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ANOTACE

Tato bakalarskd prace se zabyva autoimunitnimi hemolytickymi anémiemi, piedevSim se
zaméfuje na autoimunitni hemolytickou anémii s tepelnymi protildtkami (WAIHA). V Givodni
¢asti je popsana membrana erytrocytu, vznik a zanik erytrocytu, protilatky a antigeny. Nasledné
se prace vénuje jednotlivym typlim autoimunitnich hemolytickych anémii. Hlavni ¢ast prace
zabyvajici se WAIHA popisuje jeji vznik, pfiznaky, diagnostiku a na zavér jsou shrnuty

moznosti 1écby.
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TITLE

Autoimmune Haemolytic Anaemia

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the autoimmune haemolytic anaemias. The thesis focuses
predominantly on description of warm autoimmune haemolytic anaemia (WAIHA).
In the introduction part, the cell membrane, formation and destruction of red blood cells,
including their antigens and corresponding antibodies is described. In addition, other types
of autoimmune haemolytic anaemia are noted. The topical part of the thesis focuses on WAIHA

including the description of their emergence, diagnostics and treatment.
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UvVoD

Anémie jsou nejcastéjSim neonkologickym onemocnénim krve postihujici témér tietinu
populace. Autoimunitni hemolytické anémie tvofi jen zlomek anémii. Tento typ anémii
postihuje pfiblizn€ jednu tisicinu populace. Jde o anémie, které jsou zplisobeny nadmérnym
patologickd. Divod tvorby téchto protilatek a jejich druh je odlisny dle konkrétniho typu
onemocnéni. Diky autoimunitni povaze a nizké Cetnosti vyskytu té€chto onemocnéni nejsou
znamé vSechny mechanismy a pficiny jejich vzniku. Aktudlni 1écebné postupy pro tento druh
anémii zahrnuji podavani kortikosteroidii, monoklonalnich protilatek a imunosupresiv,
v nékterych piipadech také provedeni splenektomie. Nezbytna je podpirna 1écba
prostiednictvim suplementace vitamind, prevence vzniku trombozy a infekce.

Cilem této préce je popis autoimunitnich hemolytickych anémii, jejich Cetnosti, vniku,
ptfiznaki a aktudlni 1écby. Nejvetsi pozornost je v praci vénovana autoimunitni hemolytické

anémii s tepelnymi protilatkami.
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1. Erytrocyt

1.1 Membrana erytrocytu

Béhem své cesty cévami prochdzi erytrocyt velkym mnozstvim deformaci, nutnou
flexibilitu poskytuje zejména jeho cytoplazmatickd membrana. Ta obsahuje 20 hlavnich
proteinti (napf. aktin, ankyrin, glykoforiny, prouzek 3, Rh komplex a spektriny) (tab. I) a asi
850 proteint vedlejsich (Lykotrafitis et al, 2014). Syntéza proteinli membrany je velmi dilezita
soucast diferenciace erytroidnich bun€k a je to jeden z prvnich krokl pii vyvoji erytrocytu

v kostni dieni (Andolfo et al, 2016).

Tabulka I — Nejvyznamnéjsi proteiny v membrané erytrocytu a jejich funkce

Proteiny v membrané
Funkce
erytrocytu
aktin molekularni spojeni skeletu
ankyrin propojeni spektrinu a prouzku 3
misto pro pfipojeni enzymu a deoxyhemoglobinu, kanal
prouzek 3 ‘
pro vymeénu iontd
spektrin ohebnost a deformabilita membrany
glykoforiny kanal pro vyménu iontd
Rh komplex detoxikace latek v bunikach

1.1.1 Proteiny v cytoplazmatické membrané erytrocytu

Hlavnim proteinem membrany erytrocytu je prouzek 3 (obr. 1) (oficialné
SLC4A1). Funkéné se vSak jednd o dva proteiny, které se formuji do tetramerd. Prvnim
proteinem je N-terminalni cytoplazmaticky periferni protein, ktery je klicovym mistem pro
pfipojeni glykolytickych enzyml a deoxyhemoglobinu (Kuter, 2022). Druhym proteinem
je C-termindlni integralni membranovy protein, ktery tvoii kanal pro vymeénu aniontl

a napomaha s vyménou oxidu uhli¢itého (Lux, 2016).
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Glykoforin C Glykoforin D

Glykoforin A Gl}fkoform B

B A
S Celatate et
(A X 3 N NN DD

o fetézec spektrinu
B fetézec spektrinu

Obrazek 1 — RozloZeni membranovych proteini erytrocytu (upraveno dle Kutera, 2022).

K prouzku 3 je prostfednictvim ankyrinu pfipojen spektrin (obr. 1). Ankyrin
je oteviend spirdlova struktura, ktera je slozena ze tfi opakujicich se usekd. V kazdém vldknu
spektrinu se opakuje nckolik tsekll s vazebnymi misty, na Sest vazebnych mist spektrinu se
vaze jeden ankyrin. Zaroven se na Sest spektrinovych vazebnych mist vaze jeden aktin, coz
vede k pseudohexagonalnimu uspotfadani skeletu membrany. Spektrin je slozen ze dvou
dlouhych ohebnych proteinovych vlaken o a B spektrinu. Tato vldkna jsou k sob& paralelni
a orientovand v opa¢ném smeéru. [zolované fetézce spektrinu se k sob¢ vazi elektrostaticky, po
spojeni se sepnou a zatoci se kolem sebe. Interakce mezi vlakny jsou slabé, coz jim umoziuje
se mirn¢€ odpojovat a klouzat kolem sebe, kdyz se membrana ohyba, smrst'uje, ¢i roztahuje.
Nekteré z tisekti spektrinu jsou nestabilni i1 za fyziologickych teplot. Toto vede k ojedinélému
mirnému rozplétani svinutych fetézci, coZ piispiva k deformovatelnosti membrany. Membrana
erytrocytu obsahuje také kratka dvousroubovicova vldkna nesvalového B aktinu (obr. 1), kterd
slouzi jako molekularni spojeni ve skeletu membrany. V1dkna aktinu jsou uloZena rovnobé&zné
s rovinou membrany a jejich vzajemna orientace je ndhodna (Lux, 2016).

Glykoforiny (obr. 1) jsou vyznamnym vazebnym mistem pro protilatky pfi
hemolytickych anemiich. Jde o transmembranové glykoproteiny, které poskytuji kandl pro
vyménu ClI" a HCO3 iontl. Glykoforiny tvoii 2 % vSech membranovych proteinti erytrocytu
(De Oliveira et al, 2010). Molekuly glykoforinti maji tii1 specifické oblasti: hydrofobni oblast,
cytoplazmatickou oblast a extracelularni oblast. Hydrofobni oblast pieklenuje lipidovou
dvojvrstvu, cytoplazmatickéd oblast obsahuje shluky bazickych zbytkl a nachézi se tésné pod
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povrchem cytoplazmatické membrany. Extraceluldrni oblast vy¢niva nad cytoplazmatickou
membranu (obr. 2). Existuji ¢tyti typy glykoforini v membranég erytrocytu. Glykoforiny A a B
se vyskytuji v hojnéj§im zastoupeni a nesou antigeny pro krevni skupiny typu MNsSU (Lux,
2016). Glykoforin A je nejcastéjsi, tvoti 80 % glykoforinli. Obsahuje zbytky kyseliny sialové,
¢imz zapficinuje vétsSinu negativniho néboje erytrocytu. Tento zaporny naboj je zasadni pro
interakce mezi dvéma erytrocyty, mezi erytrocytem a vaskularnim endotelem a mezi
erytrocytem a dal§imi krevnimi elementy (De Oliveira et al, 2010). Glykoforiny C a D jsou
na membran¢ zastoupeny méné cCasto. Nesou antigeny pro Gerbichovy krevni skupiny

a interakcemi s dal$imi membranovymi proteiny vazi aktinovy junkéni komplex s membranou

(Lux, 2016).

00® 30 o)
10 f%\
40
Q Q
(% ] O
20 &S
Extracelularni oblast Extracelularni prostiedi
glykoforinu 50 500

Lipidova dvojvrstva

RERERRDERR A RURRRERRD R
5 55 85 B e §E£§ i i B Bl Y

Obrazek 2 — Struktura glykoforinu (upraveno dle Xia et al, 2013).

Své misto na membrané erytrocytu maji 1 Rh proteiny RhD, nebo RhCcEe. Tyto
proteiny jsou kodovany geny RHD, nebo RHCE lokalizovanymi na kratkém raménku
chromozomu 1 (Westhoff, 2007). Rh proteiny jsou polypeptidové tetézce
0 417 aminokyselinach. Retézce membranou erytrocytu prochazi 12krat, na vnéjsi strané
membrany tvofi 6 smycek, na kterych se nachazeji vlastni antigeny (obr. 3). Dva stejné Rh

proteiny se spojuji v Rh komplex spolu se dvéma fetézci RhAG (glykoprotein asociovany s Rh),
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k tomuto tetrameru byvaji nekovalentnimi vazbami ptipojeny dal§i membranové struktury,
nejcastéji glykoforin B, nebo LW glykoprotein (Lewis) (Avent et al, 2000).

Rh komplex je nejvice imunogenni struktura na membrané erytrocytu a tvofi nevice
polymorfni systém krevnich skupin. Rh komplex se podili na udrzovani mechanickych
vlastnosti erytrocytu diky interakcim se spektrinovou kostrou prostfednictvim ankyrinu. Dalsi
funkei Rh komplexu je ui€ast na detoxikaci latek v bunikéch, protoze struktura RhAG poskytuje
kanal pro vyménu NHs" a H" (Kim et al, 2006).

C(SerlVe(Pro)  E(Pro)/e(Ala)

103(Ser)  226(Ala) RHCE lmmn A AN

p F\'l I{ 2 0% ! \ Extracelulami prostiedi — |
¢ ] ; [ praova avo) ¢ ! \ A\ \
Ly r - . ’,l' S )
,'r e f . & Intraceluldrni prostiedi \J o, l\_)'l
N / k - NEL COOH(417)
Pa;mim COOH(417)

cnkema slofka
RhAG .~

NOANN -~

NH: VAN COOH(109)

Obrazek 3 — Rh proteiny v membrané erytrocytu (Ala — alanin, Pro — prolin, Ser — serin, RhAG — glykoprotein
asociovany s Rh, RhCE — Rh protein s antigeny C a E, RhD — Rh protein s antigenem D), (upraveno dle Shaz,
2009).

1.1.2 Lipidova dvojvrstva

Lipidova dvojvrstva plsobi jako bariéra pro zadrZzovani iontd a molekul uvnitf
erytrocytu. Molekuly a ionty mohou membranou prochidzet pomoci transmembranovych
proteinii (Mohandas et al, 2008). Mezi erytrocytem a okolni plazmou existuje kationtovy
gradient s vysokym podilem K* v bufice. Unikajici draselné ionty jsou pumpovany zpét
do bunky pomoci sodnodraselné pumpy vyménou za sodné ionty za spotieby ATP
(Andolfo et al, 2016).

Lipidova dvojvrstva je tvofena ekvivalentnim mnoZstvim cholesterolu a fosfolipidd.
Cholesterol je v membrané uloZen rovnomérné, ale fosfolipidy jsou distribuovany asymetricky
(Mohandas et al, 2008). Vnéjsi ¢ast membrany hraniCici s extracelularnim prostorem a je

tvofena cholinovymi fosfolipidy, fosfatidylcholinem a sfingomyelinem. Vnitini ¢ast membrany
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hrani¢ici s cytozolem obsahuje pifedevSim aminofosfolipidy, fosfatidylethanolamin
a fosfatidylserin. Asymetrické rozlozeni fosfolipidl je zajisténo specifickymi enzymy, ATP
dependentni translokazou a Ca®* dependentni skramblazou. Ztrata asymetrického rozloZeni
fosfolipidi. vede knaruSeni membrany a odstranéni erytrocytu z  ob¢hu

(Stevens-Hernandez et al, 2022).

1.2 Zivot erytrocytu
1.2.1 Erytropoéza

Zraly erytrocyt je bezjaderny krevni element bikonkavniho tvaru, jehoz hlavni funkci
je transport krevnich plynii télem. Erytropoéza je slozity vicestupiiovy proces vyvoje erytrocytu
od zékladni hematopoetické kmenové bunky (HSC) az po zraly erytrocyt. U plodu probiha
ve zloutkovém vaku, slezin€ a fetalnich jatrech. Béhem 20. tydne vyvoje plodu se erytropoéza
presouva do kostni diené, kde HSC zlstavaji a poskytuji zdroj erytropoézy pro postnatalni Zivot
(Dzierzak et al, 2013).

Erytropoéza je regulovana zejména erytropoetinem, coz je humoralni cytokin, ktery
se do krevniho ob¢hu dostava z ledvin, ve kterych je syntetizovan. V krvi erytropoetin cili
na HSC, na kterych se vaze na erytropoetinové receptory. Navazanim erytropoetinu
na receptory se spousti kaskada aktivacnich reakci a zaroven dojde k zdniku molekuly
erytropoetinu i receptoru (Zivot et al, 2017). Interakci HSC a dalSich rstovych faktor vznikne
struktura oznacovand jako BFU-E (jednotka tvofici shluky pro cervenou krevni fadu).
Na BFU-E plisobi opét erytropoetin a rychlym délenim a diferenciaci vznika struktura CFU-E
(jednotka tvofici kolonie pro cervenou krevni fadu). Dal§im vznikajicim stadiem
je proerytroblast, ktery se po dobu 2-3 dnli zmensuje a jeho jaderny chromatin se kondenzuje.
Ve stadiu proerytroblastu za¢ind syntéza hemoglobinu. Intenzita syntézy hemoglobinu a jeho
akumulace postupné roste ve stadiich bazofilniho, polychromniho a orthochromniho
normoblastu Ve stadiu bazofilniho normoblastu zafina syntéza membranovych proteint, a to
predevsim spektrinu, ankyrinu a prouzku 3. Ve stadiu orthochromniho normoblastu dochazi
k findlni fazi diferenciace, k enukleaci. Toto vypuzené jadro je nasledné fagocytovano
makrofagy. Vznikla struktura se nazyva retikulocyt, ma kulaty tvar a stadle obsahuje zbytky
organel, jejichz soucasti byla RNA. Retikulocyt se uvoliuje do krevniho obéhu, kde béhem 24
hodin dochazi k tiplnému dozrani v erytrocyt (obr. 4) (Stevens — Hernandez et al, 2022).
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Obrazek 4 — Erytropoéza (HSC — hematopoeticka kmenova buiika, BFU-E — jednotka tvotici shluky pro éervenou
krevni fadu, CFU-E — jednotka tvofici kolonie pro Cervenou krevni fadu, ERY — erytrocyt), (upraveno dle
Stevens — Hernandez et al, 2022).

1.2.2 Zanik erytrocytu

Erytrocyt pieziva v krevnim ob&hu prumérné 120 dni a poté podléha destrukci. Prvni
typ zaniku je intravaskuldrni hemolyza, kdy se erytrocyt rozpada v cévach. Rozpad miize byt
zpisoben piimo erytrocytem (= korpuskularni hemolyza). Béhem Zzivota na erytrocyt ptsobi
oxidacni stres, coZ poskozuje membranu. Tyto starnouci erytrocyty urené k destrukci jsou
oznac¢ovany protilaitkami pro vychytdvani makrofagy. Dalsi pfi¢ina rozpadu je v okoli
erytrocytu (= extrakorpuskularni hemolyza). Okolni vlivy zptsobujici hemolyzu mohou byt
imunitni, kdy se IgM protilatka, nebo méné casto dvé IgG protilatky, navazi na erytrocyt
a aktivuji klasickou drahu komplementu. Destrukce erytrocytu je tedy zprostiedkovana pomoci
termindlniho komplexu komplementu (obr. 5). Muze dochazet i k nepfimé imunitné
zprostfedkovavajici destrukci erytrocytu, kdy je erytrocyt opsonizovan meziprodukty
komplementové kaskady a poté je fagocytovan makrofagy (Thiagarajan et al, 2021). Hemolyza
zpisobena vnéj$imi vlivy miiZze byt také neimunitni povahy, kdy na membranu plisobi toxiny
nebo dochdzi k mechanickému poskozeni (Keohane et al, 2016).

DalSim typem zaniku erytrocytu je extravaskularni hemolyza. Erytrocyt je mimo cévu
opsonizovan IgG protilatkami, ¢imzZ je oznaCen pro likvidaci tkannovym makrofagem. Makrofag
poté erytrocyt velmi u¢inné fagocytuje pies Fc receptor (obr. 5). Uvolnény hemoglobin
z rozpadlého erytrocytu i jeho zbytky jsou fagocytovany tkanovymi makrofagy a vznikajici

bilirubin je uvolnény do okolni tkdné (Beutler, 2001).
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Obrazek 5 — Intravaskuldrni a extravaskulirni hemolyza indukovana protilaitkami (ERY - erytrocyt,
TCC — terminalni komplex komplementu, C — komplement), (upraveno dle Siddona et al, 2019).

2. Protilatky a antigeny
2.1 Protilatky

Protilatky jsou molekuly bilkovinné povahy, které tvoii 20 % vsech bilkovin v plazmé.
Jsou produkované B-lymfocyty. Antigen reaguje s receptory na B-lymfocytech, ¢imz jsou
aktivovany transkripni faktory. Transkripéni faktory spusti diferenciaci B-lymfocytu
na plazmatickou bunku, kterd produkuje protilatky. Tyto nové vzniklé protilatky jsou vysoce
specifické pro antigen, ktery spustil signal pro jejich tvorbu (Schroeder et al, 2010). Po odeznéni
imunitni rekce dojde k pfeméné Casti plazmatickych bun¢k v pamétové bunky. Tyto pamétové
bunky maji schopnost zrychlené tvofit protilatky piiopakovaném vystaveni antigenu
(Vaillant et al, 2023).

Zékladni strukturou protilatky jsou dva pary polypeptidovych fetézcl, dvou lehkych
a dvou t&7kych fetézcll. Retézce jsou spojeny disulfidickymi vazbami (obr. 6). Protilatku 1ze
v pantové oblasti rozstépit na tii ¢asti. Prvni dvé Casti tvofi rozvétvena ramena, ktera jsou
sloZena z ¢asti t€Zkého tetézce a celého lehkého fetézce. Tato ramena jsou ozna¢ovana jako Fab
fragmenty. Fab fragment je variabilni a na jeho koncich se nachazi vazebné misto pro antigen.
Tteti ¢ast protilatky je tvofena zbytky obou téZkych fetézcii. Tato ¢ast je oznaCovana jako Fc
fragment a je konstantni. Protilatky lze rozfadit do péti zakladnich skupin IgG, IgM, IgA, IgD
a IgE (imunoglobulin typu G, M, A, D, E) (obr. 6), jejichz celkova koncentrace v séru je asi
15 g/l (Gerpe, 2021).
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Obrazek 6 — Struktura protilatek, (upraveno dle Gerpe, 2021).

IgG protilatky se vyskytuji pouze ve form¢é¢ monomerli, maji tedy velmi nizkou
molekulovou hmotnost. Jejich koncentrace v séru je pfiblizné 10 g/l. Jsou tvofeny pievazné
béhem sekundarni imunitni odpovédi a aktivuji klasickou drahu komplementu
(Vaillant et al, 2023). Protilatky typu IgG se vazi na specifické receptory na povrchu placenty,
kterou prochazi a chrani plod pfed infekénimi chorobami, proto jde o nejhojnéjsi protilatky
v krvi novorozence. Rozdéluji se do ¢tyt podskupin, z nichz nejvyznamnéjsi svou vazebnou
silou je typ IgG1. Typ IgG2 ma zvlastni schopnost obrany proti opouzdienym bakteriim, které
jsou imunitnim systémem téZko rozpoznatelné. Typy IgG3 a IgG4 se podileji na ochrané pred
virovymi infekcemi (Gerpe, 2021).

IgM protilatky jsou formovany do struktury pentamerti, jde o protilatky s nejvetsi
vazebnou silou (pfedstavuji naptiklad protilatky proti krevnim skupinam). Jejich koncentrace
v séru je priblizné 1,5 g/l. Vzhledem k pentamerové struktufe maji vysokou molekulovou
hmotnost, nedokazi tedy opoustét krevni fecist¢ a plsobi pouze intravaskularné. Tvori
se pfedev§im b&hem primarni imunitni odpovédi a aktivuji klasickou drahu komplementu.
Zaroven se monomery IgM protilatek vyskytuji jako receptory na B-lymfocytech
(Vaillant et al, 2023).

Protilatky tidy IgA se v téle vyskytuji ve dvou variantach, jako monomer se vyskytuji
v séru, kde je koncentrace asi 3 g/l (Vaillantet al, 2023). IgA chrani epitelidlni povrchy
respiraniho, traviciho a urogenitdlniho systému, pro tyto ucely je IgA ve formé& dimeru
s ptipojenou sekrecni komponentou. IgA protilatky se hojné€ vyskytuji v matefském mléce

a poskytuji pasivni imunitni ochranu novorozence (Woof et al, 2006).
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2.2 Antigeny

Antigeny jsou struktury na povrchu buné€k, které jsou schopné vyvolat imunitni
odpovéd’. Nachazeji se na povrchu cizorodych bun¢k a vyvolavaji reakci vedouci k destrukci
cizorodé bunky. Antigeny jsou i na povrchu vlastnich bunék a za normdalnich okolnosti nijak
nereaguji. Antigenem muze byt naptiklad molekula glykolipidu, nebo glykoproteinu, u nichz
za antigenni specifitu odpovida cukerna slozka. Antigeny mohou byt také lipoproteinové
povahy, u nichz za specifitu zodpovida bilkovinna ¢ast (Dean, 2005).

Na povrchu erytrocytli jsou antigeny zodpovédné za rozliSovani krevnich skupin.
Je znamo pfiblizn¢ 250 antigenti krevnich skupin, které jsou roziazeny do 23 systému
(naptiklad ABO, Rh, Kidd, Duffy). Stile se vSak objevuji antigeny krevnich skupin cekajici
na zatfazeni do systému. Znalost antigenni specifity erytrocyti je vyznamna ptedev§im pro

ptedejiti potransfuznim reakcim (Pourazar, 2007).

3. Autoimunitni hemolytické anémie

3.1 Autoimunitni onemocnéni

Autoimunitni onemocnéni jsou rozmanitou Skalou stavl zplsobenych poruchou
imunitniho systému, jez zplsobuje reaktivitu vi¢i vlastnim antigenim. Autoimunitni
onemocnéni jsou zpisobena aberantni reaktivitou T a B-lymfocytli vyvolanou kombinaci
genetické predispozice a faktoru prostfedi. Autoimunitni onemocnéni postihuji osoby
jakéhokoliv v€ku s vétsi Cetnosti u Zen. Projevy téchto onemocnéni jsou rlizné a zahrnuji akutni,
zivot ohroZujici stavy, 1 bezptiznakové drobné laboratorni odchylky (Piesetsky, 2023). Lze
jerozdélit na organové specifickd onemocnéni, kdy jsou autoprotilatky namifeny proti
konkrétnimu organu (napf. §titna zlaza u Hashimotovy tyreoiditidy) a orgdnovée nespecifické,
kdy jsou autoprotilatky namifeny proti antigeniim roztrouSenym po organismu (napf. jaderné
antigeny u lupusu) (Fairweather, 2007). U autoimunitnich onemocnéni se obvykle objevuji
stejné znaky: pfitomnost autoprotilatek, zanétlivé reakce, mononukledrnich fagocytt,
autoreaktivnich T-lymfocytl a zvySené mnozstvi plazmatickych bunék (Piesetsky, 2023).

Poskozeni tkani je zprostfedkovano n€kolika mechanismy. Nejcastéji se autoprotilatky
navazi na buniku nebo tkan dle své specifity, a spusti klasickou drahu komplementu, nebo
fagocytozu. Dal$i mechanismus poskozovani tkani nastava, pokud autoprotilatky reaguji
s receptory na povrchu cilové struktury a méni jejich funkci (naptiklad autoprotilatky proti

tyreotropinovému receptoru blokuji stimulaci §titné Zlazy, coZ mé za nasledek vznik Gravesovy
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choroby) (Fairweather, 2007). Pti nékterych onemocnénich dochazi ke vzniku imunokomplexi.
Imunokomplexy se hromadi v ledvinach a aktivuji klasickou drahu komplementu. Néktera
onemocnéni jsou zprostfedkovana bunécné prostrednictvim T-lymfocytt. Antigen specifické
CD4" (diferencia¢ni jednotka) pomocné T-lymfocyty (Th-lymfocyty) stimuluji produkci
autoprotilatek a cytotoxické CD8" T-lymfocyty (Tc-lymfocyty) pfimo poSkozuji, nebo
usmrcuji cilové bunky (Piesetsky, 2023).

3.2 Hemolytické anémie
O diagnézu anémie jde, pokud mnozstvi hemoglobinu v krvi klesne pod 130 g/l u muzt

a 120 g/l u zen (fyziologické hodnoty: muzi 135-175 g/, zeny 120-160 g/1), nebo pokud hlesne
hematokrit pod 39 % u muzi a pod 35 % u Zen (fyziologické hodnoty: muzi 44+5 %, zeny
35+4 %). Hemolytické anémie vznikaji zvySenym rozpadem erytrocytl z raznych pficin.
Typickym nalezem pro tyto anémie je zvySeni koncentrace nekonjugovaného bilirubinu v séru,
aktivovana cervend krevni fada v kostni dieni a retikulocytéza v krevnim obrazu
(Dhaliwal et al, 2004). V pfipadé¢ autoimunitnich hemolytickych anémii je hemolyza
zprostiedkovana autoprotildtkami namifenymi proti povrchovym antigenlim na erytrocytech.
Autoimunitni hemolytické anémie jsou skupinou vzacnych onemocnéni, u nichz patologicky
pusobi rizné typy autoprotilatek (tab. II) (Hoffman, 2009).

Tabulka II — Autoimunitni hemolytické anémie, jejich cetnost a typ figurujicich protilatek

(WAIHA-autoimunitni hemolytickd anémie s tepelnymi protilatkami, CAIHA — autoimunitni hemolyticka

anémie s chladovymi protilatkami, CAD — nemoc chladovych aglutinint, IgG/A/M - imunoglobulin
typu G/A/M)

Druh autoimunitni hemolytické Cetnost onemocnéni | Typ protilatky
anémie na 100000 osob zpusobujici hemolyzu
WAIHA 1-3 IgG, IgM
CAIHA 0,3 IgG, IgA, IgM
CAD 1 IgG, IgA
Paroxysmalni chladova

hemoglobinurie 0-04 g0
Evansiiv syndrom 0,18 IeG
Hemolytické onemocnéni novorozence 3-80 IgG
Léky indukovana anémie 0,1 IgG
Infekci indukovana anémie - IgM, IgG
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3.2.1 Autoimunitni hemolyticka anémie

Nejvyznamngjs$i onemocnéni v této praci je autoimunitni hemolyticka anémie (AIHA)
to je soubor onemocnéni zptisobené protilatkami namifenymi proti erytrocyttim. Tyto protilatky
jsou dale déleny dle specifické teploty, pii které jsou jsou schopné se navazat na antigen
Autoimunitni hemolytickd anémie s tepelnymi autoprotilatkami (WAIHA) je nejcastéjSim
typem AIHA, jde asi 0 48—70 % vsech piipadi. Uinkujici protilatky jsou aktivni pfi teplotach
37-40 °C (Kuter, 2022). Jde o pomérné vzacné onemocnéni, jehoz Cetnost je 1-3:100000,
Umrtnost je asi 10 %. Zeny jsou timto onemocnénim ohroZeny dvakrat Castdji nez
muzi. Onemocnéni se muze projevit v jakémkoli veku, ale nejcastéji postihuje osoby ve véku
50-70 let, u déti je zvySena Cetnost onemocnéni okolo 4. roku zivota (Gehrs et al, 2002).

Méné¢ Casta je chladova autoimunitni hemolytickd anémie (CAIHA). Tento typ pokryva
asi 16-32 % ptipadd AIHA. Chladové protilatky jsou aktivni pfi teplotich 0-4 °C a pii
fyziologickych teplotdch lidského organismu nemaji tyto protilatky k erytrocytim témét
zadnou afinitu (Gehrs et al, 2002). V 90 % ptipadt je hemolyza zprostiedkovana protilatkami
typu IgM, v menSim mnoZstvi se mnohou objevit autoimunitné aktivni IgG, nebo IgA
(Bass et al, 2014). Chladové protilatky se docasné vazi k erytrocytim a aktivuji komplement.
Na erytrocyty se vaze protein komplementové kaskady faktor C3, coz oznaci erytrocyty pro
fagocytozu makrofagy v jatrech. Ztidkakdy je destrukce erytrocytu zptisobena terminalnim
komplexem komplmentu (TCC). Tento typ AIHA postihuje zpravidla ¢astéji Zeny nez muze
star§i 70 let. Pouze ojedinéle mohou pacienti trpét obéma typy AIHA zaroven
(Gehrs et al, 2002). CAIHA byva Castéji chronickd nez akutni a pti béZzné prohlidce pacienta
forma, doprovazi ji ptiznaky jako je horeCka, bledost, ikterus, hepatosplenomegalie,

tachykardie, angina pectoris, nebo srde¢ni selhani (Bass et al, 2014).

3.2.1.1 Nemoc chladovych aglutinin

Zvlastni formou CAIHA je nemoc chladovych aglutininii (CAD), pfi tomto onemocnéni
se klonalni lymfoproliferativni onemocnéni kostni dfené projevuje jako AIHA. Hemolyza
je zpiisobena TCC, nebo jsou erytrocyty fagocytovany po opsonizaci meziproduktem
komplementu C3b. Protilatky zplisobujici hemolyzu jsou chladové jejichz teplotni optimum je
3-4 °C. Obvykle jde o kombinaci monoklonalnich protilatek typu IgG a IgA. Onemocnéni
je vzacné, s Cetnosti 1:100000 a postihuje vyhradné dospélé bez pohlavni prevalence
(Gabbard et al, 2020). V krevnim natéru se obvykle objevuji sférocyty a aglutina¢ni shluky,
mohou se objevovat také retikulocyty a polychromatické erytrocyty (obr. 7) (Collie et al, 2023).

23



4
;60
00

Obrazek 7 — Krevni natér pacienta s CAD (1 — aglutinacni shluky, 2 — sférocyty), zvétSeni 100x,
(Collie et al, 2023).

Nejvyznamngéj$im 1é¢ebnym postupem je podavani transfiize erytrocytd a plazmaferéza.
Pti 1é¢bé ma velky vyznam udrZzovani pacienta v teple, a to predev§im koncetiny a oblicej.
Splenektomie je uc¢innd u CAD zprostiedkovanym pouze IgG protilatkami. Lécba steroidy se
k 1é€bé CAD nepouziva, jelikoZ na jejich podavani reaguje pouze 14 % pacientl a u vétSiny
znich je nutné dlouhodobé podavani nepiijatelné vysokych davek k udrzeni remise
(Berentsen, 2016). Pro 1é¢bu CAD jsou pouzivana léciva rituximab a fludarabin, jejichz
ucinnost je 76 % (monolécba rituximabem ma uspéSnost 50 %), avSak pii jejich uzivani
se objevuje mnozstvi vedlejSich ucinkl (Gabbard et al, 2020). Z tohoto diivodu se stale pracuje
na vyvoji léciv, jde predevSim o léCiva blokujicich komplementovou kaskadu. Vyuzivaji
se naptiklad anti-C5, nebo anti-C1 monoklonalni protilatky. Po podani obou téchto protilatek
doslo u pacientd k vyraznému zvysSeni mnozstvi hemoglobinu a snizeni mnozstvi pouzitych

transfuzi (Berentsen et al, 2020).
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3.2.1.2 Paroxysmalni chladova hemoglobinurie

Jde o komplementem zprostfedkované onemocnéni, které se projevuje jako CAIHA, jde
o jeho nejvzacnéjsi variantu s Cetnosti 0,04:100000 (Shanbhag et al, 2015). Nejcastéji postihuje
déti do péti let véku s hematologickymi malignitami (chronickd lymfaticka leukémie,
myelodysplasticky syndrom), nebo infekcemi (Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus
influenzae). Mize postihovat i dospélé trpici tercidlnim stadiem syfilis. Paroxysmalni chladova
hemoglobinurie se vyskytuje s vétsi Cetnosti u muzii (Jacobs et al, 2023).

Utinkujici polyklonalni IgG protilatky jsou namifeny proti polysacharidovému antigenu
na povrchu erytrocytu. Jsou aktivni pfi snizené teplote, kdy se navazi na erytrocyt a aktivuji
komplementovou kaskadu. K hemolyze dochazi, pouze pokud po aktivaci komplementu dojde
ke zvySeni teploty a protilatka se odpoutd od erytrocytu. Tim je dokoncena aktivace
komplementu a dochézi k lyze a uvolnéni hemoglobinu (Slemp et al, 2014). Onemocnéni
se projevuje rychlym nastupem akutni hemolyzy. Po podani transfiize erytrocytl a udrzovani
pacienta v teple dochazi k velmi rychlému zotaveni. V piipadé neustavajicich piiznakt
je mozné zapocit steroidovou 1é¢bu (Shanbhag et al, 2015).

V krevnim natéru se objevuje zvySené mnoZstvi neutrofilt s patologickou granulaci a
vakuolizaci. Casto se vyskytuje fagocytoza erytrocytli neutrofily a obéasné monocyty. Objevuji
se také aglutinacni shluky a fagocytdza trombocytl neutrofily. Erytrocyty byvaji patologické,
nejcasteji jde o schistocyty a sférocyty (obr. 8) (Li et al, 2016).
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Obrazek 8 — Krevni natér pacienta s paroxysmalni chladovou hemoglobinurii (A-B: zvySené mnozstvi
neutrofili s patologickou granulaci a vakuolizaci, fagocytéza erytrocyti neutrofily, 1 — schistocyty,
2 —sférocyty, 3 — polychromatické erytrocyty, C: fagocytdza erytrocytl monocyty, D: aglutinace erytrocytd,
E: fagocytoza trombocytl neutrofily), zvétSeni 1000x, (upraveno dle Li et al, 2016).

3.2.2 Evansiv syndrom

Jde o stav, kdy se zaroven, nebo samostatné, projevuje imunitni trombocytopenie
a AIHA. V 15 % ptipadd je stav doprovazen také imunitni neutropenii. Toto onemocnéni
je vzéacné, jeho cetnost je 0,18:100000 a postihuje predevsim déti do 13 let. Evansliv syndrom
se déli na primarni a sekundarni formu podle pficin jeho vzniku, ¢etnost téchto forem je 1:1
(Audia et al, 2020). Pfi¢iny vzniku primarniho Evansova syndromu nejsou zcela jasné,
predpokladd se vSak genetickd predispozice. U 40 % pacientii s Evansovym syndromem
se objevuje mutace na nékterém z gentl podilejicich se na imunodeficienci. U 25 % pacientl se
objevila mutace na jinych genech, které nemaji piimé spojeni s autoimunitnimi chorobami
au35 % se neobjevuje mutace na zZadném genu. K diagnoéze primarni formy onemocnéni
dochazi vyloucenim ostatnich pfi¢in (Hadjadj et al, 2019). Sekundarni Evanstiv syndrom
doprovazi zpravidla tato onemocnéni: autoimunitni lymfoproliferativni syndrom, systémovy
lupus erythematodes, autoimunitni hepatitida, hepatitida typu C, nebo tuberkul6za
(Pérez et al, 2018).
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Diagnéza je charakteristickd snizenym poctem krevnich elementli — trombocytl,
erytrocytl a ptipadné i neutrofilii. Mohou se objevovat patologické erytrocyty, a to schistocyty
a polychromatické erytrocyty (obr. 9). Nemoc se projevuje také zvySenym mnozstvim
bilirubinu a laktatdehydrogenazy v séru. Stézejni pro diagnostiku je vSak pfimy a nepiimy
Coombsiiv test, ktery potvrdi pfitomnost protilatek proti antigenim na erytrocytech,

trombocytech, nebo i neutrofilech (Kalfa, 2016).

3

Obrazek 9 — Krevni natér pacienta s Evansovym syndromem (1 — trombocyty, jejichz mnoZstvi je snizené,
2 —schistocyty, 3 — polychromatické erytrocyty, celkové mnozstvi erytrocytt je snizeno), zvétSeni 100x,
(Bhatnagara et al, 2020).

Lécbou je predevsim podavani kortikosteroidii (nejcastéji prednisonu), protoze maji
schopnost inhibovat vychytavani erytrocytl a trombocytl makrofagy. U chronickych piipadi
se z kortikosteroidli pfechdzi k podavani monoklondlni protilatky rituximabu. Lécivem, které
prokazalo uc¢inek pro lécbu Evansova syndromu, avSak jesté neni bézné pouzivano, je ester
kyseliny mykofenolové. To je imunosupresivum snizujici proliferaci lymfocyti
(Audia et al, 2020). Ve velmi vaznych ptipadech je mozné vyuziti transfize erytrocytl, nebo
trombocytl. Splenektomie je obvykle provadéna pouze u chronickych pacientti v téZkém stavu,

avSak ucinek u pacientl je rtizny. Navic provedeni splenektomie je zatizeno rizikem infekce,
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trombozy, nebo krvaceni. Splenektomie neni doporucovana u pacienti se sekundarnim
Evansovym syndromem, pokud je primarnim onemocnénim autoimunitni lymfoproliferativni
syndrom, protoze u téchto pacientl je zvySené riziko sepse a multilinedrni cytopenie

(Pérez et al, 2018).

3.2.3 Aloimunitni hemolyticka anémie

Tato nemoc vznikd pfi podani inkopatibilni transfize. NejprudSi reakce nastava pri
podéani nespravné transfuze v ABO systému. V takovém ptipad¢ k reakci dojde do n€kolika
minut jiz po podani 10 ml této transfiize. Pfiznaky jsou horecka, zimnice, hypotenze a nakonec
Sok. V ptipad¢ potvrzeni je 1éCebnym postupem pieruseni transfize, stabilizace krevniho tlaku,
protiSokova 1é¢ba a casnd hemodialyza. Pro toto onemocnéni je zésadni prevence zdmény
v krevni bance, a to dodrZzenim vSech postupt pii odbéru, vySetfenich, dokumentaci a vydani
transfuzniho ptipravku (Dhaliwal et al, 2004).

K aloimunitni hemolytické anémii mtze dojit také pfi transplantaci hematopoetickych
kmenovych bunék. Pii takovéto transplantaci jsou pfitomny darcovské lymfocyty, které mohou
produkovat protilatky proti erytrocytim piijemce. K takové hemolyze mize dochazet i pfi
transplantacich celych organi, kdy je zavaznost hemolyzy pfimo umérnd mnozstvi lymfocyta
a nejvyssi pii transplantaci srdee, nebo plic. Timto zpiisobem zprostfedkovana hemolyza miize
byt velmi zdvazna, ale vZdy je pouze docasnd, protoZe lymfocyty v darcovském organu nemaji
schopnost proliferace (Hoffman, 2009).

Podkategorii tohoto onemocnéni je hemolytické onemocnéni novorozence, ke kterému
dochdzi napftiklad pfi inkompabilit¢ Rh systému mezi matkou a plodem. K reakci dochézi
nejcasteji v prubéhu porodu, pokud je RhD negativni matka jiz imunizovana anti-RhD a plod
je RhD pozitivni (Davenport et al, 2016). Disledky tohoto onemocnéni jsou zvySeny
nekonjugovany bilirubin, kernikterus (poSkozeni zplisoben¢ ukladanim bilirubinu do mozkové
tkang), fetalni hydrops (hromadéni tekutin v extravaskuldrnim prostoru plodu), nebo az imrti

plodu (obr. 10) (Ramadas et al, 2012).
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Obrazek 10 — Hemolytické onemocnéni novorozence (RhD — Rh protein s antigenem D), (upraveno dle
Ramadas et al, 2012).

3.2.4 Léky indukovana hemolyticka anémie

Léky indukovand anémie ma tfi mechanismy Gc¢inku. Prvnim mechanismem je obaleni
erytrocytu molekulami 1é€iva, coZ stimuluje tvorbu IgG protilatek. K tomu dochazi naptiklad
pti vysokém davkovani penicilinu (Dhaliwal et al, 2004). Druhym mechanismem je tvorba
imunitniho komplexu, 1€k v obéhu stimuluje tvorbu IgM protilatek, se kterymi poté vytvoti
komplex. Tento komplex se navaze na membranu erytrocytu a zptsobi stimulaci komplementu.
V tomto ptipad¢ jde piedevSim o 1éCiva s antimikrobidlnim ucinkem, naptiiklad cefotetan,
ceftriaxon, tetracyklin a piperacillin. Nejcastéjsim 1é¢ivem zplsobujici tyto komplikace
je fludarabin, ktery je pouzivan jako chemoterapeutikum pii 1é€bé lymfomu, nebo leukémie
(Garratty, 2010). Poslednim typem je piima produkce protilatek typu IgG namifenych proti
erytrocytim. V tomto piipad¢ je tvorba protildtek indukovand pouhou pfitomnosti 1éciva,

kterym miiZze byt naptiklad ibuprofen (Dhaliwal et al, 2004).
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Lékem zprostiedkovana hemolyticka anémie je velmi vzacna, jeji Cetnost je 0,1:100000.
Z divodu komplikovaného urceni diagnézy byva casto fatalni. LéCba spociva ve vysazeni
Skodlivého 1é¢iva a naslednému podavani steroidit v kombinaci s transfuzemi erytrocyt

a plazmaferézou (Garratty, 2010).

3.2.5 Infekci zprostifedkovana hemolyticka anémie

Autoimunitni hemolyza se vyskytuje jako komplikace tézkych zapalu plic zptisobenych
druhem Mycoplasma pneumoniae. Hemolyza je zpusobena chladovymi protilatkami
namifenymi proti antigenu piitomnému na povrchu erytrocytl a respiracnim epitelu. Protilatky
jsou aktivovany sniZzenou teplotou v koncetinach, pti ¢emz se vazi na erytrocyty. Navazanim
je aktivovan komplement a k hemolyze dochézi prosttednictvim TCC (Widén et al, 2023).

Chladové protilatky jsou pozorovany asi u 50-60 % infekci M. pneumoniae a u vétSiny
z nich je také pozorovano zvysené¢ mnozstvi retikulocytl. Zpravidla se jedna jen o laboratorni
odchylky a kzivot ohrozujici hemolyze dochazi jen vzacné. Hemolyza asociovana
s M. pneumoniae obvykle odezni s vylécenim infekce, avSak v akutnich ptfipadech hemolyzy

je podavana transfuze erytrocyt (Kurugol et al, 2012).

4. Autoimunitni hemolyticka anémie s tepelnymi protilatkami

4.1 Divody vzniku onemocnéni

Je nékolik pfic¢in rozvoje WAIHA, pfiblizn€ 5 % je zplsobeno infekcemi a léky.
WAIHA vznikla timto zptisobem je obvykle ptechodna a dobte 1é¢itelna. Jakykoliv patogenni
mikroorganismus mize byt piivodcem infekce vedouci k WAIHA, nejcastéji se vSak jedna
o HIV (lidsky virus imunitni nedostatecnosti), virus Epstein-Barrové, virus hepatitidy typu C
a za bakterie se nejCastéji jedna o druhy: Brucella melitensis a Mycobacterium tuberculosis.
Lékem zptisobené WATHA Ize rozdélit do dvou skupin podle mechanismu ué¢inku. Castgjsi
variantou je, kdyz se molekuly léCiva nekovalentné vazi pfimo na antigeny erytrocytu.
V takovém pfipad€ je imunitni odpovéd vyvoldna pouze za pfitomnosti 1é¢iva, k tomu
dochéazi pti vysokém davkovani penicilinu, nebo cefalosporinu. Druhym mechanismem
je tvorba protilatek ptetrvavajicich i v neptitomnosti 1é¢iva. Mezi léky zplisobujici tento typ
WAIHA patii naptiklad antineoplastika, jako je oxaliptatin (Jéger et al, 2020). Pfiblizn€ 45 %
pfipadi WAIHA je idiopatickych a mohou byt jak akutni, tak chronické (Kuter, 2022).
Asi 50 % ptipadi WAIHA je sekundéarnich. Polovina ptipad sekundarni WAIHA doprovazi
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lymfoproliferativni onemocnéni, nejcastéji chronickou lymfocytarni leukémii. Druha
polovina mé imunitni pivod a mezi tato onemocnéni patii systémovy lupus erythematodes
a imunitni trombocytopenie (Fattizzo et al, 2022).

Ojedinélym piipadem je rozvoj WAIHA v te€hotenstvi. Matetské IgG autoprotilatky
prochézeji placentou a zpiisobuji fetadlni anémie, coz mlize zptisobit spontanni potraty i pozdni
ztratu plodu (12. — 28. tyden). Po porodu je pupecnikova krev testovana Coombsovym
piimym testem, ktery je obvykle pozitivni na matetské autoprotilatky. Pozitivni vysledek
testu je impulz pro monitoring novorozence, kvili rozvoji hemolytické anémie s opozdénym

nastupem ve 4. — 6. tydnu zivota novorozence (Jéger et al, 2020).

4.2  Mechanismus hemolyzy

Protilatky typu IgG proti antigeniim na povrchu erytrocytt jsou pievazné polyklonalni
a jsou produkovany v kostni dfeni, nebo ve slezin€. Mén¢ Casto se vyskytujici [gM protilatky
byvaji monoklondlni a jsou produkovany pouze v kostni dieni (Fattizzo et al, 2022). Vznik
protilatek namifenym proti erytrocytiim je zplsoben ztratou imunologické tolerance vici
exprimovanym antigeniim na povrchu erytrocytl, a to je zptisobeno tfemi procesy. Prvnim
je porucha prezentace antigend imunokompetentnim bunikdm. Tento jev vznikd zéasluhou
defektu na antigen prezentujicich bumikach, které abnormalné prezentuji antigenni podnét

(obr. 11). Druhym mechanismem je porucha tolerance T-lymfocytl vii¢i autoantigentim. Tato

rrrrr

(Cermak et al, 2018).

U AIHA je casto nachazen zvySeny pocet Thl7-lymfocytl, které produkuji
interleukin 17 (IL-17). IL-17 se uplatiiuje pfi stimulaci autoreaktivnich T-lymfocyta a celé
zanétlivé reakce. Zaroven se objevuje snizeny pocet CD4" a CD25" Th- lymfocytd, jejichz
funkci je inhibice Thl7-lymfocyti. Touto nerovnovahou dochazi k nadprodukci IL-17
(obr. 11). Poslednim a nejvyznamnéjSim mechanismem je indukce tvorby autoprotilatek.
Diky zvySené hladin¢ IL-17 dochazi k aktivaci autoreaktivnich T-lymfocytl, které umoznuji
pfeménu ThO na Thl-lymfocyty. Thl-lymfocyty indukuji tvorbu IL-2, IL-12 a tumor
nekrotizujiciho faktoru [, které stimuluji tvorbu protildtek B-lymfocyty (obr. 11)
(Kalfa, 2016).
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Obrazek 11 — Mechanismus vzniku protilatek namifenym proti erytrocytim (APC — antigen prezentujici
bunka, IL — interleukin, lymf— lymfocyt, Th-lymf — pomocny lymfocyt), (upraveno dle Cermaka et al, 2018).

Po vytvoteni IgG protilatek (v 5 % ptipadid IgM) dojde k navazani protilatky
na antigen na erytrocytu, pokud je pro tyto protilatky vhodna teplota. Hlavnimi vazebnymi
misty na membrané jsou glykoforiny a Rh komplex. Poté k lyze erytrocytu miize dojit
né€kolika mechanismy. Nej€astéji je protilatkou oznaceny erytrocyt vychytan makrofagem ve
slezin¢ pites receptor FcyRIIl, ztraci vétSinu své cytoplazmy a opousti slezinu jako
mikrosférocyt. Mikrosférocyt je mensi erytrocyt, ktery ma kulaty tvar, ztraci centralni
projasnéni a deformovatelnost. Je uvolnén do krevniho obé&hu, ale kvili snizené
deformovatelnosti jiz znovu nedokaze projit kapildrami ve slezin¢, kde se rozpada (obr. 12).
Méné casto je cely erytrocyt makrofigem ve sleziné piimo fagocytovan (obr. 12)
(Kuter, 2022).

Glykoforiny maji dostatecnou hmotnost pro aktivaci komplementu, proto
po navazani protilatky dojde k aktivaci C1 a C3b slozek komplementu. Pfi vysokém titru
protilatek dojde k dalsi aktivaci a erytrocyt podléha intravaskularni hemolyze prostfednictvim
TCC. Obvykle je titr protildtek nizky a erytrocyt je pokryt meziproduktem aktivace
komplementu C3b. Oznaceny erytrocyt je rozeznan receptorem v jaternich Kupfferovych

buiikach a zde podléha extravaskularni hemolyze (obr. 12) (Cermak et al, 2018).
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Obrazek 12 — Mechanismus hemolyzy u WAIHA (C — komplement, ERY — erytrocyt, IgG — imunoglobulin
typu G), (upraveno dle Michalak et al, 2020).
4.3  Priznaky onemocnéni a diagnéza

Jde o onemocnéni s velkou Skdlou nespecifickych ptiznakd. Zaroven jde
0 onemocnéni s riznou mirou zavaznosti v zavislosti na charakteru ptsobicich protilatek
a mechanismu hemolyzy. Mirng;si formy WAIHA, nebo pfti silné kompenzaci hemolyzy,
je onemocnéni zcela bez ptiznaki. Pfi stfedni a silnéjsi formé& dochdzi k hypoxii tkéni, coz
vede k pfiznakim jako je dusSnost, unava, malatnost, zdvrat¢ a bolesti na hrudi.
Ke splenomegalii, Zloutnuti klize a vzniku ZluCovych kamend dochédzi az v akutnich
piipadech, obvykle pokud WAIHA doprovazi lymfoproliferativni onemocnéni (Kuter, 2022).

Ve fatalnich ptipadech je divodem umrti zpravidla plicni embolie. Ke vzniku trombti dochazi
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kvili naru§enym membrandm erytrocyti. Z naruSenych membran uniké fosfatidylserin, ktery
indukuje tvorbu protrombinovych komplexti (Hoffman, 2009).

Zékladnim diagnostickym testem je piimy Coombstv test, ktery potvrdi pfitomnost
IgG protilatek, a meziprodukt komplementu C3b, nebo C3d (C3b po rozpadu v Kupfferovych
buiikach nekdy konvertuje na C3d) (obr. 13). Pfi nizkém titru protilatek 1ze pro jejich detekci
pouzit prutokovou cytometrii (Lechner et al, 2010). V pfipad¢ negativniho nalezu téchto
markert je stejnou technikou testovana i piitomnost IgM a IgA protilatek. Nejcasteji vSak jde
o prevazujici protilatky typu IgGl v kombinaci s I[gG3. Pokud se vyskytuje pouze 1gG3
zpravidla nedochéazi k hemolyze a komplikacim ani pfi vysokém titru protilatek (pfitomnost

téchto protilatek byla zjisténa u darct krve) (Kruhonja et al, 2020).

A

\
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\

Obrazek 13 — Pfimy Coombstiv pfimy test (po piidani protilatek proti lidskym sérovym globulintiim ke vzorku
krve dojde ke shlukovani erytrocytl, pokud jsou na nich navazany antierytrocytalni protilatky/produkty
komplementu. Aglutinace erytrocytt je detekovana A: vizualné ve zkumavce, B: mikrokolonkovou metodou, jako
selhani filtrace shlukt pfes gelovou matrici, C: metodou na pevné fazi jako nepfilnuti shlukti k povrchu, na rozdil
od volnych erytrocytil), (Zantek et al, 2012).



Typickym nalezem jsou mikrosférocyty a retikulocyty v krevnim natéru. Obvykle se
objevuji také Howell-Jollyho téliska (obr. 14). Dal§im vyznamnym markerem je dikaz
hemolyzy, coz jsou zvySend koncentrace nekonjugovaného bilirubinu, zvysSena aktivita
laktatdehydrogendzy a nepfitomnost haptoglobinu v séru, a dale také zvySené mnoZstvi

urobilinogenu v moci (Michalak et al, 2020).

. —

Obrazek 14 — Krevni natér u WAIHA (1 — mikrosférocyt, 2 — polychromaticky retikulocyt, 3 — Howell-Jollyho
télisko), zvétseno 400x, (Kuter, 2022).

4.4 Lécba

Kostni dfefi ma velkou schopnost kompenzace, je schopna zvysit produkci erytrocytt
az 8krat, aby pokryla ztraty. U pacientl s mirnou variantou WAIHA umoziiuje pouze kostni
dreni dostate¢nou kompenzaci bez potieby dalsi 1écby. ZvySeni produkce erytrocytli je mozné,
pokud je dodan dostatek kyseliny listoveé, vitaminu Bi; a Zeleza (Kuter, 2022). V kritickych
ptipadech je prvnim Iléebnym postupem transfuze erytrocytii pro zvySeni hladiny
hemoglobinu. V takovych situacich je ¢asto nemoZné najit sérologicky kompatibilniho darce.
Doporucovanym postupem je rychlé podani asi 20 ml vybrané transfuze, poté ptferuseni
na 30 minut, a pokud je pfijemce bez negativni reakce, pokraCovat v transfuzi normalni
rychlosti (Berentsen et al, 2019). Vyuziva se také podavani plazmy s albuminem za ucelem
odstranéni patologickych imunokomplexii, autoprotilatek a aktivovanych slozek

komplementu z obéhu (Jager et al, 2020).
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Lécbou prvni linie je podavéani kortikosteroidd, jejichz cilem je zvednout hodnoty
hemoglobinu alespoii nad 100 g/I. Prvnim podéavanym kortikosteroidem je metylprednisolon
podavany 1-3 dny v koncentraci 250-1000 mg/den. V piipad¢ pozitivni reakce
aunemocnych sleh¢i formou je podavan prednison 1 mg/kg/den po dobu 4 tydna
(Sudulagunta et al, 2017). Kortikosteroidy mohou byt podavany jako monoterapie, nebo
v kombinaci imunoglobuliny. Po ustaleni hladiny hemoglobinu je mozné postupné snizovat
davkovani kortikosteroidi az do dosazeni trvale fyziologickych hodnot hemoglobinu.

Celkova doba 1é¢by obvykle trva 4 mésice (obr. 15) (Cermak et al, 2018).
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l { L '
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! i iy :
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—* Pontivni reakce — hl_l
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Starsi pacienti ve Spatném i‘fﬁ:ﬁ?;:’&u ¥ | Upiné vysazeni po
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Stala pozitivii
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Obrazek 15 — Schéma 1écby WAIHA, (upraveno dle Barros et al, 2020).
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Ptestoze na 1écbu kortikosteroidy vétSina pacientl reaguje dobie, v nékterych
ptipadech ztraci citlivost a vyzaduji dalsi terapii. V takovém ptipad¢ pfichazi na fadu lécba
druhé linie. Tou je pro pacienty mladsi 65 let v celkoveé dobré fyzické kondici laparoskopicky
provedend splenektomie (obr. 15). ZlepSeni stavu po provedeni splenektomie nastava
ptiblizn¢ v 75 % pfipadi, avSak tento zakrok s sebou nese riziko trombozy a infekce
(Hill et al, 2018).

U pacient, u nichz nebyla indikovéna splenektomie, a u pacienti, u kterych
splenektomie neprokézala UcCinek, je podavan rituximab. Rituximab je podavan ve Ctyiech
davkich v koncentraci 375 mg/m?, nebo ve dvou davkich o koncentraci 1000 mg/m?
(obr. 15). Rituximab je monoklonalni protilatka mifena proti B-lymfocytim a jeji podavani a
je obvykle dobfe snaseno (Sudulagunta et al, 2017). Lécba rituximabem funguje na principu
destrukce B-lymfocytii a tim redukuje tvorbu patologickych protilatek. Rituximab zplsobuje
destrukci B-lymfocytd tfemi zptisoby. Po navazani rituximabu na B-bunku dochéazi ke
spusténi bunécéné cytotoxicity, komplementové kaskaddy, nebo apoptdzy (obr. 16)

(Selewski et al, 2010).
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Obrazek 16 — Pisobeni rituximabu na B-lymfocyty (ADCC — bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach,
MAC — membranu atakujici komplex, NK — pfirozeny zabijak), (upraveno dle Selewski et al, 2010).

Lécivy tfeti linie jsou imunosupresiva. Prvnim podavanym imunosupresivem
je alemtuzumab. Alemtuzumab je monoklonélni protilatka mifena proti leukocytim. V 1é¢bé
WAIHA je GCinny, ale jeho uzivani je omezené, protoze hrozi velmi vazna lymfopenie.
V piipadé neucinnosti alemtuzumabu se vyuzivaji dals§i 1éky podavané v nizkych
koncentracich, jako jsou cyklofosfamid 100 mg/den a azatioprin 100-200 mg/den (obr. 15).
Utinnost téchto 16¢iv je 25-40 %, aviak Casto je uzivani doprovazeno pietrvavajicimi

cytopeniemi (Barros et al, 2020). U azatioprinu je moznost vedlejSiho u¢inku v podobé tézké
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hematologické cytotoxicity, proto u uzivatelii azatioprinu musi byt monitorovan dostatek
thiopurinmethyltransférazy (Cermak et al, 2018).

Ester kyseliny mykofenolové je dals$i moznosti 1écby (obr. 15). Jde o imunosupresivo
potlacujici proliferaci lymfocytl zabranénim syntézy guanosinovych nukleotidi. Obvykle je
pouzivan pfi transplantacich organt jako prevence odmitnuti pfijemcem. Pii 1écbé WAIHA
byl doposud pouzit jen nckolikrat a dostavily se jen ¢asteCné ucCinky, které nebyly
dlouhotrvajici (Barros et al, 2020).

V piipadg¢, ze u vyléceného pacienta znovu propukne WAIHA, zacina jejich 1écba opét
steroidy, avSak pro dosazeni stejného ucinku musi byt podavany vyssi davky steroidii
(Sudulagunta et al, 2017). Mnoho pacientti je tak 1éceno nadmérnymi davkami kortikosteroidi
po nevhodné dlouhou dobu. Z toho divodu jsou vyvijeny nové metody 1éCby, jejichz cilem
je snizeni tvorby autoprotilatek. Jde naptiklad o inhibitory imunoproteazomu, jako je
bortezomib. Dalsi skupinou vyvijenych 1éCiv jsou latky se schopnosti inhibovat mediatory
fagocytozy, jako je tyrosinkindza makrofagt takovym lékem je fostamatinib. Tyto 1éky sice
prokazaly jisté zlepSeni, ale 1écbu doprovazi celd fada vedlejSich G€inkl a jejich vyuZziti
k 1é¢bé neposkytuje stabilni vysledky. Dal$i moznosti je vyuziti inhibitort faktora

komplementu C1 a C3 (Kuter, 2022).
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo popsat jednotlivé typy autoimunitnich hemolytickych
anémii, seznamenim s mechanismy jejich vzniku, Cetnosti, piiznaky a 1écbou. Prace se zabyvala
pfedev§im autoimunitni hemolytickou anémii (AIHA). AIHA je mozno rozd¢lit podle
specifické teploty, na AIHA s tepelnymi, anebo chladovymi protilatkami. AIHA s chladovymi
protilatkami se dé€li na dva podtypy, nemoc chladovych aglutinint a paroxysmalni chladovou
hemoglobinurii. Dale byl v praci probiran Evanstiv syndrom, aloimunitni hemolytickd anémie
a léky a infekci indukované hemolytické anémie.

Nejvétsi pozornost byla v praci vénovana autoimunitni hemolytické anémii s tepelnymi
autoprotildtkami (WAIHA). Jde o onemocnéni, jehoz vznik mize mit nékolik pfi¢in, jako
je reakce na infekci, nebo l1éky, avSak velka ¢ast ptipadi je idiopatickych. Ptiblizné polovina
ptipadi WAIHA je sekunddrni a komplikuje tak lymfoproliferativni, nebo autoimunitni
onemocnéni. Uginkujici tepelné autoprotilatky se na membrané erytrocytu vazi na glykoforiny,
nebo Rh komplex. Tyto protilatky jsou obvykle typu IgG, v 5 % ptipadt IgM. Pro diagnézu
je stézejni pozitivni Coombslv piimy test. V krevnim nétéru se objevuji mikrosférocyty
a retikulocyty. Biochemickymi markery jsou zvyseny koncentrace nekonjugovaného bilirubinu
a laktatdehydrogendzy v séru a zvySené mnozstvi urobilinogenu v moc¢i. Lécbou prvni linie
je podavani kortikosteroidi, v piipadé nedostate¢né reakce se prechdzi k 1écb€ druhé linie.
Tento stupen 1é¢by zahrnuje poddvani rituximabu a provedeni splenektomie. Lécbou treti linie
je podavani imunosupresiv: alemtuzumabu, cyklofosfamidu, azatioprinu, nebo esteru kyseliny

mykofenolové.
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