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Ou est le FXIIl dans I’hémostase secondaire ? &
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Roles du facteur Xlili

Vi

Facteur Xlll (plasmatique): LHUB-ULB

[ Pro-transglutaminase _
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(Kleber, 2022)

U Dimeére de 2 Sous-unité A
U Réle intracellulaire et extracellulaire




Déficits en facteur XIlI &

Déficit Facteur Xill LHUB-ULB

..................................

Acquis Congénital

1 cas pour 2-3 millions

Immunologique Non

(Anticorps) immunologique Quantitatif

Qualitatif

Type 2: tres rare

Pas de défaut de
synthese de
Facteur XIIl mais
défaut de
fonctionnement

Type 1

Mutations les +
fréguentes:

- F13A1(SU A)
- F13B(SU B)

Tres rare: 93 cas
identifiés dans le
monde

Le + fréquent:
hyposynthése/hypercons
ommation des facteurs
dus a des maladies
primaires




Activité FXIIi:

DéfiCit FXI I I Et CI i n iq ue Valeurs de référence: 70-140% @

Seuil hémorragique: <30%

Congenital FXI11/13 Deficiency (Rare) Acquired FXI11/13 Deficiency (Common) LHUB-ULB

i Reired / Dttt acaus N

FXI11/13 Deficiency > Déficit le + courant (non

(Majority) immunologique )

» Majoritairement

asymptomatique

Bleeding (Majority) » Qd auto-immun: trés rare et
No Antibody grave : symptomatique
FXI11/13-A Def. (Majority) Activité résiduelle en FXIII

(Rare) Symptomatic Acquired moyenne de 8%

FXI111/13 Deficiency

Déficit congénital

> Trés rare

» Majoritairement symptomatique

» + souvent mutation dans la sous-
unité A

Autoimmune Hemorrhaphilia XI11/13 Hemorrhagic Acquired FXIII/13 Def.

(Ichinose A, 2017) -




Déficit FXIII et clinique &

LABORATOIRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DF BRUXELLES
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/Svmptémes cliniques liés au déficit en facteur Xlll: \
- Saignement du SNC (svt: Hémorragie intracranienne)

- Retard de cicatrisation Activité FXIil:

- Saignements des tissus-mous et sous-cutanés sg2
= » . , Valeurs de référence: 70-140%
- Saignement du cordon ombilical pd période néonatale e s . o
Seuil hemorragique: <30%

- Fausse couche chez la femme enceinte
t> Impact clinique dépendant de I'activité résiduelle du FXIII

/
4 N
Relation linéaire non parfaite entre l’activité résiduelle de FXIIl et la
gravité clinique des saignements:
= >30% : svt asymptomatique
= Entre5 et 30%: peut aller de grade |, a Il et parfois a lll (le + grave)
= <5% : souvent associé a des saignements de grade Ill

- /

(Ichinose A, 2017 et Menegatti M, 2017) .




Un petit mot sur les anticorps contre le FXIli

Table 1 Classification of anti-FXIII anubodies

Subunit
specificity Effect Type
Anti- Neutralizing Inhibition of FXIII activation (type 1)
FXIII-A Inhibition of the release of activation
peptide (type Ia)
Inhibition of the activation of
thrombin cleaved FXIII by Ca~ "
(type Ib)
Inhibition of FXIIIa activity (tyvpe IT)
Inhibition of the binding to fibrin (type
I1T)
Multiple neutralizing effect (type IV)
Non- Acceleration of FXIII clearance without
neutralizing the inhibition of activity/activation
Combined Inhibition of FXIII activity/activation
and acceleration of FXIII clearance
Anti- Non- Acceleration of FXIII clearance
FXIII-B neutralizing

The principles of this classification were laid down by Lorand et al.
[16]. The Table represents a slight modification of the version pub-

lished by Pénzes et al. [24]. Muszbek, (2018)

93 cas recensés dans le monde:

Déficit rare mais grave !

Firm binding Typel
Before activation

Activation

Tetramer
formation

Firm binding
Hyper-clearance

Ichinose (2017)

Type |
/ 33
Inhibition of

Inhibition of

Weak binding
Before activation

Firm binding
After activation

- Tﬁ@
¢
Inhibition

Of activity

f

C :Type Anticorps
a-F13-B

B : Activité FXin

N=93




Activité minimale en FXIIl pour prévenir les

saighements spontanés majeurs ?

Minimal factor XIlIl activity level to prevent major

spontaneous bleeds

Exemple étude de 2017 sur 64 patients

M. MENEGATTI,* R. PALLA,* M. BOSCARINO,+ P. BUCCIARELLI,¥ L. MUSZBEK,f E. KATONA .}
M. MAKRIS,§ and F. PEYVANDIY FOR THE PRO-RBDD STUDY GROUP'
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Fig. 3. Distribution ol factor (F) XIII activily levels according Lo
presence or absence ol grade I1T bleeding. The box plots represent
the interquartile ranges, the solid horizontal line inside ecach box plot
15 the median value and the vertical bars delimit the minimum and
maximum values ol the distribution. The black circles identily single

observations.
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Un seuil a 15U1/dl
correspond a une
sensibilité de 97% et

une spécificité a 76%

AUC =0.96 (95% CI: 0.93 to 1.00)
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Fig. 4. Recciver operating characteristic (ROC) curve showing the
predictive ability of the full logistic model (containing factor (F)
XIII:C levels, age and sex) for the discrimination of patients with or
without grade 111 bleeding. The dashed diagonal line represents the
situation of predictive uncertainty (arca under the curve

[AUC] = 0.50).
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U Discordance entre les études pour
seuil de traitement

[ Pas de consensus scientifique

O Important de tenir compte de la
clinigue : quel type de saignement est
associé

L Besoin d’études prospectives sur de
grands groupe nécessaire

/ Derniéres guidelines de 2019
publiées dans Blood:
- Seuil de 15 Ul/dI en prophylaxie
- Pour la femme enceinte, un seuil
de minimum 10-20 Ul/dI est
recommandé jusqu’a la 22eme
k semaine de gestation




Coté thérapeutique: quelles options ? ®

............................................

LHUB-ULB
=) derive
Plasma fraisicongelie Cryoprecipite ”Q“ (‘,J“” — EXIII recombine
plasma)
sncentré que e Evite transmission e Uniquement FXIII
cl t © est virale recombiné de la
SIUVOR =/ €S8 ; e 40 Ul/kg par mois SU-A
totalement remboursé en prophylaxie e Uniquement pour
en Belgique ! sous e Fibrogrammin®© les deficits en FXIII
prescription par un spécialiste e Cluvot© déficient en SU-A

e Tretten© et Novo
Thirteen© (non
disponible en
Belgique)

prophylaxie

Note: Lors de déficits acquis immunologiques, un traitement immunosuppresseur

supplémentaire en association ou non avec le Rituximab est nécessaire (Menegatti, 2019)
(CBIP) “
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UNIVERSITAIR LABORATORIUM BRUSSEL

Quels tests au laboratoire ?




Quels tests au laboratoire ? ©)

.............................................

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

Méthode traditionnelle : Test de solubilité du caillot

[ Test rapide et peu couteux Pas de
[ Encore fort utilisé dans les pays en voie de + acide MCA Sl

développement + Cazxret ou acide SEVEre

, .. o thrombine s FXIII
 Méthode qualitative non standardisée — —, acetique ou
urée

 Test anormal que pour les patients séveéres en

déficits en Facteur Xl f
J Méthode non standardisée: différentes >

variables (temps de coagulation, concentration

et type de solvant, ect) @ Déficit

- sévere

[ Limite de détection variable en fonction des -

FXIII
variantes (activité FXIII [0,5-5%])




Recommandations des tests SSC@%%@Z?@@;?OH |Sth
au laboratoire par I’'SSC? Commitiee ety

Test de screening: Test d’activité du FXIII

n - Test de libération d'ammonium : mesure du NAD+ corrélé a l'activité du facteur Xlll (Ex: Berichrom)

- Test d’incorporation d’amines: basé sur liaisons covalentes d’amines fluorescente/ biotinylées/
radiomarquées sur un résidus glutamine du substrat FXllla

uel sous-type de déficits d’activité FXIII ?

- Dosage antigéne facteur Xlll : immunoessais ou ELISA pour mesurer FXIlI-A, FXIII-B, and FXIII-A2B2
n o (Ex: HémoslL : immunoessais avec particule de latex mesurant FXIII-A)

-  Test supplémentaire d’activité ou antigene FXIIl plaguettaire : différentie déficit en FXIII-A des déficits en
FXI11-B

- Test complémentaire : évaluation de la réticulation de la fibrine par SDS-PAGE

Si suspicion de déficit acquis immunologiques:

Si suspicion déficit congénital

- Mixing avec plasma patient et plasma témoin pour les

anticorps neutralisant - Confirmation finale par la génétique

- Tests de liaison pour la détection d'anticorps non
neutralisants contre FXIII-A et FXIII-B (ELISA ou dot plot)




Que faisons nous dans notre laboratoire du &
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LlHUB-ULB? T

Sur CS 5100 de
Siemens

L Mesure de I'activité du Facteur Xlll en screening par
technigue chromogénique
[ Kit Berichrom de Siemens (le + utilisé dans le monde)

Technique ?

Th bi
Fibrinogene m Fibrine soluble
Mesure
Thrombine oy

FXIII oo X|lla apparition NAD+

a 340 nm
Glycine ethyl ester + peptide substrate %conjugate + NH3 => Proportlonnel

a l'activité du

GLDH .y
NH3 + NADH + a-kétoglutarate s, NAD + glutamate facteur Xlll activé




Limitation du test Berichrom de Siemens

................................................

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

Existe d’autres réactions biochimiques dans le corps qui synthétisent du NADH
—>Interférence avec le dosage du Facteur Xll|
—>Surestimation du facteur Xl entre 2 et 15% (Michela Cini, 2015)

= La Société internationale de thrombose et d'hémostase (ISTH) recommande
d’utiliser une mesure de blanc avec de I'iodoacétamide (bloque I'activité du
Facteur XIII)

= Peu de laboratoires utilisent ce blanc car il est toxique.

= Les enquétes de I'ECAT ont démontré gu’il y avait une différence significative
autour de la valeur seuil clinique de >5% jugé nécessaire pour une hémostase
normale entre les différentes méthodes avec une surestimation pour le test
Berichrom Chromogenic

4



Pourquoi utiliser Berichrom de Siemens? ©)

LABORATOIRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DE BRUXELLES

...................................

o Avant tout, un test de screening : test de libération dammonium

o Facile d’utilisation et résultats rapides comparés aux tests d’incorporations
d’amines (chronophages, non standardisés et impact d’un certain
polymorphisme)

o Largement utilisé dans le monde entier

o Adaptation de la dose du Cluvot© et du Fibrogrammin© selon l'activité du FXII|
du test Berichrom

Tableau 1 : Adaptation posologique sur la base du test d’activité Berichrom®

Niveau d’activité  minimum  du| Adaptation posologique
facteur XIII (%)

Un niveau minimum de <5 % Augmenter de 5 unités par kg
Niveau minimum de 5 % a 20 % Ne pas changer la posologie
Deux niveaux minimum >20 % Diminuer de 5 unités par kg
Un niveau minimum >25 % Diminuer de 5 unités par kg

La puissance exprimée en unités est déterminée au moyen du test d’activité Berichrom® pour
la norme internationale actuelle en matiére de facteur XIII de coagulation sanguine dérivé du
plasma. Une unité équivaut dés lors a une unité internationale.

(RCP du Cluvot©)




° s o o o * : ’ . . N 0
Algorithme décisionnel du dosage de I'activité du facteur Xiff | ~ =" 250" d'une surestimation de 2 a 15% pour
le dosage de Uactivité du Facteur Xlll avec le Kit

L d L d [ 4
{K’t Berichrom de Slemens) — Berichrom de Siemens, il est important de rester
Activite FXIIl [70- vigilant pour des seuils 15% plus élevé que le
140%] Valeurs STOP g P o ) °P o 9
physiologiques seuil hémorragique de 30%
Demande dosage
activité FXIII si
suspicion clinique
| 4 N\l : consommation ou hypo synthése A
PT et APTT Activité EXIII (hémorragie, embolie pulmonaire, CIVD, cirrhose, leucémie,
normaux > 45% STOP Crohn, ect) (5)
=> Déficit acquis non immunologique (souvent
! \_ asymptomatique) )
Réalisation du
dosage activité
FXIII e s . e s
Activité FXIII Si faveur déficit
[31-45%)] * / o \ congénital :
Contacter clinicien: Dosage antigéne 3
- Clinique de saignement ? 'UCL (Werfen)
- Age?
- - Antécédents familiaux ?
= - Exclure cause acquise non Si faveur déficit acquis
T ——— Activité FXIII immunologique immunologique, faire Mixing
LH UE'ULB <30% (seuil k / (2h incubation 37°C) avant
: A i is UCL d
Site Anderlecht hémorragique) envols L1 pourdose
antigene




Algorithme décisionnel du dosage de l'activité du facteur Xl
(Kit Berichrom de Siemens) SUITE

LHUB-ULB
N sévere : faveur Chercher mutation en génétique du - .
o Diagnostic final
d’un déficit FXIll au HUB ) rgr s
itatif »  (les + fréquentes: F13A1 et F13B d’un deficit
qua’nt!ta;ﬂ ar transmissior.\ autosomique congenital en
congenital en P >oton d Facteur Xl
Facteur Xl récessive)
Dosage Antigene M!X.m.g norrT\aI:. penset,‘ a. un
| Facteur XIll 3 FUCL (Kit déficit qualitatif congénital
Werfen) FXIII (tres rare)
Antigéne Facteur Mixing a 37°C apres 2h
XIll dans valeurs » d’incubation de l'activité du —
physiologiques Facteur Xl N activité facteur Xl aprés
mixing: en faveur d’un
Anticorps contre le facteur
X1
] \ 4
@ Diagnostic d’un déficit Dosage des auto-anticorps
oottt e s Facteur XllIl acquis ) contre le facteur XlII par
LHUB-ULB : : < , . .
e immunologique par un méthode immunologique
Site Anderlecht anticorps (ex: ELISA)
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Annexe 1

Principe des 2 types de tests fonctionnels d’activité du FXIll

A: AMMONIA-RELEASE ASSAY

1.
Activation during
lag phase

2.
Transglutaminase
reaction

FXIHI
in sample

FXllla

+ thrombin
+ Ca?*

+ Gly-OEt
+ + Q-peptide

Q-peptide-Gly-OEt

-+

B: AMIN INCORPORATION ASSAY

FXII
in sample

+ thrombin
+ Ca?+

FXIlla

+ labeled primary
amine
W + substrate protein (SP)

s+
+
NH3

1.
Activation during
lag phase

2.

Transglutaminase
reaction

3.
Monitoring the

release of ammonia

+ a-ketoglutarate
+ NAD(P)H
+ GIDH

glutamate
+

continuous
measurement at
340 nm

washing out unbound
labeled amine

v

Measurement of bound label
“"-u\___\_\_‘_‘_\_-_‘—'_._'_'_'_'_‘_,_,_,-ﬂ'

3.

Determination of
incorporated
amine

.............................................

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

(ECAT, 2017: Clinical and
Laboratory Aspects)




Annexe 2

Tests fonctionnels de l'activité

du FXIlI sur le marché

Company

Hyphen BioMed

Reagent

BIOPHEN FXIII

Link to information

Hyphen Biophen FXIII

Siemens Healthineers Berichrom Factor Xlll Siemens Berichrom Factor Xl

Stago

Technoclone

Technoclone

Factor Xl

Technochrom FXxIII

Technofluor FXIII

Stago Factor XIII

Technoclone Technochrom FXIII

Technoclone Technofluor FXIII

Remarks

Method: Chromogenic
Interferences: Heparin > 2 IU/mL.
Bilirubin > 60 mg/dL. Hemoglobin
> 250 mg/dL. Intralipids > 250
mg/dL. Ammonia > 0.5mM.
Fibrinogen < 0.8 and >6 g/L.

Method: Chromogenic
Interferences: Ammonia > 0,5
mmol/L. Fibrinogen < 0.8 or > 6.0
g/L

Method: Clot

Method: Enzymatic
Interferences: Bilirubin > 200
pmol/L. Triglycerides > 7.5
mmol/L. Ammonia > 200 pmol/L)

Method: Quenching
Interferences: Hemoglobin > 500
mg/dL. Bilirubin > 18 mg/dL.
Lipemia > 1800 mg/dL intralipid.
Rheumatoid factor > 600 mg/dL.

Fibrinogen > 6.0 g/L. Ammonia >
ZM




Limitation du test Berichrom de Siemens (%

Etude Michela Cini (2015) LHUB-ULB

Table 1: Results of Factor Xl activity without iodoacetamide (FXIII.NaCl), blank value (FXII1.10D) and corresponding corrected FXIII activity
in three sample groups according to the FXIIl.NaCl assay result. FXIIl concentration for each group is also shown. / \
Sample groups FXIII activity %, mean (SD)  FXIll antigen %, mean (SD) Statlsth uement Sign ificatif dans

FXII.LNaCl  FXIILIOD  Corrected FXII activity® p-Value® Ies 3 grou pes mals surtout |e 1er

(without blank) (blank)
groupe (Facteur Xlll <20%)

Group 1 n=20 (FXIII.NaCl<20%) 10.1 (3.8) 8.0(2.5) 2.4(3.9) <0.0001 3.6 (5.1)
Group 2 n=35 (FXIII.NaCl=20%—70%) 56.4(11.2)  8.9(2.1) 47.5(11.1)  0.001 54.6(16.0)  \_ J
Group 3 n=45 (FXIIl.NaCl>70%) 99.0(16.6) 9.8(1.7) 89.2(16.9) 0.007 108.4(27.3)

SD, Standard deviation. *Corrected FXII activity = FXIII.NaCI-FXIII.10D; ®p-value: FXIIl.NaCl vs. corrected FXIII activity.

Comparaison Du Bland-Altman du Facteur XIII avec et sans blanc par

A \ s e s
144 rapport a la mesure de ’agtigene du Facteur XIII Ve ~
+1.96 SD 4 +1.96 SD . . . g °
21 = 3 o 3 - Statistiguement significatif dans le 1
J m ' < 24 @ ' :
= 10 o ¥ groupe (Facteur Xl <20%) mais non
8- o 5 R
g . 2 o Mean T O ) Mean dans le 2™ et 3*™¢ groupe
E 4. E o a o 66 E _2- ﬂ = -12 \ /
= 3 -3+
X 2 o " 196SD  g-44 ° o :
- 2 £ 5. o 16680 = Pour des patients >5% de facteur XIIl, 18
O- D-g 8 o i - 7 /e 4
N — j‘ 5.7 personnes sur 20 se sont révélées <5%
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

apres correction par le blanc

Average of FXIIl.NaCl and FXIIl Ag Average of Corrected FXIll and FXIIl Ag
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