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Begreppet trombotisk mikroangiopati innefattar tillstind med
hemolytiskt uremiskt syndrom (HUS) och trombotisk trombo-
cytopen purpura (TTP), som karakteriseras av mikrovaskular
trombotisering orsakad av trombocytrika koagler. For klassifi-
kation, kliniska symtom och patogenes samt behandling hénvi-
sas till en 6versiktsartikel pa sidan 1096 i detta nummer av L&-
kartidningen.

Trombotisk mikroangiopati och ADAMTS13

Vid TTP bildas mikrotromboser som innehéller stora mangder
av glukoproteinet von Willebrand-faktorn (VWF), som spelar
en central roll for trombocyters adhesion under den priméra
hemostasen. VWF utsOndras fran endotelceller i stora, multi-
mera former sammanbundna med disulfidbryggor. Vid TTP ar
VWEF inte enzymatiskt spjélkad till mindre former. Eftersom
de stora multimererna binder trombocyter i hogre grad dn de
mindre, leder detta till ackumulation av trombocytaggregat
och trombotisering i mikrovaskulaturen.

Att patienter med TTP ofta uppvisar onormalt stora multi-
merer av VWF har varit kint sedan 1980-talet, men det ar forst
under senare ar som det klarlagts att detta orsakas av bristtill-
stand pa ett enzym som klyver VWF [1, 2] (Figur 1). Enzymet ar
den 13:e medlemmen av en storre familj metalloproteinaser
kallad ADAMTS, vilket ar en forkortning av »a disintegrin-like
and metalloprotease with thrombospondin type-1 motif«, och
har ddrmed fatt namnet ADAMTS13.

Efter denna upptéickt har olika undersékningar visat att de
allra flesta patienterna med TTP har svar brist (<5 procent) av
ADAMTSI13 [1, 2]. Nedsatt ADAMTS13-aktivitet kan antingen
orsakas av genetiska defekter (ocksa kallat Upshaw-Schul-
man-syndrom) eller inaktivering av ADAMTS13 orsakad av au-
toantikroppar.

ADAMTSI13-genen ir lokaliserad till kromosom 9q34 och
bestar av 29 exoner som kodar for ett 1 427 aminosyror stort
protein med en teoretisk massa péa 145 kDa. Den observerade
molekylvikten dr dock 190 kDa, vilket avspeglar posttranslatio-
nell glykosylering av proteinet. ADAMTSI13 syntetiseras som
ett proprotein med multidomén struktur (Figur 1). Funktionen
av de olika doménerna &r inte fullstindigt klarlagd, men flera
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»Efter denna upptackt har olika undersdkningar
visat att de allra flesta patienterna med TTP har
svar brist (<5 procent) av ADAMTS13 ...«

doméner har betydelse for enzymatisk aktivitet och interaktio-
ner med VWF och andra proteiner pa endotelet och i extracel-
luldra matrix [1, 2].

Det finns ett drygt 70-tal olika mutationer i ADAMTS13-ge-
nen beskrivna hos patienter med arftlig form av TTP, och de
flesta mutationer som har undersckts experimentellt medfor
nedsatt frisattning av enzymet till blodbanan [1]. Sjukdomen ar
recessivt nedérvd, och vid svar ADAMTS13-brist uppvisar pro-
banden alltid mutationer i bada allelerna, antingen som en
kombination av tva olika mutationer (sammansatt heterozy-
got) eller som homozygoti for en och samma mutation [1, 2].
Heterozygota barare dr asymtomatiska. Det finns ingen tydlig
korrelation mellan genotyp och fenotyp i den méan att det inte
finns beldgg for att vissa mutationer ger upphov till svarare kli-
nisk bild eller tidigare symtomdebut etc.

Det dr omdiskuterat om total brist pA ADAMTS13 ar forenlig
med liv eller inte. Att patienter med deletioner i bada allelerna
annu inte beskrivits talar for att total brist pa enzymet skulle
vara letalt. Detta motsigs dock av att en genmanipulerad mus-
modell som helt saknar ADAMTS13 lever utan nimnvirda
sjukdomssymtom [4]. Musen har som forvintat stora VWF-
multimereriplasma men utvecklar inte spontant TTP. Detta ar
i 6verensstimmelse med att TTP upptrader intermittent och
dven kan debutera sent hos patienter med medfédd
ADAMTS13-brist [5].

Arftlig eller forvirvad TTP

Arftligt betingad TTP har hittills betraktats som en mycket
sillsynt sjukdom, men det finns anledning att tro att prevalen-
sen ir underskattad med tanke pa att det hittills saknats bioke-
miska metoder for att mdta ADAMTSI13. Genetiska undersok-
ningar har visat att vissa mutationer kan ha ett gemensamt ur-
sprung och dirmed vara vanligare i vissa delar av virlden. En
sddan »founder« finns beskriven i norra och centrala delarna
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ESAMMANFATTAT

Olika former av trombotisk av VWF med 6kad trombocyt-

mikroangiopati ar svara att
sdrskilja, men med upptdck-
ten av enzymet ADAMTS13
som aktor i samband med
trombotisk trombocytopen
purpura (TTP) har nya mojlig-
heter inom omradet 6ppnat
sig.

ADAMTS13 reglerar storleken
av von Willebrand-faktorn
(VWF) i plasma. Brist pa
ADAMTS13 leder till 6kad an-
del av hogmolekyldra former

aggregerande formaga och
risk for TTP.

Nya analysmetoder for
ADAMTS13 medfér 6kade moj-
ligheter att stélla korrekt dia-
gnos vid misstanke om trom-
botiska mikroangiopatier.
Fran behandlingssynpunkt
kan det vara viktigt att sarskil-
ja nedsatt aktivitet som ar ge-
netiskt orsakad fran autoanti-
kroppar mot ADAMTS13.
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TABELL I. Matprinciper for direkt eller indirekt bestamning av ADAMTS13 och autoantikroppar mot ADAMTS13. Tabellen dr modifierad efter Manea
och medarbetare [3]; for referenser till specifika matmetoder som beskrivs i tabellen hénvisas till denna referens.

Metod

Metoder for bestdmning av ADAMTS13
Analys av VWF-multimerstruktur
Immunologisk detektion av VWF-fragment

Matprincip, kommentar

Bestamning av ADAMTS13-aktivitet genom att folja nedbrytningen av hogmolekylart VWF
Bestamning av ADAMTS13-aktivitet genom immunologisk detektion av specifika

VWEF-fragment som bildas efter klyvning med ADAMTS13

Immunologisk detektion av ADAMTS13
Analys i floadeskammare

Direkt detektion av ADAMTS13-antigenkoncentration med specifika antikroppar
Detektion av nedbrytning av komplex mellan stora VWF-multimerer och trombocyter pa

ytan av odlade endotelceller

Metoder baserade pa syntetiska substrat

Direkt bestamning av enzymatisk aktivitet av ADAMTS13 genom att folja fluorescens-

eller fargutveckling som bildas nér ett syntetiskt substrat klyvs

Indirekta metoder

Bestamning av VWF-aktiviteten genom att mata bildning av trombocytaggregat

(ristocetin-kofaktor-aktivitet) eller bindning till kollagen. VWF-aktiviteten dr beroende av
multimerstorlek och &@r darfor lagre ju hogre ADAMTS13-aktivitet det finns i provet

Metoder for bestdmning av ADAMTS13-autoantikroppar
Neutralisationsforsok

Patientplasma blandas med normal plasma i olika spadningar. Om aktiviteten blir lagre

an forvantat indikerar det ndrvaro av antikroppar. Bade direkta och indirekta metoder
for bestdmning av restaktiviteten kan anvandas

Immunologisk detektion

Direkt bestamning av antikroppar riktade mot ADAMTS13. Fangar dven upp icke-

neutraliserande antikroppar. Testen kan goras isotypspecifika

av Europa [6]. Eftersom flera familjer i samma region har hit-
tats med samma mutation, utan tydliga tecken pa nirmare
slaktskap, ar det troligt att det finns fler homozygota béarare
som dnnu inte blivit diagnostiserade.

En forvarvad variant av TTP ses hos patienter som utvecklat
autoantikroppar mot ADAMTS13. Komplexbildning mellan
ADAMTSI13 och antikroppar leder ofta till neutralisering av
enzymets aktivitet och 6kad clearance fran plasma, vilket ger
samma kliniska bild som vid arftliga bristtillstand. Mekanis-
men bakom férvirvad TTP med antikroppsutveckling &r oklar
men kan vara idiopatisk eller sekundar till annan autoimmun
sjukdom eller liakemedlen tiklopidin och klopidogrel [1, 2, 7, 8].

Det finns rapporter som hévdar att férviarvad TTP ar betyd-
ligt vanligare an arftlig ADAMTS13-brist. Olikheter i inklu-
sionskriterier mellan studier gor det dock svart att sdkerstilla
prevalensen av autoantikroppar mot ADAMTSI13. I de fall dar
epitopen for autoantikropparna har identifierats finns den all-

Trombocytrika tromboser i mikrovaskulaturen
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tid lokaliserad till den s k spacerdoméinen, men nistan alla pa-
tienter uppvisar reaktivitet dven mot andra delar av
ADAMTSI13-proteinet [9].

Fram till relativt nyligen har markorer saknats som kan
skilja pa olika typer av trombotisk mikroangiopati och fast-
ldgga om orsaken ar av arftlig eller forvarvad natur. Bilden
har nu dndrats efter observationen att ADAMTS13 saknas vid
TTP. Detta har lett till en forklaringsmodell for TTP men
dven givit tillgang till nya laboratorietest som kan pévisa
sjukdomen.

Mitmetoder for ADAMTS13

Det finns flera olika metoder for att méata ADAMTSI13 i plasma
(Tabell I). Masskoncentrationen kan bestimmas immunolo-
giskt med kommersiella testsystem, men hittills har det varit
svarare att bestimma ADAMTSI13-aktiviteten i plasma pa ett
enhetligt sitt. Manga egentillverkade testsystem har beskrivits

Figur 1. Schematisk illustration av ADAMTS13 och von Willebrand-fak-
torn i mikrocirkulationen.

Ovre bilden: ADAMTS13 spjilkar hdgmolekyldra multimerer av nybildad
von Willebrand-faktor till mindre former med reducerad férméga att bin-
da trombocyter. Vid brist pd ADAMTS13 ses 6kad andel stora multimerer
i cirkulationen med 6kad risk for bildande av trombocytaggregat och
tromboser i mikrovaskulaturen (modifierad fran Sadler [7]).

Undre bilden: ADAMTS13-proteinets multidomana struktur. Med start i
den aminoterminala dnden &terfinns en signalpeptid (S), en propeptid
(P), en metalloproteinasdoman (M), en disintegrindoman (D), totalt 8
trombospondin typ-1-doméner, en doman rik pa cystein (C), en domén
kallad spacer och avslutningsvis tvd CUB-domaéner [1, 2]. Majoriteten av
de mutationer som orsakar TTP och som resulterar i forandrad primar-
struktur aterfinns i metalloproteinas- och spacerdomanerna. | de fall
man bestamt epitopen for autoantikroppar mot ADAMTS13 har alla pati-
enter uppvisat antikroppsreaktivitet mot spacerdoménen, men de flesta
har ocksa autoantikroppar mot andra regioner av proteinet.
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i litteraturen [3, 10,
11]. De flesta aktivi-
tetsmetoder bygger
pa direkt eller indi-
rekt analys genom
spjialkning av det na-
turliga substratet
VWF.

Excitation: 340 nm
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Vid de direkta me-

* S toderna blandas pati-
% entplasma (killa for

e

ADAMTS13) med
VWF av kind kon-
centration, och efter
tillrackligt lang inku-
bationstid analyseras
hur mycket VWF
som brutits ned, an-
tingen genom att
elektroforetiskt stu-
dera det multimera
monstreteller genom
att studera specifikt
bildade fragment av
VWF med hjilp av
antikroppar.

For indirekta me-
toder analyseras i
stéllet den resteran-
de VWF-aktiviteten,
vanligtvis som ristocetin-kofaktor-aktivitet eller kollagenbin-
dande kapacitet, efter blandning med patientplasma. Eftersom
ADAMTSI13 bryter ned de hégmolekyldra formerna av VWE,
reduceras ocksa dess aktivitet.

Gemensamt for alla dessa varianter &r att de 4r komplexa och
tar 1ang tid att utfora, ofta upp till 2 dagar, och de passar darfoér
daligt i klinisk rutindiagnostik.

Det har dock nyligen utvecklats snabbare metoder som byg-
ger pa syntetiskt framstéllda fragment av VWF som specifikt
klyvs av ADAMTSI3 [12, 13]. En kommersiellt tillgénglig vari-
ant baseras pa ett 73 aminosyror langt fragment av VWF som
gar under beteckningen »FRETS-VWF73«. Fragmentet ir ke-
miskt modifierat med en fluorescerande grupp och en grupp
som fangar upp och sldcker ut fluorescensen (Figur 2). Mellan
de bada grupperna finns ett klyvningsstélle for ADAMTS13,
och nir substratet klyvs separeras grupperna, och fluorescen-
sen kan darmed undga utsldckning och i stéllet fangas upp av
en detektor. Fordelar med denna teknik ar den hoga specifi-
citeten for ADAMTSI13 och att testet gar att utféra pa en dryg
timme, vilket gor det béttre anpassat for kliniskt bruk.

Metoden registrerar ADAMTSI13-brist oavsett om den pri-
mart orsakas av genetiska defekter eller forekomst avautoanti-
kroppar. Den samlade erfarenheten av FRETS-VWF73 &r &nnu
sa linge begrinsad, men de utvirderingar som finns tyder pa
god samstdmmighet med andra metoder [14]. Det 4r dock vik-
tigt att komma ihag att metoder som bygger pa mindre, synte-
tiska substrat kan medfora svagheter jaimfort med metoder
som baseras pa hela VWF-molekylen, eftersom den komplexa
interaktionen mellan ADAMTS13 och VWF inte aterspeglas i
ett test som enbart miter den enzymatiska funktionen. Det ar
teoretiskt mojligt att mutationer i ADAMTS13, som paverkar
denna interaktion, skulle kunna missas med ett test som base-
ras pa mindre substrat. Om detta verkligen ar fallet far framti-
da undersokningar utvisa.

Testen gar ocksa att anvinda for att analysera neutraliseran-

Emission: 440 nm

Figur 2. Analysprincip for direkt bestam-
ning av ADAMTS13-aktivitet med det fluo-
rescerande substratet FRETS-VWF73. Den
73 aminosyror langa peptiden innehaller
en fluorescerande grupp (F) som vid excita-
tion vid 340 nm vaglangd kan emittera ett
fluorescerande ljus av 440 nm. | det okluv-
na substratet finns en »quencher« (Q) som
tar upp den fluorescerande energin. Vid
spjalkning av substratet separeras de tva
grupperna fran varandra, och den fluore-
scerande gruppen kan da emittera ljus
som fangas upp med en detektor. Ju mer
lijus som fangas upp, desto hdgre
ADAMTS13-aktivitet.
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de antikroppar med samma metodik som anvinds for att pavi-
sa antikroppar mot olika koagulationsfaktorer, t ex vid forvar-
vad hemofili. Det innebér att patientplasman blandas med nor-
malplasma, och efter 1 timmes inkubation méts den himman-
de effekten genom att bestimma aktiviteten i reaktionsbland-
ningen. En himningsgrad som resulterar i 50 procents restak-
tivitet motsvarar en antikroppstiter pa 1 kE/L. Vid hogre titrar
spéds patientplasman innan den blandas med normalplasman,
varefter den berdknade titern multipliceras med spidnings-
faktorn.

Alternativt kan man anvinda immunologiska test, sk
ELISA-teknik (enzyme-linked immunosorbent assay), for att
pavisa autoantikroppar. I sddana test binder man upp
ADAMTSI13 till plasten i brunnarna pa mikrotiterplattor. Efter
tillsats av prov kan eventuella antikroppar i brunnarna detek-
teras med antihumana antikroppar. Det ar viktigt att komma
ihag att en immunologisk metod inte tar hinsyn till om anti-
kropparna &r neutraliserande eller inte. I allminhet kan inte
en berdknad antikroppstiter fran ett testsystem jaimfoéras med
ett annat.

Klinisk betydelse av ADAMTS13-analys

I flera studier med patienter som drabbats av trombotisk
mikroangopati har det entydigt visats att svir ADAMTSI13-
brist ar specifik for TTP. Sensitiviteten ar dock inte faststélld.
Forekomst av svar ADAMTS13-brist vid TTP varierar mellan
33 0och 100 procent i olika studier [1, 2, 7]. Orsaker till variatio-
nen kan troligen hénforas till olikheter i kriterier for patient-
urval och metoder for att bestimma ADAMTS13.

De samlade erfarenheterna av att bestimma ADAMTSI3 ar
dock dn sa linge sma, och tillgingliga referensintervall bygger
oftast pa friska, vuxna individer. Det dr dock klart att
ADAMTS13-brist &r séllsynt vid HUS, vilket gor det mojligt att
anvinda testet for att differentiera TTP fran HUS, enligt algo-
ritm som f6reslés i Figur 3. Testet gor det ocksa mojligt att skil-
japaarftliga och férvirvade former av TTP.

Den prognostiska betydelsen av ADAMTSI13-bestamning ar
annu sa liange ett outforskat omrade, och erfarenheterna byg-
ger parelativt fa patienter. Genomgang av det mest omfattande
patientregistret, med 6ver 300 patienter med TTP (The Okla-
homa TTP-HUS Registry), har dock visat att patienter med
svar ADAMTSI13-brist 16per storre risk for recidiv dn patienter
med hogre ADAMTSI13-aktivitet vid diagnostillfallet [7]. Det
finns ocksa rapporter om att svar ADAMTS13-brist med nérva-
ro av anti-ADAMTS13-autoantikroppar ar en negativ prognos-
tisk markor med 6kad risk for sjukdomsrecidiv och for tidig
dod [7].

Sankt ADAMTS13-aktivitet har rapporterats i samband med

Analys av ADAMTS13

N

Normal aktivitet Brist
(<5 procent)

Figur 3. Forslag till diffe-
rentialdiagnostisk an-
vandning av ADAMTS13-

analysen vid tillstand *
med trombotisk mikro-

angiopati. For en mer de- TIP
taljerad utredningsgang *
for patienter som debute-

rar med tecken pa trom-
botisk mikroangiopati

Test av autoantikroppar

o, S ! Negativt Positivt
héanvisas till 6versiktsar- Y
tikeln i @mnet pa sidan .
1096 i detta nummer av HUS ArftligTrP Forvdrvad TTP

Lakartidningen.
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flera fysiologiska och patologiska tillstand; dock &r
ADAMTSI13-aktiviteten vid dessa tillstand endast l4tt till matt-
ligt sidnkt jimfort med TTP som associeras med svar
ADAMTSI13-brist [15]. Exempelvis &r ADAMTS13-aktiviteten
nagot sankt hos nyfédda och prematura barn, dldre (>65 &r)
och hos gravida i 3:e trimestern [16-18]. Sinkt ADAMTS13-ak-
tivitet har ocksé observerats vid flera patologiska tillstand sa-
som uremi, SLE (systemisk lupus erythematosus), levercirros,
DIC (disseminerad intravasal koagulation), inflammatoriska
och postoperativa tillstand samt HUS [15, 16, 19, 20].

De patofysiologiska mekanismerna bakom den sénkta
ADAMTS13-aktiviteten vid dessa tillstand ar inte helt klarlag-
da, men troligtvis spelar flera faktorer in. VWF é&r en akutfas-
reaktant, och en 6kning av dess koncentration i plasma leder
till minskad ADAMTS13-aktivitet, troligtvis pa grund av kon-
sumtion [16].

Sydsvenska och dstdanska erfarenheter

Pa den kliniska biokemiska avdelningen pa Rigshospitalet i
Kopenhamn och vid Klinisk kemi pa Universitetssjukhuset
MAS i Malmo har aktivitetsmetoden som baseras pé det fluor-
escerande substratet FRETS-VWF73 satts upp och utprovats.
Vihar funnit att analysen dr vil anpassad till kliniskt rutinbruk
med en 1ag detektionsniva (4 procent). Reproducerbarheten,
skattad genom berikning av variationskoefficienten (CV),
mellan analysserier har i vara hinder beriknats till 5 procent i
normalomrédet och 18 procent i den ldgsta delen av mitomra-
det.

Vid direkt jaimforelse av analysresultaten mellan laboratori-
erna i Malmo och Képenhamn finner vi god samstdmmighet,
men de samlade erfarenheterna ir dock dnnu begrinsade.
Samkorningen omfattar ett 30-tal prov fran 20 patienter. For
att faststélla TTP med ADAMTS13-brist har vi krivt en enzym-
aktivitet <5 procent, och 4 patienter har hittills konstaterats ha
svar ADAMTS13-brist. Neutraliserande autoantikroppar mot
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ADAMTS13 kunde pavisas hos 1 av patienterna med svar brist.

Vi har hittills analyserat prov fran 20 patienter/sléktingar.
Totalt 8 analyser ar utforda i anslutning till akut klinisk situa-
tion och 12 analyser som uppf6ljning efter TTP eller som del i
slaktutredning till patient med ADAMTS13-brist. I 1 av de 8
akuta fallen var enzymaktiviteten <5 procent, vilket var klart
vagledande for diagnos da symtomatologin inte klart talade for
TTP. Franvaro av autoantikroppar kompletterat med sliktut-
redning har sedan pavisat drftlig ADAMTS13-brist. I de 6vriga
7 akuta fallen var enzymaktiviteten mellan 26 och 102 procent,
vilket innebar att TTP kunde uteslutas som differentiladia-
gnos.

Vid uppfdljning av patienter med genomgangen TTP har vi
kunnat konstatera enzymaktivitet <5 procenti 2 fall. 11 av fal-
len har det férelegat recidiv av TTP, och med konstaterad en-
zymbrist har terapeutisk plasmasubstitution inletts. Vid upp-
foljning av 2 andra fall av TTP har normal enzymaktivitet kon-
staterats, vilket har gjort att terapeutisk plasmasubstitution
inte har behovt 6vervigas. En patient som foljts upp efter att ha
drabbats av HELLP i samband med férlossning har visat sig ha
arftlig ADAMTS13-brist med enzymaktivitet <5 procent utan
nirvaro av autoantikroppar. Vid andra fragestillningar, sdsom
upprepade spontanaborter och upprepade djupa ventrombo-
ser med trombocytopeni, har ADAMTS13-brist som orsak kun-
nat uteslutas.

Uppfoljning av 5 sldktingar till patienter med ADAMTS 13-
brist har visat enzymaktivitet kring 50 eller 100 procent, vilket
indikerar forekomst av en skadad gen alternativt ingen skadad
gen.

M Potentiella bindningar eller jdvsforhdllanden: Inga uppgivna.
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