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Streszczenie

Wprowadzenie do leczenia hemofilii A dlugodzialajgcych, podskornie podawanych mimetykow
nasladujgcych aktywny czynnik VIII (FVIIla) jest bez wagtpienia przelomem w leczeniu profi-
laktycznym tej grupy chorych. Nowatorski charakter i sposob dzialania czgsteczek mimetykow
FVIIla wigze sig ze znaczqcymi implikacjami w dotychczasowych algorytmach laboratoryjnych
monitorowania leczenia hemofilii. Monitorowanie stezenia leku w celu dostosowania dawki
nie jest wymagane, jednak w praktyce klinicznej kontrolowanie laboratoryjne hemostazy moze
byc przydatne na przykiad w przypadku koniecznosci przeprowadzenia interwencyi chirurgicz-
nej lub wystgpienia krwawien mimo stosowanej profilaktyki. Wowczas swiadomosc wplywu
stosowania terapii mimetykami FVIIa na testy laboratoryjne hemostazy jest warunkiem ko-
niecznym do sprawnego postugiwania sig nimi i interpretowania uzyskanych wynikow.
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Wstep

Hemofilia A (HA, hemophilia A) to jedna
z najlepiej poznanych wrodzonych osoczowych
skaz krwotocznych. U jej podlioza lezy brak lub
upo$ledzenie syntezy osoczowego czynnika krzep-
niecia VIII (FVIII, factor VIII). Jest to genetycznie
uwarunkowana choroba monogenowa, dziedzi-
czona w sposoOb recesywny sprzezony z plcig, co
sprawia, ze niedobor FVIII i towarzyszaca temu
skaza krwotoczna objawia sie glownie u mezczyzn,
natomiast kobiety sg nosicielkami zmutowanego
wariantu genu kodujacego FVIII (8, Xq28) [1].
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Jak wspomniano, choroba ta objawia sie nadmierng
sktonno$cig do krwawien, za$ ich nasilenie w du-
zej mierze jest podyktowane stopniem niedoboru
FVIII. Hemofilie A rozpoznaje sie na podstawie
wynikow pomiaru aktywnos$ci FVIII w osoczu.
W zaleznoSci od stopnia niedoboru FVIII wyr6znia
sie 3 postacie HA:

— ciezka, gdy FVIII wynosi mniej niz jedna
jednostka miedzynarodowa (IU, International
Unit)/dl;

— umiarkowana, gdy FVIII mieSci sie w prze-
dziale 1-5 IU/dl;

— lagodna, gdy FVIII wynosi > 5-50 IU/dl [1].

Adres do korespondencji: dr n. med. Edyta Odnoczko, Pracownia Genetyki Hemostazy i Porfirii, Zaktad Hemostazy
i Chordb Metabolicznych Instytutu Hematologii 1 Transfuzjologii w Warszawie, ul. I. Gandhi 14, 02-776 Warszawa,

e-mail: eodnoczko@ihit.waw.pl
Nadestano: 21.11.2023 Przyjeto do druku: 21.12.2023

Data pierwszej publikacji: 31.12.2023

Artykut jest dostepny bezplatnie na podstawie licencji Creative Common Attribution-Non-Commercial-No Derivatives 4.0 International (CC BY-NC-ND 4.0) umozliwiajacej jego pobra-
nie oraz udostepnianie pod warunkiem wskazania autorstwa i wydawcy. Niedopuszczalne jest wprowadzanie jakichkolwiek zmian lub wykorzystanie komercyjne bez zgody wydawcy.

https://journals.viamedica.pl/journal_of transfusion_medicine 269


https://orcid.org/0000-0002-7342-5304
mailto:eodnoczko@ihit.waw.pl

Journal of Transfusion Medicine 2023, tom 16, nr 4

Tabela 1. Bispecyficzne przeciwciata nasladujgce FVllla stosowane w hemofilii A z inhibitorem lub bez (zmodyfiko-

wano za: [1])

Mimetyk FVIlla  Droga podania

Dawkowanie leku

Zastosowanie/badania kliniczne

Emicizumab Podskornie 1 X na tydzien,
1 X co 2 tygodnie lub
1 X co 4 tygodnie
Mim8 Podskoérnie 1 X na tydzien lub

1 X na miesiac

Zatwierdzone przez FDA i EMA

Dorosli, mtodziez i dzieci z ciezka, umiarkowang
hemofilig A, z inhibitorem lub bez

Badanie kliniczne fazy Ill: FRONTIER 4/5

FDA (Food and Drug Administration) — Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow; EMA (European Medicines Agency) — Europejska Agencja Lekow

Hemofilia A jest zagrazajaca zyciu skaza krwo-
toczng, w ktorej ciezka postac¢ choroby (FVIII <
1 IU/dl) objawia sie samoistnymi krwawieniami,
glownie do stawow 1 miesni, a ich poczatek przy-
pada zazwyczaj na 2-3 rok zycia [2]. Podstawg
leczenia ciezkiej HA jest stosowanie koncentratow
niedoborowego czynnika krzepniecia krwi (tzw. te-
rapia substytucyjna). Zaréwno leczenie aktywnych
krwawien oraz diugoterminowa profilaktyka krwa-
wien w tej grupie chorych polega na wykonywaniu
dozylnych wstrzyknieé koncentratu FVIII, ktorych
liczba w przypadku regularnego ich wykonywania
moze siegna¢ ponad 150 w ciagu roku. Ponadto naj-
powazniejszym powiklaniem terapii substytucyjnej
(dotyczy ok. 20-40% chorych z ciezka 1 3-13%
z nieciezka HA) jest wystepowanie alloprzeciwciat
neutralizujacych aktywnos¢ FVIII (tzw. inhibitora
FVIII), wskutek czego profilaktyka 1 hamowanie
krwawien w tej grupie chorych nie poddaja sie
leczeniu substytucyjnemu FVIII [3-5]. Dodatkowo
obcigzenie chorego konieczno$cig 3—4-krotnego
cotygodniowego podania koncentratu FVIII moze
prowadzi¢ do zmiennego przestrzegania zalecen
Kklinicysty i gorszych wynikow leczenia [6]. Nalezy
takze dodad, iz w konsekwencji suboptymalne le-
czenie HA moze prowadzi¢ do zwiekszonej liczby
powikian, takich jak nawracajace krwawienia do
stawow, artropatia hemofilowa 1 obnizona jako$¢
zycia [6].

Z powyzszych wzgledow w ciggu ostatnich
kilku lat nastapil znaczny postep w zakresie inno-
wacyjnych metod leczenia hemofilii, wsrod ktorych
przelomowe jest opracowanie i1 wprowadzenie do
leczenia profilaktycznego HA czasteczek naSla-
dujacych aktywny FVIII, tzw. mimetykow FVIIIa
(mimetisc FVIIIa) [1, 7] (tab. 1). Pojawienie sie
tego rodzaju nowatorskich przeciwcial monoklo-
nalnych zrewolucjonizowalo sposob leczenia HA,
poszerzajac mozliwo$ci terapeutyczne tej skazy
krwotocznej o tak zwang terapie niesubstytucyjna
(non-replacement therapy) [7]. Leki te charaktery-
zuje przede wszystkim diugi okres dzialania, brak
neutralizacji przez inhibitor FVIII oraz podskorna

droga ich podawania, co istotnie podnosi jako$¢
zycia chorych na HA i skuteczno$c leczenia profi-
laktycznego [7].

Pierwszym, wprowadzonym do profilaktyczne-
go leczenia krwawien w HA mimetykiem FVIIIa
jest emicizumab (Hemlibra®, Roche Szwajcaria)
[3, 6]. To lek bedacy humanizowana, bispecyficzna,
monoklonalng immunoglobuling G4 (IgG4), ktora
by przywréci¢ prawidlowy przebieg hemostazy,
zastepuje FVIIIa w kompleksie tenazy, wiazac
ludzkie czynniki krzepniecia [Xa 1 X [8-11]. Emi-
cizumab jest przeciwcialem, ktore nie wykazuje
podobienstwa strukturalnego do FVIII, co sprawia,
ze nie jest on neutralizowany przez alloprzeciw-
ciata (inhibitor) wobec FVIII [9, 12]. W listopadzie
2017 roku Amerykanska Agencja ds. ZywnoSci
1 Lekow (FDA, Food and Drug Administration),
a nastepnie w lutym 2018 roku Europejska Agen-
cja Lekow (EMA, European Medicines Agency)
zatwierdzily stosowanie emicizumabu u pacjen-
tow z HA powiklang inhibitorem FVIII, natomiast
w kolejnych latach jego stosowanie w profilaktyce
u pacjentow z ciezka i umiarkowang HA bez inhi-
bitora, poniewaz wykazano znaczne zmniejszenie
czesto$ci krwawien takze w tej grupie pacjentow
[1, 3, 10, 13, 14]. Bardzo szybko uznano emicizu-
mab za lek sygnalizujacy nowa ere leczenia HA,
gdyz we wszystkich badaniach klinicznych III
fazy profilaktyka emicizumabem doprowadzita do
spektakularnego zmniejszenia czestoSci krwawien
w ujeciu rocznym (ABR, annualized bleeding rate),
przy medianie ABR wynoszacej 2,6 dla wszystkich
schematow dawkowania u pacjentow w badaniach
HAVEN od 1 do 4, a u ponad 80% uczestnikow
nie wystapilo zadne krwawienie po 24. tygodniu
terapii [11]. Emicizumab cechuje sie wydiuzonym
okresem pottrwania w krwiobiegu (4-5 tygodni), co
pozwala na dawkowanie tego leku raz na tydzien,
2 lub 4 tygodnie, w porownaniu z konwencjonalng
terapig substytucyjna [3, 8]. Druga nieoceniong
korzy$cig stosowania Hemlibra® u chorych na HA
jest, w przeciwienstwie do stosowania standardo-
wych koncentratow FVIII, podskorna droga jego
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podania i zwiazany z tym wzrost komfortu i jako$ci
zycia tej grupy pacjentow. Z powyzszych powo-
dow, lecz przede wszystkim ze wzgledu na jego
skuteczno$§¢ w hamowaniu krwawien, stosowanie
emicizumabu szybko ro$nie na calym $wiecie. Lek
ten obecnie jest dopuszczony do uzytku kliniczne-
go w wielu krajach, przy czym w Polsce na dzien
06.01.2024 roku moze by¢ zastosowany jedynie
u pacjentow z ciezka HA powiklang inhibitorem
1w wyjatkowych przypadkach u pacjentow z ciezka
postacia hemofilii A bez inhibitora.

Poszukiwania idealnego sposobu leczenia HA
1 pomyS$lny rozwdj terapii mimetycznej FVIIla
z wykorzystaniem emicizumabu stal sie napedem
do opracowania kolejnych bispecyficznych prze-
ciwcial nowej generacji opartych na tym koncep-
cie dzialania i przeznaczonych do podskérnego
profilaktycznego leczenia HA z inhibitorami i bez
nich. W literaturze w 2021 roku pojawily sie donie-
sienia dotyczace opracowania przez Novo Nordisk
czasteczki o nazwie denecimig (Mim8), bedace;j
ludzkim, bispecyficznym przeciwcialem nowej
generacji, ktore podobnie jak emicizumab nasladuje
dziatanie FVIIIa, tworzac kompleks z FX 1 FIXa na
fosfolipidowej powierzchni aktywowanych plytek
krwi w celu przyspieszenia aktywacji FX [4, 7, 11,
15, 16]. Dane z badan iz vitro z uzyciem ludzkiej
krwi, jak rowniez zwierzecych modeli HA, wskazu-
ja, ze Mim8 okolo 15-krotnie zwieksza wytwarzanie
trombiny w poréwnaniu z analogem emicizumabu
[6, 15-17]. To, co rozni Mim8 od emicizumabu, to
skonstruowanie monowalentnego ramienia anty-
-FIXa, ktore silniej stymuluje aktywno§¢ proteoli-
tyczng FIXa w celu aktywacji FX [6, 15]. Lek ten
przeznaczony jest do podskornego profilaktycznego
leczenia pacjentow z HA z inhibitorami lub bez,
a jego skuteczno$é, bezpieczenstwo, farmakoki-
netyka 1 farmakodynamika aktualnie oceniania jest
w badaniach klinicznych. Biezace dane z badan
klinicznych wykazaly, ze czas poéltrwania (t1/2)
Mim8 wynosit okofo 30 dni, co potwierdza moz-
liwo$¢ dawkowania leku raz na tydzien lub raz na
miesiac [1, 6].

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

Opublikowane dotychczas dane kliniczne
wskazuja, ze schemat leczenia mimetykami FVIIIa
zapewnia osiaggniecie stabilnej i trwalej odpowiedzi,
dlatego monitorowanie leku w celu dostosowania
dawki nie jest wymagane. Stosowanie leku zgodnie
z ustalonym schematem zapewnia osiggniecie po-

zadanego stezenia leku 1 jego pozostawanie w kra-
zeniu nawet przez kilka miesiecy po wstrzyknieciu
ostatniej dawki [14]. Sytuacje kliniczne, w ktorych
aktualnie eksperci zgadzajg sie, ze monitorowanie
laboratoryjne i kontrolowanie hemostazy moga by¢
przydatne, to: zabiegi chirurgiczne, krwawienia
przebijajace mimo stosowanej profilaktyki, krwa-
wienia w nastepstwie urazow oraz weryfikacja
skuteczno$ci prowadzonego leczenia [10, 20, 21].
Nalezy podkreslié, ze nowatorski charakter
1 sposéb dzialania czasteczek mimetykow FVIIIa
niesie ze sobg znaczace implikacje w dotychcza-
sowe algorytmy laboratoryjnego monitorowania
leczenia hemofilii. Okres poéltrwania czasteczki
mimetyku, na przykiad emicizumabu, wynosi
4-5 tygodni, co sprawia, ze terapia ta moze wply-
wac na wyniki badan laboratoryjnych przez okres
do 6 miesiecy po podaniu [12, 22]. Swiadomo§¢
wplywu stosowania wspomnianej powyzej terapii
mimetycznej na testy laboratoryjne hemostazy
jest warunkiem niezbednym do sprawnego posiu-
giwania sie nimi 1 wla§ciwego interpretowania ich
wynikow. W niniejszym artykule omowiono wplyw
dziatania lekdw bedacych mimetykami FVIIIa na
poszczeg6lne testy hemostazy, ze szczegblnym
uwzglednieniem monitorowania skojarzonej terapii
substytucyjnej koncentratami FVIIL.

Wplyw mimetykow FVIIIa na testy
podstawowe 1 specjalistyczne hemostazy

Jak wspomniano, omawiane mimetyki to czg-
steczki nasladujace aktywowany FVIII, ktore w od-
roznieniu od biatka FVIII, nie wymagaja aktywacji
ze sprzezeniem zwrotnym za poSrednictwem trom-
biny [12, 23, 24]. Ta cecha czasteczek mimetykow
istotnie wplywa przede wszystkim na rutynowy
test hemostazy, jakim jest czas czeSciowej 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 skroceniu w r6znym stopniu
zaleznie od stosowanego odczynnika, zwykle po-
nizej prawidiowego zakresu referencyjnego [8, 13,
14, 25]. Co wazne, ze wzgledu na to, iz mimetyki
FVIIIa sa lekami diugodzialajacymi, skrocenie to
wystepuje juz po podaniu pierwszej dawki leku, na-
wet przy bardzo matych jego stezeniach i moze sie
utrzymywac przez kilka miesiecy po odstawieniu
leczenia [12, 14, 22]. Dodatkowo warto zauwazyc,
ze pomiar aPTT u pacjenta leczonego mimetykami
FVIIIa nie nadaje sie do monitorowaniu tej terapii,
ale jego wydluzenie moze wskazywac na nieprze-
strzeganie przez pacjenta zalecen lekarskich lub na

https://journals.viamedica.pl/journal_of_transfusion_medicine 271



Journal of Transfusion Medicine 2023, tom 16, nr 4

Tabela 2. Wptyw mimetykéw FVIII na wyniki wybranych testow krzepniecia (zmodyfikowano za: [8, 9, 22, 26, 27])

Rodzaj testu laboratoryjnego hemostazy Wynik Wynik Komentarz
fatszywy wiarygodny

Testy rutynowe

aPTT 4 Wynik fatszywie skrécony (nawet
< 205s)
Efekt widoczny juz przy minimal-
nym stezeniu leku (> 5 pg/ml)

Test korekcji aPTT v Wynik fatszywie ujemny

PT v Wynik prawidtowy lub nieznacz-
nie wydtuzony

Fibrynogen (metoda Claussa) 4 Brak wptywu

T v Brak wptywu

Testy specjalistyczne

Oznaczenie aktywnosci FVIII testem koagulacyj- Vv Wynik fatszywie zawyzony. War-

nym jednostopniowym tos¢ od kilkuset do nawet kilku
tysiecy 1U/dI (%)

Oznaczenie aktywnosci FIX, FXI i FXII testem koa- Vv Wynik fatszywie zawyzony. Pomiar

gulacyjnym jednostopniowym oparty na aPTT

Oznaczenie aktywnosci FlI, FV, FVII i FX testem v Brak wptywu

koagulacyjnym jednostopniowym Pomiar oparty na PT

Oznaczenie miana inhibitora wobec ludzkiego v Wynik fatszywie ujemny. Wskazuje

FVIII testem Bethesda z pomiarem FVIII metoda na brak inhibitora

koagulacyjna

Oznaczenie aktywnosci FVIII testem chromogen- Vv Wynik fatszywie zawyzony. Sta-

nym z uzyciem odczynnika pochodzenia ludzkie- nowi ,surogat” dziatania leku u

go (FX, FIX) pacjenta bez leczenia FVIII

Oznaczenie aktywnosci FVIII testem chromogen- v Brak wptywu

nym z uzyciem odczynnika pochodzenia woto-

wego (FX)

Oznaczenie miana inhibitora wobec ludzkiego 4 Brak wptywu

FVIII testem Bethesda z pomiarem FVIII metoda

chromogenng z uzyciem odczynnika pochodze-

nia wotowego (FX)

Oznaczenia testem immunologicznym (Elisa) v Brak wptywu

Oznaczenie anty-Xa testem chromogennym v Brak wptywu

aPTT (activated partial thromboplastin time) — czas cze$ciowej tromboplastyny po aktywacji; PT (prothrombin time) — czas protrombinowy; TT (thrombin time)

— czas trombinowy, FVIII (factor VIll) — czynnik VIII; FX (factor X) — czynnik X

wytworzenie tak zwanych przeciwcial przeciwle-
kowych (ADA, anti-drug antibody) [9, 13].

W przypadku pozostatych rutynowych testow
hemostazy odnotowano klinicznie nieistotny wplyw
emicizumabu i mim8 na pomiar czasu protrombi-
nowego (PT, prothrombin time) zaleznie od stoso-
wanego odczynnika, a zwijzane z nim oznaczenia
czynnikéw II, V, VII, X réowniez pozostaja bez

istotnych zmian [8, 9, 14, 22, 27, 28]. Pomiar czasu
trombinowego (TT, thrombin time) oraz oznaczenie
stezenia fibrynogenu metoda Claussa pozostaja
takze bez istotnego klinicznie wptywu dziatania
omawianego leku [8, 27].

Testy specjalistyczne oparte na pomiarze
aPTT, sluzace miedzy innymi badaniu aktywnoSci
czynnikow szlaku wewnatrzpochodnego uktadu
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krzepniecia VIII, IX, XI i XII, wykazuja fatszy-
wie podwyzszona warto$¢ [14, 20, 25]. Efekt ten
dotyczy takze pomiaru aktywno$ci biatka C 1 S
testem koagulacyjnym oraz testu odpornosSci na
aktywowane bialko C (APCR), jezeli sa one wy-
konywane na podstawie pomiaru aPTT [8, 14, 22,
28, 29]. U wszystkich pacjentow z HA leczonych
emicizumabem, ktérzy wymagaja leczenia hepa-
ryna, do pomiaru stezenia leku nalezy stosowac
chromogenny test anty-Xa [8, 14]. Ponadto testy
stuzace wykrywaniu inhibitoréw FVIII, tj. test
przesiewowy oparty na pomiarze aPTT mieszaniny
osocza badanego z osoczem prawidlowym (tzw.
test korekc;ji) oraz test Bethesda z pomiarem FVIII
testem koagulacyjnym jednostopniowym wykazuja
falszywie ujemny wynik [8, 14].

Wplyw mimetykow FVIIIa na oznaczanie
FVIII w osoczu

Na podstawie og6lno§wiatowych do§wiadczen
ze stosowania u pacjentow z HA emicizumabu,
wiadomo, ze dlugoterminowa profilaktyka krwa-
wien z zastosowaniem tej grupy lekow istotnie
zmniejsza ryzyko ich wystepowania. Jednakze
w przypadku konieczno$ci leczenia krwawien
zidentyfikowanych jako krwawienia przebijajace,
badz bedace skutkiem urazu lub tez koniecznoSci
wykonania zabiegu inwazyjnego, lub wdrozenia
ITI, moze zaistnie¢ konieczno§¢ rownoczesnego
zastosowania mimetyku FVIIIa i koncentratu FVIII,
a wowczas istotny jest wlasciwy dobor testéw po-
zwalajacych na wiarygodne monitorowanie takiej
terapii [8, 10, 14, 21]. Nalezy jednak podkre$lic, ze
w zbiorczej analizie badania HAVEN 1-4 podczas
stosowania profilaktyki emicizumabem krwawienia
przelomowe, zaré6wno samoistne, jak i pourazowe,
wystepowaly bardzo rzadko [3].

W rozpoznawaniu i monitorowaniu leczenia
HA s3a wykorzystywane dwie gloéwne strategie
pomiaru aktywnos$ci FVIII w osoczu: jednoetapo-
wy test koagulacyjny (FVIIIL:C, FVIII coagulation
activity) 1 test chromogenny [4, 21, 25]. Aktualnie
w leczeniu HA dostepna jest do$¢ szeroka gama
osoczopochodnych lub rekombinowanych (rFVIII,
recombinant factor VIII) koncentratow czynnika
VIII o standardowym (SHL, standard half life) lub
przedtuzonym okresie pottrwania (EHL, extended
half life) [12, 30]. W literaturze juz od lat sg opisy-
wane rozbiezno$ci w wynikach aktywnosci FVIII
mierzonej testem koagulacyjnym i chromogennym
[4, 12, 25]. Poczatkowo dotyczyly one klasyfikacji
nieciezkiej HA, potem za$ jako nastepstwo wpro-
wadzania na rynek zmodyfikowanych strukturalnie

czasteczek FVIII (rFVIII, EHL), a takze terapii
genowej HA [4, 14].

Wplyw mimetykow FVIIIa na testy
koagulacyjne FVIII

NajczesSciej stosowanym na Swiecie testem do
oznaczania aktywno$ci FVIII jest test koagulacyjny
jednostopniowy, oparty na pomiarze aPTT. Test ten
stuzy badaniu aktywnos$ci koagulacyjnej FVIII:C
w diagnostyce, klasyfikacji oraz monitorowaniu
leczenia substytucyjnego HA. Z uwagi na to, ze
Hemlibra® 1 Mim8 powodujg znaczne skrocenie
aPTT, aktywnos$¢ FVIIL:C w tym teScie jest fal-
szywie zawyzona [14]. Wyniki przeprowadzonych
dotychczas badan sugeruja, ze stopien przeszaco-
wania wyniku FVIII:C jest w pewnym stopniu za-
lezny od zastosowanych odczynnikoéw aPTT, ktore
roznig sie miedzy sobg zawartym aktywatorem lub
fosfolipidami [4, 12]. Z tego powodu u pacjentow
stosujacych mimetyki FVIIIa test FVIIL:C jest
niemiarodajny i w tym przypadku nie zaleca sie
jego wykonywania [8, 22, 25, 31].

Warto nadmienic, ze w praktyce laboratoryjne;j
znalazla zastosowanie pewna modyfikacja testu
FVIII:C polegajaca na zastosowaniu swoistego dla
leku kalibratora. Ten zmodyfikowany test zostal
zwalidowany dla czasteczki emicizumabu, umozli-
wiajac w ten sposob iloSciowe okreslenie stezenia
leku w osoczu pacjenta (patrz ponizej) [12, 14].

Wplyw mimetykow FVIIIa na testy
chromogenne FVIII

Do monitorowania aktywnosci FVIII u pacjen-
tow z HA stosowany jest takze test chromogenny,
przy czym badanie to jest zwykle trudniej dostepne
1 ograniczone do o$rodkow leczenia hemofilii [14].
Przeprowadzone dotychczas badania dowiodty,
ze z uwagi na falszywie zawyzong wartoS¢ FVIII
w teScie koagulacyjnym, do monitorowania tera-
pii substytucyjnej FVIII u pacjentéw stosujacych
mimetyki FVIIIa (emicizumab, Mim8) powinno
sie stosowac test chromogenny [9, 10, 14, 15, 25].
Dostepne na rynku testy chromogenne réznia sie
miedzy soba zrodtem wchodzacych w jego skiad
czynnikow aktywujacych reakcje krzepniecia: FIXa
1 FX, ktére moga by¢ pochodzenia ludzkiego (%,
human) lub wolowego (b, bovine) [4]. Poniewaz
mimetyki FVIIIa wigza tylko ludzkie FIXa i FX,
w testach chromogennych zawierajacych FIXa
1 FX pochodzenia wolowego nie obserwuje sie
interferencji i skrocenia aPTT, gdyz ta bispecy-
ficzna czasteczka nie wchodzi z nimi w reakcje
[4, 12, 21]. Dlatego wias$nie, zgodnie z aktualnymi
zaleceniami, u pacjentdéw leczonych emicizumabem
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nalezy wykonywac pomiar aktywnoSci infuzyjne-
go FVIII testem chromogennym z odczynnikami
pochodzenia wolowego [np. zestawami Coamatic
FVIII test (Chromogenix), Coatest SP (Chromo-
genix) lub FVIII Chromogenic FVIII (Siemens)],
Electrachrome FVIII (IL Werfen), TriniCHROM
FVIIL:C (Stago) [4, 8, 9, 14, 22, 25]. W przypadku
stosowania hybrydowych zestawow laboratoryj-
nych zawierajacych bFX i hFIXa [np. Technochrom
FVIII:C (Technoclone), Rossix FVIII (Rossix),
BIOPHEN FVIII:C (Hyphen-Biomed)] zaleca sie
wstepng walidacje 1 lokalng weryfikacje wiarygod-
nosSci oznaczen FVIII [4, 8, 9, 15, 25].

Warto pamietaé, ze testy chromogenne, ktore
zawierajag hFIXa i hFX, sa w sposob zalezny od
stezenia wrazliwe na obecno$¢ mimetyku FVIIIa,
przy czym nie sg one specyficzne tylko i wylacznie
dla leku, gdyz mierza takze obecno§é endogennego
lub infuzyjnego FVIII w badanym osoczu [10, 12,
14, 32].

Wplyw mimetykow FVIIIa na oznaczanie
inhibitora FVIII (anty-hFVIII)

U kazdego pacjenta z HA powiklang inhibito-
rem w ramach rutynowej opieki zaleca sie regu-
larng kontrole miana (stezenia) inhibitora FVIII
[14]. Wymaganie to dotyczy takze grupy pacjentow
leczonych profilaktycznie mimetykami FVIIIa
z pozytywnym wywiadem na obecno$§¢ inhibitora.
Oznaczenie miana inhibitora (przeciwcial) wobec
ludzkiego FVIII (anty-hFVIII) w laboratorium naj-
czesciej wykonuje sie, zgodnie z rekomendacjami,
z uzyciem testu Bethesda w modyfikacji Nijmegen
(NBA, Nijmegen Bethesda Assay) [4, 25]. Test ten
jest testem wieloetapowym, ktory miedzy innymi
obejmuje pomiar aktywnosci resztkowej FVIII
wykonywany rutynowo metodg koagulacyjna jedno-
stopniowa [8, 14]. Z uwagi na to, ze jest on zalezny
od pomiaru aPTT, wynik miana inhibitora FVIII
w tym przypadku takze nie jest wiarygodny, gdyz
wskazuje na falszywa jego nieobecno$¢ lub znacz-
nie zmniejszong zawartoSc [12, 14, 20]. Wstepna
procedura laboratoryjna, w postaci ogrzewania
probki osocza badanego w 56°C przed wykonaniem
testu Bethesda, nie eliminuje interferencji leku [4,
8,12, 14]. Dlatego tez, aby okresli¢ miano inhibito-
ra FVIII u pacjenta otrzymujacego mimetyk FVIIIa,
do oceny aktywnos$ci resztkowej FVIII w teScie
Bethesda nalezy wykorzystywaé pomiar chromo-
genny z uzyciem odczynnikéw wolowych [8-10, 25,
31]. Zgodnie z zaleceniami ekspertow uwaza sie,
ze w kazdym osrodku leczenia HA powinny byé
dostepne odpowiednie testy do monitorowania in-

hibitora FVIII, w tym takze modyfikacja z pomiarem
chromogennym FVIII z wotowym FXa [22, 25]. Co
wazne, w praktyce w celu zapewnienia spojnoSci
diagnostyki inhibitora FVIII rekomendowane jest
oznaczenie miana inhibitora FVIII przed rozpocze-
ciem terapii lekiem Hemilibra® przy uzyciu tego
samego testu chromogennego, ktéry bedzie sto-
sowany podczas terapii emicizumabem [8, 9, 26].

Pomiar stezenia leku w osoczu

Jak wspomniano powyzej rutynowe oznaczanie
stezenia mimetyku FVIIIa w celu dostosowania
dawki nie jest uwazane za konieczne, jednak ba-
danie to w pewnych sytuacjach moze by¢ bardzo
przydatne (m.in. w sytuacji podejrzenia wytwo-
rzenia przeciwcial przeciwlekowych) [3, 8, 9]. Co
wiecej aktualnie eksperci zalecajg, aby w oSrodkach
leczenia hemofilii dostepne byly testy monitorujace
takze stezenie emicizumabu [14, 22, 25]. Ponad-
to w zaleceniach niemieckich opublikowanych
w 2020 roku okreslono czestotliwo$¢ monitoro-
wania stezenia emicizumabu po 1 tygodniu od
ostatniej dawki nasycajacej, nastepnie co 3 mie-
sigce przez rok i kolejno co 6 do 12 miesiecy lub
w przypadku braku skutecznosci [22, 31]. Obecnie
w literaturze dostepnych jest najwiecej danych
dotyczacych emicizumabu, mozna jednak zalozy¢,
ze zasady wykonywania pomiaru stezenia kazdego
mimetyku FVIII beda wykonywane w analogiczny
sposob.

W celu oznaczenia stezenia mimetyku FVIII
najczesciej (glownie dla emicizumabu) korzysta sie
ze zmodyfikowanego testu opartego na pomiarze
aktywno$ci FVIII metodg koagulacyjng jednostop-
niowa w rozcienczonym osoczu pacjenta, w odnie-
sieniu do swoistego dla leku kalibratora [8, 9, 12,
14, 25, 31]. Obecnie komercyjnie jest dostepny
kalibrator dla emicizumabu, wyprodukowany w ze-
stawie wraz z kontrolami testu (R2 Diagnostics,
Enzyme Research Laboratories, https://r2diagno-
stics.com/), ktory zawiera 100 ug/ml emicizumabu
1 moze by¢ zastosowany na ro6znych platformach
analizatorow [8, 12, 13]. W dotychczas przepro-
wadzonych badaniach przy oznaczeniach stezenia
Mim8 wykorzystywano jako material referencyjny
porcje leku, o odpowiednio dostosowanym stezeniu
[15]. W przypadku pomiaru stezenia emicizumabu
stosowano wieksze rozcienczenie probki w porow-
naniu z jednoetapowym testem FVIII (wstepne
rozcienczenie probki w analizatorze 1:8), co umoz-
liwia pomiar zakresu emicizumabu (10-100 ug)
w badanej probce osocza [4, 12]. Wykazano, ze
stezenia emicizumabu uzyskane za pomoca zmo-
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dyfikowanego jednoetapowego testu FVIII koreluja
istotnie ze stezeniami okreSlonymi za pomocg
testu immunoenzymatycznego (ELISA) stosowa-
nego wcze$niej w badaniach klinicznych HAVEN.
Ponadto w kazdym laboratorium rekomendowana
jest weryfikacja metody z uzyciem odczynnikow
stosowanych lokalnie; w badaniach wykazano zado-
walajacg powtarzalno$¢ testu pomimo stosowania
roznych systemow pomiarowych (odczynnikow
APTT, osocza deficytowego FVIII i analizatorow)
[8, 13]. Do oznaczenia stezenia leku mozliwe jest
takze wykorzystanie metody chromogennej do
pomiaru FVIII w odniesieniu do opisanego powyzej
kalibratora [8, 12, 22, 24]. Przy interpretacji wyniku
oznaczen stezenia emicizumabu nalez wzig¢ pod
uwage fakt, ze ewentualne rownolegle stosowanie
koncentratu FVIII i/lub preparatéw omijajacych
inhibitor moze powodowac zawyzenie stezenia leku
[20]. Wowczas gdy zajdzie konieczno$¢ oznaczenia
stezenia emicizumabu w osoczu w obecno$ci FVIII,
mozna rozwazy¢ inaktywacje termiczng probki
osocza [4].

W przypadku pacjentow z podejrzeniem obec-
nosci przeciwcial neutralizujacych anty-emicizu-
mab, Swiatowa Organizacja Hemofili (WFH, World
Federation of Hemophilia) zaleca pomiar stezenia
emicizumabu przy uzyciu zmodyfikowanego jed-
nostopniowego testu obejmujacego wspomniany
dodatkowy etap wstepnego rozcienczenia osocza
badanego oraz kalibracje testu przy uzyciu specy-
ficznych kalibratoréw emicizumabu [25]. W tym
celu moga by¢ rowniez stosowane zatwierdzone

testy mierzace w sposob bezposredni obecno$é
przeciwcial przeciwlekowych, jesli sa one do-
stepne.

Pomiar przeciwcial przeciwlekowych
(anty-emicizumab)

Warto podkresli¢, ze w przypadku kazdej te-
rapii farmakologicznej istnieje niewielkie ryzyko
rozwoju przeciwcial przeciwlekowych (ADA). Po-
dejrzenie wytworzenia ADA pojawia sie w chwili,
gdy u pacjenta zwieksza sie czesto$¢ krwawien
przetomowych i dochodzi do wydiuzenia aPTT.
Stosowanie emicizumabu wiazalo sie z rozwojem
ADA u 5,1% pacjentow (34/668), ktorzy uczest-
niczyli w badaniach klinicznych HAVEN 1-4 [3].
U wiekszoSci z nich nie zaobserwowano istotnej
zmiany stezenia emicizumabu w osoczu oraz
zwiekszenia czestoSci wystepowania krwawien, zas
przeciwciala neutralizujace lek wykryto w < 1%
przypadkow [3, 8]. Ponadto pojawienie sie ADA nie
wplywa na skuteczno§¢é leczenia substytucyjnego
FVIII lub terapii omijajacej inhibitor [3]. Z uwagi
na to, ze dotychczas nie opracowano komercyjnie
dostepnych zestawow laboratoryjnych stuzacych
bezpos$redniemu wykrywaniu ADA, w przypadku
podejrzenia wytworzenia przeciwcial przeciwko
emicizumabowi zalecane jest oznaczenie stezenia
leku we krwi pacjenta [8, 9, 14, 22].

Podsumowanie wykorzystania omowionych
powyzej testow laboratoryjnych do monitorowania
mimetyku FVIIIa zestawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Podsumowanie zastosowania wybranych testéw hemostazy w obecnosci mimetyku FVilla (zmodyfikowa-

no za: [8, 9, 12, 14, 25])

Cel badania Test laboratoryjny

Obecnos¢ leku

Test chromogenny do pomiaru FVIIl z czynnikami pochodzenia ludzkiego (hFIXa i hFX)

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

Aktywnos¢ FVIII po infuzji Test chromogenny do pomiaru FVIII z FXa pochodzenia wotowego (bFX) i FIXa pochodzenia
wotowego/ludzkiego (bFIXa/hFIXa)

Inhibitor wobec FVIII

Test Bethesda z pomiarem FVIII testem chromogennym z FXa pochodzenia wotowego (bFX)

i FIXa pochodzenia wotowego/ludzkiego (bFIXa/hFIXa)

Stezenie leku
bratora

Zmodyfikowany test koagulacyjny do pomiaru FVIII skalibrowany wobec specyficznego kali-

Infuzja koncentratu FVIII zawyza wynik

ADA Brak testu bezposredniego

Wydtuzenie aPTT moze wskazywac na obecnos¢ ADA

Zmodyfikowany test koagulacyjny FVIIl do pomiaru stezenia leku

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

Dotychczas nie ustalono roli globalnych testow
oceniajacych hemostaze, w tym pomiaru generacji
trombiny, w monitorowaniu pacjentow stosujacych
mimetyk FVIIIa [8, 9]. Mimo tego, ze test gene-
racji trombiny (TGA, thrombin generation assay)
nie jest rutynowo stosowanym testem hemostazy
w praktyce klinicznej, glownie ze wzgledu na trud-
noSci w interpretacji, niska powtarzalnos$¢ i mata
dostepnosé, to niejednokrotnie w literaturze dono-
szono o jego przydatno§ci w odniesieniu do oceny
potencjalu hemostazycznego mimetykéw FVIIla,
zwlaszcza emicizumabu. Szczeg6lnie ciekawe wy-
daja sie proby wykorzystywania tego testu do oceny
wytwarzania trombiny w probkach pochodzacych
od pacjentow lub przygotowanych iz vitro w modelu
ze skojarzonym leczeniem FVIII, rVIIa 1 aPCC [3,
24, 33]. Gtéwnym zamyslem tych badan jest analiza
in vitro wplywu terapii BPA u pacjenta leczonego
mimetykami FVIIIa przed ich podaniem pacjentowi.
Probuje sie takze wykorzysta¢ TGA do okoloope-
racyjnej kontroli krwawien, aby zminimalizowac
potencjalne ryzyko zdarzen zakrzepowych [20].

Podsumowanie

Wprowadzenie do leczenia hemofilii A terapii
niesubstytucyjnej z uzyciem dlugodzialajacych,
podskornych mimetykéw FVIIIa stanowi znaczny
postep w leczeniu tej grupy chorych. Stosowanie
u pacjentow z HA tych nowoczesnych czasteczek
1 ich nowatorski sposob dzialania wymagaja stalej
edukacji personelu medycznego, w tym persone-
lu laboratorium, poniewaz $wiadomo$§é wplywu
lekow nowej generacji na testy laboratoryjne
hemostazy jest kluczowym elementem procesu
diagnostycznego. Dostepnos$¢ odpowiednich te-
stow laboratoryjnych i stale podnoszenie wiedzy
dotyczacej lekow nowej generacji jest szczegoblnie
wazne w oSrodkach majacych pod opieka pacjentow
z hemofilia, gdyz by¢ moze w przyszio§ci terapia
mimetyczna stanie sie dominujgcym paradygmatem
w leczeniu HA. Monitorowanie tych nowoczesnych
opcji leczenia HA moze zatem wymagac cigglego
dostosowania odpowiednich testow, tak by dostar-
czy¢ klinicystom wiarygodne ich wyniki. Ponadto
niewykluczone, ze mimetyki FVIIla znajda takze
zastosowanie w leczeniu profilaktycznym krwa-
wien w chorobie von Willebranda i nabytej hemofilii
A (wskazanie dla emicizumabu w trakcie badan
klinicznych) [3, 7].
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