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Bakgrund

ADAMTSI13 (a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1
motifs) dr ett von Willebrand faktor (VWF) klyvande metalloproteas med en
molekylmassa pa 190 kDa. Enzymet reglerar mdngden av de adhesiva stora
VWF multimererna, genom att det spjalkar en bestimd peptidbindning i
VWEF. Brist pA ADAMST13 innebir att hyperaktiva ospjilkade von Willebrand
faktor multimerer, kan bilda trombocyttromber i mikrocirkulationen, vilket
visat sig involverat i TTP (trombotisk trombocytopenisk purpura)
patogenesen [1-4].

Brist pA ADAMTSI13 ir drftlig eller forvirvad. Arftlig brist orsakas av
mutationer i ADAMTSI3 genen. De flesta patienter med TTP har, till skillnad
vid HUS (hemolytisk uremiskt syndrom) och andra trombotiska
mikroangiopatier, svar brist pA ADAMTSI3 (<10% av normal aktivitet, dvs <
0.10 E/L). Analysen kan darfér anvidndas vid utredning av mikroangiopatier
for att utesluta TTP. Férvirvad brist 4r vanligare och orsakas av
autoantikroppar mot ADAMTSI3, vilka kan bildas antingen spontant (i ca 30
% av fallen) eller i samband med graviditet, autoimmuna sjukdomar,
infektioner och medicinintag. Patienter med familjar TTP svarar oftast pa
behandling med plasma, medan patienter med foérvirvad TTP ofta maste
behandlas med plasmaferes for att ta bort antikropparna. Latt till mattligt
sinkta virden (<50 %, dvs < 0.50 E/L) ses vid svarare sjukdomstillstind av
olika slag, ofta med njurengagemang.

Metoden anviands for att verifiera en svar brist pA ADAMTSI3 protein, utifran
ett lagt resultat (<10%) fran screeningmetoden P~ ADAMTSI13(enz) pa Acustar.
Dessutom anvinds metoden fér méatning av ADAMTSI13 protein vid
uppf6ljning av kind patient samt for antikroppsbestimning. Se figur 4 nedan
for flodeschemat f6r val av ADAMTSI3 analys pa special koagulation.
Observera att metoden endast bestaimmer neutraliserande antikroppar mot
ADAMTSI3.
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Figur 4. Flédesschema dver val av analys fér ADAMTS13(enz) metod.

Svar/Tolkning/Bedomning

Resultat pd P~ADAMTSI3 protein (enz) besvaras i E/L med 2 decimaler.
Kontroller hanteras med 3 decimaler.

Resultat mindre &n 0.04 E/L besvaras <0.04 E/L.

Resultat mer dn 1.40 E/L besvaras >1.40 E/L.

Resultat pA P-ADAMTSI13 antikropp (enz) besvarasi E/L och anges med 1
decimal.

Resultat mindre 4n 0.4 E/L besvaras <0.4 E/L, d.v.s. antikroppar kan €j
pavisas.

En fast kommentar limnas automatiskt till analysen:

"P-ADAMTSI3 protein <0.10 E/L, dvs kraftigt sdnkt, anses specifikt fér TTP
och motsvarar < 10% av normal ADAMTS 13 aktivitet. (0,01 E/L ADAMTSI13
protein=1% ADAMTSI3 screen).

Latt-mattligt sinkta virden (0.20-0.40 E/L) ses vid olika sjukdomstillstand
och korrelation till klinisk bild beh&vs fér tolkning”
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Metodik/matprincip

Analysen bestimmer koncentrationen av enzymatiskt aktivt ADAMTS13 i
plasma. Principen ir baserad pa, att man till ett plasmaprov sitter ett 73
aminosyra langt peptidfragment av von Willebrand faktor (FRETS-VWF73),
som innehéller spjilkningsstéllet (Tyrl605Met1606) for ADAMTSI3 (5).
Dérefter méats den ADAMTSI3 katalyserande spjalkningen av FRETS-VWF73
som en funktion av tiden under 60 min. i en fluorescenslasare, med ett 340 nm
excitationsfilter och ett 440 nm emissionsfilter (6). Pa varje sida om
spjalkningsstillet i FRETS-VWF73 dr en aminosyra ersatt av en
fluorescerande grupp (2-N-methylaminobenzyl grupp, Nma) och en
quenchande grupp (2,4-dinitrophenyl grupp, Dnp). Den flourescerande
gruppen exciteras vid 340 nm. Om substratet dr okluvet 6verfors
excitationsenergin till den néaraliggande quenchern (FRET,
flourescensresonans energi transfer). Spjalkning av substratet upphéaver
flourescens quenchningen, vilket medfor, att den flourescerande proben nu
emitterar ljus vid 440 nm, och intensiteten ar proportionell mot spjilkningen
av FRETS-VWF73. Se figur 5 nedan.
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Figur 5. Analysprincip for bestimning av ADAMTS13-aktivitet
med FRETS-VWF73 (4). F = fluorescerande grupp, Q = quencher.

Interferenser/Felkallor

Ingen interferens upp till 1.2 mM (1930 mg/dL) hemoglobin (upp till H-
index 5 pa Sysmex C”-5100) och 100 pM (5.85 mg/dL) bilirubin [5] (upp
till I-Index 2 pa Sysmex CS-5100).

P-von Willebrand faktor himmar kompetitivt spjalkningen av
VWFT73.
Halveringstid for ADAMTS13 enzymet ar 2-4 dagar, vilket innebar att
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det bor ha gatt 7 dagar efter given plasmabehandling, innan prov fér
ADAMTSI13 aktivitet tas.

Matomrade

P-ADAMTSI13 protein (enz): 0.04 -1.00 E/L [5].

Detektionsgrans

P-ADAMTSI13 protein (enz): 0.04 E/L [5].
P-ADAMTSI13 antikropp (enz): 0.4 E/L [5].

Sparbarhet

Metoden ar sparbar till det gallande internationella
referensmaterialet (12/252) for ADAMTSI13 [7].

Matosakerhet

Matosdkerheten uppmattes under perioden 2011-01-31 - 2011-12-31

Kontrollniva CViot (%) n

Normal kontroll (~0.67 E/L) | 8.1 149

Abnormal kontroll (x0.10

8.8 155
E/L)

Ackrediteringens omfattning

Niva/CV%: 0,7/9
Niva/CV%: 0,1/12
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