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HIT happens!

Heparinindusert trombocytopeni (HIT) er en alvorlig og
potensielt livstruende komplikasjon ved heparinbruk. Nasjo-
nal behandlingstjeneste for avansert trombocyttimmunologi
ved UNN i Tromsg utforer alle laboratorieanalyser som er ngd-

vendig for a stille diagnosen.
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F1GUR 1. Oversikt som viser mekanismer for HIT-patogenesen. A) Platefaktor 4 (PF4) er et

positivt ladet protein lagret i trombocytter som frigis ved plateaktivering. PF4 bindes normalt av
negativt ladede glykosaminoglykaner (GAG). B) Heparin har storre affinitet til PF4 enn GAG og vil
binde PF4. Denne interaksjonen er avhengig av ladningsnaytralitet mellom positivt ladet PF4 og

negativt ladet heparin. C) Binding av heparin til PF4 forer til en konformasjonsendring av mole-

kylet som utgjer en ny epitop som IgG kan binde seg til. Dette resulterer i et kompleks besta-
ende av PF4, heparin og IgG. D) Store komplekser av PF4/heparin-IgG (ULC) bindes til trombo-
cyttenes Fc-reseptorer og forer til plateaktivering med frigiving av platederiverte prokoagulante

mikropartikler.

Figuren er hentet fra artikkelen Heparininduced thrombocytopenia: a historical perspec-
tive (Blood. 2008; 112(7):2607-16) (1), og er gjengitt med tillatelse fra American Society of
Hematology gjennom Copyright Clearance Center, Inc.
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Det er selvmotsigende, men likevel sant,
at medikamentet heparin som skal fore-
bygge og behandle tromboser i seg selv
kan veere drsak til tromboser. Heparin-
indusert trombocytopeni (HIT) er en
alvorlig komplikasjon knyttet til heparin-
bruk, med stor risiko for trombosedan-
nelse.

HIT er forarsaket av antistoffer mot et
kompleks bestaende av endogen plate-
faktor 4 (PF4) og tilfert heparin. Immun-
kompleksene bindes til Fc-reseptorer pa
trombocytter og monocytter slik at disse
aktiveres og det dannes protrombotiske
mikropartikler som kan fgre til trom-
bosedannelse og plateforbruk (1).

Heparin er et antitrombotisk medika-
ment som brukes til forebygging og
behandling av tromboemboliske tilstan-
der som for eksempel blodpropp, og ved
mer spesielle behandlingsregimer som
ekstrakorporal sirkulasjon og hemodia-
lyse. Nest etter blgdninger er HIT den
klinisk viktigste bivirkningen av hepa-
rinbruk.

HIT mistenkes ved nyoppstatt trombo-
cytopeni etter nylig pabegynt heparin-
behandling med fall i trombocyttall > 50
% fra utgangsverdi, vengse og arterielle
tromboser, nekroser i hud der man har
injisert heparin eller systemiske reaksjo-
ner ved heparininjeksjoner (2).

Diagnostikken av HIT baserer seg pa
kliniske observasjoner etter oppstart
av heparinbehandling og laboratorie-
diagnostikk (3). Det finnes flere ulike
immunologiske og funksjonelle tester,
men det fins ingen enkeltest som har alle
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Overskudd av heparin

F1cURr 2. Kompleksdannelse av PF4 og heparin. PF4 er et positivt ladet molekyl som binder til negativt ladet heparin ved elektrostatisk inter-
aksjon. Ved overskudd av heparin eller PF4 vil avstetningskrefter bidra til mindre kompleksdannelse. Ved stekiometrisk optimal ratio oppstar lad-
ningsnoytralitet, og kompleksdannelse skjer i storre grad.

de testegenskaper (sensitivitet og spesifi-
sitet) og prediktive verdier som er gnske-
lige. Det er derfor vanlig at man bygger
laboratoriediagnostikken pa et utvalg av
to eller flere tester.

Nasjonal behandlingstjeneste for avan-
sert trombocyttimmunologi ved UNN i
Tromsg tilbyr de nodvendige analysene
og mottar prever fra hele landet for
utredning av HIT.

Patogenese

Kompleksdannelse mellom PF4 frigitt
fra trombocytter og tilfgrt heparin skjer
fordi heparin har sterre affinitet til PF4
enn til glykosaminoglykaner (GAG) som
naturlig er bundet til PF4 (figur 1A og B).
Utvikling av antistoffer mot PF4/hepa-
rin-komplekset skyldes en ny epitop som
dannes etter oppstatt konformasjons-
endring i komplekset (figur 1C). Det dan-
nes sa immunkomplekser bestaende av
IgG-antistoffer og PF4/heparin som kan
binde trombocyttenes Fc-gamma-resep-
torer. Dette kan fore til aktivering av
trombocytter slik at de frigjor platederi-
verte prokoagulante mikropartikler som

kan forarsake trombosering og forbruk
av trombocytter (figur 1D).

Interaksjonen og kompleksdannelsen
mellom PF4 og heparin er avhengig av
ladningsngytralitet (figur 2). Optimal
kompleksdannelse oppstar ved lik molar
mengde av positivt ladet PF4 og nega-
tivt ladet heparin. Overskudd av PF4 eller
heparin gir avstgtningskrefter og mindre
kompleksdannelse (4). Dette fenomenet
benyttes i funksjonelle tester utviklet for
diagnostisering av HIT. Heparin i over-
skudd vil gi nedsatt binding til PF4 og
negativt testresultat, mens lavere og mer
fysiologiske/terapeutiske doser av hepa-
rin vil gi binding og positivt testresultat.

Forekomst

Det er rapportert om insidens av HIT

pa opp til 5 % hos pasienter som ekspo-
neres for heparin i fire dager eller mer.
Metaanalyser viser en absoluttrisiko pa
2,6 % ved bruk av ufraksjonert heparin
0g 0,2 % ved lavmolekylaert heparin (5).
Denne forskjellen skyldes at ufraksjonert
heparin har gkt biokjemisk evne til kom-
pleksdannelse med PF4, sammenliknet

med lavmolekylaert heparin (6). Ingen
dose av heparin er for lav - HIT er sett
ogsa ved lave doser som brukes ved kate-
terskylling og kateterlas (7). Det er videre
vist gkt insidens av HIT hos kirurgiske
versus medisinske pasienter (odds ratio
(OR) 3,25; 95 % CI 1,98-5,35) (8). Terapeu-
tiske doser av heparin gir starre risiko for
HIT enn profylaktiske doser med hepa-
rin (0,76 % Vvs. <0,1 %) (9). Kvinner har

to ganger stgrre risiko for HIT sammen-
lignet med menn (OR 2,37; 95 % CI1,37-
4,09), og hgyeste risiko for HIT er sett hos
kvinnelige kirurgiske pasienter som far
ufraksjonert heparin (insidens fra 2,7 -
7,6 %; OR 17; 95 % CI 4,2-72) (8). Alder er
ogsa en disponerende faktor, og tilstan-
den forekommer svaert sjeldent hos pasi-
enter under 40 ar, hos kvinner etter fad-
sel eller hos barn (10).

Symptomer og behandling
Trombocytopeni med trombocyttall <150
x10°/L (referanseomrade 150-450 x10°/L)

er det vanligste funnet ved HIT, og er van-
ligvis moderat med laveste trombocyt-

tall rundt 60 x10°/L. Det er svaert uvanlig »

TABELL 1. 4T-score. Skaringstabellen vurderer grad av trombocytopeni, timing av platefall etter heparinoppstart, eventuell tilstedevaerelse av trom-

boser og sannsynlighet for trombocytopeni forarsaket av andre arsaker enn HIT. Samlet poengsum gir et estimat av pretestsannsynlighet for HIT.

2 poeng

1 poeng

0 poeng

Trombocytopeni
verdi >20x10%L

Timing (antall dager 5-10 dager
mellom eksponering til

trombocyttallet synker) de siste 3 maneder)

Tromboser eller andre

sekveler miske reaksjoner etter bolusdose hepa-
rin/LMWH
Trombocytopeni Ingen andre apenbare arsaker

av andre arsaker

>50% reduksjon, eller laveste

eller 1 dag (ved eksponering for heparin

Ny trombose, hudnekroser eller syste-

10-19x10%L

Uklar tidsramme eller fall i trombocyttall
>10 dager etter heparineksponering

bocytopeni

30-50% reduksjon, eller laveste verdi

@kning eller tilbakefall av eksisterende
tromber, ikke-nekrotiske hudlesjoner,
mistenkt/ikke-verifisert trombose

Det finnes andre mulige arsaker til trom-

<30% reduksjon eller laveste verdi
<10x10%/L

<5 dager forutsatt ingen heparin-ekspo-
nering siste 3 maneder

Ingen trombose, hudnekrose eller sys-
temreaksjoner etter heparininjeksjon

Det finnes definitivt andre mulige arsa-
ker til trombocytopeni

0-3 poeng: Lav sannsynlighet for HIT. 4-5 poeng: Intermedizger sannsynlighet for HIT. 6-8 poeng: Hoy sannsynlighet for HIT
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at trombocyttallet faller under 20 x109/L
(11), og blgdningssymptomer er sjeldne
(12). Fall i verdier skjer typisk 5-10 dager
etter oppstart av heparinbehandling, men
det forekommer ogsa en variant av HIT
hvor fallet inntrer vesentlig raskere og
innen 24 timer etter oppstart av heparin
(«rapid onset HIT»). Dette skyldes at pasi-
enten allerede har sirkulerende HIT-for-
arsakende antistoffer etter heparinbruk
siste tre maneder (13). Nar HIT mistenkes
skal heparin straks seponeres og alterna-
tiv antikoagulasjonsbehandling benyt-
tes. Trombocyttallet vil da vanligvis nor-
maliseres innen syv dager. Tromboser vil
kunne oppsta hos opp til 50 % av pasien-
tene med HIT som ikke bytter til alterna-
tiv antikoagulant, og vengse tromboser
er hyppigere enn arterielle (11). Kompli-
kasjoner av trombosedannelse kan vaere
livstruende lungeemboli, hudnekroser
etc. (14,15,16). Akutte systemiske anafy-
laktiske reaksjoner som feber, frysninger,
tachykardi, hypertensjon, dyspne og hjer-
testans er ogsd beskrevet (17).

Utredning

Som et viktig hjelpemiddel i utrednin-
gen av mistenkt HIT benyttes «4T-score»
hvor kliniske funn oppsummeres og gir
et estimat av pretest-sannsynlighet for
HIT (tabell 1) (3). Poengsummen varierer
fra 0-8 og ved klinisk sikker poengsum
0-3 vurderes sannsynligheten for HIT til
a veere sveert lav med hgy negativ predik-
tiv verdi (NPV) (99,8 %) (18). Utfordrin-
gen ved bruk at dette verktgyet er at det
krever erfaring med skaringssystemet. I
tillegg blir skaringen mer usikker dersom
ikke alle ngdvendige laboratorieprgver er
tatt, eller hvis ngdvendige kliniske jour-
nalopplysninger mangler.
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F1GUR 3. ID-PaGIA Heparin/PF4 antistoff-
test. Tilstedevaerelse av antistoffer mot hepa-
rin/PF4 farer til agglutinerte partikler og sees
som et rgdt sjikt gverst i gelen (1) eller forde-
les nedover i gelen (2-4). Testen er negativ nar
partiklene ikke agglutineres og danner en pel-
let nederst i gelen (5). Figuren er gjengitt med
tillatelse fra Bio-Rad Laboratories.

Laboratoriediagnostikk
Diagnostikken av HIT er tredelt; klinisk
vurdering (4T-score), immunologiske
tester og funksjonelle tester. Klinisk
vurdering er ngdvendig for 3 estimere
pretest-sannsynlighet for HIT, og ma
sammenholdes med resultatene av labo-
ratorietestene. De immunologiske tes-
tene paviser tilstedeveerelse av sirkule-
rende PF4/heparin antistoffer uavhengig
av deres evne til 3 aktivere trombocytter,
mens de funksjonelle testene paviser
disse antistoffenes funksjon, altsd deres
evne til 3 aktivere trombocytter i naer-
veer av heparin (klinisk signifikans).
Slike funksjonelle tester er teknisk avan-
serte og tidkrevende, og utfores kun ved
enkelte spesiallaboratorier. De immuno-
logiske testene er ofte enklere & utfare,
og mange laboratorier har hurtigtester
ibruk. Generelt har de immunologiske

TABELL 2. Oversikt og sammenlikning av immunologiske og funksjonelle tester

Immunologiske tester

Funksjonelle tester

PaGIA (gelkort)

ELISA (IgG-spesifikk, polyspesifikk)
HemoslIL AcuStar HIT-IgG/Ab

STiC Expert HIT

Enklere a utfere. Utfares ved flere laboratorier

Detekterer sirkulerende PF4/heparin-antistoffer
(uavhengig av evne til & aktivere plater)

Hoy sensitivitet

Lav spesifisitet

Hoy NPV (kan i stor grad utelukke HIT ved lav kli-
nisk score)
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SRA (Serotonin Release Assay)

HIPA (Heparin-Induced Platelet Activation Assay)
HIMEA (Heparin Induced Multiplate Electrode
Aggregation)

Mer teknisk avanserte og tidkrevende. Utfares
kun ved spesiallaboratorier

Detekterer antistoffer som kan aktivere plater i
neerveer av heparin

Hoy/medium sensitivitet

Hoy spesifisitet

Hay PPV

testene hoy sensitivitet, men noe lavere
spesifisitet og mange falske positive
resultater. I likhet med klinisk sikker

lav 4T-score vil negative immunologiske
tester ha hoy NPV og i stor grad kunne
utelukke HIT, og det er dermed ikke hen-
siktsmessig a gd videre med funksjonelle
tester. Til sammenligning har de funk-
sjonelle testene lavere sensitivitet enn
immunologiske tester, men til gjengjeld
har de hoy spesifisitet og positiv predik-
tiv verdi (PPV) som gjer at et positivt test-
resultat i stor grad bekrefter diagnosen
HIT (19). I tabell 2 gis noen eksempler pa
ulike tester og en oppsummering av de
viktigste forskjellene pa immunologiske
og funksjonelle tester. I Norge benyttes
PaGIA elle STiC Expert ved enkelte lab-
oratorier, mens Nasjonal behandlingstje-
neste tilbyr PaGIA, ELISA og HIMEA.

ID-PaGIA Heparin/PF4 antistofftest
Gelkorttesten er basert pad rede parti-
kler sensibilisert med PF4/heparin-
komplekser i gelmatrix med kuler med
anti-humant IgG. Pasientprgven (serum/
plasma) inkuberes med partiklene i gel-
kortet, og ved eventuell tilstedeveerelse
av antistoffer mot kompleksene vil par-
tiklene agglutineres. Ved sentrifugering
vil ikke-agglutinerte partikler migrere
gjennom kulematrix og samle seg pa
bunnen. Ved positiv reaksjon vil aggluti-
nerte partikler danne et rgdt sjikt pa top-
pen av gelen eller fordeles noe nedover
igelen (figur 3). Denne hurtigtesten tar
cirka 15 minutter & utfore, og krever visu-
ell avlesning av resultatene (20). Testen
tolkes med gradering av reaksjoner og
skiller ikke mellom ulike antistoffklasser.

STiC Expert HIT

Denne testen baserer seg pa lateral flow
immunoassay-prinsippet. Pasientprgven
(serum/plasma) og buffer med biotiny-
lerte PF4/polyanion (analogt til heparin)-
komplekser tilsettes testbrgnnen. Ved
migrering gjennom testkortet vil bioti-
nylerte PF4 /polyanionkomplekser binde
anti-biotindekkede gullnanopartikler,
og dersom pasienten har antistoffer mot
kompleksene bindes disse til PF4/poly-
anion-kulekomplekset. Vaeskestrgm-
men vil vandre videre til omradet hvor
teststripen er, og her binder kulekom-
pleksene til geit anti-human IgG som er
fiksert til membranen. Dette sees som
synlig farget stripedannelse som tegn pa
positiv reaksjon (figur 4). Denne hurtig-



testen tar cirka 10 minutter a utfore, og
krever visuell avlesning av resultatene
(21). Testen tolkes med en viss grade-
ring av reaksjoner (svak/sterk positiv vs
negativ) ved 3 sammenligne med test-
stripen pa tolkningskortet (Evaluation
card). Testen er positiv hvis resultatet er
likt eller sterkere i fargen sammenlignet
med teststripen pa tolkningskortet. Kon-
trollstripen pa kortet indikerer at testen
har fungert tilstrekkelig ved & binde frie
kulekomplekser som ikke er bundet av
pasientens IgG-antistoffer. Testen er spe-
sifikk for IgG-antistoffer.

ELISA Heparin/PF4 IgG assay

Testen baserer seg pa en sandwich
ELISA hvor pasientprgven tilsettes i

en mikrotiterbrgnn belagt med PF4/
PVS(heparinanalog)-kompleks. Eventu-
elle kompleks-spesifikke antistoffer vil
bindes og detekteres ved hjelp av enzym-
merket sekundaerantistoff (anti-human
IgG) og pafelgende spalting av substrat
og maling av fargeutvikling (OD) med
spektrofotometri. OD-verdien korrelerer
til mengde antistoffer mot PF4/heparin-
komplekser som er bundet. Denne tes-
ten paviser kun IgG-antistoffer, og det er
bare denne antistoffklassen som kan ha
klinisk relevans ved sin plateaktiverende
evne. Testen tar cirka to timer og avles-
ning av resultatet er digital og semikvan-
titativ (22). Med gkende OD-verdier gker
sannsynligheten for HIT (23).

HIMEA (Heparin Induced Multiplate Elec-
trode Aggregation) - fullblodsaggregometri
HIMEA-analysen benytter Mulitiplate®
instrument med fem kanaler (figur 5A)
hvor hver testkanal (figur 5B) inneholder
to par sensorpinner for duplikattesting.
Til hver testkanal tilsettes pasientserum,
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F1GUR 4. STiC Expert HIT-test A) Oversikt over prinsippet for testen B) Tilstedeveerelse av
antistoffer mot heparin/PF4 farer til at det dannes en farget stripe pa testkortet. For at testen

skal anses som positiv ma fargeintensiteten pa teststripen (T) veere tilsvarende eller sterkere enn
teststripen pa det medfelgende tolkningskortet (ikke vist). Kontrollstripen (C) pa kortet ma veere
synlig for at testen skal godkjennes. Figuren er gjengitt med tillatelse fra Stago.

fullblod fra blodgiver (som blodplate-
kilde) og heparin i enten hoy eller lav
mengde. Videre vil en magnet skape et
elektrisk spenningsfelt mellom hvert par
av sensorpinner, som kontinuerlig males.
Disse pinnene er sglvdekte kobberpin-
ner, og motstanden mellom pinnene gker
etter hvert som blodplater fra blodpla-
tedonor aktiveres og festes til pinnene
hvis pasienten har antistoffer mot PF4/
heparin-komplekser (figur 5C). Denne

plateaggregeringen registreres som
impedans pd en kurve hvor «aggregation
units» plottes mot tiden (figur 5D). Man
far beregnet et areal under kurven (AUC)
som benevnes med units (U) (24). Et posi-
tivt prgveresultat fremtrer med en typisk
sigmoid form pa kurven, en stgrrelse pa
AUC > 28 U og kun ved lav konsentrasjon
av tilsatt heparin. Videre skal resultatet

i kanalen med hgy konsentrasjon av til-
satt heparin vaere minst 50 % lavere enn

7] [

Aggregation
(L]
¥,

| .-J Aaga under the curv
ALY i g L]

Tima [min]

Ficur 5. HIMEA Muliplateanalyse (fullblodsaggregometri). A) Multiplateinstrumentet har fem kanaler og automatisk analysering av resultater
pa skjermen. B) Testkanal med to sett uavhengige sensorpinner. C) Plateaktivering og aggregering av plater til komplekser av PF4/heparin pa
sensorpinnene vil gi gkt motstand i spenningsfeltet mellom pinnene. D) Plateaggregering er plottet mot tid i resultatpresentasjonen. Figurene er

gjengitt med tillatelse fra Roche Diagnostics.
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i kanalen med lav heparintilsetting (figur
6). Fordelene med HIMEA sammenlignet
med andre funksjonelle tester er at analy-
setiden er betydelig kortere (15 minutter),
man kan bruke fullblod i stedet for pre-
parerte donorplater som platesubstrat,
instrumenteringen er enkel med interak-
tiv pipette og analyseringen er automa-
tisk og avlesbar pa skjerm. I tillegg egner
HIMEA seg godt for «singel-prove tes-
ting». Sensitiviteten er rundt 80 % mens
spesifisiteten er over 90 %. PPV er hay og
neer 100 % (25).

Oppsummering

Det er viktig a tenke pa HIT som en diag-
nostisk mulighet ved uforklarlig reduk-
sjon i trombocyttall ved bruk av hepa-
rin i mer enn fire dager. Ved mistenkt
HIT bgr man seponere heparin, benytte
alternativ antikoagulant og ta preve til
testing. Diagnostikken er tredelt med kli-
nisk skaring, immunologiske tester og
funksjonelle tester. De immunologiske
testene har hgy sensitivitet, men paviser
ogsa antistoffer som ikke aktiverer plater
og som dermed ikke er klinisk relevante
(lavere spesifisitet). De immunologiske
testene har hgy NPV slik at negativ test
vil kunne utelukke HIT, og isar hvis kli-
nisk skdring er lav. Funksjonelle tester
bedrer spesifisiteten i stor grad, og PPV
er hgy. Positive funksjonelle tester vil i s&
mate bekrefte HIT-diagnosen.

Nasjonal behandlingstjeneste for avan-
sert trombocyttimmunologi ved UNN
utforer alle laboratorieanalyser som er
ngdvendige for a stille en HIT-diagnose,
inkludert funksjonelle tester. Vi kan tilby
en fullverdig HIT-utredning pa alle tre
nivaer, tilsvarende det som tilbys interna-
sjonalt. Vi viser til var nettside og rekvisi-
sjon med opplysninger om korrekt pro-
vetakning, forsendelse og ngdvendige
kliniske opplysninger (4T-score og tids-
punkt for seponering av heparin) (26). B
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F1GUR 6. Eksempel pad HIMEA Multiplate-
analyse. En pasientprgve med positivt resul-
tat for HIT hvor kurven til venstre har en typisk
sigmoid form og en verdi pa 156 U ved lav
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