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Imunohematologa
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Autoimunitni hemolyticke anemie (AIHA)

* Vzacna ziskana autoimunitni onemocneéni
— Prevalence 1-2 lidé na 100 000 obyvatel
» P¥iCina extrakorpuskularni - protilatky proti epitopum (proteiny
nebo sacharidy) autolognich erytrocytu s pfed€asnou
destrukci erytrocytu
— Prvni popis pfiznaka Galén r.150
— Prvni koncept destrukce erytrocytu r.1871
— Definice mechanizmu hemolyzy (imunizace) Ehrlich r.1899
— Presny popis PCH r.1900 (D-L test u 90 % syfilitiku)
— Studie patofyziologie nemoci pokracuji doposud




Diagnostikovani

e Suspicium na nemoc na zakladé klinického nalezu

— OdliSny fyzikalni nalez dle mechanizmu hemolyzy (obvykle ikterus,
splenomegalie u anemického pacienta)

— Obvykle u pacienta bez pfedchozi anemie

 Komplex laboratornich vysetreni
— Hematologicka, biochemicka, imunohematologicka aj.
— Jejich interpretace v kontextu s klinickym nalezem
— ZvySeny transfuzni rezim jako mozny indikator hemolyzy

» |diopatickeé vs. ziskané onemocnéni
— Infekce, toxiny, systémové, onkologicke, kozni nemoci aj.




Klasifikace dle typu protilatky

* AIHA s tepelnymi protilatkami (WAIHA, optimum 37°C)

— lzotyp IgG dulezity pro aktivaci komplementu
* 1gG1+IgG3 vs. IgG2+IgA vs. IgG4
» VétSinou nekompletni aktivace C po degradaci na fragmenty C3c/C3d

* AIHA s chladovymi protilatkami (CAD, optimum 4°C)

— Monoklonalni IgM u primarni nemoci
— Polyklonalni IgM u sekundarni nemoci
» Casta kompletni aktivace C s C6-9 lytickym komplexem
« Paroxysmalni chladova hemoglobinurie (PCH)
— IgG hemolyzin pusobici dvoukrokové pfi 0°C a 37°C
« AIHA polékova (DIHA)

— Protilatky proti Iéku nebo jeho metabolitim a/nebo
klasické tepelné autoprotilatky



Patofyziologie

« Destrukce/hemolyza erytrocytu v dusledku vazby protilatky
a/nebo komplementu na antigenni determinant

— Intravaskularné i B I
. Dominantn& u PCH a CAD, vzacné u WAIHA \Yf \Y{,
» Pfes CR1 erytrocytl /nosi¢ Knops :
. Jen nékteré protilatky: auto + ABO, Jk, Vel, Le?, PP,PX '
— Extravaskularné
» Prevazné u WAIHA, také CAD
« Pres FcyR I-1ll sleziny — expresi reguluje INF — zavislost na ADCC
» Pfes CR1 receptory makrofagu jater
» IgA FcR pusobeni v destrukci nejasné
— Vychytavani senzibilizovanych erytrocytu pfisluSnymi receptory
— Kompletni destrukce erytrocytu/ i.v. hemolyza vs. ztrata casti
membrany/zména tvaru/ fagocytoza

antigen
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« Antigeny T- independentni

— Polysacharidové sloucCeniny,
polymery, polyklonalné aktivuji
B bb.

— Stimuluji imunitni odpovéd az ve
vysokych davkach

— VétSinou mikrobialni pavod

— Aktivuji B bb. bez MHC-T pomoci

Poly-CARBOHYDRATE
ANTIGEN - repeating
antigenic determinants

« Antigeny T- dependentni
— V komplexni strukture obsahuiji
proteiny
— Stimuluji imunitni odpoveéd jiz v
nizkych davkach
— Cizi nebo alterované autologni
proteiny

— Prezentace antigenu vyzaduje pro
aktivaci B bb. pomoc T,, bb.

PROTEIN ANTIGEN
NO repeating
Antigenic determinants

o
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Requires T Cell help
IgM = IgG -~ IgA
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« Cil: Prukaz autoprotilatky

. PAT /protilatky senzibilizuji erytrocyty in vivo

. NAT /volné protilatky v plazmé nebo eluatu

munohematologicka vysetreni

na erytrocytech
v plazmeé
v eluatu

Hodnoti se aglutinace nebo hemolyza
Antiglobulin s anti-IgG, -C3d/povinné slozeni
» Beézné screeningové testy
* Pfi 37°C /télesné teploté
* VcCetné enzymovych testu




Imunohematologicka vysetreni

— Pfi pozitivité screeningového testu identifikace protilatky pro objasnéni
jeji specifity
» Panspecifické - Panspecifické+Rh specifické (anti-e,-Ce) - Rh specifické
(anti-f, -Ce, -e)

3. Test pro detekci chladové protilatky
— Screeningovy solny test pfi 20°C /pool erytrocytu
— Pri pozitivnim vysledku odliSit patologickou chladovou protilatku od benigniho
chladového aglutininu
1. Titr =512 zkumavkovy test 4°C (proti alogennim i autolognim erytrocytim)
2. Teplotni reaktivita protilatky dosahuje 30°C
— Soucasné prikaz anti-l (pupecCnikoveé erytrocyty /solny test pfi 20°C)

I Nemusi se jednat o protilatky v ramci CAD (booster efekt tepelnych protilatek -
negativni reakce v testu 20°C po jejich odstranéni tepelnou adsorpci)




« Stanovit vyznam protilatky — typ probihajici hemolyzy, predpokladana
odezva na transfuze
— Chladovy typ
— Tepelny typ
— Kombinace obou typu
« UrCit mnozstvi protilatky vazané na erytrocytech i volné v plazmé

— Titr/fedéni AGH + urceni titraCniho skére (vs. FCM)
x Ze sily 1. reakce nelze ziskat validni informace
x  Neprecenovat kvantifikaci, ne vzdy je pfima souvislost mnozstvi protilatky s hemolyzou

« Odlisit imunologicky typ protilatky
— Auto vs. aloprotilatky /transfuziologicky vyznam /adsorpce-eluce
— IgM vs. IgG /diagnosticky vyznam/ redukéni Cinidla DTT, termodestrukce

Spravna diagnoza = vySetreni zhodnotit v kontextu klinickych i
laboratornich nalezu. Senzitivita PAT 99 %, specifita 92 %.




Dalsi specifikace protilatek pomoci antiizotypovych,
antiidiotypovych, antikomplementovych protilatek

Anti-ldiotypic
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Abs v plazmé| PAT Abs v eluatu Specifita Ab
WAIHA IgG (+A/M) lgG/C3 IgG panreaktivni (+ anti-e)
CAD IgM C3 nereaktivni I-i-Pr
PCH lgG C3 nereaktivni P
Kombinovana IgG,M lgG/C3 IgG panreaktivni
Léky lgG lgG/C3 lgG Casto odvozené od Rh




VysSetfeni CAD




Vysetreni WAIHA
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Transfuzni léCcba

« Komplikovana situace, vyzaduje Cas na dosSetreni

— Problémy pfi stanoveni krevni skupiny aj. antigenu
» Hilasi je i pfi ovéfeni skupiny u lizka pacienta
» Vyzaduji zafazeni promyvacich krokd
» Genotypizaéni vySetfeni pfi alteraci antigen(
— Problémy pri vySetreni nepravidelnych protilatek
» Adsorpéni techniky /auto vs. aloadsorpce/zviasté transfundovani pacienti
* Elucni testy

— VeétSinou inkompatibilni transfuze
« Alespon v zakladnich antigenech shodné s pacientem
» Bez antigenu odpovidajiciho aloprotilatce (15-43 % pacientl aloimunizovanych)
* Respektovat hemolyzujici auto-anti-e /R2R2 darci
Testy kompatibility po adsorpci autoprotilatky
Tolerance transfuze pacientem a potransfuzni hemolyza / hyperhemolyza
Riziko potransfuzni imunizace

N ) )




Indicie pro ,AlHA problem”

— Spontanni aglutinace erytrocytu pfi 20° nebo 30°C
— Hemolyza v testu s enzymovanymi erys pfi 20°+30°C
— Komplikace pfi typizaci antigenu

— Kilinicky hemolyticka anemie + protilatky 20°+37°C negativni + PAT
pozitivni (PCH)

— Cave kvalita vzorku — udrzet teplotu 37°C, neponizit protilatku

- WAIHA
— Komplikace pfi vySetreni protilatek + v testech kompatibility
— Komplikace pfi vySetfeni antigenu
— Klinicky hemolyticka anemie + PAT negativni (eluat?)




Polekova AIHA

« Heterogenni skupina nemoci (autoimunita + alo-like imunita)
« 1:1000AIHA
« 1:1000 000 lidi
« Znamych pres 150 provokujicich leku
— Lék jako pravdépodobna priCina (po vysazeni pfiznaky mizi)

« Dif. dg. slozita = verifikace |Iéku jako pfiCiny hemolyzy/ prikaz protilatek
1. Lék-dependentnich (pfidani Iéku je nutné k prikazu v in vitro reakci)

2. Lék-independentnich (autoprotilatky jsou sice navozené Iékem, ale k prokazani
reaktivity nevyzaduiji pfidani léku)

— Prikaz v praxi obtizny: ¢asto kombinace nalezu, neimunitni vazba léku,
pritomnost koincidentni AIHA; testy in vivo nelze provadét




Imunitni odpoved na leky

Zavisi na faktorech ovliviujicich vznik konjugatu Iék + protein
» Charakter nosi¢ské molekuly (I€k = hapten pro proteinové struktury)
» Stupen konjugace protilatky s makromolekulou (epitopova denzita proteinu)
» Typ chemickych vazeb mezi nimi (nizkoafinitni = slabé kovalentni)

? Jak tedy Iéky funguiji pfi vzniku protilatek

» Neékolik puvodnich hypotéz - rigidni ilustrativni schéma
1. Typ adsorpce léku (PNC typ, protilatky jen proti I€ku)
2. Typ nonpenicilinovy (imunokomplexovy, protilatky proti Casti Iéku i proti
membrané erytrocytu)

3. Typ pravych autoprotilatek (methyldopovy, protilatky proti membrané
erytrocytu)
4. Typ nonimunitni (antialbuminovy, pasivni adsorpce)




Imunitni odpoved na leky

— Pozdeji jednotny koncept

pro typy 1.- 3./ zachovan samostatny 4. nonimunitni typ

1. krok: Komplex lIék nebo jeho metabolit + nosiCska makromolekula
— konjugat |ék + membranovy protein

\J
2. krok: Zmeéna slozeni membrany - vznik nového epitopu
,2neoantigen”
\)

3. krok: Proti tomuto cizimu imunogenu se tvori protilatky
» Lék-dependentni (adsorpce + nonpenicilinovy typ)
» Lék-independentni (typ pravych AIHA autoprotilatek)

fppt.com



| ék-dependentni protilatky

— Specifita ur€ena ¢asti Iéku nebo
spoleCnou Casti Ieku i membrany

— Vazba protilatky na samotny Iék
nebo na membranu nefunguje

— Hemolyza po velké i malé davce
léku

— PAT IgG+ a/n C3+

— Reaguji v pritomnosti Iéku, jen
vzacne je in vitro Ize navazat na
erytrocyty, s enzymy zesileni
reakci

« Lék-independentni protilatky

— Navozené alteraci membrany
|ékem-vazebna mista se vSak
nemeni

— Epitopem jsou proteiny membrany
— Podobné pravym autoprotilatkam

— Vazba protilatky na pacientovy i na
normalni erytrocyty, neodlisi se od
WAIHA

— PAT IgG+
— Reakce nevyzaduje pfitomnost Iéku




Diagnoza polekove AIHA

Opira se o0 anamnestickou informaci o poziti Iéku
Po vysazeni Iéku zlepseni klinického i laboratorniho nalezu
Rekurentni nemoc po opakovaném nasazeni léku
Chybi typicky imunohematologicky nalez
— VeétsSinou tepelny typ autoprotilatek
Testy s pouzitim Iéku — sérum reaguje v pritomnosti IEku nebo s
erytrocyty konjugovanymi s lékem
* Pro in vitro prukaz obvykle nelze navazat 1€k na erytrocyty
» Prukaz pfi reakci lIék + erytrocyty + protilatka (sérum pacienta)

Transfuze jako u AIHA s tepelnymi protilatkami




Kazuistika




Kazuistika

« Donoseny, zdravy 2,5 mesicni chlapec
* Doma spavy, Zluté zbarveni kiiZe a sklér

« Laboratorni parametry

— Hb 56 g/l, ery 1,40 T/I, HTK 0,15 %, MCV 105 fl, rtc 740 x10°/, LFR 58
MFR 19 HFR 22 %, anisocyt6za

— bilirubin 65 umol/l, LD 20 ukat/I

« Kilinicky malo vyjadreny anemicky syndrom
* Pracovni diagnoza hemolytické anemie

« Anamnéza negativni?

— Absolvoval 2. davku povinného oCkovani hexavakcinou pfed 14 dny
« zaskrt, tetanus, davivy kasel, hepatitida B, haemophilus influenzae, détska obrna




Imunohematologicke vysetreni

= statimoveé predtransfuzni vysetreni /180 ml ERDO
* Problémy s uréenim erytrocytarnich antigenu
* Problémy pfi stanoveni PAT

* Problémy s urCenim antierytrocytarnich protilatek
* Problémy pri testech kompatibility

« Jediny benefit: ditée doposud netransfundované
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retikulocyty
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Plazma




erytrocytu dle jejich specifické hmotnosti

« Jednoducha centrifugace erytrocytu ve sklenénych
mikrohematokritovych kapilarach

» Diferenciace novotvorenych retikulocytu od starSich erytrocytu
(specificka hmotnost rtc 1,078 vs. ery 1,114)
— Casté pouziti pro odlieni autolognich a transfundovanych erys
— Cerstvy EDTA vzorek, centrifuga, mikrohematokritové kapilary, plastelina,
jehla, pilnik
— Sedimentem promytych erytrocytd naplnit
kapilary-zatavit konec-centrifugovat-odfiznout
konec kapilar-vyplachnout horni vrstvu




Dalsi vySetreni

Chladové aglutininy nezjistény
Nepravidelné protilatky 37°C papain/NAT vSe 3+/ erys cord 3+
37°C solny test vSe 1+ / erys cord negativni
Testy kompatibility O D-ccee K-Jka-S- reakce 3+
VySetfeni eluatu
— Mrazena eluce - prukaz ABO protilatky proti A,B,0 erys/NAT: vSe reakce 1+

— Kysela eluce - prukaz nepravidelné protilatky proti screening. erys: reakce 4+
- identifikace autoprotilatky: panspecifické/nespecifické reakce

Plazma po adsorpci /WAIHA autoadsorpce na erytrocyty PAT-
ziskané eluci

— Proti erytrocytlim screeningovym + cord /papain + NAT: negativni
— Pouzita pro dalSi testy k vysyceni |ék-independentnich autoprotilatek




Rozvaha

 Jednoznacéne WAIHA
— Tepelné panspecifické autoprotilatky + anti-|
* Postvakcinacni?

— Lék dostupny — ale mimo seznam inkriminovanych lékd — proto testovani na
polékovou AIHA

» VysSetfeni Casové naroCné a zatézujici v rutinnim provozu

x Nepfipravovany erytrocyty konjugované s Iékem — nejisty vysledek
« Malo léku, jaké pH? vazba |éku? jaka pozitivni ctl?
v' Testovani séra na lék-dependentni protilatky (reaguji v pfitomnosti 1éku)
Sérum po adsorpci Iék-independentnich autoprotilatek (WAIHA autoadsorpce)
+ erytrocyty + lék
— Relevantni kontroly




Polekova AIHA

Sérum po WAIHA adsorpci + erytrocyty v pfitomnosti |éku

Interpretace vysledkd
NAT hodnoceni

» [sérum pac. +1ék + erys DK pozitivni pozitivni, protilatka proti |éku
sérum pac. + FR + erys DK negativni negativni, bez protilatky

» |sérum pac. +ék + C + erys DK pozitivni pozitivni, protilatka proti |éku
sérum pac. + FR+ C +erys DK negativni negativni, bez protilatky
lék + C + erys DK negativni negativni
FR + C +erys DK negativni negativni




Sérum po WAIHA adsorpci + erytrocyty v pfitomnosti Iéku

v Sérum pacienta + Iék + erys DK
Sérum darce  +|ék + erys DK

Sérum pacienta + FR + erys DK

OlEKOVa

NAT
37°C
pozitivni

negativni

negativni

fppt.com



Prubeh

Chronicky pfi terapii kortikoidy
Do 2 mésicu

— Regrese v ctl

— Urceni antigenu

— Zmeéna avidity protilatky

— Relativné stacinarni KO: Hb cca 70 g/, rtc 700 G/I; bilirubin 50-70 umol/Il
Za 3 mesice

— Stale aktivni onemocnéni/ produkce protilatky
— Zména léCby
— Co dal? Forum (steroidy, IVIG, Rituximab, Bortezomib, splenektomie)
Za vice jak 4 mésice stacionarni nalez, relativné kompenzovana
hemolyticka anemie Hb cca 70-80 g/, bilirubin 50 umol/l
— Anti-CD20 + kortikoidy




strerum omnium maglster USus
Praxe je ucitelkou vSech véci

Pri suspiciu na AIHA
« Diferencovat nalezy
— Ru0Ozné ,nespecifické” pri€iny PAT+ (NAT+)
— AIHA ,sérologicka® vyZzaduje jiny pfistup
— Rada zbyte&nych a nakladnych vy3etieni
« Odlisit typ AIHA
— Nezameénovat boost efekt tepelné protilatky za kombinovanou AIHA
« Spravné urcit erytrocytarni antigeny
» RozliSit a specifikovat aloprotilatky
— Kompatibilita transfuze s ohledem na aloprotilatky
— Prubézné verifikovani nalezu protilatek?




Dékuji za pozornost



