesti.
Udio nultih mutacija, koje uzrokuju potpuni nedostatak faktora IX, znatno

je manji nego u F8 genu (12).
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Slika 5. Profil genetskih varijanti u hemofiliji A i hemofiliji B,
(Pavilova A et al, 2022., ,Thieme Medical Publishers" (12))

3.1. GRADA FAKTORA VIII
Faktor VIII je glikoprotein velike molekularne mase sastavljen od

nekoliko domena: A1-A2-B-A3-C1-C2. Srednja domena B nije uklju¢ena u
koagulacijsku aktivnost, te se njezinim uklanjanjem od strane trombina
faktor VIII aktivira. Tijekom aktivacije, proteolitickim cijepanjem nastaju
Jlaki" i ,teski" lanci. Teski lanci ¢ine Al i A2 domene, koje predstavljaju N-
terminalni dio molekule. Laki lanac ukljucuje A3, C1 i C2 domene, Sto Cini
C-terminalni dio molekule. Laki lanac je klju¢an za interakciju s VWF-om i
membranom trombocita, Sto Stiti protein od razgradnje i pravilno ga

usmjerava prema mjestu ozljede krvne zile (13).

3.2. POVEZANOST KRVNIH GRUPA I RIZIKA OD
KRVARENJA

Krvne grupe ABO sustava odredene su genima smjestenim na 9.
kromosomu. Ovi geni kodiraju enzime koji dodaju specificne ugljikohidrate
na povrsinu crvenih krvnih stanica. Svaka krvna grupa razlikuje se po vrsti
dodatnih Secera na ugljikohidratnoj osnovi koji su prisutni na eritrocitima.
Na primjer, kod osoba s krvnom grupom A, dodatni Secer je N-

acetilgalaktozamin koji prenosi enzim N-acetil-galaktozil-transferaza. Ovaj
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enzim je kodiran genima na 9. kromosomu. Osobe s krvnom grupom B
imaju gen koji kodira galaktozil-transferazu, Sto rezultira prisustvom
galaktoze na ugljikohidratnoj osnovici eritrocita. Kod osoba s krvnom
grupom AB prisutna su oba Seéera- N-acetilgalaktozamin i galaktoza. S
druge strane, kod osoba s krvnom grupom 0, gen na 9. kromosomu ne
kodira nijednu transferazu, Sto znaci da na povrsini eritrocita nema dodatnih
ugljikohidrata (14). Koagulacijski faktor VIII cirkulira u plazmi vezan za
VWF, Sto doprinosi njegovoj stabilnosti. Medutim, kod osoba s krvnom
grupom 0, koje nemaju dodatne Secere na svojoj ugljikohidratnoj osnovi,
razine VWF-a su nize. To rezultira kraé¢im poluzivotom faktora VIII. Utjecaj
krvne grupe ABO na razinu VWF-a primjetan je ne samo kod zdravih
ispitanika, vec i kod onih koji su nositelji hemofilije A (15). Osobe s krvnom
grupom 0, koje imaju nize razine VWF-a i pate od hemofilije, mogu iskusiti
dodatno pogorSanje simptoma bolesti. Smanjene razine VWF-a smanjuju
ucinkovitost stabilizacije faktora VIII, Sto moze otezati kontrolu krvarenja.
Stoga je vazno prilagoditi terapijske pristupe, ukljucujuci doze faktora VIII
i koristenje specijaliziranih pripravaka, kako bi se poboljSala hemostaza i

smanjio rizik od krvarenja (16).

12



4. SIMPTOMI HEMOFILIJE

Osobe s teskim oblikom hemofilije pate od dugotrajnih krvarenja u
zglobove, misice i tkiva, Cesto i bez ociglednog uzroka. Takva krvarenja
mogu biti opasna po zivot. S druge strane, kod osoba s blazim oblikom

hemofilije, obilna krvarenja se obi¢no javljaju tek nakon teske traume (17).

Kontinuirano krvarenje kod pacijenata s hemofilijom moZe uzrokovati
razvoj sinovitisa i osteohondralnih osteéenja, Sto posljedicno doprinosi
nastanku artropatije (18). Artropatija za pacijente s hemofilijom predstavlja
znacajan problem jer Cesta krvarenja uzrokuju upalu, bol i ostecenje

hrskavice i kostiju unutar zglobova (19).

S druge strane, povecdane razine faktora zgruSavanja povecavaju rizik
od arterijske tromboze. U tom kontekstu, hipokoagulacija povezana s
hemofilijom moze pruziti zastitu od kardiovaskularnih bolesti poput
mozdanog udara i duboke venske tromboze. Naime, nedostatak odredenog
koagulacijskog faktora moze smanijiti stvaranje trombina, ¢ime se smanjuje
rizik od zacepljenja krvnih zila (19). Stoga je smrtnost od kardiovaskularnih
bolesti niza kod pacijenata s hemofilijom u usporedbi s ostatkom populacije,
a tome pridonosi i njihov redovitm medicinski nadzor i lijecenje, sto ih potice
na usvajanje zdravijih Zivotnih navika poput redovite tjelovjezbe i
uravnotezene prehrane. Medutim, zbog artropatije koja moze nastati uslijed
ucestalih krvarenja u zglobove, smanjuje se pokretljivost, Sto moze

rezultirati povecanom pojavom pretilosti i dijabetesa (19).

Neke studije pokazuju da je hipertenzija ¢eS¢a kod pacijenata s tezim
oblikom hemofilije. Jedan od mogucih uzroka hipertenzije je smanjena
funkcija bubrega i poveéana razina kreatinina. Krvarenje u bubrezima, koje
je uobicajeno kod osoba s hemofilijom, moze dovesti do renovaskularne
hipertenzije i fibroze. Stoga je krvarenje u bubrezima jedan od mogudcih

razloga za razvoj hipertenzije kod ovih pacijenata (19).

13



4.1. HEMOFILNA ARTROPATIJA I SINOVITIS

Hemofilna artropatija je bolest zglobova uzrokovana cestim
krvarenjem u zglobove (hemartroza), Sto moze biti posljedica ozljeda ili se
pojaviti spontano. Ponavljana krvarenja uzrokuju ireverzibilne promjene u
zglobovima, Sto rezultira kronicnom boli, koja se ¢esto pogorsSava tijekom
ili nakon krvarenja (Slika 6). Uz bol, javlja se i ogranic¢enje pokreta, atrofija
miSi¢a i osteoporoza. Deformacija zglobova nastaje uslijed proliferativnog
sinovitisa koji ukljucuje upalu sinovijalne membrane, te degeneracije
hrskavice i kosti, Sto u konacnici dovodi do funkcionalnih ostec¢enja zglobova
(20).

Nakupljanje krvi u zglobnoj Supljini (hemartroza) uzrokuje
proliferaciju sinoviocita, stanica koje igraju klju¢nu ulogu u odrzavanju
zdravlja zglobova. Neki sinoviociti djeluju kao makrofagi, uklanjajudi
otpadne tvari i strane Cestice iz zglobova. Drugi sinoviociti funkcioniraju kao
fibroblasti, proizvodedi sinovijalnu tekudinu koja smanjuje trenje u zglobnoj
hrskavici (18).

U normalnim zglobovima, nakon krvarenja, proteinski kompleks
hemosiderin zaduzen za skladiStenje zZeljeza, nakuplja se u sinoviocitima
nalik makrofagima, a zatim se vracaju u cirkulaciju. Kod osoba s
hemofilijom, ti se kompleksi nakupljaju u stanicama, Sto, uz ponovljena
krvarenja, dovodi do preopterecenja sinoviocita i hiperplazije sinovijalne
membrane. Sinoviociti slicni makrofagima takoder proizvode vaskularni
endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF), koji
poti¢e angiogenezu. Na taj nacin dovodi do stvaranja novih krvnih Zila, Sto
povecava rizik od krvarenja u zglobovima i pogorSava hemofilnu artropatiju.
Osim toga, makrofagi kod pacijenata s hemofilijom imaju smanjenu funkciju
u odgovoru na M-CSF (eng. macrophage-colony stimulating factor), Sto
rezultira sporijim zacjeljivanjem rana i regeneracijom tkiva, cineci ih

sklonima hemartrozi (18).

Osim toga, sinoviociti nalik fibroblastima proizvode citokine poput IL-

6, (interleukin-6); IL-1B, (interleukin 1-beta); TNF-a, (eng. tumor necrosis
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factor-alpha); koji dodatno poti¢u proliferaciju sinoviocita i stvaranje
reaktivnih kisikovih spojeva (eng. reactive oxygen species, ROS). Ove
reaktivhe molekule induciraju apoptozu hondrocita, stanica koje tvore
hrskavicu. Kao i sinoviociti nalik makrofagima, sinoviociti nalik fibroblastima

takoder naglo proliferiraju uslijed nakupljanja zeljeza (18).

Hemokromatoza je bolest karakterizirana nakupljanjem zeljeza, koja
takoder moze dovesti do artropatije uslijed preopterecenja zeljezom.
Medutim, simptomi su obi¢no blazi u usporedbi s hemofilijom, jer se
manifestiraju tek kasnije u zivotu, kada bolest napreduje. U slucaju
hemofilije, krvarenje u zglobovima pocinje ve¢ u djetinjstvu, pa se

artropatija uocava puno ranije (18).

Osteohondralna ostecenja nastaju kada su hondrociti izlozeni zeljezu
i drugim produktima sinoviocita potaknutih upalom. Krv moze postati
toksi¢na za hrskavicu vec¢ nakon dva dana zbog stvaranja hemosiderina,
jednog od kompleksa koji skladiste Zeljezo u tijelu. U naprednim stadijima
bolesti, osteohondralna ostedenja postaju izrazenija zbog povecane
proizvodnje proupalnih citokina i proteaza, Sto moze dovesti do stvaranja
subhondralnih cista (18).
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Slika 6. Struktura zgloba s hemofilnom artropatijom, (Gualtierotti R.

etal, 2021., ,Journal of Thrombosis and Haemostasis" (18))

5. DIJAGNOSTICIRANIJE HEMOFILIJE

Dijagnosticiranje hemofilije je slozen i izazovan proces kako bi se
pacijentima Sto prije pruzila pomoc i sprijecile teze epizode krvarenja (21).
Kada se primijete simptomi krvarenja kod pacijenta, najprije se utvrduje
radi li se o urodenom ili steCenom poremecdaju krvarenja. Na urodeni
poremecaj moze ukazivati spontano krvarenje koje se javlja bez ikakvog
vidljivog uzroka. U takvim slucajevima, obiteljska anamneza najcesce je
pozitivna. Tek onda se moze zapoceti s laboratorijskim testovima probira

kako bi se dijagnosticiralo o kojem se hemostatskom poremedaju radi (22).

5.1. TEST PROBIRA

Protrombinsko vrijeme (PT), aktivirano parcijalno tromboplastinsko
vrijeme (APTT) su testovi probira koji se provode u laboratorijima kako bi
se odredila vrsta koagulacijskog poremecaja. PT je vrijeme potrebno za
zgruSavanje plazme pacijenta nakon dodavanja kalcija i tromboplastina.
Kod pacijenata s nedostatkom vanjskih faktora zgruSavanja, PT je
produljeno. APTT je vrijeme potrebno za zgruSavanje plazme pacijenta
nakon dodavanja fosfolipida, aktivatora unutarnjeg puta i kalcija. Dakle,
pacijenti s produljenim APTT-om imaju nedostatak faktora zgruSavanja u
unutarnjem putu koagulacije, Sto je karakteristicno za osobe koje pate od
hemofilije (22). Kod blagih oblika hemofilije, gdje simptomi krvarenja nisu
jako izrazeni, lije¢nici mogu uspostaviti dijagnozu jedino ispitivanjem APTT-
a (23).

5.2. LABORATORIJSKO ISPITIVANJE
PT reagensi koji se koriste u laboratorijima prilikom testiranja

osjetljiviji su na nedostatak faktora VII, koji sudjeluje u vanjskom putu
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zgruSavanja krvi, nego sto su na taj faktor osjetljivi APTT reagensi. S druge
strane, APTT reagensi su puno osjetljiviji na unutarnje faktore zgrusavanja
poput faktora VIII i IX. Reagensi i instrumenti koji se koriste u ispitivanjima
prisutnosti faktora zgruSavanja se mogu razlikovati od laboratorija do
laboratorija te mogu ovisiti o proizvodacu. Zbog toga je uveden
medunarodni normalizirani omjer (international normalized ratio, INR) kako
bi se smanjila odstupanja u rezultatima medu laboratorijima. INR uzima u
obzir osjetljivost koristenog tromboplastina i vrijednost medunarodnog

indeksa osjetljivosti dobivenog od proizvodaca reagensa (22).

Nakon Sto obiteljska anamneza za hemofiliju pokaZe pozitivan
rezultat, nuzno je ispitati je li APTT produljeno. Pacijentu se izvadi krv
pomocu vakuumske epruvete koja sadrzi puferirani natrijev citrat kao
antikoagulans. Krv se mora centrifugirati, a zatim se mjeri APTT (23).
Mjerenje se mora obaviti unutar Cetiri sata od vadenja krvi zbog toga Sto
faktor VIII postaje nestabilan nakon duljeg vremena, Sto moze dovesti do
neto¢nih rezultata. Ovaj postupak se ponavlja dvaput kako bi se sa

sigurnoscu utvrdilo da je APTT zaista produljeno (22).

Kako bi se utvrdio uzrok produljenog APTT-a provodi se studija
mijeSanja. Ovim testom se dijagnosticira nedostatak faktora koagulacije ili
prisutnost inhibitora. Pomijesaju se pacijentova krvna plazma s normalnom
prikupljenom plazmom u omjeru 1:1, a zatim se ponavlja test zgrusavanja.
Moguéa su dva ishoda ovog testiranja. Prvi je korekcija vremena
zgrusSavanja, sto ukazuje na nedostatak jednog ili vise faktora u unutarnjem
ili vanjskom putu hemostaze. Drugi mogudi ishod je inhibicija vremena
zgruSavanja, Sto upucuje na prisutnost inhibitora koji utje¢u na rad jednog
ili viSe faktora zgruSavanja, sprjecavajudi ih u obavljanju njihovih funkcija.
Inhibitori mogu biti neki lijekovi poput heparina, koji izravno inhibiraju
trombin, zatim inhibitori koji djeluju specificno na faktore zgrusavanja ili

nespecifi¢ni inhibitori odnosno protutijela (22).

U slucajevima kada pacijenti imaju produljeni APTT koji se normalizira

nakon studije mijeSanja i normalni PT, radi se o nedostatku nekog od faktora
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zgruSavanja unutarnjeg puta, Sto ukazuje na to da pacijent boluje od
hemofilije ili VWB-a, ovisno o tome koji faktor je u pitanju. Za procjenu
aktivnosti koagulacijskih faktora koriste se specificni reagensi, supstrati i
aktivatori koji se dodaju u plazmu te se mjeri brzina koagulacije. S druge
strane, za mjerenje razine koagulacijskih faktora u plazmi koristi ELISA test.
Ovaj test koristi specificna protutijela koja se vezu za faktor, omogucujuci
mjerenje njegove koncentracije (22). Klasifikacija hemofilije prema tezini i
ozbiljnosti temelji se prema razini aktivnosti faktora VIII i IX. Osobe s
teskim oblikom ove bolesti imaju razinu faktora manju od 1% od normale.
Umjereni oblik definiran je razinom faktora od 1 do 5%, dok se blagi oblik

karakterizira razinom faktora ve¢om od 5, a manjom od 40% (17).

Nakon Sto se dijagnosticira tezina bolesti i ozbiljnost prisutnih
krvarenja, posljednji korak je odrediti radi li se o urodenom ili steCenom
poremecaju. Urodeni poremecaji se nasljeduju poput hemofilije, dok se
steceni poremecaji koagulacije mogu pojaviti zbog nedostatka vitamina K
ili bolesti jetre i nisu nasljedni. Ako su inhibitori uzrok produljenog APTT-a,
najcesée se radi o steCenom poremecaju hemostatskog sustava. Medutim,
kod nekih se pacijenata moze razviti autoimuna hemofilija Ciji je uzrok
steceni inhibitor faktora VIII ili faktora IX. Ovaj vrlo rijedak poremecaj teze

je dijagnosticirati (22).

5.3. GENETSKO SEKVENCIRANJE

Genetske analize predstavljaju jedini pouzdan nacin za postavljanje
toCne i precizne dijagnoze hemofilije, Sto je jako vazno za odabir
odgovarajuce terapije za lijeCenje. Prilikom prvih analiza F8 gena, koja je
imala za cilj otkriti varijantu gena odgovornu za tezak koagulacijski
poremecaj hemofiliju, koriStena je denaturiraju¢a gel elektroforeza.
Medutim, tom metodom nije utvrden uzrok poremedaja. Tek kasnije je
ustanovljeno da je inverzija u 22. intronu glavni molekularni uzrok u polovici

slucajeva teskih oblika hemofilije (12).
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Na pocetku primjene genetskih analiza, cilj je bio identificirati
genetskog nositelja hemofilije unutar obitelji, pri ¢emu su se Kkoristile
tehnike poput Southern blottinga i PCR testova. Danas se primjenjuje
tehnologija Next-Generation Sequencing (NGS) koja omogucava izravnu
karakterizaciju genetske varijacije odgovorne za poremecaj. Ova metoda
zapocinje umnozavanjem gena od interesa, kao Sto su F8 ili F9, pomocu
PCR-a. Nakon toga gen se sekvencira i usporeduje s odgovaraju¢om
sekvencom ljudskog genoma zdrave osobe. Ova metoda omogucava analizu
vise gena istovremeno, sto Stedi vrijeme i resurse. Iako NGS tehnika nudi
brojne prednosti, ima i svoje mane, poput nemoguénosti otkrivanja nekih
velikih mutacija koje obuhvacaju vise egzona. Unato¢ tome, NGS
omogucuje preciznu analizu F8 i F9 gena, Cime se identificiraju to¢ne
mutacije odgovorne za poremecaj. Osim toga, NGS predstavlja temelj za
razvoj naprednijih molekularnih metoda koje ¢e omoguditi dublje
razumijevanje povezanosti genotipa i fenotipa, Sto ¢e osigurati ucinkovitiju

njegu za pacijente (12).

5.4. PRENATALNA DIJAGNOSTIKA

Prenatalna dijagnostika omogucduje roditeljima da se unaprijed
pripreme na mogucénost da njihovo dijete ima hemofiliju. Na taj nacin mogu
na vrijeme biti upoznati s potencijalnim opasnostima i spremniji za
odgovarajucu skrb o djetetu. Osim toga, saznanje o djetetovoj dijagnozi
pruza pogodnosti u vezi s planiranjem poroda. Primjerice, unaprijed se
moze znati da bi trebalo izbjegavati uporabu vakuumom potpomognute
ekstrakcije tijekom poroda, kako bi se smanjio rizik od mogudih
komplikacija. Prenatalna dijagnoza najcescée se preporucuje obiteljima koje
imaju poznatu obiteljsku anamnezu teskog oblika hemofilije. S druge strane
testiranje se rijetko indicira u obiteljima s blazim fenotipom. U nekim
slu¢ajevima, dijagnoza moze biti toliko teSka da roditelji odluce prekinuti

trudnocu, a na tu odluku cesto utjecCu vjerska uvjerenja obitelji. Takoder,
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kod Zena moze postojati strah od postupka prenatalne dijagnostike zbog

rizika povezanih s dijagnosticiranjem, kao i strah od rezultata analize (12).

Prenatalna dijagnoza obi¢no se provodi izmedu 11. i 14. tjedna
trudnoce putem biopsije korionskih resica. Prije nego se majke odluce na
ovaj pregled, vazno je da budu dobro upoznate s moguc¢om posljedicom
spontanog pobacaja koji se moze dogoditi. U posljednje vrijeme provode se
testiranja s ciljem pruzanja psiholoske podrske roditeljima nakon dobivenih
rezultata, a ne iskljucivo kao pomo¢ pri odluci o prekidu trudnoée u slucaju
teSkog oblika hemofilije. Osim biopsije korionskih resica, koja se koristi za
ispitivanje odredenih bolesti kod fetusa, sve vecu vaznost ima i
preimplantacijska genetska dijagnostika (PGD). Cilj te metode je probir
embrija te odabir onih koji nisu nositelji genetskih bolesti, ukljucujuci
hemofiliju. Podrazumijeva se da PGD metoda ukljucuje in vitro oplodnju

kako bi se odabrani embriji implantirali u maternicu (12).
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6. LIJECENJE HEMOFILIJE

LijeCenje hemofilije znacajno je napredovalo tijekom godina. U proslosti se
terapija uglavnom temeljila na nadomjestanju nedostajucéih koagulacijskih
faktora VIII ili IX putem koncentrata faktora. Iako je ovaj pristup omogucio
kontrolu krvarenja, imao je mnoge nedostatke, ukljucujudi rizik od prijenosa
infekcija poput HIV-a (Human immunodeficiency virus) i hepatitisa te kratko
trajanje terapijskog ucinka, Sto je zahtijevalo Ceste infuzije. Razvojem
rekombinantnih tehnologija poboljSana je sigurnost terapije, no izazov
Cestih infuzija ostao je prisutan. Ovaj se jaz u lije€enju sada moze premostiti
primjenom genske terapije i produljenim poluzivotom faktora, Cime se

omogucuje dugotrajna kontrola krvarenja.

6.1. KRIOPRECIPITAT

Prvi koncentrati faktora VIII razvijeni su Cetrdesetih godina proslog
stolje¢a, zahvaljujuéi Edwinu Cohnu koji je prvi frakcionirao krvnu plazmu.
Frakcioniranje je omogucilo izdvajanje fibrinogena, faktora VIII i VWF. U
poCetku su se frakcije koristile samo u razvijenim zemljama. Kasnije je
postala dostupna komercijalna verzija koncentrata fibrinogena, iznimno
obogadena faktorom VIII u koncentraciji sedam puta veloj nego u
normalnoj krvnoj plazmi. Prije toga, za lijeCenje su se koristile plazme iz
pune krvi, ali njihova ucinkovitost je bila ograni¢ena zbog volumenskih

restrikcija koje su smanjivale koli¢inu infundirane plazme (24).

PoCetkom Sezdesetih godina Judith Graham Pool i Jean Robinson radili
su na proizvodnji boljeg koncentrata faktora VIII. Koristili su zamrznutu
plazmu koju su polako odmrzavali kako bi identificirali faktor VIII. Utvrdili
su da je koncentracija faktora VIII veca u neodmrznutom dijelu, jer se
njegova aktivnost smanjuje pri viSim temperaturama. Pool je tada dosSla na
ideju da se prilikom odmrzavanja plazme izdvoji krioprecipitat, koji se zatim
pohranjuje u vredice i zamrzava. Ova metoda omogucdila je davanje vecih
koli¢ina krioprecipitata pacijentima odjednom, Sto nije bilo moguée s
obiénom plazmom. Ova jednostavna i jeftina metoda brzo je prihvaéena

Sirom svijeta, pruzajuc¢i znacajne koristi pacijentima s hemostatskim
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poremecajima zbog nedostatka faktora zgrusavanja. Medutim, metoda ima
i svoje nedostatke. Transport krioprecipitata zahtijeva odrzavanje
smrznutog stanja Sto otezava distribuciju. Takoder, postoji rizik od prijenosa
virusnih infekcija putem krvi, Sto je dodatni problem u primjeni ove terapije

(24).
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Slika 7. Dobivanje krioprecipitata iz krvne plazme, (Espanol, M.G. et

al, 2023., ,Research and Practice in Thrombosis and Haemostasis" (25))

6.2. METODE INAKTIVACIJE ILI IZOLIRANJA VIRUSA 1z
KONCENTRATA
Sedamdesetih godina proslog stoljeéa, glavni cilj u napretku terapije

za lijecenje hemofilije bio je sprjeCavanje prijenosa virusa na primatelje
krvne plazme, s naglaskom na HIV i hepatitis C. U svrhu smanjenja rizika
od infekcije, bilo je klju¢no provoditi rigorozan probir davatelja plazme, ali

i inaktivirati viruse tijekom proizvodnog procesa (26).
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Jedna od metoda uklanjanja virusa bila je inaktivacija procesom
pasterizacije. Ovaj postupak ukljucuje zagrijavanje proteina plazme u
vodenoj otopini na visokim temperaturama tijekom deset sati. Kako su
koagulacijski faktori izuzetno osjetljivi na toplinu, potrebno ih je zastititi
stabilizatorima, najcesée Selerima, kako bi se ocCuvao njihov integritet.
Istovremeno, pasterizacijom se inaktiviraju virusi, ukljuCujuéi one s
lipidnom membranom, kao i virusi bez ovojnice. Ovaj postupak ucinkovito
unistava Sirok raspon virusa, medu kojima su HIV, HAV (Hepatitis A virus),
BVDV (Bovine viral diarrhea virus), PRV (Pseudorabies virus) i WNV (West
Nile virus) (26).

Drugi nacin inaktivacije virusa je tretmanom s mjesavinom organskog
otapala (S) i anionskog deterdzenta (D), poznat kao S/D,
(solvent/detergent) tretman. Ova metoda sprjeCava virus da se veze za
stanicu i time izazove infekciju. Kako bi se uklonili virusi zarobljeni u
Cesticama, koji su na taj nacin zasti¢eni od djelovanja S/D tretmana,
otopine proizvoda moraju se dodatno filtrirati. Temperatura procesa,
koncentracija proteina te pH vrijednost ne utjeCu na ucinkovitost
inaktivacije virusa. Medutim, koncentracija otopine S/D mjeSavine je
kljucna; ako je ispod specificirane vrijednosti, tretman moZe biti
neucinkovit. Nadalje, primije¢eno je da neki pacijenti s hemofilijom koji su
primali koncentrate faktora VIII tretirane S/D metodom i dalje razvijaju HAV

infekcije, Sto ukazuje na potrebu za daljnjim razvojem ove terapije (26).

Za liofilizirane proizvode koji su otporni na S/D tretman, koristi se
metoda suhog zagrijavanja kako bi se inaktivirali virusi. Tijekom ovog
procesa, liofilizirani proizvodi moraju imati nisku razinu vlage, jer vlaga
moze negativho utjecati na stabilnost proizvoda. Suho zagrijavanje
liofiliziranog faktora VIII na 80°C tijekom 72 sata inaktivira Sirok spektar
virusa, ukljucujuc¢i HAV, HBV (Hepatitis B virus) i HIV, dok koagulacijski
faktor zadrzava visoku razinu aktivnosti, Sto je velika prednost ove metode.
Medutim, unato¢ ovim prednostima, kod pacijenata koji su primali

liofilizirane proizvode tretirane suhim zagrijavanjem ponekad se pojavljuju
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simptomi virusnih infekcija. To se dogada jer liofilizacija ne samo da
stabilizira koagulacijske faktore, vec i viruse. Jedan od nacina da se smanji
ovaj rizik je dodavanje vodene pare liofiliziranim proizvodima prije suhog
zagrijavanja. Ovaj dodatni tretman povezan je s nizim rizikom od virusne
infekcije (26).

Pasteurization Solvent and detergent Dry and vapor heat treatment of
mixture (S/D) lyophilized products
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Active (Intact) virus  :  Inactivated virus H .
| Active (intact) virus ©  Inactivate virus

Inactivation of the lipid membrane using heat in an Disruption of the lipid membrane using solvent and Utilization of heat 1o inactivate viruses that resist
aqueous solution with a stabilizer to preserve the detergent mixtures with subsequent filtration to S/D treatment.'*
integrity of the factor.'* ™ remove viruses,'*

Slika 8. Metode inaktivacije virusa, (Espanol, M.G. et al, 2023.,

~Research and Practice in Thrombosis and Haemostasis" (25))

Osim metoda inaktivacije virusa, postoji i mogucnost uklanjanja
virusa iz koncentrata faktora zgruSavanja putem filtracije. Ova metoda
koristi filtre s porama manjim od promjera virusa, omogucujuci njihovo
fiziCko uklanjanje iz otopine. Iako je filtracija uc¢inkovita u uklanjanju virusa
s ovojnicom i bez ovojnice, poput HIV-a, BVDV-a, PRV-a, HAV-a i drugih,
ona ima i svoje nedostatke. Glavni problem ove metode je njezina
ograni¢ena primjenjivost na proteine koji su priblizno iste veliCine kao i
virusi ili ¢ak vedi. U tim slucajevima, filtracija moze biti neizvediva ili moze
dovesti do znacajnih gubitaka ciljanih proteina. Na primjer, kod filtracije
koncentrata faktora VIII virusi se uspjesno uklanjaju, ali kod filtracije VWF-
a, osim virusa, gubi se i dio samog faktora, sto moze smanjiti ucinkovitost

terapije (26).
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Osim filtracije, koja fiziCki uklanja viruse iz proizvoda, postoji i metoda
frakcioniranja, poput kromatografije, koja doprinosi CcCistoc¢i proizvoda
smanjujudi ukupni broj virusa u derivatima plazme. Talozenje etanolom je
najrasprostranjenija metoda frakcioniranja plazme, ali ima jedan znacajan
nedostatak: moze denaturirati Zeljene proteine iz koncentrata
koagulacijskih faktora. Zbog toga se koncentrati faktora zgrusSavanja
procCiS¢avaju putem kromatografskih metoda. Na primjer, prociS¢avanije
koncentrata faktora IX moze se provesti pomocu afinitetne kromatografije
s metalnim kelatom. U ovom postupku pozitivho nabijeni metali vezu se s
negativno nabijenim dijelovima virusa, i obrnuto, ¢ime se virus odvoji od
koagulacijskih faktora. Na slican nacin, umjesto metalnih kelata, ponekad
se koriste monoklonalna antitijela za izolaciju virusa. Ova metoda
omogucuje uspjesno uklanjanje virusa iz proizvoda, uz ocuvanje

ucinkovitosti koncentrata koagulacijskih faktora (26).
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Viruses are removed from clotting concentrates
using filters or membranes with pores smaller than
the virus diameter.'*'*

Viruses are removed using anion exchange.™*

Slika 9. Metode izoliranja virusa, (Espanol, M.G. et al, 2023., ,Research

and Practice in Thrombosis and Haemostasis" (25))

6.4. PROIZVODNJA NOVIH KONCENTRATA PUTEM DNA
REKOMBINANTNE TEHNOLOGIJE

1984. godine je prvi put kloniran gen za faktor VIII Sto je omogucdilo

proizvodnju ovog proteina koristenjem rekombinantne DNA tehnologije.
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Ubrzo nakon toga proizvela se prva generacija koncentrata faktora VIII
izradena u stanicama jajnika kineskog hrcéka (eng. chinese hamster ovary
cells, CHO), koje su bile transficirane Iljudskom cDNA koja kodira
koagulacijski faktor VIII. Taj proces odvijao se u mediju koji je sadrzavao
humani albumin. U drugoj generaciji ovih proizvoda, albumin je uklonjen iz
medija kulture kako bi se poboljsala Cisto¢a proizvoda. U trecoj generaciji
albumin je potpuno eliminiran, a neposredno prije liofilizacije dodan je
neproteinski stabilizator. Nedugo nakon razvoja koncentrata

rekombinantnog faktora VIII, razvijen je i rekombinantni faktor IX (27).

Rekombinantni faktori se injiciraju intravenozno, izravho u krvotok,
gdje ostaju aktivni otprilike osam do dvanaest sati. S obzirom na relativno
kratak poluzivot ovih proteina, pacijenti moraju primati injekcije tri do Cetiri
puta tjedno kako bi se odrzala odgovarajuca razina faktora u krvi i sprijecile
epizode krvarenja. Ovaj izazov u odrzavanju optimalne razine faktora u krvi
istaknuo je potrebu za razvojem novih terapijskih pristupa, ukljucujudi

rekombinantne faktore s produljenim poluzivotom (27).

Takoder, ubrzo nakon primjene rekombinantnih faktora dio bolesnika
je poceo razvijati inhibitore koji su ometali ucdinkovitost infundiranih
proizvoda (27). Ovi inhibitori su IgG neutralizirajuéa protutijela koja
sprjecavaju da primljeni rekombinantni faktori ucinkovito obavljaju svoju
funkciju lijeCenja (25). Protutijela mogu aktivirati komplement, a ponekad

Cak izazvati teske anafilakticke reakcije (27).

6.5. PRODULJENI POLUZIVOT KONCENTRATA

Jedan od pristupa dobivanja koncentrata s produljenim poluzivotom
ukljuCuje spajanje proteinskih konjugata s albuminom ili Fc fragmentom
protutijela. Rekombinantno proizvedena molekula faktora VIII kovalentno
se veze s Fc domenom IgG protutijela, ¢ime se postize produljenje
poluzivota ovog faktora zgruSavanja. Rezultat je smanjenje potrebe za

ucestalim doziranjem. Takav proizvod pokazuje visoku ucinkovitost, s
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niskim stopama krvarenja kod pacijenata, a takoder je i manja ucestalost
razvoja inhibitora u usporedbi s koncentratima dobivenim ranijom
rekombinantnom tehnologijom. Imunoglobulin G i albumin su proteini koji
se mogu unutarstani¢no reciklirati uz pomo¢ neonatalnog Fc receptora
(FcRn), jer ovaj receptor sprjeCava njihovu razgradnju u lizosomima. Kad
se koagulacijski faktori spoje s Fc proteinom ili albuminom i internaliziraju
u stanicu, vezu se na FcRn receptor u endosomu, ¢ime su zasti¢eni od
lizosomske razgradnje. Ovim postupkom, koagulacijski faktori postizu

produljeni poluzivot u organizmu (28).
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Slika 10. Spajanje proteinskih konjugata s Fc fragmentom, (Espanol,

M.G. et al, 2023., ,Research and Practice in Thrombosis and Haemostasis

(22))

Drugi nacin produljenja poluzivota koncentrata faktora VIII je
modifikacija proteina metodom PEGilacije. U ovom postupku, bioloska
molekula, u ovom slucaju faktor zgruSavanja, modificira se kovalentnom
konjugacijom s polietilen glikolom (PEG), ¢ime se mijenjaju njena fizikalna
i kemijska svojstva. Rezultat toga je poboljSana farmakokinetika lijeka,
bolja topljivost te smanjena imunogenost. Time se smanjuje rizik razvoja
inhibitora kod pacijenata. Takoder, povecava se stabilnost koagulacijskih
faktora, Sto omogucava dulje zadrZzavanje u krvi i smanjuje ucestalosti
doziranja. PEGilirani faktori VIII razlikuju se prema mjestima PEGilacije i
duljini molekule faktora VIII. Primjer takvog proizvoda je BAXS855,
nemodificirani rekombinantni faktor VIII sintetiziran iz CHO stanica i
modificiran PEGilacijom. Ovaj proizvod se pokazao sigurnim i uc¢inkovitim u

postizanju hemostaze kod bolesnika s teSkom hemofilijom A (29).
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Slika 11. Modifikacija proteina metodom PEGilacije, (Espanol, M.G. et

al, 2023., ,Research and Practice in Thrombosis and Haemostasis" (22))

Faktore zgruSavanja moguce je modificirati i na druge nacine, ¢ime se
takoder moze utjecati na produljenje njihovog poluzivota. ,Laki" i ,teski"
lanci faktora VIII medusobno su povezani nekovalentnim interakcijama u
takozvanoj B domeni. Medutim, kako bi rekombinantni proizvod bio
stabilniji i imao povecani afinitet prema VWF-u, dvolandana molekula

faktora VIII moze se skratiti i postati jednolanc¢ana uklanjanjem B domene.
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Vedi afinitet prema VWF-u poboljsava farmakokineticka svojstva faktora

VIII, produljujuci njegov poluzivot (28).

PROTEIN SEQUENCE MODIFICATION

Heavy chain B domain Light chain

Normal FVII molecule consists of two glycoprotein
chains linked by a B-domain.

Heavy chain Light chain

Madified single-chain molecule without B-domain
with improved stability, increased affinity to VWF,
and a prolonged half-life.

Slika 12. Uklanjanje B domene iz FVIII, (Espanol, M.G. et al, 2023.,

~Research and Practice in Thrombosis and Haemostasis" (22))

Osim Sto VWF sudjeluje u stabilizaciji faktora VIII, on takoder
ograniCava poluzivot tog faktora. Ovo otvara moguénost produljenja
poluzivota rekombinantnog faktora VIII odvajanjem od VWF-a. Molekula
koja je razvijena s ovim ciljem zove se rFVIIIFc-VWF-XTEN i ima poboljsana
farmakokineticka svojstva zahvaljujuéi odvajanju od VWF-a (Slika 13). U
ovoj molekuli, D'D3 domena je povezana s rFVIII pomocu Fc domene
imunoglobulina G i Extended Terminal Elongation of Natural proteins"
(XTEN). D'D3 domena je dio strukturne modifikacije faktora VIII koja se
koristi u terapijskim pripravcima za povecdanje stabilnosti proteina i
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poboljSane njegove interakcije s trombocitima i VWF-om. XTEN je sinteticki
polipeptid koji moze poboljsati farmakokinetiku faktora VIII, produljujuci
njegov poluzivot u cirkulaciji ¢ak tri do Cetiri puta uz oCuvanje hemostatske
funkcije (30).

L oo
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rEVIIIFc-VWF-XTEN
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Recombinant fusion protein that allows decoupling rFVIlI
from endogenous VWF. It is fused to an Fc fragment, D'D3
domain, and XTEN polypeptide, extending the half-ife of
FVII to greater than 40 hours inaduits

Fc fragment

Slika 13. Blokiranje veze izmedu VWF i FVIII, (Espanol, M.G. et al,

2023., ,Research and Practice in Thrombosis and Haemostasis" (22))

6.6. EMICIZUMAB

Razvoj emicizumaba prosirio je mogucénosti lijeCenja hemofilije A,
kako za pacijente koji nisu razvili inhibitore, tako i za one kod kojih su se
inhibitori pojavili. Emicizumab je bispecificno protutijelo koje se jednom
domenom veze na aktivirani faktor IX (FIXa), a drugom za faktor X u

hemostatskoj kaskadi, omogucujuéi tako zgrusavanje krvi. Na taj nacin,
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emicizumab djeluje kao zamjena za faktor VIII kod pacijenata kojima ovaj
faktor nedostaje (31).

Medutim, za razliku od faktora VIII, emicizumab djeluje na potpuno
drugaciji nacin, jer ne podlijeze mehanizmima aktivacije i inaktivacije koji
reguliraju aktivnost koagulacijskih faktora. Njegov poluzivot je znatno dulji
u usporedbi s faktorima zgruSavanja, Sto omogucuje rjede doziranje
terapije. Primjenom emicizumaba znacajno se skracuje APTT. Ucinak lijeka
na pacijentove testove koagulacije moze biti prisutan mjesecima nakon
prestanka terapije, Sto potvrduje njegov izuzetno produljeni poluzivot (30).
Profilaksa emicizumabom primjenjuje se subkutano jednom tjedno, Sto
znaCajno smanjuje stope krvarenja kod pacijenata, daleko vise nego

nadomjesna terapija faktorom koji nedostaje (32).

Intrinsic Pathway Extrinsic Pathway

Emicizumab v
07271 TFPI
x17 Axia Villa BS027125 Vila \e(
Ix/\ IXa - x/ TF Monoclonal antibody to TFPI

Xa

. Prothrombin
SerpinPC

Common Pathway
Monoclonal antibody to APC

1. Substitution therapies Fibrin Clot
2. Rebalancing therapies

Protein C Fitusiran

Fibrinogen

siRNA to PS l

Slika 14. Mehanizam djelovanja emicizumaba, supstitucijska
terapija za faktor VIII i rebalancing terapije; mala interferirajuca
RNA koja remeti prirodu antikoagulansa, (Angela C. et al, 2019., Blood
(33))
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6.7. OSTALE TERAPIJE KOJE NE UKLJUCUJU FAKTOR

6.7.1. FITUSIRAN

Uz emicizumab postoje i druge terapije koje ne ukljucuju koristenje
faktora koji nedostaje, a mogu doprinijeti lije¢enju hemofilije. Jedna od njih
je fitusiran, koji djeluje kao inhibitor antitrombina. Antitrombin suprimira
odredene koagulacijske faktore u hemostatskoj kaskadi, ¢ime sprjecava
zgruSavanje krvi. Koristenjem male interferirajue RNA, povezane s N-
acetilgalaktozaminom, moguce je smanjiti razinu antitrombina u krvnoj
plazmi (Slika 14), Sto poboljSava stvaranje trombina i ublazava teske
simptome krvarenja. N-acetilgalaktozamin omogucuje ciljanu dostavu
fitusirana do hepatocita u jetri, Sto je klju¢no jer se antitrombin, primarna
meta fitusirana, sintetizira upravo u jetri. Smanjenjem sinteze
antitrombina, fitusiran moze poboljsati hemostazu kod pacijenata s

hemofilijom (34).

Fitusiran se primjenjuje subkutano, slicno kao i emicizumab, ali bi
njegova primjena trebala biti ¢eS¢a kako bi se postigla ucinkovitost. Velika
prednost ove terapije je mogucénost trajnog smanjenja razine antitrombina,
c¢ime se obnavlja hemostaza poveanjem potencijala za stvaranje trombina
(34).

33



Antithrombin inhibits several enzymes of the coagulation
system

X X X X X X

Small RNA that suppress antithrombin

X
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Small RNA

Slika 14. Inhibicija antitrombina, (Espanol, M.G. et al, 2023., ,Research

and Practice in Thrombosis and Haemostasis" (22))

6.7.2. KONCIZUMAB

TFPI (eng. tissue factor pathway inhibitor; inhibitor puta tkivnog
faktora) inaktivira protrombin te aktivirane oblike faktora VII i X,
sprjecavajudi tako pocetak hemostaze. TFPI se veze na faktor VIIa preko
svoje K1 domene, dok se K2 domenom veze na Xa. Koristenjem specifi¢nih
monoklonalnih humaniziranih protutijela koja se vezu za TFPI, moguce je
blokirati njegovo djelovanje (Slika 15.). Ova terapija rezultira pove¢anom
tvorbom ugruska i smanjenjem krvarenja kod hemofilije. Ovaj nacin

lijeCenja predstavlja alternativni put za terapiju hemofilije A ili B. Poput
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drugih terapija koje ne koriste faktore za lijeCenje hemofilije, takvo
protutijelo na TFPI, koncizumab, primjenjuje se subkutano i znacajno

pomaze u smanjenju epizoda krvarenja (34).

x x X TFPlinhibits several enzymes of the coagulation systerm,

Tissue factor

pathway inhibitor
(TFP1)

Antl-TFPI IgC antibody that inhibits TFRI

J J \/ and increases thrombin generation

_—

Tissue factor
pathway inhibitor

Anti-TFPI antibody

Slika 15. Inhibicija TFPI protutijelom (koncizumab) (Espanol, M.G. et

al, 2023., ,Research and Practice in Thrombosis and Haemostasis" (22))

6.8. GENSKA TERAPIJA
Genska terapija moze se koristiti za lijecenje hemofilije, buduci da je

hemofilija monogenetska bolest uzrokovana nedostatkom gena koji kodira
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ekspresiju koagulacijskog faktora VIII ili IX. Cak i blagi porast razine tih
faktora u plazmi moze znacajno poboljsati fenotip pacijenta, smanjujuci

ucestalost krvarenja (35).

Prvi pokusaj genske terapije temeljene na adenovirusnom vektoru
(AAV) u lijeCenju hemofilije B proveden je 2006. godine, kada je vektor
prenesen u jetru kako bi se postigla privremena ekspresija faktora IX. Ovaj
tip terapije rezultirao je smanjenjem krvarenja bez stetnih uc¢inaka na jetru,
poput razvoja hepatocelularnog karcinoma (HCC). Pacijenti koji su primili
ovu terapiju intravenozno pokazali su dugotrajno stabilnu ekspresiju

nedostajuceg faktora IX (35).

Sto se ti¢e hemofilije A, prva intravenozna primjena genske terapije
koja se temelji na AAV u jetri isprobana je 2017. godine. Zbog velike veli¢ine
faktora VIII, koji je prevelik za pakiranje u AAV, razvoj genske terapije za
hemofiliju A bio je otezan. Medutim, nakon uklanjanja B domene, koja
povezuje laki i teski lanac faktora VIII, terapija je uspjesno isprobana iste
godine (35).

Vektor baziran na adenovirusu koji sadrzi komplementarnu DNA
molekulu koagulacijskog faktora VIII (Valoctocogene roxaparvovec,
dostupan pod imenom Roctavian kompanije BioMarin Pharmaceutical) ili
komplementarnu DNA molekulu koagulacijskog faktora IX (Etranacogene
dezaparvovec, dostupan pod imenom Hemgenix) prenosi se do jetre, gdje

ih pokrec¢e promotor koji kodira stvaranje faktora koji nedostaje (35).

Iako genska terapija za hemofiliju A moze smanjiti epizode krvarenja,
razina ekspresije faktora VIII znatno opada nakon nekoliko mjeseci, Sto ovu
terapiju ¢ini manje dugotrajnim rjeSenjem. Moguce je da su pacijenti vec
bili izlozeni AAV-u i razvili neutraliziraju¢a protutijela protiv njega, Sto
smanjuje ucinkovitost terapije. Osim toga, citotoksi¢ni T limfociti mogu
unistiti hepatocite koji proizvode koagulacijski faktor. Kako bi se sprijecilo
odbacivanje AAV vektora i produzio terapijski ucinak, pacijentima se

ponekad primjenjuju imunosupresivi (35).
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Takoder, u nekim slucajevima zabiljezene su nuspojave ove terapije,
ukljuc€ujudi vrudicu, hipotenziju i povisene razine alanin transaminaze u jetri
(35). Osim toga, razine koagulacijskih faktora s vremenom opadaju, a
genska terapija je izrazito skupa, s cijenom koja se kreée od dva do tri
milijuna dolara po terapiji. Ova terapija takoder nije primjenjiva za djecu, a

postoji znacajna varijacija u odgovorima medu pacijentima (22).

Genska terapija predstavlja znacajan napredak u lijeCenju hemofilije,
nudedi potencijal za dugoro¢no rjesenje ove bolesti. Iako su terapije u fazi
klinickih ispitivanja, Sto zahtijeva daljnja istrazivanja, ve¢ su u nekim
razvijenim zemljama dostupni terapeutski preparati temeljeni na genskoj

terapiji za lijeCenje hemofilije B (36).

37



8. ZAKLJUCAK

Hemofilija je genetski poremecaj koagulacije krvi uzrokovan
nedostatkom faktora VIII (hemofilija A) ili faktora IX (hemofilija B). Bolest
se prenosi recesivho putem X kromosoma i naj¢esc¢e pogada muskarce.
Mutacije u genima F8 ili F9 dovode do nedovoljne proizvodnje ili disfunkcije
koagulacijskih faktora. Posljedice toga su hemartroza i artropatija koje

uzrokuju dugotrajnu bol i ostecenje zglobova.

LijeCenje hemofilije je tijekom godina proslo znacajnu evoluciju, s
brojnim inovacijama koje su poboljSale kvalitetu zivota pacijenata.
Krioprecipitat, jedna od prvih terapija, omogucio je nadomjestanje faktora
VIII i IX, no ova metoda nosila je veliki rizik od prijenosa infekcija i
zahtijevala ceste transfuzije. Razvojem rekombinantnih faktora, rizik od
infekcija je smanjen, ali kratak poluzivot faktora u cirkulaciji i potreba za
Cestim injekcijama i dalje su predstavljali izazov u lijeCenju hemofilije. S
napretkom tehnologije, pojavili su se faktori s produljenim poluzivotom, koji
su omogucili rjede infekcije i znacajno poboljsali kvalitetu zZivota pacijenata.
Ipak, potreba za redovitim primjenama i dalje je postojala. Novije terapije,
kao Sto su emicizumab, koncizumab i fitusiran predstavljaju revolucionarne
pristupe u lijeCenju hemofilije. Na primjer, emicizumab djeluje kao ,most"
izmedu faktora IX i X, ¢ime zamjenjuje funkciju faktora VIII. Genska
terapija predstavlja najnapredniji pristup s potencijalom za dugotrajno
rjeSenje. Ova terapija cilja na uvodenje kopija gena za faktor VIII ili IX u
stanice jetre, ¢ime se omogucduje trajna proizvodnja tih faktora i smanjuje
se potreba za Cestim infuzijama. Iako svi ovi napreci u terapiji hemofilije
donose poboljSanja u upravljanju bolesti, svaki pristup ima svoje prednosti
i ograni¢enja. S razvojem novih tehnologija, buducnost lijeCenja hemofilije
obec¢ava unapredenje i vecu ucinkovitost u tretiranju ovog sloZenog

poremecaja koagulacije.
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