Uvod

Heparinem indukovana trombocytopenie (HIT) je zavazny nezadouci Gcinek 1éCby hepariny
navozeny aktivaci desti¢ek, monocytd a endotelu protilatkami proti komplexu desti¢kovy
faktor 4 (PF4)/heparin nebo jiny glykosaminoglykan (GAG). Pacienti s HIT jsou ohroZeni
rozvojem Zzilni a/nebo tepenné trombdzy.[1, 2] VEasna diagndza a nalezita Iécba alternativnim
antikoagulans muze zabréanit vzniku dalSich komplikaci. Nespolehliva diagnostika sebou nese
fadu Uskali. Pokracovani v antikoagulaci heparinem na zékladé faleSné negativniho
diagnostického vysledku predstavuje riziko progrese tohoto Zivot ohrozujiciho syndromu a
zbyte€na lécba alternativnim antikoagulans pfi faleSné pozitivnim vysledku diagnostiky vede
k neadekvatnimu narlstu rizika hemoragickych komplikaci (10-20% velkych krvaceni).[3, 4]

Podle vSeobecné akceptovanych doporuéeni méa diagnostika HIT probihat v nékolika krocich.
Po stanoveni pravdépodobnosti HIT, nej¢astéji pomoci 4T's skérovaciho systému [5, 6] je
indikovano provedeni imunologickych testl s cilem prokazat protilatky anti-PF4/heparin a
v pfipadé jejich prakazu v nasledujicim kroku funkénimi testy potvrdit nebo vyloucit schopnost
téchto protilatek aktivovat desticky.[7, 8]

Sougasna klinicka praxe diagnostiky HIT v Ceské republice (CR) méa fadu rezerv.[9]
Neexistuje doporuéeny postup diagnostiky a I1é¢by HIT, ktery by reflektoval naSe podminky a
moznosti. Nevime nic o incidenci HIT u nas. Skdérovaci systém 4T's je pouzivan hrstkou
expertl, vétSina Iékard indikujicich antikoagulacni 1é¢bu hepariny s nim nema vlastni
zkuSenosti a laboratorni diagnostiku indikuje nestandardné. Donedavna nebyl v CR dostupny
Zzadny imunologicky test prokazujici patognomické anti-PF4/heparin tfidy 1gG.[10, 11] Rychly
imunologicky test ID-PaGIA H/PF4 Antibody Test, BIO-RAD je pouZzivany v omezeném poctu
laboratofi pracujici s gelovou centrifugaci a kromé protilatek tfidy 1gG detekuje i klinicky
nevyznamné protilatky IgA a IgM. Jen zcela vyjime¢né laboratofe interpretuji vysledky EIA
testd podle miry optické denzity (OD), coz zvySuje specificitu testu a standardizaci
diagnostiky [11] a podle naSich informaci jen zlomek pracovist vyuziva rutinné konfirmacéni
krok s pfidanim heparinu do reakéni smési s cilem dale zvysit specificitu testu [13-15]. Citlivy
funkéni test serotonin releaseassay (SRA) je v CR $patné dostupny (podle naSich informaci
pouze ve dvou laboratofich) a proto mnoha centra stdle vyuZzivaji konvenéni test optické
agregace desti¢ek indukované heparinem, ktery je omezené senzitivni i specificky [1, 16, 17].
Vyzkumné aktivity jednotlivych hematologickych center jsou nejspiSe diky nizké incidenci
syndromu nevyznamné.

Cile projektu Biobanka HIT

Projekt ma za cil vytvofeni banky vzork( séra, plazmy a izolované deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) pacientd s moznou nebo prokazanou akutni heparinem indukovanou
trombocytopenii z kooperujicich pracovist Ceské republiky. Vzorky budou vyuzivany pro:

« Stanoveni sensitivity a specificity vSech diagnostickych testd dostupnych v
soucasnosti v Ceské republice resp. jejich logickych kombinaci vytvarejicich v praxi
pouzitelné diagnostické algoritmy

»  Externi kontrolu kvality laboratorni diagnostiky HIT

e Vyzkumné Gcely

Metodika

Soubor pacientt

Vzorky krve pro separaci séra nebo plazmy a izolaci DNA budou nabirdny u 300 po sobé
jdoucich pacientd, ktefi naplfuji alespori 1 z klinickych kritérii HIT:

*  Trombocytopenie pod 150x10°%/ a/nebo pokles poctu desti¢ek o 30-50% i kdyz nadir
zUstava na 150x10%/1 vznikly od 5. dne podavani nefrakcionovaného heparinu (UFH),
nizkomolekularniho heparinu (LMWH) nebo fondaparinuxu

e Podobné zmény poctu desti¢ek vzniklé béhem prvnich 24 hodin terapie u pacientl
s anamnézou uzivani téchto Iékd v poslednich tfech mésicich

» U kardiochirurgickych pacient( pokles desti¢ek od 4. poopera¢niho dne (den operace
je den 0) nebo trombocytopenie perzistujici déle nez 4 dny po vykonu [18]



» Progrese stavajici nebo vznik nové trombotické epizody pres adekvatni davkovani
uvedenych antitrombotik

» Kozni nekréza v mistech podkozni (s.c.) aplikace heparinG

« Krvaceni do nadledvin jako nasledek trombb6zy vv. suprarenales

» Anafylaktoidni reakce vznikla béhem 30 po i.v. bolusové injekci heparind

« DalSi projevy HIT (diseminovana intravaskularni koagulace — DIC apod.)[1,3,8]

S ohledem na nizkou incidenci HIT budou klinick& vySetfeni a odbéry vzorkd krve provadény
na kooperujicich hematologickych pracovistich v ramci celé Ceské republiky. Siroké spektrum
pracovist razné velkych a zaméfenych predpokladame zajisti podstatné reprezentativné;si
soubor pacient(.

Stanoveni klinické pravdépodobnosti HIT

Klinickd pravdépodobnost HIT bude stanovena s vyuZzitim 4T skoérovaciho systému (viz
tabulka €islo 1).[5, 6,8] Klinické hodnoceni pravdépodobnosti HIT a jeho vysledek rozdélujici
pacienty do skupin nizké (4T's 0-3 = body), stfedni (4T's 4-5 = bod(l) a vysoké (4T's = 6-8
bodu) pravdépodobnosti HIT zapiSe odesilajici klinik spolu s kratkou epikrizou a s dalSimi
nezbytnymi informacemi do prdvodniho protokolu Pravodka k materidlu odesilaného do
biobanky vzork(l séra, plazmy a DNA pacientd s moznou nebo prokadzanou HIT. Vysledek
hodnoceni pravdépodobnosti HIT bude po pfijeti materidlu do naseho centra pfehodnocen.
Laboratorni testovani bude provadéno u vSech vzork(l bez ohledu na pravdépodobnost HIT
s cilem definovat specificitu a senzitivitu vlastniho klinického hodnoceni. Kromé toho bude
dale stanovena senzitivita a specificita logickych kombinaci klinického hodnoceni s vysledky
vybranych laboratornich metod — validaci jednotlivych krok( resp. kompletnich diagnostickych
algoritm.

Odbéry krve a zpracovani odebraného materialu v odesilajicim centru

Vzorky krve pro separaci séra nebo plazmy a izolaci DNA (tj. 5 zkumavek o objemu 7,5 ml
pro separaci séra, 4 zkumavky o objemu 2,8 ml pro separaci plazmy a 1 zkumavka s EDTA
aa 4 ml pro izolaci DNA) a event. pro vySetfeni krevniho obrazu (tj. 1 zkumavka s EDTA o
objemu 2,8 ml) budou odebirany po podpisu informovaného souhlasu (Informovany souhlas
pacienta k odbéru vzork( krve a skladovani séra, plazmy a izolované deoxyribonukleové
kyseliny v biobance vzorkd pacientd s moznou nebo prokazanou heparinem indukovanou
trombocytopenii) béZznou venepunkci.

Identifikace pacienta/vzorkl: Kazdy pacient bude veden pod specifickym kédem, ktery mu
pridéli pracovnici Kliniky hematoonkologie FN Ostrava.

Priklad kédu:HIT-01-001

01 je ¢iselné oznaceni centra (bude centru pfifazeno nasim pracovistém)
001 je poradové cislo pacienta v centru

Na kazdém odesilajicim centru bude vedena evidence pacientd a jejich kéda. VSechny
vzorky musi byt oznaceny pfidélenym kédem pacienta, a zda se jedna o plazmu (HIT-01-
001-plazma), sérum (HIT-01-001-sérum), krev pro izolaci DNA (HIT-01-001-DNA),
srazlivou krev (HIT-01-001-srazliva krev), citratovou krev (HIT-01-001—citratova krev) nebo
vzorek na krevni obraz (HIT-01-001-KO).Na privodku se uvede kdd pacienta, popf. inicialy,
datum narozeni apod.

Zpracovani vzorkl: Sérum bude ziskano centrifugaci 10 minut pfi 1600 g, plazma centrifugaci
15 minut pfi 2500 g. Sérum bude rozdéleno do 18 alikvotl po 0,5 ml a 3 alikvoty po 1 ml a
plazma do 8 alikvott po 0,5 ml. Alikvotovany a fadné oznaceny material (jméno pacienta,
rodné cislo, datum odbéru, plasma/sérum) zamrazit nejlépe pfi -80C (minimaln & pfi -40C).
DNA se izoluje z pIné krve. Uchovavani vzorkd plné krve pro izolaci DNA v -80C ne déle nez
4 mésice, izolovani DNA v sériich po 8 vzorcich.




Transport vzorku

Pro transport vzork(l bude vyuzivano spolec¢nosti PPL, nejspiSe sluzby Express garantujici
dovoz vzorkd do 24 hodin, resp. doru¢eni zasilky do 10:00 hodin néasledujiciho dne od
vyzvednuti. Po uzavieni smlouvy PPL doda etikety se specifickym kdédem (symbolizuje
platce), nutno doplnit adresu odesilatele a pfijemce (Ize pouzit stejnou etiketu pro vSechna
zasilajici centra). Etiketa bude nalepovana na transportni balicek.

Tabulka Eislo 1: Skdrovaci systém 4T's [5,6,8]

Skore = 2 Skoére =1 Skére =0
Trombocytopenie » >50% pokles poc¢tu| < >50% pokles » <30% pokles poctu
» Porovnej nejvyssi a desti¢ek a nadir poctu desticek ale desticek

>20x10%/I bez

nejnizsi pocet anamnéza « jakykoli pocet
desti¢ek v obdobi operacéniho vykonu operace v desti¢ek s nadirem
jejich poklesu a ur¢i v poslednich 3 poslednich 3 <10x10%/I
% poklesu (vyber dnech dnech nebo
jen jednu o Jaké&koli
moznost) kombinace

poklesu desti¢ek

a nadiru

nesplfujici kritéria
Skére 2 nebo
Skére 0 (napf. 30-
50% pokles
destic¢ek nebo
nadir 10-19x10°%/1)

Doba poklesu po étu

desti €éek nebo

trombdzy nebo kozni

nekrézy &ijiného

projevu HIT

« Den 0 =prvni den
posledniho podani
heparint (vyber
jen jednu
mMozZnost)

* Pokles desticek 5-
10 den po
zahajeni podavani
heparind

» Pokles desticek
bé&hem prvniho
dne po zahgjeni
podavani heparin(
pfi anamnéze
podani heparina v
poslednich 5-30
dnech

* Nejisty pokles
poctu desti¢ek 5-
10 den po

zahajeni podavani

heparin (napf.
chybéjici
vysledek)

» Pokles desticek
béhem prvniho
dne po zahdjeni
podavani
heparinud pfi

anamnéze podani

heparint
v poslednich 30-
100 dnech

» Pokles desticek
po 10. dni

aplikace heparint

« Pokles poctu
desti¢ek <4 den
bez anamnézy
predchozi aplikace
heparin( v
poslednich 100
dnech

Trombdza nebo jiny

klinicky projev HIT

e (vyber jen jednu
mMozZnost)

» Potvrzena nova
tromboza (zilni
nebo tepenna)

» Kozni nekréza v
misté injekce
heparind

 Anafylaktoidni
reakce nai.v.
aplikaci heparinG

» Krvaceni do
nadledvin

» Rekurentni Zilni
trombdza u
pacienta s
terapeutickou
antikoagulaci

e Moznéa trombodza

(pfed planovanym

potvrzenim
zobrazovaci
metodou)

+ Erytém v misté

aplikace heparinu

* moznatrombdza

Jina pficéina
trombocytopenie**
» Dva body za kozni

* Neexistuje zadné
jiné vysvétleni
poklesu poctu

Jina p Fiéina poklesu
po&tu desti Eek je
moZné

Jina p fiéina poklesu
poé&tu desti ek je
pFitomna




nekrozu v misté desticek » Sepse bez » Operace v

aplikace heparinu i ovéfeného poslednich 72
kdyz neni pfitomna mikrobialniho hodinach
trombocytopenie fokusu » Potvrzena
e (vyber jen jednu « Trombocytopenie bakteriémie/fungé
moZnost) spojena se mie
zahjenim umeélé | « Chemo- nebo
plicni ventilace radioterapie v
e Jiné poslednich 20
dnech
+ DIC jiného puvodu
nez HIT
 Potransfazni
purpura

e Trombocytopenie<
20x10%/1 u pacienta
uzivajiciho léky s
potencialem
polékové
trombocytopenie
(viz nize)

* Nenekrotizujici
kozni léze v misté
aplikace LMWH

« Jiné

Léky s potencialem polékové imunitni trombocytopenie

» Relativn é €asty vyskyt trombocytopenie:  inhibitory glykoproteinu lIb/llla (abciximab, eptifibatid, tirofiban),
chinin, chinidin, sulfonamidy, karbamazepin, vancomycin

* Méné ¢casty vyskyt trombocytopenie:  aktinomycin, amitryptilin, amoxicillin/piperacilin/nafcilin, cefalosporiny
(cefazolin, ceftazidim, ceftriaxon), celecoxib, ciprofloxacin, esomeprazol, fexofenadin, fentanyl, fucidin,
furosemide, soli zlata, levofloxacin, metronidazol, naproxen, oxaliplatina, fenotyoin, propranolol, propoxyfen,
ranitidine, rifampicin, suramin, trimethoprim a dalSi

Objednavka transportu vzork(: Odesilajici centrum bude transport objednavat nejlépe den
pred odb&rem (nejpozdéji v den odbéru do 10:00 hodin), nahlasi ICO (oznaduje uzavienou
smlouvu), misto vyzvednuti zasilky a ¢as vyzvednuti. V den odeslani zasilky bude odesilajici
centrum informovat kontaktni osobu ve FNO (telefonicky, elektronickou postou).

Transportni bali¢ek: Varianta 1 - centrifugace na centru (nejspolehlivéjsi): alikvoty
sérum/plazma v kryotubach + zkumavka na izolaci DNA bude uloZzena do Specimen
Transport bag (specialni transportni sacek pro vzorky); varianta 2 — centrifugace u nas (jen
v pfipadech kratkého transportu do 4 hodin): zkumavky na odbér sérum/plazma + zkumavka
na izolaci DNA bude uloZzena do Specimen Transport bag (specialni transportni sacek pro
vzorky); chlazeni po dobu transportu: k balicku pfidat chladici blo¢ek, blo¢ek 48 hod. pred
transportem ulozit do -20C. VSe vlozit do bublinko vé obalky véetné privodky, na obéalku
nalepit etiketu s vyplnénym odesilatelem a pfijemcem.

Laboratorni testovani

Laboratorni testovani bude probihat na pracovistich Oddéleni klinické hematologie (Usek
specialnich koagulaci) a Kliniky hematoonkologie (laboratofe biobanky) podle obecného
diagnostického algoritmu (viz graf Cislo 1: Obecny algoritmus diagnostiky HIT). U vSech
vzork( budou provadéna nasledujici stanoveni:

Krevni obraz pacienta: krevni obraz s diferencidlnim rozpoctem leukocytd a stanovenim
poctu retikulocytd resp. frakce nezralych desticek.

ID-PaGIA H/PF4 Antibody Test, BIO-RAD: Rychly imunologicky test detekujici protilatky tfidy
IgG, A a M ze séra pacienta, které zplGsobi aglutinaci ¢astic polymeru s navazanym
komplexem PF4/heparin. Podle studie srovnavajici test s podobné polyspecifickym ELISA

Graf &islo 1: Obecny algoritmus diagnostiky HIT




Podezfeni na HIT [1,3,8,18]

1. trombocytopenie pod 150x10°/l a/nebo pokles poétu desti¢ek o 30-50% i kdyZ nadir
zlistava na 150x10°%/1 vznikly od 5. dne podavani nefrakcionovaného heparinu (UFH),
nizkomolekularniho heparinu (LMWH) nebo fondaparinuxu

2. podobné zmény podctu desti¢ek vzniklé béhem prvnich 24 hodin terapie u pacientt
s anamnézou uzivani téchto l1ékd v poslednich tfech mésicich

3. u kardiochirurgickych pacientt pokles desti¢ek od 4. pooperacniho dne (den operace je

den 0) nebo trombocytopenie perzistujici déle nez 4 dny po vykonu

. progrese stavajici nebo vznik nové trombotické epizody pres adekvatni davkovani

uvedenych antitrombotik

. kozni nekréza v mistech podkozni (s.c.) aplikace heparinu

. krvaceni do nadledvin jako nasledek trombdézy vv. suprarenales

. anafylaktoidni reakce vznikla béhem 30 po i.v. bolusové injekci heparinu

. dalSi projevy HIT (diseminovana intravaskularni koagulace — DIC apod.)

N

0 ~No O,

Stanoveni pravd épodobnosti HIT s vyuzitim 4T's skére [5,6,8]

Nizka pravdépodobnost (0-3 | Stfedni pravdépodobnost (4- | Vysokéa pravdépodobnost (6-
body) 5 bodu) 8 bodu)

Rychlé imunologické testy

ID-PaGIA H/PF4 Antibody STic Expert HIT, STAGO HemosILAcuStar HIT-
Test, BIO-RAD IgG(PF4-H)

Citlivé a specifické ELISA testy

Zymutest HIA MonoStriplgG, HyphenBioMed AsserachromHPIA — IgGStago

Stanoveni rozmezi OD + varianta Stanoveni rozmezi OD + varianta
s nadbytkem heparinu s nadbytkem heparinu

Funk €éni testy

Opticka agregometrie z PRP | Impendanéniagregometrie z Serotonin releaseassay
WB

testem (PVS/PF4 1gG/A/IM HAT GTI®, Brookfield) v souboru 213 pacientd s podezfenim na
HIT je senzitivita testu 95,5%, specificita 91,6%, pozitivni prediktivni hodnota 56,8% a
negativni prediktivni hodnota 99,4%. Negativni vysledek testu ve skupiné pacientd s nizkou
nebo stfedni pravdépodobnosti HIT dle 4T's umozrfiuje vyloucit HIT. U ostatnich pacientd
(pozitivni vysledek ve vSech rizikovych skupinach i negativni vysledek ve skupiné vysokého
rizika) je diagnéza mozna nebo pravdépodobna a je nutné provést dalSi testy k potvrzeni Ci
vylouéeni HIT.[26] Zafazeni této dobfe ovéfené a Casto publikované metody do naSeho
projektu umozni pfimé srovnani s ostatnimi dostupnymi rychlymi skrinigovymi testy (STlc
Expert HIT STAGO a HemosILAcuStar HIT-IgG(PF4-H).

STlc Expert HIT, STAGO: Rychly imunologicky test pro kvalitativni detekci protilatek tfidy 1gG
proti komplexu PF4/heparin na principu flowimmunoassay. Ve studii 452 pacientd s moznou
HIT (hodnoceni pravdépodobnosti podle 4T'’s) byl porovnan se dvéma monospecifickymilgG
ELISA testy, s D-PaGIA H/PF4 Antibody Test, BIO-RAD a s funkénim testem heparinem
indukované aktivace desticek. Ze srovnani vyplyva negativni prediktivni hodnota testu 100%

sxw

zhodnotit jeho roli v navrhovaném diagnostickém algoritmu.

HemosILAcuStar HIT-IgG(PF4-H): Rychla, plné automatizovana metoda stanoveni
specifickych IgG resp. polyspecifickychlgG/A/M proti komplexu PF4/heparin. Ze studii vyplyva
vysoka senzitivita a negativni prediktivni hodnota obou testd (100%), vySSi specificita
monospecifickéholgG testu ve srovnani s polyspecifickym (85-96,5% vs 73-81,2%)[28, 32] a
podle recentni studie na souboru 448 pacientll s moznou HIT podobné vysoka senzitivita
(>95%) a srovnatelny rozdil ve specificité (96% vs 78%)[29].

Predpoklad je, ze monospecifickélgG testy STlc Expert HIT STAGO a HemosILAcuStar HIT-
IgG(PF4-H) budou mit v pfimém srovnani s |D-PaGIA H/PF4 Antibody Test BIO-RAD na
vlastnim souboru pacientd vyssi specificitu i prediktivni hodnotu coz by pfi srovnatelné nebo
vySSi senzitivité novych testd umoznilo 1) zlepSit dostupnost diagnostiky, 2) snizit ¢etnost




faleSné pozitivnich vysledki, 2) zrychlit diagnostiku a 3) redukovat potfebu hlife dostupnych
ELISA a funkénich testu a tedy naklady na vySetieni.

Zymutest HIA MonoStriplgG, HyphenBioMed: Jde o monospecifickylgG ELISA test pro
detekci protilatek proti komplexu PF4/heparin. Ze studie srovnavajici test s PF4 Enhanced®
Solid Phase ELISA GTiDiagnostics v souboru 459 pacientd s podezfenim na HIT vyplynula
vysokd negativni prediktivni hodnota (NPV) obou testd (100%) a podobné vysoka pozitivni
prediktivni hodnota (PPV). Implementace konfirmacniho kroku s nadbytkem heparinu zvysilo
PPV obou test(, ale snizila NPV testu Zymutest HIA MonoStriplgG.[30] Z jinych studii vyplyva
vysoka specificita monospecifickéholgG testu (90-100%).[31, 32] Problémem je podle naSeho
nazoru vyrobcem udavané pomérné Uzké rozmezi optické denzity (OD) mezi negativnim
(OD<0,3) a pozitivnim vysledkem (OD>0,5). Cilem studie je stanovit miru OD, ktera predikuje
nejen pozitivitu testu ale predevsSim vysoké riziko HIT definované silnou pozitivitou SRA (=50
uvolnéni serotoninu) podobné jako to stanovili Warkentin et al. pro jiné ELISA testy.[39] Séra
proto budou rozdélena do skupin podle vySe OD (0,3-1,0, 1,0-1,5, 1,5-2,0 a >2,0) a pro
kazdou skupinu bude definovana pravdépodobnost silné pozitivity SRA.

AsserachromHPIA — IgGStago: Jde o monospecifickylgG ELISA test pro detekci protilatek
proti komplexu PF4/heparin, u kterého doposud nebyla publikovana studie ovéfujici jeho
vlastnosti v klinické praxi (publikovana byla jen studie s polyspecifickou variantou prokazujici
vSechny imunoglobulinové tfidy [33]) a nebyla stanovena hodnota OD pro negativni a
pozitivni vysledek (vysledek OD je porovnavan s OD standardu, ktery je soucéasti setu). Pro
praxi bude uziteCné jednak pfimé srovnani stestem Zymutest HIA MonoStriplgG,
HyphenBioMed ale pfedevSim stanoveni miry OD predikujici riziko HIT podle
pravdépodobnosti silné pozitivni SRA (viz vySe nastinéna metodika) a navic zafazeni
konfirmacniho kroku s nadbytkem heparinu, ktery u tohoto testu doposud nebyl vyrobcem
popsan.

PF4 Enhanced® Solid Phase ELISA GTiDiagnostics: Jde o vV literatufe &asto citovany
monospecifickylgG ELISA test pro detekci protilatek proti komplexu PF4/heparin [34-36],
ktery neni v CR dostupny. Pfimé srovnani s ostatnimi zafazenymi testy by bylo velmi
uzitecné.

Heparinem indukovana agregace desti¢ek — opticka agregometrie z plazmy bohaté na
desti¢ky: Jde o funkéni v CR nejlépe dostupny funkéni testy s dobrou specificitou ale nizkou
senzitivitou (75-80%).[37] Podle naSich informaci doposud nebylo testovano resp.
publikovano, zda-li vyuziti destiek od &tyf ndhodné vybranych darct neumozni zrusit limit
metody dany ,necitlivosti* desti¢ek jediného darce jak je to zvykem v pfipadé heparinem
indukované aktivace desti¢ek.[38] Paralelné bude testovano sérum pacienta s destiCkami 4
riznych nadhodné vybranych darcu desticek jednotlivé resp. se smési. Cilem bude zhodnaotit,
zda-li jedno stanoveni se smési desticek bude mit srovnatelnou senzitivitu jako pracnéjsi a
nakladnéjsi variantu se 4 separatnimi stanovenimi.

Heparinem indukovan& agregace desticek — impendanéniagregometrie z piné krve: Rychly
funkéni test pro detekci aktivace desti¢ek HIT-protildtkami. Ze srovnani s optickou
agregometrii a se SRA vyplyva vyssi senzitivita metody a potfeba validace metody v dalSich
studiich.[40] NaSe studie umozni posoudit pfinos vyuZziti desti€ek od ¢tyf ndhodné vybranych
déarcl (jednotlivé a ve smési) a optimélni kombinaci s ostatnimi testy v ramci diagnostickych
algoritmd pouzitelnych v CR.

Serotonin releaseassay (SRA): Funkéni metoda povazovana za zlaty standard. Testovani
bude probihat v sériich koordinované se stanovenim funkénich testd v laboratofich Oddéleni
klinické hematologie ULD FNO s vyuZitim desti¢ek &tyfech stejnych darcd (jednotlivé a ve
smési) s cilem snizit pravdépodobnost faleSné negativniho vysledku funkéniho testovani
s ,necitlivymi“ destickami jediného nahodné vybraného darce.

Zajisténi a vySetfeni darcovskych desticek: Cilem je pouzit krevni desticky od dobre
vySetfenych zdravych déarct pro vySe uvedené funkéni testy — heparinem indukovanou
agregaci desti¢ek méfenou z PRP optickou agregometrii, z plné krve méfenou impendancné
a serotonin releaseassay. Odbér a zpracovani vzork( krve od darce bude proveden po
podpisu informovaného souhlasu darcem (Informovany souhlas déarce desti¢ek pro provedeni
funkénich testd na heparinem indukovanou trombocytopenii). Vzorky krve darcu desticek
budou vySetfovany nasledovné: krevni obraz se stanovenim diferencialniho rozpoctu a frakce
nezralych desti¢ek, zakladni koagulac¢ni testy vrozsahu PT, APTT, fibrinogen, d-dimery,




PFA-100 epinefrin/kolagen a ADP/kolagen, spontanni agregace destiCek, testy na
stickyplatelet syndrome (adenozindifosat, epinefrin), ultrasenzitivni CRP, flowcytometrie
(markery aktivace desti¢ek) a kromé toho bude izolovand DNA darcl desti¢ek pro budouci
vyzkumné projekty.

K celkové prezentaci vysledkl bude pouzito bézné deskriptivni statistiky. Pro detekci
nasobnych zmén (foldchange) mezi skupinami parametrd se snizenou a zvySenou
hladinou bude pouzito parametrickych test( (t-test). Pro zhodnoceni klinického vyznamu
nalezenych zmén bude pouzit log-rank test, chi-kvadrat; pro porovnani hladin standartnich
biochemickych a hematologickych parametrd neparametrické testy — Mann-Whitney, Kruskal-
Wallis.

Ocekavané vysledky

1. Prukaz protilatek proti komplexu PF4/H schopnych aktivovat desticky u 3-6 (v krajnim
pfipadé az 15) pacientd, tj. 1-2(5)% osob ze souboru 300 vySetfenych pacientl s
podezienim na HIT (s respektem k zastoupeni z pohledu HIT r{izné rizikovych skupin
(riziko 1 az 5% u kardiochirurgickych a ortopedickych pacient versus nizké riziko
0,1-1% u internich pacientd a gravidnich zen)[19-25].

2. Stanoveni prediktivni hodnoty, senzitivity a specificity klinického hodnoceni
pravdépodobnosti HIT podle 4T's systému v podminkach rdznych typl pracovist
Ceské republiky. Vzhledem k omezenému vyuZivani skoérovacich systému lékafi
klinické praxe Ceské republiky Ize oekavat odlisnosti od publikovanych vysledkd [6].

3. Stanoveni prediktivni hodnoty, senzitivity a specificity klinického hodnoceni
pravdépodobnosti jednotlivych laboratornich testi dostupnych v Ceské republice.

4. Stanoveni prediktivni hodnoty, senzitivity a specificity klinického hodnoceni
pravdépodobnosti logickych kombinaci klinického skoérovaciho systému s rdznymi
laboratornimi testy. Vysledky studie bude mozné povazovat za validaci jednoduchych
algoritmu.

5. Vytvofeni banky vzorkG bez prikazu protilatek proti komplexu PF4/heparin,
s prikazem téchto protilatek neschopnych aktivovat desticky a s prikazem protilatek
s potencialem aktivace desticek vyuzitelnych pro vyzkumné ucely.

6. Projekt m& i komercni aspekt — banka vzork( pacientd s HIT umozni testovani
novych diagnostickych setl na zakazku farmaceutickych/labodiagnostickych firem.
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