RICERCA E TITOLAZIONE DEGLI INIBITORI ANTI FVIII E FIX

INTRODUZIONE

La complicanza piu temibile della terapia sostitutiva dellemofilia A e B € lo sviluppo di
anticorpi inibitori diretti contro il fattore VIl o IX esogeno somministrato; questi alloanticorpi
(detti “inibitori”) sono in grado di inattivare il fattore infuso, riducendo oppure abolendo del
tutto I'efficacia del trattamento sostitutivo [1]. Linefficacia della terapia con concentrato di
fattore pud determinare un aumento dell'incidenza di sanguinamenti e di danno articolare,
con conseguente compromissione della qualita di vita del paziente [2];

Il rischio a lungo termine di sviluppo di inibitore & del 25-30% per i pazienti con emofilia A e
del 3-5% per i pazienti con emofilia B [3]; la suscettibilita allo sviluppo dell’inibitore dipende
da fattori propri del paziente (gravita dellemofilia, etnia, familiarita per inibitore, mutazione
causativa del difetto coagulativo ecc.) e da fattori correlati alla terapia sostitutiva (giorni di
esposizione, trattamento intensivo, ecc.) [1]. Il monitoraggio per lo sviluppo di inibitore del
paziente emofilico in trattamento sostitutivo & pertanto raccomandato (alla luce delle linee
guida internazionali piu aggiornate) con regolare cadenza [4,5].

La ricerca e la misurazione dellinibitore rappresentano ancora oggi una sfida per il
laboratorio di emostasi.

| test disponibili per individuare la presenza di inibitori sono:

e aPTT TEST DI MISCELA, che pud essere considerato un primo test di screening;

e TEST FUNZIONALI, che consentono di quantificare I'attivita inibente dell’anticorpo.
Rientrano in questa categoria i metodi Bethesda e Nijmegen, considerati i test
cardine per la ricerca dell’inibitore;

e TEST IMMUNOLOGICI, che possono rilevare sia anticorpi neutralizzanti I'attivita
del fattore che non neutralizzanti (e pertanto da utilizzare anch’essi principalmente
come test di screening).

TEST DI MISCELA PER APTT

Il test di miscela € un test di screening rapido e semplice per indagare la presenza di un
inibitore in un plasma che presenta un allungamento del tempo di tromboplastina parziale
attivata (aPTT) e quindi anche in quello di un paziente emofilico [ 6]: la mancata
correzione del prolungamento dell’aPTT nel test di miscela con plasma normale € indice
della presenza di un inibitore.

Per quanto concerne l'utilizzo e linterpretazione del test di miscela nellambito della
ricerca degli inibitori dei pazienti emofilici, occorre tener presente che gli inibitori anti-FVIlI
(come descritto nel prossimo paragrafo) esercitano un’inibizione che & tempo e
temperatura dipendente e che si traduce in una iniziale correzione (o parziale correzione)
della miscela, con un prolungamento dopo incubazione della miscela per 2 ore a 37°C; al
contrario gli inibitori anti-FIX (cosi come I'anticoagulante lupico ) hanno un’azione inibitoria
immediata, che si traduce in un aPTT nella miscela che risulta immediatamente non
corretto [ 7,8].

Per la descrizione e l'interpretazione del test si rimanda allo specifico documento AICE
pubblicato nel 2022 [ 9].



TEST FUNZIONALI
1. Principio

Gli inibitori sviluppati dai pazienti emofilici contro il FVIII esogeno sono generalmente 1gG
dotate di un pattern lineare di inattivazione (cinetica di 1° ordine); cio li distingue dagli
inibitori dei pazienti con emofilia A acquisita: gli anticorpi prodotti in questo disordine
autoimmune sono infatti dotati di una cinetica di 2° ordine, con una inattivazione non
lineare del FVIII, caratterizzata da una rapida inibizione iniziale seguita da una fase lenta
di equilibrio in cui si osserva una attivita residua del FVIII [ 10].
Non tutti gli anticorpi anti-fattore riscontrati nel’emofilia congenita hanno un’azione
inibitoria; la sottoclasse di IgG maggiormente correlata con la funzione inibente é la 1IgG4
[11,12].
Il primo tentativo di standardizzare la ricerca e la titolazione dell’inibitore & datato 1975, e
fu messo a punto durante un meeting a Bethesda, nel Maryland [ 13]. La modifica del
metodo Bethesda (Fig 1) secondo Nijmegen & stata introdotta nel 1995 con lo scopo di
ridurre l'incidenza di falsi positivi ed incrementare la standardizzazione del test (metodo
Nijmegen) (Fig 2) [ 14].
In questo documento la descrizione dei metodi Bethesda e Nijmegen é riferita agli inibitori
del FVIIl, ma vengono segnalate, per i passaggi in cui sono presenti, le differenze nella
procedura per gli inibitori del FIX.
Sia il metodo Bethesda che quello Nijmegen si basano sulla misurazione del FVIII residuo,
che si genera a seguito di incubazione prefissata con una fonte di FVIII ad attivita nota.
A tale scopo viene realizzata una miscela (miscela test) di eguali volumi di:
e—plasma del paziente opportunamente diluito (una miscela per ogni diluizione)
+—pool di plasma normale (PPN) come fonte di FVIII; in particolare si usa:
a. PPN nel metodo Bethesda
b. PPN addizionato con tampone (Imidazolo) nel metodo Nijmegen per
minimizzare l'inattivazione aspecifica del FVIII dovuta alla sua termolabilita.
Le miscele test sono incubate a 37°C per 2 ore. Al termine dell'incubazione viene misurata
I'attivita del FVIII mediante metodo coagulante a uno stadio o cromogenico. L’attivita
residua del FVIII nella miscela test &€ poi determinata in comparazione con quella della
miscela di controllo, trattata e incubata nelle stesse condizioni e su cui analogamente
viene misurata I'attivita del FVIIl. La miscela di controllo & cosi costituita:
= PPN in rapporto 1:1 con
a. tampone imidazolo a PH 7.4 nel metodo Bethesda
b. plasma carente di FVIII nel metodo Nijmegen

Le modifiche apportate nel metodo Nijmegen nellinsieme migliorano la stabilita del FVIII
durante I'incubazione e ne prevengono una riduzione dell’attivita, frutto di un artefatto della
metodica che potrebbe essere falsamente interpretata come dovuta alla presenza
dellinibitore [ 15].

I metodo Nijmegen e stato raccomandato nel 1998 da ISTH [16] ed & attualmente
considerato il gold standard secondo la piu recente raccomandazione della WFH [ 5]
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Figura 2: Metodo Nijmegen per la misurazione dell’inibitore

2. Metodo Nijmegen

2.1 Materiali

e 1-1,5 ml di plasma paziente

e bagno termostatico a temperatura regolabile

e pool di plasma normale (PPN) tamponato a PH 7.4 con tampone imidazolo o
tampone Hepes.

e plasma carente di FVIII (o di FIX) per la miscela di controllo e per diluire il plasma
campione oppure tampone albumina bovina al 4%

e controllo negativo e controllo positivo a titolo noto di inibitore



e reagenti necessari a processare un dosaggio di routine di FVIII (o FIX) con metodo
coagulante a uno stadio o metodo cromogenico

Requisiti del campione

e puo essere utilizzato sia plasma fresco che congelato

e sul campione devono essere eseguiti PT, aPTT e TT, che possono svelare la
presenza di terapie anticoagulanti; in tal modo si evita di allestire il test funzionale
su campioni non idonei, che porterebbero ad evidenziare false positivita. Una
misura dell'attivita anti-FX, pud aiutare a svelare la presenza di un DOAC.

e |l campione da sottoporre al test deve essere prelevato, ove possibile, dopo
adeguato wash out e comunque sempre prima di una nuova infusione di fattore
sostitutivo. In presenza di alte quantita di FVIII, linibitore si lega al fattore per
adsorbimento e il pretrattamento del campione al calore non assicura la
separazione degli immunocomplessi preformati, pertanto il titolo dell’inibitore con
metodo Nijmegen puo risultare sottostimato o fallire, in particolare nei plasmi con
ridotti livelli di inibitore [ 17].

Requisiti del PPN

Nei test funzionali il PPN é I'elemento principale. Il PPN ¢é infatti utilizzato come sorgente
di FVIII che viene miscelata 1:1 con il plasma paziente per valutare linattivazione
esercitata dall’inibitore presente nel campione. Il test di inibizione € perd pH-dipendente;
dal momento che il FVIII & termolabile, durante le 2 ore di incubazione delle miscele a
37°C €& possibile una perdita di attivita del FVIIl a causa dellincremento del pH
(inattivazione non specifica) che esita in una possibile sovrastima del livello di inibitore
17Per questo motivo il metodo Nijmegen prevede 'uso di un PPN tamponato.

Le caratteristiche fondamentali del PPN nel metodo Nijmegen sono:

e un livello di FVIII piu vicino possibile al 100% (1 IU/ml); livelli bassi possono indurre
una sovrastima dell’inibitore, livelli alti una sottostima.

e tamponato a pH 7.4; se si usano pool liofili commerciali € da verificare, da
indicazione del produttore, che siano tamponati stabilmente a PH 7.4 una volta
ricostituiti. Se si utilizzano PPN preparati in casa & necessario aggiungere il
tampone imidazolo alla concentrazione finale di 0,1 M oppure tampone Hepes ed
eventualmente aggiustare il pH a 7.4 con I'aggiunta di HCI 1N.

I FIX invece &€ meno termolabile e, oltretutto, il test per [linibitore non prevede
un’incubazione lunga come per il FVIII.

Requisiti del plasma carente
Il plasma carente di FVIII viene utilizzato per preparare la miscela di controllo nel test di
inibizione (miscelando 1:1 PPN con plasma carente) e per le eventuali diluizioni del
plasma paziente.
Il tipo di plasma carente utilizzato influenza i risultati del test per gli inibitori.
Il plasma carente utilizzato per il metodo Nijmegen deve essere:
= congenito o immunodepleto — il carente chimicamente depleto & sconsigliato [18] (il
processo di produzione puo rilasciare piccole quantita di FV. che porterebbero nella
miscela di controllo ad aumentarne la capacita coagulante con ripercussioni sulla
stima dell’inibitore nel plasma paziente.
= con livelli normali di fattore di von Willebrand (criterio non applicabile per il plasma
carente di FIX). Il carente congenito contiene fattore di von Willebrand, quello
immunodepleto pud contenerlo oppure no.



L'uso di un carente con normali livelli di fattore von Willebrand & fortemente raccomandato
[ 18]. Nonostante la validita di questa raccomandazione, si € pensato alla possibilita di
sostituire il plasma carente sulla base delle seguenti considerazioni:

+ il fattore von Willebrand & gia presente nel PPN per cui non € indispensabile che il
diluente usato per la miscela di controllo (e per le diluizioni del plasma paziente)
contenga anch’esso Willebrand [ 19].

» il plasma carente é costoso.

Pertanto & attualmente accettata la modifica, gia proposta da Verbruggen e collaboratori,
di sostituire il plasma carente con una soluzione al 4% di albumina bovina in tampone
imidazolo [ 20, 21].

Requisiti dei plasmi usati per il controllo qualita
Possono essere utilizzati
» plasmi del commercio positivi, con inibitore a titolo noto, e negativi, che non
contengono né FVIII (o FIX) né l'inibitore;
» plasmi di pazienti con titolo conosciuto di inibitore o sicuramente negativi,
provenienti dalla plasmateca del laboratorio, se correttamente conservati.

2.2 Metodi

Gli step del metodo Nijmegen sono di seguito elencati e successivamente descritti in
dettaglio.

Pretrattamento del plasma campione a 56°C

Centrifugazione dei campioni pretrattati

Preparazione delle miscele

Incubazione delle miscele per 2 ore a 37°C

Trasferimento delle miscele in bagno di ghiaccio

Misura della attivita residua di FVIII

Calcolo del titolo di inibitore

Nookwh=

1. Pretrattamento al calore

Il plasma paziente e i plasmi per il controllo qualita devono essere incubati in bagno
termostatico a 56°C per almeno 30’ o 1 ora, al fine di eliminare totalmente il FVIII che
potrebbe ancora residuare nel campione. |l pretrattamento al calore € un passaggio
importante perché assicura che durante I'esecuzione del test di inibizione, il FVIII che si va
a determinare nella miscela sia solo quello proveniente dal PPN.

E’ stato dimostrato che tale trattamento € in grado di eliminare anche i fattori sostitutivi
ricombinanti a lunga emivita [ 22,23], ma non la presenza di Emicizumab (vedi il dettaglio
del paragrafo “Misurazione dell’inibitore nei pazienti in terapia con Emicizumab”).
Ovviamente il trattamento al calore non inattiva 'inibitore.

2. Centrifugazione del campione pretrattato

Terminata I'incubazione a 56°C si procede con una centrifugazione per eliminare i detriti
formatisi in seguito al trattamento. La centrifugazione pud avvenire ad alta velocita per un
tempo breve (ad esempio 14.000 rpm per 2’), oppure a velocita minore per un tempo piu
lungo (ad esempio 3000 rpm per 15’).



3. Preparazione delle miscele

Miscela di controllo: plasma carente (o soluzione al 4% di albumina bovina) + PPN
tamponato in rapporto 1:1 (200 pl + 200 ul)
Miscela/e paziente: plasma paziente + PPN tamponato in rapporto 1:1 (200 pl + 200 pl).
Se il campione deve essere diluito si eseguono, prima delle miscele, diluizioni scalari con
plasma carente (o soluzione al 4% di albumina bovina).
La scelta sul numero delle diluizioni del plasma paziente €& dettata da alcune
considerazioni [24]. Ad esempio, per un paziente con una storia di negativita per l'inibitore
che fa un controllo di routine, oltre al plasma indiluito, puo bastare soltanto una diluizione
1:2; per un paziente con positivita nota, il titolo della precedente determinazione puo
guidare la scelta del numero di diluizioni scalari (1:2 — 1:4 — 1:8 — 1:16, o molte di piu se si
prevede un alto titolo): Anche nel caso di un paziente sconosciuto & bene iniziare con
alcune diluizioni.
Miscele per il controllo qualita:

= plasma positivo a titolo noto + PPN tamponato in rapporto 1:1 (200 pl + 200 pl); a

seconda del titolo si diluisce, prima della miscela, in modo da ottenere un livello di
inibitore nel controllo positivo pari a 1 UB/ml.

= plasma negativo + PPN tamponato in rapporto 1:1 (200 pl + 200 pl).
E importante sottolineare che il livello di FVIII & uguale in tutte le miscele cosi preparate
perché é solo quello fornito dal PPN; siccome requisito del PPN €& di avere un livello di
fattore intorno al 100%, tutte le miscele, essendo preparate in rapporto 1:1 con PPN,
hanno in partenza un livello di FVIII di circa il 50%.

4. Incubazione delle miscele

Tutte le miscele (miscela di controllo. miscele paziente, miscele per il controllo qualita)
vengono incubate per 2 ore in un bagno termostatico a 37°C.

Per linibitore del FIX, che non ha una cinetica tempo dipendente, & sufficiente una
incubazione delle miscele a 37°C per 15,

5. Trasferimento in bagno di ghiaccio

Alla fine dell'incubazione tutte le miscele vengono trasferite in bagno di ghiaccio.
Tale trattamento serve a bloccare la reazione di inibizione fino all’esecuzione del test.

6. Misura dell’attivita residua del fattore

Per la miscela di controllo e per tutte le miscele paziente e controlli qualita viene eseguita
la misura del FVIII residuo.
Puo essere usato sia il metodo coagulativo ad un tempo sia il metodo cromogenico. La
scelta del metodo puod essere dettata da alcune considerazioni:
» innanzitutto dalla disponibilita del test utilizzato in routine
= nel caso in cui si utilizzi il metodo coagulante si deve tener presente che questo
metodo & soggetto ad alcune interferenze [25], quali la presenza di eparina non
frazionata [ 26, anticoagulante lupico [ 27] ed eventuali inibitori aspecifici.



» |a possibilita di utilizzare il metodo cromogenico risolve il problema delle suddette
interferenze [28] Inoltre, il metodo cromogenico, con reattivi di origine bovina, &
I'unico utilizzabile per gli emofilici A in profilassi con Emicizumab.

Il FVIIl della miscela di controllo, che non contiene inibitore, & previsto si mantenga su un
livello vicino al 50%, ossia a quello di partenza.

Per le miscele test, in cui pud essere presente linibitore, si deve calcolare I'attivita
residua ottenuta dal rapporto tra la misura del FVIII della miscela paziente e la misura del
FVIII della miscela di controllo [ 17], moltiplicando per 100 per esprimerla in percentuale.

FVIII miscela paziente
Attivita resisdua = x 100

FVIII miscela controllo

Se il plasma paziente non contiene inibitore, I'attivitd residua & teoricamente 100%, se
invece & presente linibitore, Iattivita & sicuramente inferiore al 100% e risulta pit 0 meno
bassa in ragione del titolo di inibitore.

7. Calcolo del titolo di inibitore

Per convertire la % di attivita residua di fattore in unita di inibitore, ci si riferisce ad un
modello cinetico teorico che prevede una correlazione lineare tra il logaritmo dell’attivita
residua e la concentrazione dell’inibitore [ 29]; secondo questo modello ogni valore di
attivita residua misurata pud essere direttamente convertito in un valore di titolo di
inibitore, espresso in unita Bethesda (UB).

Per definizione 1 UB di inibitore & la quantita di inibitore contenuto in 1 ml di plasma in
grado di inattivare il 50% del FVIII presente nella miscela test dopo incubazione a 37°C
per 2 ore (ovvero in grado di determinare una attivita residua del 50%).

Sulla scorta della correlazione lineare tra attivita residua e titolo dell'inibitore € possibile
rappresentare queste due grandezze su un grafico semilogaritmico che ha sull’asse
orizzontale le Unita Bethesda dell'inibitore e sull’asse verticale 'attivita residua del fattore
(figura 3): € cosi possibile estrapolare il titolo dell’inibitore partendo dall’attivita residua
della miscela del plasma paziente. Chiaramente se sono state fatte diluizioni del plasma
paziente nelle miscele il titolo di inibitore va moltiplicato per il rispettivo fattore di diluizione.
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Figura 3: grafico per I'estrapolazione del titolo di inibitore sulla base dell’attivita residua

Secondo le raccomandazioni della WFH (World Federation of Haemophilia) [ 5] la
regressione lineare teorica consente di calcolare con sufficiente precisione linibitore
considerando solo le attivita residue comprese tra il 25% che corrisponde a 2 BU/ml e |l
75% che corrisponde a 0.4 UB/ml e che rappresenta il limite di sensibilita del metodo.

Se risultano piu diluizioni delle miscele test con una attivita residua tra 25% e 75% due
sono le possibilita di calcolare il titolo di inibitore [ 30]:

- si considera solo la diluizione piu vicina al 50% di attivita residua e si referta il titolo
corrispondente.

- si considerano le diluizioni che rientrano tra il 25% e il 75% e si referta la media dei
titoli di inibitore corrispondenti.

La maggior parte dei laboratori utilizza per il calcolo del titolo la diluzione con attivita
residua piu vicina a 50%.

TEST IMMUNOLOGICI



Si basano tutti sulla capacita degli anticorpi, eventualmente presenti nel plasma emofilico,
di legare il FVIIl anche senza esercitare un effetto neutralizzante.

Dagli anni 1990 ad oggi diversi metodi sono stati sviluppati per la rilevazione degli
anticorpi anti FVIII e anti FIX: test ELISA [31,32], test di immunoprecipitazione [ 33], test in
immunofluorescenza [ 34] e test con tecnologie piu recenti [ 35].
| test immunologici, a differenza dai test funzionali, presentano le seguenti caratteristiche
vantaggiose:
= rivelano sia gli anticorpi neutralizzanti che quelli non neutralizzanti, come ad
esempio quelli che, pur non avendo attivita inibente, potrebbero contribuire ad
aumentare la clearance del fattore
= sono piu sensibili verso i bassi titoli di inibitore
= utilizzano siero anziché plasma e richiedono quantita esigue di campione
= non risentono dell’interferenza di eparina, anticoagulante lupico ed eventuali altri
inibitori
D’altra parte pero, proprio per il fatto che non discriminano anticorpi inibenti e non inibenti,
sono poco usati nella pratica clinica perché non possono sostituire il test funzionale nel
monitoraggio dell’inibitore.
Pertanto l'utilizzo dei test immunologici viene suggerito [26] per:
» screening dei campioni per i quali & effettivamente richiesto il test funzionale, al fine
di non allestire una titolazione dell’inibitore su campioni negativi.
+ conferma della presenza di una determinata sottoclasse di IgG, in particolare IgG4
Cui € piu spesso legata l'attivita inibitoria.

MISURAZIONE DELL’INIBITORE NEI PAZIENTI IN TERAPIA CON EMICIZUMAB

Emicizumab, un anticorpo monoclonale bispecifico umanizzato, attualmente registrato in
diversi paesi per la profilassi di pazienti con emofilia A con e senza inibitore, & in grado di
mimare lattivita del FVIII attivato legandosi al FIX attivato ed al FX ripristinando una
efficace emostasi [36]. Emicizumab €& in grado di interferire con numerosi test della
coagulazione, sia con test di screening che con test di secondo livello, inclusa la
misurazione dell’inibitore [ 37]: infatti, in entrambi i metodi funzionali per l'inibitore , se
viene utilizzato I metodo coagulante , I'Emicizumab pud determinare un risultato
falsamente negativo in quanto non viene inattivato dal trattamento con calore ed € in
grado di attivare la cascata coagulativa anche in presenza di inibitori [ 38]; tale metodica
non deve pertanto essere impiegata nella misurazione dell'inibitore. Per quanto riguarda
invece i metodi per I'inibitore che impiegano il metodo cromogenico, I'utilizzo di reagenti di
derivazione bovina rende il test insensibile alla presenza di Emicizumab; questo & dunque
il metodo attualmente raccomandato per la misurazione dell'inibitore nei pazienti trattati
con Emicizumab [ 5].
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