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Streszczenie
Wprowadzenie do leczenia hemofilii A długodziałających, podskórnie podawanych mimetyków 
naśladujących aktywny czynnik VIII (FVIIIa) jest bez wątpienia przełomem w leczeniu profi-
laktycznym tej grupy chorych. Nowatorski charakter i sposób działania cząsteczek mimetyków 
FVIIIa wiąże się ze znaczącymi implikacjami w dotychczasowych algorytmach laboratoryjnych 
monitorowania leczenia hemofilii. Monitorowanie stężenia leku w celu dostosowania dawki 
nie jest wymagane, jednak w praktyce klinicznej kontrolowanie laboratoryjne hemostazy może 
być przydatne na przykład w przypadku konieczności przeprowadzenia interwencji chirurgicz-
nej lub wystąpienia krwawień mimo stosowanej profilaktyki. Wówczas świadomość wpływu 
stosowania terapii mimetykami FVIIIa na testy laboratoryjne hemostazy jest warunkiem ko-
niecznym do sprawnego posługiwania się nimi i interpretowania uzyskanych wyników.
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Wstęp

Hemofilia A (HA, hemophilia A) to jedna 
z najlepiej poznanych wrodzonych osoczowych 
skaz krwotocznych. U jej podłoża leży brak lub 
upośledzenie syntezy osoczowego czynnika krzep-
nięcia VIII (FVIII, factor VIII). Jest to genetycznie 
uwarunkowana choroba monogenowa, dziedzi-
czona w sposób recesywny sprzężony z płcią, co 
sprawia, że niedobór FVIII i towarzysząca temu 
skaza krwotoczna objawia się głównie u mężczyzn, 
natomiast kobiety są nosicielkami zmutowanego 
wariantu genu kodującego FVIII (F8, Xq28) [1]. 

Jak wspomniano, choroba ta objawia się nadmierną 
skłonnością do krwawień, zaś ich nasilenie w du-
żej mierze jest podyktowane stopniem niedoboru 
FVIII. Hemofilię A rozpoznaje się na podstawie 
wyników pomiaru aktywności FVIII w osoczu. 
W zależności od stopnia niedoboru FVIII wyróżnia 
się 3 postacie HA: 

 — ciężką, gdy FVIII wynosi mniej niż jedna 
jednostka międzynarodowa (IU, International 
Unit)/dl;

 — umiarkowaną, gdy FVIII mieści się w prze-
dziale 1–5 IU/dl;

 — łagodną, gdy FVIII wynosi > 5–50 IU/dl [1]. 
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Hemofilia A jest zagrażającą życiu skazą krwo-
toczną, w której ciężka postać choroby (FVIII < 
1  IU/dl) objawia się samoistnymi krwawieniami, 
głównie do stawów i mięśni, a ich początek przy-
pada zazwyczaj na 2–3  rok życia [2]. Podstawą 
leczenia ciężkiej HA jest stosowanie koncentratów 
niedoborowego czynnika krzepnięcia krwi (tzw. te-
rapia substytucyjna). Zarówno leczenie aktywnych 
krwawień oraz długoterminowa profilaktyka krwa-
wień w tej grupie chorych polega na wykonywaniu 
dożylnych wstrzyknięć koncentratu FVIII, których 
liczba w przypadku regularnego ich wykonywania 
może sięgnąć ponad 150 w ciągu roku. Ponadto naj-
poważniejszym powikłaniem terapii substytucyjnej 
(dotyczy ok. 20–40% chorych z ciężką i 3–13% 
z nieciężką HA) jest występowanie alloprzeciwciał 
neutralizujących aktywność FVIII (tzw. inhibitora 
FVIII), wskutek czego profilaktyka i hamowanie 
krwawień w tej grupie chorych nie poddają się 
leczeniu substytucyjnemu FVIII [3–5]. Dodatkowo 
obciążenie chorego koniecznością 3–4-krotnego 
cotygodniowego podania koncentratu FVIII może 
prowadzić do zmiennego przestrzegania zaleceń 
klinicysty i gorszych wyników leczenia [6]. Należy 
także dodać, iż w konsekwencji suboptymalne le-
czenie HA może prowadzić do zwiększonej liczby 
powikłań, takich jak nawracające krwawienia do 
stawów, artropatia hemofilowa i obniżona jakość 
życia [6].

Z powyższych względów w ciągu ostatnich 
kilku lat nastąpił znaczny postęp w zakresie inno-
wacyjnych metod leczenia hemofilii, wśród których 
przełomowe jest opracowanie i wprowadzenie do 
leczenia profilaktycznego HA cząsteczek naśla-
dujących aktywny FVIII, tzw. mimetyków FVIIIa 
(mimetisc FVIIIa) [1, 7] (tab. 1). Pojawienie się 
tego rodzaju nowatorskich przeciwciał monoklo-
nalnych zrewolucjonizowało sposób leczenia HA, 
poszerzając możliwości terapeutyczne tej skazy 
krwotocznej o tak zwaną terapię niesubstytucyjną 
(non-replacement therapy) [7]. Leki te charaktery-
zuje przede wszystkim długi okres działania, brak 
neutralizacji przez inhibitor FVIII oraz podskórna 

droga ich podawania, co istotnie podnosi jakość 
życia chorych na HA i skuteczność leczenia profi-
laktycznego [7]. 

Pierwszym, wprowadzonym do profilaktyczne-
go leczenia krwawień w HA mimetykiem FVIIIa 
jest emicizumab (Hemlibra®, Roche Szwajcaria) 
[3, 6]. To lek będący humanizowaną, bispecyficzną, 
monoklonalną immunoglobuliną G4 (IgG4), która 
by przywrócić prawidłowy przebieg hemostazy, 
zastępuje FVIIIa w kompleksie tenazy, wiążąc 
ludzkie czynniki krzepnięcia IXa i X [8–11]. Emi-
cizumab jest przeciwciałem, które nie wykazuje 
podobieństwa strukturalnego do FVIII, co sprawia, 
że nie jest on neutralizowany przez alloprzeciw-
ciała (inhibitor) wobec FVIII [9, 12]. W listopadzie 
2017  roku Amerykańska Agencja ds. Żywności 
i Leków (FDA, Food and Drug Administration), 
a następnie w lutym 2018 roku Europejska Agen-
cja Leków (EMA, European Medicines Agency) 
zatwierdziły stosowanie emicizumabu u pacjen-
tów z HA powikłaną inhibitorem FVIII, natomiast 
w kolejnych latach jego stosowanie w profilaktyce 
u pacjentów z ciężką i umiarkowaną HA bez inhi-
bitora, ponieważ wykazano znaczne zmniejszenie 
częstości krwawień także w tej grupie pacjentów 
[1, 3, 10, 13, 14]. Bardzo szybko uznano emicizu-
mab za lek sygnalizujący nową erę leczenia HA, 
gdyż we wszystkich badaniach klinicznych III 
fazy profilaktyka emicizumabem doprowadziła do 
spektakularnego zmniejszenia częstości krwawień 
w ujęciu rocznym (ABR, annualized bleeding rate), 
przy medianie ABR wynoszącej 2,6 dla wszystkich 
schematów dawkowania u pacjentów w badaniach 
HAVEN od 1 do 4, a u ponad 80% uczestników 
nie wystąpiło żadne krwawienie po 24. tygodniu 
terapii [11]. Emicizumab cechuje się wydłużonym 
okresem półtrwania w krwiobiegu (4–5 tygodni), co 
pozwala na dawkowanie tego leku raz na tydzień, 
2 lub 4 tygodnie, w porównaniu z konwencjonalną 
terapią substytucyjną [3, 8]. Drugą nieocenioną 
korzyścią stosowania Hemlibra® u chorych na HA 
jest, w przeciwieństwie do stosowania standardo-
wych koncentratów FVIII, podskórna droga jego 

Tabela 1. Bispecyficzne przeciwciała naśladujące FVIIIa stosowane w hemofilii A z inhibitorem lub bez (zmodyfiko-
wano za: [1])

Mimetyk FVIIIa Droga podania Dawkowanie leku Zastosowanie/badania kliniczne

Emicizumab Podskórnie 1 × na tydzień, 

1 × co 2 tygodnie lub 

1 × co 4 tygodnie

Zatwierdzone przez FDA i EMA

Dorośli, młodzież i dzieci z ciężką, umiarkowaną  
hemofilią A, z inhibitorem lub bez

Mim8 Podskórnie 1 × na tydzień lub 

1 × na miesiąc

Badanie kliniczne fazy III: FRONTIER 4/5 

FDA (Food and Drug Administration) — Amerykańska Agencja ds. Żywności i Leków; EMA (European Medicines Agency) — Europejska Agencja Leków



271

Edyta Odnoczko i wsp., Mimetyki aktywnego czynnika VIII (FVIIIa) i ich wpływ na testy laboratoryjne hemostazy

https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine

podania i związany z tym wzrost komfortu i jakości 
życia tej grupy pacjentów. Z powyższych powo-
dów, lecz przede wszystkim ze względu na jego 
skuteczność w hamowaniu krwawień, stosowanie 
emicizumabu szybko rośnie na całym świecie. Lek 
ten obecnie jest dopuszczony do użytku kliniczne-
go w wielu krajach, przy czym w Polsce na dzień 
06.01.2024 roku może być zastosowany jedynie 
u pacjentów z ciężką HA powikłaną inhibitorem 
i w wyjątkowych przypadkach u pacjentów z ciężką 
postacią hemofilii A bez inhibitora. 

Poszukiwania idealnego sposobu leczenia HA 
i pomyślny rozwój terapii mimetycznej FVIIIa 
z wykorzystaniem emicizumabu stał się napędem 
do opracowania kolejnych bispecyficznych prze-
ciwciał nowej generacji opartych na tym koncep-
cie działania i przeznaczonych do podskórnego 
profilaktycznego leczenia HA z inhibitorami i bez 
nich. W literaturze w 2021 roku pojawiły się donie-
sienia dotyczące opracowania przez Novo Nordisk 
cząsteczki o nazwie denecimig (Mim8), będącej 
ludzkim, bispecyficznym przeciwciałem nowej 
generacji, które podobnie jak emicizumab naśladuje 
działanie FVIIIa, tworząc kompleks z FX i FIXa na 
fosfolipidowej powierzchni aktywowanych płytek 
krwi w celu przyspieszenia aktywacji FX [4, 7, 11, 
15, 16]. Dane z badań in vitro z użyciem ludzkiej 
krwi, jak również zwierzęcych modeli HA, wskazu-
ją, że Mim8 około 15-krotnie zwiększa wytwarzanie 
trombiny w porównaniu z analogem emicizumabu 
[6, 15–17]. To, co różni Mim8 od emicizumabu, to 
skonstruowanie monowalentnego ramienia anty-
-FIXa, które silniej stymuluje aktywność proteoli-
tyczną FIXa w celu aktywacji FX [6, 15]. Lek ten 
przeznaczony jest do podskórnego profilaktycznego 
leczenia pacjentów z HA z inhibitorami lub bez, 
a jego skuteczność, bezpieczeństwo, farmakoki-
netyka i farmakodynamika aktualnie oceniania jest 
w badaniach klinicznych. Bieżące dane z badań 
klinicznych wykazały, że czas półtrwania (t1/2) 
Mim8 wynosił około 30 dni, co potwierdza moż-
liwość dawkowania leku raz na tydzień lub raz na 
miesiąc [1, 6].

Inne bispecyficzne mimetyki FVIII nowej gene-
racji, będące w opracowywaniu, to NXT007 (Chugai 
Pharmaceutical Co, Roche) oraz BS-027125 (Bio-
verativ, Sanofi), znajdujące się obecnie w fazie 
oceny przedklinicznej [1, 3, 7, 11, 18, 19].

Opublikowane dotychczas dane kliniczne 
wskazują, że schemat leczenia mimetykami FVIIIa 
zapewnia osiągnięcie stabilnej i trwałej odpowiedzi, 
dlatego monitorowanie leku w celu dostosowania 
dawki nie jest wymagane. Stosowanie leku zgodnie 
z ustalonym schematem zapewnia osiągnięcie po-

żądanego stężenia leku i jego pozostawanie w krą-
żeniu nawet przez kilka miesięcy po wstrzyknięciu 
ostatniej dawki [14]. Sytuacje kliniczne, w których 
aktualnie eksperci zgadzają się, że monitorowanie 
laboratoryjne i kontrolowanie hemostazy mogą być 
przydatne, to: zabiegi chirurgiczne, krwawienia 
przebijające mimo stosowanej profilaktyki, krwa-
wienia w następstwie urazów oraz weryfikacja 
skuteczności prowadzonego leczenia [10, 20, 21]. 

Należy podkreślić, że nowatorski charakter 
i sposób działania cząsteczek mimetyków FVIIIa 
niesie ze sobą znaczące implikacje w dotychcza-
sowe algorytmy laboratoryjnego monitorowania 
leczenia hemofilii. Okres półtrwania cząsteczki 
mimetyku, na przykład emicizumabu, wynosi 
4–5 tygodni, co sprawia, że terapia ta może wpły-
wać na wyniki badań laboratoryjnych przez okres 
do 6 miesięcy po podaniu [12, 22]. Świadomość 
wpływu stosowania wspomnianej powyżej terapii 
mimetycznej na testy laboratoryjne hemostazy 
jest warunkiem niezbędnym do sprawnego posłu-
giwania się nimi i właściwego interpretowania ich 
wyników. W niniejszym artykule omówiono wpływ 
działania leków będących mimetykami FVIIIa na 
poszczególne testy hemostazy, ze szczególnym 
uwzględnieniem monitorowania skojarzonej terapii 
substytucyjnej koncentratami FVIII.

Wpływ mimetyków FVIIIa na testy 
podstawowe i specjalistyczne hemostazy 

Jak wspomniano, omawiane mimetyki to czą-
steczki naśladujące aktywowany FVIII, które w od-
różnieniu od białka FVIII, nie wymagają aktywacji 
ze sprzężeniem zwrotnym za pośrednictwem trom-
biny [12, 23, 24]. Ta cecha cząsteczek mimetyków 
istotnie wpływa przede wszystkim na rutynowy 
test hemostazy, jakim jest czas częściowej trom-
boplastyny po aktywacji (aPTT, activated partial 
thromboplastin time) oraz wszystkie testy jemu po-
chodne (tab. 2) [8, 12, 14–16, 20]. Test aPTT ulega 
bowiem nadmiernemu skróceniu w różnym stopniu 
zależnie od stosowanego odczynnika, zwykle po-
niżej prawidłowego zakresu referencyjnego [8, 13, 
14, 25]. Co ważne, ze względu na to, iż mimetyki 
FVIIIa są lekami długodziałającymi, skrócenie to 
występuje już po podaniu pierwszej dawki leku, na-
wet przy bardzo małych jego stężeniach i może się 
utrzymywać przez kilka miesięcy po odstawieniu 
leczenia [12, 14, 22]. Dodatkowo warto zauważyć, 
że pomiar aPTT u pacjenta leczonego mimetykami 
FVIIIa nie nadaje się do monitorowaniu tej terapii, 
ale jego wydłużenie może wskazywać na nieprze-
strzeganie przez pacjenta zaleceń lekarskich lub na 
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wytworzenie tak zwanych przeciwciał przeciwle-
kowych (ADA, anti-drug antibody) [9, 13].

W przypadku pozostałych rutynowych testów 
hemostazy odnotowano klinicznie nieistotny wpływ 
emicizumabu i mim8 na pomiar czasu protrombi-
nowego (PT, prothrombin time) zależnie od stoso-
wanego odczynnika, a związane z nim oznaczenia 
czynników II, V, VII, X również pozostają bez 

istotnych zmian [8, 9, 14, 22, 27, 28]. Pomiar czasu 
trombinowego (TT, thrombin time) oraz oznaczenie 
stężenia fibrynogenu metodą Claussa pozostają 
także bez istotnego klinicznie wpływu działania 
omawianego leku [8, 27].

Testy specjalistyczne oparte na pomiarze 
aPTT, służące między innymi badaniu aktywności 
czynników szlaku wewnątrzpochodnego układu 

Tabela 2. Wpływ mimetyków FVIII na wyniki wybranych testów krzepnięcia (zmodyfikowano za: [8, 9, 22, 26, 27])

Rodzaj testu laboratoryjnego hemostazy Wynik  
fałszywy

Wynik  
wiarygodny

Komentarz

Testy rutynowe

aPTT √ Wynik fałszywie skrócony (nawet 
< 20 s)

Efekt widoczny już przy minimal-
nym stężeniu leku (> 5 µg/ml)

Test korekcji aPTT √ Wynik fałszywie ujemny 

PT √ Wynik prawidłowy lub nieznacz-
nie wydłużony

Fibrynogen (metoda Claussa) √ Brak wpływu

TT √ Brak wpływu

Testy specjalistyczne

Oznaczenie aktywności FVIII testem koagulacyj-
nym jednostopniowym

√ Wynik fałszywie zawyżony. War-
tość od kilkuset do nawet kilku 
tysięcy IU/dl (%)

Oznaczenie aktywności FIX, FXI i FXII testem koa-
gulacyjnym jednostopniowym 

√ Wynik fałszywie zawyżony. Pomiar 
oparty na aPTT

Oznaczenie aktywności FII, FV, FVII i FX testem 
koagulacyjnym jednostopniowym

√ Brak wpływu

Pomiar oparty na PT

Oznaczenie miana inhibitora wobec ludzkiego 
FVIII testem Bethesda z pomiarem FVIII metodą 
koagulacyjną

√ Wynik fałszywie ujemny. Wskazuje 
na brak inhibitora

Oznaczenie aktywności FVIII testem chromogen-
nym z użyciem odczynnika pochodzenia ludzkie-
go (FX, FIX)

√ Wynik fałszywie zawyżony. Sta-
nowi „surogat” działania leku u 
pacjenta bez leczenia FVIII

Oznaczenie aktywności FVIII testem chromogen-
nym z użyciem odczynnika pochodzenia woło-
wego (FX)

√ Brak wpływu

Oznaczenie miana inhibitora wobec ludzkiego 
FVIII testem Bethesda z pomiarem FVIII metodą 
chromogenną z użyciem odczynnika pochodze-
nia wołowego (FX)

√ Brak wpływu

Oznaczenia testem immunologicznym (Elisa) √ Brak wpływu

Oznaczenie anty-Xa testem chromogennym √ Brak wpływu

aPTT (activated partial thromboplastin time) — czas częściowej tromboplastyny po aktywacji; PT (prothrombin time) — czas protrombinowy; TT (thrombin time) 
— czas trombinowy, FVIII (factor VIII) — czynnik VIII; FX (factor X) — czynnik X
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krzepnięcia VIII, IX, XI i XII, wykazują fałszy-
wie podwyższoną wartość [14, 20, 25]. Efekt ten 
dotyczy także pomiaru aktywności białka C i S 
testem koagulacyjnym oraz testu odporności na 
aktywowane białko C (APCR), jeżeli są one wy-
konywane na podstawie pomiaru aPTT [8, 14, 22, 
28, 29]. U wszystkich pacjentów z HA leczonych 
emicizumabem, którzy wymagają leczenia hepa-
ryną, do pomiaru stężenia leku należy stosować 
chromogenny test anty-Xa [8, 14]. Ponadto testy 
służące wykrywaniu inhibitorów FVIII, tj. test 
przesiewowy oparty na pomiarze aPTT mieszaniny 
osocza badanego z osoczem prawidłowym (tzw. 
test korekcji) oraz test Bethesda z pomiarem FVIII 
testem koagulacyjnym jednostopniowym wykazują 
fałszywie ujemny wynik [8, 14]. 

Wpływ mimetyków FVIIIa na oznaczanie 
FVIII w osoczu 

Na podstawie ogólnoświatowych doświadczeń 
ze stosowania u pacjentów z HA emicizumabu, 
wiadomo, że długoterminowa profilaktyka krwa-
wień z zastosowaniem tej grupy leków istotnie 
zmniejsza ryzyko ich występowania. Jednakże 
w przypadku konieczności leczenia krwawień 
zidentyfikowanych jako krwawienia przebijające, 
bądź będące skutkiem urazu lub też konieczności 
wykonania zabiegu inwazyjnego, lub wdrożenia 
ITI, może zaistnieć konieczność równoczesnego 
zastosowania mimetyku FVIIIa i koncentratu FVIII,  
a wówczas istotny jest właściwy dobór testów po-
zwalających na wiarygodne monitorowanie takiej 
terapii [8, 10, 14, 21]. Należy jednak podkreślić, że 
w zbiorczej analizie badania HAVEN 1–4 podczas 
stosowania profilaktyki emicizumabem krwawienia 
przełomowe, zarówno samoistne, jak i pourazowe, 
występowały bardzo rzadko [3].

W rozpoznawaniu i monitorowaniu leczenia 
HA są wykorzystywane dwie główne strategie 
pomiaru aktywności FVIII w osoczu: jednoetapo-
wy test koagulacyjny (FVIII:C, FVIII coagulation 
activity) i test chromogenny [4, 21, 25]. Aktualnie 
w leczeniu HA dostępna jest dość szeroka gama 
osoczopochodnych lub rekombinowanych (rFVIII, 
recombinant factor VIII) koncentratów czynnika 
VIII o standardowym (SHL, standard half life) lub 
przedłużonym okresie półtrwania (EHL, extended 
half life) [12, 30]. W literaturze już od lat są opisy-
wane rozbieżności w wynikach aktywności FVIII 
mierzonej testem koagulacyjnym i chromogennym 
[4, 12, 25]. Początkowo dotyczyły one klasyfikacji 
nieciężkiej HA, potem zaś jako następstwo wpro-
wadzania na rynek zmodyfikowanych strukturalnie 

cząsteczek FVIII (rFVIII, EHL), a także terapii 
genowej HA [4, 14]. 

Wpływ mimetyków FVIIIa na testy 
koagulacyjne FVIII 

Najczęściej stosowanym na świecie testem do 
oznaczania aktywności FVIII jest test koagulacyjny 
jednostopniowy, oparty na pomiarze aPTT. Test ten 
służy badaniu aktywności koagulacyjnej FVIII:C 
w diagnostyce, klasyfikacji oraz monitorowaniu 
leczenia substytucyjnego HA. Z uwagi na to, że 
Hemlibra® i Mim8 powodują znaczne skrócenie 
aPTT, aktywność FVIII:C w tym teście jest fał-
szywie zawyżona [14]. Wyniki przeprowadzonych 
dotychczas badań sugerują, że stopień przeszaco-
wania wyniku FVIII:C jest w pewnym stopniu za-
leżny od zastosowanych odczynników aPTT, które 
różnią się między sobą zawartym aktywatorem lub 
fosfolipidami [4, 12]. Z tego powodu u pacjentów 
stosujących mimetyki FVIIIa test FVIII:C jest 
niemiarodajny i w tym przypadku nie zaleca się 
jego wykonywania [8, 22, 25, 31].

Warto nadmienić, że w praktyce laboratoryjnej 
znalazła zastosowanie pewna modyfikacja testu 
FVIII:C polegająca na zastosowaniu swoistego dla 
leku kalibratora. Ten zmodyfikowany test został 
zwalidowany dla cząsteczki emicizumabu, umożli-
wiając w ten sposób ilościowe określenie stężenia 
leku w osoczu pacjenta (patrz poniżej) [12, 14].

Wpływ mimetyków FVIIIa na testy 
chromogenne FVIII 

Do monitorowania aktywności FVIII u pacjen-
tów z HA stosowany jest także test chromogenny, 
przy czym badanie to jest zwykle trudniej dostępne 
i ograniczone do ośrodków leczenia hemofilii [14]. 
Przeprowadzone dotychczas badania dowiodły, 
że z uwagi na fałszywie zawyżoną wartość FVIII 
w teście koagulacyjnym, do monitorowania tera-
pii substytucyjnej FVIII u pacjentów stosujących 
mimetyki FVIIIa (emicizumab, Mim8) powinno 
się stosować test chromogenny [9, 10, 14, 15, 25]. 
Dostępne na rynku testy chromogenne różnią się 
między sobą źródłem wchodzących w jego skład 
czynników aktywujących reakcję krzepnięcia: FIXa 
i FX, które mogą być pochodzenia ludzkiego (h, 
human) lub wołowego (b, bovine) [4]. Ponieważ 
mimetyki FVIIIa wiążą tylko ludzkie FIXa i FX, 
w testach chromogennych zawierających FIXa 
i FX pochodzenia wołowego nie obserwuje się 
interferencji i skrócenia aPTT, gdyż ta bispecy-
ficzna cząsteczka nie wchodzi z nimi w reakcję 
[4, 12, 21]. Dlatego właśnie, zgodnie z aktualnymi 
zaleceniami, u pacjentów leczonych emicizumabem 
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należy wykonywać pomiar aktywności infuzyjne-
go FVIII testem chromogennym z odczynnikami 
pochodzenia wołowego [np. zestawami Coamatic 
FVIII test (Chromogenix), Coatest SP (Chromo-
genix) lub FVIII Chromogenic FVIII (Siemens)], 
Electrachrome FVIII (IL Werfen), TriniCHROM 
FVIII:C (Stago) [4, 8, 9, 14, 22, 25]. W przypadku 
stosowania hybrydowych zestawów laboratoryj-
nych zawierających bFX i hFIXa [np. Technochrom 
FVIII:C (Technoclone), Rossix FVIII (Rossix), 
BIOPHEN FVIII:C (Hyphen-Biomed)] zaleca się 
wstępną walidację i lokalną weryfikację wiarygod-
ności oznaczeń FVIII [4, 8, 9, 15, 25]. 

Warto pamiętać, że testy chromogenne, które 
zawierają hFIXa i hFX, są w sposób zależny od 
stężenia wrażliwe na obecność mimetyku FVIIIa, 
przy czym nie są one specyficzne tylko i wyłącznie 
dla leku, gdyż mierzą także obecność endogennego 
lub infuzyjnego FVIII w badanym osoczu [10, 12, 
14, 32].

Wpływ mimetyków FVIIIa na oznaczanie 
inhibitora FVIII (anty-hFVIII) 

U każdego pacjenta z HA powikłaną inhibito-
rem w ramach rutynowej opieki zaleca się regu-
larną kontrolę miana (stężenia) inhibitora FVIII 
[14]. Wymaganie to dotyczy także grupy pacjentów 
leczonych profilaktycznie mimetykami FVIIIa 
z pozytywnym wywiadem na obecność inhibitora. 
Oznaczenie miana inhibitora (przeciwciał) wobec 
ludzkiego FVIII (anty-hFVIII) w laboratorium naj-
częściej wykonuje się, zgodnie z rekomendacjami, 
z użyciem testu Bethesda w modyfikacji Nijmegen 
(NBA, Nijmegen Bethesda Assay) [4, 25]. Test ten 
jest testem wieloetapowym, który miedzy innymi 
obejmuje pomiar aktywności resztkowej FVIII 
wykonywany rutynowo metodą koagulacyjną jedno-
stopniową [8, 14]. Z uwagi na to, że jest on zależny 
od pomiaru aPTT, wynik miana inhibitora FVIII 
w tym przypadku także nie jest wiarygodny, gdyż 
wskazuje na fałszywą jego nieobecność lub znacz-
nie zmniejszoną zawartość [12, 14, 20]. Wstępna 
procedura laboratoryjna, w postaci ogrzewania 
próbki osocza badanego w 56°C przed wykonaniem 
testu Bethesda, nie eliminuje interferencji leku [4, 
8, 12, 14]. Dlatego też, aby określić miano inhibito-
ra FVIII u pacjenta otrzymującego mimetyk FVIIIa, 
do oceny aktywności resztkowej FVIII w teście 
Bethesda należy wykorzystywać pomiar chromo-
genny z użyciem odczynników wołowych [8–10, 25, 
31]. Zgodnie z zaleceniami ekspertów uważa się, 
że w każdym ośrodku leczenia HA powinny być 
dostępne odpowiednie testy do monitorowania in-

hibitora FVIII, w tym także modyfikacja z pomiarem 
chromogennym FVIII z wołowym FXa [22, 25]. Co 
ważne, w praktyce w celu zapewnienia spójności 
diagnostyki inhibitora FVIII rekomendowane jest 
oznaczenie miana inhibitora FVIII przed rozpoczę-
ciem terapii lekiem Hemilibra® przy użyciu tego 
samego testu chromogennego, który będzie sto-
sowany podczas terapii emicizumabem [8, 9, 26]. 

Pomiar stężenia leku w osoczu 

Jak wspomniano powyżej rutynowe oznaczanie 
stężenia mimetyku FVIIIa w celu dostosowania 
dawki nie jest uważane za konieczne, jednak ba-
danie to w pewnych sytuacjach może być bardzo 
przydatne (m.in. w sytuacji podejrzenia wytwo-
rzenia przeciwciał przeciwlekowych) [3, 8, 9]. Co 
więcej aktualnie eksperci zalecają, aby w ośrodkach 
leczenia hemofilii dostępne były testy monitorujące 
także stężenie emicizumabu [14, 22, 25]. Ponad-
to w zaleceniach niemieckich opublikowanych 
w 2020 roku określono częstotliwość monitoro-
wania stężenia emicizumabu po 1  tygodniu od 
ostatniej dawki nasycającej, następnie co 3 mie-
siące przez rok i kolejno co 6 do 12 miesięcy lub 
w przypadku braku skuteczności [22, 31]. Obecnie 
w literaturze dostępnych jest najwięcej danych 
dotyczących emicizumabu, można jednak założyć, 
że zasady wykonywania pomiaru stężenia każdego 
mimetyku FVIII będą wykonywane w analogiczny 
sposób.

W celu oznaczenia stężenia mimetyku FVIII 
najczęściej (głównie dla emicizumabu) korzysta się 
ze zmodyfikowanego testu opartego na pomiarze 
aktywności FVIII metodą koagulacyjną jednostop-
niową w rozcieńczonym osoczu pacjenta, w odnie-
sieniu do swoistego dla leku kalibratora [8, 9, 12, 
14, 25, 31]. Obecnie komercyjnie jest dostępny 
kalibrator dla emicizumabu, wyprodukowany w ze-
stawie wraz z kontrolami testu (R2 Diagnostics, 
Enzyme Research Laboratories, https://r2diagno-
stics.com/), który zawiera 100 µg/ml emicizumabu 
i może być zastosowany na różnych platformach 
analizatorów [8, 12, 13]. W dotychczas przepro-
wadzonych badaniach przy oznaczeniach stężenia 
Mim8 wykorzystywano jako materiał referencyjny 
porcję leku, o odpowiednio dostosowanym stężeniu 
[15]. W przypadku pomiaru stężenia emicizumabu 
stosowano większe rozcieńczenie próbki w porów-
naniu z jednoetapowym testem FVIII (wstępne 
rozcieńczenie próbki w analizatorze 1:8), co umoż-
liwia pomiar zakresu emicizumabu (10–100 µg) 
w badanej próbce osocza [4, 12]. Wykazano, że 
stężenia emicizumabu uzyskane za pomocą zmo-
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dyfikowanego jednoetapowego testu FVIII korelują 
istotnie ze stężeniami określonymi za pomocą 
testu immunoenzymatycznego (ELISA) stosowa-
nego wcześniej w badaniach klinicznych HAVEN. 
Ponadto w każdym laboratorium rekomendowana 
jest weryfikacja metody z użyciem odczynników 
stosowanych lokalnie; w badaniach wykazano zado-
walającą powtarzalność testu pomimo stosowania 
różnych systemów pomiarowych (odczynników 
APTT, osocza deficytowego FVIII i analizatorów) 
[8, 13]. Do oznaczenia stężenia leku możliwe jest 
także wykorzystanie metody chromogennej do 
pomiaru FVIII w odniesieniu do opisanego powyżej 
kalibratora [8, 12, 22, 24]. Przy interpretacji wyniku 
oznaczeń stężenia emicizumabu należ wziąć pod 
uwagę fakt, że ewentualne równoległe stosowanie 
koncentratu FVIII i/lub preparatów omijających 
inhibitor może powodować zawyżenie stężenia leku 
[20]. Wówczas gdy zajdzie konieczność oznaczenia 
stężenia emicizumabu w osoczu w obecności FVIII, 
można rozważyć inaktywację termiczną próbki 
osocza [4]. 

W przypadku pacjentów z podejrzeniem obec-
ności przeciwciał neutralizujących anty-emicizu-
mab, Światowa Organizacja Hemofili (WFH, World 
Federation of Hemophilia) zaleca pomiar stężenia 
emicizumabu przy użyciu zmodyfikowanego jed-
nostopniowego testu obejmującego wspomniany 
dodatkowy etap wstępnego rozcieńczenia osocza 
badanego oraz kalibrację testu przy użyciu specy-
ficznych kalibratorów emicizumabu [25]. W tym 
celu mogą być również stosowane zatwierdzone 

testy mierzące w sposób bezpośredni obecność 
przeciwciał przeciwlekowych, jeśli są one do-
stępne. 

Pomiar przeciwciał przeciwlekowych 
(anty-emicizumab)  

Warto podkreślić, że w przypadku każdej te-
rapii farmakologicznej istnieje niewielkie ryzyko 
rozwoju przeciwciał przeciwlekowych (ADA). Po-
dejrzenie wytworzenia ADA pojawia się w chwili, 
gdy u pacjenta zwiększa się częstość krwawień 
przełomowych i dochodzi do wydłużenia aPTT. 
Stosowanie emicizumabu wiązało się z rozwojem 
ADA u 5,1% pacjentów (34/668), którzy uczest-
niczyli w badaniach klinicznych HAVEN 1–4 [3]. 
U większości z nich nie zaobserwowano istotnej 
zmiany stężenia emicizumabu w osoczu oraz 
zwiększenia częstości występowania krwawień, zaś 
przeciwciała neutralizujące lek wykryto w < 1% 
przypadków [3, 8]. Ponadto pojawienie się ADA nie 
wpływa na skuteczność leczenia substytucyjnego 
FVIII lub terapii omijającej inhibitor [3]. Z uwagi 
na to, że dotychczas nie opracowano komercyjnie 
dostępnych zestawów laboratoryjnych służących 
bezpośredniemu wykrywaniu ADA, w przypadku 
podejrzenia wytworzenia przeciwciał przeciwko 
emicizumabowi zalecane jest oznaczenie stężenia 
leku we krwi pacjenta [8, 9, 14, 22]. 

Podsumowanie wykorzystania omówionych 
powyżej testów laboratoryjnych do monitorowania 
mimetyku FVIIIa zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Podsumowanie zastosowania wybranych testów hemostazy w obecności mimetyku FVIIIa (zmodyfikowa-
no za: [8, 9, 12, 14, 25])

Cel badania Test laboratoryjny

Obecność leku Test chromogenny do pomiaru FVIII z czynnikami pochodzenia ludzkiego (hFIXa i hFX)

Pomiar stężenia leku zmodyfikowanym testem koagulacyjnym do pomiaru FVIII skalibrowa-
nym wobec specyficznego kalibratora

Aktywność FVIII po infuzji Test chromogenny do pomiaru FVIII z FXa pochodzenia wołowego (bFX) i FIXa pochodzenia 
wołowego/ludzkiego (bFIXa/hFIXa)

Inhibitor wobec FVIII Test Bethesda z pomiarem FVIII testem chromogennym z FXa pochodzenia wołowego (bFX) 
i FIXa pochodzenia wołowego/ludzkiego (bFIXa/hFIXa)

Stężenie leku Zmodyfikowany test koagulacyjny do pomiaru FVIII skalibrowany wobec specyficznego kali-
bratora

Infuzja koncentratu FVIII zawyża wynik

ADA Brak testu bezpośredniego

Wydłużenie aPTT może wskazywać na obecność ADA

Zmodyfikowany test koagulacyjny FVIII do pomiaru stężenia leku

h (human) — ludzki; b (bovine) — wołowy, FIXa (activated Factor IX) — aktywnowany czynnik IX; FX (Factor X) — czynnik X
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Pomiar generacji trombiny

Dotychczas nie ustalono roli globalnych testów 
oceniających hemostazę, w tym pomiaru generacji 
trombiny, w monitorowaniu pacjentów stosujących 
mimetyk FVIIIa [8, 9]. Mimo tego, że test gene-
racji trombiny (TGA, thrombin generation assay) 
nie jest rutynowo stosowanym testem hemostazy 
w praktyce klinicznej, głównie ze względu na trud-
ności w interpretacji, niską powtarzalność i małą 
dostępność, to niejednokrotnie w literaturze dono-
szono o jego przydatności w odniesieniu do oceny 
potencjału hemostazycznego mimetyków FVIIIa, 
zwłaszcza emicizumabu. Szczególnie ciekawe wy-
dają się próby wykorzystywania tego testu do oceny 
wytwarzania trombiny w próbkach pochodzących 
od pacjentów lub przygotowanych in vitro w modelu 
ze skojarzonym leczeniem FVIII, rVIIa i aPCC [3, 
24, 33]. Głównym zamysłem tych badań jest analiza 
in vitro wpływu terapii BPA u pacjenta leczonego 
mimetykami FVIIIa przed ich podaniem pacjentowi. 
Próbuje się także wykorzystać TGA do okołoope-
racyjnej kontroli krwawień, aby zminimalizować 
potencjalne ryzyko zdarzeń zakrzepowych [20].

Podsumowanie

Wprowadzenie do leczenia hemofilii A terapii 
niesubstytucyjnej z użyciem długodziałających, 
podskórnych mimetyków FVIIIa stanowi znaczny 
postęp w leczeniu tej grupy chorych. Stosowanie 
u pacjentów z HA tych nowoczesnych cząsteczek 
i ich nowatorski sposób działania wymagają stałej 
edukacji personelu medycznego, w tym persone-
lu laboratorium, ponieważ świadomość wpływu 
leków nowej generacji na testy laboratoryjne 
hemostazy jest kluczowym elementem procesu 
diagnostycznego. Dostępność odpowiednich te-
stów laboratoryjnych i stałe podnoszenie wiedzy 
dotyczącej leków nowej generacji jest szczególnie 
ważne w ośrodkach mających pod opieką pacjentów 
z hemofilią, gdyż być może w przyszłości terapia 
mimetyczna stanie się dominującym paradygmatem 
w leczeniu HA. Monitorowanie tych nowoczesnych 
opcji leczenia HA może zatem wymagać ciągłego 
dostosowania odpowiednich testów, tak by dostar-
czyć klinicystom wiarygodne ich wyniki. Ponadto 
niewykluczone, że mimetyki FVIIIa znajdą także 
zastosowanie w leczeniu profilaktycznym krwa-
wień w chorobie von Willebranda i nabytej hemofilii 
A (wskazanie dla emicizumabu w trakcie badań 
klinicznych) [3, 7].

Konflikt interesów

EO — uczestniczyła w badaniach klinicznych 
i otrzymywała wynagrodzenie za wygłoszone wy-
kłady od firm: Baxalta, Baxter, Shire, Takeda, Novo 
Nordisk, Roche, SOBI, Siemens, Werfen
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