Pitfalls in de bepaling van Factor \

Marc Jacq!

UZLeuv:



Patiént met ernstige hemofilie A (FVIII < 1%)

— APTT =24.4 sec

— FVIIl one stage assay: 348,6%

— FVIIl chromogene test A: 25 %

— FVIIl chromogene test B: <1%

misleidende informatie

| op spoed
| op de operatie kamer




Aangeboren tekort aan FVIII: hemofilie A:

*bloedingen in zacht weefsels, spieren en
gewrichten

eernstige artropathie als een gevolg van
terugkerende gewrichtsbloedingen




Aangeboren tekort aan FVIII: hemofilie A:

*bloedingen Iin zacht weefsels, spieren en
gewrichten

eernstige artropathie als een gevolg van
terugkerende gewrichtsbloedingen

* behandeld door de toediening van FVIII



Lu

15
22
29

met FVIII

Ma Me Je Ve

2 '8 4 B9
9 10 FFl 12
16 | 18 I8
29 24 25 26
30 (3l

Sa

13
20
27

Prophylaxis

Di

14
21
28

180 i.v. Iinjecties/jaar




Diagnose van hemofilie A

* ernstige FVIII < 1%
 matige ernstige FVIII 1 -5%

* matige FVIII >5% and <40%



Diagnose van ernstige hemofilie A

De meting van FVIII concentratie £1% blijft challenging



Plasma of a patient with a Factor VIl level <1%
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Plasma of a patient with a Factor VIl level <1%

1409

30% of labs: FVIII < 1%
=> severe hemophilia A
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Plasma of a patient with a Factor VIl level <1%

1409

30% of labs: FVIII < 1%
=> severe hemophilia A

65% of labs: FVIII = 1%
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Plasma of a patient with a Factor VIl level <1%

1409

1209  m

30% of labs: FVIII < 1%

1004 .
=> severe hemophilia A

80+

604 65% of labs: FVIII =1%

5% of labs: FVIIl = 2%
=> moderate hemophilia.
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Overestimation of FVIII with calibration curve
made in diluent buffer

140 - -8~ FVIII deficient plasma
-O- Diluent buffer
- 120
Q
£ 100
[+)]
5 80 -
v
L)
Y60 -
40 '_// T T T |
0 1 10 100 1000
FVIII (U/dL)

Van den Bosche et al. 2018 Haemophilia



De meting van FVIIl concentratie £1% blijft challenging

« FVIll deficient plasma met 0.5-0.9% FVIII



Diagnose van matige hemofilie A

FVIII >5% and <40%



Diagnose van matige hemofilie A

FVIII >5% and <40%

Inflammatie:
stress hogere FVIII
fysieke activiteit

e

Bij een FVIII > 40%: altijd een controle
om een matige hemofilie A uit te sluiten



Diagnose van matige hemofilie A

FVIII >5% and <40%

kwaliteit staal!

Bij een FVIII < 40%: altijd een controle om
preanalytische/analytisch probleem uit te sluiten



Stabiliteit van bloedstalen
op kamer temperatuur

I FVIIl en FV: maximum 3u op kamer temperatuur




Stabiliteit van bloedstalen
op kamer temperatuur

I FVIIl en FV: maximum 3u op kamer temperatuur

APTT: 48u
PT. 48u
Fibrinogeen: > 48u

D-dimeren: 4U



Stabiliteit van bloedstalen
op kamer temperatuur

| FV en FVIII: maximum 3u op kamer temperatuur

Niet op 4° C: precipitatie van het FVIII/VWF complex



Production of High-Potency Concentrates of
Antihemophilic Globulin in a Closed-Bag System

plasma Cryoprecipitate



Stabiliteit van plasma
op -20° : 2 weken

Op -80° C: >1 jaar



Diagnose van matige hemofilie A

FVIII >5% and <40%

IS 40% de optimale cut-off?



Diagnose van matige hemofilie A

FVIII >5% and <40%

Groep blood O: lagere FVIII



Diagnose van matige hemofilie A

FVIII >5% and <40%

Groep blood O: lagere FVIII

“Boven de 20 procent factor VIII/IX gehalte
wordt gesproken van subhemofilie”

UMC Utrecht



Diagnose van matige hemofilie A

Cut-off: 40%"7?

FVIII/VWEF interaction
discordant FVIIlI assays

combined FVIII/FV deficiency



Diagnose van matige hemofilie A

Cut-off: 40%"7?

FVIII/VWEF interaction
discordant FVIIl assays

combined FVIII/FV deficiency



FVIII is bound to VWF in plasma

vWF

FVIII




lage VWF:Ag
(von Willebrand ziekte)

=

lage FVIII



Mutations reducing VWF binding to FVIII are
responsible for VWD type 2N (Normandy)

R760
R763
R/782
G785
E/87
C/88
Aler 9.
IFE9S
M800
C804
P812
R3816
H817
Cas8 ’ WE
D879 v
R924
1053
1060

1099
E10/8

C1225




Detection of VWF Normandy

low FVIII (similar to mild/moderate haemophilia A)
no mutation in FVIII gene % FVIII
\
reduced FVIIl binding to VWF in ELISA
Iso in | &/ (ra
also in women VIWE N
implications for: - treatment

- genetic counseling



Mutations reducing FVIII binding to VWF result in
mild/moderate hemophilia A

FVIII

Tyr1680

le2098
Ser2119
Asn2129 Trp2229
Arg2150 GIn2246
Pro2153 Del2201

Blood 1996; 96: 958



Diagnose van matige hemofilie A

Cut-off: 40%"7?

FVIII/VWEF interaction
discordant FVIIlI assays

combined FVIII/FV deficiency



FVIII (%)
Stollingstest chromogene test

normal plasma 1/2 45,6 47,1
Arg531His 42,1 18,2

His1954L eu 78,5 28,2






Netwerk van fibrine
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Opsporen van een tekort aan FVIII
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APTT (geActiveerde Partiéle Thromboplastine Tijd)

contact "“V'W'i/ PR .
fase @ ..‘n‘
Xl Xlla

niet fysiologische oppervlakken
(glas, silica, kaolin)

+ fosfolipiden
+ Ca++



APTT (geActiveerde Partiéle Thromboplastine Tijd)
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Il een normale APTT sluit een
matigehemofilie A niet uit



Il een normale APTT sluit een
matigehemofilie A niet uit

FVIII APTT
21,5 % 31 sec (normaal range: 25,1-36,5 sec)
24,4 % 31,9 sec



Meting van FVIII met een APTT gebaseerde test




Meting van FVIIl met een APTT gebaseerde test

&,
FVII deficient 1K/ P‘K

plasma TN

Xl Xlla .
(] + niet fysiologische opperviakken
(glas, silica, kaolin)

(7 X>

,/'XI Xia + fosfolipiden

(7> +Ca™
IX | Xa

>>Vlilla=— tijd tot de detectie

FVIII: | van een klonter
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Meting van FVIIl met een APTT gebaseerde test
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Meting van FVIIl met een APTT gebaseerde test
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Meting van FVIIl met een APTT gebaseerde test
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Testen voor stollingsfactoren

activator

plasma

\_/




Testen voor stollingsfactoren

activator




Testen voor stollingsfactoren

activator

vermindering

doorzichtigheid




Testen voor stollingsfactoren

activator

TIJD
tot vermindering
doorzichtigheid
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AL ACL TOP 700 LAS - Ver:
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For Help, press F1

~Test information Errors and warnings:
Test code: Test type! Sample ID: Rack 10 Group | Code I Description
‘ APTT-55 | Patient | 90605 | Replicate 1
Measured (s)
Status: Upload status; Validation skatus: Sample position: cE 5060 (Data) Normalized curve delta too low
- Unit 1 §s)
‘ FAILED | Uploaded | Wi L RE 5100 Measured result Failed
Ordered date/ftime: Completed dateftime: ‘alidated dateftime: Rerun type: [ Reflex
[ositnjeotaiinsze [ogjozniz iizess [osfigjzolsanizaes | T Fis
‘ | >
[ Measured Replicate 1 |Repl\cate z Tracking Information |
Replicate 1: Replicate 2: Mean:
‘ FALED | | FALED s 106 5
~Unit 1 1 / | 4
i . q . 105
Replicate 1: Replicate 2; Mean:
|3
‘ FALED | | FAILED 5
104 2
- unit 2 \
y . |1
Replicate 1: Replicate 2: Mean: @
| % 108 Aia p i fl o \—\—n
mUnit 3 R ; L f'\l/‘ |1
Replicate 1: Replicate 2: Mean: /\4/ |-z
‘ 101 - _/ "n\f -3
Uit 4 T -4
Replicate 1: ‘Rephcate 2 i‘flean: g 14 25 42 56 70 a4 98 112
s
Analyzer status: @ Busy.
= LIS status: ©) comnected y u Ye
Auto Run status: (_) Ready E "‘/E
' LAS status: O Ready

[ 1 min 5 secs remaining]

[2 of 4 tests




Meting van factor VIII:
mechanische methode

activator

~ —

TIJD
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Meting van factor VIII:

chromogene testen



Meting van factor VIII:

chromogene testen
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FVIII chromogenic assay

test sample (FVIII)

+ a little thrombin

+ phospholipids
+ FIXa, FX

+ Ca++

+ chromogenic
substrate
for FXa

thrombin

VIII"VIIIa"l

| Xa

(7>

X Xa

N

substrate color

Incubation period

Incubation period

Incubation period



Diagnose van matige hemofilie A

Cut-off: 40%"7?

FVIII/VWEF interaction
discordant FVIIlI assays

combined FVIII/FV deficiency



FVIII (%)
Stollingstest chromogene test

normal plasma 1/2 45,6 47,1
Arg531His 42,1 18,2

His1954L eu 78,5 28,2



Native and thrombin-activated FVIII

Native FVIII FVlilla

Thrombin cleavage site



Accelerated dissociation of A2 inactivates FVllla

Ala284
Ser289
Arg534
Arg698
His1954
T

Factor Vllla

e

Factor IXa




FVIII one-stage assay (APTT-based)
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FVIIl one-stage assay (APTT-based)

HK / P‘K ‘-------.---...
test sample (FVIII) TN
Xl Xlla .
+ FVIlI-deficient plasma ! + non physiological surface
(glass, silica, kaolin)
7>
I Xl Xia + phospholipids
/’ 18NS +can

does NOT detect

mutations impairing
FVllla stability

Thrombin
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N

Fibrinogen Fibrin



FVIII chromogenic assay

test sample (FVIII)

+ FIXa. FX thrombin
+ a little thrombin £ _lxa
+ phospholipids VI Villa l

(Y
X Xa
+car i
e

+ chromogenic

substrate colqr__
substrate

for FXa

Incubation period

Incubation period

Incubation period



FVIII chromogenic assay

test sample (FVIII)

+ FIXa, EX, thrombin
| Xa

+ a little thrombin

M Incubation period
+ phospholipids  VI!!

eriod

sensitive to mutations
Impairing
FVllla stability



Genetic analyses

gene specific analysis for FVIII or FIX (identification of
Inversion)

exome sequencing including 99 genes for bleeding,
thrombotic and platelet disorders.

Van Laer C et. al. ThromboGenomics implementation in Belgium,
Belg J Hematol 2020;12(3):99-105



Diagnose van matige hemofilie A

Cut-off: 409%"7?
FVII/VWE Interaction

discordant FVIIl assays

combined FVIII/FV deficiency



FVIII <40 1U dL-!

confirmed on a repeat sample (preanalytical problems).

AND

- known family history of hemophilia A
or

- pathogenic FVIII mutation
or

- exclude von Willebrand disease, including VWD type 2N

ISTH guidelines (JTH 2018;16: 2530)



>40 |U dL

confirmed on a repeat sample (at the time of resolution of
Inflammation).

AND

a pathologic DNA change in the F8 gene

ISTH guidelines (JTH 2018;16: 2530)



Mannen en vrouwen met
hemofilie



Hemofilie A en B zijn X-gebonden ziekten

FVIIl en FIX op de X chromosoom FVIII

FIX \,
mannen: 1 X chromosoom ‘* !
Hemofilie A: 1/10.000 Y

Hemofilie B: 1/50.000 X
vrouwen: 2X chromosomen FVIII FVIII

meestal draagsters; FIX \:‘ : IFIX
heel zeldzaam symptomen
i X



X-linked inheritance

XY

XY XX

XY




X-linked inheritance

XY

XY




Haemophilia A is an X linked disorder

 Virtually exclusively in boys: 1 in 10000

« Transmission by women
— “carriers”
— In most cases, no bleeding problem

Q\Io family history in one case out of thr@




George Clooney, the 56-vear-old Oscar-winning actor,



Female carriers with FVIII:C levels <40 IU dL-1
should be considered as having hemophilia and
be managed as such.

ISTH guidelines (JTH 2018;16: 2530)



Monitoring van de behandeling



10 maal onderschatting met
bepaalde stollingstesten



Will the real FVIII please stand up?
Vi vy Fuim ¢ Evg;
(W;LT”V S[LSM s
Lusher J 1995 Blood 86 supll 1 ab%“mmww




Will the real FVIII please stand up?
Lusher J 1995 Blood 86 supll 1 abstract 755

‘ FVIII concentraten
\ testen



FVIII concentraten

o



plasma derived




recombinant FVIII (rFVIII)

B-domain deleted

\ rEVIII

full length rEVIII

Advat

Kov




Single chain-rFVIlI

AfstylaR




ObizurR, recombinant FVIII met varkens
aminozuur-sequentie

ObizurR




Fcy-rEVIIl

EloctaR

% Fab

Fcy



low density
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Peggylated rFVllls
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\ FVIII testen



Meting van FVIIl met een APTT gebaseerde test

&,
EVII deficient 1K/ P‘K

plasma TN

Xl Xlla .
(] + niet fysiologische opperviakken
(glas, silica, kaolin)

(7 X>

,/'XI Xia + fosfolipiden

(7> +Ca™
IX | Xa

>>Vlilla=— tijd tot de detectie

FVIII: | van een klonter
staal verdund 10X

S

Fibrinogeen Fibrine




Meting van FVIIl met een APTT gebaseerde test

FVIII deficiént
plasma

+ niet fysiologische opperviakken
(glas, silica, kaolin)

grpiden
+ Ca++

IX | Xa

"'->V|||a tijd tot de detectie

FVIII: van een klonter
staal verdund 10X

S

Fibrinogeen Fibrine




Silica: SIiO,




Silica: SIO,
micronisated silica colloidal silica



http://www.google.com/patents/EP0566442B1?cl=fr

Kaolin

silicate d’aluminium hydrate
Al,Si,05(0OH) 4

T OGS

& DEEP PORE |
REFINING MINERAL §
MASQUE




Ellaginezuur (oplosbaar) + Ca**, Zn**, Co** or Fe**

~_

onoplosbaar

O
HO O

O OH

negatief geladen

O

Bock P et al. Activation of intrinsic blood coagulation by ellagic acid: insoluble ellagic acid-metal
ion complexes are the activating species. Biochemistry, 1981, 20:7258









“acceptable” assays?

N8 GP Bay 94-9027 | rFVIIIFc
Relevant 29,30, | 35 25, 28, 29
references 31, 34
Chromogenic Yes® Yes® Yes®
FVIII assay
One-stage reagents
STA-PTT A No No Yes®
STA-C.K. Prest | Yes ? Yes®
Actin FS Yes ? Yes®
Actin FSL Yes ? Yes®
Pathromtin SL | ? ? Yes®
SynthASil ? ? Yes®
SynthAFax No Yes ?
DG Synth Yes ? ?
Cephascreen Yes Yes Yes®
APTT Sp No No ?

Kitchen 2017 Semin Thromb Hemost 43: 331



10-fold underestimation with some
one-stage clotting assays



FVIII one-stage assay (APTT-based)




FVIIl one-stage assay (APTT-based)
AR A R |

geen FVIII

Y

onderschatting




RelFacto



recombinant FVIII (rFVIII)

B-domain deleted

\ rEVIII

full length rEVIII

Advat

Kov




B-domain deleted
rFVIII

@()R

FVIII chromogene test = 2 x FVIII coagulation test
i

Product specific calibrator
for FVIIl chromogene and coagulation tests



20 1

Difference (%)

calibration with a product-specific calibrator
for the measurenent of ReFacto AF

chromogenic versus coagulation FVIII assay

Patient 1

40 80
Time (days)

Haemophilia. 2018;24:675-682.



20 1

Difference (%)
-
=

calibration with a product-specific calibrator
for the measurenent of ReFacto AF

chromogenic versus coagulation FVIII assay

Patient 1

100

Difference (%)
=
=

100 -

]
Difference (%)
=
o>

Patient 2 Patient 3

0 40 g

40
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Time (days)



Gene therapy for hemophilia A

N Engl J Med 2022 386 1013

5 patients in UZLeuven (Prof. K. Peerlinck)



FVIIl gene therapy

« adenovirus associated vector
« B-domain deleted FVIII

 hepatocytes



ReFacto (B-domain deleted rFlll)

Gene therapy for FVIII (B-domain deleted rFlll)



ReFacto (B-domain deleted rFlll)

chromogenic > coagulation test

Gene therapy for FVIII (B-domain deleted rFlll)

chromogenic < coagulation assay !!!



Gene therapy for hemophilia A

N Engl J Med 2022 386 1013

5 patients in UZLeuven (K. Peerlinck)

For one patient:

2% FVIII with the coagulation assay
not detectable in the central lab (chromogenic assay)



Gene therapy for hemophilia A

Discordance chromogenic versus coagulation assay:

post-translational modifications?



Gene therapy for hemophilia A

Discordance chromogenic versus coagulation assay:

post-translational modifications?

Gene therapy -> FVIIl gene in hepatocytes

Physiological FVIII production site(s)?



Structure of a hepatic sinusoid in a lobule

portd venule
bile ductule

Kupffer call . ;
pft SinUs oid

stellate cell
space of Disse

1 o
e

hepatic arteriole “hepaocyte endothelid cell



Which cell produce FVIIl in the liver?

hepatocytes (not LSEC)
- tissues: mMRNA and FV|||ZAg (Wion et al, 1985; Zelechowska et al, 1985)

- In vitro culture: FV|||ZAg (Ingerslev et al, 1998; Biron-Andreani, 2004)

Liver sinusoidal endothelial Cells (not hepatocytes)
- tissues: Immunohistochemistry (Stel et al, 1983; Van der Kwast et al, 1983)



Determination of the cell type
producing FVIII in the human liver



How to identify the liver cell type producing FVIII?

level of FVIII mMRNA

sensitive FVIII FUNCTIONAL assays
(allows inhibition with specific antibodies)

cell purification: FACS sorting

control of purity by mRNA transcriptome
(massive parallel sequencing)

Shahani JTH 2014; 12: 36



Isolation strategy
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-

Cell type FVIII:C VWF:Ag Albumin
(LOD) nU/cell (LOD) nU/cell (LOD) fg/cell
Hepatocyte < (0.3) < (0.8) 190 (1.6)
Hepatocyte < (0.15) < (0.4) 100 (0.8)
Hepatocyte < (0.03) 0.5 (0.07) 265 (0.6)
Hepatocyte < (0.03) 0.5 (0.08) 100 (0.7)
LSEC 1.1 (0.2) 1.8 (0.6) 2 (1.1)
LSEC 2.8 (0.3) 2.8 (0.8) 61.6 (0.8)
LSEC (commercial) 0.55 (0.2) 13.6 (0.7) < (1.3)
HUVEC (passage 1) <0.2 88 (0.5) nd
CHO-rFVIII 0.3 (0.03) < (0.08) <(0.1)




Which cell produce FVIII in the liver?

+ hepatocytes (not LSEC)
- tissues: mMRNA and FV|||ZAg (Wion et al, 1985; Zelechowska et al, 1985)

- In vitro culture: FV|||ZAg (Ingerslev et al, 1998; Biron-Andreani, 2004)

+ Liver sinusoidal endothelial Cells (not hepatocytes)
- tissues: Immunohistochemistry (Stel et al, 1983; Van der Kwast et al, 1983)

- purified cells (Shahani et al, 2014)

Who Is right?



Inactivation of the FVIII gene in different cell types

hepatocytes endothelial cells

\ \

FVIII: normal FVIII: undetectable




Gene therapy for hemophilia A

Discordance chromogenic versus coagulation assay:

post-translational modifications?

Gene therapy -> FVIIl gene in hepatocytes

Physiological FVIII production site(s)?

endothelial cells



Patiént met ernstige hemofilie A (FVIII < 1%)

— APTT =24.4 sec

— FVIIl one stage assay: 348,6%

— FVIIl chromogene test A: 25 %

— FVIIl chromogene test B: onmeetbaar

misleidende informatie

| op spoed
| op de operatie kamer
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Tekort and FVIIl en Emicizumab
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Tekort and FVIII en Emicizumab

Factor X actor Xa
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APTT FVIII tekort
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APTT FVIII tekort Emicizumab
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Meting van FVIIl met een stollingstest (APTT)
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Patiént met ernstige hemofilie A (FVIII < 1%)

« voor behandeling

— APTT =133 sec
— FVIIl onmeetbaar

« Na Emicizumab

— APTT = 24.4 sec
— FVIII stollingstest: 348,6%



Patiént met ernstige hemofilie A (FVIII < 1%)

— APTT = 24.4 sec

— FVIll one stage assay: 348,6%

— FVIIl chromogene test A: 25 %

— FVIIl chromogene test B: onmeetbaar



FVIIl chromogene testen



FVIII chromogenic assay

test sample (FVIII)

+ a little thrombin

+ phospholipids
+ FIXa, FX

+ Ca++

+ chromogenic
substrate
for FXa

thrombin
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Incubation period
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Incubation period



FVIIl chromogene testen

Boviene Humane
reagenten reagenten
FIXa and FX Y FIXa and FX
Siemens Hyphen

Werfen

Stago




FVIIl chromogene testen

Boviene Humane
reagentia reagentia
FIXa and FX E‘Ii(a ang FX

N
ry l
geen ' AT eV

activiteit activiteit



Patiént met ernstige hemofilie A (FVIII < 1%)

— APTT =24.4 sec

— FVIll one stage assay: 348,6%

— FVIIl chromogene test A: 25 %
humane reagentia

— FVIIl chromogene test B: onmeetbaar
boviene reagentia




Communicatie met de clinici!

i}
v

welke product?

welke test? ] ‘

DEAL “FVIII” aanvragen



