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Stanoveni aktivity faktoru VIII u pacienti
s téZkou hemofilii A 1écenych koncentraty
s prodlouzenym biologickym polocasem -
porovnani vysledka vybranych metod

Measuring factor VIII activity in patients with severe haemophilia
A treated with extended half-life concentrates - comparison of
selected assay results
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SOUHRN: Uvod: Adekvatni substitu¢ni lé¢ba hemofilie zahrnuje monitorovani aktivity FVIII (FVIII:C), které Ize provadét bud jednofazovou
koagula¢ni metodou (one-stage clotting assay — OSA), nebo metodou s chromogennimi substraty (chromogenic substrate assay — CSA). S prichodem
koncentrata FVIII s prodlouzenym biologickym polocasem se vsak prohlubuje problém diskrepanci mezi metodami z ddivodu Upravy molekuly FVIII.
Cil: Hodnoceni miry diskrepance vysledkd FVII:C OSA a CSA u pacientl [é¢enych koncentraty FVIII s prodlouzenym polo¢asem. Metody: Stanoveni
FVIII:C ve vzorcich pacientl 1é¢enych koncentraty efmoroctocog alfa, rurioctocog alfa pegol, turoctocog alfa pegol a damoctocog alfa pegol pomoci
OSA s reagenciemi Cephascreen® (Diagnostica Stago) a Pathromtin® SL (Siemens Healthineers) a CSA BIOPHEN™ FVIII:C (Hyphen BioMed). Vysledky:
Vysledky obou metod dobfe korelovaly u efmoroctocog alfa, rozdily byly do 21 %. U rurioctocog alfa pegol byla FVIII:C v rozsahu cca 15-200 %
metodou OSA s obéma reagenciemi lehce nizsi (primérné o 11, resp. o 18 %), zatimco vysledky FVIII:C < 10 % byly naopak dle OSA vyssi v priméru
054 % s Cephascreen®aaz o 75 % s Pathromtin® SL. Vysledky turoctocog alfa pegol byly metodou OSA nizsi nez CSA, pro rozsah 15-200 % prdmérné
0 36, resp. 25 %, pticemz pro nizsi hladiny FVIII:C byly nejednoznacné, s odchylenim obéma sméry. Vysledky damoctocog alfa pegol byly metodou
OSA jen mirné vyssi (Cephascreen® prdmérné o 18 %) pro hladiny FVIII:.C > 10 %, ale vyrazné vyssi nez CSA u FVIII:C < 10 % (prdmérné o 91 %
s reagencii Cephascreen® a o 100 % u Pathromtin® SL). Zavér: Na zdkladé naseho pozorovani vysledky FVIII:C metodou OSA excelentné koreluji
s reagenciemi Cephascreen® a Pathromtin® SL s CSA Hyphen u pacient( lé¢enych koncentratem efmoroctocog alfa. Z ostatnich koncentratd koreluji
excelentné pouze vysledky rurioctocog alfa pegol (jen Cephascreen®) a damoctocog alfa pegol, a to pouze FVII:C > 10 %.

KLICOVA SLOVA: hemofilie A — aktivita FVIIl - EHL koncentraty

SUMMARY: Introduction: Optimal substitutional treatment includes measuring FVIII activity (FVIII:C) using the one-stage clotting assay (OSA)
or chromogenic substrate assay (CSA). However, with the advent of FVIIl concentrates with an extended half-life, discrepancies between methods
have increased due to modifications of the FVIIl molecule. Aim: Evaluation of OSA and CSA discrepancy in patients treated with extended half-
-life FVIII concentrates. Method: FVIII:C measurement by OSA with reagents Cephascreen® (Diagnostica Stago) and Pathromtin® SL (Siemens
Healthineers) and by CSA BIOPHEN™ FVIII:C (Hyphen BioMed) in patients treated with efmoroctocog alfa, rurioctocog alfa pegol, turoctocog
alfa pegol and damoctocog alfa pegol. Results: The results of both methods correlated well for efmoroctocog alfa, the differences being up to
21%. The results of rurioctocog alfa pegol in the range of 15-200% were slightly lower using OSA with both reagents, on average by 11% and
18%, while the results up to 10% were higher using OSA with an average difference of 54% for Cephascreen® and up to 75% for Pathromtin®
SL. The results of turoctocog alfa pegol were lower using OSA in the range of 15-200%, on average by 36% and 25%. The samples with FVIII:C
above 10% of damoctocog alfa pegol were slightly higher using OSA (Cephascreen® by 18%), but samples up to 10% were significantly higher,
with Cephascreen® on average by 91% and by 100% with Pathromtin® SL. Conclusions: OSA Cephascreen® or Pathromtin® SL and CSA Hyphen
correlate excellently in the case of efmoroctocog alfa. Of the other concentrates, the results correlate excellently in the case of rurioctocog alfa
pegol (only Cephascreen®) and damoctocog alfa pegol, and only for FVIII:C > 10%.
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UVOD

Hemofilie A je geneticky podminéné
krvacivé onemocnéni zpUsobené de-
fektem v genu (F8), vedouci ke kvalita-
tivnimu ¢i kvantitativnimu defektu pro-
teinu FVIII. Dle vysledku aktivity FVIII
se déli na lehkou (5-40 %), stfedné téz-
kou (1-5 %) a tézkou (< 1 %) formu. Fy-
ziologicka hladina aktivity FVIII se pohy-
buje v rozsahu 50-150 %. Lé¢ba spociva
v nahrazeni chybéjiciho FVIII bud profy-
lakticky, nebo on-demand pomoci plaz-
matickych (pdFVIll) ¢i rekombinantnich
(rFVIII) koncentrath podavanych intra-
vendzné. Profylakticky je mozné pouzit
i bispecifickou monoklonalni protilatku
emicizumab nebo v ramci studii geno-
vou terapii. V poslednich letech byly vy-
vinuty nové koncentraty s upravenou
molekulou FVIII umoziujici delsi setr-
vani v cirkulaci pacienta (extended half-
-life - EHL). Uprava molekuly zahrnuje
fazi rFVIIl s Fc fragmentem lidského imu-
noglobulinu G1 (IgG), polyethylengly-
kolem (PEG) nebo albuminem. PEGy-
lace prodluzuje biologicky polocas FVIII,
protoZze ho chréni pfed enzymatickou
degradaci, a fuze s Fc casti IgG ¢i albu-
minem chrani FVIIl pfed degradaci lyso-
zomy. Nespornou vyhodou téchto kon-
centradtd je méné castad intravendzni
aplikace, avsak modifikace molekuly
zpUsobuje problémy pfi laboratornim
monitorovani, kdy dochazi k faleSnému
nadhodnoceni nebo podhodnoceni
vysledkd [1-4].

Problematika monitorovani
visi s diskrepanci vysledkd mezi meto-
dami a tyto jsou popsany jak u koncent-
ratl FVIIl o pIné délce, tak s deletovanou
B-doménou, kdy vysledky CSA metody
vychdzeji ve srovnani s OSA vyssi. Roz-
dilné vysledky se objevuji nejen mezi
vyse zminénymi metodami, ale i v rdmci
samotné OSA, coz souvisi s velkou varia-

sou-

cich se v typu pozitého povrchového ak-
tivatoru a obsahu fosfolipidt [5-8].

Jako referen¢ni metoda pro stanoveni
uc¢innosti koncentratl FVIII je Evropskym
Iékopisem stanovena metoda s chromo-
gennimi substraty [6,9]. Dle doporu-

¢eni Scientific and Standardization Co-
mmittee of the International Society on
Thrombosis and Haemostasis (SSC ISTH)
by méli vyrobci své koncentraty testo-
vat proti aktualnimu WHO Mezinarod-
nimu standardu (World Health Organi-
zation International Standard — WHO 1S)
pro koncentraty FVIIl a pouzit jak OSA,
tak CSA a pro stanovovani aktivity FVIII
OSA metodou vyuziti rozdilné APTT rea-
gencie. Co se tyce vysetfovani vzorkl od
pacient(i [é¢enych koncentraty FVIII, tak
dle SSCISTH je optimalni testovat vzorky
proti produkt-specifickému standardu.
Tento postup je vsak pro rutinni labora-
tore obtizné implementovatelny [10].

Metody stanoveni aktivity FVIII
Aktivitu FVIIl Ize vySetfovat v zdsadé
tfemi metodami — jednofazovou koagu-
la¢ni metodou, klasickou dvoufazovou
koagula¢ni metodou a metodou s chro-
mogennimi substraty. V klinickych labo-
ratofich je pro stanoveni FVIII:C nyni nej-
vice vyuzivana jednofazové koagulaéni
metoda, nebot je jednoduchd, rychld
a snadno automatizovatelnd. Dle lite-
ratury je viak pro nizké hodnoty FVIII:C
citlivéjsi metoda s chromogennimi
substraty [11,12].

Jednofazova koagulaéni metoda

Metoda je zalozena na principu aktivo-
vaného parcidlniho tromboplastinového
testu, kdy je k fedéné testované plazmé
pfidana v ekvivalentnim mnozstvi FVIII-
-deficitni plazma a nésledné APTT rea-
gencie obsahujici fosfolipidy a povr-
chovy aktivator. Po pfidani vapenatych
iontd se méfi ¢as do vytvoreni fibrino-
vych vldken, kterd jsou detekovana me-
chanicky nebo opticky dle principu ana-
lyzatoru. FVIII-deficitni plazma musi
obsahovat vsechny ostatni koagulac¢ni
faktory, vyjma FVIII, v normalni aktivité,
tak aby vysledny koagulaéni ¢as zavi-
sel pouze na aktivité FVIIl v testovaném
vzorku. Vysledek FVIII:C v % je odeclten
z kalibra¢ni krivky, kterd je ziskdna mére-
nim rlznych fedéni standardu s presné
udanou aktivitou FVIII [2,12,13]. V zavis-
losti na pouzitém aktivatoru a fosfolipi-
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dech je metoda rlizné citlivd na deficit
koagulacnich faktor(, pfitomnost proti-
latek typu lupus antikoagulans ¢i lé¢bu
heparinem [2,11].

V soucasné dobé maji laboratore k dis-
pozici mnozstvi APTT reagencii liSicich
se v typu povrchového aktivatoru a ob-
sahu fosfolipidd. Bylo prokéazéno, ze
pravé typ aktivatoru ma velky vliv na vy-
sledky FVIII:C pfi substitu¢ni 1é¢bé he-
mofilie, pfedevsim EHL koncentraty.
Jako povrchovy aktivator slouzi kaolin,
kfemicitany, kyselina ellagova nebo po-
lyfenoly. Je tfeba dodat, Zze zaroven exis-
tuji rozdilné aktivétory typu kfemicitan(
(napt. koloidni kifemicitany) a kyseliny
ellagové, coz znamena, Zze ne vsechny
APTT reagencie s obsahem kiemicitant
¢i kyseliny ellagové poskytuji stejné vy-
sledky FVIIL:C [1].

Metoda s chromogennimi
substraty
Metoda s chromogennimi substraty je
zaloZena na podobném principu jako
dvoufazové koagula¢ni metoda. V prv-
nim kroku probiha inkubace testované
plazmy spolu s faktorem IXa (FIXa), trom-
binem, fosfolipidy, vapenatymi ionty
a nadbytkem faktoru X (FX). Béhem in-
kubace dochazi k aktivaci FVIII trombi-
nem a vytvoreni koagula¢né aktivniho
komplexu - vnitini tenazy, ktera akti-
vuje FX na FXa. V druhém kroku pro-
biha hydrolytické stépeni specifického
chromogenniho substratu aktivovanym
FXa za vzniku p-nitroanilinu. Méfena je
absorbance ur¢ité vinové délky. Inten-
zita barvy vzniklého p-nitroanilinu od-
povida aktivovanému FX a tim i aktivité
FVIIl v testovaném vzorku. Aktivita FVIII
v % je odectena z kalibra¢ni krivky, ktera
je ziskana mérenim nékolika redéni stan-
dardu s pfesné udanou aktivitou FVIII.
Komeréné dostupné jsou rlzné dia-
gnostické sety, které se lisi plvodem ob-
sazenych proteinG (humanni nebo bo-
vinni). Vyhodou CSA je, Ze neni citliva na
pre-aktivaci FVIII trombinem a diky vét-
simu fedéni vzorku ani na nespecifické
inhibitory, heparin nebo pfimé ordlni an-
tikoagulancia (DOACs) [1,11,12,14].
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Reagencie na bazi oxidu kiemicitého

Efmoroctocog alfa

Tab.1. Hodnoceni vybranych APTT reagencii pro méreni FVIII:C EHL koncentratt dle literatury.
Hodnoceno jako vhodné, podhodnoceni, nadhodnoceni nebo neznamo.

Rurioctocog alfa pegol

STA® PTT-A vhodné* vhodné # podhodnoceni * podhodnoceni *
Pathromtin® SL vhodné * vhodné # vhodné * vhodné *
SynthASil™ vhodné * vhodné # vhodné # vhodné *
APTT-SP™ Neznamo # Neznamo # podhodnoceni * podhodnoceni *
Triniclot™ Auto vhodné # vhodné # podhodnoceni * neznamo #
Triniclot™ HS vhodné # vhodné # podhodnoceni * neznamo #
Reagencie na bazi kyseliny elagové

Actin® FS vhodné * vhodné # vhodné * nadhodnoceni *
Actin® FSL vhodné * vhodné # vhodné # vhodné *
SynthAFax™ neznamo # vhodné # vhodné * vhodné #
Reagencie na bazi kaolinu

CK Prest® vhodné * vhodné # vhodné # nadhodnoceni *
Reagencie na bazi polyfenolii

Cephascreen® vhodné * vhodné # vhodné # vhodné #

* dle Jeanpierre et al. (2020) a Gray et al. (2020) [5,6]; #dle Young et al. (2019) a Pruthi et al. (2016) [1,3]

Turoctocog alfa pegol

Damoctocog alfa pegol

Diskrepance vysledk( a doporuceni
pro monitorovani EHL

Diskrepance vysledkl FVII:C mezi me-
todami jsou popisovany jak pro kon-
centraty rFVIIl o pIné délce, tak s deleto-
vanou B-doménou. Literatura uvadi, ze
vysledky FVIII:C CSA metody jsou vyssi
ve srovnani s OSA, klinicky vsak tato
diskrepance neni u koncentratl o plné
délce vyznamna, nebot se pohybuje
do 20 %. Vyznamné rozdily jsou u rFVIII
s deletovanou B-doménou, kdy vysledky
OSA jsou nizsi oproti CSA s rozdilem
20-50 %. Uvadi se, Ze nejen koncentraty
s deletovanou B-doménou, ale i takové,
které maji B-doménu zkracenou, vedou
k diskrepancim [1,5-7,11]. Dle Peyvandi
etal. (2016) se tento problém tolik ne-
tykad plazmatickych derivatd FVIII. Napf.
pro Fanhdi® (Grifols) se v literatufe uvadi
pomér CSA/OSA 0,97-1,11[11].

Jak jiz bylo zminéno vyse, nejvice pro-
blematické je monitorovani modifiko-
vanych rekombinantnich koncentratd.
Klinicky vyznamné diskrepance jsou po-
psané pro PEGylované rFVIIl koncentraty
turoctocog alfa pegol a damoctocog alfa
pegol, zplsobené pravdépodobné in-

terakci s kiemicitany obsazenymiv APTT
reagencii, kterd vede k hor$imu zpfi-
stupnéni pegylovaného rFVIIl pro sté-
peni trombinem a tim k podhodnoceni
vysledkd OSA metody. Zda se, Ze PEGy-
lované koncentraty je mozné monitoro-
vat pomoci OSA s kyselinou ellagovou
¢i polyfenoly. Naproti tomu u koncen-
tratu rurioctocog alfa pegol, ktery je
rovnéz PEGylovany, ale s molekulou rF-
VIIl o plné délce, jednoznacné diskre-
pance popsany nebyly, ale zaroven se
uvadi, Ze je nezbytné provést dalsi testo-
vani [1,5-7,11]. Vhodnost pouziti vybra-
nych APTT reagencii pro monitorovani
jednotlivych EHL koncentrdt shrnuje
tab. 1.

Efmoroctocog alfa (rFVIIIFc; Elocta®)
Rekombinantni molekula FVIII zkracena
0 B-doménu navdzand na Fc doménu
lidského IgG1. Dle Souhrnu udajd o pfi-
pravku (Summary of Product Characteri-
stics — SPC) Ize monitorovani provadét
jak OSA, tak CSA. U OSA je vsak nutno
brét zfetel na to, ze vysledky mohou byt
ovlivnény typem APTT reagencie a re-
feren¢nim standardem [15]. Podle né-

kolika studii jsou vysledky FVIII:C CSA
metody vy3si ve srovnani s OSA [3,16].
Svétova hemofilicka federace (World Fe-
deration of Hemophilia — WFH) doporu-
¢uje k monitorovani pacientll metodu
OSA nebo CSA s kalibraci pomoci plaz-
matického standardu s navaznosti na
WHO IS [13].

Rurioctocog alfa pegol (Adynovi®)

Pegylovand rekombinantni molekula
FVIII o pIné délce. Jednd se vlastné o oc-
tocog alfa s navazanym 20 kDa poly-
ethylenglykolem. V EU/UK je doporu-
¢eno ucinnost koncentratu stanovovat
CSA metodou. Dle SPC neni doporu-
¢ena konkrétni metoda k monitorovani
této lé¢by a lze pouzit jak OSA, tak
CSA [17]. Dle studie Bulla etal. (2017)
vysledky vzorkG FVIII deficitni plazmy
obohacené o pfesné mnozstvi ruriocto-
cog alfa pegol (30-80 %) jsou nadhod-
noceny OSA metodou o 28-32 % a CSA
0 69-82 %. Nadhodnoceni vysledkt bylo
navic vyraznéjsi u nizkych hladin. Odpo-
vidajicich vysledkd bylo dosazeno pfi
kalibraci pomoci produkt-specifického
standardu [5]. V terénni studii Turecek
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et al (2016), ve které byly testovany rov-
néz vzorky FVIII deficitni plazmy obsa-
hujici definované koncentrace ruriocto-
cog alfa pegol (5 %, 20 % a 80 %), vsak
takto vyrazné nadhodnoceni publiko-
vané nebylo. Vysledky prdmérného re-
covery OSA a CSA metody napfi¢ viemi
koncentracemi byly 113 % a 114 % [18].
Young et al. (2019) ve své praci zminuji,
Ze reagencie obsahujici kfemicitany
vedou k niz8im hladindm FVIII:C nez rea-
gencie s kyselinou ellagovou nebo poly-
fenoly [1]. Vysledky dal3ich praci vyrazné
diskrepance nepotvrdily. Z dlvodu pro-
tichadnych vysledkd uvedenych v sou-
¢asné literatufe WFH nevydala konkrétni
doporuceni pro monitorovani [écby
timto koncentratem [13].

Turoctocog alfa pegol (Esperoct®)
Turoctocog alfa pegol je rekombinantni
molekula FVIII se zkrdcenou B-domé-
nou a navazanou molekulou polyethy-
lenglykolu o molekulové hmotnosti
40 kDa. Dle SPC nejsou k monitoro-
vani lé¢by vhodné reagencie na bazi
oxidu kifemicitého, protoze zpUsobuji
podhodnoceni. Aktivator na bazi oxidu
kiemicitého totiz zpUsobuje zpoma-
leni aktivace molekuly turoctocog alfa
pegol trombinem ve srovnani s nativ-
nim FVIII. WFH doporucuje stejné rea-
gencie/metody jako UHKCDO a BIMHO
(tab. 1) [1,5-7,11,13,19,20].

Damoctocog alfa pegol (Jivi®)

Jednd se o rekombinantni FVIII s deleto-
vanou B-doménou a navdzanym 60 kDa
polyethylenglykolem, pfesnéji s dvéma
30 kDa molekulami polyethylenglykolu.
SPC uvadi, Ze pfesnou aktivitu je mozné
vysetiit CSA nebo OSA metodou se spe-
cifickymi reagenciemi. Reagencie na
bazi oxidu kifemicitého (napt. APTT-SP™
nebo STA® - PTT) mohou podhodno-
tit aktivitu FVIIl, a naopak nékteré rea-
gencie na bazi kaolinu mohou zpUsobit
nadhodnoceni [21,22].

MATERIAL A METODIKA
Ve vzorcich plazmy pacientd, ktefi byli
[éceni koncentraty FVIII s prodlouze-

nou dobou Ucinku - efmoroctocog alfa
(10 pacientu), rurioctocog alfa pegol
(13 pacientl), turoctocog alfa pegol
(5 pacientd) a damoctocog alfa pegol
(7 pacient() —, byla vysetfena aktivita
FVIII dvéma metodami. Vzorky byly vy-
Setfovény v letech 2019-2023 na Oddé-
leni klinické hematologie Fakultni ne-
mocnice Brno v ramci standardni péce
o pacienty s hemofilii. Méfeni probihalo
na pfistroji STA R MAX (Stago, Francie)
metodou s chromogennimi substraty
BIOPHEN™ FVIII:C (HYPHEN BioMed,
Francie) a jednofazovou koagula¢ni me-
todou s vyuzitim dvou APTT reagencii.
Do kvétna roku 2023 byla pro metodu
OSA vyuzivana reagencie Cephascreen®
(Diagnostica Stago, Francie) obsahu-
jici polyfenolicky aktivator a poté, co
byla ukoncena vyroba této reagen-
cie, Pathromtin® SL (Siemens Healthi-
neers, Némecko) obsahujici aktivator
oxid kfemicity. Metody byly kalibrovany
vuci plazmatickému standardu s ndvaz-
nosti na WHO IS. Pro kazdou metodu
byly vytvofeny dvé kalibra¢ni kfivky,
pro nizké a vysoké rozmezi FVIII:C, v roz-
sahu pfiblizné 1,2-25 % a 6-110 % pro
OSA Cephascreen®, v rozsahu priblizné
0,2-15 % a 10-150 % pro OSA Pathrom-
tin® SL a v rozsahu pfiblizné 1,6-25 %
a 10-200 % pro CSA Hyphen.

Pacientdm bylo odebrano standardni
mnozstvi zZilni krve do zkumavek s an-
tikoagula¢nim roztokem citrdtem sod-
nym 0,106 mol/l. Centrifugaci 2 5009
15 min byly ziskdny vzorky citratové
plazmy, které byly Sokové zmrazeny v te-
kutém dusiku pfi =196 °C a skladovany
pfi =80 °C v hlubokomrazicim boxu.

Reliabilita (vzdjemnd shoda) vysledkd
FVIII:C obou metod byla zjisténa pomoci
koeficientu vnitrotfidni korelace ICC (in-
tra-class correlation coefficient — 1CC)
s hladinou vyznamnosti 0,05. U tohoto
testu je nulovou hypotézou predpoklad
nulové hodnoty ICC. P-hodnota vypo-
vida o shodé metod. Pokud je p mensi
nez 0,05, zamitdme nulovou hypotézu,
a jde tak o statisticky vyznamnou kore-
laci metod. Hodnocen byl i samotny vy-
sledek ICC - interpretace dle Koo a Li
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(2016) je nasledujici: ICC mensi nez 0,5:
nizka mira shody; ICC 0,5-0,75: mirna az
stfedni mira shody; ICC 0,75-0,90: vy-
sokd mira shody; ICC vétsi nez 0,90: ex-
celentni mira shody [23]. Vysledky s niz-
kou hodnotou ICC byly vizualizovany
formou Bland-Altmanovych grafli (hod-
noty diference metod vyjadiené v %
proti priimérdm dvojic vysledkd obou
metod). Pro orientacni posouzeni, zda
ve srovnani s CSA, byly spocitany prua-
méry a primérna procentuadlni od-
chylka: [OSA/CSA] x 100 (%). Za akcep-
tovatelnou jsme povazovali diskrepanci
do 25 %.

VYSLEDKY

EFMOROCTOCOG ALFA

OSA Cephascreen®-CSA Hyphen
Celkem bylo vysetieno 65 vzorkd,
32 vzorkd mélo hodnotu FVIII:C v roz-
sahu pfiblizné 10-200 % a 33 vzorku
v rozsahu pfiblizné 1-14 %. Pro vzorky
s FVIII:C 10-200 % je ICC 0,961 (p < 0,001)
a pro 1-14 % ICC 0,922 (p = 0,000677),
coz odpovidd excelentni mife shody.
Porovnanim priimérnych hodnot obou
metod bylo zjisténo, ze vysledky FVIII:C
rozsahu 10-200 % jsou OSA metodou
v praméru o 10 % nizsi ve srovnani s CSA
(prdmérna hodnota OSA je 62 %, me-
dian 56 % a CSA 70 %, median 59 %). Vy-
sledky FVIII:C v rozsahu 1-14 % jsou OSA
metodou naopak v prdméru o 21 % vyssi
nez CSA (priimérna hodnota OSA cini
5,01 %, median 4,06 % a CSA 4,15 %, me-
dian 3,38 %).

OSA Pathromtin® SL-CSA Hyphen
Témito metodami bylo vysSetreno cel-
kem 21 vzorkd; 12 vzork( mélo FVIII:C
v rozsahu 20-120 % a 9 vzorkd v rozsahu
1-10 %. Vysledek ICC pro rozsah FVIII:C
20-120 % je 0,92 (p = 0,00517) a pro
FVIIEC 1-10 % ICC 0,963 (p = 0,00111).
Vysledky ICC odpovidaji rovnéz exce-
lentni mife shody.

Vysledky OSA metody jsou v priiméru
0 15 % niz8i nez CSA v rozsahu FVIII:C
20-120 % (prdmérnd hodnota OSA
65 %, medidn 73 % a CSA 76 %, medidn
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Vysledky FVIII:C obou metod OSA a metody CSA pfi lécbé efmoroctocog alfa
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Pathromtin SL m 92 84 79 71 63 38 34 25 10,7 9,46
| Cephascreen 101 94 81 92 66 54 37 39 23 10,51 10,48
| Hyphen 121 112 103 101 84 63 46 38 20 9,49 10,11

Graf 1. Porovnani vysledk( metod OSA s reagenciemi Pathromtin® SL a Cephascreen® a CSA Hyphen pfi lé¢bé
efmoroctocog alfa. Vysledky CSA metody jsou u vzorki s FVIII:C nizsi nez 38 % lehce vyssi nez metodami OSA.
CSA — metoda s chromogennimi substraty; OSA - jednofazova koagula¢ni metoda

85 %). Vzorky s FVII:C 1-10 % vycha-
zeji naopak v priiméru o 18 % OSA me-
todou vyssi (prdmérna hodnota OSA je
4,53 %, median 3,40 % a CSA 3,84 %, me-
dian 2,68 %).

Graf 1 demonstruje srovnani vysledkd
FVIII:C OSA s reagenciemi Cephascreen®,
Pathromtin® SL a CSA Hyphen, z kterého
vyplyvd, ze v rozsahu pfiblizné 40-100 %
jsou vysledky obou OSA mirné nizsi nez
CSA.

RURIOCTOCOG ALFA PEGOL

OSA Cephascreen®—CSA Hyphen
Celkem bylo vysetieno 55 vzorkd; FVIII:C
27 vzorkl byla v rozsahu pfiblizné
15-200 % a 28 vzork( 1-13 %. Vysledek
ICC pro rozsah 15-200 % dosahuje hod-
noty 0,962 (p < 0,001), ale pro vzorky
sFVIIEC 1-13 % pouze 0,582 (p=0,0177).
Diference nizkych vysledkd jsou znazor-
néné formou Bland-Altmanova grafu
(graf 2).

Vysledky FVIII:C v rozsahu 15-200 %
jsou primérné o 11 % niz$i meto-
dou OSA (primérna hodnota OSA je
68 %, median 66 % a CSA 76 %, me-

didn 79 %), ale vysledky FVIII:C 1-13 %
jsou naopak metodou OSA vyssi, pri-
mérné o 54 % (prdmérna hodnota OSA
je 5,22 %, median 4,96 % a CSA 3,38 %,
median 2,96 %).

Z grafu 2 je patrné, Ze vétsi roz-
dily mezi vysledky mlizeme pozorovat
u FVIII:C 10-13 %. Vysledky pod 10 %
jsou OSA metodou vys$si pouze o 35 %
ve srovnani s CSA.

OSA Pathromtin® SL-CSA Hyphen
Vysetfeno bylo 18 vzorkl, v roz-
sahu FVIII:C 80-150 % 4 vzorky
a 14 vzork( s FVII:C mensi nez 10 %.
Vysledek ICC pro rozsah 80-150 % cini
0,726 (p = 0,0713) a pro FVIII:.C mensi
nez 10 % 0,71 (p = 0,00112). Hodnoty
ICC odpovidaji pouze stiedni shodé.
Vysledky v rozsahu 80-150 % nedosa-
huji statisticky vyznamné korelace prav-
dépodobné z dlivodu malého poctu
pozorovani.

Vysledky v rozsahu 80-150 % jsou
v priméru o 18 % nizsi OSA metodou
(prmér OSA je 95 %, medidn 105 %
a CSA 116 %, median 132 %), vysledky

FVIII:C mensi nez 10 % jsou metodou
OSA v 6 pripadech vys$si, pramérné
0 75 %, zatimco v 8 pripadech jsou
shodné (celkovy prdmér OSA 4,1 %, me-
dian 2,62 a CSA 4,5 %, median 2,94 %).

Z porovnani vysledk( 5 vzorkl s FVIII:C
mensi nez 13 % vysetfenych metodami
OSA Cephascreen® a Pathromtin® SL
jsme navic zjistili, Ze vysledky s reagen-
cii Cephasreen® jsou v priméru o 50 %
vy$si nez u Pathromtin® SL.

TUROCTOCOG ALFA PEGOL
OSA Cephascreen®—CSA Hyphen
Vysetieno bylo celkem 42 vzork, z toho
26 vzorkl s FVIII:C v rozsahu pfiblizné
15-200 % a 16 vzorkd s FVIII:C mensi nez
13 %. Hodnota ICC pro rozsah 15-200 %
¢ini 0,708 (p =0,0395) a pro FVIII:C mensi
nez 13 % 0,869 (p < 0,001). Diference vy-
sledk( FVIII:C 15-200 % jsou znazornéné
formou Bland-Altmanova grafu (graf 3).
Vysledky FVIII:C v rozsahu 15-200 %
jsou metodou OSA v priiméru o 36 %
nizsi ve srovnani s CSA (prlimérna hod-
nota OSA 52 %, medidn 47 % a CSA 81 %,
medidn 77 %). U vysledkd FVII:C mensi
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Graf 2. Bland-Altmantv graf rozdil( FVIII:C (%) a jejich priméra stanovenych OSA Cephascreen® a CSA Hyphen

v rozsahu 1-13 % u koncentratu rurioctocog alfa pegol. Pferusované ¢ary vymezuji 95% interval spolehlivosti a pIna
Cara reprezentuje primérny rozdil. Interval spolehlivosti primérnych hodnot rozdilti obsahuje linii 100% shody
porovnavanych hodnot (nulova linie). Z grafu je patrné, ze vétsi diference se objevuji s vyssi hodnotou FVIII:C (OSA
vysledky jsou az o polovinu vyssi ve srovnani s CSA), u nizSich naopak tak vyrazné rozdily nejsou.

CSA — metoda s chromogennimi substraty; ICC — koeficient vnitrotfidni korelace; OSA - jednofézové koagulacni metoda;

SD - smérodatna odchylka

nez 13 % nelze, dle naseho pozorovani,
jednoznacné urcit, zda jsou hodnoty

OSA Pathromtin® SL-CSA Hyphen
Pro porovnani vysledkd téchto metod
bylo vysSetfeno celkem 12 vzork,
6 vzorkl s FVIII:C v rozsahu 20-170 %
a 6 vzorkd s FVIII:C mensi nez 10 %. Pro
vysledky v rozsahu 20-170 % je hodnota
ICC 0,89 (p = 0,027) a pro FVIII:C mensi
nez 10 % 0,839 (p = 0,00503).

Vysledky OSA metody jsou v rozsahu
20-170 % v prdméru o 25 % nizsi ve
srovnani s CSA (primérna hodnota OSA
63 %, median 55 % a CSA 84 %, median
76 %). Rovnéz vysledky FVIII:C mensi nez
10 % jsou metodou OSA nizsi, primérné
0 19 % (prdmérna hodnota OSA 3,65 %,
median 3,78 % a CSA 4,52 %, median
4,57 %).

DAMOCTOCOG ALFA PEGOL

OSA Cephascreen®-CSA Hyphen
Vysetfeno bylo celkem 34 vzorkd,
16 vzorka s FVIII:C v rozsahu pfiblizné
10-200 % a 18 s FVIII:C mensi nez 10 %.
Hodnota ICC je pro rozsah 10-200 %
0,941 (p = 0,000504) a pro FVIII mensi
nez 10 % pouze 0,523 (p = 0,0943). Di-
ference vysledkd FVII:C mensi nez 10 %
jsou znazornéné formou Bland-Altma-
nova grafu (graf 4).

V prameéru jsou vysledky FVIII:C v roz-
sahu 10-200 % OSA metodou o 18 %
vyssi nez CSA (priimérna hodnota OSA
72 %, median 57 % a CSA 61 %, median
53 %). Vyraznéjsi diskrepance jsme pozo-
rovali u vzorkU s aktivitou FVIIl mensi nez
10 %, vysledky OSA metody jsou vy3$sinez
CSA, a to v priméru o 91 % (primérna
hodnota OSA metody 5,28 %, medidn
3,84 % a CSA 2,77 %, median 2,57 %).
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OSA Pathromtin® SL-CSA Hyphen
Témito metodami bylo vySetfeno pouze
7 vzorkl, 3 vzorky v rozsahu FVIII:C
39-74 % a 4 vzorky s FVIII:C mensi nez
10 %. Vysledek ICC je pro rozsah 39-74 %
0,919 (p=0,0172) a pro FVIII:C mensi nez
10 % pak 0,00 (p = 0,6), coz znamena, ze
mezi metodami neni zadna korelace.
Viysledky v rozsahu 39-74 % dosaho-
valy obéma metodami prakticky stejnych
hodnot, k dispozici byl vsak omezeny
pocet vzork(l, tudiz nelze ucinit jedno-
znacny zavér stran diskrepanci. Vysledky
vzorkd s FVIII:C mensi nez 10 % jsou OSA
metodou v prdméru o 100 % vyssi nez
CSA (prdmérna hodnota OSA 5,27 %, me-
dian 5,42 % a CSA 2,63 %, median 2,76 %).

DISKUZE
Diskrepance vysledkd aktivity FVIII pfi
monitorovani substitu¢ni 1é¢by modi-




Stanoveni aktivity FVIII u 1é¢by EHL koncentréty

Vysledky lé¢by turoctocog alfa pegol ICC=0,708
p =0,0395

20 4444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444 + 1,96SD

0 10,33 %

210 s ' 44444444444 ' 4444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444
< primérny
S B Ts N e P
= 20 ‘. @ () rozdil
I e R . 444444444444444444 e . 44444444444444444444444444444444444444444444444444
O -30 [ ] ® Py
< PS o 28,62 %
S SR ORI T TRORATIR -SRI ROOE 2
B L5) e o ® ..
o

G e 6@ e

g0 e " Y R

QL

0 20 40 60 80 100 120 140 160

primér OSA-CSA (%)

Graf 3. Bland-Altmantv graf rozdil FVIII:C (%) a jejich priiméra stanovenych OSA Cephascreen® a CSA Hyphen

v rozsahu 15-200 % u koncentratu turoctocog alfa pegol.

Prerusované ¢ary vymezuji 95% interval spolehlivosti a plnd ¢ara reprezentuje prdmérny rozdil (28,6 %), ktery se lisi od

0 (linie 100% shody porovnéavanych hodnot), coz znaci systematickou chybu méreni, kdy OSA vede k nizsim vysledkim.
CSA — metoda s chromogennimi substraty; ICC — koeficient vnitrotfidni korelace; OSA - jednofazové koagulacni metoda;

SD - smérodatna odchylka

fikovanymi koncentraty vedou k potie-
bam upravit metodiky v klinickych la-
boratofich, aby byla zajisténa adekvatni
[écba. Cilem této prace bylo porovnat
vysledky FVIII:C jednofazové koagula¢ni
metody s metodou s chromogennimi
substraty u pacientl lé¢enych vybra-
nymi EHL koncentraty. Metoda s chro-
mogennimi substraty je Evropskym |é-
kopisem stanovena jako referen¢ni
metoda pro stanoveni Uc¢innosti koncen-
tratd FVIIl a je doporucovéna i pro vyset-
fovani vzorkd pacientli organizacemi,
jako jsou britskd UKHCDO a francouz-
ska BIMHO, vyjma produktu rurioctocog
alfa pegol, u kterého nejsou vysledky
zcelajasné, a je proto nutné provést dalsi
studie.

Britska skupina UKHCDO obecné do-
porucuje metodu, kterd byla ovéfena na
nizkych, stfednich a vysokych hladinach
FVIII:C a poskytuje vysledky do + 20 % od
cilové hodnoty pro FVIII:C vétsi nez 30 %

ado +30 % od cilové hodnoty pro FVIII:C
v rozsahu 10-30 % [5]. MnozZstvi labora-
tornich studii pak povazuje za akcepto-
vatelnou diskrepanci mezi cilovou a na-
méfenou hodnotou do 25-30 % [5,20].
V nasem pfipadé jsme cilovou hodnotu
neznali, nebot jsme porovnévali vy-
sledky od realnych pacientd, proto jsme
vychazeli z doporuceni, Ze CSA je vhod-
né&jsi k monitorovani EHL a vysledky OSA
jsme porovnavali vici CSA.

Vysledky FVIII:C pfi 1é¢bé efmoroc-
tocog alfa dosahuji podobnych hod-
not véemi testovanymi metodami (ICC
se blizi 1,0 a p hodnoty dosahuji statis-
ticky vyznamné korelace). | pfes vybor-
nou shodu lze pozorovat, Ze vysledky
nad 10 % dosahuji obéma OSA lehce
nizsich hodnot (prdmérné o 10, resp.
15 %), zatimco vysledky pod cca 10 %
naopak hodnot vyssich (primérné o 21,
resp. 18 %). Podobné vysledky publi-
kovali i Lowe etal. (2020), kdy v rdmci

kontrol UK NEQAS BC byly do 81 cen-
ter zaslany 2 vzorky pacientd léce-
nych koncentratem efmoroctocog alfa
a 2 vzorky FVIll-deficitni plazmy obo-
hacené o definované mnozstvi tohoto
koncentratu. Z testovani vyplynulo, ze
vzorky s FVIII:C < 11 % dosahovaly OSA
metodou o 15 % vyssich hodnot, pfi-
¢emz vzorky s FVIII:C 55-70 % byly na-
opak CSA metodou vyssi o 20 %. Au-
tofi zéroven uvéadéji, Ze nenf rozdil mezi
vzorky od pacientli a uméle pfiprave-
nymi vzorky [24].

U Iécby rurioctocog alfa pegol dobre
koreluje OSA Cephascreen® a CSA v roz-
sahu FVIII:C 15-200 %, u nizkych hod-
not (mensi nez 13 %) je korelace nejed-
noznacnd, dle ICC je patrna spise slabsi
shoda a vysledky OSA jsou vyssi v pri-
méru o 54 %. Co se tyce korelace OSA
Pathromtin® SL a CSA, tak pro rozsah
80-150 % dosahuje ICC pouze stfedni
shody bez statisticky vyznamné kore-
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Graf 4. Bland-Altmantiv graf rozdila FVIII:C (%) a jejich pramérd stanovenych OSA Cephascreen® a CSA Hyphen u vzork
obsahujici damoctocog alfa pegol s FVIII:C niz$i nez 10 %. PferuSované ¢ary vymezuji 95% interval spolehlivosti a pIna
cara reprezentuje pramérny rozdil (2,45 %), ktery se lisi od O (linie 100% shody porovnavanych hodnot), coz znaci
systematickou chybu méfeni, kdy OSA vede k vyssim vysledkiim. Linie 100% shody je aZ na spodni hranici intervalu

spolehlivosti.

CSA - metoda s chromogennimi substraty; ICC - koeficient vnitrotiidni korelace; OSA - jednofazova koagulacni metoda;

SD - smérodatna odchylka

lace, cozZ je zplsobeno pravdépodobné
malym poctem pozorovani. Vysledky
nizsi nez 10 % jsou témito metodami ve
stredni shodé se statisticky vyznamnou
korelaci, pfestoze jsme v nékolika pfipa-
dech pozorovali vyrazné vy3si vysledky
OSA metodou.

Nadhodnoceni vysledkli OSA meto-
dou u vzorkl s nizkou FVIII:C bylo po-
zorovano i v jedné mezindrodni terénni
studii (Turecek PL etal., 2016). Primérné
recovery vzork( FVIlI-deficitni plazmy
obohacené o rurioctocog alfa pegol
s aktivitou 5 % bylo 124,3 %. Vzorky
s FVIII:C 80 % dosahovaly naopak reco-
very 101 %. Obecné vyssi vysledky byly
pozorovany u APTT reagencii na bazi
kyseliny ellagové/polyfenolll nez u rea-
gencii na bazi oxidu kiemicitého/kao-
linu. Vysledky CSA metody s rGznymi
sety napfi¢ viemi koncentracemi byly

s recovery 114 % (rozsah 95-124 %) [18].
Stejné tak i vysledky naseho méreni uka-
zaly, Ze hodnoty OSA jsou u FVIII:C mensi
nez 13 % vyssi nez CSA a ze vysledky
OSA Cephascreen® jsou zdroven vyssi
nez OSA Pathromtin® SL.

Vysledky koncentratu turoctocog alfa
pegol jsou obecné OSA metodami nizsi
nez CSA. Vyssi diskrepanci jsme pozoro-
vali u vzorkd s FVIII:C vétsi nez 15 %. Dle
primérnych hodnot jsou vysledky OSA
Cephascreen® nizsi o 36 % a dle ICC pa-
nuje mezi metodami pouze stfedni shoda.
Dobré shody u vzorkd s FVII:C vétsi
nez 20 % dosahuje s CSA Hyphen OSA
Pathromtin® SL, prdmérné hodnoty OSA
jsou vsak nizsi 0 25 %. Obé OSA statisticky
vyznamné koreluji s CSA u vzorka s FVIII:C
mensinez 13 %. Podle vysledkd studie Hil-
larp A. et al (2017), ve které byly analyzo-
vany vzorky FVIIl-deficitni plazmy s turoc-
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tocog alfa pegol o aktivité 3 %, 20 %, 60 %
a 90 % ve dvou centrech (Sheffield, UK
a Malmé, Svédsko) na analyzatorech ACL
TOP (IL, Bedford, MA, USA), CS5100i (Sys-
mex® Kobe, Japonsko) a BCS® XP (Siemens,
Marburg, Némecko), dochazi s chromo-
gennim setem Hyphen k nadhodnoceni
vysledkU (recovery 126-144 %), zatimco re-
covery OSA Pathromtin® SL bylo 90-105 %
v prvnim centru a 94-95 % v druhém cen-
tru [25]. Rovnéz nase vysledky dosaho-
valy chromogenni metodou Hyphen vys-
Sich hodnot, vysledky OSA Cephascreen®
i Pathromtin® SL byly u vzorkd s FVIII:.C
vétsi nez 15 % nizsi v prdméru o 36 %
a 25 %.

Nejvyssi miru diskrepance jsme pozo-
rovali u vzorkd obsahujicich koncentrat
damoctocog alfa pegol s FVIII:C mensi
nez 10 %. Vysledky nedosahuji statis-
ticky vyznamné korelace a jsou OSA me-




todami vyssi v priiméru o 91 % a 100 %.
Vzorky s FVIII:C vétsi nez 10 % nabyvaji
podobnych hodnot obéma metodami
a je mezi nimi dle hodnoty ICC exce-
lentni mira shody. Mezinarodni labora-
torni studie (Church etal., 2018) proka-
zala, Ze OSA Pathromtin® SL je vhodnd
k monitorovani damoctocog alfa pegol.
V této studii byly analyzovany vzorky
FVIII-deficitni plazmy obsahujici tento
koncentrat v aktivité 4,3 %, 37,5 %
a 86,5 %. Primérné recovery vzorkl ob-
sahujici stfedni a vysokou aktivitu FVIII
bylo 115 a 111 %. Vysledky vzorkd s niz-
kou aktivitou FVIII ale byly nadhod-
noceny s prdmérnym recovery 129 %.
Vzorky byly vysetieny i CSA s recovery
v rozsahu 101,4-117,1 % [21].

U vétsiny koncentratll jsme pozoro-
vali, Ze vysledky FVIII:C mensi nez 10 %
vychdazi OSA metodou bez ohledu na
APTT reagencii vy3si nez CSA, kromé
koncentratu turoctocog alfa pegol, kde
vychdazi OSA Pathromtin® SL nizsi v prd-
méru o 19 %. Dle literatury by méla byt
metoda s chromogennimi substraty
vhodnéjsi pro nizké hodnoty FVIII:C, pro-
toze jednofazova koagulacni metoda vy-
sledky FVIII:C mensi nez 5 % nadhod-
nocuje [19,26]. Nadhodnoceni nizkych
hodnot FVIII:C je pravdépodobné zpUso-
bené tim, ze v ramci pfipravy kalibracni
kfivky pro nizké rozmezi je nutné mno-
honasobné fedit plazmaticky standard
pufrem, ¢imz dochazi k naméreni del-
Sich koagulacnich cast pro jednotlivé
body. Pfi vySetfovani vzorkl pak vznika
nepomér mezi koagulaénimi casy tes-
tovanych vzork( (tyto nejsou tolik fe-
dény pufrem) a standardem a z kalib-
racni kfivky je odectena vyssi hodnota
aktivity FVIIl. Redenim tohoto problému
by mohlo byt pfediedéni standardu po-
moci FVIlI-deficitni plazmy. Diskrepance
mezi fedénim pufrem a FVIII-deficitni
plazmou je pravdépodobné zplsobena
rznym obsahem fibrinogenu, FV a vita-
min K-dependentnich faktor( [27,28].

ZAVER
Nase data ukdzala, ze vysledky metod
OSA a CSA dobte koreluji v celé 3kale
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testovanych hladin FVIII:C u koncent-
ratu efmoroctocog alfa. U koncentratu
rurioctocog alfa pegol s CSA dobre ko-
reluji pouze vysledky vétsinez 15 % OSA
Cephascreen® (Pathromtin® SL je v roz-
sahu 80-150 % s CSA ve stfedni shodé,
ale bez statisticky vyznamné korelace),
u vysledkl mensich nez 13 % je shoda
obou OSA s CSA nejednoznacna. Hod-
noty FVIII:C turoctocog alfa pegol vétsi
nez 15 % jsou OSA metodami nizsi se
slab3i korelaci, ale vysledky mensi nez
13 % statisticky vyznamné koreluji. Vy-
razné vyssi vysledky OSA ve srovnani
s CSA jsme pozorovali u damoctocog
alfa pegol u FVIII:.C mensich nez 10 %,
vysledky vétsi nez 10 % vsak koreluji
dobre. Kromé jednoznacné vyssi diskre-
pance metod OSA a CSA u FVIII:C mensi
nez 10 % pro koncentrdt damoctocog
alfa pegol jsou rozdily mezi metodami
pro ostatni vySe zminéné koncentraty
klinicky akceptovatelné.

POUZITE POJMY A ZKRATKY

APTT - aktivovany parcialni tromboplastinovy
test

BIMHO - Francouzska studijni skupina pro bio-
logii hemoragickych onemocnéni (French Study
Group on the Biology of Hemorrgahic Disease)
CSA - metoda s chromogennimi substraty
(chro\\mogenic substrate assay)

DOACs - pfima orélni antikoagulancia (direct
oral anticoagulants)

EHL - prodlouzeny polocas (extended half-life)
FVIII - koagula¢ni faktor VIII

FVIII:C - koagulacni aktivita FVIII

FIXa - aktivovany koagula¢ni faktor IX

FX - koagulacni faktor X

FXa - aktivovany FX

OSA - jednofazova koagulacni metoda
(one-stage clotting assay)

IgG - imunoglobulin G

kDa - kilodalton

pdFVIIl - plazmaticky FVIII (plasma derived)

PEG - polyethylenglykol

rFVIII - rekombinantni FVIII

SD - smérodatna odchylka (standard deviation)
SPC - souhrn udajt o pfipravku (summary of
product characteristics)

SSC ISTH - Scientific and Standardization Com-
mittee of the International Society on Thrombosis
and Haemostasis

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World
Health Organization)

UKHCDO - United Kingdom Haemophilia Centres
Doctor’s Organisation

UK NEQAS BC - United Kingdom External Quality
Assessment for Blood Coagulation

WFH - Svétova federace hemofilie (World Fede-
ration of Hemophilia)
WHO IS - WHO Mezinarodni standard (WHO In-
ternational Standard)
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PODIL AUTORU NA PRiPRAVE
RUKOPISU

MP - laboratorni diagnostika, napsani rukopisu
SP, RG - |é¢ba pacientd, revize rukopisu

CHD, ZJ - laboratorni diagnostika, revize rukopisu
ZJ - laboratorni diagnostika, revize rukopisu
PM, BA - revize rukopisu

CESTNE PROHLASENI

Autofi prace prohlasuji, Ze v souvislosti s téma-
tem, vznikem a publikaci tohoto ¢ldnku nejsou
ve stfetu zajmu a vznik ani publikace ¢lanku ne-
byly podporeny zadnou farmaceutickou firmou.

PODEKOVANI
Podporeno MZ CR-RVO (FNBr, 65269705)
a grantem MUNI/A/1558/2023.

Do redakce doruc¢eno dne: 31. 1. 2024.
Prijato po recenzi dne: 8. 7. 2024.

Mgr. Marie Prudkovd

Oddéleni klinické hematologie

FN Brno

Jihlavskd 340/20

62500 Brno

e-mail: prudkova.marie@fnbrno.cz

Care Comm

we care...




