Acta Med Croatica, 76 (2022) 265-271 Strucni rad

OBILJEZJA, AUTOPROTUTIJELA I LIJECENJE BOLESNIKA S
AUTOIMUNOSNOM HEMOLITICKOM ANEMIJOM

MIRELA RAOS!, DRAZEN PULANIC?, SANJA MALJKOVIC?, BRANKA GOLUBIC CEPULIC*

'Klinicki zavod za transfuzijsku medicinu i transplantacijsku biologiju, Klinicki bolnicki centar Zagreb,
Zagreb, Hrvatska; °Zdravstveno veleuciliste Zagreb, Zagreb, Hrvatska; *Medicinski fakultet Sveucilista
u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska; *Zavod za hematologiju Klinike za unutarnje bolesti, Klinicki bolnicki
centar Zagreb, Zagreb, Hrvatska; *Medicinski fakultet Sveucilista u Splitu, Split, Hrvatska

Uvod: Autoimunosna hemoliticka anemija (AIHA) je vrlo rijetka autoimunosna bolest uzrokovana autoprotutijelima usmje-
renima na bolesnikove eritrocite koja se dokazuje klinickom slikom, biokemijskim pokazateljima hemolize uz isklju¢enje
ostalih uzroka hemolize i pozitivnim direktnim antiglobulinskim testom (DAT), osim kod DAT negativnih AIHA. Pozitivan
DAT mogu imati i zdrave osobe i bolesnici bez AIHA-e. LijeCenje ovisi o vrsti AIHA-e i osnovnoj bolesti, a sastoji se od viSe
linija terapije. Transfuzijsko lijeCenje je rizik zbog moguce prisutnih aloprotutijela prikrivenih autoprotutijelima koja mogu
uzrokovati hemolitiCku transfuzijsku reakciju (HTR). Cilj rada bio je istraziti obiljezja bolesnika, seroloska obiljezja autopro-
tutijela, hematolosSke pokazatelje anemije, biokemijske pokazatelje hemolize i lijeCenje bolesnika s AIHA-om. Postupci: U
ovo retrospektivno istrazivanje uklju¢eno je 27 bolesnika kojima je od 1.sije€nja 2018. do 31.prosinca 2020. godine dija-
gnosticirana AIHA u Klinickom bolnickom centru Zagreb. Za dijagnostiku su provedena imunohematoloska ispitivanja i la-
boratorijski pokazatelji hemolize. U€inkovitost transfuzijskog lijeCena definirana je kao porast vrijednosti hemoglobina (Hb)
=5 g/L po dozi koncentrata eritrocita. Rezultati: NajviSe je bolesnika dijagnosticirano s toplom AIHA-om (70,4 %), zatim s
bolesti hladnih aglutinina (14,8 %) i mijeSanom AIHA-om (7,4 %), a najmanje s paroksizmalnom hladnom hemoglobinurijom
(PCH, engl. Paroxysmal cold hemoglobinuria) i DAT-negativnhom AIHA-om (po 3,7 % svaka). Prva linija terapije sastojala se
od primjene kortikosteroida, a u drugoj i trecoj liniji 37 % bolesnika je primilo rituksimab. U 7,4 % bolesnika otkrivena su
aloprotutijela. Transfuzijsko lijeCenje primilo je 81,5 % bolesnika, bez prijavljene transfuzijske reakcije. UCinkovitost transfu-
zijskog lije€enja zabiljezena je u 76,8 % slu€ajeva, s medijanom porasta Hb od 7,5 g/L po dozi krvi. Zaklju¢ak: NajviSe je bilo
dijagnosticirano toplih AIHA, a najmanje PCH i DAT-negativnih AIHA. U prvoj liniji terapije primjenjivani su kortikosteroidi,
dok je u drugoj i trecoj liniji terapije najéesce primijenjen rituksimab uz imunosupresivnu terapiju. Transfuzijsko lijeCenje bilo
je uspjesno u vecine bolesnika, bez prijavljenih transfuzijskih reakcija.

Klju¢ne rijeci: autoimunosna hemoliticka anemija, autoprotutijela, aloprotutijela, lijecenje, transfuzijsko lijeCenje
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UvOD 70 % slucajeva javlja u bolesnika starijih od 40 godina,
s najvecom incidencijom izmedu 60 i 70 godina (3).
ATHA se pojavljuje ¢e$¢e u zena nego u muskaraca, s

omjerom 6:4 (3). Klinicki se ATHA dijeli na primarnu i

Autoimunosna hemoliticka anemija (AIHA) je stecena
autoimunosna bolest obiljezena stvaranjem autopro-

tutijela imunoglobulina (Ig) G, IgM i/ili IgA usmje-
renih na antigene koji se nalaze na povrsini vlastitih
eritrocita, uz aktivaciju ili bez aktivacije komponenata
komplementa, $to uzrokuje hemolizu i anemiju (1).
ATHA je relativno rijetka bolest za koju se procjenjuje
da se javlja u 1 do 3 sluc¢aja na 100 000 stanovnika go-
di$nje (2). Zahvaca sve uzraste, s time da se u vise od

sekundarnu, ovisno o tome je li ATHA osnovna bolest,
ili se nalazi uz neku drugu osnovnu bolest, najcesce
autoimunosnu bolest (26 %), limfoproliferativnu bo-
lest (24 %), imunodeficijenciju, tumor i infekciju (4).

Dijagnoza bolesti se postavlja na temelju klinicke sli-
ke i laboratorijskih pokazatelja anemije i hemolize, te
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testova koji ukazuju na prisutnost autoprotutijela i/ili
aktiviranih komponenti komplementa vezanih za eri-
trocite bolesnika. Laboratorijski pokazatelji anemije
su smanjena serumska koncentracija hemoglobina i
vrijednost hematokrita, a hemolize povec¢ana serum-
ska koncentracija bilirubina (posebice nekonjugirano-
ga) i enzima laktat dehidrogenaze (LDH) te smanjena
vrijednost haptoglobina. Kao posljedica kompenzacij-
skog mehanizma kostane srzi na anemiju, broj retiku-
locita u krvi je poveéan (5). Osnovni dijagnosticki test
je direktni antiglobulinski test (DAT). Polispecifi¢nim
DAT-om se dokazuju anti-IgG autoprotutijela i/ili
komponente komplementa vezane za eritrocite bo-
lesnika. Monospecifi¢cnim DAT-om se dokazuju spe-
cifiéna autoprotutijela IgG, IgA, IgM te komponente
komplementaC3c i C3d. Prije postavljanja dijagnoze
potrebno je iskljuciti ostale bolesti ili stanja poveza-
na s hemolizom, npr. nasljedne te steCene imunosne
(uzrokovane aloprotutijelima, lijekovima ili transplan-
tacijom krvotvornih mati¢nih stanica i organa) i nei-
munosne hemoliticke anemije (6).

Prema seroloskim obiljezjima autoprotutijela, AIHA-e
se dijele na tople (60-70 %), hladne (20 - 25 %) i mije-
$ane (5 - 10 %) (7). Najces¢e hladne ATHA-e su bolest
hladnih aglutinina (CAD, od engl. cold agglutinin dise-
ase), ili ako je prisutna i osnovna bolest, sindrom hlad-
nih aglutinina (CAS, od engl. cold agglutinin syndro-
me) (8), a vrlo rijetko se radi o paroksizmalnoj hladnoj
hemoglobinuriji (PCH, od engl. paroxysmal cold he-
moglobinuria). Topla ATHA obiljezena je autoprotuti-
jelima IgG (rjede IgA ili IgM), optimalno reaktivnima
na 37° C. Kod hladnih ATHA, CAD je uzrokovan au-
toprotutijelima IgM, optimalno reaktivnima na 4° C,u
titru 264, a PCH bifazi¢nim autoprotutijelima IgG.
U mije$anoj AIHA-i prisutna su topla autoprotutijela
IgG i hladna IgM, Sirokog temperaturnog raspona dje-
lovanja 230° C (9). U rijetkim sluc¢ajevima bolesti DAT
moze biti negativan. DAT-negativina AIHA uzrokova-
na je autoprotutijelima IgG ispod praga osjetljivosti
testa ili rjede autoprotutijelima IgM ili IgA koja se ne
otkrivaju rutinskim testiranjem (10).

Lijecenje ovisi o vrsti AIHA-e i osnovnoj bolesti. To-
ple ATHA-e lijece se kortikosteroidima, a u tezim slu-
¢ajevima i rituksimabom. Poseban izazov u lije¢enju
predstavljaju bolesnici s Evansovim sindromom koji
je obiljezen istodobnom pojavom AIHA-e i imuno-
sne trombocitopenije (ITP), bez poznate etiologije.
Radi se o bolesnicima s nepredvidljivim tijekom bo-
lesti,prac¢enim razdobljima remisije i egzacerbacije u
kojih se odgovor na terapiju i trajna remisija bolesti
postize primjenom rituksimaba (11). U kasnijim lini-
jama terapije moguce je primijeniti imunosupresivne
lijekove, kao npr. azatioprin, ciklosporin, mikofenolat,
ili splenektomiju. Lijecenje kod CAD-a je potrebno
samo u tezim slucajevima, a sastoji se od primjene
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rituksimaba, uz primjenu ili bez primjene bendamu-
stina, dok je kod PCH rijetko potrebno. Obvezno je
utopljavanje bolesnika i izbjegavanje hladnoce. U lije-
¢enju bolesnika s mijeSanom AIHA-om preporucuje
se primjena kortikosteroida u kombinaciji s rituksi-
mabom. U zivotno ugrozenih bolesnika moze se kao
pomocna terapija primijeniti intravenski imunoglo-
bulin (IVIG) i provesti izmjena plazme postupcima
plazmafereze (4). Bolesnici sa simptomatskom anemi-
jom, najces¢e umorom, vrtoglavicom, zaduhom i ta-
hikardijom, primaju potporno transfuzijsko lijecenje
eritrocitnim pripravcima. Aloprotutijela prikrivena
autoprotutijelima mogu uzorkovati HTR nakon trans-
fuzije nepodudarnih eritrocitnih pripravaka i dodatno
pogorsati stanje bolesnika (12).

CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada bio je istraziti obiljezja bolesnika, sero-
loska obiljezja autoprotutijela, hematoloske pokazate-
lje anemije, biokemijske pokazatelje hemolize i lijece-
nje bolesnika s AIHA-om.

POSTUPCI

Ovo jednocentri¢no retrospektivno istrazivanje pro-
vedeno je u razdoblju od 1.1.2018. do 31.12.2020.
godine u Klini¢kom zavodu za transfuzijsku medici-
nu i transplantacijsku biologiju Klinickog bolni¢kog
centra (KBC) Zagreb. Istrazivanje je odobrilo Eticko
povjerenstvo KBC-a Zagreb i provedeno je u skladu
s etickim standardima Helsinske deklaracije iz 1975.
godine, revidirane 2000. godine.

Dijagnoza ATHA-e je postavljena ako je u bolesnika s
anemijom bio pozitivan DAT, uz prisutan barem je-
dan pokazatelj hemolize (serumska koncentracijabili-
rubina i laktatdehidrogenaze - LDH, povecana ahap-
toglobina smanjena), a prethodno su iskljuceni ostali
uzroci hemolize. Transfuzijsko lije¢enje definirano je
kao transfuzijski dogadaj u kojemu su bolesnici pri-
mili odreden broj doza koncentrata eritrocita (KE).
Ucinkovitost transfuzijskog lije¢enja zabiljezena je ako
je vrijednost hemoglobina (Hb) porasla za =5 g/l po
dozi KE.

Eritrocitni antigeni bolesnika, barem antigeni D, C, c,
E, e, K, Jk?, Jk°, odredeni su primjenom monoklonskih
reagensa (Ortho-Clinical Diagnostics, Inc., Raritan,
NJ, USA) prema uputi proizvodaca. U slucaju pret-
hodnog transfuzijskog lije¢enja (<3 mjeseca) ili ako
nije bilo moguée odredivanje eritrocitnih antigena
reagensima kojima se testiranje izvodi u indirektnom
antiglobulinskom testu (IAT) zbog autoreaktivnosti
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nakon dodavanja antihumanog globulina, ucinjena je
genotipizacija. Genotip je odreden postupkom reakci-
je lan¢ane polimeraze u stvarnom vremenu, s pomo-
¢ukompleta RBC-Fluogene vERYfy eXtend (Inno-Tra-
in Diagnostik GmbH, Kronberg, Njemacka).

Polispecificni DAT raden je u mikrokartici Polyspe-
cific anti-IgG, anti-C3d(Bio-Rad Laboratories, Inc.,
CA, USA), a monospecifiéni DAT u mikrokartici Mo-
nospecific anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-C3c i an-
ti-C3d (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) prema
uputama proizvodaca.U slucaju otkrivanja za eritrocite
vezanih autoprotutijela razreda IgG radena je kemijska
elucija pomoc¢u kompleta za eluciju DiaCidel (Bio-Rad
Laboratories, Inc., CA, USA) prema uputi proizvodaca.
Za pretrazivanje iregularnih antieritrocitnih autopro-
tutijela kori$tene su polispecifi¢ne mikrokartice Ortho
BioVue Poly mikrokartica (Ortho-Clinical Diagno-
stics, Inc., Raritan, NJ, USA) i komercijalni 0,8%-tni
trostani¢ni panel test eritrocita Surgiscreen(Ortho-C-
linical Diagnostics, Inc., Raritan, NJ, USA). U sluca-
ju pozitivnog rezultata IAT-a odredena je specifiénost
protutijela u polispecifiénim mikrokarticama polyspe-
cific anti-IgG, anti-C3d (Ortho-Clinical Diagnostics,
Inc., Raritan, NJ, USA) i mikrokarticama neutral (Ort-
ho-Clinical Diagnostics, Inc., Raritan, NJ, USA) s ko-
mercijalnim 0,8 %-tnim jedanaeststani¢nim panelom
test eritrocita obradenih i neobradenih enzimom Panel
C (Ortho-Clinical Diagnostics, Inc., Raritan, NJ, USA).
U svrhu otkrivanja prisutnih aloprotutijela koristeni
su postupci adsorpcije za uklanjenje autopotutijela iz
plazme bolesnika. Ukoliko bolesnik prethodno nije
transfuzijski lije¢en, primjenjivani su eritrociti bolesni-
ka za autolognu adsorpciju koji su prethodno obradeni
reagensom ZZAP. Reagens ZZAP je mjeSavina papai-
na i 0,2 M ditioteritola (DTT) koja sluzi za uklanjanje
autoprotutijela vezanih na eritrocite bolesnika. Ako je
bolesnik prethodno transfuzijski lijeen (<3 mjeseca),
za adsorpciju su primijenjeni alogeni eritrociti u kom-
binacijama tri razli¢ita Rhesus fenotipa krvne skupine
O (RR, RR,, rr), od ¢ega su barem jedni bili Jk*, a
drugi Jk® negativni.

Titar hladnih autoprotutijela raden je uz primjenu
mjeSavine odraslih eritrocita, eritrocita novorodence-
ta i vlastitih eritrocita na 4°C. Kao rezultat titra uzet
je pozitivan rezultat s najve¢im razrjedenjem seruma.
Temperaturni raspon raden je iz serumskog razrjede-
nja na temperaturama 4°C, 20°C, 30°C i 37°C. Na sva-
koj temperaturi koristio se novi set epruveta kako bi
se izbjeglo prenosenje aglutinata. Za test je koristena
mjeSavina odraslih eritrocita krvne skupine O. Do-
nath-Landsteinerov test raden je inkubacijom plazme
bolesnika s P, eritrocitima krvne skupine O na 0°C,
pa potom na 37°C. Kao izvor komplementa koristen je
svjezi serum darovatelja. Rezultat je bio pozitivan ako
je nakon inkubacije na 37°C opazena hemoliza.

Podaci o dijagnostici i lije¢enju bolesnika dobiveni su
iz transfuzijskog informacijskog sustava i bolni¢kog
informacijskog sustava. Za analizu podataka koristeni
su postupci deskriptivne statistike.

REZULTATI
Osnovna obiljezja bolesnika s ATHA-om

U istrazivanom razdoblju AIHA je dijagnosticirana u
27 bolesnika (medijan dobi 64 godine, od 24 do 90).
Ukupno je 23 (85,2 %) bolesnika bilo starije od 40 go-
dina. Bolesnici su najce$¢e bile Zene (66,7%). Manje
od polovice bolesnika imalo je primarnu ATHA-u. Od
sekundarnih ATHA, najviSe bolesnika bolovalo je od
zlo¢udnih bolesti, naj¢esé¢e limfoproliferativnih bole-
sti, a manje od stanja nakon alogeni¢ne transplantacije
krvotvornih mati¢nih stanica, imunosnih bolesti i in-
fekcija (Tablica 1).

Tablica 1. Osnovna obiljezja bolesnika s autoimunosnom
hemolitickom anemijom (N=27)

Obiljezja bolesnika N (%)
Spol (zenski:muski) 18:9 (66,7:33,3)
Dob godine (medijan, raspon) 65 (24-90)
<40 godina 4(14,8)
40 do 60 godina 8(29,6)
>60 godina 15 (55,6)
Klinicka podjela AIHA-e
Primarna 11 (40,7)
Sekundarna 16 (59,3)
Osnovna bolest
Zlocudne bolesti 12 (44,4)
Stan[e _nakon _alogeniéne transplantacije krvotvornih 207.4)
maticnih stanica
Imunosne bolesti 1(3,7)
Infekcije 1(3,7)
Serolo$ka podijela AlHA-e
Topla AIHA 19(70,4)
CAD 4(14,8)
MijeSana AIHA 2(7,4)
PCH 13,7)
DAT-negativna AIHA 1(3,7)

ATHA, autoimunosna hemoliticka anemija; CAD, bolest hladnih
aglutinina; DAT, direktni antiglobulinski test; PCH, paroksizmalna
hladna hemoglobinurija
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Prema seroloskim obiljezjima autoprotutijela veéina
bolesnika imala je toplu ATHA-u (70,4 %), zatim CAD
(14,8%) i potom mijesanu AIHA-u (7,4 %), a po jedan
bolesnik PCH i DAT-negativnu AIHA-u (3,7 %) (Ta-
blica 1). Uz prisutna slobodna autoprotutijela u 2 (7,4
%) bolesnika otkrivena su i aloprotutijela specificnosti
anti-k, odnosno anti-S.

Laboratorijski pokazatelji anemije i hemolize

Laboratorijski pokazatelji anemije i hemolize pri di-
jagnostickoj obradi bolesnika prikazani su u tablici 2
(broj u¢injenih laboratorijskih pokazatelja prikazan je
u legendi tablice). Svi bolesnici imali su smanjenu se-
rumsku koncentraciju Hb. Vise od polovice bolesnika,
15 (55,6 %), imalo je pocetni Hb nizi od 60 g/l. Broj
retikulocita u krvi bio je snizen u 5 %, a povisen u 75
% slucajeva. Svi bolesnici imali su poveéanu serumsku
koncentraciju LDH, 88 % bolesnika imalo je pove¢anu
serumsku koncentraciju ukupnog bilirubina, 93,8 %
konjugiranog bilirubina, a 76,5 % smanjenu serumsku
koncentraciju haptoglobina.

Tablica 2. Laboratorijski krvni pokazatelji anemije i
hemolize (N=27)*

Laboratorijski pokazatelji Medijan (minimum - Referentne
(mjerne jedinice) maksimum) vrijednosti
Ho (g/) 55,0 (37 - 86) Y-
Hte (V) 0,159 (0,114 - 0,244) '\g 3‘3‘;2 : gigg
Ric (/1000) 103,9 (4,8 - 452,9) 22-97

Rtc (x10°) 202 (10 - 667) 5-21,6
T-Bil (umol/l) 40 (9 - 169) 3-20
D-Bil (pmol/l) 11(6-37) <5

LDH (U/) 461 (261 - 1596) <241

HP (9/1) 0,1 (0,08 - 4,13) 0,3-2

Hb, hemoglobin; Htc, hematokrit; Rtc, retikulociti; T-Bil, ukupni
(T od engl. total) bilirubin; D-Bil, konjugirani (D od direktni) bili-
rubin; LDH, laktat dehidrogenaza; HP, haptoglobin

*Dostupni su podaci za sve bolesnike za Hb i Htc, N=27; za Rtc
N=20; za T-Bil N=25; za D-Bil N=16; za LDH N=26, za HP N=17

Lijecenje AIHA-e

Bolesnici su lijeceni s tri linije terapije. Prvu liniju te-
rapije primilo je 26 (96,3 %) bolesnika, drugu liniju 9
(33,3 %), a tre¢u 2 (7,4 %) bolesnika. Prva linija tera-
pije sastojala se od primjene kortikosteroida. Uz korti-
kosteroide u Zivotno ugrozenih bolesnika u prvoj liniji
terapije primijenje nisu IVIG u 11 (40,7 %) slucajeva
ili je uc¢injen postupak plazmafereze u 2 (7,4 %) slu-
¢aja. U jednog bolesnika lijecenog kortikosteroidima
i IVIG-om lijec¢enje kortikosteroidima je prekinuto
zbog komplikacija lije¢enja, a bolesnik je u nastavku
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lije¢en azatioprinom. Druga linija terapije sastojala se
od primjene rituksimaba, samostalno u 3 (11,1 %), ili
u sklopu citostaticke terapije u 5 (18,5 %) bolesnika. U
jednom slucaju bolesnik je u drugoj liniji terapije bio
lije¢en splenektomijom. Treca linija terapije sastojala
se od primjene rituksimaba u 2 (7,4 %) bolesnika, od
kojih se u jednom slucaju radilo o bolesniku koji je
prethodno splenektomiran izvan nase ustanove.

Tablica 3. LijeCenje autoimunosne hemoliticke anemije

(N=27)
Linija terapije | Terapija N (%)
Kortikosteroidi 13 (48,1)
Kortikosteroidi uz intravenske imunoglobuline | 11 (40,7)
Prva linija Kortikosteroidi uz plazmaferezu 2(7,4)
Nije primijenjena prva linija terapije* 1(3,7)
Ukupno 27 (100)
Rituksimab 3(11,1)
Rituksimab u sklopu citostaticke terapije 5(18,5)
Druga linija
Splenektomija 13,7
Ukupno 9(33,3)
Rituksimab 2(7,4)
Treca linija
Ukupno 2(74)

*za jednog bolesnika s boles¢u hladnih aglutinina nije primijenjeno
lije¢enje

Transfuzijsko lijecenje eritrocitnim pripravcima

Od ukupno 27 bolesnika, transfuzijsko lijecenje eri-
trocitnim pripravcima primila su 22 (81,5 %) bolesni-
ka. Dva (7,4 %) bolesnika su uz autoprotutijela razvila
aloprotutijela specificnosti anti-k, odnosno anti-S, te
su im za transfuzijsko lije¢enje primijenjeni specifi¢ni
antigen negativni eritrocitni pripravci.

Bolesnici su primili ukupno 98 (1-21) doza KE tije-
kom 65 transfuzijskih dogadaja, §to je ¢inilo 1,5 doza
po bolesniku u svakoj transfuziji. Od 59 transfuzijskih
dogadaja za koje su bili poznati podaci za Hb i poslije
transfuzijskog lijecenja, bilo je 46 (78 %) ucinkovitih
transfuzija (porast Hb >5 g/1).Nakon transfuzijskog li-
jecenja nije zabiljezena niti jedna transfuzijska reakci-
ja, a medijan porasta Hb iznosio je 7,5 g/l po dozi krvi.

RASPRAVA

U ovom radu najvise bolesnika imalo je toplu Al-
HA-u, zatim CAD, potom mije$anu, a najmanje PCH
i DAT-negativihu ATHA-u. Od svih vrsta ATHA, jedino
je CAD s udjelom od 14,8 % bio nesto nizi od 20 - 25
% prijavljenih u literaturi (7,13), §to se moze protuma-
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¢iti teskom klinickom slikom bolesnika s ATHA-om
lije¢enih u KBC-u Zagreb. Obiljezja analiziranih bole-
snika s ATHA-om odgovarala su podacima iz literature
(2). Prema spolu, najcesce su bile zastupljene Zene, a s
obzirom na dob, bolesnici stariji od 40 godina. Vise
od polovice bolesnika imalo je sekundarnu ATHA-u,
najcesce uz zlocudnu bolest.

Udio bolesnika s teSkom anemijom, gdje je Hb bio
manji od 60 g/l imalo preko polovice bolesnika tije-
kom dijagnosticke obrade. U 75 % bolesnika s retiku-
locitozom postignut je dobar kompenzacijski odgovor
na anemiju, iako je vi$e od polovice bolesnika u pod-
lozi ATHA-e imalo neku drugu osnovnu bolest. Reti-
kulocitopenija je rijetka pojava u ATHA-i, a posljedica
je nedovoljne proizvodnje eritrocita u ko$tanoj srzi,
npr. zbog infiltracije ko$tane srzi, nedostatka Zeljeza,
vitamina, infekcija ili autoimunosne reakcije usmje-
rene na eritroidne prekursorske stanice (14). U ovom
radu retikulocitopenija je zabiljezena samo u jednom
slu¢aju bolesnika s kroni¢nom limfocitnom leukemi-
jom (KLL)i sekundarnom toplom ATHA-om koji pret-
hodno nije primao terapiju za KLL. Bolesnik je lijecen
kortikosteroidima nakon ¢ega je postignuta parcijalna
remisija, a potom je zapoceto lijecenje KLL-a prema
protokolu bendamustin-rituksimab.

Gotovo svi bolesnici primili su prvu liniju terapije koja
se sastojala od kortikosteroida, osim bolesnika s CAD-
om koji nije primio nikakvu terapiju jer je imao blazi
tijek bolesti. U jednom sluc¢aju lije¢enje kortikostero-
idom je prekinuto zbog komplikacija te je nastavlje-
no azatioprinom. Uz kortikosteroide 40,7 % Zivotno
ugrozenih bolesnika primilo je IVIG, a dvoje ih je bilo
podvrgnuto postupcima plazmafereze, $to takoder
ide u prilog teskoj klini¢koj slici bolesnika lijecenih u
KBC-u Zagreb.

Rituksimab je primijenjen u 37 % bolesnika, u drugoj
(28,3 %), odnosno trecoj liniji terapije (7,7 %). U jed-
nom slucaju kirurski je odstranjena slezena u drugoj
liniji terapije, u bolesnika koji je u to vrijeme lijecen
izvan naSe ustanove. U svom istrazivanju Roumier i sur.
su imali ve¢i udio bolesnika lije¢enih rituksimabom (45
%) i splenektomijom (15 %), dok je udio sekundarnih
ATHA bio neznatno ve¢i (65 %) nego u naSem radu
(15). Barcellini i sur. su na istrazivanju bolesnika samo s
primarnim ATHA-ma prikazali primjenu rituksimaba u
25 % slucajeva pretezito u drugoj liniji terapije, s boljim
odgovorom na niske doze, nego na standardne doze
terapije kod tople AIHA-e, osim u slu¢ajevima CAD-a
gdje se boljom pokazala primjena standardne doze te-
rapije (16). Sukladno smjernicama (4,17) u ovom radu
u lijec¢enju teskih bolesnika primijenjen je najé¢esce ri-
tuksimab, dok se splenektomija izbjegavalazbog kom-
plikacija, posebno u bolesnika s ATHA-om u kombina-
ciji s drugim autoimunosnim bolestima.

Vecina bolesnika je primila transfuziju eritrocitnih pri-
pravaka, a lijecenje je bilo u¢inkovito u 76,8 % bolesni-
ka. Nakon transfuzijskog lije¢enja zabiljezen je medijan
porasta Hb od 7,5 g/l po dozi KE. Prema smjernicama
za transfuzijsko lijeCenje, o¢ekivani porast Hb nakon
primijenjene jedne doze KEu odraslog klinic¢ki stabil-
nog bolesnika (bez krvarenja u tijeku) bez AIHA-e,
iznosi otprilike 10 g/l (18). Das i sur. su u bolesnika s
ATHA-om nakon transfuzijskog lijeCenja prijavili me-
dijan porasta vrijednosti Hb od 8,8 g/1 (19).

Ako tijekom prijetransfuzijskog ispitivanja aloprotuti-
jela ostanu neotkrivena zbog prisutnih polispecifi¢nih
autoprotutijela u krvi bolesnika, ona mogu uzrokovati
HTR (20). Stoga je za njihovo otkrivanje potrebno pri-
mijeniti specifi¢ne postupke koji uklju¢uju adsorpciju
autoprotutijela. Prema svjetskoj literaturi, aloprotuti-
jela su prisutna u otprilike jedne tre¢ine bolesnika s
ATHA-om (21). Ucestalost aloprotutijela u ovom radu
iznosila je 7,4 %, $to je manje od 11,1 % koji su prija-
vili Barros i sur (22). Za razliku od cesto prijavljenih
aloprotutijela usluc¢ajevima samo seroloski dokaza-
nih autoprotutijela, u njihovom radu aloprotutijela su
utvrdena na klinicki potvrdenim slucajevima AIHA-e
(22), §to je takoder bio slucaj i u ovom radu. Manji udio
aloprotutijela u ovom radu, moze se takoder tumaciti
i manjom stopom aloimunizacije zbog preventivnog
transfuzijskog lijecenja antigen podudarnim eritrocit-
nim krvnim pripravcima po Rhesus, Kell i Kidd susta-
vima krvnih skupina svih bolesnika s ATHA-om.

Chen i sur. su analizirali transfuzijsko lije¢enje u 269
od 450 hospitaliziranih bolesnika s AIHA-om u 885
transfuzijskih dogadaja za koje su podaci bili dostu-
pni i prijavili su ucestalost transfuzijskih reakcija u 14
(1,6%) bolesnika: 13 febrilnih nehemolitickih transfu-
zijskih reakcija, jedna alergijska reakcija i jedna nes-
pecifi¢na reakcija obiljezena glavoboljom i poviSenim
krvnim tlakom, bez prijavljenog HTR-a (23). Yiirek
S i sur. nisu opazili transfuzijske reakcije uzrokovane
auto- i/ili aloprotutijelima u32 bolesnika s ATHA-om
koja su transfuzijski lijeena (12). U ovom radu nije
bilo prijavljenih transfuzijskih reakcija, dok su svi bo-
lesnici prije transfuzijskog lije¢enja primili premedi-
kaciju. Rezultati prethodnog istrazivanja nisu pokazali
razliku u transfuzijskim reakcijama s obzirom na pri-
mijenjenu medikaciju (12).

ZAKLJUCAK

Najvise bolesnika imalo je toplu ATHA-u, zatim CAD
i mijeSanu AIHA-u, a najmanje PCH i DAT-negativnu
ATHA-u. Gotovo svi bolesnici primili su prvu liniju
terapije kortikosteroidima, dok je u drugoj i trecoj li-
niji terapije najée$¢e primijenjen rituksimab, sili bez
primjene imunosupresivne terapije. Splenektomija je
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izvedena samo u jednom slucaju. Transfuzijsko lijece-
nje je bilo uspjesno u vecine bolesnika, bez prijavlje-
nih transfuzijskih reakcija, te se sa sigurno$éu moze
primijeniti u bolesnika s ATHA-om. Ogranicenje ovog
istrazivanja bio je mali broj bolesnika s ATHA-om.

ZAHVALA

Zahvala svim lije¢nicima Klinickog zavoda za transfu-
zijsku medicinu i transplantacijsku biologiju i Zavoda
za hematologiju Klinike za unutarnje bolesti KBC-a
Zagreb koji su sudjelovali u dijagnostici i lije¢enju bo-
lesnika s autoimunosnom hemolitickom anemijom.
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SUMMARY

CHARACTERISTICS, AUTOANTIBODIES AND TREATMENT OF PATIENTS WITH AUTOIMMUNE
HAEMOLYTIC ANAEMIA

M. RAOS"??, D. PULANIC**, S. MALJKOVIC"?? B. GOLUBIC CEPULIC!??*

!Clinical Department for Transfusion Medicine and Transplantation Biology, Clinical Hospital Centre Zagreb,
Zagreb, Croatia; *University of Applied Health Sciencies, Zagreb, Croatia; *University of Zagreb School of
Medicine, Zagreb, Croatia; *Division of Haematology, Department for Internal Diseases, Clinical Hospital
Center Zagreb, Zagreb, Croatia; *University of Split, Department of Health Studies, Split, Croatia

Introduction: Autoimmune haemolytic anaemia (AIHA) is a very rare autoimmune disease caused by autoantibodies directed
at patient's red blood cells as evidenced by a clinical picture, biochemical indicators of hemolysis, excluding other causes
of hemolysis, and a positive direct antiglobulin test (DAT), except for DAT-negative AIHA. Both healthy people and patients
without AIHA can have a positive DAT. Treatment depends on the type of AIHA and the underlying disease, and consists of
multiple lines of therapy. Blood transfusion poses a risk due to the possible presence of alloantibodies masked by autoan-
tibodies, that may cause a haemolytic transfusion reaction (HTR). The aim: To analyse patient’s characteristics, serological
characteristics of autoantibodies, laboratory parameters for anaemia, biochemical parameters for haemolysis and treatment
of patients with AIHA. Methods: This retrospective study included 27 patients who were diagnosed with AIHA from1 January
2018 to 31 December 2020 in Clinical Hospital Centre Zagreb. For diagnosis, immunohematological tests and laboratory
parameters of haemolysis were performed. The efficacy of transfusion was defined as haemoglobin (Hb) value increase
of =5g/L per unit of blood. Results: Most patients were diagnosed with warm AIHA (70.4%), then with cold agglutinin dis-
ease (14.8%) and mixed AIHA (7.4%), and the least number of patients with paroxysmal cold haemoglobinuria (PCH) and
DAT-negative AIHA (3.7% each). The first line of therapy consisted of corticosteroids, and in the second and third lines 37%
of patients received rituximab. In 7.4% of patients alloantibodies were detected. Transfusion was administrated in 81.5% of
patients, with no reactions reported. Efficacy of transfusion was noted in 76.8% of the cases, with median increase of Hb of
7.5 g/L per unit of blood. Conclusion: Warm AIHA was diagnosed the most and PCH and DAT-negative AIHA the least fre-
quently. Corticosteroids were used in the first line of therapy, while rituximab was the most commonly used in combination
with immunosuppressive therapy in the second and third lines of therapy. Transfusion was successful in most patients, with
no transfusion reactions reported.

Key words: autoimmune haemolytic anaemia, autoantibodies, alloantibodies, treatment, blood transfusion
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