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Resume

Der findes flere trombotiske mikroangiopatier, som kan veere
sveere at adskille ud fra den kliniske praesentation. Mangel pa et
nyopdaget enzym, a disintegrin and metalloprotease with throm-
bospondin type 1 motifs (ADAMTS)-13, kan forarsage trombotisk
trombocytopenisk purpura (TTP). Mangel pd ADAMTS-13 farer til
ggede koncentrationer af hgjmolekyleere von Willebrand-faktor-
former i plasma og fremmer dannelse af trombose i mikrovasku-
laturen. ADAMTS-13-mangel kan veere arvelig eller erhvervet. Nye
metoder til bestemmelse af ADAMTS-13-aktivitet i plasma kan
bidrage i den diagnostiske proces ved mistanke om TTP.

Begrebet trombotisk mikroangiopati deekker over en raekke
tilstande med mikrovaskuler trombosering. Konsekvensen er
oget trombocytforbrug og trombocytopeni. De zndrede gen-
nemstromningsforhold i mikrovaskulaturen kan desuden
medfore fragmentering af erytrocytterne og heemolyse.
Trombotisk mikroangiopati ses hos patienter i alle alders-
grupper og ber overvejes ved feber, nyrepavirkning, trom-
bocytopeni og hzzmolytisk anzemi. Neurologiske symptomer
forekommer ogsa hyppigt. Patogenesen ved trombotisk
mikroangiopati kan ligesom det kliniske billede variere,
hvilket yderligere vanskeliggor en korrekt diagnose [1, 2].
Feber og trombocytopeni ses ogsa ved dissemineret intra-
vaskuleer koagulation (DIC), hvor aktivering af koagulations-
kaskaden medferer dannelse af fibrinrige tromber i mikro-
cirkulationen. I modsztning til ved DIC er mikrotromberne
ved trombotisk mikroangiopati trombocytrige og fibrinfat-
tige. DIC karakteriseres ved forbrug af koagulationsrelaterede
parametre og vurderes ved trombocytantal, aktiveret partiel
tromboplastintid og koagulationsfaktor Il + VII + X (interna-
tional normalized ratio). Hvis DIC er usandsynligt, ber man
have mistanke om trombotisk mikroangiopati. Hvis trom-
botisk mikroangiopati er sandsynlig, ber man forsege at
skelne mellem trombotisk trombocytopenisk purpura (TTP)
og hemolytisk uremisk syndrom (HUS). Nedsat nyrefunk-
tion forekommer oftere ved HUS end ved TTP, mens TTP 1

hejere grad end HUS er associeret med symptomer fra det
centrale nervesystem. Born rammes oftere end voksne af
HUS, som ofte forekommer i kombination med blodig diare.

Ved TTP indeholder mikrotromberne store mangder af
glykoproteinet von Willebrand- faktor (vWF), som spiller en
central rolle for trombocytternes adhaesion under den pri-
mere heemostase. vWF secerneres fra endotelcellerne som
store multimere former af proteinet bundet sammen med
disulfidbroer. Ved TTP er vWF ikke i samme udstreekning
som normalt spaltet til mindre former [3]. De store multimere
vWF-former binder trombocytter i hojere grad end de delvist
spaltede former gor, hvilket forer til en akkumulering af
trombocytaggregater og trombosedannelse i mikrovaskula-
turen. TTP har en estimeret arlig incidens pa ca. fire pr.
million indbyggere [4]. Af og til kan TTP initieres af graviditet
eller indtag af visse legemidler [1, 2]. I forbindelse med gra-
viditet kan TTP vare vanskelig at adskille fra andre mikroan-
giopatier som praeeklampsi og hemolysis, elevated liver enzymes,
low platelets (HELLP)-syndrom. TTP-lignende tilstande ses
ogsa efter knoglemarvstransplantation, hvor patogenesen
ikke er klarlagt.

HUS karakteriseres ogsa af trombocytholdige tromber i
mikrocirkulationen, men patogenesen er en anden end ved
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Der findes flere neert besleegtede trombotiske mikroangio-
patier, som kan veere sveere at adskille ud fra den kliniske
preesentation. Mangel pa et nyopdaget enzym, a disinte-
grin and metalloprotease with thrombospondin type 1
motifs (ADAMTS)-13, kan forarsage trombotisk trombo-
cytopenisk purpura (TTP).

ADAMTS-13 nedbryder von Willebrand-faktor (VWF) i
plasma. Mangel pa ADAMTS-13 farer til en gget andel af
hgjmolekyleere former af vVWF, som har gget trombocyt-
aggregerende egenskaber.

ADAMTS-13-mangel kan veere arvelig eller erhvervet. Fra
et behandlingsmaessigt synspunkt kan det veere vigtigt at
adskille arvelig nedsat produktion fra erhvervet autoanti-
stofudvikling mod ADAMTS-13.

Nye analysemetoder til bestemmelse af ADAMTS-13-ak-
tivitet i plasma kan bidrage i den diagnostiske proces ved
mistanke om TTP. Testen har desuden et potentiale som
prognostisk marker for sygdomsrecidiv.
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TTP. Den hyppigste form af HUS skyldes Shige/a- toksin-
producerende E. coli-bakterier (serotype O157:H7). Den er
associeret med heemoragisk tyktarmskatar og diareer og kal-
des ofte for typisk HUS eller D+-HUS. Toksiner fra bakteri-
erne aktiverer endotelceller, hvilket oger trombocytadhzesio-
nen og forer til den kliniske tilstand. HUS findes ogsd i en
arvelig form (af og til kaldet atypisk HUS eller D- HUS), hvor
de molekylaere defekter er relateret til komplementsystemet
[5].

Indtil for nylig har der ikke vaeret parakliniske markerer til
pavisning af TTP og til pavisning af, om &rsagen er arvelig
eller erhvervet. Det forhold er nu 2ndret ved erkendelsen af,
at mangel pa det vVWF-spaltende enzym # disintegrin and
metalloprotease with thrombospondin type 1 motifs (ADAMTS)-13
kan forarsage TTP. Det har medfert en ny patofysiologisk
forklaringsmodel for TTP og en laboratorietest, som man kan
pavise sygdommen med. Den medicinske behandling af TTP
og HUS ligger uden for rammerne af denne oversigtsartikel,
men yderligere information herom kan findes blandt andet i
en guideline fra Hemostasis and Thrombosis Task Force of the
British Commiittee for Standards in Haematology [6] samt i
nyere oversigtsartikler [7].

Metode

Der er foretaget sogning i MEDLINE- databasen med noegle-
ordene: ADAMTS-13, thrombotic thrombocytopenic purpura,
TTP, haemolytic nremic syndrome, HUS, thrombotic microangio-
pathy, microangiopathic anaemia, von Willebrand factor og von
Willebrand factor cleaving protease. Oversigtsartikler og origi-
nalarbejder er medtaget, og referencelister fra de fundne
artikler er gennemgaet, hvor neglearbejder er identificeret og
fremskaffet.

Trombotisk trombocytopenisk purpura og ADAMTS-13
Siden 1980’erne har det veeret kendt, at patienter med TTP
ofte har unormalt store multimere former af vWF i blodet.
Det er dog forst for nylig blevet klarlagt, at fundet skyldes
nedsat aktivitet af enzymet ADAMTS-13, som spalter vWF
(Figur 1A). Enzymet er det 13. medlem af en storre familie af
metalloproteinaser kaldet ADAMTS [9-11]. De fleste patienter
med TTP har svart nedsat (< 5% af normal plasmaaktivitet)
ADAMTS-13-aktivitet i plasma, hvilket enten skyldes gene-
tiske defekter i ADAMTS-13- genet (ogsa kaldet Upshaw-
Schulman- syndrom) eller inaktivering af ADAMTS-13-
proteinet fordrsaget af antistoffer.

ADAMTS-13-genet er lokaliseret til kromosom 9934 [9] og
bestar af 29 exoner, som koder for et 1.427 aminosyrer stort
protein med en teoretisk masse pa 145 kDa. Den faktiske
molekylvagt er 180 kDa, hvilket afspejler posttranslationel
glykosylering af proteinet. ADAMTS-13 syntetiseres primaert
ileveren som et proprotein med multidomzne struktur (Figur
1B), hvor funktionen af de forskellige domzner ikke er
fuldsteendigt klarlagt. Flere domaener har betydning for den
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Figur 1. A. En skematisk illustration af a disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin type 1 motifs (ADAMTS)-13 og von Willebrand-faktor (VWF) i
mikrocirkulationen. ADAMTS-13 spalter nydannet VWF til mindre former med
reduceret mulighed for at binde trombocytter. Ved mangel p4 ADAMTS-13 ses
gget andel af hgjmolekylaere vWF-former i cirkulationen med gget risiko for dan-
nelse af tromboser i mikrovaskulaturen. (Modificeret efter [8] med tilladelse fra
forfatteren). B. Den molekyleere struktur af ADAMTS-13-proteinet. Efter et spa-
cerdomeene (S) ses metalloproteasedomaenet (M), et disintegrindomaene (D) og
i alt otte trombospondinelementer samt to complement component ClIr/Cls, Uegf,
and bone morphogenic protein 1 (CUB)-domeener. Hovedparten af de kendte
mutationer ved trombotisk trombocytopenisk purpura (TTP) er lokaliseret i den
kodende sekvens for den farste halvdel af molekylet, hvor man ved strukturfunk-
tionsundersggelser har pavist enzym-aktivitet af et trunkeret protein bestdende
af metalloproteasedomaenet og det farste trombospondin-repeat.

enzymatiske aktivitet eller interaktioner med vWF og andre
proteiner pa endotelet og i den ekstracelluleere matrix. Der
kendes i dag ca. 70 forskellige mutationer i ADAMTS-13-
genet hos patienter med arvelig TTP. Mindre end halvde-
len af mutationerne er blevet undersogt eksperimentelt. De
fleste mutationer medforer en nedsat frisetning af enzymet til
blodbanen [1]. Sygdommen nedarves recessivt. Ved svaer
ADAMTS-13-mangel har probanden altid mutationer i begge
alleller, enten en kombination af to forskellige mutationer
(sammensat heterozygot) eller homozygoti for den samme
mutation [1, 2]. Heterozygote bzrere er asymptomatiske. Der
findes ikke dokumentation for, at visse mutationer forarsager
et alvorligere klinisk billede eller tidligere sygdomsdebut end
andre. Det er omdiskuteret, hvorvidt en total mangel pa
ADAMTS-13 er foreneligt med liv. Der er ikke beskrevet
patienter med deletioner i begge alleller, hvilket kan tale for,
at en komplet mangel pa enzymet ikke er foreneligt med liv.
Dette udsagn er dog for nylig udfordret af en genmanipuleret
musemodel, som helt mangler ADAMTS-13 og lever uden
navneverdige sygdomssymptomer [8]. Musene har som
forventet store vVWF-former i plasma, men udvikler forst TTP,
nér koagulationssystemet stresses. Dette er i overensstem-
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Figur 2. Analyseprincip ved direkte bestemmelse af a disintegrin and metallo-
protease with thrombospondin type 1 motifs (ADAMTS)-13-aktivitet med det
fluorescerende substrat (FRETS-vWF73). Det 73 aminosyrer lange peptid inde-
holder en fluorescerende gruppe (F), som kan emittere et fluorescerende lys pa
440 nm. | det uspaltede substrat findes en quench’er (Q), som optager den
fluorescerende energi. Ved spaltning af substratet separeres de to grupper fra
hinanden, og den fluorescerende gruppe kan emittere lys, som opfanges med en
detektor. Jo mere lys, som fanges, desto hgjere ADAMTS-13-aktivitet.

melse med, at TTP hos patienter forekommer intermitterende
og kan opsta sent trods medfedt ADAMTS- 13-mangel [12].

I genetiske undersogelser har man pavist, at visse mutationer i
ADAMTS-13- genet har en falles oprindelse og forekommer
relativt hyppigt i visse dele af verden. For eksempel har man
beskrevet flere familier i Nord- og Centraleuropa med samme
mutation [13]. Det er sandsynligt, at der findes flere homo-
zygote mutationsbzerere, som endnu ikke er blevet diagno-
sticeret. Preevalensen af arvelig TTP er derfor muligvis under-
vurderet.

En erhvervet TTP-form ses hos patienter med antistoffer
mod ADAMTS-13. Kompleksdannelsen mellem ADAMTS-
13 og antistofferne forer til neutralisering af enzymaktivitet
og/eller oget elimination fra plasma. Mekanismen bag er-
hvervet TTP med udvikling af antistoffer er ikke klarlagt, men
kan vere sekunder til anden autoimmun sygdom eller leege-
midlet tiklopidin [1, 2, 14]. Der findes rapporter, hvori det
foreslas, at erhvervet TTP er betydelig mere almindeligt end
arvelig ADAMTS- 13- mangel. Forskelle i inklusionskriterierne
mellem studierne gor det dog sveert at fastsla preevalensen af
autoantistoffer mod ADAMTS-13. ADAMTS- 13- antistof-
ferne har ofte en relativt lav titer, hvilket kan indikere, at anti-
stofferne i mange tilfzelde blot krydsreagerer med ADAMTS-
13, og at det primzre antigen er en anden struktur [2].

Malemetoder for ADAMTS-13-aktivitet

Der findes flere metoder til kvantificering af ADAMTS-13-
aktiviteten i plasma [15-17]. De fleste er baseret pd analyse af
spaltningen af vWF. Plasmaproven blandes med en kendt
meangde vWF, hvorefter ADAMTS-13-aktiviteten kan bereg-
nes ved at registrere effekten pd vWF. Dette kan gores ved
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analyse af dannede vWF-fragmenter efter elektroforetisk
separation med efterfolgende detektion med speficikke anti-
stoffer. Alternativt kan man bestemme vWF’s evne til at ag-
glutinere trombocytter eller at feestne sig til overflader med
vWF-bindende receptorer. Disse metoder er tidskraevende at
udfere og passer derfor ikke til klinisk brug.

Der er for nylig udviklet andre metoder, som er baseret pa
syntetisk fremstillede fragmenter af vWF, der specifikt spaltes
af ADAMTS-13 [18, 19]. En kommercielt tilgeengelig variant
er baseret pa et 73 aminosyrer langt fragment af vWF, som gér
under betegnelsen FRETS-vWF73. Fragmentet er kemisk
modificeret med en fluoroscerende gruppe og en anden
gruppe (guencher), som fanger og »slukker« fluorescensen
(Figur 2). Mellem de to grupper findes et spaltningssted for
ADAMTS-13. Nar substratet spaltes, separeres grupperne, og
fluorescensen kan registreres af en fluorescensmaler. Fordelen
ved denne metode er en hej specificitet for ADAMTS-13, og
at analysen kan udferes pi omkring en time. Med metoden
registreres ADAMTS- 13- mangel, uanset om den skyldes
genetiske defekter eller forekomst af antistoffer. Analysen kan
ogsd anvendes til titerbestemmelse af antistoffer, der hemmer
ADAMTS-13- aktiviteten i plasma.

Klinisk betydning af ADAMTS-13 som markear
Forekomsten af sver ADAMTS-13- mangel ved TTP varierer
mellem 33% og 100% i forskellige studier [1, 2, 14]. Frem for alt
virker det som om, at sveer ADAMTS-13-mangel er mindre
hyppig ved sekundert udlest TTP, hvor kendte praedispo-
nerende faktorer gir forud for sygdommen. Arsager til varia-
tionen kan formentlig henfores til forskelligheder i kriterier
for patientudvzlgelse og metoder til at bestemme ADAMTS-
13. Det skal understreges, at sveer ADAMTS-13-mangel er
sjeldent ved HUS, hvilket gor det muligt at anvende proven
til at differentiere mellem TTP og HUS.

Nye observationer af prognostisk betydning blev prasen-
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Figur 3. Bestemmelse af ADAMTS-13-aktivitet hos 151 patienter pa Rigshospi-
talet. | internationale kliniske retningslinjer anbefaler man en beslutningsgraense
for trombotisk trombocytopenisk purpura (TTP) ved < 5% aktivitet.



UGESKR LAGER 170/33 | 11. AUGUST 2008

VIDENSKAB OG PRAKSIS | OVERSIGTSARTIKEL

teret ved kongressen arrangeret af American Society of
Hematology i december 2006. Blandt andet blev der rappor-
teret om erfaringer fra det mest omfattende TTP-register med
over 300 patienter (The Oklahoma TTP-HUS Registry) og et
andet studie. I de to studier pipegede man samstemmende, at
patienter med TTP og « 10% af normal ADAMTS-13- aktivitet
har betydelig storre risiko for at udvikle recidiv end patienter
hejere ADAMTS- 13- aktivitet har. Desuden var forekomsten
af ADAMTS-13-antistoffer signifikant hyppigere hos patien-
ter med recidiverende TTP. Der er dog stadig uklarheder
angdende den kliniske anvendelse af ADAMTS-13-analysen.
Primeert vides det ikke, hvordan man skal tolke moderat
nedsat ADAMTS- 13- aktivitet i plasma. Det er ogsa vigtigt at
huske pa, at tilgeengelige ADAMTS- 13- referenceintervaller er
baseret pa sunde, voksne personer og derfor ikke nedvendig-
vis gelder hos bern og 2ldre. Det er ogsa uklart, hvorledes
ADAMTS-13- aktiviteten zendres ved andre sygdomstilstande.
ADAMTS-13 syntetiseres forst og fremmest i leveren, og svaer
mangel kan ses ved leversvigt i forbindelse med sepsis og DIC
[20]. Akut inflammation mindsker ogsd ADAMTS- 13- akti-
viteten i blodet [21]. Endelig kan forhejet ADAMTS- 13- akti-
vitet veere associeret med sygdom, hvilket er beskrevet ved
akut myokardieinfarkt [22]. Disse problemer er understreget
af vores hidtidige erfaringer med méling af ADAMTS- 13-
aktivitet pa Rigshospitalet. Figur 3 viser, at en betydelig frak-
tion af de undersogte patienter havde moderat nedsat
ADAMTS-13-aktivitet i plasma, mens sveer ADAMTS- 13-
mangel kun sas hos en lille gruppe af de undersogte patienter.

Konklusion

Mangel pd ADAMTS-13-aktivitet heemmer spaltning af
hejmolekylere former af vWF og fremmer dannelse af trom-
bocytrige tromber i mikrocirkulationen. Det kan give anled-
ning til TTP. Vi anbefaler bestemmelse af ADAMTS-13-ak-
tivitet i plasma ved mistanke om TTP. Nye undersogelser ty-
der ogsa p4, at nedsat ADAMTS-13- aktivitet og forekomst af
ADAMTS-13-antistoffer er vigtige prognostiske markerer for
recidiv af TTP.
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