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Background

v" 1l medico che deve gestire i pazienti emofilici necessita del supporto
della medicina di laboratorio in tutti gli step del percorso
diagnostico-terapeutico dei pazienti

v" Oltre alla diagnosi iniziale necessaria all’impostazione del
trattamento, a seconda della gravita della patologia, il laboratorio €
quindi indispensabile per 1l monitoraggio della terapia e della
profilassi

v" Anche nella preparazione di un intervento chirurgico il laboratorio ¢
fondamentale per la sicurezza dell’intervento, evitando importanti
complicanze.

v’ 11 laboratorio ¢ essenziale anche per la identificazione e la titolazione
degli inibitori, che rappresentano la piu importante complicanza
clinica della terapia sostitutiva.
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Ragioniamo su un caso clinico

» Un paziente maschio di 30 anni necessita di cure odontoiatriche
per dolenzia acuta a un dente.

» Anamnesi: Nessuna malattia internistica riferita, nessun precedente
intervento chirurgico o del cavo orale, nessun trauma o ferita
maggiore.

» Non assume farmaci, né in cronico n¢é nei giorni immediatamente
precedenti

» Anamnesi familiare: la nonna materna aveva effettuato un accesso
in ospedale per un inspiegabile sanguinamento gastrointestinale.

Ragioniamo su un caso clinico

» L’odentoiatra procede ad avulsione dentaria.

» Nessun evento significativo fino a sera, quando il paziente presenta
un sanguinamento profuso del cavo orale.

» La mattina seguente il paziente, ancora sanguinante, sviluppa
ipotensione (40-80 mmHg).

» Il paziente si reca in un PS dove si rileva Hb= 7 gr/dl, con aPTT ai
limiti (32.9 sec [vn 32 sec], PT 11 sec [INR 1.06].

» Riceve emotrasfusione con successivo valore di Hb=9.9 gr/dl
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Ragioniamo su un caso clinico

» La profusa emorragia del cavo orale senza apparenti fattori di

rischio noti fa ipotizzare una malattia emorragica sottostante

Come procedere?

basata sull'evidenza

» La medicina moderna ha beneficiato del contributo della medicina

» Sviluppo di punteggi e algoritmi standardizzati per aiutare 1 medici

SYMPTOMS (up to the
time of diagnosis)

Epistaxis

Cutaneous

Bleeding from minor

Oral cavity

Gl bleeding

Hematuria

Teoth extraction

Menorrhagia

Post-partum hemorrhage

Muscle hematomas

Hemarthrosis

CNS bleeding

Other bleedings*®

ISTH-Bleeding Assessment Tool

O Nodtrivial

© Consultation onty"

= more than 10 minutes

O For bruises 5 or more
(= 1cm) In exposed
arcas

> Slyear
or
= more than 10 minutes

O Nofrivial O Gonsultalion onty™

o O Consultation onty*

utrivial O Present ) Consultation only*

O Nodtrivial O Present (not associated
with wicer, portal
hyperiension,
hemorrholds,

Angiodyspiasa)

O Consultation only"

O Nofrivial O Present (macroscopic) (O Consultation only™
O Repored in <25% of al

3 Reported in =25% of all
.o p

no

D Reponed in <25% of al
procedures, no

Q) Reported in =25% of all
procedures, no

O Consullation only* O - Time off workischool >
of Dlyear
Changing pads more of
frequently than every 2
hours
or
- Clot and flooding
or
- PBAC score=1004
O Consullation only* O - kron therapy
or or
Use of synlocin Aniifibrinolytics
or
- Lochia > & weeks

Requiring
antiforinolytcs or
hormonal or iron therapy

) Post trauma, no therapy () Spontaneous. na therapy

O Post trauma, no theragy

O Spontaneous., no therapy

O Never

O Novirvial

O Present O Consuitation onty*

SCORE
3

O Packing or caulerization or

anbignncytc

O Edensive

O Surgical hemosiasis

O Surgical hemostasis or

4

O Blood transfusion of repacement therapy
{use of hemestalic bleod components and
rFVila) of desmopressin

) Spontaneous hematoma requinng biood
transfusion

O Blood transfusion, replacement iNerapy. o
desmopressin

O Blood transfusion, replacement iherapy or

antifainalyt DESMOpressn
O Surgical O Blood replacement therapy or
desmopressin

O Surgical hemostasis, iron therapy

) Resuluring or packing

) Sungst i hemostasis of
antifbanalytic

© - Requiring combined treatment wilh
anlifibeinolytics and hormonal
therapy
of
- Present since menarche and > 12

O Biood transfusion, replacement therapy or
desmopressin

O Blood transfusion, replacement therapy or
desmopressin

O Blood transtusion, replacement therapy of
desmopressin

O - Acule menorrhagia requising hospital
admission and emergency Ireatment
of
- Requining blood transfusien, Replacement
therapy. Desmopressn,
or
- Requiring deatation & curretage or
endometrial ablation or hystereciomy)

months

O - Requiring blood X
replacement therapy, desmopressin
o

- Requiring examination under
anaesthesa and/or the use of utenn
ballcon/package to tamponade the
uterus

O Spontaneous of Iraumatic, requirng

O -Any requiring criical care or
surgical inlervention (e.g. hystereclonmy,
internal fiac arlery legation, ulerne arlery
embolization, uterine brace sutures)

O Spontaneous of Iraumalic, requiring surgical

o oF biood
therapy
O Spontancous of fraumatic, requiring O Spontaneous of traumatic, requiring surgical
or or bicod
therapy

O Subdural, any miervention

O intracerebral, any inferventon

O Surgical 5

O Blood
ESMOpressin

or replacement therapy or
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ISTH-Bleeding Assessment Tool

Score

O Normal range is <4 in adult males
O <6 in adult females and

1 <3 in children!

1

ISTH/SSC bleeding assessment tool: a standardized questionnaire and a proposal for a new bleeding score for
inherited bleeding disorders. Rodeghiero F, Tosetto A, Abshire T, Arnold DM, Coller B, James P, Neunert C,
Lillicrap D; ISTH/SSC joint VWF and Perinatal/Pediatric Hemostasis Subcommittees Working Group.

J Thromb Haemost. 2010 Sep:;8(9):2063-5

ISTH-Bleeding Assessment Tool: il punteggio del nostro caso (1)

SCORE 5

SCORE

SYMPTOMS (up to the of 1% 2 3
time of diagnosis)

Epistaxis O Noftrivial O - > 5liyear ) Consultation only" O Packing of cauterization or
or antifibrinolytic
- more than 10 minules

Cutaneous © Moitrivial O For bruises 5 or more (O Consultation only* O Extensive
{= 1cm) in exposed

areas
Bleeding from minor O Nodtrivial > Slyear ) Consultation onhy* (O Surgical hemostasis
wounds or

maore than 10 minutes

Oral cavity O Noftrivial O Consultation only* O Surgical hemostasis or
antifibrinotytic
Gl bleeding © Noftrivial O Present (not associated O Consultation only* O Surgical hemastasis, antifibrinohytic
with ulcer. portal
hypertension
hemormhoids,
angiodysplasia)
Hematuria O Noftrivial O Present (macroscopic) O Consultation only® O Surgical hemostasis. iron therapy
Tooth extraction O Noftrivial or none O Reported in £25% of all O Reported in 225% of all O Resuluring or packing
done procedures, no procedures, no
Intervention** Intervention*

Surgery O Noftrivial or none O Reported in 25% of all ) Reported in 225% of al O Surgical hemostasis or
done procedures, no procedures, no antifibrinolytic
Intervention*® Intervention™*

O Blood transfusion or replacement therapy
(use of hemastatic blood components and
rFVila) or desmopressin

O Spontaneous hematoma requining blood
Iransfusion

O Blood transfusion, replacement Iherapy, or
desmopressin

O Biood transtusion, replacement therapy or
desmopressin

O Biood transfusion, replacement therapy or
desmopressin

O Biood transfusion, replacement therapy or
dEsSmOpressin

O Biood transfusion, replacement therapy or

dEsMOopressin

QO Blood transfusion, reptacement therapy or
desmopressin

Punteggio totale: 5 . Probabilita significativa di
malattia emorragica congenita
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Nel nostro paziente all’emocromo e ad esami coagulativi di
II livello:

» Piastrine: 390000/ ul
» Von Willebrand antigene: 90%

» Von Willebrand attivita (cofattore ristocetinico): 82%

Nel nostro paziente all’emocromo e ad esami coagulativi di
II livello:

» FXII: 119%
» FXI: 94%

FIX: 91%

> v 1% EEERP (Emofilia A lieve

FII: 110%

v

A7

» FVII: 88%

FV: 80%

Y

» FX:90%
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J.Lab.Clin.Med 1953

Effect of anti-hemophilic factor on one-stage clotting tests: a presumptive test
for hemophilia and a simple one-stage anti-hemophilic factor assay procedure.
| .'i”ff- 1 f i

Robert Robert Ken
Langdell Wagner  Brinkhous

Effect of anti-hemophilic factor on one-stage clotting tests: a
presumptive test for hemophilic and a simple one-stage anti-
hemophilic factor assay procedure.

* One stage FVIII:C and FIX:C
are readily available specific
tESt 13 12 1.4 1

* FVIII- or FIX- deficient
plasma is incubated with

serial dilutions of patient W
plasma and reference ’
plasma i

. Patient plasma :
* aPTT times are recorded Deficient plasma aPTT

(substrate)
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L’importanza del parallelismo di curva per la determinazione
dell’inibitore del FVIII

Parallel-line bioassay

| \‘u\\Presence of Inhibitor !
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Factor VIII Functional Assays

» One-stage assay
» Two-stage assay

» Chromogenic assay
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ONE-STAGE CLOTTING ASSAY FVIII/ FIX

Basato suun aPTT

Misura quanto il plasma campione corregge l'allungamento del tempo di
coagulazione di un plasma totalmente carente del fattore da dosare

L'entita della correzione & direttamente proporzionale al contenuto di fattore VIII/IX
del plasma test

Il livello di fattore & testato contro una curva di riferimento costruita sui tempi di
coagulazione ottenuti testando, nelle stesse condizioni, diluizioni seriali di un plasma
standard a concentrazione nota di fattore

Campione + plasma
diluito carente FVIII / FIX

eattivo
aPTT

= aftivatore
= fosfolipidi =) FXI,— FIX

.

FX, - FV, - FlI

TROMBINA FIBRINOGENO CLOT

Two-stage chromogenic FVIIl assay

Per FVIII:

* Misura la quantita di FX aggiunto in eccesso in un reattivo costituito da una miscela
ottimale di fattori (FXla+ FIXa+ FV + Fll + fosfolipidi + Ca++) che € convertita in FXa
dall'azione del FIX, del reattivo e del FVIIl, del plasma campione diluito — il Fxa
prodotto nel primo step agisce, in un secondo step, su un substrato specifico
staccando il cromogeno ad esso legato e producendo una reazione colorimetrica

* L'intensita della colorazione & direttamente proporzionale al contenuto di Fxa
prodotto e di conseguenza al livello di FVIII presente nel plasma campione

* |l livello di fattore & estato contro una curva di riferimento ottenuta testando allo
stesso modo diluizioni seriali di un plasma standard a concentrazione nota di fattore

Campione + miscela FXI, FIX, FV Fll esogeni
diluito (senza FVIIl ) con Ca++ e PL + FX in eccesso
N
FVII-FIX, =—= FX wp FX, 1° step

[FX, |
_ﬁ.- 2° step
Substrato - +

ASSORBANZA
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Measurement of FVIII for Clinical Management

» FVIII-specific assays

« FVIII:C  a) chromogenic
b) one-stage

« FVII:Ag

» Global hemostatic assays:

a) Thrombin generation

b) Thromboelastrography

Perché nel nostro caso clinico ’APTT non era anomalo,
sebbene ai limiti superiori di normalita?

!

» L’emostasi di solito richiede livelli di attivita del fattore
di coagulazione almeno pari al 30% del normale.

» L’APTT puo essere normale con un livello di fattore tra
il 15 e il 18% del normale, dimostrando la potenziale
insensibilita di questo test per la diagnosi di disturbi
congeniti lievi ma clinicamente significativi
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ONE-STAGE (OSA)

= Curva di calibrazione «low range»

VANTAGGI
Ampia disponibilita di reattivi con alta
stabilita a bordo , ideali per I'automazione
sui coagulometri disponibili
Costi contenuti

Maggior familiarita ed esperienza clinica

CHROMOGENIC (CSA)

= Curva di calibrazione «low range»

SVANTAGGI

Reattivo dedicato e piu delicato da
usare in automazione sui coagulometri
disponibili

Piu caro

Poco conosciuti nel laboratorio clinico

SVANTAGGI

= Meno riproducibili

= Molti reattivi diversi

a) origine e concentrazione fosfolipidi

b) attivatore (silice, acido ellagico, ... )

c) plasma carente (immunodepleto o
carente congenito)

= Con alcuni reattivi minor accuratezza di
misura a livelli molto bassi

* Piu variabilitd interlaboratori

VANTAGGI
= Piu riproducibili
= Minor variabilita nei reattivi

= Misure piu accurate e precise

= Minor variabilita interlaboratori

» | livelli di fattore dosati con i due test possono essere
anche marcatamente diversi

Factor Assays and New FVIIl Products

Bioengineered Recombinant Factor Concentrates

Single Chain FVIII
PEGylated FVIIl and FIX -
FVIII & FIX Fc Fusions

Significant one-stage assay variability

Potential Solutions
* Product specific one-stage assay standard

* One-stage assay result “conversion factor”

« Chromogenic factor assays
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Guida di consenso per il monitoraggio di

laboratorio dei fattori di coagulazione modificati
Documento di consenso di SISET, AICE, SIBioC and SIPMeL

1 - In linea di principio, sia i test di coagulazione a uno stadio che i test
cromogenici sono utili per valutare i livelli post-infusione di fattori di
coagulazione modificati.

2 - Tuttavia, per alcuni prodotti disponibili in commercio dovrebbero essere
attesi risultati discrepanti a seconda della metodica utilizzata.

3 - Ogni volta che sono disponibili informazioni in letteratura o dalla pratica
clinica, si consiglia di utilizzare il tipo di dosaggio o procedura standard
specifici del prodotto, che si sono dimostrati efficaci nel ridurre al minimo le
differenze tra i dosagagi.

4 - Il metodo utilizzato per I'etichettatura della potenza del prodotto utilizzato e
la soluzione temporanea piu pragmatica.

5 - In definitiva, la soluzione potrebbe essere quella di passare da
saggi di coagulazione in una fase a saggi cromogenici.

The efficecy and safery

medicel condition.

d for oy

These o mpounds and thelr vses are
of the:

E

T stigatianal and hawe not been caproved o boonse
o

Non-replacement approaches for
Haemophilia A *

Extrinsic Xlla Intrinsic

pathway = A= pathway
Xl

ing evoluated

by countering the inhibitory action

Replace the function of missing
of TFPI (i.e. concizumab)

FVIllla in the clotting cascade via new
means (i.e. emicizumab)

[Boost the extrinsic pathway

Common
pathway

3¢ moderyles hrve it been extablab ed vet oo are curren iy ber

Boost thrombin levels to increase the
feedback loop and allow for quicker fibrin
formation by inhibiting anti-thrombin (i.e.
Fibrin fitusiran)
Formation

lla, activated Factar VIN; TFPI, tissin Factor pathway inhibitar; mab,
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Figure adapted from Achnack et al. Circulation 2010;122:2088-2077
" Hamann J, Coleau S Am.J Hemalol 9112521260, 216




Emicizumab MoA compared with FVIII

Factor VI

Where sufficient FVIIl is present, it will bind with
thrombin to become activated (FViila)

This FVllla then binds with FIXa to form the tenase
complex on the surface of platelets

The complex then binds with FX to allow its activation by
FIXa

— this part of the coagulation cascade can not occur
in the absence of FVIII

a, activated; F, factor; MoA, mechanism of action

Emicizumab

As a bispecific, monoclonal antibody, emicizumab
replaces the haemostatic function of FVIII by binding to
FIXa and FX, which allows the coagulation cascade to
continue normally

FVIl inhibitors do not bind to or neutralise emicizumab,
therefore have no impact on its haemostatic activity

Factor Assays and New Hemophilia Products

Non-Factor Replacement Therapies

-

*  FVIII mimetics (Emicizumab)

% Rebalancing hemostasis strategies (Fitusiran,

Concizumab etc)

Potential Laboratory Tests for Monitoring

» Global hemostasis assays - Thrombin generation assays/Thromboelastography
» FVIII chromogenic assays (human reagents) for Emicizumab

15 mrndes post-rFvila
| (415 manutes post.FEIBA)

: 8

T carsban (i

15 minutes podt-FEBA
4 hours
post FEBA

-FEBA

[ Posmal conrol —— FVil « 1 RUfdL = 1h ater FVIl infusion 50 Uk (FVil=103 RvaL) |

Pre.
&0 4
04
[} 10 0 E1] w0 50 [
Thne mimies)
——
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Factor Assays and New Hemophilia Products

problems concerning their measurements

» Gli anticorpi bispecifici (bsAb) sono intrinsecamente diversi dal FVIII
e mancano di molti degli stessi meccanismi regolatori

» Queste differenze complicano l'assegnazione e l'interpretazione
dell'attivita equivalente a quella del FVIII

» L'incapacita di assegnare l'equivalenza di FVIIl compromette la
nostra capacita di valutare il potenziale emostatico delle terapie

basate sull’'uso dei bsAb.

1)

4)

Indicazioni per una corretta gestione laboratoristica di esami
effettuati in pazienti trattati con emicizumab

evitare saggi di coagulazione basati su APTT, come l'attivita del FVIII
a uno stadio basata su APTT e saggi di inibitore del FVIII con metodo
Bethesda;

ove possibile, sostituire i test basati su APTT con test cromogenici o
basati su test immunologici;

utilizzare il dosaggio Bethesda cromogenico (fattore IXa bovino e
fattore X) per misurare gli inibitori del fattore VIII;

per misurare emicizumab, utilizzare un cromogeno (fattore |Xa
umano e fattore X) o diluire un test a uno stadio con il calibratore e i
controlli di emicizumab

asn |eunsiad JoJ - PIEOQ PY J0) [ELBLEW PEAY-3ld

fjuo
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Genetic tests

1. 2.
Confirmation of uncertain Molecular analysis as the
phenotypic diagnosis preferred diagnostic test

N

Molecular Testing for Inherited Bleeding Disorders

<N

3. 4.
Supplementary Differentiation of
genotype-phenotype genocopies
information (identical

phenotypes due to
mutations in
different genes)

Gragie por { attongione
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FVIlll-deficient Plasma

HemosIL EZISA
Precision Biologic
Congenital
Sta-Diagnostica
Technoclone

UK

Sweden, France, Israel

South Africa, Czech Rep.,
Australia, UK, Denmark

I siemens
Ireland India  pgrazil, canada, USA I Immunodepleted
The Netherlands UK Bl Hart
Spain Canada, USA Il stago )
o — ‘I:l;tFural def. pl. with
w denmork I Fmnodepiced
A"'s"al!"la" ff France [ Sysmex Thrombocheck
Germany | | Ttaly [] HemosIL
| I Dade-Behring
Ttaly — ;?;m:::depleted
[ congenitally deficient
Japan, USA, Japan /] George King
USA, USA [] Helena Labs
;'::I'an 4, [ HRF Inc.
1
—1
]
]
1

Buffer for Dilution

L. T B

4% HBS-BSA
FVIII-deficient plasma
HemosIL Factor Diluent
HemosIL Factor Diluent
+ 1% Albumin
Imidazole

Michaelis buffer

NacCl 0.9%
Owrens-Koller

B Owrens-Koller Veronal
[ saline

[ stago Diluent

[] Veronal

CA, CA,
CZ, FR,
FR, AU,
Us, UK,

IR, US

Onoom o mn

BR, US, US DE DK
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dell’inibitore del FVIII

incubazione a 37 °C

I’1nibitore

del paziente con plasma carente
» Incubazione per 2 hra 37 °C

definita come 100% dell’attivita residua

Il saggio Bethesda (mod. Nijmegen) per la determinazione

» Per definizione 1 BU/ml ¢ la concentrazione dell’anticorpo anti-
FVIII che inibisce del 50% 1’attivita del FVIII dopo 2 hr di

» IL plasma del paziente ¢ diluito in serie (1:2-1:1024) con tampone
imidazolo (o plasma carente) in modo tale da diluire anche

» Plasma normale di controllo ¢ diluito serialmente come il plasma

» Simisura poi FVIII. La diluizione 1:2 del plasma normale ¢

F8 Mutations Resulting in FVIIl Assay Discrepancies

lle369Thr

Arg1689His
Glu321Lys Tyr346Cys  Glu720Lys Arg1639His  Phe2127Ser
— — i
A1 |' A2 - B H A3 jJci |c2 @
£ — e —
factor Vill protein 5581565 691712 o Ll
b) 3727CS 740 TCS 1689 TCS

Arg1749His
Ser1791Pro
Arg527Trp Leu1932Phe
Arg531His/Cys Met1947Val
AsnB94lle His1954Leu
Ser289Pro ArgB698Trp/Leu Leu1978Phe Asn2228Lys
——— — & | - e
jm ] i ——
factor VIl protein 5% lhf‘“ ol 1811 m!sw
a) 3727CS 740 TCS 1689 TCS

Chromogenic

One-Stage

One-Stage

>
Chromogenic

>
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FVIII Genotype and Inhibitor Risk in Severe Hemophilia APUPs

Multi-domain deletions ~60-80
%

Light chain nonsense mutns 30-40%
Intron 22 inversion 20-25%
Single domain deletions 15-25%
Small non-A run insertions/delths  15-20%
Heavy chain nonsense mutns 10-20%
FVIII missense mutns <10%
Small A runinsertions/deltns <5%
Splicing mutns. <5%

Una grave complicanza dell’emofilia A : la comparsa dell’inibitore

Risk Factors for development of FVIII inhibitors'-?

Severity of Haemophilia F8 Gene Mutations

Family history i HLA Class I/II (to be confirmed)
Race and Ethnicity Genetic Polymorphic immune response genes
Factors
Concomitant Inhibitor Development Treatment
Factors

Type of replacement FVIII therapy (pd-FVIIT vs rFVIID)
Purity

FVIII formulation (with or without VWF)

HLA Class VI (to be conlirmed)

Polymorphic immune response genes

Viral inactivation process

Intensive Treatment

Signs of warning:
Inflammatory processes
Trauma/surgery; severe bleeds;
tissue damage 2 :
G Ireatment regimen {Early or late prophylaxis vs on-demand)
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RN T4 G U DELINES FOR THE

TREATMENT FOR ALL
WORLD FEDERATION OF HEMOPHILIA M A N AG E M E N T o F
Fédération mondiale de I"hémophilie

Federacién Mundial de Hemofilia H E M O P H I LI ! 201 2

s . GUIDELINE FOR THE
MANAGEMENT OF
PATIENTS WITH
HAEMOPHILIA
UNDERGOING
SURGICAL
PROCEDURES

Perioperative management of the bleeding patient

BJ A British Journal of Anaesthesia, 117 (S3): iii18-iii30 (2016)

Review Article

Il saggio Bethesda (mod. Nijmegen) per la determinazione
dell’inibitore del FVIII

100% |

50%
Range valido

30%
25%

1.75BU

o o (2]

Esempio: diluizione 1:20, 30% attivitd residua: 1.75 BUx20=35 BU/ml
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One-stage clotting assay - APTT

Timer starts with the addition of calcium to initiate the reaction and
stops when the reaction reaches a preset increase in one of the
following:

* Turbidity (optical measurement)

* Viscosity (mechanical measurement)

Gu JM, Ramsey P, Evans V, et al. Haemophilia. 2014;20.593-600:Barrowcliffe TW, Hubbard AR, Kitchen S. Haemophilia. 2012;18.61-65

One-stage FVIII:C Assay

Test PPP + FVIII deficient PPP + Activator + Phospholipid

|

Micronized silica
Ellagic acid
Kaolin

Cellite

. - L] .
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One-stage FVIII:C Assay

Test PPP + FVIII deficient PPP + Activator + Phospholipid

|

 Total PL
* %PS

APTT reagents

Australia USA

Denmark, France,

New Zealand, Australia Canada, South Africa,

Israel, UK [ Actin FLS

[ Actin FS

I APPT Kaolin
T:l:therlands B C.K. Prest

[_]Cephascreen

I HemosIL APPT SP
[ Homemade reagent
[ ]Patromtin SL
I Piatelin LS
[_IPTT-A STAGO
[ synthasIL
apan, USA [Isysmex APPT SLA
[ ITriniclot
[ Triniclot HS
I Triniclot S

Canada

Japan /

Italy, Spain,
USA, India,
UK

Canada, Sweden, USA

Ireland, France, DenmarkK -
Czech Rep., USA
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Two-stage chromogenic FVIIlI assay

* The European Pharmacopoeia recommends use of the
chromogenic-based assay in order to assign concentrate potency

* Most clinicians in Europe and North America rely on the one-
stage APTT-based assay in the management of their patients

1. Leong L, et al. ] Thromb Haemost 2011; 9 (Suppl. 2): Poster P-TU-223.
2. Gu JM et al. Haemophilia. 2014; 20. 593-600
3. Viuff D et al. Haemophilia. 2011; 17. 659-702

Factor Assays and New Hemophilia Products:
problems concerning their bioequivalence with rFVIII

A 5 -8 o

0.0001 0.001 ! ;
APV (U L") or BRAD (M)
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La gestione peri-operatoria del
paziente emofilico

How many times...?
The second and subsequent doses are given at intervals of
approximately one half-life of the infused product.

A typical half-life for standard half-life factor IX products is
approximately 18 to 24 hours.

Approximate half-lives for longer-lasting factor IX products
range from 54 to 104 hours.
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Molecular Genetic Testing for Hemophilia

Il saggio Bethesda (mod. Nijmegen) per la
determinazione dell’inibitore del FVIII

Perché € importante misurare in laboratorio il livello e/o 1’attivita
del FVIII:

O FVIII: i livelli del fattore sono correlati con il fenotipo
dell’emofilia nelle sue forme grave / moderata / lieve

U T saggi globali (ad es. TGA) possono aiutare ulteriormente nella
stratificazione del rischio e nella personalizzazione della terapia
ottimale

O La valutazione del titolo di inibitore ¢ fondamentale per la
gestione dei pazienti con anticorpi anti-FVIII (pazienti con
emofilia congenita o acquisita)
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Proc. Natl Acad. Sci. USA
Vol. 79, pp. 6461-6464. November 1952
Biochemistry

Isolation and characterization of a cDNA coding for human
factor IX -

(cDNA hybridization /DNA séquence analysis /blood coagulation)

Kotoku KuracH1 AND EARL W. DaVIE
Department of Biochemistry, University of Washington, Seattle. Washington 95195

Contributed by Earl W. Davic, July 29, 1952

and George Brownlee, Oxford University

Factor IX Gene Cloned in Nov 1982

Characterization of the human factor VIII gene_

Jane Gitschier, William I. Wood, Therese M. Goralka, Karen L. Wion, Ellson Y. Chen,
Dennis H. Eaton, Gordon A. Vehar', Daniel J. Capon & Richard M. Lawn

Departments of Molecular Biology and * Protein Biochemistry, Genentech, Inc., 460 Point San Bruno Boulevard, South San Francisco,
California 94080, USA

The complete 186,000 base-pair (bp) human facror VIIT gene has been isolated and consists of 26 exons ranging in size
from 69 to 3,106 bp and introns as large as 32.4 kilobases (kb). Nine kb of mRNA and protein-coding DNA has been
sequenced and the mRINA termini have been mapped. The relationship between internal duplications in factor VIIT cnd |
evolution of the gene is discussed.

and Genetics Institute

Factor VIII Gene Cloned in Nov 1984
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Spectrum of Hemophilia Mutations

> 2,100 different F8 mutations

http://hadb.ora.uk/WebPaaes/PublicFiles/MutationSummary.htm

> 1,100 different F9 mutations

http://www factorix.org/

Molecular Testing for Inherited Bleeding Disorders

Molecular Analysis as the Preferred Diagnostic Test

a) Prenatal diagnosis

a) Carrier detection
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Unusual Test Samples

Lo zar Nicholas Il e la zarina Alexandra con |

suoi figli
FO WT
WT
EXON 3 + EXON 4
gene ...AAG CAG TAT GTT G |gtaagca.. ...ctatctcaAag|AT GGA GAT CAG TGT GAG TCC AAT CCA TGT TTA...
cDNA ..AAG CAG TAT GIT GAT GGA GAT CAG TGT GAG TCC AAT CCA TGT TTA ..
protein .K @ Y V D G D Q@ C E S NP C L.
FO MUT
MUT
EXON 3 * EXON 4
gene ... AAG CAG TAT GTT G|gtaagca.. ...ctatctcaG|AG ATG GAG ATC AGT GTG AGT CCA ATC CAT GTT TAA ...
cDNA ..AAG CAG TAT GIT (AG ATG GAG ATC AGT GIG AGT CCA ATC CAT GTT TAA ..
protein ONNCIANAYAN |\ F | S V S P | H V STP

Royal Family F9 Splicing Mutation
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Molecular Testing for Inherited Bleeding Disorders

Differentiation of Genocopies

(identical phenotypes due to mutations in different genes)

Ragioniamo su un caso clinico (2)

» Una donna bianca di 28 anni si reca da un ginecologo per un aumento del
sanguinamento mestruale.

» Gia al menarca (13 anni) la donna riferisce che il suo sanguinamento mestruale
era talmente profuso da costringerla ad assentarsi dalla scuola per diversi giorni
ogni mese.

» E’ costretta a cambiare il tampone vaginale ogni 30-60 min. per i primi tre giorni.

Sua madre e sua sorella le avevano riferito che questo fenomeno era normale
per le donne della loro famiglia, almeno nel ramo della nonna materna.

v

» La paziente aveva avuto due gravidanze senza complicanze emorragiche al
parto, e le consegne furono.

\4

Nega ematuria, sanguinamento gastrointestinale, sebbene aveva talora epistassi
che avevavno richiesto intervento medico con tamponamento. Qualche mese
prima aveva sperimentato una grave menorragia associata a dismenorrea.

» In quella occasione aveva scoperto che l'aspirina o l'ibuprofene le alleviavano |l
dolore ma non il suo sanguinamento, che anzi era esacerbato.
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Ragioniamo su un caso clinico (2)

» Nel corso dei pochi mesi seguenti, le sue mestruazioni erano
progressivamente peggiorate in termini di sanguinamento.
» Aveva quindi iniziato a sentirsi debole e cercato una terapia.

» |l suo ginecologo ha notato che la sua Hb era di 8,2 g/ dL e il suo MCV era di
79 fL.

» Aveva una sideremia di 25 yg/dL e TIBC di 412 pg / dL.

> |l suo esame pelvico era normale e il ginecologo raccomandod una Dilatazione e
raschiamento (D&C).

» Ha iniziato quindi terapia marziale con 325 mg di FeSO, tid e su consiglio
di un'amica ha cercato una valutazione ematologica.

» Una iniziale valutazione del tempo di sanguinamento forniva un valore di 1072
minuti (vn fino a 5 min)

Ragioniamo su un caso clinico (2)

» Tipica manifestazione clinica di sanguinamento cutaneo mucoso
» Somministrazione di un BAT specifico (Vicenza Bleeding Score)

» La Quantificazione e la definizione della storia emorragica & obbligatorio per la
diagnosi di VWD

» L'uso di un questionario standardizzato ha permesso la quantificazione della storia
emorragica mediante un punteggio «emorragico» quantitativo (BS)
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A BS > 3 (> 5 in females) has a good
sensitivity and specificity (64.2 and 99.1°9

Hemorrhagic
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2
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no or trivial

present

packing/cauterization/

desmopressin

transfusion/replacement

Cutaneous S}’lllpTOH’lS

no or trivial

petechiae/ bruises

hematomas

medical consultation

Minor wounds

no or trivial

present
( 1-5 episodesyear)

medical attention

surgical/transfusion

Oral cavity bleeding

no or trivial

present

medical attention

surgical/transfusion

Gastrointestinal bleeding

no or trivial

present

medical attention

surgical/transfusion
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transfusion/ dilatation
curettage/ suturing
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1. Rodeghiero et al, JTH 2005
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Ragioniamo su un caso clinico (2)
» Una iniziale valutazione ematologica forniva i seguenti risultati:
+ tempo di sanguinamento: 10% minuti (vn fino a 5 min)
« PT, aPTT, fibrinogeno e piastrine nella norma
« FVII: 22%
* VWFricof: 24% e VWF:Ag: 30%.

+ Gruppo sanguigno A (livelli normali di VWF per gli individui del gruppo A: 50-200%.

Valori dei parametri di laboratorio attesi nella VWD
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Structural and functional domains of pre-pro-VWF. sp, signal
peptide; CGLC, amino acid consensus sequence of disulfide
isomerases; FVIIIB, factor VIl binding site; mult., multimerization
site; CB, collagen binding site; Gplb, platelet Gplb binding site;
Heparin, Heparin binding site; ps, proteolytic site; RGD, Gpllb/llla
binding site; dim., dimerization site.

domains D1 D2 D’ D3 A1 A2 A3 D4 BC1 C2 CK
CcB
CGLC CGLC | FVIIIB mult. Gpb ps CB RGD dim.
Heparin
sp propeptide mature VWF subunit

MCMDM-1VWD Mutations

Nonsense  Splice

_ Insertion Missense
Deletion

Promoter

85% missense mutations, ~10% null alleles
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Ragioniamo su un caso clinico (2)

» Fu testata nella paziente per via endovenosa DDAVP a 0,3 ug / kg.
» Mezz'ora dopo il suo sanguinamento si fermo.

» |l tempo di sanguinamento (4 min) si normalizzo, il FVIII=102%,
VWF:act=97% e VWF:Ag=120%.

» Mediante successivo uso di spray nasale di DDAVP il primo giorno del ciclo
mestruale si € osservata una progressiva normalizzazione dei livelli di Hb e
della sideremia.

Iter diagnostico semplificato della malattia di von Willebrand

Punti chiave®

*
* | pazienti presentano ecchimosi e porpora, di solito delle mucose, e raramente sanguinamento articolare.
* | test di screening rivelano una normale conta piastrinica, INR normale, e, talvolta, lieve prolungamento del PTT.

* | test di conferma comprendono dosaggio dell’Ag del fattore di von Willebrand totale, dosaggio funzionale del fattore
di von Willebrand (dosaggio del colatore ristocetina del fattore di von Willebrand) e dosaggio dei livelli plasmatici di
fattore VIII.

* Un trattamento, a base di desmopressina o talvolta concentrati di fattore VIl di media purezza, &€ somministrato per
un sanguinamento attivo e prima di una procedura invasiva.

* Soprattutto mucosa gengivale dopo avulsioni dentarie

asn |eunsiad JoJ - PIEOQ PY J0) [ELBLEW PEAY-3ld

fjuo

5 CONVEGNO INTERREGIONALE

UPDATE SULLA GESTIONE DEL PAZIENTE CON MALATTIE EMORRAGICHE




Clinical Use of Factor VIII Assays

» At diagnosis

» At times of interventions - eg. surgeries

» Pharmacokinetic determinations

» Apparent resistance to factor replacement
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Shear Apphed A5 Dyn/cm- Apphied

N Shew T8, AFM Probé T by Rotating Disk

Globular Short Extended Extended
vWF Chain Chain

Molecular Testing for Inherited Bleeding Disorders

Supplementary Genotype — Phenotype Information

« FVII/FIX Inhibitor risk

« Hemophilia B Leiden
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Heavy chain Light chain

» () Enhanced Inhibitor Risk F8 Mutations
I Proi1761GIn .
I Phe1775Val ln
A1 W Non-Severe Hemophilia A
A3
S I Pro1854Leu

N Leud12Phe

Inhibitor Risk at 50 EDs

N Arg1997Trp

B Asp2074Cly Kk
A2|mmmm agssicys
R A tiices: BN Pho2101Cys

B Asn618Sor [ " Twiseor Trp2229Cys

B Arg2150His
- § § W coimcy * Arg2159Cys

B Glu2228Asp

C2| === t22zcys % Asp2074Gly

N Val2232Ala

41.7%
39.4%

21.2%

18.3%

B — = sumesion Arg593Cys

Post-Pubertal Changes to F.IXin Normal Subjects
and Hemophilia B Leiden Patients

FIX
100% —]

Normal
75% —
50% —
. Hemophilia B
A Leiden FIX
Age | | | | | | | |

(years) 5 10 15 20 25 30 35 40
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Hemophilia B Leiden Mutations

HNF4
@ @
C/EBP HNF4 ARP C/EBP

l
5--| "-"-‘;‘siﬁe 3’
Iy

-26 21 +6 +11 +13

19
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