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Soucasné moznosti laboratorni diagnostiky
heparinem indukované trombocytopenie
v Ceské republice

Heparin-induced thrombocytopenia - current options
of laboratory diagnostics in the Czech Republic

Sadilek P., Fatorova L., Dulicek P.
IV. interni hematologickd klinika FN Hradec Krdlové

SOUHRN: Heparinem indukovana trombocytopenie (HIT) je zdvazna komplikace Ié¢by heparinem. Je zplsobena protilatkami tfidy IgG
namifenymi proti komplexu desti¢kovy faktor 4 (PF4)/heparin a dochdzi zde k silné aktivaci krevnich desti¢ek. | pres antikoagulacni 1écbu
a trombocytopenii je zde vysoké riziko rozvoje Zilni i arteridlni trombdzy. Diagnostika HIT vyzaduje jak prikaz klinickych symptomd, tak
laboratorni potvrzeni patogennich protilatek. Laboratorni testy k diagnostice HIT rozdélujeme do dvou skupin, a to na imunologické a funkéni.
Imunologické (antigenni) testy slouzi k detekci protilatek namitenych proti komplexu PF4/heparin. Funkéni testy jsou zaloZzeny na vlastnosti
protildtek aktivovat v pfitomnosti heparinu darcovské krevni desticky. Cilem tohoto ¢lanku je vytvorit stru¢ny prehled laboratornich testt k dia-
gnostice HIT dostupnych v CR.
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SUMMARY: Heparin-induced thrombocytopenia (HIT) is a serious complication of heparin treatment. It is caused by IgG class antibodies
directed against the platelet factor 4 (PF4)/heparin complex with subsequent strong platelet activation. Despite anticoagulant therapy and
thrombocytopenia, there is a high risk of venous and arterial thrombosis. Diagnosis of HIT requires both evidence of clinical symptoms and
laboratory confirmation of pathogenic antibodies. We divide laboratory tests for the diagnosis of HIT into two groups, immunological and
functional. Immunological (antigenic) tests are used to detect antibodies directed against the PF4/heparin complex. Functional assays are based
on the ability of antibodies to activate donor platelets in the presence of heparin. The aim of this article is to present a brief overview of laboratory
tests for the diagnosis of HIT available in the Czech Republic.
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UVOoD

Heparinem indukovana trombocytope-
nie (HIT) je zdvazna protromboticka imu-
nitni komplikace Ié¢by heparinem. Je
zpUsobena protilatkami tfidy IgG nami-
fenymi proti komplexu destickovy faktor
4 (PF4)/heparin. Dochazi zde k silné ak-
tivaci krevnich desti¢ek vazbou HIT pro-
tilatek na destickové receptory FcyRlla.
Komplexy PF4/heparin/HIT protildtky se
vézou také na monocyty, coz vede k ex-
presi tkanového faktoru a iniciaci koa-
gula¢ni kaskady s naslednou tvorbou
trombinu. | pres antikoagula¢ni [é¢bu

a trombocytopenii je zde vysoké riziko
rozvoje Zilni i arteridlni trombdzy. Kimu-
nizaci dochazi podstatné ¢astéji pfilécbé
nefrakcionovanym heparinem (UFH) nez
pfi lé¢bé nizkomolekularnim heparinem
(low-molecular-weight heparin — LMWH),
raritné po uzivani pentasacharidu [1-6].

Vyskyt protildtek proti komplexu
PF4/heparin je vsak mnohem vy3si nez
vyskyt klinické HIT. Zejména imunolo-
gické laboratorni testy vyuzivané v dia-
gnostice HIT maji vysokou negativni pre-
diktivni hodnotu, ale pomérné nizkou
pozitivni prediktivni hodnotu, pokud
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nejsou interpretovany v kontextu s kli-
nickym obrazem. Proto by méla byt
diagnostika HIT zalozend jak na klinic-
kém obraze, tak na detekci patogennich
protilatek imunologickymi i funkénimi
testy [7].

Typicky klinicky obraz HIT je cha-
rakterizovan poklesem krevnich desti-
¢ek 0 30-50 % (v nékterych pfipadech
i 0 vice nez 50 %) a/nebo novou trombé-
zou, objevujici se 5.-14. den po zahdjeni
[é¢by heparinem [8]. HIT se m{ize objevit
pfi podéavani profylaktickych i terapeu-
tickych davek lé¢iva. Tromboembolické
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Obr. 1. Algoritmus diagnostiky HIT; upraveno dle [11].
HIT — heparinem indukovana trombocytopenie

komplikace postihuji zejména Zilni sys-
tém, az u 40 % pacientl se vyvine plicni
embolie. Trombdza spojena s HIT se vy-
skytne u pfiblizné 30 % pacient( stejny
den jako pokles krevnich desti¢ek, u pfi-
blizné 30 % pacientll béhem 3-4 dnl
po tomto poklesu. Az u 33 % pacientl
se trombdza projevi 1-2 dny pred po-
klesem trombocytt [9]. U nékterych pa-
cientd se mizeme setkat s opozdénym
nastupem HIT, tzn. déle nez 3 tydny po
zahdjeni terapie heparinem [8]. V tomto
pfipadé reaguji protilatky nezévisle na
heparinu a HIT se stdva autoimunitnim
onemocnénim.

Diagnostika HIT vyzaduje jak prakaz
klinickych symptomd, tak laboratorni
potvrzeni patogennich protilatek. Labo-
ratorni testy by se mély provadét pouze
u pacientl s projevujicimi se klinickymi
symptomy pfipominajicimi HIT. Pro
kvantifikaci klinickych pfiznakd a uréeni
pravdépodobnosti HIT byly vytvoreny
rdzné klinické skérovaci systémy, napf.
skore ,4Ts” [10]. Algoritm0 diagnostiky
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HIT vychazejicich ze ,4Ts" je popsano
nékolik. Postup dle Greinachera [11] je
v soucasné dobé povazovan za nejsen-
zitivnéjsi a nejspecifi¢téjsi. U pacientl
s nizkym skére (0-3) je pfitomnost HIT
protilatek nepravdépodobna, tudiz by
ani neméli byt laboratorné testovani. Pa-
cienti se stfednim (4-5) a vysokym (6-8)
skore maji vétsi pravdépodobnost po-
zitivity testl k zachytu HIT protilatek,
a proto jsou laboratorné testovani. Pozi-
tivni prediktivni hodnota zavisi na hod-
noté skére a na zkuSenostech |ékare
s jeho pouzivanim. Dalsi diagnosticky
postup dle Pouplarda et al. [12] dopo-
ruc¢uje kromé uréeni skoére ,4Ts" také
rychly screeningovy imunologicky test
u vsech pacientll s podezfenim na HIT,
bez ohledu na hodnotu skére.

HIT protilatky se vyskytuji pfechodné
a vymizi béhem nékolika tydnl po
akutni HIT. Pozitivita funk¢nich testl je
zpravidla omezend na dobu tzv. akutni
HIT, coz je doba, kdy trva trombocyto-
penie. Ve fazi subakutni HIT, po Upravé
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trombocytopenie, trva pozitivita imuno-
logickych testU, ale pozitivita funkénich
testl mizi. Pozitivita imunologickych
testl vymizi u vétsiny pacientl pfiblizné
po 100 dnech od diagnostiky HIT [13].

Laboratorni testy k diagnostice HIT
rozdélujeme do dvou skupin, a to na
imunologické a funkcni. Imunologické
(antigenni) testy slouzi k detekci protila-
tek namifenych proti komplexu PF4/he-
parin a jsou zaloZeny na vazbé protilatek
na hlavni HIT antigen, kterym je PF4 va-
zany na polyanion. Funkéni testy jsou za-
loZeny na vlastnosti protilatek aktivovat
v pfitomnosti heparinu darcovské krevni
desticky. Podle soucasnych doporuceni
odbornych spole¢nosti by méla labora-
torni diagnostika zacit detekci HIT pro-
tilatek imunologickym testem s vysokou
senzitivitou. V pfipadé pozitivity imuno-
logického testu by mélo nasledovat pro-
vedeni funkéniho testu, ktery prokaze,
Ze se jednd o protilatky, které v pfitom-
nosti heparinu aktivuji zdravé darcovské
krevni desticky [14].

Pravé kombinace klinické diagnostiky
spolu s vysoce senzitivnim imunologic-
kym testem a funkénim testem s vyso-
kou specificitou vede ke spravné dia-
gnostice HIT (obr. 1).

Cilem tohoto c¢lanku je vytvofit
stru¢ny prehled laboratornich testd
k diagnostice HIT dostupnych v CR.

IMUNOLOGICKE
(ANTIGENNI) TESTY
Imunologické testy jsou zaloZzené na de-
tekci vazby HIT protildtek na komplex
PF4/heparin nebo PF4/polyanion. HIT
protildtky jsou dostatecné stabilni v séru
i plazmé pii =70 °C, coz umoznuje vyset-
fovani v sériich napf. technikou ELISA.
Avsak vzhledem k potiebé co nejrychleji
ziskanych vysledk( se v laboratorni dia-
gnostice HIT stale ¢astéji vyuzivaji rychlé
(screeningové) imunologické testy, které
umozniuji testovani ,na vyzadani” po
jednom pacientovi a které mohou po-
skytnout vysledky do 1 hod od odbéru
krve [15].

Na tomto principu funguji také
vSechny v soucasné dobé dostupné
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screeningové testy. Jejich hlavni vyho-
dou je jednoduché a velice rychlé prove-
deni. Vysledek je zndm béhem nékolika
minut, cozZ je pro diagnostiku HIT velmi
dulezité. Stejné jako vsechny ostatni
imunologické testy vykazuji i screenin-
gové testy pomérné vysoké procento fa-
lesné pozitivnich vysledk(. Mély by vsak
mit co nejvy3si negativni prediktivni
hodnotu. Obecné pro viechny imunolo-
gické testy plati, ze jimi ziskany pozitivni
vysledek by vzdy mél byt potvrzen tes-
tem funk¢énim [14].

V CR se v soucasné dobé pouzivaji dva
typy screeningovych testl, které jsou
pfimo uzpUlsobené k vysetfovani pa-
cientll ,po jednom®, jejichz provedeni
nevyzaduje prakticky Zadné specialni la-
boratorni vybaveni a jejichz doba ana-
lyzy trvad pouhych nékolik minut. Jedna
se o Lateral Flow Immunoassay (LFIA)
a o Particle Gel Immunofiltration Assay
(PaGIA). Drive tu byl dostupny jesté test
na principu Particle Immunofiltration
Assay [16], ten viak do CR neni jiz néko-
lik let distribuovan.

Lateral Flow Immunoassay (LFIA)
Jedna se o rychly screeningovy test na
principu lateralniho toku k vylou¢eni HIT
béhem pouhych 10 min. Slouzi k detekci
HIT protilatek tfidy IgG namifenych proti
komplexu PF4/polyanion. Soucasti sou-
pravy je specidlni cartridge, jejimz za-
kladem je testovaci prouzek tvofeny nit-
rocelulézovou membranou, a lahvicka
s reagencii opatfena kapdatkem. Déle uz
je k provedeni potfeba pouze pipeta
pro naneseni 5 pl vysetifované citratové
plazmy nebo séra [17].

Test pouziva reagenéni pufr obsahujici
komplexy PF4/polyanion vézané na bio-
tin, specidlni membréanu, kterd obsahuje
nanocastice zlata potazené protilatkou
proti biotinu, a kozi protildtku namire-
nou proti lidskému IgG, zakotvenou na
membrané v misté testovaci linie [17].

Po napipetovéni 5 pl vysetfované
plazmy nebo séra a pfidani dvou kapek
reagenc¢niho pufru dojde k migraci smési
pres nitrocelul6zovou membranu testo-
vaci jednotky, pficemz se HIT protilatky
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Obr. 2. Princip STic Expert HIT (Stago); upraveno dle [18].

vézou na biotinylované komplexy PF4/po-
lyanion a na nanocastice zlata nesouci pro-
tildtky proti biotinu. Kdyz tekutina projde
pres testovaci linii (Line-T), imobilizované
kozi protilatky specifické pro Fc doménu
lidského IgG zachyti komplexy obsahu-
jici 19G anti-PF4 protilatky. Tim dojde k vi-
zualizaci pozitivnich vysledkd (zbarveni
prouzku T). Protildtky tfidy IgA nebo IgM
a nevyvazané (astice zlata dale migruji
pres membranu a jsou specifickymi proti-
latkami zachyceny kontrolnim prouzkem
C (Line-C). Kontrolni prouzek C musi byt
z dlivodu ovéfeni migrace vzdy viditelny.
Viysledek je negativni, pokud ¢ara v misté
line-T neni viditelnd, nebo je svétlejsi nez
na papirové referen¢ni karté. O pozitivni
vysledek se jednd v pfipadé, Ze je prouzek
T zbarveny stejné nebo intenzivnéji nez
na referencni karté. DlleZité je, aby byl ne-
jasny vysledek vzdy povazovén za pozi-
tivni a byl dale dovysetien funkénim tes-
tem. Primarnim cilem tohoto testu je HIT
vyloucit [17].

K hlavnim vyhoddm tohoto testu patfi
jednoduchost a rychlost provedeni, bez
potfeby specidlniho vybaveni labora-
tofe. Nevyhodou je v nékterych pfipa-
dech vizudlni hodnoceni vysledk(, ze-
jména porovnavani intenzity zbarveni
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Obr. 3. STic Expert HIT (Stago) -
pozitivni nalez [vlastni zpracovanil.

prouzku T s papirovou referencni kartou.
Dal$im ob&asnym problémem je neho-
mogenita ve zbarveni prouzku T, kdy je
jeho ¢ast zbarvena podstatné intenziv-
néji nez zbyly kousek. Z nasich mnoha-
letych zkusenosti a provedeni stovek vy-
Setfeni timto testem mUzZeme potvrdit
senzitivitu 99 %. V odborné literatufe je
publikovano nékolik srovnavacich stu-
dii, zabyvajicich se senzitivitou a specifi-
citou LFIA vi¢i metodé Heparin-Induced
Platelet Activation (HIPA). Senzitivita se
pohybuje mezi 97,5-100 % a specificita
mezi 82,3-93,1 % [17,19].

V CR je dostupny STic Expert HIT od
firmy Diagnostica Stago (obr. 2, 3). Vy-
robce jiz nékolik let avizuje dodani
Ctecky (reader) k odectu vysledkd, ta
vsak stale neni k dispozici.
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Particle Gel Imnmunofitration Assay
(PaGIA)

Jedna se o techniku sloupcové aglu-
tinace, kterd vyuziva vazby komplexu
PF4/heparin na cervené polystyrenové
kuli¢ky. Po pfidani pacientova séra ci
citratové plazmy se protilatky proti
komplexu PF4/heparin védzou na ku-
licky potazené antigenem a aglutinuji
je. Aglutinace je dale zvyraznéna po-
moci protilatky proti lidské IgG v gelo-
vém sloupci. Pfi nasledné centrifugaci
aglutinované Cervené kuli¢ky (indikujici
pfitomnost protildtek proti komplexu
PF4/heparin) neprochézeji sephacrylo-
vym gelem a vytvareji cervené zbarveni
v horni ¢asti gelu, zatimco neaglutinujici

kuli¢ky (indikujici nepfitomnost protila-
tek) prochazeji skrz gel a tvofi ¢ervené
zbarveni na dné kolonky [20].

Testovaci souprava obsahuje pozitivni
a negativni kontrolu. Sériovym fedénim
pacientského séra je umoznéno semi-
kvantitativni posouzeni titru protilatek.
Slaba aglutinace nebyva spojovana s kli-
nicky relevantni HIT. Test nedokéze rozli-
Sit IgG, IgA a IgM protilatky [21].

Vyhodou tohoto screeningového
testu je rychlost a jednoduchost prove-
deni a také moznost semikvantitativniho
stanoveni titru protilatek. Jistou nevy-
hodou je potieba centrifugy na gelové
karty, kterd je sice béZznym vybavenim
laboratofi na transfuznich oddélenich,
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avsak v cisté hematologickych labora-
tofich vyuziti nema. Mnohem podstat-
néjsim problémem, popsanym v litera-
tufe, je nizkd senzitivita nékterych 3arzi,
kterd vede az k falesné negativité vy-
sledkd a nemusi byt odhalena ani pou-
zitim komer¢ni kontroly. V nékterych
pfipadech je to také nejednoznacny vy-
sledek, kdy je patrnd aglutinace v gelu
kolony, ale souc¢asné také pfitomnost
nenavdzanych ¢ervenych kuli¢ek na dné
kolony [22].

V odborné literatufe je publikovano
nékolik srovnavacich studii, zabyvajicich
se senzitivitou a specificitou PaGIA vici
metodé Serotonin release assay (SRA).
Senzitivita se pohybuje mezi 95,5-100 %
a specificita mezi 91,4-93,7 % [19,24].

V CRje dostupny ID-heparin/PF4 PaGIA
od firmy Diamed SA (obr. 4) [24]. Vyroba
viak byla v prosinci 2021 ukoncena. K dis-
pozici je tak uz pouze posledni Sarze.

Daldi imunologické testy jiz nefadime
mezi tradi¢ni screeningové testy. Doba
analyzy je u nékterych z nich fddové néko-
lik minut, jiné trvaji hodiny. V3echny vsak
vyzaduji specialni laboratorni vybaveni,
které je pro jejich provedeni nezbytné.

Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA)
Tato skupina antigennich testd opét de-
tekuje protilatky na zékladé jejich vazby
na komplexy PF4/polyanion. Podle zpU-
sobu provedeni mizeme ELISA techniky
rozdélit na tzv. solid-phase ELISA a fluid-
-phase ELISA. V soucasné dobé se vyu-
Zivaji nej¢astéji ELISA techniky na pevné
fazi, zejména tzv. sendvicové, které ko-
mercné vyrabi fada vyrobcUl, napt. Dia-
gnostica Stago, Hyphen BioMed, Immu-
cor GTI Diagnostic, Inc. a dalsi. Soupravy
jednotlivych firem se lisi pouzitym po-
lyaniontem (heparin, polyvinylsulfonat,
heparin vdzany na protamin), zdrojem
PF4 (rekombinantni, krevni desticky,
destickovy lyzat) a poctem ¢&i typy tFid
protilatek, které zachytdvaji (IgG speci-
fické, polyspecifické IgA, IgM, IgG) [25].
ELISA techniky maji ve srovnani
s funkénimi testy vyuzZivajicimi promyté
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Vyrobce Zdroj PF4

Diagnostica Stago rekombinantni

Hyphen BioMed destickovy lyzat

Immucor

GTI Diagnostic, Inc. krevni desticky

Tab. 1. Komer¢né dostupné ELISA soupravy pro diagnostiku HIT [vlastni zpracovanil.

Polyanion Nazev soupravy "I;i:';itaiallzt::tekovanych
heparin Asserachrom HPIA IgG/A/M

Zymutest HIA IgGAM 1gG/A/M
heparin vazany Zymutest HIA 1gG [e]€}
na protamin Zymutest HIA IgG IgA

Zymutest HIA IgG IgM

PF4 Enhanced IgG/A/M
polyvinylsulfonat (PVS)

PF41gG I9G

dércovské desticky relativné nizkou spe-
cificitu, stejné jako ostatni imunologické
testy [26]. Naopak senzitivita, tzn. schop-
nost zachytit klinicky relevantni HIT pro-
tilatky, se blizi 100 % [1,10]. Z literatury je
vsak patrné, ze se senzitivita i specificita
komer¢né dostupnych souprav od riz-
nych vyrobcl znacné lisi. Z publikova-
nych srovnavacich studii zabyvajicich se
senzitivitou a specificitou ELISA souprav
vUci metodé HIPA je patrné, Ze se senziti-
vita pohybuje mezi 97,1-100 % a specifi-
cita mezi 80,9-94,4 % [19].

Dosahnout vyssi specificity bez vy-
znamného snizeni senzitivity je mozné
pouzitim IgG specifickych tech-
nik [27-29]. Zvysit specificitu lze také
provedenim testu za podminek vysoké
koncentrace heparinu [30, 31]. Pri této
Lkonfirmaéni procedure” je vysetfeni zo-
pakovano v prostiedi heparinu o kon-
centraci 100 U/ml, ktera rozrusi anti-
genni komplexy PF4/heparin, ¢imz je
reaktivita obvykle inhibovana. Zvyseni
specificity neni v tomto pfipadé néjak
vyznamné, nebot vysokd koncentrace
heparinu obvykle inhibuje patogenni,
ale i nepatogenni HIT protilatky. Z praxe
je navic zndmo pomérné malo pfipadd
pozitivnich vzorkd, které nejsou inhibo-
vany vysokou koncentraci heparinu [32].

Pravdépodobnost, ze pozitivni vy-
sledek ELISA testu ukazuje na pfitom-
nost patologickych HIT protilatek akti-
vujicich krevni desti¢ky, pfimo souvisi
s mirou pozitivity vysledku, tzn. s namé-
Fenou hodnotou absorbance [10]. Cim
vys3si je hodnota naméfené absorbance,

tim vyssi je pravdépodobnost pozitivity
funkcnich testd, tzn. prakazu HIT protila-
tek schopnych aktivovat krevni desticky.
Souvislost mezi hodnotou naméfené
absorbace a pozitivitou funkénich testa
byla zaznamendana pfi testovani nékolika
souprav ELISA [33]. Vy33i hodnota absor-
bance ELISA testl koreluje také s vyssim
vyskytem trombozy [34,35].

Laboratorni vysetfeni HIT protila-
tek pomoci komeréné dostupnych sou-
prav ELISA spociva v zachyceni stano-
vované protiladtky na dno mikrotitra¢ni
desticky pres komplex PF4/polyanion.
Na desticku se aplikuje blank, pozitivni
a negativni kontrola a naredéna citra-
tova plazma ¢i sérum pacienta. Zpravi-
dla se pouziva nékolik redéni vysetio-
vaného materialu. Po inkubaci a odmyti
balastu ndsleduje vazba konjugatu, pro-
tilatky znacené enzymem. Po druhé in-
kubaci a promyti ndsleduje pfidani sub-
stratu. Ten je $tépen enzymem za vzniku
barevného zbarveni, reakce se zastavi
pfidavkem minerdlni kyseliny a poté se
méfi absorbance (nejcastéji pfi 450 nm).
Namérienad hodnota blanku se odecte
od absorbanci naméfenych v ostatnich
jamkach. Ziskany vysledek se porovnava
s cut-off hodnotou. Soupravy byvaji na-
vrzené tak, aby se daly pouzit k vysetreni
pouze jednoho pacienta samostatné.
Mikrotitracni desticka je rozdélena na
jednotlivé rady (stripy) po osmijamkach
a jednotlivé reagencie jsou v soupravé
v dostate¢ném poctu lahvicek. [36]

K vyhodam patfi kromé vySe zminéné
vysoké citlivosti metody také jeji dobra
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dostupnost (tab. 1). Komercni soupravy
maji CE znacku a v soucasné dobé se
bézné prodavaji ve varianté s jednou
fadou jamek (tzv. monostrip). Mezi ne-
zbytné vybaveni laboratofe k prove-
deni testu patii ¢tecka ELISA (reader),
ktera viak byva béznym vybavenim vét-
Sich hematologickych pracovist. Hlavni
nevyhodou je nizkd diagnosticka speci-
ficita, zvlasté kdyz se ziskd pouze slabé
pozitivni vysledek. Vy3si specificity viak
Ize dosdhnout jednak pouzitim IgG spe-
cifickych technik, jednak pfiddnim vy-
soké koncentrace heparinu do reakcni
smési. Nevyhodou ELISA testl je re-
lativné dlouha doba analyzy, obvykle
3-4 hod, coz je dano pomérné dlouhymi
inkubacemi [36].

Latex Immunoturbidimetric Assay
(LIA)

Tento automatizovany test, ktery se vy-
Setfuje na automatickych koagulomet-
rech imunoturbidimetrickym principem,
vyvinula spole¢nost Instrumentation
Laboratory (IL). Jedna se o tzv. funkcio-
nalizovany imunotest, ktery detekuje
HIT protilatky v citratové plazmé na za-
kladé jejich schopnosti inhibovat agluti-
naci latexovych nanocastic potazenych
monoklonalni protildtkou (podobnou
HIT protilatkdm) po pridani komplext
PF4/polyvinylsulfonat (PVS). Pokud se
jednd o negativni vzorek, kdy nejsou
HIT protildtky pfitomny, dojde k aglu-
tinaci latexovych &astic pfes komplexy
PF4/PVS. Naopak v pfitomnosti HIT pro-
tildtek dochazi na zékladé jejich koncen-




trace ve vzorku k vyvazovani na komplex
PF4/PVS a tim k inhibovani aglutinace
latexovych castic. Test je schopen de-
tekovat protilatky tfid 19G, IgA a/nebo
IgM [37].

V odborné literatufe je publikovdno
nékolik srovnavacich studii zabyvaji-
cich se senzitivitou a specificitou LIA
vici metodé HIPA. Senzitivita se pohy-
buje mezi 97,4-100 % a specificita mezi
84,3-94,0 % [14,19,371.

Velkou vyhodou této techniky je rych-
lost vysetfeni — vysledek je dostupny do
20 min od vloZeni vysetfované plazmy
do pfistroje. Diky pouZiti standardizova-
nych pfistroji a standardizovanych rea-
gencii zarucuje dosazeni srovnatelnych
vysledkl v rGznych laboratofich. Rea-
gencie jsou tekuté a pfipravené k pou-
Ziti, ¢imZ se vyrazné zkracuje doba od
pfijeti pozadavku na vysetfeni laboratofi
do vydani vysledku a minimalizuje se ri-
ziko chyby [371.

Nevyhodou metody je omezena sta-
bilita reagencii po jejich otevieni a s tim
souvisejici prodrazeni vysetfeni z du-
vodu nespotfebovéni reagencii do vypr-
Seni jejich stability.

Chemiluminiscenéni imunoanalyza
(CLIA)
Jedna se o rychly, pIné automatizovany
chemiluminiscen¢ni test vyvinuty spo-
le¢nosti Instrumentation Laboratory (IL)
provadény na pfistroji BIO-FLASH®. Prin-
cip spociva v detekci HIT protilatek na-
vadzanych na magnetické castice pota-
Zené komplexem PF4/polyvinylsulfonat.
Po inkubaci, magnetické separaci a na-
sledném promyvacim kroku je ptidan
tzv. tracer, obsahujici isoluminolem zna-
¢enou antihumanni IgG protilatku, kterd
se vaze na HIT protilatky zachycené na
magnetickych ¢asticich. Po druhé inku-
baci, magnetické separaci a promyti se
pridaji ¢inidla, ktera zpUsobi chemilumi-
niscenci. Pfistroj pak zmé&fi emitované
svétlo, které je pfimo Umérné koncent-
raci stanovovanych HIT protilatek [38].

V odborné literatufe je publikovédno
nékolik srovnavacich studii, zabyvaiji-
cich se senzitivitou a specificitou CLIA

vic¢i metodé SRA. Senzitivita se pohy-
buje mezi 97,0-100 % a specificita mezi
95,2-98,5 % [19,39].

Vyhodou této metody je plna auto-
matizace, dlouhd stabilita reagencni
cartridge v pfistroji a rychlost ziskani
vysledku — doba analyzy je pfiblizné
30 min od vlozZeni vzorku citratové
plazmy ¢i séra do pfistroje. Jedna se tedy
o metodu vhodnou pro testovani HIT,,na
vyzadani” v rezimu 24/7 [38].

| pfes dlouhou stabilitu reagencii v pfi-
stroji se na spousté pracovist nepodafii
veskery obsah do konce stability vyuzit,
coz vysetfeni vyznamné prodrazi. Dalsi
nevyhodou je zna¢né omezené vyuziti
pfistroje BIO-FLASH® v hematologické
laboratofi.

FUNKCNI TESTY

Funkeni testy detekuji HIT protilatkami
zprostfedkovanou aktivaci krevnich des-
ticek zdravych darcl v pfitomnosti he-
parinu. Tato aktivace je zprostfedko-
vadna destickovymi receptory FcyRlla,
a to pouze protiladtkami tfidy IgG. Na roz-
dil od antigennich testl detekuji funkéni
testy také protilatky proti jinym vzacnym
antigennim komplextim, jako jsou Inter-
leukin-8 (IL-8)/heparin nebo Neutrophil
activating peptide 2 (NAP-2)/heparin.
Zvyseni senzitivity Ize dosahnout pou-
zitim promytych darcovskych krevnich
desticek [38].

Opticka agregometrie

Citratova plazma bohatd na desti¢ky
(PRP) od zdravych darc(, sérum pacienta
a heparin jsou inkubovany za stalého mi-
chani v mérici kyveté optického agrego-
metru (nefelometru). HIT protilatky zpU-
sobuji po ¢asové prodlevé cca 5-10 min
od pridani heparinu o koncentraci 0,5-
1,0 IU/ml agregaci darcovskych krevnich
desticek. Agregace desticek se sleduje
po dobu 15 min [38].

Zcela zésadnim krokem celé analyzy
je vybér a pfiprava vhodnych dércov-
skych krevnich desticek. Darce desticek
nesmi v poslednich 10 dnech pred od-
bérem uzivat zddnou medikaci ovliv-
nujici funkci krevnich desticek. Citlivost
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krevnich desti¢ek rlznych darct k HIT
protilatkam se lisi, proto je vhodné pou-
Zivat destic¢ky od darct s ovérenou citli-
vosti vici HIT protilatkdm. Zdrojem des-
ticek je PRP, pfipravend centrifugaci plné
krve pfi 120x g po dobu 20 min pfi labo-
ratorni teploté bez pouziti brzdy. Pocet
desti¢ek v PRP je upraven na hodnoty
3x10%/ml pomoci vlastni plazmy chudé
na desticky (PPP) [38].

Za Ucelem zvyseni specificity me-
tody je mozné pouzit tepelnou inak-
tivaci vysetfovaného séra pfi 56 °C po
dobu 30 min. Tim dojde k vyrazné elimi-
naci efektu zbytkového trombinu a akti-
vovanych sloZzek komplementu, které by
jinak mohly falesné aktivovat darcovské
krevni desticky [38].

K ovéreni funk¢nosti desticek se jako
negativni kontrola testu pouziva puft, jako
pozitivni kontrola kolagen. IdedIni je pou-
Zit jako pozitivni kontrolu archivované pa-
cientské sérum s jiz dfive ovéfenou pozi-
tivitou HIT protildtek schopnych aktivovat
krevni desticky. Krevni desti¢ky normélné
po pfidani heparinu neagreguiji. Pokud ma
pacient HIT protildtky, dojde k agregaci
desticek béhem 15 min po pridani hepa-
rinu. Zkiizena reaktivita HIT protilatek
s heparinoidem je hodnocena s pouzitim
danaparoidu misto heparinu [40].

Velkou nevyhodou této metody pro
diagnostiku HIT je jeji relativné nizka
senzitivita a obtizna standardizace. Srov-
navaci studii na 77 pacientskych vzor-
cich vysetfenych metodou optické agre-
gometrie bylo dosazeno senzitivity
39-81 % v zavislosti na reaktivité dar-
covskych krevnich desticek a specifi-
city 90 % vuUci SRA [40]. Dalsi studie na
200 vzorcich doséhla senzitivity 76 %
a specificity 96 % vUci SRA [41]. Z téchto
ddvodd by nemély byt agregacni testy
vyuzivajici PRP provadény za Ucelem vy-
louceni pfitomnosti HIT protilatek [38].

Heparin-Induced Multiple
Electrode Aggregometry (HIMEA)
Jednd se o metodu impedanéni agrego-
metrie, kterd hodnoti agregaci krevnich
desti¢ek v pIné krvi zdravého dérce v pfi-
tomnosti séra nebo citratové plazmy pa-
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cienta a v pfitomnosti heparinu ve dvou
koncentracich, nizké (0,25-1,0 1U/ml)
a vysoké (50-100 IU/ml). Metoda se pro-
vadi na pfistroji Multiplate® [14].

Stejné jako u optické agregometrie
dochdzi v pfipadé pritomnosti HIT pro-
tildtek a heparinu o nizké koncentraci
k agregaci darcovskych krevnich desti-
cek. Naopak vysoka koncentrace hepa-
rinu reakci inhibuje. Hodnoti se plocha
pod kfivkou (area under the curve — AUC).
Doba analyzy je 15 min. Software ana-
lyzatoru Multiplate® obsahuje specialni
aplikaci pro vysetfeni HIT - HIMEA [41].

V porovnani s optickou agregome-
trii dosahuje impedancni agregome-
trie dle vétsiny studii vyssi senzitivity
i specificity [42,43]. Srovndavaci studii
na 200 pacientskych vzorcich vysetre-
nych metodou impedancni agregomet-
rie bylo dosaZzeno senzitivity 81 % a spe-
cificity 99 % vici SRA [41]. Dalsi studie
na 70 vzorcich doséhla senzitivity 85,7 %
a specificity 98,4 % vUci SRA [44].

Velkou vyhodou HIMEA je pouziti pIné
darcovské krve, diky ¢emuz odpada pfi-
prava PRP.Vyhodou je také pouzivani hi-
rudinu jako protisrazlivého ¢inidla v od-
bérovych zkumavkach, jenZ spolehlivé
inhibuje vedkery zbytkovy trombin ve
vzorku. Vybér vhodnych darcovskych
desticek je i v ptipadé impedancni agre-
gometrie klicovy. Opét je nutné vyloucit
zkfizenou reaktivitu a samovolnou agre-
gaci darcovskych destic¢ek v ptritomnosti
heparinu [43].

PrOtokova cytometrie

Pomoci pritokové cytometrie Ize sle-
dovat pfitomnost marker( aktivace dar-
covskych krevnich desticek (PRP) v pfi-
tomnosti pacientova séra a heparinu.
Existuje celd fada home-made metod,
zalozenych na detekci rlznych markert
aktivace darcovskych krevnich desticek.
Jednim z vyuzivanych markert je des-
tickovy P-Selektin, na jehoz stanoveni
je zalozena metoda s ndzvem Platelet P-
-Selectin Expression Assay (PEA). V rdmci
provedené klinické studie, kterd analy-
zovala 91 pacientskych sér, dosli autofi
k zavéru, Ze je PEA k detekci desticky

aktivujicich protilatek senzitivnéjsi nez
SRA [45].

Kromé zminénych home-made metod
je na trhu dostupnda komercni souprava
HITAlert™ Kit od firmy 1Q Products. Iden-
tifikace krevnich desti¢ek zde probiha
na zakladé znaku CD41. Aktivované des-
ticky jsou detekovany pomoci annexinu
V, ktery rozpozna fosfatidylserin na jejich
povrchu [46].

Srovndvaci studii na 37 pacientskych
vzorcich vy3etfenych metodou pruto-
kové cytometrie s pouzitim této sou-
pravy bylo dosazeno senzitivity 81 %
a specificity 100 % vici SRA [46].

Jedna se o jednoduchou metodu,
ktera nevyzaduje promyté darcov-
ské krevni desti¢cky. Doba analyzy je
110 min. Vyhodou je snadna standardi-
zovatelnost metody pfi pouziti soupravy
HITAlert™ Kit. Souprava také detekuje
protildtky namifené proti vzacnym kom-
plexim IL-8/heparin a NAP-2/heparin.
Jistou nevyhodou je omezena dostup-
nost pratokové cytometrie v hemato-
logickych laboratofich a potieba vhod-
nych cerstvych darcovskych krevnich
desti¢ek v dobé analyzy [46].

Heparin-Induced Platelet
Activation Test (HIPA)

Test heparinem vyvolané aktivace krev-
nich desti¢ek (HIPA) patii do skupiny
testl vyuzivajicich promyté déarcovské
krevni desti¢ky resuspendované v Tyro-
dovém pufru s fyziologickymi koncent-
racemi vapenatych a hofe¢natych iontd.
Sérum pacienta musi byt tepelné inak-
tivovano, aby se zabranilo aktivaci krev-
nich desti¢ek trombinem a komplemen-
tem. Promyté desticky a sérum pacienta
jsou nasledné inkubovéany s heparinem
o rlznych koncentracich na mikrotit-
ra¢ni desticce. Sérum obsahujici HIT pro-
tilatky vyvold aktivaci krevnich desti¢ek
pfi nizké koncentraci heparinu (0,1-
0,3 1U/ml), nikoli vSak pfi jeho vysoké
koncentraci (100 IU/ml). Reakce neni
blokovana hirudinem, naopak je bloko-
vana v pfitomnosti monoklondlni pro-
tildtky blokujici FcyRlla receptory krev-
nich desti¢ek. V souc¢asné dobé dosahuji
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HIPA a SRA nejlepsiho poméru senziti-

vity (~ 95 %) a specificity (> 99 %) a jsou

povazovany za konfirmacni testy v dia-
gnostice HIT protilatek. Jsou ale tech-

nicky i ¢asové velice naro¢né [47,48].

K dosazeni vysoké specificity testu je
nezbytné zajistit nékolik dil¢ich kroka:
a) pouzit desticky od 4 darcg;

b) pouzit slabé a silné HIT pozitivni séra;

¢) prokazat, Zze vysokd koncentrace he-
parinu (100 IU/ml) inhibuje reaktivitu

HIT séra;

d) prokazat, Ze je reaktivita HIT séra in-
hibovana monoklonalni protilatkou
blokujici FcyRlla receptor krevnich
desti¢ek [49,50].

Inkubace déarcovskych krevnich desti-
Cek a séra pacienta se provadi v jamkach
mikrotitracni desticky. V kazdé jamce
jsou 2 nerezové kulicky, které jsou roz-
pohybovany magnetickym michadlem.
Jamky jsou vizualné odecitany kazdych
5 min proti nepfimému zdroji svétla, pfi-
¢emz se hodnoti zména vzhledu reakénfi
smési z kalné (zadna agregace) na pri-
hlednou (doslo k agregaci). Pokud na-
stala agregace pfi terapeutické koncen-
traci heparinu (0,2 IlU/ml) a pfi vysoké
koncentraci heparinu (100 IU/ml) doslo
k jeji inhibici, jednd se o pozitivni vysle-
dek. Vzorek je povazovan za pozitivni,
jsou-li ziskany pozitivni vysledky s des-
tickami alespon 2 ze 4 darc@. Cim vy3si
je reaktivita protilatek, tim rychleji dojde
k agregaci déarcovskych desticek. Je
nutné vylouceni nespecifickych reakci —
tj. situaci, kdy dojde k aktivaci desti¢ek
od viech 4 dércll v pfitomnosti nizké i vy-
soké koncentrace heparinu. Vysoka kon-
centrace heparinu inhibuje aktivaci des-
ticek zplsobenou protildtkami tfidy IgG,
ale nikoli aktivaci zptGsobenou cirkuluji-
cimi imunokomplexy. Nespecifické ak-
tivaci desticek zpUsobené cirkulujicimi
imunokomplexy je mozné zabranit pfi-
davkem monoklonalni protilatky bloku-
jici Fc receptor krevnich desticek, kterd
inhibuje aktivaci trombocytd zpUsobe-
nou HIT IgG protilatkami. K vylou¢eni
zktizené reaktivity se misto heparinu
pouziva heparinoid danaparoid [49].
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Metoda

LFIA

PAGIA

ELISA

LIA

CLIA

Opticka
agregometrie

HIMEA

Pritokova

cytometrie

HIPA

SRA

Princip

Prikaz protilatek proti komplexu
PF4/polyanion technikou lateral-
niho toku na pevné fazi

Prukaz protilatek proti komplexu
PF4/heparin technikou sloupcové
aglutinace v gelu

Prikaz protildtek proti komplexu
PF4/polyanion vazbou na pevnou
fazi

Prikaz protilatek proti komplexu
PF4/polyvinylsulfondt imunotur-
bidimetricky

Prikaz protildtek proti komplexu
PF4/polyvinylsulfonat pomoci
chemiluminiscence

Prikaz agregace darcovskych
krevnich desticek v pritomnosti
HIT protilatek a heparinu meto-
dou optické agregometrie

Prukaz agregace darcovskych

krevnich desticek v pfitomnosti
HIT protilatek a heparinu meto-
dou impedanéni agregometrie

Priikaz marker( aktivace darcov-
skych desticek v pfitomnosti

HIT protilatek a heparinu pritoko-
vou cytometrii

Heparinem indukovana aktivace
promytych darcovskych krevnich
desticek v pfitomnosti HIT proti-
latek a heparinu v mikrotitracni
desticce vizualné

Priikaz serotoninu uvolnéného
z promytych darcovskych krev-
nich desticek po jejich aktivaci
v pfitomnosti HIT protilatek

a heparinu pomoci HPLC

Tab. 2. Prehled metod pro laboratorni diagnostiku HIT [vlastni zpracovani].

Vyhody

Rychlost analyzy (10 min)
Jednoduché provedeni bez pfistro-
jového vybaveni

Vysoka senzitivita

1gG specificita

Rychlost analyzy (20 min)
Jednoduchost provedeni

MozZnost semikvantitativniho stanoveni

titru protilatek

Vysoka senzitivita
Dobra dostupnost
Nékteré jsou IgG specifické

Rychlost analyzy (20 min)
Tekuté reagencie

Na automatickém koagulometru
Relativné vysoka specificita

Vysoka senzitivita

Vysoka specificita

PInd automatizace

Dlouha stabilita reagencni cartridge
Vv pfistroji

Rychlost analyzy (30 min)

Dobré dostupnost

Relativné vysoka specificita
Jednoduché provedeni

Rychlost analyzy (15 min)

Pouziti plné krve (darcovské)

Relativné vysoka senzitivita i specificita

Rychlost analyzy (15 min)

Vysoka specificita

Vysoka senzitivita
Standardizovatelnost metody pfi
pouziti soupravy HITAlert™ Kit
Doba analyzy cca 110 min

Vysoka senzitivita
Vysoka specificita

Zlaty standard v diagnostice HIT
Vysoka senzitivita
Vysoka specificita

Nevyhody

Vizualni hodnoceni vysledku
Obcas nejednoznacné vysledky
Obcas nehomogenita ve zbarveni
prouzku

Potieba centrifugy na gelové karty
Obcas nizka senzitivita
Obcas nejednoznacny vysledek

Nizka specificita
Dlouhd doba analyzy (3—4 hod)

Omezend stabilita reagencii po otevieni

Omezenad stabilita cartridge v pfistroji
Omezené vyuziti pristroje BIO-FLASH®
v hematologické laboratofi

Nizka senzitivita

Pracny vybér a zpracovani vhodnych
dércovskych desticek

Obtizna standardizace

Obtizny vybér vhodnych darcovskych
desticek

Omezend dostupnost pratokové cyto-
metrie v hematologické laboratofi
Obtizny vybér vhodnych darcovskych
krevnich desticek

Pracna a ¢asové naro¢na metoda (vybér
vhodného darce desticek, priprava,
promyti desticek)

VizudIni odecet

Spatna dostupnost

Dlouha doba odezvy

Pracna a ¢asové naro¢na metoda (vybér
vhodného darce desticek, priprava,
promyti desticek)

Spatné dostupnost

Dlouhé& doba odezvy

Mezi nejnaroc¢néjsi a zaroven nejda-
lezitéjsi kroky HIPA testu patfi vybér,
pfiprava a promyti darcovskych krev-
nich desti¢ek a volba vhodnych kont-
rol. Samoziejmé také pfiprava pacient-
ského séra, které musi byt inaktivovano
pfi 56 °C po dobu 30 min. Samotné vy-
Setfeni musi byt provedeno s destic-

kami od 4 darcq, vse idealné v dubletu.
Z praxe je bohuzel zndmo, Ze zdaleka
ne véechny dércovské trombocyty jsou
vhodné pro provedeni HIPA testu, nebot
nékteré z neznamého ddvodu dosta-
te¢né nereaguji na pfitomnost HIT pro-
tildtek. Spravny vybér déarcovskych
trombocytl tak je pro provedeni testu

zasadni. K ovéreni funkcnosti krevnich
desticek se jako negativni kontrola pou-
ziva pufr, jako pozitivni kontrola roztok
kolagenu [50].

Vysetfeni v CR provadi pouze Ustav
hematologie a krevni transfuze (UHKT)
Praha, Oddéleni biochemie, vzdy sou-
Casné s vySetfenim SRA.
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Serotonin release assay (SRA)

Test uvolriovani serotoninu (SRA) je po-
vazovan za zlaty standard v diagnostice
HIT, zejména z divodu jeho vysoké sen-
zitivity (~ 95 %) i specificity (> 99 %).
Jedna se o dalsi funkéni test, ktery vyu-
zivd promyté krevni desticky. Test dete-
kuje mnozstvi serotoninu uvolnéného
z denznich granuli dércovskych krevnich
desticek béhem jejich aktivace HIT pro-
tildtkami. Desticky jsou nejprve radioak-
tivné znaceny pomoci “C-serotoninu. Po
inkubaci je méfeno mnozstvi radioakti-
vity v supernatantu, které je imérné mire
aktivace krevnich desticek. Vysledek je
vyjadien jako procento uvolnéného se-
rotoninu z celkového mnozstvi seroto-
ninu v krevnich desti¢kach. Pozitivni vy-
sledek je takovy, kdy se uvolni > 20 %
serotoninu pii terapeutické koncentraci
heparinu (0,1-0,3 1U/ml), zatimco pfi vy-
soké koncentraci heparinu (100 1U/ml)
je aktivace desticek potlacena kvili roz-
padu imunokomplext [48,51,52].

SRA se Casto vysetiuje spolu s HIPA tes-
tem. Pfiprava darcovskych krevnich des-
ticek je totiz stejna. Poté je pfidan C-se-
rotonin a probiha inkubace pti 37 °C po
dobu 30 min. | dal$i postup je velmi po-
dobny HIPA testu, pouze s drobnymi roz-
dily, napf. jamky mikrotitracni desticky
nejsou promichavany pomoci kovovych
kulicek, ale pomoci tfepacky. Celé zpra-
covani vzorku je velice pracné a ¢asové
naro¢né [53].

V CR vysettuje SRA pouze UHKT Praha,
Oddéleni biochemie, a to jako specidlni
vysetfeni s uvadénou dobou odezvy do
2 mésicl. Navic se jednd o modifikaci
plvodniho testu, kdy se ke krevnim des-
tickam nepfidava radioaktivné znaceny
“C-serotonin. Serotonin uvolnény z dar-
covskych krevnich desticek je stanoven
pomoci HPLC s fluorimetrickou detekci.
Jako negativni kontrola se pouziva Tyro-
dovy pufr, ktery se do reakce davé misto
séra pacienta a slouzi ke kontrole spon-
tanniho uvolhovani serotoninu z krev-
nich desticek. Jako pozitivni kontrola,
kterd slouzi ke zjisténi maximalniho
mnozstvi uvolnitelného serotoninu, se
pouzivd peptid aktivujici desti¢kovy

trombinovy receptor (TRAP). V pfipadé
pozitivity vzorku musi byt mnozstvi uvol-
néného serotoninu pfi nizké koncentraci
heparinu > 35 % a soucasné pfi vysoké
koncentraci heparinu < 15 % [54].

Dalsi funkéni testy pouzivané
k diagnostice HIT
Daldi techniky umoznujici hodnoceni
aktivace krevnich desticek zahrnuji
kvantifikaci mikropartikuli uvolnénych
z krevnich desticek pomoci pritokové
cytometrie [55], ¢i kvantifikaci uvolné-
ného serotoninu pomoci pritokové cy-
tometrie [56]. Tyto metody se vsak k dia-
gnostice HIT v CR nepouzivaji.
Kompletni prehled metod pro labora-
torni diagnostiku HIT shrnuje tab. 2.

ZAVER

V soucasné dobé mame k dispozici po-
mérné Sirokou paletu testl pro labo-
ratorni diagnostiku HIT. Nékteré z nich
jsou dostupné i v laboratofich malych
nemocnic, jiné lze provadét pouze na
specializovanych pracovistich. V kazdém
pfipadé je potreba, aby laboratorni testy
byly provadény pouze u pacientd s pro-
jevujicimi se klinickymi symptomy pfipo-
minajicimi HIT, tzn. po spravné kvantifi-
kaci klinickych pfiznakd lékafem pomoci
nékterého ze skérovacich systému. U pa-
cientll s nizkym skoére je pritomnost HIT
protilatek nepravdépodobna, tudiz by
ani neméli byt testovani.

Pokud existuje podezieni na HIT, mély
by se nejdfive vysetfovat testy imuno-
logické, s vysokou senzitivitou, ktera se
blizi 100 %. Kvili relativné nizké speci-
ficité mohou poskytovat faleSné pozi-
tivni vysledky, nicméné jejich ukolem
je zachytit pfitomnost HIT protilatek
v plazmé ¢i séru pacienta. Za timto uce-
lem byly specidlné vyvinuty screenin-
gové testy, které ke svému provedeni
nevyzaduji zadné specidlni laboratorni
vybaveni, a proto mohou byt dostupné
i v laboratofich malych nemocnic. Jsou
také uzplsobeny k vysetfovani vzorki
pacientl,po jednom®.

V pfipadé pozitivity imunologickych
testl je nezbytné pfitomnost HIT pro-
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tilatek potvrdit funkénim testem, ktery
prokaze schopnost protilatek z plazmy ci
séra pacienta aktivovat zdravé darcovské
krevni desticky za pfitomnosti heparinu.
Tyto testy maji vysokou specificitu. Do-
stupné jsou zpravidla pouze na velkych
specializovanych pracovistich a k jejich
provedeni jsou nutné specidlni labora-
torni vybaveni a zkuSenosti laborator-
niho personalu. Nékteré funkéni testy
na HIT se vysetfuji pouze v sériich, a maji
tedy delsi dobu odezvy. Pravé doba ode-
zvy je pro spravné zvladnuti HIT klicova,
klinik potfebuje vysledek co nejdrive.
Zachyt pozitivni HIT je pomérné vzacny,
o to dulezitéjsi je propracovany systém
laboratorni diagnostiky.
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Byly hlaseny pfipady progresivni multifokainileukoencefalopatie, vcetné fatdinich. Vyznamné interakce: Jestlize jsou s pomalidomidem soubézné podavany silné inhibitory CYPTA2 (napf. ciprofloxacin,
enoxacin a fluvoxamin), je nutné snizit ddvku pomalidomidu o 50 %. U¢inky dexamethasonu na warfarin nejsou znamy. Béhem lécby se doporucuje peclivé sledovat hladinu warfarinu. Hlavni nezadouci
ucinky*: Nejcastéji hlasenymi nezadoucimi tcinky v klinickych studiich byly anémie, neutropenie a trombocytopenie. Nejcastéji hlasenym zavaznym nezadoucim tcinkem byla pneumonie. Dalsi hldsené
zdvazné nezadouci UCinky zahrnovaly febrilni neutropenii, neutropenii, trombocytopenii a tromboembolické pfihody. Byl hlasen vyskyt sekundarnich primarnich malignit, jako napf. nemelanomovych
nador( kize. Zejména u pacientl s vysokym rizikem byly pozorovéany krvacivé komplikace. Srdecni poruchy byly hldseny hlavné u pacient s pfedeslym srde¢nim onemocnénim. Pfi 1é¢bé Imnovidem
byla hlasena intersticialni plicni onemocnéni a souvisejici nezadouci Ucinky (napf. pneumonie). Podminky uchovavani: Tento Ié¢ivy pripravek nevyzaduje zédné zvlastni podminky uchovavaéni. Drzitel
rozhodnuti o registraci: Bristol-Myers Squibb Pharma EEIG, Dublin, Irsko. Registraéni €isla: EU/1/13/850/001-004. Posledni revize textu: 09/12/2021.

Pred predepsanim si pfeététe tplny souhrn tdajii o pFipravku (SPC). Vydej pfipravku je vazan na lékaFsky predpis. Lé¢ba pomalidomidem v kombinaci s dexamethasonem a v kombinaci
s bortezomibem a dexamethasonem je hrazena z prostfedkii vefejného zdravotniho pojisténi, jinak pouze na zakladé schvaleni reviznim Iékafem zdravotni pojistovny. Podrobné informace
jsou uvefejnény na webovych strankdch Evropské Iékové agentury (EMA) http://ema.europa.eu nebo jsou dostupné u zastupce drzitele rozhodnuti o registraci v CR: Bristol-Myers Squibb spol. s r.0.,
Budgjovicka 778/3,140 00 Praha 4, tel.: +420 221016 111, www.b-ms.cz.

*Vsimnéte si, prosim, zmén v Souhrnu tdajti o pFipravku.

Kontakty pro nahldseni zavaznych neZadoucich ucinku spojenych s lécbou: medinfo.czech@bms.com
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About Bristol-Myers Squibb: Bristol-Myers Squibb is a global biopharmaceutical company whose mission is to discover, develop and deliver
innovative medicines that help patients prevail over serious diseases. For more information about Bristol-Myers Squibb, visit us at BMS.
com or follow us on LinkedIn, Twitter, YouTube, Facebook and Instagram. / Celgene and Juno Therapeutics are wholly owned subsidiaries

Celgene ‘ Llll' Bris‘tol Myers SquibbTM of Bristol-Myers Squibb Company. In certain countries outside the U.S., due to local laws, Celgene and Juno Therapeutics are referred to as,

Celgene, a Bristol-Myers Squibb company and Juno Therapeutics, a Bristol-Myers Squibb company.
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