Moznosti vysetrovani faktoru VIli

Petr Sadilek

IV. interni hematologicka klinika FN Hradec Kralové
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Koagulacni faktor VIII
« Antihemofilicky faktor A — defekt, deficit Ci specificka

protilatka — hemofilie A
* Gen pro FVIII — na pohlavnim chromozomu X
* V plazmé vazan na vVWF — ochrana pred Stépenim
« Aktivace limitovanou proteolyzou trombinem
« Kofaktor v komplexu vnitrni tenazy
* Prirozeny inhibitor — system proteinu C
* Fyziologické meze — funkCni aktivita: 50-150 %

« Zvysuje se pri zanétech, chronickych infekcich, stresu




Stanoveni faktoru VIl — drive
1. Jednofazova koagulacni metoda

« Kedéené vySetfované plazmé se prida FVIII deficitni
plazma

« P¥ida se libovolna APTT reagencie citliva k faktorum
vnitfni cesty a po inkubaci CaCl,

« Zmeri se koagulacni Cas, ktery je zavisly na aktivite

FVIIl pritomném ve vysetrované plazme

« (OdecCtem Casu z kalibracCni krivky ziskame hodnotu
aktivity FVIIl v %




Stanoveni faktoru VIl — drive
1. Jednofazova koagulacni metoda

« Siemens Healthineers nabizi 3 APTT reagencie, které lze
vyuzit ke stanoveni aktivity FVIII
 Actin FS
« Actin FSL
 Pathromtin SL

« Deficitni plazmu

« Coagulation factor VIll Deficient Plasma




Stanoveni faktoru VIl — drive
2. Dvoufazova chromogenni metoda

« K fedéné vySetfované plazmeé se pfida FX, FIXa, trombin,
fosfolipidy, vapenaté ionty a chromogenni substrat

« Zméri se absorbance pri 405 nm

« (Odectem absorbance z kalibracni kfivky ziskame hodnotu
aktivity FVIII v %

* Reagencie mohou obsahovat humanni Ci bovinni slozky

« Chromogenni metodu Ize s vyhodou pouzit v pripade

interferenci ovliviujicich koagulacni stanoveni




Stanoveni faktoru VIl — drive
2. Dvoufazova chromogenni metoda

« Siemens Healthineers nabizi set k chromogennimu
stanoveni aktivity FVIII
 Factor VilIl Chromogenic Assay

« Slozky tohoto setu jsou bovinniho puvodu (FIXa, FX)

« Chromogenni stanoveni je obecne drazsi nez koagulacni

* Neni tak citlivé k interferencim jako koagulacni stanoveni




Stanoveni faktoru VIl — dnes
* Nelze pouzit na vSechno 1 metodu jako drive

« V pfipadé nékterych novych pripravkua FVIII k 1é¢bé
hemofilie A s prodlouzenym biologickym poloCasem
vyznamne zalezi na pouzité APTT reagencii (zejména na
aktivatoru); ani chromogenni metoda nemusi davat
spravne vysledky

« Vysledky se pri pouziti nevhodnych reagencii nekdy az
zasadne lisi od spravnych

* Nekteré reagencie nadhodnocuji vysledek aktivity FVIII,




Stanoveni faktoru VIl — dnes

Doporu¢ena metoda stanoveni FVIII ke sledovani
nastaveni antihemofilické IéCby pfipravkem s
prolongovanym ucinkem je uvedena v SPC pripravku
Zasadni rozdily ve vysledcich jsme pozorovali pri pouziti
ruznych metod u pfipravku JIVI

« damoktokog alfa pegol (JIVI Bayer AG)

« PEGylovany rekombinantni humanni koagulacni FVIII
« Dle SPC - kfremicCitanové aktivatory — podhodnoceni;

kaolinové aktivatory — nadhodnoceni vysledku




JIVI — porovnani metod stanoveni FVIII

Actin FSL | Pathromti | STAPTTA Chromogeni
nSL c Assay

Siemens | Siemens Stago Siemens

FVIII (%)

41,5 47,0 11,0 60,0 21,8
Vzorek A
FVIII (%)

37,3 44,7 9,4 53,0 18,0

Vzorek B




EFANESOCTOCOG ALFA (Altuvoct® Sobi)

* Rekombinantni fuzni protein F VIIl a vWF
 Nevaze se na VWF v plazme pacienta
* Vyrazné delSi biologicky poloCas (2,5 — 3x oproti béznym

pripravkum obsahujicim F VIII)

Efanesoctocog alfa contains the endogenous FVIII
thrombin cleavage sites in acidic regions a1, a2, and
a2 and 1 additional 22 inserted in between the
D'D3-XTEN moiety and the Fc domain

XTEN polypeptides

« Hydrophilic sequences comprising
< natural amino acids

Fc domain

« Extends half-life through the
FcRn-mediated recycling pathway

« Shield from proteolytic degradation
and binding to clearance receptors

Covalent linkage to the D'D3 domain
of VWF

« Prevents binding to endogenous VWF,
decoupling from VWF-mediated
clearance

Added thrombin cleavage site G——

« Enables release of D'D3-
XTEN moiety upon thrombin

o « Provides partial protection from
activation

degradation normally afforded by VWF

XTEN polypeptides | During clotting, similarly to the thrombin-mediated release of FVIII

from endogenous VWF, D’D3 and XTEN are released




Laboratorni stanoveni

VysSetreni aktivity F VIII

Koagulacné x chromogenneée

Velka variabilita vysledku v zavislosti na pouzitych
reagenciich

Néekteré hodnotu falesne zvysuji (Actin FS, chromogenni
metoda — cca 2-2,5x), jiné falesne snizuji (SynthASil — cca
0 30 %)

V soucasné dobe je doporucovana k monitorovani metoda

koagulacni s APTT reagencii Actin FSL (Siemens)




Altuvoct — porovnani metod stanoveni FVIII

Actin FS Actin FSL | Pathromti | STAPTTA
nSL

Siemens | Siemens | Siemens Stago

FVIII (%)
264,6 153,6 169,4 138,0 199,0
Vzorek A
FVIII (%)
45,4 26,0 36,7 30,0 55,0
Vzorek B
FVIII (%)
19,0 10,8 17,5 14,0 21,0
Vzorek




Pacienti uzivajici efanesoctokog alfa ve FN HK

« Zatim 1 pacient

« Uvadeét IéCbu na zadance (spravny vybér metody v

laboratori)

* Negjlepsi telefonicka domluva |Iékare s laboratori




EMICIZUMAB (Hemlibra® Roche)

« Rekombinantni humanizovana bispecificka monoklonalni
protilatka
* Propojuje faktor 1Xa s faktorem X — nahrazeni faktoru

Vllla v komplexu vnitfni tenazy

FVllla




Ovlivnéni koagulac¢nich testli emicizumabem

* Vyrazné zkracuje APTT (normalni hodnoty)

« ZvySuje aktivitu faktoru mérenych koagulaéni metodou
na principu APTT (F VIII, IX, XI, XII)

* Inhibitor F VIIl stanoveny koagulacne Bethesda
metodou je faleSne negativni

« efekt pfetrvava az 6 mésicu po podani posledni davky
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Laboratorni moznosti

Stanoveni koncentrace emicizumabu
Stanoveni vlastniho F VIII pacienta pri leCcbé
emicizumabem Ci infuzné podaného F VI

Stanoveni inhibitoru F VIII pri léCbé emicizumabem

Spravnost vysledku zavisi na vybéru vhodné metody
Nutno uvadét lécbu emicizumabem na zadance!

| v pripade, ze uz pacient emicizumab neuziva




Stanoveni koncentrace emicizumabu

« Koagulacneé x chromogenné

« Koagulacne jediné pri vyssim redéni vzorku (1:80)

« Chromogenné jediné s reagenciemi humanniho puvodu

« Terapeuticke meze: 37,8 — 69,2 ug/ml (zdroj: SPC l¢civa)
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Obr. 9 Porowdni modifikované fednofdzovs metody stanoveni FVIll a chromogenni mefody
stanoveni FVIl pro uréeni hadiny emicizumabu.,
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Stanoveni F VIII a INFVIII pri lécbé emicizumabem

« Jediné reagencii necitlivou na emicizumab

« Chromogenni metodou s bovinnimi faktory
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Pacienti uzivajici emicizumab ve FN HK

« 7 pacientu dlouhodobé

4 pacienti se ziskanou hemofilii A

« Pozor na spravnou interpretaci vysledku laboratornich
testu (nékteré znacné ovlivnény)
« Uvadet leCbu na zadance (spravny vyber metody v

laboratori)

* Nejlepsi telefonicka domluva Iékare s laboratori




ZAVER

Nova antihemofilika — velky benefit pro pacienty
Komplikace pro |ékare — spravna interpretace vysledku,
vyrazné ovlivhéni nékterych koagulacnich testu (Hemlibra)
Komplikace pro laboratof — nestaci mit 1 metodu

,na vsechno®, vyber spravné metody je zasadni

Nutnost uvadet leCbu na zadance — Casto se nedgje!

|[dealné telefonicka domluva mezi Iékarem a laboratori
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