Autoimunitni hemolyticke anemie



Anemie

Vznikaji
* Akutne posthemoragicky
« Z poruchy tvorby erytrocytu (syntéza Hb, DNA, aplastické)
« Ze zvysené ztraty erytrocytu
— Extravaskularni
— Intravaskularni

Dle priCiny
» Korpuskularni (porucha membrany, metabolizmu, struktury Hg)

« Extrakorpuskularni
— Imunitni (aloprotilatky, autoprotilatky)
— Neimunitni (pfiCiny fyzikalni, chemicke, MAHA)



Hemolytické anemie - definice

Skupina onemocnéni charakterizovana
zkracenym prezivanim erytrocyti

Dg. kritéria:

« Kiinické a laboratorni znamky hemolyzy

« Kilinické a laboratorni znamky anemie / dle stupné
kompenzace kostni dreni

« Autoprotilatky a/nebo aktivovany komplement
na erytrocytech a/nebo volné autoprotilatky
V seru



Laboratorni znamky hemolyzy

« Zvysena erytropoeza (elevace poctu rtc, erytroidni
hyperplazie drene, snizeni pomeru G/E )

« ZvySena destrukce erytrocytu (hemolyza intra x
extravaskularni)

— biochemické parametry: elevace LD,
nekonj.bilirubinu, snizeni sér.naptoglobinu,
hemoglobinemie, hemoglobinurie, hemosiderinurie

— morfologické zmény erytrocytu (schistocyty)
— zkracené prezivani erytrocytu




Hemolyza pri autoimunite

Normalni situace: Vybalancovany stav imunitniho systému,

je zajisténa ochrana proti autoreaktivnim lymfocytum.

Mechanizmy udrzeni této rovnovahy:

Eliminace/delece klonu , ignorance pro autoAg v podprahovém
mnozstvi nebo kryptantigeny, anergizace pri chybgjici kostimulaci,
Bbb. cytokinova pomoc,Th profesinalni APC, aktivni pusobeni Tgeg

Imunologicka tolerance zajistuje, ze organizmus nereaguje
na autoantigeny.

Porucha autoimunity nastava pri ,uniku“ bunecnéeho klonu z
tolerancni kontroly = vznik autoprotilatek= rozvoj
autoimunitnich onemocnéni (AIHA)



Patogeneze autoimunitni hemolyticke
anemie

Vznik IgG protilatek proti autoantigenim erytrocytd
Pomaha tomu patologicka subpopulaceT,, lymfocytu
a dysregulace proliferujicich T,

« ,Spici “ autoreaktivni T, lymfocyty mohou byt aktivované
cross-reaktivnimi alloantigeny, autoantigeny,
mikrobialnimi superantigeny, zménami v procesu
prezentace a zpracovani antigenu



AlIHA patogeneze

Autoprotilatky proti erys: IgG nebo IgM véetné C3

 Erys + IgG reaguji s FcyRs makrofagt v RES
fagocytozou — sferocyty — extravaskularni lyza

. Erys + C3 reaguji s CRs
makrofagu fagocytozou
— extravaskularni nebo
take intravaskularni lyza
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AlIHA patogeneze

SoucCasné (nebo také samostatné) pusobi
mechanizmy primé bunecné cytotoxicke

odpovédi makrofagu (K bb.)

Jiné mechanizmy
(NK bb., neutrofily,
bystender hemolyza)
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Imunni hemolyza
- intravaskularni hemolyza

Kdyz protilatka aktivuje komplement az po C9

klasicka cesta aktivace C - killer* molekula - ruptura ery
+ uvolnéni Hb do plazmy

je pritomna hemoglobinemie a hemoglobinurie
Ab IgM ( malo Casto IgG1)



Imunni hemolyza
-extravaskularni hemolyza

kdyz IgG neaktivuji komplement

nebo pokud neprobehne kompletni aktivace az k lyze ery
(u IgM aktivace jen do C3)

ery je ,jen“ rozpoznan a fagocytovan v RES, nenastava
ruptura erys

fakocytoza v Kupfer.bb. jater, Cervené pulpé sleziny



Imunni hemolyticka anemie
- klasifikace

Déleni podle priciny:

zpusobené autoprotilatkami
zpusobené aloprotilatkami
zpusobené léky



Co ovlivni hemolyzu?

Vlastnosti protilatky
teplotni amplituda
titr v séru
avidita k antigenu
mnozstvi Ab navazané na ery
schopnost Ab vazat komplement
podtfida Ig ( 1gG3 >IgG1 >IgG2 >1gG4)

Vlastnosti bunek RES
aktivita a poCet makrofagu



Imunohematologicky prukaz imunni
hemolyzy: PAT + NAT

Existuji dalsi klinické a laboratorni souvislosti,
suspektni pro autohemolyzu:

« akrocyanoza/hemoglobinurie v chladu
« patologicky KO pfi autoaglutinaci

« pozitivni lekova anamneza

* nalez aloprotilatek (HON, pozdni HTR)



1. Laboratorni vysetreni pri
autoprotilatkach:

Pozitivni PAT

pravé autoAbs proti autoantigenim erytrocytu
Abs proti Ieku navazaném na erytrocyty

Takeé
Abs darce krve transfundovane plazmou
Abs u prijemce transfuze nebo transplantatu
materske Abs proti erys fetu (cross placentou)



Urceni PAT

AGH séra polyspecificka (anti-lgG+C3)

AGH séra monospecificka pro uréeni izotypu Ig (-1gG,
-IgM,-IgA) a komplementu (-C3b, -C3d)

stanoveni mnozstvi protilatky na erys (titrace Ab, fedéni)

event. dalSi charakteristika autoprotilatky (podtridy 1gG1-
lgG4, mnozstvi protilatky)

Zasadni je interpretace vysledku v kontextu klinickych a
ostatnich laboratornich vysetreni:

— PAT+ mimo souvislost s I[HA
— PAT+ priimunni pri¢ine, avsak bez HA






2. Laboratorni vysetreni u AIHA:
NAT

rutinni vySetreni séra pacienta proti dg. erys 0O
(screeningové erys)

vySetreni pfi 37°C a 20°C

doSetfeni teplotni amplitudy a titru aglutininu pfi pozitivité
v testu pfi 20°C

detekce hemolyzy, aglutinace, senzibilizace erys/AGH

s la s s =]




Screening spolu s PAT pomuze rozdélit AIHA na typy:

* AIHA s tepelnymi protilatkami

* Nemoc chladovych aglutinint

« Kombinovana AIHA

« Paroxysmalni chladova hemoglobinurie

« Atypicka AIHA

« Polékova AIHA

« AIHA pri aloprotilatkach (HTR, HDN, transplantace)



WAIHA
Warm-antibody AIHA

« obvykle IgG, ale i IgM nebo IgA autoprotilatky

« pfi saturaci autoantigent se nachazeji i volné v séru

« 67% IgG+C3, 20% pouze IgG, 13% pouze C3

» dobfe reaguiji v pfitomnosti potenciatora (PEG, enzym)

» tepelné hemolyziny ucinné pfi 37°C

« pridani komplementu zvysuje ucinek hemolyzy

* |IgM pfirozené (nepatologické) chladové aglutininy jako boost-efekt
pfi autoimunitni odpovédi u 1/3 pacienti WAIHA

Charakteristika WAIHA: Klinicky HA. PAT+. Abs v séru 37° +.
Obvykle reakce Abs se vSemi typy erys (nespecifické, proti autoAg)



WAIHA

idiopaticka vs. sekundarni forma
vSechny vékové skupiny/zeny
extravaskularni hemolyza — hepatosplenomegalie

transfuzni praxe: vyloucit aloprotilatky, zvazit klinicky
vyznam autoprotilatek

krev pro antigeny Rh a K pokud mozno identicka
problémy v testech 37° a pri zkouSce kompatibility
léCba (kortikoster., IVIG, imunosuprese, splenektomie)



CAD
Cold agglutinin disease

pritomny patologicke IgM chladové protilatky

PAT+ pro C3
pfitomnost aglutinint v solném testu pfi 20°a 4°C

potvrzeni patologickych aglutinint
— titr vySSi 256 pri 4°C, se zvySenim teploty se titr snizuje

Charakteristika CAS: Klinicky HA. PAT+ pro C3.
Pritomnost patologickych chladovych autoaglutininu (titr,
teplotni reaktivita).



CAD

idiopaticka vs. sekundarni forma

obvykle chronické onemocneéni, vyssi vék

nekdy akutni tezka i.v. hemolyza

autoaglutinace pfi laboratorni teploté (KO,KS)
specifické autoprotilatky anti-1, anti-i, anti-Pr, anti-HI..

transfuzni praxe: diskrepance pri stanoveni ABO skupiny
(provadeéni testu pfi 37°C, nékdy problém v testech 37°)

vyznam predehfati transfuznich pfipravku
léCba (zakl.onemocnéni, chemoterapie)



Kombinovana AlHA

vzacna, Casto se SLE

tepelne+ chladové protilatky

obvykle PAT+ pro IgG a C3

v séru jsou IgG 37°-reaktivni protilatky spolu s
vysokotitrovymi a do vysokeé teploty reagujicimi
chladovymi autoaglutininy

nekdy IgG 37°-reaktivni protilatky spolu s chladovymi
aglutininy v nizkém titru, avsak se sirokou teplotni
amplitudou



PCH
Paroxysmal cold hemoglobinuria

autoprotilatkou je bifazicky hemolyzin (Donath-
Landsteineruv)

IgG protilatka, obtizné detekovatelna v NAT(teplota ledu)

v chladu 0°C senzibilizuje erys, pfi 37°je hemolyzuje —
cirkuluje v Krvi

specificky D-L test: inkubace erys se sérem pacienta pfi
0°C s dalSi inkubaci pfi 37°C vede k hemolyze

specificka anti-P
byva u détskych pacientu/chfipka
znamky akutni tezké i.v.hemolyzy



DIHA
Drug-induced immune hemolytic
anaemia

klasické deleni na typ imunni

— haptenovy + adsorpce Iéku, vznik imunokomplexu, indukce
prave AIHA

typ neimunni
— nespecificka adsorpce proteinu

spolecny jmenovatel = vznik neoantigenu na erys
prubéh rizné zavazny, pfi vzniku IK akutni a dramaticky
hemolyza koncCi s vysazenim léku

nekdy PAT+ po nekolik let bez hemolyzy



erytrocyt + lek

Adsorpce leku + hapten
= protilatky proti léku

*PNC,CFS

*nespecificka odsorpce léku navodi
imunitni odpovéd

«zalezi na pomeru Ag/Ab

*IgG (C3) protilatky

*i.v. hemolyza

/k = protilatky

19G proti leku

se vaZou na hap-
ten (napf. Peni-
cilin). Pri aktivaci
komplementu dojde
k hemolyze.



molekula

Imunokom plexy l&k + bilkoviny
[z . +
M= protilatky proti komplexu 2
z lék+plasmatické proteiny s snia
0 D
K chinidin imunokomplex
(0] vaze komplement
m elék + proteiny plazmy = imunogen
P Arat N
| proti nému Ab + >
e eimunni komplex imunogen + protilatka imunokomplex
X se vaZze na
Y *nespecificka adsorpce na ery ST
*muze se aktivovat komplement
*noveé: lék + membrana = neoantigen, O
proti nému vznika Ab komplement se

aktivuje a vyvola
hemolyzu

*IgM (1gG), C3

*l.v. i extr.v. hemolyza



Indukce AIHA

= vznik autoprotilatek proti vilastnim
antigendm

*methyldopa

sporucha supresorové funkce T bb.
*nelze odlisit od WAIHA

eprotilatky proti Rh antigeniim

|gG dlouhodobé i nékolik let

*extr.v. hemolyza

modifikovany
klon erytrocy ti

s ,novym®*
antigenem

l

1::1+

vyvola tvorbu
protilatek

|

YYYY

protilatky se
vaiou na ery-
trocyty, ktere
pak vychyta
slezina



Non-imunogenni modifikace membrany

= pasivni navazani plazmatickych proteint na ery

 CFS
* nejedna se o reakci Ag+Ab
» 1gG,IgM,IgA,komplement, globuliny

* nebyva hemolyza

Sofistikovanejsi paradigma: 2 kategorie DIIHA
« Adsorpce léku (hapten)- tzv. penicilinovy typ
* Imunni komplexy - tzv. jiny nez penicilinovy typ



Paroxysmal noctural hemoglobinuria
- PNH

vzacna forma ziskané HA
postizena kmenova bunka—abnormalne expanduijici klon

mutace PIG A genu/chybi pripojeni (GPI kotva) cca 20
proteinl na membranu ruznych bb.

prechod do AA, AML

zvySena citlivost bb. na komplement (pfri acidifikaci)
Hamuyv test s okyselenim séra (semi-kvantitativni)
FCM pro detekci CD55 a CD59

I.v.nemolyza, trombotické komplikace

léCba imunosupresivy, transplantace



HTR
Hemolytic Transfusion Reaction

Imunologicke riziko spojené s podanim transfuze

nasledek stimulace (restimulace) imunitni odpovéedi
(opakovany kontakt se stejnym Ag)

vznik ihned nebo 3-14 dni po transfuzi
PAT+, NAT+, znamky HA
obtizneé odliseni od prave AIHA



hemolyza intra nebo extra vaskularni

I.v. hemolyza obvykle pri ABO protilatkach - rychly
prubéh reakce (pokles TK, DIK..)

extr.v. hemolyza pfi IgG protilatkach — pozvolny prubéh,
nekdy kompenzovany stav

e Serotonin,
oy ¥ Histamine
J" LY L

C5a

- Factor XI| = Kinin s=p Bradyiinin >

=p Sympathetic = Catecholamines ——gp ReNal —
Nervous System S ' vasoconfriction -



HA a transplantace

Asociace s transplantaci solidnich organu i

hematopoetickych kmenovych bunék

Nezavisla dédicnost KS na HLA genech = odlisné

fenotypy KS i pri HLA shodé

Vyznam hlavné ABO miss-match

Jiné typy protilatek

— Casto proti Ags Rh, Jk, vzestupny titr az do D70

— primarni i sekundarni typ imunitni odpoveédi
obvykle darcovskych lymfocytu

3 typy: ,major, minor, bidirectional”



Neshoda darce prijemce erytrocyty plazma a

trombocyty
Mala 0 0 A nebo AB
0 B 0 B nebo AB
A AB A nebo 0 AB
B AB B nebo 0 AB
Velk4 A 0 0 A nebo AB
B 0 0 B nebo AB
AB 0 0 AB
AB A Anebo 0 AB
AB B B nebo 0 AB
Kombinovana B 0 AB
B A 0 AB
Rh faktor | Rn+ | Rn- | Rh+neboRh- | Rh+nebo Rh-

| Re- | Ri+ | Rn | Rh-



Hemolytické onemocneni
novorozence



HON

hemolyza erytrocytl plodu zpusobena materskymi
protilatkami

protilatky namifené proti paternalnim antigenum na erys
plodu ( pri neshodé se skupinou matky)

nejCastéjsi ABO a Rh(D)

IgG jsou ve fetalnim obéhu cca od 12. tydne, jsou
aktivneé vychytavané FcRs placenty

v dobé terminu porodu byva mnozstvi Abs v krvi fetu
vysSSi nez v krvi matky

ruzna zavaznost onemocnéni tézké-stredni-lehké (podle
specifity, mnozstvi a vlastnosti lg, aktivity RES fetu aj.)



Riziko fetalni anemie

souvislost s typem materské protilatky

1 Vysoké riziko Rh(D) Rh(c) K
2 Stredni nebo nizké riziko |Rh(C) Rh(E) Fy2 Kp°® JK&@ C% S
3 Bezrizika M Le?

Anti-K: suprese erytropoezy — je malo progenitort =
anemie, kromeé toho hemolyza. Neprevazuje ikterus.

Vaughan et al. N Engl J Med 1998; 338: 798-803



Anti-D aloimmunizace - priCina

Fetomaternalni krvaceni

Spontanni u 3% zen béhem téhotenstvi
Pri porodu
> 50% porodu FMH do 0.2ml
<1% porodu > 2.5mL FMH

* obvyklé mnozstvi FMH mensi nez 0,1ml ery nevede k
aloimunizaci matky

« 0.1 ml fetalnich erys muze sensibilizovat 30%
primigravidnich zen



v sekundarni imunitni odpovédi u dalSi gravidity je vysSi
produkce protilatky = vyssi riziko HON (ne u ABO)

riziko postizeni novorozence u dalSich Rh
inkompatibilnich gravidit az 70%

fetalni anemie, hyperbilirubinemie, extramedularni
erytropoesa, hepatosplenomegalie, portalni hypertenze
predikce postizeni chybi u ABO neshodnych gravidit

laboratorni testy pouze potvrdi diagnozu/ klinicky nalez



Jiné imunni cytopenie kromée hemolyzy

« Aloimunni fetalni/novorozenecka trombocytopenie
* Aloimunni fetalni/novorozenecka neutropenie

* Obe kategorie rizikové pro plod/novorozence —
cerebralni krvaceni, tezke infekty



Antenatalni laboratorni vysetreni
tehotnych zen - cil
ABO a D typizace:

identifikovat RhD negativni zeny, které
vyzaduji anti-D profylaxi

Skrining a identifikace protilatek proti erys:
1. detekovat klinicky vyznamné Abs, které
mohou vést k postizeni fetu/novorozence
2. predejit moznym problémum pfi
predtransfuznim vysetreni



Laboratorni vysetreni

Vsechny gravidni zeny

— ABO RhD a skrining Abs proti erys 2x behem
gestace (12. a 28. tyden)

— RhD- zeny ve 28 hebd. ,oCkovani® anti-D prevence

— prinalezu Abs: specifikovat a stanovit vyznam pro
HON, urcCit mnozstvi - titrace, typ Ig, sledovat v
pravidelnych intervalech a 4 tydny

— monitorovani plodu — antenatalni UZV,
amniocentéza, periumbilikalni punkce, antenatalni
genotypizace z periferni krve matky

— kvantifikovani FMH /FCM, RIA, ELISA



Jiné moznosti imunohematologickeho
vysetreni pri HON

« VySetfeni antigenu/krevnich skupin na erytrocytech otce
« Stanoveni genotypu otce

« Stanoveni genotypu plodu (jen nékteré alely, Ize i
neinvazivneé z fetalni DNA v periferni krvi matky)

« \ySetfeni ze vzorku ziskanych pfi amniocentéze a
kordocentéeze



Laboratorni vysetreni

Novorozenci / umbilikalni krev, deti matek skupiny 0 a
novorozenci klinicky rizikovi:

ABO RhD
. PAT

* Pfi pozitivnim PAT doSetfrit protilatky (sérum matky,
eluat)

« Qdlisné strategie jednotlivych pracovist



Terapeuticka intervence u HON

Matka
« IVIG /blokada FcRs placenty a RES fetu
» Lécebna plazmafereza

Plod/novorozenec

* intrauterinni transfuze (i materska krev)
 fototerapie

« vymeéenna (ET) transfuze

o VIG

 substitu€ni transfuze



Napriklad

ABO HON

nejCasteji matka O x dite A

screening Abs negativni

PAT negativni nebo slabé pozitivni

Vv séru imunni anti-A,-B

jiz pri prvni gravidité u neimunizovanych zen



Napriklad

Rh HON (anti-D, -C,-c, -E, -Cw)

Protilatka v séru matky i ditete

PAT pozitivni

nebyva pfi prvni gravidité

| zavazné formy HON

Imunizace matky zavisi na davce Ag a na jeji imunizacni
pohotovosti (responder x hyperresp.)



Napriklad

HON pfi jinych znamych protilatkach (anti-K,-Fy,-S)

Protilatka v séru matky i ditete
PAT pozitivni
mirnejSi formy HON



Management HON - prevence

RhD- Zzeny musi dostat transfuze RhD-

pasivni imunizace Rhlg RhD- zen béhem gravidity, po
porodu RhD+ ditéte, pfi invazivnich vykonech v
prubéhu gravidity

100mcg (tj. 500 iu) Ig i.m. potlaCi imunizaci 4-5ml
RhD+ ery /nebo 10ml RhD+ pIné krve

Standardni davka 250-300mcg (staci na 30ml FMH,
pri vétSim FNH zvysit davku)

vynikajici efekt profylaxe, ne zcela jasny mechanizmus
pusobeni



