Autoimunitni hemolyticke anemie



Hemolytické anemie

Anemie ze zvysSené destrukce erytrocytu

Dle pricCiny
e Korpuskularni (porucha membrany, metabolizmu, struktury Hb)
« Extrakorpuskularni

— Imunitni (aloprotilatky, autoprotilatky)

— Neimunitni (pfiCiny fyzikalni, chemické, toxické, mechanické,
mikroangiopatické)



Hemolytické anemie

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 )

« ZvysSena destrukce erytrocytu (hemolyza intra x
extravaskularni)

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

— morfologické zmény erytrocytu (schistocyty)
— zkracené prezivani erytrocytu

Progressive loss of membrane, loss of
surface area, more spherocytic shape
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FIGURE 2-1. The dastructian of red bicod cells [RBCS) intravescularty resuls in the [baradon of hamogiobin
{HB] frem the RBC. The Ho combines with haptogiobin (HP), and the: HPHD complaxas are rapidly
catabolzed in the reticulcendothelial mpstem [FES), resuting In ow levels of serum Ha. Also. whan Hb s
lbaresed into the plasma in large quantias, some of the heme combines with plasme albumin, resulting in
the foomation of methemelburmin. Whan HP has been saturatad and the leval of plasma B pxceeds e
renal threshold, H ppears in the uring, Hemoglobinuria persisting for ot lenst several deys results in the
deposiion in the rensl tubues of hemosidarin derfed from the breakoosn of Hb. The hemesiderin moy be
peoreted in the uring, probably as a resuk of the desquamation of the renal bebular cglls
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FIGURE 2-2. The destrustion of AECs
mtravemoula ity within tha cells of the
reticuloendothakel systam rasulta in the
degradation of hermoglabin and the
producton of blirubein. The bitrubin pagsas
ifta the plasma, farms & [oesa cormples with
albrumin, ard is taken up by the len whare &
ia conjugeted with pluclroee acid.
Canjugated hiliubin ghes a postie dicect
van den Bergh test, whareas unconugeisd
Blvubin gisee @ pogtie indiect resstion
Cnly conjugated Bifrukin is readily moreted
into the: urine. Conpigabed blirubin fargely
paseeg A the hepatic ducts B the iresting,
where it is reduoed to storcobilnogen ond is
axzretad, Part of the starcobiinogan g
absorbed from the boael and s rececreted
bey the lvar [erberchapatic circulation). Some
ebsorbed steroobiinogen s moreted by the
kidneys as wroblinegan. In hemolyds enamia,
tha increased catabokern aof blrubin
charsctaristicaly results in inoreased
CONCENTAtong. of unconjugatad Blisuken A
the plasme and nereased concantrations of
kilirubin degradation products in feces and
urina,



Autoimunitni hemolyticka anemie
AlHA

Vznika pfi poruSe regulace mechanismu, které zajistuji
imunologickou toleranci = unik klonu lymfocytu z
imunologického dohledu + autoreaktivita B, T lymfocytu
- vznik autoprotilatek proti vlastnim erytrocytum

Spici “autoreaktivni® lymfocyty mohou byt aktivované
cross-reaktivnimi aloantigeny, autoantigeny, mikrobialnimi
superantigeny, zménami v procesu prezentace antigenu...



Autoimmunity arises through bypass of the control
of auto-reactivity

thymic tolerance

Th cell

autoantigen < cytokines
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B cell

autoimmune
response

clonal deletion
anergy and sIgM down-regulation




AlIHA patogeneze

Autoprotilatky proti erytrocytum
* 1gG nebo IgM (a/nebo aktivovana C3 slozka komplementu)

 Erys +1gG reaguji s FcyRs makrofagl v RES
fagocytdézou — sférocyty — extravaskularni lyza

.y Autoimmune hemolytic anemia
+  Erys +C3reagujis CRs "

e ) | Gt
makrofagu fagocytozou “* X
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Recognition of Sensitized
Red Cells by Macrophages
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Z hlediska fagocytozy maji oba opsoniny (Ig a C) synergicky ucinek:
1. vazba s C umoznuje lepSi pfichyceni a rozpoznani antigenu
2. vazba s protilatkou umoznuje lepsi pohlceni (fagocytozu)



Intravaskularni hemolyza

pokud protilatka aktivuje komplement az po C9
obvykle pro IgM, méné Casto IgG

,klasicka cesta“ aktivace C’'= killer* molekula - ruptura
erytrocytu, uvolnéni Hb do plazmy

je pritomna hemoglobinemie a hemoglobinurie



Extravaskularni hemolyza

kdyz protilatka neaktivuje komplement

nebo pokud neprobéhne kompletni aktivace C az k lyze
(aktivace jen do C3)

typicky pro IgG

erytrocyt s navazanou protilatkou je ,jen” rozpoznan a
fagocytovan v RES (Kupferovy bb. jater, Cervena pulpa
sleziny)



A2
o3 ﬁﬂ '2 s Extravascular
- : - C3bi > CR and FcyR
C3b L
1}’. 7

Intravascula
Cell Lysis

7
C1riC1s

C1q (x6)
+— |gG class antibody (x2)

«—— Surface antigen (GalC) CS M,n.q:g

ﬁ%ﬁ? O ST ST R T o Pt fT T I T I ATie T o
T clcle clele ool eleSels slsle s e sle sleles e sl clelec o

Lipid Bilayer

7
'

out

M

n
{c)Jason Dyer



Hemolytické anemie z imunitni priciny

Déeleni podle priciny:

. zpusobené autoprotilatkami (AIHA)
. zpusobené aloprotilatkami (potransfuzni)
. Zpusobené léky



Co ovlivni hemolyzu?

Vlastnosti protilatky
teplotni amplituda
mnozstvi/titr v séru
avidita k antigenu
mnozstvi Ab navazané na ery
schopnost Ab vazat komplement
podtfida Ig ( IgG3 >IgG1 >IgG2 >IgG4)

Vlastnosti bunek RES
aktivita a poCet makrofagu



Imunohematologicky prukaz imunitni
hemolyzy

Dva antiglobulinove testy: PAT, NAT

Jsou i1 dalsi klinické a laboratorni souvislosti,
suspektni pro imunitni hemolyzu:

« akrocyanoza/hemoglobinurie v chladu
« patologicky KO pfi autoaglutinaci

* pozitivni lekova anamneza

« nalez aloprotilatek (HON, pozdni HTR)



AlIHA: pozitivni PAT

protilatky vytvofené proti autoantigenum erytrocytu
protilatky vzniklé proti Ieéku
a nasledné navazané na erytrocyty

Cave!

PAT+ pfi velké nebo malé inkompatibilite (nejedna se o
AIHA)
protilatky z transfundované plazmy
protilatky u prijemce proti inkompatibilnim erytrocytiim
nestejnoskupinove transfuze, transplantace, tehotenstvi



Urceni PAT

AGH séra polyspecificka (anti-lgG+C3)
AGH séra monospecificka pro uréeni izotypu Ig (-1gG,
-IgM,-IgA) a slozky komplementu (-C3b, -C3d)

stanoveni mnozstvi protilatky (titrace Ab, fedéni)

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

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

— PAT+ mimo souvislost s I[HA
— PAT+ pri imunitni pricine, avsak bez HA






AlIHA: pozitivni NAT

rutinni vysetreni séra pacienta proti dg. erys 0
(screeningové erys)

vySetreni pfi 37°C a 20°C

dosetreni teplotni amplitudy a titru protilatek pri pozitivité
chladovych protilatek

sledovani hemolyzy




Screening spolu s PAT pomuze rozdélit AIHA na typy:

* AIHA s tepelnymi protilatkami (WAIHA)
 Nemoc chladovych aglutininu (CAD, CAS)

« Kombinovany typ (tepelné + chladoveé protilatky)
« Paroxysmalni chladova hemoglobinurie (PCH)

« Atypicka AIHA
* Polekova AIHA



WAIHA
Warm-antibody AIHA

* obvykle IgG, ale i IgM nebo IgA

 pfi saturaci autoantigenu se nachazeji i volné v séru

* 40-60% IgG+C3, 20-40% pouze IgG, 10-20% pouze C3
« dobre reaguiji v pfitomnosti potenciatort (PEG, enzym)

« tepelné hemolyziny ucinné pfi 37°C

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



WAIHA

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

transfuzni praxe: testy k vyloucCeni aloprotilatky, zvazit
kKlinicky vyznam autoprotilatek

erytrocytové pripravky dle shody antigent Rh-K
problémy v testech 37°C a pfi zkousce kompatibility
léCba (kortikoster., IVIG, imunosuprese, splenektomie)



CAD
Cold agglutinin disease

pritomny patologicke IgM chladové protilatky

PAT+ pro C3 (vzacne i IgM)
pritomnost protilatek v solném testu pri 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-
Landsteinertv

1IgG pr)otilétka, obtizné detekovatelna v NAT (specificka
anti-P

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

PAT silné pozitivni pro C3

Donath Landsteineruyv test k prukazu protilatky
byva u détskych pacientu/chfipka

znamky akutni a tezke i.v.nemolyzy



DIHA
Drug-induced immune hemolytic
anaemia

klasické déleni 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

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 lék + bilkoviny
= protilatky proti komplexu ® ©
komplex léku
lek+plazmatickeé proteiny a bilkoviny
echinidin imunokomplex

vaze kornplement

*|ék + proteiny plazmy = imunogen

sproti nému Ab e >_
simunni komplex imunogen + protilatka imunokomplex

se vaZze na
*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 proteinl na ery

*CFS
*nejedna se o reakci Ag+Ab
*IgG,IgM,IgA,komplement, globuliny

*nebyva hemolyza



Antibody bo
(Mainhy) Membrang
Componanta Antiody 1o Drug
wnd Membrang
- /“”‘“"’“ imunni komplex
autoprotilatky N

|
Red Cell Membrang

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



SEROLOGIC CHARACTERISTIC OF AIHA
Ig type DAT Rbc eluate | Specificity
Warm Ig G I[gG+/M |IgG Panreactive
(+tA/M)
CAS IgM C3 NR [>1
PCH Ig G C3 NR P
Mixed Ig G,M [gG=C3 |IgG Panreacti
Drug Ig G Ig +/C3 Ig G Often Rh

related




Hemolytické onemocneni
novorozence



Hemolyticke onemocneni

novorozence
HON

hemolyza erytrocytu fetu/novorozence zpusobena

materskymi protilatkami

protilatky proti paternalnim antigenum plodu

nejCastéjsi v ABO skupiné (matka 0, dité A nebo B)
v RhD (matka D-, dité D+)

IgG jsou ve fetalnim obehu cca od 12. tydne

jsou aktivne vychytavané FcRs placenty

ruzna zavaznost onemocnéni



Kumpel & Elson.

Trends Immunol 2001; 22: 26 =31

2= Anti-D (passive prophylactic)

(b) Haemolysis of fetal RBC

== BCR, membrane Ig

= Foyflib
~ FeyRl and FeyAllla

37



HON

Pos NAT

placenta




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 — malo progenitoru = anemie,
navic hemolyza. Neprevazuje ikterus.



Aloimmunizace v tehotenstvi

Fetomaternalni krvaceni (FMH)

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

« obvykle mnozstvi FMH mensSi nez 0,1ml erytrocytu
nevede k aloimunizaci matky

« 0,1ml fetalnich erys muze sensibilizovat 30%
primigravidit

* Imunitni odpoved matek se vyrazne lisi



v sekundarni imunitni odpovédi u dalSi gravidity je vysSi
riziko HON

riziko postizeni/anemie novorozence u dalSich Rh
inkompatibilnich gravidit az 70%

predikce postizeni chybi u ABO neshodnych gravidit

fetalni anemie, hyperbilirubinemie, extramedularni
erytropoesa, hepatosplenomegalie, portalni hypertenze

laboratorni testy pouze potvrdi neshodu/ klinicky nalez



Jineé imunitni cytopenie

« Aloimunni fetalni/novorozenecka trombocytopenie
— NejCasteji protilatky proti HPA-1a, HPA-5b
— Poporodni klinické projevy v 1. gravidité
— VysSetreni celé rodiny: Abs u matky, C-M, HPA genotypy

» 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

Tehotne zeny

« ABO RhD a skreening protilatek 2x béhem gestace
(12. a 28. tyden)

* RhD negativni ve 28.tydnu anti-D profylaxe

* pri nalezu protilatky specifikovat a stanovit vyznam,
urcit mnozstvi - titrace, sledovat v pravidelnych
intervalech a 4 tydny

* monitorovani plodu — antenatalni UZV, amniocentéza,
periumbilikalni punkce, antenatalni genotypizace



Jiné moznosti imunohematologickeho
vysetreni pri HON

« VySetfeni antigenu/krevnich skupin u otce/stanoveni
erytrocytarniho genotypu otce

« Stanoveni genotypu plodu (jen nékteré alely, I1ze |
neinvazivné z fetalni DNA v periferni krvi matky)

« \ySetfeni ze vzorku ziskanych pfi amniocentéze a
kordocenteze



Laboratorni vysetreni

Novorozenci / umbilikalni krev
deti matek RhD negativnich
deti matek krevni skupiny O
novorozenci s klinickymi symptomy nemoci

* Krevni skupina ABO RhD

« PAT

 Imunni anti-A, anti-B

* Pri pozitivnim PAT nepravidelné protilatky proti
erytrocytum (lze ze vzorku matky)

« Qdlisné strategie jednotlivych pracovist



Terapeuticka intervence u HON

Matka
« IVIG /blokada FcRs placenty a RES fetu

Plod/novorozenec (korekce anemie)

* intrauterinni transfuze

» fototerapie

« vyménna (exsanguinacni) transfuze
o VIG

 substitu€ni transfuze



Napriklad

ABO typ HON

nejCasteji matka O x dite A

screening protilatek negativni

V Séru novorozence imunni anti-A (-B)
PAT novorozence negativni nebo pozitivni

transfuze erytrocytu kompatibilnich pro matku i dité v
ABO antigenech



Napriklad

RhD HON (pfi anti-D)

Matka RhD negativni x dité RhD pozitivni
Protilatka anti-D (v séru ditéte i matky)
PAT novorozence pozitivni

Transfuze RhD negativnich erytrocytu



Napriklad

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

Odlisné krevni skupiny matky a novorozence (K,Fy,S)
Prislusna protilatka v séru matky i ditéte

PAT pozitivni

Transfuze erytrocytu bez odpovidajicich antigenu



Management HON - prevence

RhD negativni zeny = RhD negativni transfuze

anti-D profylaxe RhD negativnich zen béhem gravidity,
po porodu RhD+ ditete, pri invazivnich vykonech v
prubéhu gravidity: 20ug anti-D i.m./1ml ery

davka 100 ug (tj. 500 IU) anti-D potlac¢i imunizaci 4-5ml
RhD+ ery /nebo 10ml RhD+ pIné krve

vynikajici efekt profylaxe, ne zcela jasny mechanizmus
pusobeni



RhD immunization and prophylaxis

{(a) Immunization of mother (b) Haemolysis of fetal RBC {c) Prevention of immunization

compartmeant compartment compartmeant
2= Anti-D (maternal) == BCR, membrane Ig = MMovement of RBC
3= Anti-D (passive prophylacticy = FoyRlb <« Movement of anti-D
FcyRl and FoyRllla 52

Kumpel & Elson. Trends Immunol 2001; 22: 26 —31



