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ABSTRACT

The treatment of patients with haemophilia A and B is based on substitution of factor
VIII and factor IX. The half-life of factor VIII (about 11 hours) and factor IX (about
18 hours) are rather short, so frequency of prophylactic infusions of factor VIII and factor
IX concentrates are not less than 3 or 2 times a week. The development of new factor
VIII and factor IX concentrates with longer half-lives makes possible the prolongation of
time between doses and the improvement of prophylaxis efficacy. The fusion of factor IX
to polyethylene glycol, Fc fragment of immunoglobulin G or albumin prolonged half-life
of this coagulation protein to almost 100 hours. The half-life of factor VIII concentrate,
with recombinant factor VIII combined with polyethylene glycol or Fc fragment of immu-
noglobulin G is prolonged to about 19 hours. Modification of factor VIII structure to pro-
duce single-chain protein with increased binding to von Willebrand factor is a new
promising project as well. The introduction of coagulation concentrates with prolonged

half-life will improve the quality of life of patients with severe type of haemophilia.
© 2015 Polskie Towarzystwo Hematologdw i Transfuzjologéw, Instytut Hematologii i
Transfuzjologii. Published by Elsevier Sp. z o.0. All rights reserved.

* Adres do korespondencji: Katedra i Klinika Pediatrii, Hematologii i Onkologii WUM, ul. Marszatkowska 24, 00-576 Warszawa, Polska.

Tel.: +48 22 52 27 419.

Adres email: aklukowska@poczta.onet.pl (A. Klukowska).
http://dx.doi.org/10.1016/j.achaem.2015.04.006
0001-5814/© 2015 Polskie Towarzystwo Hematologdéw i Transfuzjologéw, Instytut Hematologii i Transfuzjologii. Published by Elsevier Sp.

z o.0. All rights reserved.


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.achaem.2015.04.006&domain=pdf
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.achaem.2015.04.006&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.achaem.2015.04.006
mailto:aklukowska@poczta.onet.pl
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00015814
www.elsevier.com/locate/achaem
http://dx.doi.org/10.1016/j.achaem.2015.04.006

300 ACTA HAEMATOLOGICA POLONICA 46 (2015) 299-303

Poznanie budowy genu czynnika VIII (cz. VIII) i jego sklono-
wanie w 1984 roku umozliwilo wytwarzanie rekombinowa-
nego czynnika VIII od 1992 roku [1-4]. W ciggu nastepnych
10 lat od koncentratéw I generacji zawierajacych albumine
w charakterze stabilizatora cz.VIII, poprzez koncentraty II
generacji stabilizowane dwucukrami, udalo sie opracowac III
generacje koncentratéw cz. VIII, zupelnie pozbawionych
biatek ludzkich i zwierzecych [5]. Rekombinowany cz. VIII
(rcz. VIII) pochodzi z linii komérkowych ssakéw, do ktérych
jest on wprowadzony, a nastepnie uwalniany za pomocg
metod inzynierii genetycznej [4-6]. NajczeSciej stosowane sg
komérki jajnika chomika chinskiego lub nerki noworodka
chomika [7]. Jeden z koncentratéw cz. VIII uzyskuje sie
z zastosowaniem komoérek ludzkich [8]. Koncentraty rekom-
binowanego cz. VIII majg takie same wlasciwosci bioche-
miczne i hemostatyczne jak cz. VIII osoczopochodny
i podobny profil farmakokinetyczny, z czasem poéitrwania
okoto 11 godzin [9, 10]. Zawierajg pelng czgsteczke cz.VIII
lub pozbawiong calej lub czesci domeny B [11-13].

Rekombinowany koncentrat czynnika IX (rcz. IX),
dostepny od 1998 roku, jest wytwarzany przez komorki
chomika chinskiego, podobnie jak rcz. VIII [14]. WlasciwoSci
hemostatyczne rcz. IX sg identyczne jak koncentratu oso-
czopochodnego, jednak potranslacyjne modyfikacje rcz. IX
powoduja zmiany w jego farmakokinetyce, czego skutkiem
jest o okolo 30% mniejsze odzyskanie rcz. IX w poréwnaniu
z osoczopochodnym [15]. Czas péttrwania obu rodzajéw cz.
IX jest jednakowy i wynosi okolo 16 godzin [16].

Krétki czas péitrwania cz. VIII i IX powoduje koniecznosé
profilaktycznego podawania dozylnie koncentratu deficyto-
wego czynnika krzepniecia zwykle przynajmniej 3 razy
w tygodniu chorym na hemofilie A i 2 razy w tygodniu
chorym na hemofilie B, w celu zapobiegania krwawieniom
m.in. do stawéw i artropatii hemofilowej. Jest to bardzo ucigz-
liwe, powoduje opuszczanie dawek, przerwy w profilaktyce,

a nawet jej zaprzestanie, czego skutkiem mogg by¢ niebez-
pieczne dla zdrowia i zycia krwawienia. Pojawienie sie
nowych koncentratéw cz. VIII i IX o przedluZzonym czasie
péttrwania daje nadzieje na mozliwos¢ rzadszego wkltuwania
sie do zyly, czego skutkiem byloby lepsze stosowanie sie
chorych do zasad przepisanej im profilaktyki oraz wieksza jej
skutecznos¢. Ma to szczegblne znaczenie dla profilaktyki
stosowanej u matych dzieci i u pacjentéw z trudnym doste-
pem zylnym. Moze tez umozliwi¢ unikniecie subterapeutycz-
nych pozioméw deficytowego czynnika u pacjentéw
z osobniczym krétkim okresem péttrwania tego czynnika oraz
u pacjentéw, ktérzy wymagaja utrzymania zwiekszonej mini-
malnej docelowej aktywnosci czynnika (trough level) np.
w przypadku duzej aktywnosci fizycznej, narazajgcej na
czeste urazy. Dalszej obserwacji u takich pacjentéw wymaga
wplyw na stan ich stawéw zmniejszenia czestosSci wysokich
szczytowych pozioméw czynnika krzepniecia, uzyskiwanych
zaraz po wstrzykniecia koncentratu.

Zastosowanie nowych technologii spowodowato przedtu-
zenie czasu poéhtrwania rcz. IX do okolo 100 godzin, co
umozliwia skuteczng profilaktyke przez podawanie prepa-
ratu raz na tydzien, a nawet co 2 tygodnie [17, 18]. Dla rcz.
VIII udalo sie uzyska¢ wydluzenie czasu péttrwania jedynie
od 15 do 19 godzin [19, 20].

W celu otrzymania nowych koncentratéw o przedtuzo-
nym czasie péttrwania wykorzystano nastepujgce technolo-
gie (Ryc. 1):

1) tgczenie czynnika VIII lub IX z glikolem polietylenowym

(PEGylacja),

2) Iaczenie czynnika VIII lub IX z fragmentem Fc immuno-

globuliny G,

3) lgczenie czynnika IX z albuming.

Najnowsza technologia znajdujaca sie na etapie badan
do$wiadczalnych to modyfikacja budowy rcz. VIII w kierunku
pojedynczego lancucha.

Fuzja z fragmentem Fc

Dge To @

Fuzja z albuminami

Glikopegylacja
immunoglobulin poprzez peptyd PEQ — glikol
zapobiegajaca lizosomalnej aktywacyjny polietylenowy
degradacji czynnika czynnika IX odtaczany podczas

aktywacji czynnika

Ryc. 1 - Technologie majace na celu przedluzenie czasu péltrwania czynnika VIII i IX
Fig. 1 - Technologies to prolong half-life of factor VIII and factor IX
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PEGylacja

Liposomy mogg stuzy¢ jako kapsutki dla réznych substancji
leczniczych. Przeszkoda jest szybka eliminacja liposoméw
przez komoérki fagocytarne ukladu siateczkowo-Srédbtonko-
wego. Aby pokona¢ te niedogodno$c, przytgczono kowalen-
cyjnie do powierzchni liposomu syntetyczny polimer lipi-
dowy w postaci glikolu polietylenowego [21, 22]. PEGylacja
liposomu zmniejsza jego wychwyt przez uklad siateczkowo-
-§rédblonkowy. Rekombinowany cz. VIII zostaje polgczony
wigzaniami niekowalencyjnymi z PEGylowanymi liposo-
mami, przez co zwieksza sie jego masa czgsteczkowa, co
powoduje obnizenie proteolitycznej degradacji czynnika
przez specyficzne receptory biatkowe i zmniejszenie kle-
buszkowej filtracji [23]. Glikol polietylenowy jest przytgczany
do peptydu aktywacyjnego rekombinowanego cz. IX
1w czasie aktywacji rcz. IX zwigzanego z PEG przez aktywny
czynnik XI peptyd ten jest odlgczany, z pozostawieniem
dzikiego typu aktywnego cz. IX [24]. Glikol polietylenowy
jest wydalany przez nerki i watrobe.

Badania kliniczne z PEGylowanym rcz. VIII prowadzone
sa przez firme Bayer (BAY 94-9027), Novonordisk (N8-G)
i Baxter (BAX855), a z rcz. IX przez firme Novonordisk
(N9-GP) [24-27]. PEGylowany rcz. VIII pozbawiony domeny B
w badaniach klinicznych wykazatl lepsze wtasciwosci farma-
kokinetyczne w poréwnaniu z zarejestrowanym rcz. VIII-FS
(oba preparaty firmy Bayer), z wydtuzeniem czasu péitrwa-
nia do 19 godzin [27]. Podobny czas péttrwania ma rekombi-
nowany cz. VIII z czeScia domeny B skladajaca sie z 21
aminokwaséw, do ktérej przytaczony zostat glikol polietyle-
nowy [28]. Preparat catej czgsteczki rcz. VIII zwigzany
z glikolem polietylenowym (BAX855) ma 1,5-2 razy wydtu-
zony czas péitrwania w poréwnaniu z rcz. VIII (Advate) przy
zachowanych wlasciwosciach funkcjonalnych [26]. W opubli-
kowanym ostatnio badaniu przeprowadzonym na mysim
modelu hemofilii A poréwnano farmakodynamiczny skutek
BAXS855 i Advate w aspekcie czasu trwania ochrony przed
popunkcyjnym krwawieniem do stawu. Stwierdzono, ze
pojedyncza dawka rcz. VIII zapobiega krwawieniu do
24 godzin po jej podaniu, natomiast PEGylowany rcz. VIII
chroni staw przed krwawieniem przez 48 godziny [29].

Wczesniejsze badania rcz. VIII zwigzanego z PEGylowa-
nymi liposomami (BAY 79-4980) nie wykazaly znaczacej
réznicy w badaniach farmakokinetycznych w poréwnaniu
z rcz. VIII-FS, a podawany raz w tygodniu preparat wykazat
mniejszg skutecznos$¢ niz standardowa profilaktyka prepara-
tem Kogenate podawanym 3 razy w tygodniu [20, 30].
Randomizowane, kontrolowane, z podwoéjnie $lepg préba
badanie prowadzone u chorych na ciezkg posta¢ hemofilii
A w wieku od 12 do 70 lat zostaly wstrzymane przez
sponsora, poniewaz roczna liczba krwawien byla wieksza
w grupie pacjentéw otrzymujacej badany produkt niz
w grupie leczonej 3 razy w tygodniu koncentratem cz. VIII-FS
[30]. Czas péttrwania PEGylowanego rcz. IX (N9-GP - pocho-
dna rIXa - nonacog alfa) wydtuzono do 93 godzin, czyli
pieciokrotnie w stosunku do rcz. IX, a wzrost cz. IX po po-
daniu N9-GP byl o 94% wiekszy niz po rcz. IX i 20% wiekszy
niz po osoczopochodnym cz. IX. [24]. Ostatnio opublikowano
wyniki wieloo$rodkowego badania 3 fazy, w ktérym stosowano

PEGylowany rcz. IX profilaktycznie w 2 dawkach - 10j/kg mc
albo 40j/kg mc raz w tygodniu (randomizacja) lub w razie
krwawienia u chorych na hemofilie B w wieku od 13 do 70 lat
[31]. Wszyscy badani byli wczeSniej przynajmniej przez
150 dni leczeni koncentratem cz. IX. Preparat byl bezpieczny
i skuteczny w leczeniu krwawien i w profilaktyce. Skutecz-
nos¢ profilaktyki, biorgc pod uwage S$rednig roczng liczbe
krwawien, byla wieksza w grupie pacjentéw otrzymujacych
dawke 40j/kg mc niz 10j/kg mc. Podczas badania wolnych od
krwawien bylo 45% chorych otrzymujacych wiekszg dawke
i tylko 17% pacjentéw, u ktérych stosowano mniejsza dawke
N9-GP. Ponadto w pierwszej grupie 66,7% badanych nie miato
krwawien do stawdéw, do ktérych wczes$niej obserwowano
nawroty krwawien, a w drugiej grupie takich chorych byto
tylko 7,7%. W obu grupach $rednia aktywno$¢ cz. IX przed
jego podaniem wynosila powyzej 1%n, w grupie z dawka
10 j/kg - 8,5%n, a w grupie, w ktérej koncentrat stosowano
w dawce 40j/kg mc, aktywnos$¢ ta osiggneta 27,3%n. U zadnego
pacjenta nie stwierdzono neutralizujacych inhibitoréw,
powiklan zakrzepowo-zatorowych ani reakcji alergicznych
w trakcie calego badania. Te wyniki indywidualnego badania
farmakokinetycznego pozwalajg przypuszczaé, ze PEGylo-
wany rcz. IX bedzie skuteczny przy regularnym profilaktycz-
nym podawaniu go nawet co 2-3 tygodni.

Biatka fuzyjne

Do biatek fuzyjnych naleza immunoglobulina G (IgG)
z czedcig Fc oraz albumina. Ich czas péttrwania wynosi
okoto 20 dni. Zaréwno ludzka albumina, jak i IgG z domeng
Fc zostaly wykorzystane przez przylgczenie do rcz. VIII lub
rcz. IX w celu uzyskania koncentratu o przedluzonym czasie
péttrwania [18, 19, 32]. Koncentrat rcz. VIII-Fc, w ktérym
pozbawiona domeny B czgsteczka cz. VIII zostala polgczona
z czeécig Fc IgGl po badaniach 3 fazy zostal zarejestrowany
w USA w 2014 [33]. Czas poéltrwania tego produktu zostat
wydtuzony do 19 godzin w stosunku do 12 godzin rcz. VIII,
u okolo 30% pacjentéw czynnik mozna bylo podawac co
5 dni. Nie stwierdzono tworzenia sie inhibitora ani istotnych
dzialan ubocznych. Potwierdzono skuteczno$¢ profilaktycz-
nego podawania rcz. VIII-Fc, stosujgc preparat co 3 dni lub
2 razy w tygodniu, gdyz nie zarejestrowano w ciggu roku
zadnych krwawien. Wydluzenie przerw miedzy dawkami
rcz. VII-Fc do 4 lub 5 dni wigzalo sie natomiast ze
zwiekszeniem mediany rocznej liczby krwawien do 2,0 [34].
Koncentrat rcz. IX-Fc, ktéry powstatl wskutek polgczenia
rcz. IX z receptorem Fc ludzkiej IgG1, osiggnat czas péttrwa-
nia 82,1 godziny [32, 35]. Po badaniach 3 fazy rcz. IX-Fc
zostal zarejestrowany w 2014 roku w USA. Preparat po-
dawano profilaktycznie w odstepach od 1 do 2 tygodni
w dawkach od 50 do 100 j/kg mc, osiagajac zmniejszenie
mediany rocznej liczby krwawienn odpowiednio do 3,0 i 1,4,
w poréwnaniu z 17,7 krwawien w grupie leczonej ,na
zgdanie”. U 44% pacjentéw nie wystgpily krwawienia pod-
czas badania. $redni czas péitrwania wahat sie od 66,4
godzin u dzieci w wieku 2-5 lat do 86,5 godziny u dorostych.
Aktywno$¢ czynnika IX utrzymywala sie¢ na poziomie >1%
przez $rednio 11,5 dnia. Podczas sporadycznego leczenia
(»na zadanie”) u 90,4% chorych krwawienie ustgpilo po
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Tabela I - Koncentraty czynnika VIII i IX o przedluzonym
dziataniu

Table I - Factor VIII and factor IX concentrates with prolonged
half-life

Rodzaj Nazwa Rodzaj biatka

technologii preparatu

PEGylacja Bay 94-9027 rcz. VIII bez domeny B
BAX 855 rcz. VIII - pelna czasteczka
N8-GP rcz. VIII bez domeny B
NO-GP rcz. IX

rcz. VIII-Fc  rcz. VIII bez domeny B
rcz. IX-Fc  recz. IX

Polgczenie z albuming CSL 654/rcz. rcz. IX

IX-FP

Potgczenie z IgG-Fc

" koncentrat zarejestrowany w USA

1 infuzji rcz. IX-Fc,, a tylko u 2,7% trzeba bylo zastosowaé
3 infuzje. Przeprowadzono 14 wiekszych zabiegdw operacyj-
nych (w tym 5 operacji wymiany stawu kolanowego) pod
oslong rcz. IX-Fc, efekt hemostatyczny tego czynnika we
wszystkich zabiegach oceniono jako doskonaly albo bardzo
dobry. Preparat byl dobrze tolerowany, nie stwierdzono
tworzenia sie inhibitora [35].

Rekombinowany cz. IX potgczono z rekombinowang albu-
ming, aby wykorzysta¢ dtugi czas péttrwania albuminy [17].
Badania II/11I fazy przeprowadzone w$réd chorych na hemo-
filie B z zastosowaniem rIX-FP w réznych dawkach wyka-
zaly, ze $rednie stezenie cz. IX po 7 dniach od podania
25j/kg mc wynosi 7,4% n, a 14 dni po podaniu 50j/kg mc
5,5%n. Stwierdzono pigciokrotne wydluzenie czasu poéttrwa-
nia rcz. IX-FP oraz 44% i 29% wyzszy wzrost stezenia cz. IX
po jego podaniu w poréwnaniu z odpowiednio rcz. IX
i osoczopochodnym cz. IX [36]. Aktualnie 3 wieksze badania
kliniczne sg prowadzone w celu oceny poprawy klinicznej
przy leczeniu tym preparatem chorych na hemofilie B [37].
Omawiane koncentraty czynnika VIII i IX przedstawiono
w tabeli .

Pojedynczy lanicuch rekombinowanego czynnika
VIII

Naukowcy z firmy CSL Behring opracowali zmodyfikowany
rcz. VIII pozbawiony domeny B, lgczac ciezki i lekki tancuch
wigzaniem kowalencyjnym w posta¢ jednotancuchowej
czasteczki. Taki zmodyfikowany rcz. VIII ma znaczaco wiek-
sze powinowactwo do czynnika von Willebranda, co
w efekcie powoduje wydtuzenie czasu péttrwania jednotan-
cuchowego rcz. VIII (rcz. VIII-SC) 1,6-2 krotnie [38]. Badania
przedkliniczne przeprowadzone u réznych gatunkéw zwie-
rzat (myszy, szczuréw, krélikéw i matp) wykazaly skutecz-
nos¢ hemostatyczna, bezpieczenstwo, dobra tolerancje oraz
brak wzrostu ryzyka prozakrzepowego nowego preparatu.
W badaniach na modelach zwierzecych dziatanie hemosta-
tyczne jednotancuchowego rcz. VIII bylo poréwnywalne ze
stosowanymi u chorych na hemofilie koncentratéw rcz. VIII
o pelej dilugosci (Advate®, Helixate®) i pozbawionymi
domeny B (ReFacto®). Rekombinowany cz. VIII powstajacy

wskutek aktywacji rcz. VIII-SC jest poréwnywalny w budowie
do tego, ktéry pojawia sie z endogennego dwutancuchowego
cz. VIII w procesie aktywacji [39]. Dalo to podstawe do
rozpoczecia badan klinicznych u ludzi chorych na hemofilie
A [40].

Wprowadzenie rekombinowanych czynnikéw krzepniecia
o przedluzonym czasie dzialania niesie za sobg problemy
farmako-ekonomiczne. Jak oceni¢ dlugofalowg korzysc sto-
sowania tych preparatéw? Rzadsze podawanie oszczedza
zyly pacjentéw, zmniejsza czas zuzywany na podawanie
czynnika, prawdopodobnie spowoduje wiekszg zgodnosé
miedzy zalecong i stosowang terapig. W efekcie zwiekszy
sie skuteczno$¢ zapobiegania krwawieniom, stan zdrowia
i jakos¢ zycia pacjentéw chorych na hemofilie. Proste
kalkulacje oparte na cenie jednostkowej leku nie sprawdzg sie
w tym przypadku. A chorzy czekaja na leki o przedtuzonym
dziataniu i wigzg z nimi wielkie nadzieje.
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