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SUHRN

Inhibitory faktora VIII (FVII), ktoré predstavuju zavaznu komplikaciu hemofilie A spdsobujicu neucinnost substitucnej
liecby, sa vysetruju klasickou Bethesda metddou a modifikovanou Nijmegen metddou. V praci sme vyhodnotili koreldciu
vysledkov inhibitorov zistenych obidvomi metédami a sledovali sme vplyv hrani¢nych titrov inhibitorov na farmakodynamiku
(in vivo recovery a vzostup aktivity FVIII) a farmakokinetiku FVIII (biologicky polcas - T1/2 a klirens) po jeho intravendznej
aplikacii. Porovnali sme 265 paralelnych vysetreni inhibitora Bethesda a Nijmegen metddou vykonanych u 77 pacientov
s tazkou hemofiliou A; z nich 60 pacientov bez inhibitora (subor 1) a 17 pacientov s anamnézou inhibitorov (subor 2) po
absolvovani imunotoleranc¢nej liecby (ITT) s parcidlnym (n = 4) alebo kompletnym (n = 13) Uspechom. Nijmegen metdda
spolahlivo vylucila falosnu pozitivitu nizkych titrov inhibitora medzi 0,51-0,9 Bethesda jednotiek/ml (BU/ml) zistenych
Bethesda metodou. Potvrdili sme dobru korelaciu medzi cut-off 0,7 BU/ml a 0,5 Nijmegen BU/ml (NBU/ml). Hodnotenie
120 vysetreni farmakodynamiky FVIII v sibore 1 ukazalo pri aktualnom titri inhibitora 0,2 + 0,1 NBU/ml hodnoty in vivo re-
covery (IVR) 109 +19,4 % (rozptyl 60-160 %) a vzostup FVII1 2,2 + 0,7 (1,4-3,5) %/11U/kg. V subore 2 (72 vysetreni) sme pri
aktualnom titri inhibitora 0,5 + 0,15 NBU/mll zistili signifikantne nizsie hodnoty IVR 86 + 32 % (rozptyl 44-136 %) a vzostupu
FVIIG +0,6 (0,72-2,8) %/11U/kg (p < 0,05). Aj vysetrenie farmakokinetiky ukazalo signifikantné rozdiely medzi siborom 1
(20 pacientov/20 vysetreni) a suborom 2 (13 pacientov po ITT/26 vysetreni): T1/2 11,5 + 1,8 (8,2-16,2) h versus 8,14 + 3,61
(2,9-16,4) h a klirens 3,7 1,2 (2,6-6,5) ml/kg/h versus 6,48 + 2,24 (2,9-11,9) ml/kg/h; (p < 0,05).

Zaver: Ako referencénu metodu vysetrenia inhibitorov odporic¢ame Nijmegen modifikdciu s hranicou negativity 0,5 NBU/
ml. KedZe u Casti pacientov po ITT negativny vysledok inhibitora nekoreluje s vysledkami farmakodynamiky a farma-
kokinetiky FVIII, pre spolahlivé hodnotenie Uspechu ITT je potrebné dalsie sledovanie a metddy s vysSou senzitivitou
a Specificitou na detekciu inhibitorov.
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SUMMARY

Morongova A., Jankovic¢ova D., Batorova A., Prigancova T., Khuinova E., Waczulikova l., Skrakova M., Mistrik M.

Correlation analysis of standard Bethesda method versus modified Nijmegen assay in detecting factor VIl inhibitors,
and impact of marginal titer inhibitors on FVIII pharmacodynamics and pharmacokinetics by patients with hemophilia A
Inhibitors of FVIII represent serious complication of hemophilia A resulting in the ineffectiveness of replacement therapy.
Classical Bethesda method and Nijmegen modification are used for an inhibitor detection. We performed correlation
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analysis of inhibitors titres investigated by both methods and we evaluated an impact of marginal/low inhibitor titres
on pharmacodynamics (in vivo recovery and incremental response of FVIII) and pharmacokinetics (half life-T1/2 and
clearance) after intravenous administration of FVIII. We compared the results of 265 parallel inhibitor measurements
by Bethesda and Nijmegen assay performed in 77 severe hemophilia A patients; out of them 60 patients with the
negative history of inhibitors (Group 1) and 17 patients with history of inhibitors after immune tolerance induction
(ITl) (Group 2) with partial (n = 4) and complete success (n = 13). Nijmegen method excluded the false positivity
of low titer inhibitors between 0,51 and 0,9 BU/ml detected by Bethesda method and a good correlation between
cut-off 0.7 Bethesda units/ml (BU/ml) and 0,5 Nijmegen BU/ml (NBU/ml) was confirmed. Comparison of 120 and
72 investigations of FVIII pharmacodynamics in Group 1 (inhibitor titre of 0,2 + 0,1 NBU/ml) and in Group 2 (inhibitor
titre 0,5 + 0,15NBU/ml), respectively, showed in vivo recovery 109 + 19,4 (range 60-160) % and 86 + 32 (44-136) %,
and incremental response 2,2 + 0,7 (1,4-3,5) %/11U/kg and 1,6 = 0,6 (0,72-2,8) %/11U/kg, respectively. Twenty phar-
macokinetics studies in 20 patients from Group 1and 26 studies in 13 patients from Group 2 showed the half life 11,5
+1,8h(8,2-16,2 h) and 8,14 + 3,61 h (2.9-16.4 h), respectively, and a clearance 3,7+1,2 (2,6-6,5) ml/kg/h versus 6,48 +
2,24 (2,9-11,9) ml/kg/h; (p < 0.05) respectively.

Conclusion: We recommend Nijmegen assay as a reference method for inhibitor testing with negativity cut-off 0,5
NBU/mI. However, in several patients after ITI negative inhibitor titre does not correlate with pharmacodynamics and
pharmacokinetics of FVIII. Definite evaluation of the ITI success requires further study and new methods of inhibitor

detection with a higher sensitivity and specificity.
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uvob

Vznik protilatok proti FVIII je dnes najzavaznej-
Sou komplikaciou lie¢by hemofilie A, ktorad postihuje
pribliZne 10-30 % pacientov s tazkym stupriom ocho-
renia [1]. Ide o neutralizujtce protilatky (inhibito-
ry) typu IgG (IgG4 a IgGl), ktoré vizbou na funkcéné
epitopy na doménach A2, C2 pripadne A3 molekuly
FVIII blokujt jeho interakcie s koagula¢nymi protein-
mi (faktormi X a IXa) a fosfolipidom [2]. Pritomnost
inhibitorov znemoznuje G¢innu profylaxiu a liecbu
krvacaniu pacientov s hemofiliou a vyZaduje zasadnt
zmenu lieCebného rezimu, vratane pouzivania menej
ucinnych bypassovych aktivit a pokusu o eradikaciu
inhibitorov pomocou naro¢nej imunotolerancnej liecby
(ITT). Inhibitory FVIII vznikaji najcastejsie u pacientov
s tazkym stupniom hemofilie kratko po zacati substi-
tucnej liecby v priebehu prvych 30-50 expozicnych
dni (ED) s medianom 15 ED [2, 3], st teda najcastejSie
u malych deti. Druhy pik vyskytu inhibitorov pred-
stavuje 5.-7. dekada zZivota hemofilikov [1]. Pricina,
preco tato komplikacia lie¢by vznika len u casti cho-
rych, nie je zndma, predpoklada sa stvislost s celym
radom endogénnych (genetickych) aj environmental-
nych a s lie¢bou stvisiacich rizikovych faktorov [4].
V suvislosti so sticasnou dostupnostou vysoko purifi-
kovanych koncentratov FVIII a ¢astej§im pouzivanim
intenzivnejsich lieCebnych rezimov i skorej profylaxie
sa odportca pravidelné vysetrenie inhibitorov FVIII od
zaciatku liecby hemofilie. Inhibitor je potrebné vylucit

aj pri slabSej klinickej ti¢innosti liecby a pred kazdym
planovanym opera¢nym vykonom [2, 5].

Specifické vySetrenie inhibitora sa zakladd na
dokaze znizenia aktivity FVIII v normalnej poolova-
nej plazme (NPP) zmieSanej 1 : 1 s plazmou pacienta
s predpokladanou pritomnostou inhibitora. Stucasne
sa vySetruje kontrolna zmes NPP s FVIII defektnou
plazmou bez pritomnosti inhibitora. Aktivita FVIII
v testovanych zmesiach sa stanovi jednostupriovou
koagula¢nou metédou na principe aktivovaného par-
cidlneho tromboplastinového ¢asu (aPTT) alebo chro-
mogénnou metddou. Pri klasickej Bethesda metdde sa
do kontrolnej zmesi namiesto FVIII defektnej plazmy
pridava imidazolovy pufer [6]. Po 2-hodinovej inku-
bacii pri 37 °C by mala aktivita FVIII v oboch zmesiach
Kklesntut priblizne na polovicu vychodiskovej hodnoty.
Inhibitor sa stanovi na zdklade vypoctu tzv. rezidual-
nej aktivity, t. j. pomeru aktivity FVIII v zmesi plazmy
pacienta s NPP a v kontrolnej zmesi a titer sa od¢ita na
semilogaritmickom grafe. Ak je rezidualna aktivita
FVIII nizsia ako 25 %, vykonaju sa dalSie vySetrenia
s riedenymi vzorkami plazmy pacienta a zisteny titer
sa nasobi pouzitym riedenim. Pri inkubacii dochidza
k posunu pH vo vySetrovanych zmesiach na alkalicka
stranu, ¢o sposobuje mierne zniZenie aktivity faktora
VIII aj bez pritomnosti inhibitora a méze viest k fa-
loSnej pozitivite, najma pri nizkom titri inhibitora
[7]. Modifikovana, tzv. Nijmegen metdda vySetrenia
obchadza tento nedostatok klasickej metédy tym, Ze
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pouziva NPP pufrovant na pH 7,4 a namiesto imida-
zolového pufra do kontrolnej zmesi pridava defekt-
nu plazmu bez pritomnosti inhibitora, zbavenu FVIII
imunologickou metédou [7]. Titer inhibitora sa udava
v Nijmegen-Bethesda jednotkach (NBU/ml) [8]. Obidve,
Besthesda i Nijmegen metéda, maju vsSak stale limi-
tovanu senzitivitu pri nizkom titri inhibitora. V lite-
ratiire sa nejednotne uvadza dolna hranica pozitivity
inhibitora od 0,4 [2] do 0,7 BU/ml [3-6] pri Nijmegen
metode 0,3-0,5 NBU/ml [8-9]. Podozrenie na inhibitor
mozno vyslovit aj na zdklade vySetrenia farmakodyna-
miky FVIII. ,Invivo recovery“ (IVR) odraza vztah medzi
velkostou podanej davky FVIII a zistenou aktivitou FVIII
a tzv. ,incremental response“ (IR) informuje, aky je
vzostup aktivity FVIII (%) po davke FVIII prepocitanej
na 1 kg hmotnosti a vysledok sa vyjadruje ako %/1 IU/
kg (2, 5, 10]. Diagnézu inhibitora podpori aj vySetrenie
farmakokinetiky FVIII, ktoré hovori o distribuicii a eli-
minacii aplikovaného FVIII. Skrateny biologicky polcas
(T %) a zrychleny klirens FVIII sved¢ia pre pritomnost
inhibitora [2, 5].

Na nasom pracovisku vySetrujeme inhibitory FVIII
Klasickou Bethesda met6dou a od roku 1993 aj modifiko-
vanou Nijmegen metédou [11]. V praci sme sa zamerali
na retrospektivne vyhodnotenie korelacie vysledkov
inhibi¢nych protilatok vysetrenych paralelne Bethesda
aj Nijmegen metddou u pacientov s hemofiliou A bez
anamnézy inhibitora aj u pacientov s inhibitormi, ktori
sa podrobili imunonoleran¢ne;j lie¢be. Dalsim cielom
nasej prace bolo porovnat hodnoty cut-off pre negati-
vitu inhibitora pri oboch metdédach a overit negativitu
inhibitora pri stanovenom cut-off < 0,5 NBU/ml pre
Nijmegen met6du aj pomocou vySetrenia farmakody-
namiky a farmakokinetiky faktora VIII v oboch sledo-
vanych siboroch pacientov.

MATERIAL A METODY

Subor pacientov

Inhibitory a farmakodynamické a farmakokinetic-
ké parametre sme vyhodnotili u 77 pacientov s tazkym
stupfiom hemofilie A (FVIII < 1 %). Stubor 1 tvorilo
60 pacientov s negativnou anamnézou inhibitora
a vekovym medidnom 17 rokov (rozptyl 1,5-68 rokov),
z nich bolo 20 dospelych pacientov a 40 pacientov
z prospektivnej stidie, zameranej na incidenciu in-
hibitorov u predtym neliecenych pacientov narode-
nych v rokoch 1997-2015. Stibor 2 tvorilo 17 pacientov
s anamnézou inhibitora, z nich 7 pacientov s media-
nom veku 35 rokov (rozptyl 15-67 rokov) po tispesnej
eradikacii inhibitora v rokoch 1993-2004 a 10 pacien-
tov s vekovym medidnom 5 rokov (2-21 rokov), ktori
dostavali ITT v rokoch 2009-2016 a dosiahli kompletni
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eradikaciu inhibitora alebo zniZenie titra na droven
< 0,8 BU/ml.

Vys$etrenie FVIII a inhibitora FVIII

VySetrenie FVIII sme robili v bezdoSti¢kovej plaz-
me jednostupriovou metédou pomocou aPTT reagens
(Pathromtin SL, Siemens) na koagulometri BCS XP°
(Siemens). Inhibitor vySetrujeme klasickou Bethesda
metdédou (BM) Standardnym postupom a za pozitivny
vysledok povaZzujeme hodnotu > 0,7 BU/ml [6, 12]. Pri
modifikovanej Nijmegen metéde (NM) pouzivame
NPP pufrovanii 0,1 M imidazolovym pufrom (Imidazol
pufer, Siemens) s upravenym pH na 7,4 pridanim 1 M
HCl pri 4 °C. Do kontrolnej zmesi sa pridava komerc-
na deficitna plazma zbavena FVIII imunoabsorbciou
(Factor VIII deficient, Siemens) [7, 11]. Pritomnost in-
hibitora potvrdzuje opakovany nalez titra > 0,5 NBU/
ml pri > 2 nasledujucich vySetreniach [8]. Pri vySet-
rovani inhibitora v priebehu ITT v predvysetrovacej
faze inaktivujeme rezidudlny FVIII vo vzorke plazmy
pacienta jej zahriatim na teplotu 58 °C po dobu 90 min
s naslednou kratkou centrifugaciou pocas 2 min pri
1800 x g [8]. VySetrenim FVIII potvrdime jeho absenciu
v inaktivovanej vzorke.

Vys$etrenie farmakodynamickych parametrov

Zakladom je vySetrenie aktivity FVIII pred aplikaciou
a po aplikacii definovanej davky FVIII [2, 13]. Kalkulacie
vychadzajt z predpokladu, Ze v cirkulacii sa objavi 100 %
podaného FVIII a Ze aplikacia kazdej 11U/kg hmotnosti
vedie k vzostupu aktivity FVIII 0 2 %. IVR sa pocita podla
vzorca: IVR (%) = [vzostup FVIII (%) x cirkulujici objem
plazmy (ml)]/ davka FVIII (IU). Objem plazmy u jedin-
ca s normalnym hematoKkritom je priblizne 45-50 ml/
kg [6]. Na vypocet ,incremental response* sa pouziva
vzorec: IR (%/1 IU/kg) = [vzostup FVIII (%)]/ davka FVIII
(IU/kg). Za normalnu hodnotu sa povazuje IR 2 %/1
IU/kg a pomer medzi skutocne zistenou a normalnou
hodnotou IR > 0,66 [9].

VysSetrenie farmakokinetiky FVIII

VySetrenie farmakokinetiky VIII robime Standard-
nym postupom podla odporuceni ISTH (International
Society of Thrombosis and Haemostasis): po 48-72 h
vynechani FVIII sa poda FVIII v davke 30-50 IU/
kg a stanovi sa jeho aktivita v sérii vzoriek odo-
bratych za 10 min. 1 hod., 3 hod., 6 hod., 9 hod.,
12 hod., 24 hod., pripadne 48 hod. po podani [14].
Farmakokinetické parametre, t.j. T1/2, Klirens FVIII,
stredny rezidencny ¢as a AUC (area under the curve)
hodnotime pomocou pocitacového programu, Ktory
nam poskytol jeho autor prof. Morfini a ktory pouzi-
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va nekompartmentovy model distribucie a elimina-
cie FVIII [15]. Normalna hodnota T1/2 je 7,2-13,1 hod.
[2], hodnoty klirensu FVIII sa pohybuji medzi 3,5
a 6,5 ml/kg/h, s priemerom 3,5 ml/kg/h u dospelych
a 5,0 ml/kg/h u deti [15].

Kritéria uspechu ITT a eradikacie inhibitora

ITT sa hodnoti ako iispe$na po dosiahnuti opakova-
ne potvrdenej negativity inhibitora, hodnoty IVR > 66 %
a T1/2 = 6 hod. [1, 3], viaceri autori dnes odporacaja
hodnotuT1/2>7hod. [2, 3]. O parcidlnom tuspechu ITT
hovorime pri dosiahnuti dvoch z vysSie uvedenych
kritérii ispesnej lieCby [3].

Hodnotenie vysledkov

Porovnali sme vysledky paralelného vySetrenia in-
hibitorov Bethesda a Nijmegen metdédou a urcili sme
cut-off pozitivity inhibitora pri oboch metédach. Pri
stanovenom cut-off > 0,5 NBU/ml pre pozitivitu in-
hibitora pri Nijmegen metdéde sme vyhodnotili vplyv
negativnych a hrani¢nych titrov (0,51-0,8 NBU/ml) na
farmakodynamiku FVIII.

Porovnali sme farmakodynamiku a farmakokineti-
ku FVIII u pacientov bez pozitivnej anamnéze inhibitora
a s pozitivnou anamnézou inhibitora.

Statisticka analyza vySetreni

Paralelné kvantitativne hodnoty inhibitora zis-
kané Bethesda a Nijmegen metédou vyjadrené prie-
merom * SD, v zatvorkdch uvadzame minimalnu
a maximalnu hodnotu, sme porovnali Standardnou
metddou (Studentov test) a korelaciu cut-off hodnét

negativity pri oboch metédach sme hodnotili metédou
Blanda a Altmana s urcenim miery zhody, ktorou je
vnutrotriedny korela¢ny koeficient (intraclass corre-
lation coefficient). Diagnosticku vykonnost metddy
BU vzhladom na referenc¢nt NBU sme overili analy-
zou ROC krivky (Receiver Operating Characteristic)
pri vybranych cut-off bodoch, s uvedenim senzitivity
a Specificity. Stupeni zhody uvadzame ako mieru zho-
dy Cohenovo kappa, stupen vSeobecnej nezhody sme
testovali Maxwellovym chi-kvadrat testom a asymetriu
nezhodnych kategérii McNemarovym testom.

VYSLEDKY

V celom subore 77 pacientov sme retrospektivne
vyhodnotili celkom 580 vySetreni inhibitora, z nich
530 vySetreni tvorilo paralelné vysSetrenie 265 vzoriek
klasickou Bethesda metédou a Nijmegen modifika-
ciou. Vo vzorkach vySetrenych BM bol titer inhibitorov
0,8 + 1,55 BU/ml (rozptyl 0,0-19,0 BU/ml) a pri vySe-
treni NM bol titer 0,7 + 1,58 NBU/ml (0,0-20,3 NBU/
ml). Rozptyl zistenych hodnét nadm umoznil porovnat
obidve met6dy pri rdznych titroch inhibitorov. Tabulka
1uvadza priemerné hodnoty zistené BM a paralelnym
vySetrenim NM vo vopred zvolenych pasmach titrov
medzi 0,0-4,0 BU/ml. V pasme medzi 0,5-1,0 BU/ml
boli priemerné hodnoty titrov inhibitorov zistenych
NM signifikantne nizSie ako pri BM.

Na porovnanie zhody oboch metéd sme pouzili
analyzu podla Blanda a Altmana. Tabulka 2 uvadza
priemerné hodnoty a 95% hranice zhody sledovanych
titrov stanovenych Nijmegen metédou oproti BM. Pri
referen¢nej hranici negativity inhibitora 0,5 NBU/

Tab. 1. Priemerné hodnoty titrov inhibitora (+ SD) pri vySetreni Bethesda metddou v ur¢enom rozpéti titrov v intervale medzi 0,0-3,0 BU/ml a
vysledky paralelného vySetrenia vzoriek Nijmegen metddou

Rozpdtie titra inhibitora Pocet vySetreni Bethesda met6da (BU/ml) Nijmegen metéda (NBU/

Bethesda metédy BU/ml x£SD ml) x£SD
0,0-0,3 109 0,13+ 0,09 0,15+ 0,14 0,67
0,31-0,4 25 0,36 £ 0,03 0,37+ 0,19 0,88
0,41-0,5 14 0,48 + 0,03 0,45+ 0,21 0,63
0,51-0,6 10 0,54 £ 0,02 0,38+ 0,1 < 0,001
0,61-0,7 12 0,63 +0,04 0,49+ 0,12 <0,05
0,71-0,8 23 0,73+ 0,04 0,32+ 0,27 < 0,001
0,81-0,9 13 0,85+0,03 0,34 + 0,30 < 0,001
0,91-1,0 10 0,97 + 0,03 0,62 + 0,45 <0,05
11-2,0 19 12+0,32 1,00 + 0,59 0,07
2,1-3,0 10 2,6+0,42 2,24 +0,39 0,06
31-4,0 9 375+0,28 3,48 £ 0,68 03

BU/ml = Bethesda jednotky/ml

NBU/mI= Nijmegen Bethesda jednotky/ml
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Tab. 2. Bland-Altmanova metdda hodnotenia zhody vysledkov inhibitorov vysetrenych Nijmegen metddou pri réznych hraniciach sledovanych
titrov inhibitora do Urovne 1,0 BU/ml zistenej Bethesda metddou

Horna hranica inhibitora Priemerna zhoda s titrom 95% hranice zhody Vnutrotriedny korelacny
v Bethesda met6de BU/ml zistenym Nijmegen metédou (limits of ageement) koeficent (ICC)

0,5 - 0,010 (-0,288) - 0,268 0,617

0,7 0,023 (-0,346) - 0,393 0,638

08 0,058 (-0,386) - 0,504 0,547

1,0 0,088 (-0,429) - 0,606 0,501

BU/ml = Bethesda jednotky/ml

Rosdiely priemeroy + 855 limit shody V stibore 1 (120 vySetreni) bol pri negativnom titri

075 inhibitora IVR 109 + 19,4 % (60-160 %) a IR 2,2 + 0,7

°. (1,4-3,5) %/11U/kg. U 15 pacientov s ITT a negativnym

050 | o o, alebo redukovanym titrom inhibitora < 0,8 NBU/ml

N _ sme 72 vySetreni farmakodynamiky hodnotili v troch

e © o kategoriach podla aktualneho titra inhibitora v ¢ase

5 My s &7 Lo vySetrenia. Priemerné hodnoty IVR a IR vo vSetkych
i & uﬁ’& :g ®% o o0 °D ° o trgch skuplna.ch' s1c.e .splnah kr}E?.rla l<ornplet1:1e] re-
2 om tW misie, ale 1’3011. mgﬁm}ﬁkantne }'11251e akou pacvlen'qu
3 of &%, ° ‘;° . % ° 0% bez anamnézy inhibitora. Obrazky 3 a 4 demonsStruja,
@ sl 2 o e o, T ° Ze u pacientov po ITT boli v 8 z 37 (22 %) vySetreni
oo o vykonanych pri negativnych titroch inhibiora hod-

e noty IVR a IR nizsie ako o¢akavané. Paradoxne, z 35

R 03 06 0a vySetreni farmakodynamiky vykonanych pri titroch
Priemer ((BU+MBU) / 2) inhibitorov 0,55-0,8 NBU/ml bol az v 22 pripadoch

Obr. 1. Bland-Altmanov graf
RozloZenie vysledkov okolo hodnoty priemernej zhody pre titer
inhibitora do 0,7 BU/ml.

ml Nijmegen metddy sa potvrdila dobra priemerna
zhoda [0,023; (-0,346)-0,393] a si¢asne pomerne silna
vnutrotriedna koreldcia s hrani¢nym titrom 0,7 BU
(0,638) Bethesda metédy. V pripade dichotomizacie
hrani¢nych hodnét negativity inhibitora sa dosahuje
najvyssia zhoda medzi 0,7 BU/mla 0,5 NBU/ml (77,1 %).
Podla Cohenovho kappa korelacného koeficientu je
vo vysledkoch stredne silnad korelacia (p < 0,0001,
95 % CI 0,352-0,591), pricom nezhoda vyhodnotena
McNemarovym testom bola nevyznamna. Grafické
vyjadrenie dobrej priemernej zhody cut-off 0,5 NBU/ml
a 0,7 BU/ml demonstruje Bland-Altmanov graf (obr. 1). 3
ROC krivka (Receiver operating characteristic) svojim 0,00 ¥ : ,
umiestenim a velkostou plochy pod krivkou (AUC) 87,7 % 0.00 0.25 s :i?ﬁdw 0.75 1.00
(95% CI 83,6-91,8 %) vypovedd o dobrej diagnostickej © BU +ve), B {-ve)
vykonnosti klasifikovania inhibitora Bethesda meté-
dou pri cut-off 0,7 BU/ml, ak za referen¢nt povazujeme  gp, 2. ROC krivka
Nijmegen metddu s cut-off 0 ,5 NBU/ml (obr. 2). Krivka ROC (Revceiver_ oper_atjng characteristic) vyjadrujt]ca §pecifi§itu
Kiinicky vyznam hraniénjch a nizkych titrov 257l wiehend phitores et metcdos soreyen
inhibitora do 0,8 NBU/ml sme hodnotili pomocou vy-  (AUC)je 877 %.
Setrenia farmakodynamickych ukazovatelov (tab. 3).

Sensitivity
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Tab. 3. Parametre farmakodynamiky FVIII u 60 pacientov bez anamnézy inhibitora a u 15 pacientov s anamnézou inhibitora a ITT po dosiahnuti

negativity inhibitora alebo redukcie titra = 0,8 NBU/ml

Parameter Pacienti bez anamnézy

inhibitora (n = 60)

<0,5NBU/ml

Pacienti s anamnézou inhibitora a titrom inhibitora < 0,8 NBU/ml pocas/po

ukonceni ITT (n =15)

0,5 NBU/mlI > 0,5-0,8 NBU/ml

Pocet vysetreni 120 9 35
Titer inhibitora (NBU/ml) 02 +0,15 03+03 0,5+0,01 0,6+0,08
In vivo recovery (%) 109+194 89,2 +29,4* 97,7+ 51,0 76,5 £ 27,1
Incremental response 22+0,7 1,83+ 0,57* 1,8+10 1,48 + 0,54
(%/11U/kQ)

**N = pocet vydetreni; hodnoty vyjadrené priemerom +SD
*p < 0,05 - oproti pacientom bez anamnézy inhibitora

**p < 0,05 - oproti pacientom bez anamnézy inhibitora a pacientom po ITT s negativnym titrom inhibitora

(63 %) normalny IVR a v 18 (51,4 %) pripadoch normal-
na hodnota IR.

140%

® o o ‘:
1
120% . . * « .. "
1
£ 100% . : L H 5' « % ‘
° °
> Le e e o o
g 80% o o L ‘ =
3 . [ o
_____________ P e
2 0% 1 . : 0_1—.7
5 IR .
= 40% - B
1 L]
20% - -
I
1
0%

QPP N O D P D
ngg"\g-.g{)/b\

O X P L HL SN D
N QY O F o7 (B oV (¥ o gV oF

Titer inhibitora (NBU/mI)

Obr. 3. Hodnoty iv recovery (IVR) FVIII po podani davky 40-50 IU/kg
v stbore 2 pri roznych titroch inhibitora po Uspesnej alebo parcidlne
uspesnej imunotoleranc¢nej lieCbe
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Obr. 4. Hodnoty vzostupu aktivity FVIII (,incremental response®)
po podani davky 40-50 IU/kg u pacientov s anamnézou inhibitora
pri rdznych titroch inhibitora po Uspesnej alebo parcidlne Uspesnej
imunotolerancnej lie¢be

Kompletné vysSetrenie farmakokinetiky sme vy-
konali u 20 pacientov s negativnou anamnézou inhi-
bitora a u 13 pacientov s ITT po dosiahnuti negativity
inhbitora a IVR > 66 %, na potvrdenie uspechu ITT
pomocou stanovenia T1/2. Napriek predpokladanej
remisii boli u pacietov s ITT signifikantné rozdiely vo
vSetkych hodnotenych parametroch farmakokinetiky
aj farmakodynamiky oproti pacientom bez anamnézy
inhibitora (tab. 4). PoZzadovani hodnotu T1/2 > 6 hod.
sme zistili v 21z 26 (81 %) vySetreni farmakokinetiky, ale
pri komplexnom hodnoteni vSetkych troch parametrov
uspechu ITT splfialo kritérid kompletnej remisie 15/26
(58 %) vySetreni, parcidlnu remisiu sme potvrdili v 7
vySetreniach (27 %), v 4 vySetreniach sa znovu objavila
prechodna hranic¢na pozitivita inhibitora (0,55-0,7
NBU/ml), ktora zatial vylucovala kompletny tspech
ITT. Ako ukazuje obrazok 5, hodnota T1/2 nekorelova-
la vzdy s aktualnym titrom inhibitora, v 4 pripadoch
bol T1/2 skrateny aj pri negativnom titri inhibitora,
anaopak v 2 zo 4 pripadov hranicnej pozitivity inhibi-
tora bol T1/2 v norme (12,8 a 15,4 hod.). AZ 11/26 (42 %)
vySetreni farmakokinetiky sme zaznamenali zvyseny
Kklirens FVIII nad 6,5 ml/kg/h, a to aj v 4 pripadoch,
ktoré spiniali kritérid tspechu ITT.

DISKUSIA

Pritomnost inhibitora, ktory vedie k netc¢innosti
lie¢by hemofilie, predstavuje zavaznu komplikaciu
lie¢by hemofilie. Od spolahlivej identifikacie inhibi-
tora a jeho kvantitativneho stanovenia zavisi dalsia
stratégia liec¢by pacientov. Inhibitory postihuji naj-
CastejSie malé deti vo veku do 2-3 rokov, kedZe k ich
vzniku dochadza v priebehu prvych 30-50 expozi¢nych
dni s medidnom 15 ED [16]. Medzinarodné Standardy
pre liecbu hemofilie odporicaju pravidelné vySetrenie
inhibitorov po kazdom 3.-5. ED az do prvych 20 davok
FVIII, neskor po kazdom 10. ED do prvych 50 dni sub-
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Tab. 4. Vysledky vysetrenia farmakodynamiky a farmakokinetiky u 20 pacientov bez anamnézy inhibitora a u 13 pacientov po ITT
s predpokladanym uspechom liecby

178

Parameter Pacienti bez anamnézy Pacienti s anamnézou inhibitora
inhibitora n =20 po ITTn=13
Pocet vysetreni 20 26
Titer inhibitora Bethesda metodou (BU/ml) 0,4 £ 0,15 (0,0-0,7) 0,5+ 0,15 (0,0-0,7) NS
Titer inhibitora Nijmegen metédou (NBU/ml) 0,2+ 0,11 (0,0-0,6) 0,40 + 0,2 (0-0,7) NS
|. v. recovery (%) 105 + 20 (70-140) 81+ 28 (44-136) <0,05
Vzostup FVIII (%/11U/ka) 22+0,7 (1,4-35) 1,58 £ 0,54 (0,72-2,8) <0,05
Clearance (ml/kg/h) 3,7+12(2,6-6,5) 6,48 £ 2,24 (2,9-11,9) <0,05
T1/2 (h) 11,5 +1,8 (8,2-16,2) 814 + 3,61 (2,86-16,4) <0,05
Hodnoty uvedené ako x + SD (rozptyl)
NS = rozdiel nesignifikantny
stitu¢nej liecby a po kazdom 20. ED az do 75-100 ED
[2, 3, 5, 17]. Pri klasickej Bethesda metdde vySetrenia = 18 R
inhibitora nastava zmena pH v priebehu inkubdacie E 16 . N +
vySetrovanej zmesi, ktora spésobuje falo$nu pozitivitu @ :: -
testu pri nizkych titroch inhibitora [8]. Aj my sme 5 ©
s s . S o . o *
pri tejto metdde potvrdili zmenu pH vo vySetrovanej 2 8 . b &
zmesi zo 7,6 na 8,5, pricom v kontrolnej zmesi bol 2 6 L _'_ * e 2 o 3_ e
posun pH minimdlny zo7,6 na7,8 [11]. Ztohtodévodu | § L, | o .
na sledovanie nizkych titrov inhibitorov pouzivame a ) +
Nijmegen modifikaciu testu s kontrolnou plazmou o
s adjustovanym pH 7,4 [7]. Aj pri modifikovanej met6- o8 oM A o3 (75 0020 b 1B o (B0 0P ol
de je vSak znadma pomerne vysoka inter-, ale aj intra- . .
laboratérna variabilita vysledkov. Okrem nepresnosti Inhibitor (Nijmegen BUimi)

pri praci (nedodrZanie teploty, dIZky inkubacie) méZu
byt rozdiely spésobené aj dalsimi faktormi. Jednou
z pri¢in je typ inhibitora (aloprotilatka/autoprotilat-
ka), ktory urcuje jeho spravanie sa vo vySetrovanej
zmesi (kinetika I. alebo II. typu). Pri¢cinou moze byt
aj rozna kvalita komercnej FVIII deficitnej plazmy
a obsah von Willebrandovho faktora (VWE), ktory
stabilizuje FVIII. Absencia vWF méZe sposobit falosné
zvySenie titra inhibitora az o 20-30 % [18]. Vysledok
mozu ovplyvriovat aj stopy FVIII v deficitnej plazme,
kontamindcia protilatkami proti FVIII vimunodeple-
tovanej plazme alebo kontaminacia defektnej plazmy
aktivovanym faktorom V (pat) pri chemickej deplécii
FVIII. V neposlednom rade méZze vysledok ovplyvnit
aj pritomnost protilatok lupus antikoagulant [19, 20].
Otvorenou ostava aj otazka hranice pozitivity inhibi-
tora. V literatiire sa udava rézna hodnota cut-off pri
Kklasickej Bethesda metdde aj pri Nijmegen modifikacii
2, 3, 6, 8, 21, 22]. Giles et al. uvadzaja 0,5 BU/ml ako
hodnotu mimo tzv. ,Sedej zény“ Bethesda metddy,
s najmensim podielom faloSne pozitivnych vysledkov
[23]. Nejednotnost kritérii pre pozitivitu inhibitorov je
aj jednou z pri¢in znacnej variability vysledkov §tidii
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Obr. 5. Biologicky poléas (T1/2) a aktualny titer inhibitora FVIII v ¢ase
vySetrenia farmakokinetiky u 13 pacientov po imunotoleran¢nej liecbe
(n = 26 vysetreni)

zameranych na sledovanie kumulativnej incidencie
inhibitorov u pacientov s hemofiliou [21, 22, 24-26].
Analyzou paralelného vySetrenia 265 vzoriek
Bethesda aj Nijmegen metédou sme potvrdili, Ze vin-
tervale titrov inhibitora 0,51-1,0 BU/ml st priemerné
hodnoty vysledkov ziskanych Nijmegen metddou sig-
nifikantne nizsie (vid tab. 1) ako priemerné hodnoty
pri BM, pricom az do urovne 0,8 BU/ml pri Bethesda
metdde nedosahovali paralelné titre Nijmegen met6-
dy cut-off pre pozitivitu inhibitora. V intervale medzi
1,0-2,0 BU/ml uz rozdiely titrov neboli Statisticky vy-
znamné, Statistickymi metédami sme potvrdili dobra
korelaciu cut-off hodnoty 0,7 BU/ml a 0,5 NBU/ml ako
hranice negativity inhibitora (vid tab. 2a obr. 5). Nase
pozorovania st v zhode s vysledkami §tidie porovna-
vajucej titer inhibitora u 588 pacientov s negativnou
a 122 pacientov s pozitivnou anamnézou inhibitora,
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ktora stanovila za cut-off hodnotu pre pozitivitu in-
hibitora titer nad 0,5 NBU/ml [28]. Na zaklade nasSich
pozorovani, sihlasne s odporucenim subkomisie ISTH
pre testovanie inhibitora [23] povazujeme Nijmegen
modifikaciu za preferovand metédu skriningu a vySe-
trenia nizkych titrov inibitorov.

V literatiire chybaji relevantné Studie, ktoré by
sledovali, ¢i stanovené hodnoty pre negativitu inibi-
tora nemaju vplyv na terapeuticki odpoved, pripadne
aky je vplyv hrani¢nych a nizkych titrov inhibitora na
farmakodynamiku a kinetiku FVIII najma u pacientov
s inhibitormi, ktori po ITT dosiahli kompletnu alebo
parcidlnu remisiu [10, 27]. Klinicky vyznam hrani¢nych
titrov inhibitora sme sledovali na zadklade hodnotenia
farmakodynamiky a farmakokinetiky FVIII. Porovnanie
parametrov farmakodynamiky, t.j. odpovede na poda-
nua davku FVIII u pacientov s negativnou anamnézou
inhibitora (120 vySetreni) a u pacientov parcidlnym
alebo kompletnym tispechom ITT (72 vySetreni) ukazalo
signifikantne vyssie hodnoty IVR a IR u pacientov bez
anamnézy inhibitora. NajnizSie hodnoty IVR a IR boli
podla ocakavania pri hrani¢nych a nizkych titroch inhi-
bitora. Pozorovali sme vSak aj paradoxné vysledky, t.j.
nizke hodnoty IVR a IR pri negativnom titri inhibitora
anaopak, napriek hrani¢nej pozitivite inhibitora casty
nalez normalnych hodnét IVR (63 % vySetreni ) aj IR
(v 51,4 % vySetreni). Tieto vysledky potvrdzuju znacné
individualne rozdiely pri dosahovani laboratérnych
kritérii efektivnej ITT [29, 30].

VySetrenie farmakokinetiky sme vykonali u 13 pa-
cientov s predpokladanou kompletnou remisiou po ITT
s cielom potvrdit normalnu hodnotu T1/2, ako posled-
ného kritéria tspeSnej ITT. Na rozdiel od kontrolnej
skupiny 20 pacientov bez anamnézy inhibitora sme
u pacientov po ITT napriek predpokladanej remisii
pozorovali znacnu variabilitu vysledkov, ¢asto bez kore-
lacie s negativnym alebo hrani¢nym titrom inhibitora.
Hodnota cut-off pre negativitu inhibitora u pacientov
sITT neodraza vzdy jeho skuto¢ny klinicky vyznam [29].
V stillade s literatiirou sme potvrdili, Ze kritérid tspechu
ITT sa nedosiahnu sti¢asne vo vSetkych parametroch
a moézZu znacne varirovat [9, 27, 29, 30]. Nie je jasné,
preco aj napriek potvrdenej absencii inhibitora u ¢asti
pacientov pomerne dlho pretrvava patologicky vysledok
IVR alebo velmi kratky biologicky polcas a naopak,
preco maju niektori pacienti normalny T1/2 alebo IVR
aj napriek hranicnej pozitivite inhibitora. Za ddlezi-
té mozno povazovat naSe pozorovanie, Ze azZ v 11 z 26
(42 %) vySetreni farmakokinetiky bol zvySeny klirens
FVIII, a to aj v 8 pripadoch s negativnym titrom inhibi-
tora a v 6 pripadoch normalneho vysledku biologického
polcasu. Plauzibilnym sa javi vysvetlenie o perzisten-

cii nedetegovatelného inhibibitora, ktory urychluje
Klirens FVIIIL. V priebehu ITT v rAmci zmeny imunolo-
gickej odpovede by mohlo déjst aj k zmene vlastnosti
p6vodného inhibitora s jeho niZSou detegovatelnostou
klasickymi metédami. Dardikh et al. [27] zistili, Ze
nizke titre inhibitora, nedetegovatelné Nijmegen me-
tédou mézu skracovat T1/2 u pacientov po ITT. Naopak,
Mondorf et al. [9] vylucuji mozZnost, Ze nedostatocna
in vivo recovery u pacientov bez inhibitora je spdsobena
protilatkami proti FVIII nedetegovatelnymi Bethesda
metddou. U pacientov s hemofiliou mézZu byt okrem
inhibitorov pritomné aj neinhibi¢ne pdsobiace proti-
latky, ktoré sa viazu na nefunkcné epitopy molekuly
s tvorbou imunokomplexov odstrafiovanych z cirku-
lacie mononukledrnym fagocytujicim systémom. Aj
tieto protilatky mdzu urychlovat klirens a pripadne
skracovat biologicky polcas FVIII a tym zniZovat
ucinnost substituc¢nej liecby. Tieto protilatky nie st
detekovatelné funkénymi ale len imunoprecipitaénymi
a ELISA metédami [9, 10].

Na zaklade nasich pozorovani sa domnievame, ze
pri posudzovani definitivneho tspechu ITT je okrem
Standardnych kritérii, ako st negativita inhibitora, in
vivo recovery a biologicky pol¢as FVIII, vhodné zohladnit
aj dalsie farmakokinetické ukazovatele. Komplexné vy-
Setrenie umozni lepSie rozhodovanie o intenzite a dlZke
trvania ITT, inymi slovami, méZe predist neadekvatnej
redukcii davok FVIII alebo pred¢asnému ukonceniu
ITT. Po dosiahnuti ispechu ITT pre potreby beznej
profylaxie alebo lie¢by bezného krvacania postacuje
monitorovanie farmakodynamiky FVIIIL. Ak je potrebna
dlhodobejsia normalizacia hemostazy alebo operacia,
okrem vySetrenia inhibitora a farmakodynamiky vyko-
navame u tychto pacientov vZdy aj komplexné vySetre-
nie farmakokinetiky a pri volbe optimalneho spésobu
substitucnej liecby zohladnujeme aktualne vysledky
T1/2 ale aj Kklirensu FVIII. Pri bolusovej substitucnej
liecbe tieto hodnoty umoznuju individualizované dav-
kovanie a volbu optimalneho intervalu podavania FVIII.
Pri zrychlenom klirense FVIII volime kontinualnu in-
flziu FVIII s adjustaciou udrziavajicej davky podla
aktualnych hodndt klirensu FVIII [31].

Limitovany pocet naSich pozorovani zatial nedo-
voluje urobit jednoznacné zavery, ¢i izolovany pozitiv-
ny nalez hrani¢ného titra inhibitora alebo niektorého
z ukazovatelov farmakodynamiky alebo farmakoki-
netiky bez korelacie s ostatnymi parametrami moze
u pacientov po ITT signalizovat len prechodny tispech
ITT, pripadne pravdepodobnost relapsu inhibitora alebo
svedcit pre rezidualnu aktivitu imunologického systé-
mu s tvorbou Standardnymi metédami nedetegovatel-
ného inhibitora.
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ZAVER

Nase pozorovania potvrdzujd, ze Nijmegen metdda
vySetrenia inhibitorov zlepsSuje Specificitu vySetrenia
a pomaha vylicit faloSni pozitivitu vysledkov Bethesda
met6dy najma v rozpati titrov 0,5-0,9 BU/ml. Hodnotenie
530 vySetreni (265 paralelnych vySetreni) potvrdilo dobri
korelaciu hodnoét cut-off pre pozitivitu inhibitora nad
0,7 BU/ml a 0,5 NBU/ml, preto odporucame pouzivat
Nijmegen metédu ako referencnt. Sledovanie klinického
vyznamu hrani¢nych a nizkych titrov inhibitorov medzi
0,55-0,8 NBU/ml u pacientov s anamnézou inhibitorov
po ITT neukazalo jednoznacnu korelaciu s farmakody-
namickymi a farmakokinetickymi ukazovatelmi. Aj pri
nizkom titri inhibitora mézu mat pacienti normalny iv
recovery, odpoved na podany FVIII a biologicky polcas
FVIII a naopak, maly pocet pacientov vykazuje subnor-
malne vysledky uvedenych ukazovatelov napriek nega-
tivite inhibitora. Tieto pozorovania vyvolavaju potrebu
dalsieho sledovania a citlivejsich vySetrovacich metéd,
ktoré by pomohli lepsie definovat efekt a najma klinicky
vyznam hranic¢nych titrov inhibitorov.
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