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Trombotische trombocytopenische
purpura: nieuwe therapeutische

ontwikkelingen

Thrombaotic thrombocytopenic purpura: new therapeutic developments

dr. R. Fijnheer', prof. dr. J. Voorberg? en dr. C. Maas®

Samenvatting

Trombotische trombocytopenische purpura (TTP) ont-
staat door een tekort aan ADAMTS13. Dit enzym knipt
lange vonwillebrandfactor (VWF)-polymeren in kleinere
stukjes waardoor deze minder trombogeen worden.
TTP is een auto-immuunziekte waarbij antistoffen wor-
den gemaakt die ADAMTS13 neutraliseren. De huidige
therapie bestaat uit hoge dosis steroiden en intensieve
plasmaferese. De overleving is hiermee sterk verbeterd,
al is de mortaliteit nog steeds rond 15%. Bovendien
is er nog steeds een kans van ongeveer 50% op een
recidief. De hoge kosten van het benodigde plasma,
hoge kans op recidief en aanzienlijke mortaliteit maakt
dat er behoefte is aan nieuwe therapie. De bindings-
plaatsen van patiéntantistoffen op ADAMTS13 zijn
recentelijk in kaart gebracht. Ook is duidelijk geworden
op welke wijze VWF-polymeren door ADAMTS13 worden
geknipt. Naast ADAMTS13 kunnen VWEF-polymeren ook
worden geknipt door plasmine. Op het gebied van
de behandeling van TTP is er een drietal nieuwe aan-
grijpingspunten: 1) depletie van CD20-positieve B-cellen
door rituximab, 2) VWF-remmende antistoffen (caplaci-
zumab), 3) therapeutische enzymen (ADAMTS13, plas-
mine). Rituximab en caplacizumab zijn duidelijk het verst
in ontwikkeling. Voor rituximab ontbreekt echter fase
3-onderzoek, voor caplacizumab start dat binnenkort.
De ontwikkeling van ADAMTS13 en plasmine bevindt
zich nog in een preklinisch stadium.

(Ned Tijdschr Hematol 2016;13:18-24)

Summary

Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) is caused
by a deficiency of the metalloprotease ADAMTS13, that
cleaves von Willebrand Factor (VWF) polymers into
smaller units. TTP is an auto-immune disease that re-
sults from the development of auto-antibodies against
ADAMTS13. The current treatment consists of high dose
steroids and intensive plasmapheresis. This treatment
greatly improves survival, although the mortality rate is
still around 15%. In addition, there is still a 50% chance
of recurrent disease. In view of the high cost, high risk
of recurrence and significant mortality, there is a need
for novel therapies for TTP. The precise localization of
binding sites for autoantibodies that develop in patients
with acquired TTP have been determined. Also, detailed
knowledge on the processing of VWF by ADAMTS13
has been obtained. More recently, it was shown that
other proteases such as plasmin can also cleave VWF
polymers. Increased knowledge on the pathogenesis
of acquired TTP has resulted in 3 novel therapeutic
strategies: 1) depletion of CD20-positive B cells by rituxi-
mab, 2) nanobody-mediated inhibition of VWF activity
(caplacizumab), 3) therapeutic enzymes (ADAMTS13
and plasmin). Rituximab has already entered the clinic
and phase 3 clinical studies for caplacizumab have
been initiated. Future development of recombinant
ADAMTS13 (variants) or alternative VWF cleaving pro-
teases such as plasmin have the potential to further
extend current therapeutic approaches for TTP.
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Inleiding

Trombotische trombocytopenische purpura (TTP) ont-
staat door een tekort aan ADAMTS13-activiteit. Dit
enzym knipt onder normale omstandigheden vonwil-
lebrandfactor (VWF)-polymeren en breekt het af tot
kleinere eenheden. Er kunnen 2 vormen van TTP
worden onderscheiden: een zeer zeldzame congenitale
vorm met afwezig ADAMTS13 (Upshaw-Schulman-syn-
droom) en de vaker voorkomende verworven TTP als
auto-immuunziekte."* Bij de laatste vorm zijn er auto-
antistoffen tegen ADAMTSI13. Verworven TTP komt
vooral voor bij jongvolwassenen en relatief vaker bij
vrouwen.

VWEF is een eiwit in bloedplasma dat verantwoordelijk is
voor de hechting van bloedplaatjes aan een beschadigde
vaatwand. VWF is opgebouwd uit een repeterend
patroon van dimeren, verbonden met disulfide bruggen
tot lange multimeren. Normaal circuleren deze multi-
meren in opgerolde toestand door de bloedbaan. In deze
toestand is het eiwit bolvormig en zijn de bindings-
plaatsen voor collageen (A3-domein) en bloedplaatjes
(Al- en Cl-domein) afgedekt. VWF kan binden aan
vrijliggend collageen in het wondgebied. Door de krach-
ten van het stromend bloed ontrollen de VWF-multi-
meren zich en worden de bindingsplaatsen voor bloed-
plaatjes toegankelijk. Na het binden en activeren van
de plaatjes komt de stolling op gang. Zo draagt VWF bij
aan het stelpen van bloedingen. Wanneer endotheel-
cellen geprikkeld raken (zoals tijdens een verwonding
kan gebeuren), scheiden zij een uitzonderlijk lange
vorm van VWF (‘ultra large VWEF’; ULVWEF) uit dat
gemakkelijker kan ontrollen en bloedplaatjes kan binden.
Het is voor het lichaam daarom belangrijk om de trombo-
geniciteit van ULVWF goed onder controle te houden.
Onder normale omstandigheden knipt ADAMTS13
(UDVWEF in het A2-domein (zie Figuur 1A).> Deze
inactiverende knipplek voor ADAMTSI13 is nog niet
beschikbaar wanneer VWF niet is ontrold. ADAMTS13
moet aan VWF binden om het te kunnen knippen.
Het ‘spacer’-domein op ADAMTS13 is cruciaal voor de
binding.* Bij TTP ontstaan er antistoffen gericht tegen
het ‘spacer-domein (aangegeven in Figuur 2, pagina XX).
Deze antistoffen remmen de binding van ADAMTS13
aan VWF waardoor de VWEF-multimeren niet meer
kunnen worden geknipt door ADAMTS13. Op deze
manier kan verworven ADAMTS13-deficiéntie leiden
tot persisterende aanwezigheid van grote VWF-multi-
meren in de circulatie. Dit ULVWF klontert intravas-
culair bloedplaatjes samen (zie Figuur 1B). Vervolgens
ontstaat er trombose in de kleine capillairen met micro-
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angiopathische hemolytische anemie als resultaat. Deze
ziekte is levensbedreigend. Patiénten overlijden aan
bloedingen en orgaanfalen. Door tijdige diagnose kan
deze aandoening bij 85% van de patiénten met succes
worden behandeld.”® Deze behandeling bestaat uit inten-
sieve plasmaferese (gemiddeld 60-120 eenheden plasma
over 1-2 weken) en hoge dosis prednison. Bij 15% van
de patiénten is er echter toch sprake van een fataal
beloop en bij 50% van de patiénten komt de ziekte op
langere termijn weer terug. Plasmaferese is een zeer
kostbare en intensieve behandeling.
Ongeveer 50% van de TTP-patiénten ontwikkelt een
recidief binnen 1-3 jaar. Het is moeilijk te voorspellen
of en wanneer dit zal gebeuren. Een aanhoudende
afwezigheid van ADAMTS13 na de aanval is een risico-
factor voor een nieuwe aanval.” Waarschijnlijk is een
‘second hit’ nodig om TTP te induceren bij patiénten
zonder circulerend ADAMTS13. Op dit moment is er
nog weinig kennis met betrekking tot de mogelijke
triggers die kunnen resulteren in een recidief. Ook is bjj
ADAMTS13-‘knock-out-muizen bekend dat volledige
afwezigheid van ADAMTS13 niet direct tot symptomen
van TTP leidt.®® De verantwoordelijke microtrombi zijn
rijk in bloedplaatjes en VWEF, maar bevatten weinig
fibrine. TTP wordt geinduceerd nadat de muis een
trigger heeft ondergaan: bijvoorbeeld door inspuiten
van toxines of een hoge dosis recombinant VWE>!
Ook patiénten met congenitale ADAMTS13-deficiéntie
kunnen gedurende lange aaneengesloten tijden asympto-
matisch zijn; sommige patiénten krijgen pas op hogere
leeftijd een aanval. Kortom, volledige afwezigheid van
ADAMTSI13 leidt niet altijd tot een onmiddellijke aanval.
Dit suggereert dat andere proteases mogelijk de rol van
ADAMTSI13 bij de proteolyse van ULVWE-multimeren
kunnen overnemen.
De hoge kosten, grote kans op relapse en de nog steeds
aanzienlijke mortaliteit maakt dat er behoefte is aan
nieuwe therapieén voor de behandeling van patiénten
met verworven TTP.
Potentieel nieuwe therapieén zijn:
1. Depletie van CD20-positieve B-cellen (rituximab;
anti-CD20).
2. ‘Nanobody’-gemedieerde remming van VWF
(caplacizumab).
3. Therapeutische enzymen (ADAMTS13 en plasmine).

Rituximab
Rituximab is een monoklonaal antilichaam gericht tegen
het CD20-antigeen op B-lymfocyten. De depletie van
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Figuur 1. Het ziektemechanisme van verworven TTP. A. ADAMTS13 knipt VWF-multimeren tot kleinere fragmenten en voor-

komt hiermee klontering aan bloedplaatjes (normale situatie). B. Neutraliserende antistoffen blokkeren ADAMTS13 waardoor

steeds langer wordende VWF-multimeren spontane klontering van bloedplaatjes kunnen veroorzaken (verworven TTP).

CD20-positieve B-cellen door rituximab resulteert in
een sterke vermindering van de aanmaak van pathogene
autoantistoffen. Rituximab wordt bijvoorbeeld gebruikt
voor de behandeling van patiénten met immuungeme-
dieerde trombocytopenische purpura (ITP)." Bijna alle
TTP-patiénten met een ernstige ADAMTS13-deficiéntie
hebben autoantistoffen tegen ADAMTS13. Interfereren
met de productie van autoantistoffen lijkt dan ook een
prima mogelijkheid voor de behandeling van patiénten
met TTP. Gerandomiseerde studies naar de plaats van
rituximab bij TTP ontbreken. Alle beschikbare gegevens
zijn gebaseerd op historische controles, ‘case reports’ en
‘case series’.

Bij patiénten met een acute episode van TTP bleek de
initiéle behandeling met rituximab, plasmaferese en
corticosteroiden te leiden tot een remissie bij >90%
van de patiénten binnen 14 tot 21 dagen met een zeer
lage kans op recidief.'” Vergeleken met historische
controles is dat een verbetering. Rituximab lijkt zijn
plaats te hebben bij de behandeling van refractaire TTP
met goede responspercentages.' !’ In verschillende ‘case
series’, bestaande uit patiénten met refractaire of snel
recidiverende TTP, resulteerde rituximab in een hoog
percentage klinische remissie (87% tot 100%). Herstel
van trombocytopenie vond plaats binnen 11 tot 14
dagen na de eerste dosis.'*"> De momenteel beschikbare
gegevens suggereren dat rituximab ADAMTSI3-acti-
viteit aanzienlijk verhoogt door productie van neutrali-
serende antistoffen tegen ADAMTS13 te remmen.'® Als
gevolg hiervan is de trombocytopenie en behoefte aan

plasmaferese minder langdurig. Volgens de TTP-richtlijn
(zie www.hematologienederland.nl/richtlijnen-1) is het nu
redelijk om rituximab in te zetten bij refractaire TTP en
indien er meer dan 2 recidieven zijn geweest. De primaire
behandeling blijft op basis van plasmaferese en cortico-
steroiden, mede omdat de gegevens nog onvoldoende
ondersteunend zijn om rituximab voor de initiéle behan-
deling in te zetten. Vergoeding voor het gebruik van
rituximab bij patiénten met TTP moet worden aange-
vraagd bij de zorgverzekeraar, omdat TTP geen erkende
indicatie is.

Antistoffen die de binding van bloed-

plaaties aan VWF remmen (caplacizumab)
Caplacizumab is een ‘nanobody’ die is ontwikkeld door
Ablynx NV.'” ‘Nanobodies’ zijn kleine, compacte anti-
stoffragmenten die worden verkregen door immunisatie
van lama’s. In verhouding tot een humaan immuun-
globulinemolecuul (150 kDa) zijn nanoantistoffen onge-
veer 10 x kleiner (14 kDa). Nanoantistoffen kunnen
worden geselecteerd om specifieke doelwitten te her-
kennen. Caplacizumab is een gehumaniseerde bivalente
nanoantistof gericht tegen het Al-domein van VWE."®
Dit domein zorgt normaal voor de interactie met plaatjes
(via de GPIb-receptor op het celoppervlak). De nanoanti-
stof caplacizumab blokkeert deze interactie. Bij TTP is
VWEF overmatig trombogeen en remming van plaatjes-
VWFE-interactie is een manier om de overmatige klon-
tering van plaatjes tegen te gaan (zie Figuur 3A, pagina
22). Het is uiteraard van belang om bij patiénten met
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Figuur 2. Bindingsplaats van pathogene autoantistoffen in het ‘spacer’-domein van ADAMTS13. Bij A is een overzicht

weergegeven van de driedimensionale structuur van een deel van ADAMTS13. Het ‘spacer’-domein is weergegeven in

lichtblauw. In rood is de bindingsplaats van de autoantistoffen in het ‘spacer’-domein weergegeven. Bij B is dit deel sterk

vergroot weergegeven. De bindingsplaats bestaat uit 5 aminozuren (Arg660, Arg568, Tyr661, Phe592 en Tyr665); modificatie

van deze aminozuren resulteert in een ADAMTS13-variant die nog wel actief is, maar die niet meer door de autoantistoffen

kan worden geremd.?' Met toestemming overgenomen uit Pos et al., 2011.%2

een uitgesproken trombocytopenie rekening te houden
met een mogelijk bloedingsrisico dat een middel dat
de adhesie van bloedplaatjes remt met zich mee kan
brengen. Volledige in-vivo-neutralisatie van VWF met
caplacizumab induceert echter geen bloeding in een
primaat model voor verworven TTP.!” Ook bij gezonde
vrijwilligers zonder trombocytopenie (fase 1) werden
geen ernstige bloedingen geconstateerd; slechts na meer-
dere infusies werden lichte bloedingen waargenomen.
Deze studies zijn verrassend, omdat de interactie van
GPIb met VWF van essentiéle waarde is voor primaire
hemostase. De afwezigheid van GPIb (bij patiénten
met Bernard-Soulier-syndroom) of functionele afwezig-
heid van VWF (bij patiénten met de ziekte van von
Willebrand) is geassocieerd met een bloedingsfenotype.
Caplacizumab is verder onderzocht in een placebo-
gecontroleerde fase 2-studie met 75 patiénten met TTP
www.clinicaltrials.gov; NCT01151423). De veelbelovende
resultaten zijn vooralsnog in een ‘abstract’ gepubliceerd."
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De tijd tot normalisatie van het aantal bloedplaatjes was
korter en het aantal patiénten in complete remissie op
dag 30 was hoger in de groep met caplacizumab. Hier-
naast bleek het bloedingsrisico niet sterk verhoogd te
zijn. Een fase 3-studie wordt inmiddels gestart, waaraan
ook een aantal Nederlandse ziekenhuizen zal meewerken.
De tijd tot complete remissie (trombocyten >150 x 10°/1)
is het primaire eindpunt van deze studie.

Recombinant ADAMTS13

Infusie van ADAMTS13 bij TTP zal vermoedelijk niet
direct tot verbetering van de TTP leiden: antistoffen zullen
dit herkennen. Deze antistoffen remmen de functie van
ADAMTS13 en kunnen bijdragen aan versnelde klaring,
Toch zijn er veelbelovende indicaties uit dierstudies dat
de neutraliserende antistoffen kunnen worden overwon-
nen na behandeling met voldoende hoge doses recom-
binant ADAMTS13.2°

De laatste jaren zijn de bindingsplaatsen voor autoanti-
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stoffen op ADAMTSI13 in kaart gebracht. Bij bijna alle
patiénten met verworven TTP zijn er autoantistoffen aan-
wezig die aan een geéxposeerd stukje van het ‘spacer’-
domein van ADAMTS13 binden (zie Figuur 2).*** Dit
deel van het ‘spacer’-domein zit aan de buitenkant van
ADAMTSI3 en is cruciaal voor de binding aan VWE.*?
Modificatie van dit geéxposeerde gebied in het ‘spacer’-
domein zorgt ervoor dat het gemodificeerde ADAMTS13
niet meer door autoantistoffen wordt herkend. Dit
gemodificeerde ADAMTS13 kan mogelijk worden ingezet
bij de behandeling van patiénten met TTP (zie Figuur
3B). De eerste recombinante vormen van ADAMTS13
zijn in ontwikkeling, waarvan sommige inderdaad resi-
stent zijn tegen neutraliserende antistoffen.?"** Klinische
studies ontbreken echter nog.

Plasmine

De relatie tussen ADAMTS13-activiteit en het ontstaan
van ziekteverschijnselen is niet 1:1. Er zijn patiénten
met ondetecteerbare ADAMTS13-activiteit die gezond
lijken te zijn. Recentelijk heeft men gevonden dat behalve
ADAMTS13 er verschillende andere enzymen zijn die
VWEF kunnen afbreken.”* Het is aantrekkelijk om te
veronderstellen dat deze enzymen bijdragen aan de
proteolyse van ULVWF wanneer ADAMTS13 sterk
verlaagd is en microtrombi de bloedvaten verstoppen.
Plasmine is een van de enzymen die VWF kan knippen
en inactiveren, op een wijze die vergelijkbaar is met
ADAMTSI13 (zie Figuur 3C).” In een studie met 26
patiénten hebben wij recentelijk in de acute fase van
TTP aangetoond dat de concentratie van PAP-complexen
(plasmine-a2-antiplasmine) verhoogd is. Dit toont
aan dat plasmine actief wordt tijdens deze aanvallen.
Bovendien correleren de PAP-complexen met de mate
van trombocytopenie.

Op basis van celbiologische studies stelden wij ons
hierna voor dat activatie van plasminogeen door hypo-
xisch endotheel een mogelijk ‘escape’-mechanisme is
om microvasculaire obstructies (zoals bij TTP worden
gezien) te verwijderen. Het is mogelijk dat bij aanhou-
dende microangiopathie, dit reddingsmechanisme uit-
geput raakt.?® In dit geval zou versterking met trom-
bolytische middelen een therapeutisch effect kunnen
hebben. In de kliniek is er zeer schaarse, maar positieve
ervaring met deze therapeutische strategie.””

Om de hypothese dat plasmine therapeutisch zou
kunnen werken bij TTP nader te onderzoeken, hebben
wij ADAMTS13-deficiénte muizen in een model voor
TTP behandeld met een eenmalige lage dosis van
de directe plasminogeenactivator streptokinase.® Wij
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Figuur 3. De 3 voorgestelde alternatieve therapeutische
mogelijkheden bij TTP. In alle gevallen zal ULVWF niet meer
in staat zijn om spontaan plaatjes te binden. De plaatjes-
klontering zal stoppen en TTP gaat over. A. De ‘nanobody’
caplacizumab bindt aan ULVWF en door de remmende
werking is ongeknipt VWF niet meer in staat om plaatjes te
binden. B. Recombinant ADAMTS-13 mist de autoantistof-
bindende domeinen en is in staat om ULVWF te knippen.
ULVWEF zal niet meer spontaan plaatjes binden. C. Trom-
bolyse in TTP: plasmine is een alternatief protease voor
ULVWEF. Plasmine ontstaat uit plasminogeen via strepto-
kinase, stafylokinase of urokinase.
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Aanwijzingen voor de praktijk

1. Trombotische trombocytopenische purpura (TTP) ontstaat doordat ADAMTS13 vonwillebrandfactor

(VWEF) niet goed kan knippen.

2. TTP gaat gepaard met 15% mortaliteit en hoge kosten voor de behandeling.

3. 50% van de TTP-patiénten ontwikkelt een recidief.

4. Nieuwe strategieén bij TTP: remmen van antistofproductie (rituximab) en remmen van VWF-activiteit

(caplacizumab).

5. Mogelijke toekomstige therapieén: recombinant ADAMTS13 en alternatieve VWF-afbrekende enzymen.

vonden dat door deze behandeling de symptomen van
TTP werden geremd. Ook werden circulerende micro-
trombi afgebroken. Bovendien corrigeerde deze trombo-
lytische therapie de trombocytopenie: een opmerkelijk
pro-hemostatisch effect van plasmine dat de kans op
bloedingen mogelijk kan reduceren. Wij stellen op basis
van deze eerste bevindingen voor dat trombolyse in
de toekomst een mogelijke behandeling van TTP zou
kunnen zijn. Naar onze verwachting zijn directe plas-
minogeenactivatoren (streptokinase, stafylokinase) en de
indirecte plasminogeenactivator urokinase het best in
staat om de afbraak van VWF bij TTP te voorkomen.
Een bijkomend voordeel van deze therapeutische stra-
tegie is dat de remmende antistoffen tegen ADAMTS13
kunnen worden omzeild en de behoefte aan plasma
voor de behandeling voor deze patiénten naar vermoeden
zal verminderen. Klinische studies zullen de werking,
bijwerkingen en therapeutische dosis van deze klasse
van middelen moeten uitwijzen.

Conclusie

ADAMTSI3 is een essentiéle regulator van VWF en
het tekort door autoantistoffen is oorzakelijk voor TTP.
Plasmaferese met corticosteroiden is de standaardbehan-
deling. Mortaliteit is echter nog steeds rond 15% en de
behandeling is zeer intensief en kostbaar. In dit artikel
beschrijven wij 3 verschillende alternatieve mogelijk-
heden die in ontwikkeling zijn om TTP te behandelen.
Ondanks het ontbreken van fase 3-onderzoek wordt
rituximab reeds toegepast bij de behandeling. Fase
2-studies suggereren dat caplacizumab (dat de activiteit
van VWF remt) effectief is bij de behandeling van TTP;
fase 3-studies gaan binnenkort van start. In de toekomst
kunnen recombinant ADAMTS13-varianten en moge-
lijk ook pro-fibrinolytica, die de vorming van plasmine
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stimuleren, worden gebruikt bij de behandeling van
patiénten met TTP.
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