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Nowe czgsteczki w leczeniu hemofilii i innych
pokrewnych skaz krwotocznych w sSwietle
wybranych doniesien, przedstawionych w czasie
53. Kongresu American Society of Hematology (ASH)
Stany Zjednoczone, San Diego, 10-13 grudnia 2011 roku

New molecules in treatment of haemophilia and allied
disorders presented during 53 Annual Meeting
of the American Society of Hematology (ASH),
USA, San Diego, December 10-13, 2011

Magdalena Letowska

Instytut Hematologii 1 Transfuzjologii

Obrady kongresowe rozpoczely sie 10 grudnia
1byly poprzedzone sesjami satelitarnymi i szkolenio-
wymi. Jak co roku program Kongresu skladat sie ze:
— specjalnych wykladow, sesji i sympozjow,

— sesji edukacyjnych,

— sesji naukowych,

— sesji poSwieconych ustnym prezentacjom,
— spotkan z ekspertami,

— sesji plakatowych.

W niniejszym opracowaniu przedstawiono
streszczenia wybranych prac prezentowanych
w czasie ustnych 1 plakatowych sesji, po§wieconych
badaniom nad nowymi biatkami. By¢ moze w przy-
szloS$ci bialka te znajdg kliniczne zastosowanie
w leczeniu chorych z niedoborami czynnikow krzep-
niecia.

Geny pochodzenia zwierzecego lub roslinnego
moga w komorkach bakterii lub innych organizmow
podlegac ekspres;ji i produkowaé w znacznych ilo-
Sciach roznego rodzaju biatka enzymatyczne 1 hor-
mony.

Autonomicznie replikujacy sie no$nik klonowa-
nego genu daje mozliwo$¢ podniesienia iloSci kopii
danego genu (dawki genu) oraz regulacji jego eks-
presji, a ponadto ulatwia jego modyfikacje genetycz-

ne. W efekcie nastepuje nadprodukcja biatka. Za-
zwyczaj wektory ekspresyjne wykorzystuje sie do
nadprodukcji biatek w odpowiednio dobranym pod
wzgledem cech genetycznych szczepie gospodarza.
Zapewnia on wlaSciwa kontrole ekspresji genu.
Wektor funkcjonujacy w specyficznym gospodarzu
stanowi lgcznie system ekspresyjny. Powszechne
wykorzystywanie systemow ekspresyjnych przy-
czynilo sie do znacznego podniesienia poziomu pro-
dukcji biatek 1 wydajnoSci technik zwiagzanych z ich
izolowaniem i oczyszczaniem. Konsekwencja tego
jest istotne przyspieszenie badan nad wlasciwoS§cia-
mi bialek 1 ich rola.

Nowe czasteczki czynnika VIII

Bialka fuzyjne

Rekombinowany czynnik VIIIFc (rFVIIIFc)
sklada sie z czasteczki rFVIII pozbawionego dome-
ny B (BBD) genetycznie polaczonego z domeng Fc
ludzkiej immunoglobuliny G1 (IgG1). Przed se-
krecja czasteczki z komorek HEK 293 (human em-
bryonic kidney), wiekszoS$¢ czasteczek rFVIIIFc jest
poddana procesowi uzyskania ciezkiej czasteczki
FVIII (HC) 1 lekkiej czasteczki (LC+Fc). W uktla-
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dzie krazenia rFVIIIFc wystepuje w kompleksie
z VWF. Spontaniczna dysocjacja czasteczek HC
1 LC+Fc, powodujaca spadek aktywnoSci czasteczki
W 0soczu nastepuje w czasie przechowywania leku.
Autorzy tej pracy opisali wlasciwoSci jednolancu-
chowej izoformy rFVIIFc (SC rFVIIIFc). Biatko to
otrzymano z rFVIIIFc, ktory zawiera czeSc czaste-
czek w postaci izoformy niepoddanej zmianom.
W porownaniu z rFVIIIF¢, SC rFVIIIFc charaktery-
zuje podobna aktywno§¢ badana metoda chromoge-
nna, ale o0 60% nizsza w badaniu metoda jednostop-
niowa (aPTT). Podobne obnizenie aktywnoS$ci obser-
wowano w teScie generacji trombiny (TGA). Pelng
aktywnos$¢ SC rFVIIIFc autorzy obserwowali przy
braku vWF. Mogloby to sugerowaé, ze uwolnienie
od vWF moze by¢ opdznione w wyniku wigzania ko-
walentnego kwasnego regionu a3 HC po wycieciu
Arg 1680 w czasteczce SC rFVIIIFc, w porownaniu
z usunieciem a3 i dysocjacja calej czasteczki rFVIIL.
Opo6zniona dysocjacja z vVWF moze tlumaczy¢ obni-
zenie aktywnosci SC rFVIIIFc w badaniu metoda
jednostopniowa 1 TGA, a pelng aktywno§¢ w dwu-
stopniowej metodzie chromogennej. Obnizenie ak-
tywno$ci w obecno$ci vWF potwierdzono w bada-
niu zmodyfikowang metoda chromogenng ze
zmniejszong ilo$cia trombiny jako aktywatora FVIIL

Wtasciwosci SC rFVIIIFc in vivo oceniano
w porownaniu z rFVIIIFc, przeprowadzajac badania
na zwierzetach (myszy HemA, model TVT — tail vein
transection). Stwierdzono podobng skutecznos¢ obu
lekow przy zastosowaniu roznych dawek (4,6 mg/
/kg; 1,38 mg/kg 10,46 mg/kg) mimo wyraznie obni-
zonej aktywnos$ci w teScie aPTT. W zwigzku z tym
opo6zniona aktywacja czasteczki SC rFVIIIFc
w obecno$ci vWF w badaniach iz vitro, wydaje sie
nie mie¢ wplywu na dziatanie iz vivo. Beda prowa-
dzone dalsze badania w celu wykazania wiekszej sta-

bilnoSci tego biatka fuzyjnego.
Yang Buye i wsp. A novel single chain recombinant factor VIII
Fc fusion protein is active in vitro and fully efficacious in in vivo

Hema Mouse bleeding model. Abstract 1192

Czasteczki czynnika VIII
o przedtuzonym dzialaniu

Jedna z metod przedluzenia dzialania leku jest
pegylacja jego czasteczki. Taka czasteczka jest BAX
855, peinej dltugosci rekombinowany FVIII zmody-
fikowany poprzez dodanie glikolu polietylenowego
(PEG), otrzymany z hodowli CHO, bez dodania
w procesie produkcyjnym bialek pochodzenia ludz-
kiego. Wiadomo ze kazda modyfikacja chemiczna
moze prowadzi¢ do zmiany immunogenno$ci bialka.
Autorzy przedstawili wyniki badan przedklinicznych
nad wplywem na ukiad immunologiczny PEGylowa-

nego FVIII (BAX 855) w porownaniu z ADVATE,
niemodyfikowana, diugotancuchowa czasteczka
FVIII, stosowang obecnie u chorych na hemofilie A.

Ocene potencjalnego wpltywu BAX 855 1 AD-
VATE na ludzki wrodzony uktad odporno$ciowy ba-
dano na podstawie ich mozliwych zdolno$ci uwal-
niania prozapalnych cytokin: IL-18, IL-6, IL-8
1 TNF-« (badanie in vitro ludzkiej krwi pelnej) oraz
potencjalnej aktywacji sktadnikow uktadu dopelnia-
cza (badanie i vitro w osoczu ludzkim).

Ocena potencjalnego wptywu BAX 855 i AD-
VATE na adaptacyjny ukiad odpornoSciowy byia
oparta na badaniu mozliwo$ci wytworzenia przeciw-
cial na trzech hemofilowych mysich modelach
1 u makakow jawajskich. Myszy z hemofiliag wyka-
zujace ekspresje ludzkiego F8 cDNA wykazuja im-
munologiczng tolerancje w stosunku do ludzkiego
FVIII i produkuja przeciwciala do ludzkiego FVIII
tylko wowczas, gdy ich ukiad immunologiczny jest
upo$ledzony.

Autorzy wykazali w badaniu, ze BAX 855
1 ADVATE powodowaly uwalnianie prozapalnych
cytokin w stopniu nieznacznym, podobnie jak
w przypadku grupy kontrolnej, w ktérej podawano
bufor. Rownie niewielka aktywacje skiadnikow
uktadu dopelniacza powodowalo podawanie BAX
855 1 ADVATE, a stopien tej aktywacji nie roznit
sie od dziatania buforu podawanego w grupie kon-
trolnej w badaniach iz vitro osocza ludzkiego.

Autorzy obserwowali podobng czesto$¢ wyste-
powania przeciwcial przeciwko BAX 855 1 ADVA-
TE we wszystkich mysich modelach. Dodatkowo,
u myszy z hemofilia, wykazujacych ekspresje ludz-
kiego F8 cDNA zachowana byta immunotolerancja.
Autorzy nie obserwowali takze réznic w mianie
przeciwcial u makakow jawajskich leczonych BAX
8551 ADVATE.

We wnioskach autorzy podkreslili podobny pro-
fil immunogenno$ci BAX 855 i ADVATE w bada-
niach porownawczych przeprowadzonych iz vitro
11in vivo, jak rOwniez wyrazili przypuszczenie, ze
BAX 855 powinien by¢ rownie bezpieczny jak
ADVATE.

Frank M. Horling © wsp. Preclinical immunogenicity asses-
sment of Baxter’s longer-acting FVIII candidate BAX 855 using

novel preclinical models. Abstract 3323

Leczenie profilaktyczne u chorych z hemofilig
A wymaga czestego wstrzykiwania koncentratu
czynnika VIII (do kilku razy w tygodniu). Valentino
1 wsp. przedstawili wyniki badania na modelu my-
sim poroéwnujacego wiasciwosci biologiczne che-
micznie modyfikowanej czasteczki leku ADVATE,
ktory jest rekombinowanym koncentratem czynni-
ka VIII trzeciej generacji (SC rFVIIIFc) stosowa-

www. jtm.viamedica.pl 35



Journal of Transfusion Medicine 2012, tom 5, nr 1

nym obecnie u chorych. Obydwa leki podawano
myszom dozylnie w dawce 280 j/kg w okreSlonym
czasie przed uszkodzeniem stawu, ktory miat
wywolaC wylew. Po trzech dniach sakryfikowano
zwierzeta 1 oceniano obecno$¢ krwi w stawie.
SC rFVIIFc i rFVIII okazaly sie rownie skuteczne
oceniajac TBS (total body score). SC rFVIIIFc bylo
skuteczniejsze w zapobieganiu wylewom do stawow
jesli podano go po 72 h (17% myszy otrzymujacych
profilaktycznie CM rFVIII v. 100% myszy otrzymu-
jacych profilaktycznie rFVIII).

Leonard A. Valentino i wsp. The biological efficy profile of
a chemically modified recombinant factor VIII molecule. Abstract 3324

Rekombinowany czynnik VIII otrzymany
z ludzkich linii komoérkowych

Od kilku lat trwaja prace nad pierwszym re-
kombinowanym czynnikiem VIII produkowanym
przez ludzkie komorki. Knaub 1 wsp. przedstawili
wyniki prospektywnego, randomizowanego, otwar-
tego, krzyzowego, wielooSrodkowego badanie fazy
II, w ktorym porownano parametry farmakokinety-
ki (PK, pharmacokinetics) rekombinowanego czyn-
nika VIII pozbawionego domeny B (BDD, B domain
deleted), syntetyzowanego przez ludzkie embrio-
nalne komorki nerkowe (HEK, human embryonic
kidney 293F) 1 Kogenate FS, stosowanego rutyno-
wo rekombinowanego czynnika VIII drugiej gene-
racji. W produkcji Human-cl vhFVIII (human-cell
line recombinant FVIII) zastosowano dwie metody
inaktywacji 1 usuwania wirusow: metode rozpusz-
czalnik/detergent 1 nanofiltracje (filtracje przy uzy-
ciu filtrow Planova).

Badanie przeprowadzono w 10 o§rodkach Stanow
Zjednoczonych AP 1 Europy. Badana grupe stanowito
22 pacjentow z ciezka postacig hemofilii A, w wieku
12—65 (ér. 39,6 + 14,1), ktorzy minimum po 96 h
okresie wyplukania otrzymywali jeden z lekow w daw-
ce 50 jm./kg mc. Aktywno$¢ FVIII badano dwoma me-
todami: chromogenna i jednostopniowa. Po zakoncze-
niu badan PK pacjenci otrzymywali przynajmnie] przez
6 miesiecy human-cl vhIFVIII w celu oceny skutecz-
noSci 1 bezpieczenstwa leczenia na zadanie.

W wyniku przeprowadzonych badan autorzy
stwierdzili , ze w badaniach farmakokinetycznych
human-cl vhFVIII 1 Kogenate FS wykazaly podob-
ne wlasciwosci farmakokinetyczne. W czasie lecze-
nia pacjentow wykazano jego skuteczno$¢ (do lecze-
nia 96,3% epizodow krwawien wystarczylo podanie
1-2 dawek leku). Skuteczno$¢ leczenia oceniono
jako bardzo dobra w przypadku 59,4% epizodow
krwawien, dobra odpowiedZ — w przypadku 34,4%;
Lek okazal sie takze bezpieczny, a po jego stoso-
waniu nie wystapily dzialania niepozadane.

Sigurd Knaub i wsp. A prospective, multi-center, randomized
clinical trial to comparethe pharmacokinetic properties of Human-cl
rfFVIIL, a new human-cell line derived recombinant Factor VIII

expressed in baby hamster kidney cells. Abstract 3309 (s. 1423)

Rekombinowany czynnik von Willebranda

Czynnik von Willebranda wystepuje w posta-
ci multimetrow o ciezarze czasteczkowym od 600
do 20 000 kDa. Stezenie wielkoczasteczkowych
multimetrow (UHMW, uitra high molecular weight)
vWEF we krwi jest niskie, poniewaz zaraz po uwol-
nieniu ich do krazenia ulegaja cieciu przez metalo-
proteinaze ADAMTS 13. Rekombinowany vWF pro-
dukowany metodami inzynierii genetycznej w ho-
dowlach komorek jajnika chomika chinskiego
(CHO) zawiera duzg ilo§¢ UHMW multimetrow,
podobnie do ludzkiego AWF sktadowanego w cial-
kach Weibel-Palada w komorkach Srédblonka naczy-
niowego.

Autorzy przedstawili wyniki badan przedkli-
nicznych, w ktorych oceniali ex vivo ciecie przez
ADAMTS 13 po podaniu dozylnym UHMW multi-
merow rvWF. Przeprowadzone wcze$niej badania
in vitro 1 badania na modelach zwierzecych (kroli-
ki, makaki jawajskie) wykazaly, ze 15 min po poda-
niu rvWF wykrywano fragmenty charakterystycz-
ne dla cie¢ ADAMTS 13 (Gmmunoblotting).

Pojawienie sie w krazeniu okreslonej dtugosci
fragmentow ciecia i zmniejszenie liczcby UHMW
multimetréw rvWF Swiadczylo o ich pocieciu przez
endogenna metaloproteinaze ADAMTS 13. Ten
efekt byt ,,gatunkowo zalezny”, to znaczy obserwo-
wano tylko niewielkie ciecia tancuchoéw mysich.

Zakonczone ostatnio badania kliniczne fazy I
wykazaly, ze podawany dozylnie pacjentom z ciezkg
postacig vWD (choroby von Willebranda) rvWF
w dawce od 7,5 do 50 vVWF:RCo j/kg masy ciala pod-
legat w krazeniu szybkiemu dziataniu ADAMTS 13.
Dzialanie to wykazano, przeprowadzajac analize
multimetréw; w analizowanym materiale nie stwier-
dzono obecno$ci UHMW multimetrow rvWF, nie
obserwowano takze powikian zakrzepowo-zatoro-
wych w badanej grupie pacjentow.

Katalin Varadi © wsp. In vivo of recombinant vWF upon
intravenous administration in preclinical and clinical settings.

Abstract 1222

Hamowanie dzialania TFPI

Obecnie trwaja prace nad biatkami, ktore po-
przez hamowanie inhibitora drogi krzepniecia zalez-
nej od czynnika tkankowego (TFPI, tissue factor
pathway inhibitor) moga znalezé zastosowanie
w leczeniu hemofilii. Jednym z takich bialek jest ap-
tamer ARC19499 (BAX 499), ktory ,,utrudnia” blo-
kowanie przez TFPI zaréwno czynnika Xa, jak
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1 kompleksu czynnik tkankowy/czynnik VIIa. W ba-
daniach przeprowadzonych in vitro osocza hemofi-
lowego obserwowano poprawe procesu generacji
trombiny 1 parametréw krzepniecia. W badaniach
z udzialem makakow jawajskich z zespotem podob-
nym do hemofilii A przeprowadzonych ex vivo wy-
kazano poprawe parametrow ukladu krzepniecia
(tromboelastometria i badania czasu krwawienia) po
podaniu BAX 499 A.

W celu zrozumienia mechanizmu w jakim BAX
499 hamuje dziatanie TFPI, Waters i wsp. przepro-
wadzili badania okreSlajace miejsce wigzania BAX
499 z TFPI 1 porownali aktywno$¢ BAX 499 w sto-
sunku do specyficznej domeny przeciwcial anty-
TFPI. Aptamer mocno wiazal sie z pelno czastecz-
kowym TFPI, gorzej z czasteczka pozbawiong frag-
mentu w regionie C koncowym czasteczki, bardzo
stabo z czasteczka zawierajaca tylko domeny K3
(Kunitz 3) i regionu C koncowego, natomiast w 0go-
le nie wiazat sie z czasteczka TFPI zawierajaca tyl-
ko domene 1 i Kunitza (K1 i K2).

Wigzanie znakowanego aptameru z TFPI bada-
no metodg ELISA 1 metoda dot blot. W obydwu ba-
daniach przeciwciala przeciw domenom K1 i K3

wykazywaly dzialanie kompetycyjne z aptamerem,
przeciwciala przeciw domenie regionu C koncowe-
go — czeSciowo kompetycyjne, natomiast przeciw-
ciala przeciw domenie K2 nie konkurowaly z apta-
merem o miejsce wigzania. Wyniki tych badan su-
geruja, ze epitop wigzacy BAX 499 obejmuje calg
czasteczke bialka, ze szczegdlnym uwzglednieniem
domen: K1, K3 i regionu koncowego C.

Badania aktywnoS$ci wykazaly, ze profil hamo-
wania BAX 499 jest podobny do tego jaki wyka-
zuja przeciwciala anty-TFPI, ktore wiazg sie z do-
menami K1, K3 i regionu konicowego C. W bada-
niu mierzacym aktywno$é anty-Xa TFPI,
przeciwciala anty-K2 w peini hamuja TFPI 1 przy-
wracaja aktywno$¢ FXa. W przeciwienstwie do
tego, BAX 499 i przeciwciala anty-K1, anty-K3
1 przeciwko domenie regionu C-kohcowego nie
blokuja w pelni TFPI 1 powoduja tylko czeSciowe
przywrocenie aktywnos$ci FXa. Wyniki badan nad
wigzaniem aptameru do TFPI w obecnosci FXa
sugeruja, ze aptamer 1 biatko moga rownoczes$nie
wiazac sie z TFPIL.

Ewmily K. Waters. Investigation into the mechanism of action

and binding site of BAX 499, an aptamer against Tissue Factor
Pathway Inhibitor. Abstract 1214
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