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PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

SeroloSke in funkcijske preiskave pri
diagnosticiranju trombocitopenije,
povzrocene s heparinom (HIT)

Serological and functional tests for the diagnosis
of heparin-induced thrombocytopenia

Elvira Malicev, Tadeja Dov¢-Drnovsek, Primoz Rozman

Izviecek

S heparinom povzrocena trombocitopenija
(angl. heparin induced thrombocytopenia, HIT)
je imunska reakcija, ki se pojavi pri priblizno
3-5 % bolnikov, ki dobivajo heparin ve¢ kot 5 dni,
in lahko vodi do arterijskih in venskih tromboz.
Za pojav so klju¢na protitelesa razreda IgG, ki
nastanejo kot odziv na komplekse trombocitni
faktor 4/heparin. Posledica je povecana aktivaci-
ja trombocitov, njihovo pospeseno odstranjeva-
nje in trombocitopenija. Nadaljevanje zdravlje-
nja s heparinom ima lahko hude posledice, zato
je za ustrezno nadomestno zdravljenje klju¢nega
pomena hitro diagnosticiranje HIT. Diagnozo
HIT postavimo na podlagi klini¢nih podatkov
ter seroloskih in funkcijskih laboratorijskih pre-
iskav. Seroloska dolo¢itev protiteles proti kom-
pleksom trombocitni faktor 4/heparin v serumu
bolnika ni dovolj za potrditev diagnoze, saj tvor-
ba protiteles ne povzro¢a vedno trombocitopeni-
je ali tromboz. Ker z obi¢ajnimi encimsko-imun-
skimi testi odkrivamo le prisotnost protiteles, ne
pa tudi njihove patogenosti, je priporocljivo, da
diagnozo potrdimo $e s funkcijsko preiskavo, pri
kateri izmerimo dejansko sposobnost protiteles,
da aktivirajo oziroma agregirajo testne trombo-
cite. Ena od sodobnejsih funkcijskih preiskav je
analiza aktivacije testnih trombocitov, ki temelji
na merjenju poveCanega izrazanja molekule P-
-selektin (CD62P) na trombocitih, ki jih izpo-
stavimo bolnikovemu serumu s protitelesi HIT.
Po nasih izkusnjah je preiskava v kombinaciji s
standardnimi seroloskimi testi dovolj zanesljiva
za diagnosticiranje klini¢ne oblike HIT.

Abstract

Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is an
immune-mediated reaction occurring in 3 - 5%
of patients receiving heparin therapy for more
than 5 days, which can lead to arterial and ve-
nous thrombosis. It is caused by IgG antibodies
directed against platelet factor 4/heparin com-
plexes, leading to platelet activation, platelet de-
pletion and thrombocytopenia. Prolonged ther-
apy with heparin can result in serious adverse
consequences, so prompt diagnosis is of key
importance for the introduction of supplemental
therapy. The diagnosis of HIT is based on clinical
criteria as well as on serological and functional
laboratory assays. Serological assays that identify
the presence of platelet factor 4/heparin antibod-
ies in the serum are not sufficient for confirma-
tion of diagnosis because all detected antibodies
are not capable of causing thrombocytopenia
and thrombosis. Since the usual enzyme-im-
mune assays detect the presence of antibodies
but not also their pathogeneity it is recommend-
ed to confirm HIT with a functional assay that
confirms the capacity of HIT antibodies to ac-
tivate or aggregate platelets. One of newer func-
tional methods is the flow cytometric analysis of
P-selectin (CD62P) expression on the standard
platelets after exposure to the patient’s serum. In
our experience, this test, in parallele with stan-
dard serological tests, proved its reliability for
the confirmation of clinical HIT diagnosis.
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Uvod

Heparin so kot antikoagulantno zdravilo
poznali Ze pred 9o leti, vendar so Sele po 40
letih uporabe opazili, da ima lahko véasih
tudi paradoksne, tj. protromboti¢ne ucinke.
Tako so leta 1973 prvi¢ opisali primer bolni-
kov, ki so imeli trombocitopenijo in hkrati
trombozo kot posledico zdravljenja s hepa-
rinom.'

S heparinom povzrocena trombocito-
penija (angl. heparin-induced thrombo-
cytopenia, HIT) je najpogostejsa trombo-
citopenija, ki jo povzrocajo zdravila. Gre
za imunsko reakcijo na zdravilo heparin ali
njemu podobne molekule. HIT najpogosteje
nastane po uporabi nefrakcioniranega hepa-
rina. Pojavi se pri priblizno 3-5 % bolnikov,
ki prejemajo heparin ve¢ kot 5 dni. Redkeje,
pri 0,5 % bolnikov, pa se HIT pojavi po upo-
rabi nizkomolekularnih heparinov ali hepa-
rinu podobnih zdravil. Za HIT je znacilno
hitro zniZanje $tevila trombocitov in njihov
porast v nekaj dneh po ukinitvi heparina.
Navadno $tevilo trombocitov pade na 50 %
prvotne vrednosti med 5 in 10 dnem po iz-
postavitvi heparinu in se po ukinitvi hepari-
nav 4-14 dneh dvigne. Redkeje se HIT poja-
vi po 10. dnevu zdravljenja s heparinom. Pri
bolnikih, ki so v zadnjih 3 mesecih ze prejeli
heparin, lahko pride do takoj$njega upada
$tevila trombocitov zaradi ze prisotnih he-
parinskih protiteles.>”

Zaradi spremljajocega aktiviranja trom-
bocitov se lahko pojavljajo razli¢ni trombo-
ti¢ni zapleti, ki imajo tudi relativno visoko
smrtnost (do 15%). Najpogostejsi klini¢ni
znak HIT je povecanje Ze prej ugotovljenih
strdkov ali nastanek novih strdkov v ozilju.
Ti lahko nastanejo v arterijah in venah; prvi
povzrocijo kap, infarkt miokarda in akutno
ishemijo udov, drugi pa trombozo globokih
ven ali plju¢no embolijo. Venske tromboze
pri HIT so priblizno 4-krat pogostejse od
arterijskih.>*%”

Verizno reakcijo, ki vodi do nastanka
HIT, sprozi kompleks heparina s trombo-
citnim faktorjem 4 (angl. platelet factor 4,
PF4), ki ga ob aktiviranju spros¢ajo trom-
bociti. Ta kompleks se nahaja v plazmi, pa
tudi na membrani trombocitov. Ob vezavi
s heparinom pride tudi do dolo¢ene kon-

formacijske spremembe molekule PF4, kar
povzroci nastanek t.i. nepoznanega neoan-
tigena, ki je za nekatere bolnike imunogen.
Imunski odziv takega bolnika na kompleks
PE4/heparin se pri¢ne s tvorbo protiteles ra-
zreda IgM, kasneje pa jim sledi tvorba proti-
teles razreda IgG.”** Protitelesa proti kom-
pleksu PF4/heparin se vezejo na ta kompleks
na trombocitih in v plazmi s svojo regijo
Fab, z regijo Fc pa se veZejo na receptorje Fc
na povrsini istega ali sosednjih trombocitov
(Slika 1). Receptorji Fc na trombocitih so vr-
ste Fcylla. To so nizkoafinitetni receptorji,
na vsakem trombocitu pa jih je med 1000
in 2000. Vezava sprozi dodatno aktiviranje
in agregacijo trombocitov, ki ob aktiviranju
pospeseno spros¢ajo nove koli¢ine PF4 in
protromboti¢ne dejavnike, kar sprozi celo-
ten kaskadni koagulacijski sistem in pospesi
nastajanje trombina. Posledica vezave proti-
teles na receptorje Fc na trombocitih je tudi
njihovo pospeseno odstranjevanje, ki poteka
vecinoma v vranici. Obseg tromboz po veza-
vi protiteles HIT na komplekse PF4/heparin
je zelo tezko oceniti. Zdi se, da jih pospe-
$ujejo tudi Stevilni trombocitni mikrodelci
velikosti 0,1-1,0 um, ki nastanejo z aktivira-
njem trombocitov in delujejo prokoagulan-
tno.'>'* Protitelesa oz. kompleksi se vezejo
tudi na endotelne celice in povzrocijo njiho-
vo aktiviranje, kar pospesuje sistemski odziv
in multiple tromboze. Izjemno redko nasta-
nejo avtoimunska protitelesa proti-PF4 tudi
spontano; opazili so jih pri nekaterih bolni-
kih s trombozami in stanji, podobnimi HIT,
pri ¢emer niso nikoli dobivali heparina.'®'®

Heparin je po svoji strukturi ena najbolj
nenavadnih molekul, ki jih uporabljamo za
zdravljenje. Gre za naravni ogljikohidratni
polimer iz skupine glikozaminoglikanov,
sestavljen iz ponavljajocih se disaharidnih
enot, ki so moc¢no sulfatirane (Slika 2). Je
najmocneje negativno nabita molekula od
vseh poznanih bioloskih molekul. Izlo¢ajo
ga bazofilci in mastociti iz svojih sekretornih
granul, pri cemer je njegova fizioloska vloga
predvsem obramba pred mikroorganizmi,
manj pa opravlja funkcijo antikoagulanta.
To vlogo v organizmu opravlja sorodna mo-
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Slika 1: Shematski prikaz
razvoja HIT.
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lekula - heparan sulfat, ki je manj sulfati-
ran. Kot antikoagulant uporabljajo heparin
v medicini in farmaciji od 30. let prej$njega
stoletja dalje, izdelujejo pa ga iz mukoznih
tkiv pragic¢ev in goveda. Heparin in njegovi
$tevilni nizkomolekularni derivati so ucin-
koviti pri preprecevanju globokih venskih
tromboz in plju¢nih embolij, ker inhibirajo
delovanje faktorjev strjevanja krvi, serin-
skih proteaz XIa, Xa, IXa in Ila (trombin).
To dosegajo neposredno ali posredno preko
ojacitve delovanja inhibitorja strjevanja krvi
antitrombina III, na katerega se heparin spe-
cifi¢no veze in do 1000-krat poveca njegovo
aktivnost. Na tak nacin bistveno zavre na-
stajanje strdkov. Hkrati z vezavo na trombin
zavre tudi aktiviranje trombocitov.'*'*> He-
parin je $e vedno nepogresljiv zaradi eno-
stavne uporabe, kratke razpolovne dobe in
nizke cene.'

V zadnjem casu vse ve¢ uporabljamo
analoge, $e posebno nizkomolekularne obli-
ke heparina, ki bolj kot na aktivnost anti-
trombina delujejo na aktivnost faktorja X.
Tako bolj natan¢no urejujejo strjevanje krvi,
hkrati pa povzroc¢ajo tudi 10-krat manj pri-
merov HIT. Podobno deluje zdravilo fonda-
parinux, ki je umetni pentasaharid in je po-
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doben tistemu delu polimernega heparina,
ki se veze na antitrombin in ojacuje njegovo
antikoagulantno delovanje.

Trombocitni faktor 4 (PF4) je majhna te-
tramerna molekula, dolga 70 AK. Je citokin
iz skupine kemokinov CXCL4 in je shranjen
v a-granulah trombocitov ter se izloc¢i ob
njihovi aktivaciji. Nato se veze na heparin in
njemu podobne molekule, s ¢imer ureja nji-
hovo delovanje, predvsem zmanj$uje preve-
lik vpliv antitrombina, in vpliva na celjenje
ran ter zmanjsuje vnetne reakcije na endo-
telu. Nastali kompleks PF4/heparin vsebuje
tudi neoantigen, na katerega se veZejo pro-
titelesa HIT, ki jih tvorijo doloc¢eni bolniki.
Zakaj je ta neoantigen imunogen le za do-
lo¢ene posameznike, $e ni raziskano. PF4 se
veze tudi na endotelne celice, ki tako lahko
postanejo antigensko pozitivne. '’

Laboratorijsko
diagnosticiranje hit

Diagnozo HIT postavimo na podlagi kli-
ni¢nih podatkov in izsledkov laboratorijskih
preiskav. Ob sumu na HIT najprej oceni-
mo verjetnost za nastanek HIT s pomocjo
tockovalnika 4T (angl. thrombocytopenia,
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Slika 2: Heparin -
kemijska struktura.'®
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timing, thrombosis, absence of other expla-
nations), ki so ga razvili prav za zgodnje od-
krivanje HIT. Tockovalni sistem 47 seSteva
$tiri glavne kazalce klini¢ne oblike HIT, ki
jih prikazujemo v Tabeli 1. Sestevek 6-8 tock
pomeni veliko verjetnost za nastanek HIT,
sestevek 3-5 tock srednjo verjetnost, seste-
vek 2 ali manj to¢k pa majhno verjetnost. Ce
pribolniku s tockovalnikom 4T ocenimo, da
obstaja srednja ali velika verjetnost za HIT,
nadaljujemo z ustreznimi laboratorijskimi
preiskavami.**"??

Avtorji priporocajo, da pri sumu na HIT
takoj prenehamo uporabljati vse heparine
ter heparinsko obdelane katetre in priprave.
Odsvetujejo tudi transfuzijo trombocitnih
pripravkov, ker lahko sprozijo trombozo.
Podobno v akutni fazi HIT odsvetujejo upo-
rabo kumarinskih pripravkov, npr. varfari-

na, ker lahko povzro¢ijo nadaljevanje venske
tromboze in gangreno udov. Uporabljamo
jih lahko Sele potem, ko Stevilo trombocitov
poraste nad 150x10°/L. Vsekakor moramo
pri sumu na HIT obvezno zamenjati antiko-
agulacijsko zdravljenje in uporabiti zdravila,
ki inhibirajo nastanek trombina (neposre-
dni ali posredni zaviralci trombina). Nepo-
sredni zaviralci trombina so npr. zdravilo
lepirudin (rekombinantni analog hirudina
iz medicinskih pijavk), argatroban (mala
sinteti¢na molekula) in bivalirudin (polisin-
teti¢ni analog hirudina, ki neposredno zavi-
ra ucinek trombina). Posredni zaviralci pa
zavirajo faktor Xa; poznana sta danaparoid
(meSanica antikoagulantnih glikozamino-
glikanov - heparan sulfata, dermatan sulfata
in hondroitin sulfata) in fondaparinux.>>'®
Zanimivo je tudi, da kljub prekinitvi zdra-

Tabela 1: Ocenjevanje verjetnosti za nastanek HIT — to¢kovalnik 4T (prirejeno po Warkentin, 2004).%*

Predtestna verjetnost (tocke):
6-8 velika, 4-5 srednja, 0-3 majhna

>50 % padec

Trombocitopenija trombocitov ali St.
trombocitov 220 x 10°/L

Pojav trombocitopenije  5-10, ali< ob

v dnevih (prvi dan predhodni

prejema heparina je
dan 0)

izpostavljenosti
heparinu (30 dni)

nove tromboze, kozne
nekroze, akutna
sistemska reakcija

po intravenskem
vbrizganju heparina

Tromboza ali druge
posledice

Drugi vzroki za

trombocitopenijo L [T

30-50 % padec ali <30 % padec ali
$t. trombocitov $t. trombocitov
10-19x10°/L <10x10°/L

>10, ali<lobnedavni <4 (brez predhodne

izpostavljenosti izpostavljenosti
heparinu (31-100 dni) heparinu)
napredovanje ali

ponovitve tromboze,

eritematozne niso prisotni
spremembe na koZi,

sum na trombozo

mozni prisotni
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vljenja s heparinom pri priblizno 20-50 %
bolnikov $e vedno pride do dolo¢enih trom-
boti¢nih zapletov, in sicer ne glede na vrsto
uporabljenega nadomestnega zdravljenja. *°

Pri laboratorijskem diagnosticiranju ob
sumu na HIT si pomagamo z dvema vrsta-
ma preiskav. To so seroloske preiskave, s ka-
terimi potrdimo prisotnost HIT-protiteles,
in funkcijske preiskave, s katerimi ocenimo
sposobnost protiteles, da aktivirajo trom-
bocite. Protitelesa proti kompleksu PF4/he-
parin sicer najdemo pri $tevilnih bolnikih,
ki prejemajo heparin, vendar pa se klini¢na
slika HIT se razvije le pri redkih.** Seroloske
preiskave so torej obcutljive, a premalo spe-
cificne. Zato so razvili dodatne funkcijske
preiskave, ki imajo bistveno vecjo specifi¢-
nost, a je njihova izvedba zahtevna, zanje pa
potrebujemo sveze testne trombocite. Veci-
na strokovnjakov poleg dolocitve prisotno-
sti od heparina izzvanih protiteles v serumu
svetuje $e, da opravimo enega od funkcijskih
testov, s katerimi merimo sposobnost proti-
teles, da aktivirajo testne trombocite.***

Obe preiskavi — seroloska in funkcijska
- postaneta po nekaj tednih ali mesecih ne-
gativni, ker protitelesa izginejo iz krvnega
obtoka in jih z imunoloskimi testi ni ve¢
mogoce dokazati. Zato na podlagi preiskav
preboleli HIT tezko diagnosticiramo.>* Za
ucinkovito diagnosticiranje moramo pozna-
ti znacilnosti obeh preiskav in jih smiselno
uporabljati. Znacilnosti laboratorijskih pre-
iskav pri sumu na HIT predstavljamo v Ta-
beli 2.

Eden izmed predlaganih modelov dia-
gnosticiranja HIT prikazujemo na Sliki 3.

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

Seroloske preiskave
prisotnosti protiteles HIT

Od heparina izzvana protitelesa odkriva-
mo s poznanim antigenom. Pri tem si danes
pomagamo s komercialno dostopnimi testi
z umetnim antigenom PF4/heparin, ki jih je
najlazje standardizirati. Obstajata dve vrsti
preiskav: preiskava ELISA in aglutinacijska
preiskava.

a) Encimsko-imunski test s trdno
fazo (angl. solid-phase ELISA)

V mikrotitrski vdolbinici je vezan kom-
pleks PF4 s heparinom ali polivinil sulfo-
natom, ki je heparinu podobna polimerna
molekula. Ob dodatku bolnikovega seruma
se morebitna protitelesa HIT vezejo na kom-
pleks, nato pa jih potrdimo s sekundarnimi
protitelesi anti-IgG, -IgM in -IgA, oznace-
nimi z encimom. Po dodatku kromogenega
substrata s spektrofotometrom izmerimo
spremembo barve in rezultat podamo z vre-
dnostjo opticne gostote (angl. optical den-
sity, OD). Vedno vzporedno izvedemo Se
t.i. potrditveni test, pri katerem testiranim
vzorcem dodamo prebitek heparina, s ¢cimer
kompetitivno inhibiramo vezavo heparin-
skih protiteles na kompleks PF4/heparin.
Pri tem velja izkustveno pravilo, da mora
pri prebitku heparina jakost reakcije pasti za
vec kot 50 %, Ce so v vzorcu dejansko priso-
tna protitelesa anti- PF4/heparin. Test ELI-
SA IgG/A/M je zelo obcutljiv za dolocanje
vseh razredov protiteles proti kompleksu
PF4/heparin, vendar je slabo specificen. Ob-
Cutljivost testa je 97-100 %, specificnost pa
med 46 in 86 %.2>¢

Tabela 2: Znacilnosti laboratorijskih preiskav pri sumu na HIT.

SeroloSke —
Odkrivanje protiteles HIT

Funkcijske —
Dolocitev aktiviranja testnih trombocitov
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visoko obCutljive, nevarnost lazno pozitivnih
rezultatov

nizko specifi¢ne

vi§je mejne vrednosti opti¢ne gostote (angl.

optical density, OD) zvi$ajo specifiénost testa
trajajo nekaj ur

visokoobcutljive
visokospecifitne
tehni¢no zahtevne
dolgotrajne
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Klini¢na ocena verjetnosti za hit (4t): ]

[ MAJHNA

Y

[ laboratorijska diagnostika ] [

ni potrebna

seroloska preiskava (ELISA 1gG): ]

Slika 3: Diagnostic¢ni
algoritem za HIT
(prirejeno po Smock in
Rodgers, 2009).%8

154

Y

[ NEGATIVNA

y

funkcijske preiskave
niso potrebne

Greinacher s sod. je l. 2007 ugotovil, da
rezultati testa ELISA IgG/A/M slabo so-
vpadajo z rezultati funkcijskega testa HIPA
(angl. heparin-induced platelet activation
assay), saj je bil pozitivni rezultat testov
hkrati s potrjeno klini¢no obliko HIT priso-
ten pri samo 46,6 % bolnikov.** Zato meni,
da je boljsi test tisti, pri katerem dolo¢amo
le protitelesa razreda IgG (ELISA IgG), in s
katerim je bila skladnost vecja, to je 54,8 %.
Po drugi strani je Backhoul s sod. v tudi-
ji ugotovil, da je specificnost takega testa
89 %, obcutljivost pa 100 %.>* Specifi¢nost
encimske preiskave bi bilo mogoce poveca-
ti tudi z zviSanjem mejne vrednosti OD, saj
so mejne vrednosti pri bolnikih s potrjeno
diagnozo HIT visje, vendar bi se v tem pri-
meru povecala verjetnost lazno negativnih
rezultatov.””*® Sklenemo torej lahko, da so
imunsko-encimski testi zelo obcutljivi, ven-
dar dajo vsaj pri 10 % preiskovancev lazno
pozitivni rezultat.

Y

[ POZITIVNA ]

A

potrditev HIT s
funkcijsko preiskavo

b) Aglutinacijski test z mikrodelci v gelu

(angl. particle-gel immunoassay)

V kolonah z gelom so naneseni obarva-
ni polimerni delci, na katere so vezani anti-
genski kompleksi PF4/heparin. Ob dodatku
preiskovanega seruma se morebitno priso-
tna protitelesa vezejo na kompleks PF4/he-
parin, polimerni delci v gelu pa aglutinirajo.
Rezultate od¢itamo s prostim oéesom.*>?’
Po nekaterih podatkih je specifi¢nost tega
testa 87,8 %, obcutljivost pa 94,2 %.>

Funkcijske preiskave
za potrditev HIT

Funkcijske preiskave za potrditev HIT
temeljijo na doloc¢anju sposobnosti protite-
les bolnika, da po vezavi na kompleks PF4/
heparin aktivirajo in kasneje tudi agregirajo
testne trombocite. Te preiskave so zahtev-
nejse od seroloskih in vecinoma niso ko-
mercialno dostopne, trajajo dlje, za izvedbo
pa potrebujemo sveze testne trombocite
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Slika 4: Odkrivanje
aktivacije trombocitov s
preto¢no citometrijo ob
prisotnosti bolnikovega
seruma (levo) ter
inhibicija aktivacije ob
prisotnosti bolnikovega
seruma in visoki
koncentraciji heparina
(desno).
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razlicnih zdravih darovalcev. Obstaja vec
razlicic te preiskave, ki se med seboj razliku-
jejo po tem, kateri parameter uporabimo za
merjenje aktiviranja trombocitov.

Omenili smo Ze, da je aktiviranje trom-
bocitov rezultat vezave kompleksov PF4/he-
parin/IgG na receptor FcR na trombocitih,
kar povzro¢i dodatno spros¢anje a-granul,
nastanek mikrodelcev trombocitov, spre-
membe v trombocitni membrani in trombo-
citno agregacijo. Za dokazovanje sposobno-
sti protiteles HIT za aktiviranje trombocitov
uporabljamo ve¢ testov: test spros¢anja se-
rotonina (angl. SRA-14C-serotonin release
assay), test s heparinom povzrocene akti-
vacije trombocitov (angl. heparin-induced
platelet-activation assay, HIPA), tromboci-
tni agregacijski test (angl. platelet aggrega-
tion test, PAT) in dolocanje aktivacije trom-
bocitov s preto¢nim citometrom.>>?**°

a) Test spros¢anja serotonina (angLl.
Serotonin Release Assay, SRA)

Test sproScanja serotonina je najstarejsi
funkcijski test. Pri njem uporabimo stan-
dardne trombocite zdravih krvodajalcev. V
a-granule trombocitov najprej vgradimo ra-
dioaktivni *C-serotonin. Nato jim dodamo
bolnikovo plazmo s heparinom v terapevtski
koncentraciji, vzporedno pa Se s heparinom
v prebitku. Aktivacija trombocitov povzroci
spro$¢anje radioaktivnega serotonina v su-
pernatant, kjer ga izmerimo s $tevcem radi-
oaktivnosti. Rezultat testa je pozitiven, ce se
pri vzorcih s terapevtsko koncentracijo he-
parina sprosti vsaj 20 % serotonina ve¢ kot

PREGLEDNI CLANEK/REVIEW

40

Ounts
30
Lo 4 g

C
20

T |

l

¥ L"l _| 4?"3

10

LERR R LLL ) L L

100 10 10 10 10
CDB2 PE

4

pri vzorcih s prebitkom heparina.*** Ce je
test pozitiven, je zelo velika tudi verjetnost,
da ima bolnik HIT; test ima namre¢ visoko
specifi¢nost in obcutljivost (88-99 %).'**’
Slaba stran do testa pa je njegova dolgotraj-
nost in uporaba radioaktivnih izotopov, ki
zahteva zapletene laboratorijske postopke in
okolje.

b) Agregacijski test HIPA (angl. heparin-
induced platelet aggregation)

Test HIPA temelji na oceni vidne agre-
gacije trombocitov v mikrotitrski plosci.
Trombocite $tirih zdravih darovalcev posa-
mi¢no inkubiramo z bolnikovo plazmo ter
heparinom v terapevtski koncentraciji in he-
parinom v prebitku. Raztopina je na zacetku
motna, ker so trombociti razprseni v tekoci-
ni in lomijo svetlobo. Med inkubacijo razto-
pino mesamo z magnetnim mesalom. Test je
pozitiven, ¢e postane raztopina v vdolbinici
s terapevtsko koncentracijo heparina pro-
sojna pri vsaj dveh od $tirih dajal¢evih trom-
bocitov, medtem ko raztopina v vdolbinicah
s prebitkom heparina ostane motna. Prosoj-
nost je znak, da so se trombociti aktivirali in
agregirali, motnost pa pomeni, da so ostali
neaktivirani in da prosto lebdijo v raztopi-
ni.?**"**** Test ima podobno obéutljivost in
specifi¢nost kot test SRA.>>*1**
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c) Dolocanje aktivacije trombocitov
s preto¢no citometrijo

Preto¢na citometrija je obcutljiva metoda
za analiziranje razli¢nih celi¢énih populacij
na osnovi njihovih morfoloskih znacilnosti
ter izrazenosti specificnih molekul. Temelji
na vezavi specifi¢nih ligandov (najpogoste-
je protiteles), oznacenih s fluorokromom na
povrsinske ali znotrajceli¢ne molekule. Prvi
opisi testov za dolocitev HIT s pretocno ci-
tometrijo so iz leta 1997. Prvi komercialno
dostopni protokol in reagenti pa so prisli na
trg Sele pred nekaj leti.

Pri funkcijski preiskavi testnim trom-
bocitom ob dodatku preiskovanega seruma
dodamo $e heparin v terapevtski koncen-
traciji, vzporedno pa $e heparin v prebitku.
Testne trombocite po inkubaciji oznacimo
s protitelesi proti glikoproteinom, ki jih iz-
razajo vsi trombociti (npr. s protitelesi an-
ti-CDé61, ki oznacuje glikoprotein IIIa). Na
membrani aktiviranih trombocitov pride
do izrazanja razli¢nih molekul (povecata se
npr. izrazanje fosfatidil serina®>*>*¢ ali pa
izrazenost P-selektina (CD62P).>” Molekula
CD62P je protein iz druzine selektinov, ki se
pri neaktiviranih trombocitih izraza na no-
tranji strani membran a-granul. Aktiviranje
trombocitov sprozi degranulacijo a-granul,
pri cemer se antigen CD62P izpostavi na
povrsini trombocitov. Izpostavljene anti-
gene na povr$ini membrane trombocitov
lahko oznad¢imo s protitelesi anti-CD62P,
na katere je vezan fluorokrom, jakost imu-
noflourescence pa izmerimo na preto¢nem
citometru. Rezultat testa je pozitiven, ce je
izrazenost CD62P v vzorcih s terapevtsko
koncentracijo heparina vsaj za 20 % vecja
kot pri vzorcih s prebitkom heparina. Test
s preto¢no citometrijo ima specificnost, ki
je po nasih izkusnjah primerljiva s testoma
SRA in HIPA (arhiv Zavoda za transfuzijsko
medicino). Tomer navaja, da ima preiskava
s preto¢no citometrijo 95-odstotno obcutlji-
vost in 100-odstotno specificnost v primer-
javi s preiskavo SRA. *°

Slika 4: Odkrivanje aktivacije trombo-
citov s preto¢no citometrijo ob prisotnosti
bolnikovega seruma (levo) ter inhibicija ak-
tivacije ob prisotnosti bolnikovega seruma
in visoki koncentraciji heparina (desno).

Razpravljanje

HIT se najpogosteje pojavlja pri kirur-
$kih bolnikih, najveckrat pri ortopedskih
bolnikih, redkeje pri pediatri¢nih bolnikih,
bolnikih na hemodializi ter nose¢nicah.'®*
Glede na razlicne okoliS¢ine se klini¢na
oblika HIT razvije samo pri priblizno 30 %
bolnikov, ki imajo tudi sicer protitelesa
HIT." Pogostost je odvisna od imunogenosti
uporabljenega heparina; kot vzrok prednjaci
nefrakcionirani heparin, priblizno 10-krat
manj reakcij pa povzroc¢ajo nizkomoleku-
larni heparini. Na nastanek HIT vplivajo
$e Stevilne druge okolis¢ine, npr. odmerek
uporabljenega heparina, stopnja izrazenosti
receptorjev Fc na makrofagih, spremljajoca
vnetja, nepomicnost bolnika, predhodne
gangrene, zdravljenje s kumarini, vstavljeni
katetri itd.®

Za potrditev HIT in ustrezno nadome-
stno antikoagulantno zdravljenje moramo
opraviti ustrezno klini¢no in laboratorijsko
diagnosticiranje. Laboratorijske preiskave so
potrebne v primeru, ko na podlagi klini¢nih
znadilnosti in toc¢kovalnika 4T ocenimo, da
obstaja srednja ali velika verjetnost za HIT.
Sodobne seroloske preiskave za odkrivanje
protiteles proti kompleksom PF4/heparin so
sicer visoko obcutljive, ne pa dovolj speci-
fine za zanesljivo potrditev diagnoze. Zato
izvajamo tudi dodatne funkcijske preiskave.

V Sloveniji laboratorijsko diagnosticira-
nje HIT trenutno opravljamo na Zavodu RS
za transfuzijsko medicino. S preiskavo ELI-
SA dnevno dolo¢amo prisotnost HIT-pro-
titeles razreda IgG v serumu preiskovancev
in nato po potrebi opravimo $e potrditve-
ni funkcijski test, pri katerem trombocite
analiziramo s preto¢no citometrijo. Ker so
funkcijske preiskave zapletene in ker zanje
potrebujemo sveze trombocite 4 darovalcev
s krvno skupino o, ki niso vedno na voljo,
test izvajamo le enkrat tedensko, podobno
kot drugi specializirani laboratoriji za prei-
skave trombocitov. V posebnih primerih, po
dogovoru s klini¢nim zdravnikom, pa lahko
funkcijski test opravimo v najkrajsem mo-
Znem casu.
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Zakljucek

Pri preiskavah na HIT priporocajo, da la-
boratorij, ki nima ustrezne opreme ali uspo-
sobljenega osebja za funkcijske preiskave,
opravlja vsaj serolosko testiranje, s katerim
lahko zaznamo le protitelesa HIT razreda
IgG, ker so protitelesa razredov IgM in IgA
le redko kliniéno pomembna. V primeru,
da je rezultat seroloske preiskave negativen,
so nadaljnje funkcijske preiskave smiselne
le takrat, ko je klini¢na ocena verjetnosti za
HIT velika.

Funkcijski test dokon¢no dokaze ali ovr-
ze sposobnost protiteles HIT, da se vezejo
na receptorje Fc in aktivirajo trombocite.
Menimo, da je seroloska potrditev protiteles
HIT, podkrepljena s funkcijskim preto¢no-
citometri¢nim testom aktiviranja tromboci-
tov, dovolj zanesljiva za zanesljivo diagnosti-
ciranje klini¢ne oblike HIT.

Zdrav Vestn | SeroloSke in funkcijske preiskave pri diagnosticiranju trombocitopenije, povzrocene s heparinom (HIT)
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