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SAZETAK

Autoimuna hemoliticka anemija (AIHA) heterogena je skupina bolesti
uzrokovana napadom vlastitih protutijela, autoprotutijela, na antigene
eritrocita. Dijeli se na primarnu AIHA, nastalu kao posljedica imunoloske
reakcije, te sekundarnu, nastalu uslijed poremecaja imunoloske regulacije.
Incidencija AIHA iznosi 1 do 3 sluc¢aja na 100 000 osoba godisnje, a
dijagnosticira se direktnim (DAT) i indirektnim (IAT) antiglobulinskim
testom. Na temelju dijagnostickih testova i osobina autoprotutijela, AIHA se
dijeli na toplu (WAIHA), hladnu (cAIHA) i mijeSanu. Nadalje, hladna se AIHA,
prema etiopatogenezi, dijeli na bolest hladnih aglutinina (CAD) te sindrom
hladnih aglutinina (CAS). Paroksizmalna hladna hemoglobulinurija (PCH)
rijedak je oblik autoimune hemoliticke anemije u kojemu se autoprotutijela
vezu na eritrocite na niskim temperaturama, a komplement aktiviraju pri
visokim temperaturama. Uz aktivaciju sustava komplementa i stvaranje
membranskog napadaju¢eg kompleksa (MAC), hemoliza moze biti
uzrokovana aktivacijom ADCC mehanizma ili fagocitozom eritrocita od
strane makrofaga. Poremecaji gena regulacije imunosnog sustava,
infekcije, okolis, lijekovi i tumorske tvorbe mogudi su uzroci nastanka AIHA.
Obzirom na heterogenost bolesti i razliCite imunopatogene mehanizme
nastanka AIHA, terapije se mogu uvelike medusobno razlikovati. Prva su
linija lijeCenja glukokortikosteroidi, potom slijede rituksimab, ali i
splenektomija. Imunosupresivni lijekovi, ciklosporin, azatioprin i
ciklofosfamid, Cine trecu liniju terapije. U tijeku su klinicka ispitivanja novih
terapija koje ukljucuju inhibiciju fagocitoze eritrocita (fostamatinib,
nipocalimab), inhibiciju Brutonove tirozin kinaze (rilzabrutinib i ibrutinib),
inhibiciju proteasoma (bortezomib), anti-CD38 monoklonska protutijela
(daratumumab, isatuximab), inhibiciju mMmTOR (sirolimus) i inhibiciju

proteina komplementa (ekulizumab, pegcetakoplan, sutimlimab).

KLJUCENE RIJECI: autoimuna hemoliti¢ka anemija (AIHA), autoprotutijela,
hemoliza, direktni antiglobulinski test (DAT), glukokortikosteroidi.



SUMMARY

Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) is a heterogeneous group of diseases
caused by the attack of endogenous antibodies (autoantibodies) on
erythrocyte antigens. It is divided into primary AIHA, which results from an
immune response, and secondary AIHA, which is caused by disorders of
immune regulation. The incidence of AIHA is 1 to 3 cases per 100,000
people per year, and it is diagnosed by direct (DAT) and indirect (IAT)
antiglobulin tests. Based on the diagnostic tests and the characteristics of
the autoantibodies, AIHA is divided into warm (wAIHA), cold (cAIHA), and
mixed forms. In addition, cold AIHA is subdivided into cold agglutinin
disease (CAD) and cold agglutinin syndrome (CAS), depending on the
etiopathogenesis. Paroxysmal cold hemoglobinuria (PCH) is a rare form of
autoimmune hemolytic anemia in which autoantibodies bind to erythrocytes
at low temperatures and activate the complement system at high
temperatures. With activation of the complement system and formation of
the membrane attack complex (MAC), hemolysis may be caused by
activation of the ADCC mechanism or phagocytosis of erythrocytes by
macrophages. Disorders of genes regulating the immune system, infection,
environment, drugs, and tumor formation are possible causes of AIHA.
Considering the heterogeneity of the disease and the different
immunopathogenic mechanisms of AIHA, therapies may differ widely. The
first line of treatment is glucocorticosteroids, followed by rituximab, but also
splenectomy. Immunosuppressive drugs, cyclosporine, azathioprine, and
cyclophosphamide, make up the third line of therapy. Clinical trials of new
therapies include erythrocyte phagocytosis inhibition (fostamatinib,
nipocalimab), Bruton tyrosine kinase inhibition (rilzabrutinib and ibrutinib),
proteasome inhibition (bortezomib), monoclonal antibodies to CD38
(daratumumab, isatuximab), mTOR inhibition (sirolimus), and complement
protein inhibition (eculizumab, pegcetacoplan, sutimlimab).

KEYWORDS: autoimmune hemolytic anemia (AIHA), autoantibodies,
hemolysis, direct antiglobulin test (DAT), glucocorticosteroids.



Popis skracenica

6-MP - 6-merkatopurin

ADCC - stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima
AIHA - autoimuna hemoliticka anemija

AKT - protein kinaza B

ATP - adenozin trifosfat

BCR - B-stanicni receptor

BPO - benzil penicioilna skupina

BTK - Brutonova tirozin kinaza

cAIHA - hladna autoimuna hemoliticka anemija
CTLA-4 - citotoksic¢ni T-limfocitni antigen 4

DAT - direktni antiglobulinski test

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

FKBP - FK506 vezujuci protein

GKS - glukokortikosteroidi

GTP protein - gvanozin-trifosfat vezujuci protein
HA - hemoliticka anemija

Hb - hemoglobin

HLA - sustav humanog leukocitnog antigena

IAT - indirektni antiglobulinski test

Ig - imunoglobulin

IL - interleukin

IV - intravenozno

KLL - kroni¢na limfocitna leukemija

MAC - membranski napadajudi kompleks

mAIHA - mijeSana autoimuna hemoliticka anemija
MCHC - prosjecna koncentracija hemoglobina u litri krvi

MCV - prosjecni volumen eritrocita



MHC - glavni kompleks histokompatibilnosti
mMTOR - ciljana molekula rapamicina u sisavaca
NFAT - nuklearni faktor aktiviranih T stanica
NF-kB - nuklearni faktor kB

NK stanice - stanice prirodne ubojice

PCH - paroksizmalna hladna hemoglobinurija
PI3K - fosfoinozitid 3-kinaza

RBC - crvene krvne stanice

SYK - tirozin kinaza slezene

TCR - T-stanicni receptor

TGF-B - transformirajudi faktor rasta B
TNF-a - tumorski faktor nekroze a

Tregs - T regulatorne stanice

WAIHA - topla autoimuna hemolticka anemija
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1. UVOD

1.1. Anemije

Stanje smanjenog broja crvenih krvnih stanica ili njihovog smanjenog
kapaciteta prijenosa kisika u organizmu definira se, prema Svjetskog
zdravstvenoj organizaciji, kao anemija (slabokrvnost) [1]. Anemije su
relativno Cesti poremecaji, a procjenjuje se da je 40% djece, 37% trudnica
i 30% zena u svijetu anemicno [2]. NajéeS¢a anemija je sideropenicna

anemija koja nastaje kao posljedica nedostatka zZeljeza u krvi.

Anemije su primarno karakterizirane smanjenom koncentracijom
hemoglobina (Hb) u krvi, Sto naj¢esc¢e podrazumijeva i smanjeni broj
eritrocita. Ukoliko je koncentracija Hb niza od 110 g/L u djece, 120 g/L u
mladih zena i 130 g/L u muskaraca, smatra se da je osoba anemicna [3].
Manjak hemoglobina kao prijenosnika kisika uzrokuje nedovoljnu
oksigenaciju tkiva pa posljedi¢no i umor, slabost, dispneju, vrtoglavicu ili
gubitak svijesti [2], [4]. U bolesnika se mogu razviti poremecaji funkcije
tkiva i organa uzrokovani hipoksijom te se aktiviraju kompenzacijski
mehanizmi s ciljem smanjenja ucinaka hipoksije na organizam.
Preraspodjela krvnog optoka, pojacana sinteza eritropoetina u bubrezima i
smanjenje afiniteta hemoglobina za kisik glavni su kompenzacijski
mehanizmi u pacijenata oboljelih od slabokrvnosti. Koji ¢e se mehanizam
aktivirati te u kojem intenzitetu, ovisi o brzini razvitka anemije i njezinom

uzroku.

Sirok spektar uzroka anemija stvorio je razli¢ite kriterije prema kojima
se anemije rasporeduju u pojedine skupine, od kojih su glavne: a) anemije
uzrokovane poremecajem u stvaranju i sazrijevanju eritrocita, b) anemije
uzrokovane nepravilnom gradom [ sintezom hemoglobina
(hemoglobinopatije), c) anemije koje nastaju uslijed poveéane razgradnje
crvenih krvnih stanica (hemoliticke anemije), d) anemije uzrokovane

prevelikim gubitkom krvi [4].



1.2. Hemoliticke anemije

Hemoliticke anemije (HA) su stanja uzrokovana poja¢anom razgradnjom
eritrocita. Etioloski se dijele u dvije velike skupine: a) korpuskularne
hemoliticke anemije, uzrokovane poremecajima unutar samih eritrocita, i
b) ekstrakorpuskularne hemoliticke anemije, koje su, u pravilu, autoimune
etiologije [4]. U korpuskularne hemoliticke anemije ubrajamo nasljedne
metabolicke poremedaje eritrocita (manjak glukoza-6-fosfat dehidrogenaze
ili piruvat-kinaze), te poremecaje grade eritrocitne membrane. S druge
strane, ekstrakorpuskularne hemoliticke anemije su uzrokovane
poremedajima izvan eritrocita, a prvenstveno podrazumijevaju
patogenetske mehanizme unutar imunoloskog sustava, tj. stvaranje
autoprotutijela protiv eritrocitnih antigena, koje moze nastati kao posljedica
infekcija, ali i preosjetljivosti na lijekove [4].

Hemoliticke anemije uzrokuju aktivaciju brojnih kompenzacijskih
mehanizama u organizmu. PojaCana razgradnja eritrocita potice bubrege na
pojacano luCenje eritropoetina. Stoga se u kostanoj srzi povecava
eritropoeza, Cime se nadoknaduje manjak eritrocita nastao uslijed
hemolize. Opskrbljivanje tkiva kisikom ¢e u tom slucaju biti poboljsano, ili
c¢ak i normalno, no znakovi ¢e hemolize biti izrazeni u obliku povecane
koncentracije bilirubina u plazmi. Hiperbilirubinemija odgovorna je za
stvaranje hemoliticke Zutice, jednog od klinickih znakova hemoliticke
anemije. Nadalje, kako bi se povecala doprema kisika tkivima, pojacava se
i aktivnost kardiovaskularnog sustava koja se ocituje u obliku

hiperdinamicne cirkulacije [4].

1.3. Autoimune hemoliticke anemije

Autoimune bolesti nastaju kao posljedica reakcije imunoloSkog sustava
protiv tvari, organa i tkiva normalno prisutnih u vlastitom organizmu.
Autoimuna hemoliticka anemija (AIHA, eng. Autoimmune hemolytic
anemia) heterogena je bolest uzrokovana hemolizom (uniStavanjem)

crvenih krvnih stanica domadina. U ovom slucaju, hemoliza eritrocita



nastaje uslijed napada vlastitih protutijela, autoprotutijela, na eritrocitne
antigene pacijenta, zbog cega ova vrsta anemije pripada autoimunim
bolestima [5]. Cimbenika je za razvoj AIHA, kao i u drugim autoimunim
bolestima mnogo, Sto ju ¢ini multifaktorijalnom boles¢u [6]. Mogudi uzroci
su prestanak tolerancije imunoloskog sustava na vlastite antigene, krizna
reakcija antigena namijenjenih protiv drugog antigena s eritrocitnim
antigenima te promjena eritrocitnih antigena zbog prisutnosti bakterija ili
virusa [4], Sto ¢emo kasnije detaljnije opisati (poglavlje 4.6.)

Autoprotutijela koja se vezu na antigene eritrocita mogu biti ,topla"
ili ,hladna“. ,Topla“ su imunoglobulini (Ig) razreda IgG koji reagiraju s
eritrocitima na 37°C. S druge strane, ,hladna™ protutijela razreda IgM
reagiraju s eritrocitima na temperaturama nizima od 37°C [4]. Toplinske
karakteristike autoprotutijela dovele su do podjele AIHA na dvije skupine:
toplu AIHA i hladnu AIHA. Bududi da su imunoloski mehanizmi razliciti za
toplu i hladnu autoimunu hemoliticku anemiju, razliciti su i principi terapije
[5] (poglavlja 6.1., 6.2. i 6.3.).

Razvije li se AIHA kao posljedica poremecaja imunoloske reakcije, bez
konkretnog drugog razloga, klasificira se kao primarna, odnosno idiopatska.
Nastane |i pak kao posljedica poremecaja imunoloske regulacije, svrstava
se u sekundarnu AIHA. Poremecaji imunoloske regulacije ukljucuju druge
autoimune bolesti, djelovanje lijekova, limfoproliferativhe poremedaje
kojima pripadaju Hodgkinova bolest, ne-Hodgkinov limfom,
Waldenstromova makroglobulinemija. Stoga se incidencija AIHA povecava
nakon cetrdesete godine zZivota. Ipak, bitno je napomenuti da osobe bilo

koje zivotne dobi mogu razviti AIHA, ukljucujuci djecu [7].

2. EPIDEMIOLOGIJA AIHA

Incidencija autoimune hemoliticke anemije iznosi 1 do 3 slucaja na 100
000 osoba godisnje, zbog c¢ega se smatra vrlo rijetkom bolesSc¢u [5]. Topla
AIHA cini 2/3 slucajeva i predstavlja najceséi oblik [8]. Rizik od oboljenja

raste sa staroS¢u, a bolest se uobicajeno javlja u osoba starijih od 50



godina. Naime, procesi starenja povecavaju tezinu oksidativnog stresa, ali
i promjene u gradi eritrocitne membrane, Sto rezultira starenjem eritrocita
i njihovom preranom smrcu.

Tijek bolesti varira od blagih do teskih oblika, u kojima oboljeli mogu biti
zivotno ugrozeni. U djece se uobicajeno javlja akutni i prolazni oblik jer su
uzroci najcesce virusne infekcije. U odraslih se ¢esce javlja kronicni oblik,
osobito kada se AIHA razvije kao sekundarna bolest. Stopa prezivljavanja u
odraslih osoba iznosi 91% nakon jedne godine, 75% nakon peti 73% nakon
10 godina. Postotak smrtnosti iznosi 4%, a smrt je najcesée posljedica

infekcije, Evansova sindroma ili akutnog zatajenja bubrega [5].
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Slika 1. Incidencija autoimune hemoliticke anemije na 100 000 rizicne populacije

prema dobi, u trenutku pojave. Preuzeto i prevedeno iz [9].



3. KLASIFIKACIJA I DIJAGNOSTIKA AUTOIMUNE HEMOLITICKE
ANEMIJE

Glavni je uzrok AIHA vezanje autoprotutijela na antigene izrazene na
povrsSini eritrocita. Stoga se njihova klasifikacija primarno i temelji na
karakteristikama protutijela odgovornih za hemolizu eritrocita. Ucestalost
hemolize i tezina anemije ovise o izotipu autoprotutijela, njihovim
toplinskim  karakteristikama te  sposobnosti  aktivacije  sustava
komplementa. Prva dva kriterija najkorisnija su za klasifikaciju autoimune
hemoliticke anemije, a temelje se na dva dijagnosticka testa: Coombsovom
ili izravhom antiglobulinskom testu (DAT, eng. direct antiglobulin test) i
neizravhom Coombsovom testu, odnosno neizravhom antiglobulinskom
testu (IAT, eng. indirect antiglobulin test) [5], [10].

Antiglobulinski test je metoda kojom se dokazuje prisutnost protutijela
ili proteina sustava komplementa na membrani eritrocita pomocéu anti-
humanog globulina, uslijed Cega se razvija vidljiva reakcija aglutinacije.
Pozitivni DAT ukazuje da su se autoprotutijela iz plazme pacijenta vezala na
njegove crvene krvne stanice. S druge strane, indirektnim antigobulinskim
testom se utvrduje prisutnost protutijela u krvnoj plazmi pacijenata (slika
2). Takoder se mogu utvrditi toplinske karakteristike, razred, te sposobnost

protutijela da aktivira sustav komplementa [11].



Direktni antiglobulinski (Coombsov) test
Anti-humani glebulin

! A Ant-RBC antitijelo
Anti-humani
é- + globulin _) @@'
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A Crvene krvne stanice Aglutinacija
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A anti-humani
A + globulin —)
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Plazma pacijenta s
antitijelima

Aglutinacija

Slika 2. Izravni i neizravni (Coombsov) test. Izravni antiglobulinski test (DAT;
direktni Coombsov test) provodi se dodavanjem antihumanog globulina u eritrocite
pacijenata. Indirektni antiglobulinski test (IAT; neizravni Coombsov test) provodi se
dodavanjem plazme pacijenta eritrocitima davatelja, nakon cega slijedi dodavanje
antihumanog globulina. U svakom sluc¢aju, prisutnost aglutinacije crvenih krvnih stanica
kada se doda anti-humani globulin ukazuje na pozitivan rezultat. DAT: Aglutinacija se
dogada kada se anti-humani globulin (zeleno) krizno poveze s anti-RBC (anti-eritrocitno)
protutijelom (plavo) koje je vezano za antigen na eritrocitima pacijenta. IAT: Aglutinacija
se dogada kada se anti-humani globulin (zeleno) krizno poveze sa anti-RBC protutijelom
(plavo) iz plazme ili seruma pacijenta u koji su dodani testni eritrociti. Preuzeto i
prevedeno iz [12].

Prema temperaturnom rasponu djelovanja autoprotutijela, autoimuna
hemolitica anemija dijeli se na toplu AIHA (WAIHA, eng. warm autoimmune
hemolytic anemia), hladnu AIHA (cAIHA, eng. cold autoimmune hemolytic
anemia) i mijeSanu AIHA (mAIHA, eng. mixed autoimmune hemolytic
anemia) (tablica 1) [10].



Tablica 1. Klasifikacija autoimune hemoliticke anemije (AIHA). Prilagodeno

prema [5].
Topla
Autoprotutijela CAD MijeSana AIHA PCH
AIHA
Razred IgG IgM IgGilgM IgG
Optimalna temperatura Reakcija na 4°C
37°C 4°C 4°Ci37°C
aglutinacije Hemoliza na 37°C
Rh /i
Specifi¢nost / P antigen
sustav sustav
Pozitivan DAT test IgG/ C IgG + visok titar Pozitivan Donath-
IgG + C hladnih IgM Landsteinerov test

3.1. Topla AIHA

Topla AIHA najcesdi je seroloski tip koji se javlja u oboljelih osoba (60
do 70%). Autoprotutijela razreda IgG, optimalno reaktivha na 37°C,
posreduju wAIHA [5]. Osim imunoglobulina G, eritrocite rjede mogu
oblagati i IgA i IgM protutijela. Ovaj tip AIHA je, u pravilu, usmjeren protiv
antigena eritrocita iz Rh sustava krvnih skupina [13]. U wAIHA DAT je
pozitivan samo s monospecificnim anti-IgG antiserumima ili IgG+C
(C=komplement, ukazuje na prisutnost C3d i C3c fragmenata proteina

komplementa u krvi) u niskom titru (<64) [6].

3.2. Hladna AIHA

Druga vrsta autoimunih hemolitickih anemija po ucestalosti je hladna
AIHA, koja je uzrokovana IgM autoprotutijelima. Nepatogeni poliklonski
imunoglobulini razreda IgM optimalno reagiraju pri temperaturama od 0°C
do 4°C, dok patogeni monoklonski imunoglobulini M uobicajeno reagiraju
na temperaturama od 30°C do 32°C [14]. U hladne je AIHA DAT pozitivan
samo s anti-C antiserumima, a hladni su aglutinini prisutni u visokom titru.

Najcesci su oblici cAIHA, prema etiopatogenezi, bolest hladnih aglutinina

(CAD, eng. cold agglutinin disease) te sindrom hladnih aglutinina (CAS, eng.
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cold agglutinin syndrome), oboje posredovani hladnim IgM protutijelima
(tzv. hladnim aglutininima). Bolest hladnih aglutinina predstavlja primarni
oblik cAIHA (posljedica je klonskih limfoproliferativnih poremedéaja). CAS
nalikuje CAD-u, ali je kod njega prisutna osnovna infektivna ili maligna
bolest [5].

Hladni aglutinini uzrokuju i paroksizmalnu hladnu hemoglobinuriju (PCH,
eng. paroxysmal cold hemoglobinuria), rijedak oblik AIHA (1 do 5%
slucajeva). PCH je posredovana IgG protutijelima koja se vezu na niskim
temperaturama, fiksiraju komplement na eritrocitima i aktiviraju ga na
37°C, sSto rezultira teSkom intravaskularnom hemolizom. Dijagnosticira se

Donat-Landsteinerovim testom [5].

3.3. Mijesana AIHA

MijeSana autoimuna hemoliticka anemija nastaje kao posljedica
djelovanja hladnih IgM, ali i toplih IgG protutijela. Oboljeli najéesce razvijaju
kronican oblik AIHA s teSskom hemolizom [15], a smatra se da je za
hemolizu odgovorna topla komponenta [16]. Imunohematoloskim
metodama potrebno je odvojeno dokazati obje komponente (toplu i
hladnu), Cime testiranje postaje izazovno bududi da su sve faze pozitivnih

vrijednosti (DAT pozitivan za IgG i C s visokim titrom hladnih aglutinina)

[5].

4. IMUNOPATOGENEZA AIHA

Autoimuna hemoliticka anemija nastaje uslijed povecanog
unisStavanja crvenih krvnih stanica anti-eritrocitnim protutijelima, sa ili bez
aktivacije sustava komplementa. Poveano razaranje eritrocita rezultat je
prvenstveno mogucnosti autoprotutijela da potaknu stani¢nu citotoksic¢nost
ovisnu o protutijelima (ADCC, eng. antibody-dependent cellular
cytotoxicity). Ona je posredovana stanicama koje posjeduju Fc receptore,
kao Sto su stanice NK i makrofazi. ZavrSne komponente kaskade
komplementa takoder uzrokuju uniStavanje eritrocita stvaranjem
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membranskog napadajuceg kompleksa (MAC, eng. membrane attack
complex), izazivajudi izravnu osmotsku lizu eritrocita. Izravno razaranje
eritrocita zbog oste¢enja membrane primarno se odvija intravaskularno i u
jetri, dok se fagocitoza i ADCC mehanizam dogadaju u slezeni i limfoidnim
organima [5].

Patogenost autoprotutijela, pripadnost odredenom razredu, ucinkovitost
aktivacije sustava komplementa i toplinske karakteristike glavni su
c¢imbenici imunopatogeneze AIHA. Medutim, autoprotutijela nisu jedini
faktori koji utjeCu na nastanak i razvoj AIHA. Poremecaji gena regulacije
imunosnog sustava, okolis, infekcije, tumorske tvorbe i lijekovi samo su

jedni od brojnih mogucih uzroka autoimune hemoliticke anemije.

4.1. Hemoliza posredovana IgG protutijelima

Protutijela usmjerena protiv eritrocitnih antigena proizvode limfociti B,
izvrsne stanice humoralne imunosti. Aktivacija limfocita B, potaknuta
antigenom, izaziva proliferaciju stanica specificnih za antigen te njihovu
diferencijaciju u plazma stanice. Zadaca je plazma stanica aktivno
izluCivanje protutijela. Primarna protutijela su razreda IgM, a potom nastaju
i ostali razredi, izmedu ostalog i IgG, od kojih su IgG1 i IgG3 odgovorni za

fiksiranje komplementa i opsonizaciju [17].

IgG1 i IgG3 autoprotutijela opsoniziraju eritrocite specificnim vezanjem
na eritrocitne antigene Fab regijom (eng. fragment antigen binding). Tako
opsonizirani eritrociti krvotokom odlaze u slezenu, gdje ¢e se Fc regije (eng.
fragment crystalline) 1gG protutijela vezati na Fc receptor izrazen na
makrofazima i neutrofilima. Fc receptor na povrSini makrofaga naziva se i
receptor visokog afiniteta za Fc regije teskih lanaca y, odnosno FcyRI.
Vezanje IgG opsonina i FcyRI receptora potice proces fagocitoze. Time
stvoreni fagosom se, unutar fagocita, kasnije spaja s lizosomom, vezikulom
koja u sebi sadrzi mnoge proteoliticke enzime, reaktivne kisikove spojeve
te dusikove okside sa svrhom razgradnje fagocitirane crvene krvne stanice
[17].



Nadalje, eritrociti oblozeni IgG1 i IgG3 protutijelima mogu biti unisteni
od strane NK stanica ADCC mehanizmom. NK stanice na svojoj povrsini
izrazavaju CD16, odnosno FcyRIII aktivacijski receptor koji se veze za Fc
dio IgG protutijela. Vezanje FcyRIII i IgG protutijela, koja prepoznaju
povrSinske eritrocitne antigene, potice stvaranje signala odgovornih za
praznjenje granula NK stanica ispunjenih proteinima koji ¢e razoriti

opsonizirani eritrocit (preforini i granzimi) [17].

Bifazna IgG autoprotutijela ili Donath-Landsteinerova protutijela u PCH
vezu se na eritrocite pri 4°C, ali aglutinaciju pokrecéu tek pri temperaturi od
37°C. Hemolizu uzrokuju aktivacijom komplementa sve do stvaranja MAC
kompleksa. UniStavanje eritrocita odvija se intravaskularno, dok se ostatak
eritrocita opsoniziranih C3b proteinima komplementa fagocitira u jetri od

strane makrofaga [13].

4.2. Hemoliza posredovana IgM protutijelima

IgM protutijela stvaraju pentamere koji mogu snazno fiksirati
komplement na povrsini ciljne stanice, u ovom slucaju eritrocita. Optimalna
temperatura njihova djelovanja iznosi 4°C, no toplinska amplituda doseze
34°C. Takvi imunoglobulini M, reaktivni na temperaturama bliskim krajnjoj
vrijednosti amplitude, najstetnija su skupina protutijela sposobna

uzrokovati teske oblike AIHA sa stopom smrtnosti od oko 20% [5].

Vezanjem hladnog IgM autoprotutijela za antigene eritrocita, susjedne
regije Fc protutijela postaju dostupne za vezanje C1 proteina komplementa.
Potom dolazi do aktivacije cijele kaskade proteina. Od produkata koji
nastaju bitno je spomenuti kompleks C4b2a, odnosno C3 konvertazu koja
cijepa C3 protein komplementa. Time nastaje C3b fragment koji se takoder
veze na povrSinu opsoniziranog eritrocita. Takvi eritrociti cirkuliraju
organizmom, a kada se vrate u srediSnje dijelove tijela s temperaturom od
37°C, IgM autoprotutijela odvajaju se od membrane, a C3b ostaje vezan.

Neki od C3b fragmenata vezu se na C4b2a kompleks, ¢ime nastaje C5
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konvertaza (C4b2a3b kompleks) koja proteoliticki cijepa C5 protein
komplementa na manji C5a fragment, koji djeluje kao anafilatoksin. Na vedi
se fragment (C5b) vezuju ostali proteini komplementa: C6, C7, C8, C9, ¢ime
stvaraju membranski napadajuc¢i kompleks (MAC) i uzrokuju perforaciju

ciljne stanice (slika 3) [17].

Topla IgM autoprotutijela takoder snazno aktiviraju komplement, no
samo su privremeno vezana na eritrocitnu membranu kako bi aktivirala
sustav komplementa. Nakon Sto aktiviraju komplement i eritrocit se
opsonizira C3b fragmentom, fagocitoza od strane makrofaga dalje se odvija
u jetri [5].

Ekstravaskularna

Anti-IgG IgG autoantitijela slabo hemoliza — fagocitoza
- aktiviraju kemplement, eritrocita opsoniziranih
i85 ) =4 \f ne aglutiniraju IgG antitijelima u slezeni
raa L spontano {wAIHA)

- DAT +1gG

IgM IgM autoantitijela Ekstravaskularna
}:ﬁ",ﬁ; }:hi{r‘( ( ) aglutiniraju eritrocite i hemoliza — fagocitoza
-ﬁw ‘.,}QK c snaino aktiviraju " eritrocita opsoniziranih
komplement, spontana C3h fragmentom u jetri
s % g C5 .J aglutinacija (CAD)
e ’f{:‘\ ’_..;-DATH:

Intravaskularna hemaoliza —
MAC (membrane attack
complex)

Slika 3. Patogeni mehanizam unistavanja crvenih krvnih stanica. Preuzeto

i prevedeno iz [5].

4.3. Disregulacija citokina u AIHA
Aktivacija humoralnog imunoloskog odgovora posredovana T limfocitima
od velike je vaznosti u gubitku autotolerancije u AIHA. Pojacani humoralni

odgovor Th2 stanica te autoprotutijelima posredovano razaranje eritrocita
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u pacijenata se ocituje povecanim koncentracijama interleukina-4, IL-6 i IL-
10. Smanjena inhibicija Th2 odgovora posljedica je niskih koncentracija
interferona-y u oboljelih, sto rezultira pojacanjem AIHA posredovane
autoprotutijelima. Koncentracije IL-12 i IL-2, odgovorne za diferencijaciju
CD4+* stanica u Th1 stanice, uobic¢ajeno su povisene u pacijenata. Povecana
je aktivnost i NK stanica, CD8* citotoksi¢nih limfocita T i aktiviranih
makrofaga. Povedana koncentracija TGF-B (transformirajuéi faktor rasta),
uz prisutnost IL-6, pogoduje diferencijaciji i aktivaciji proupalnih Th17. S
druge strane, stanice koje smanjuju autoimuni odgovor, kao periferni T
regulatorni CD4* limfociti (Tregs), prisutne su u pacijenata u nizim
koncentracijama u odnosu na zdrave pojedince, ¢inedéi tako jos jedan faktor

koji pogoduje razvitku autoimune bolesti [5].

4.4. Utjecaj genskog izrazaja na AIHA

Autoimuna hemoliticka anemija povezana je s mutacijama gena
odgovornih za sazrijevanje T i B limfocita, homeostazu interleukina u
organizmu i prepoznavanje antigena. Za poremecdaje prepoznavanja
antigena odgovorne su mutacije HLA lokusa: HLA-B8, BW6, DQ i DR, ali i
preraspodjele gena IGHV4-34, IGKV3-20 i IGHV3 koji kodiraju varijabilne
regije teskih i lakih lanaca Ig. AIHA se razvija ¢esto u sklopu primarne
imunodeficijencije Cija je genetska pozadina stoga bitna u razmatranju
genetske pozadine AIHA. Za primarne imudeficijencije odgovorne su
mutacije na RAG1, KRAS, ADAR1, CTLA4, TNFRSF6, STAT3, PIK3CD, CBL i
LRBA genima. Mutacije KMT2D i CARD11 gena (uobicajeno odgovornih za
sazrijevanje imunoloskog sustava) takoder su karakteristicne za primarne
imunodeficijencije, ali i CAD te Kabuki sindrom. U 4% slucajeva Kabuki
sindroma, poremecaja karakteriziranog intelektualnim nedostatkom i
malformacijama, ukljucena je i AIHA. Osim toga, u pacijenata s AIHA
povecana je ucestalost G polimorfizma CTLA-4 gena (citotoksi¢cnog T-
limfocitnog antigena 4) i AG konfiguracije gena za limfotoksin-a, citokin koji

posreduje Sirok niz upalnih i imunostimulativnih odgovora [6].
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4.5. AIHA posredovana lijekovima

AIHA posredovana lijekovima (slika 4) smatra se rijetkom boles¢u.
Usporedujuéi ju s ostalim oblicima AIHA, gruba je procjena da zahvaca
jednu od milijun osoba godisnje. Nazalost, samo se teski oblici hemolize
podvrgavaju odgovarajuéim istrazivanjima kako bi se utvrdilo da je lijek
odgovoran za razvoj AIHA, Sto moze biti jedan od razloga procjene niske
incidencije bolesti [18]. Medu brojnim lijekovima koji uzrokuju AIHA,
prevladavaju tri skupine: (1) antimikrobici (42%), (2) antiflogistici (15%)
te (3) antineoplastici (11%).

Dvije su skupine autoimunih hemolitickih anemija posredovanih
lijekovima: (1) AIHA izazvana protutijelima koja poti¢u imunoloski sustav
isklju¢ivo u prisutnosti lijeka te ovise o njemu, i (2) AIHA izazvana

protutijelima neovisnim o lijeku [6].

Protutijela sintetizirana iskljuCivo u prisutnosti lijeka najceS¢e su
potaknuta prisutnos¢u penicilina ili ceftriaksona. Penicilin sa sobom nosi
BPO (eng. benzyl penicilloyl group) koja djeluje kao hapten, kovalentno se
veze na povrSinu eritrocita te potiCe imunoloski sustav na sintezu
protutijela. IgG protutijela prepoznaju mijesani epitop, vezu za njega i

izazivaju fagocitozu od strane makrofaga u slezeni [6].

Protutijela neovisna o lijeku mogu se pojaviti nakon lijekova metildope,
fludarabina i kladribina. Metildopa mijenja oblik Rh antigena na povrsSini
eritrocita. Takav promijenjeni antigen imunoloski sustav prepoznaje kao
stran i poti¢e stvaranje protutijela. Sintetizirana IgG autoprotutijela se
potom vezu na promijenjene Rh antigene, opsoniziraju eritrocit i poticu

ekstravaskularnu fagocitozu [6].

Tredi slucaj ukljuCuje lijekove koji izazivaju sintezu IgM protutijela,
aktivaciju komplementa i intravaskularnu hemolizu. Kinidin, jedan od takvih
lijekova, djeluje kao hapten na koji se veze IgM. Kompleks lijek-protutijelo
potom cirkulira unutar krvnih zila, a IgM intravaskularno veze i fiksira

komplement na povrsSinu eritrocita. U konacnici, MAC kompleks uzrokuje
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hemolizu. Uz kinidin, hemolizu uzrokuju i Kkinin, rifampicin, izoniazid,

fenacetin, hidroklorotiazid te mnogi drugi [5].

Posljednji je predlozeni mehanizam modifikacija eritrocithne membrane
neimunom adsorpcijom proteina. Lijekovi poput cefalosporina modificiraju
membranu eritrocita kako bi se na nju neimunoloski vezali proteini poput
albumina, fibrinogena, C3 proteina komplementa ili IgG protutijela.
Eritrociti koji neimunoloski adsorbiraju IgG daju pozitivhe rezultate
monocitno monoslojnog testa ukazujuéi na moguénost interakcije takvih
eritrocita s makrofazima, Sto bi rezultiralo smanjenim brojem crvenih krvnih
stanica [18].

AIHA ovisna o prisutnosti lijeka AIHA neovisna o
prisutnosti lijeka

Stvaranje imunoloskog Reakcija haptena Adsorpcija
s Autoimuni mehanizam
kompleksa proteina
v
. " Vv v " Vv v liek g v
Lijek 1gG protutijelo Lijek v Sinteza w lijek
usmjereno protutijela zbog Sinteza
protiv lijeka & prisutnosti lijeka l l protutijela zbog
prisutnosti lijeka
. : 1gG protutijelo 1gG protutijelo
LU_Ek ostaje gus;:njerer:o difikacii usmjereno
AT anUt:T pa protiv lijeka Mo_ s _acua protiv lijeka
imunolo3ki c3b peisl] l Sliccine Eritrocitni
kompleks

eritrocita membrane u ¥ %
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prisutnosti l
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Slika 4. Mehanizam autoimune hemoliticke anemije posredovane lijekovima.

Preuzeto i prevedeno iz [19].

4.6. Utjecaj bolesti i infekcija na razvoj AIHA
Jedan je od najjednostavnijih mehanizama nastanka autoimunosti
modifikacija eritrocitnih antigena uslijed djelovanja infektivnih agenasa.
Nekoliko je patogena povezano s AIHA; mycoplasma pneumoniae,
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mycobacterium tuberculosis, sifilis, parvovirus B19, hepatotropni virus, HIV,
brucella [5]. Naime, tijekom infekcije zarazni organizmi mogu proizvoditi
peptidne antigene slicne epitopima na nasim antigenima. Obzirom da nas
imunoloski sustav reagira na mikrobne peptide, moze doc¢i do kriznog
prepoznavanja i napada na vlastite antigene. Takva se krizna reakcija naziva
molekularna mimikrija [17]. Bitno je napomenuti da HIV infekcija, neovisni
¢imbenik rizika za AIHA, moze potaknuti stvaranje autoprotutijela pomocu
molekularne mimikrije [20].

Prema Burnetovoj teoriji klonske selekcije, bitan mehanizam za
stvaranje autoprotutijela podrazumijeva pojavu tzv. zabranjenih klonova,
koji nastaju tijekom B limfoproliferativnih sindroma kao Sto je kroni¢na
limfocitna leukemija (KLL). Novija istrazivanja kroni¢ne limfocitne leukemije
ukazuju da KLL stanice olakSavaju autoimunost izravhom prezentacijom
antigena, ali i proizvodnjom nefunkcionalnih T regulatornih stanica [5].
Naime, aktivacijom limfocita T, KLL stanice stimuliraju neravnotezu
zastupljenosti Th17 limfocita u odnosu na Treg stanica, Sto dovodi do
prevladavanja proupalnog fenotipa kod pacijenta. Neoplasticne stanice
takoder imaju sposobnost proizvodnje autoprotutijela, no uglavnom se radi
o poliklonskim imunoglobulinima G, koje proizvode nemaligni autoreaktivni
limfociti B [5].

5. KLINICKA SLIKA AIHA

Simptomi autoimune hemoliticke anemije mogu se razlikovati ovisno o
podtipu bolesti. U nekih pacijenata oboljelih od wAIHA hemoliza je blaga i
postupno se razvija, zbog ¢ega moze proci nezapazeno. Teska hemoliza
javlja se sa simptomima i znakovima sli¢nim drugim vrstama anemija;
umor, dispneja, slabost, hipotenzija, bljedoéa, Zutilo koze [21]. Kao
posljedica aktivhe hemolize moze se razviti splenomegalija, gdje se u
povecanoj slezeni pojacano uklanjaju razoreni eritrociti. Nadalje, u 1/3
oboljelih javlja se i hepatomegalija, odnosno povecanje jetre. Teska klinicka

slika moze biti posljedica infekcija (primjerice nakon splenektomije) ili
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primarnih bolesti ¢iji simptomi previadavaju u sekundarnog oblika AIHA.
Plu¢na embolija, infarkt miokarda i mozdani udar mogudi su ishodi teskih

oblika AIHA u kojima prevladava intravaskularna hemoliza [5].

Akrocijanoza, stanje bezbolnog i trajnog modrila Saka, rjede stopala,
izazvano vazospazmom malih krvnih Zila u kozi, javlja se u osoba oboljelih
od bolesti hladnih aglutinina (CAD). U slu¢aju hladenja prstiju, usiju ili nosa,
dolazi do aktivacije IgM protutijela i njihova vezanja na povrsinu eritrocita,
Sto uzrokuje aglutinaciju. Dugotrajno izlaganje niskim temperaturama moze

uzrokovati ishemiju i nekrozu [22].

Paroksizmalna hladna hemoglobinurija (PCH) uglavhom se javlja u
osoba mladih od 18 godina s hemolizom povezanom s prehladom i
infekcijama. U PCH je hemoliza uglavhom intravaskularna, zbog cega
oboljeli nemaju uvijek znacajne klinicke simptome. Simptomi su, uz
simptome temeljne bolesti, groznica ili vrucica, glavobolja, bolovi u nogama

ili ledima, grcevi u trbuhu, tamna mokraca i zutica [8].

6. LIJECENJE AIHA
6.1. Lijecenje wAIHA

Primarna terapija u osoba oboljelih od tople AIHA podrazumijeva davanje
glukokortikosteroida (GKS), kako bi se smanjio imunoloski odgovor
organizma. Primjena prednizona (oralno) u razdoblju od tri do Cetiri tjedna
u dozi od 1 mg/kg/dan kontrolira hemolizu i povecava razinu hemoglobina
u eritrocitima. Potonja se terapija pokazala ucinkovitom u 80% slucajeva.
Ukoliko nema napretka u lijeCenju nakon tri tjedna primjene GKS,
primjenjuje se kombinirana terapija [8]. Uz GKS pacijentima se propisuje i
anti-CD20 protutijelo rituksimab. Rituksimab se veze za CD20 antigen,
membranski protein izrazen na svim B stanicama, ¢ime uzrokuje njihovu
apoptozu aktivacijom komplementa i ADCC mehanizma. Dodatno,
moduliranjem ravnoteze Th1l i Th2 stanica, smanjuje izlu¢ivanje citokina,
kao Sto su IL-12, IL-17, TNF-a i interferon-y [23]. Rituksimab u kombinaciji
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s glukokortikosteroidima daje bolje rezultate, ¢ime se smanjuje potreba za
ponovnom GKS monoterapijom. Obzirom da kroni¢na steroidna terapija
moze uzrokovati nuspojave poput osteoporoze, gastrointestinalnog
krvarenja i dijabetesa, preporucuje se prevencija osteoporoze u pacijenata
starijih od 50 godina [8]. Nakon poboljSanja, doza steroida se mora
postupno smanjivati, nakon ¢ega se ne primjenjuju u razdoblju od 6
mjeseci. Bolesnicima s teSskom anemijom intravenozno se daje
metilprednizolon u manjoj dozi 10-14 dana ili u veéoj dozi 1-3 dana. Kada
se postigne potpuni odgovor, potrebno je redovito kontrolirati klini¢ku sliku

pacijenta jer samo 1/3 bolesnika postize dugotrajnu remisiju [5].

Izostanak odgovora na glukokortikosteroide ili kombiniranu terapiju u
pacijenata, potreba previsokih doza GKS ili rani relaps zahtijevaju drugu
liniju lijec¢enja. U tom se slucaju pacijent podvrgava splenektomiji, koja ima
predvidenu stopu izlje¢enja od 20%. Prije uklanjanja slezene potrebno je
detaljno promotriti klinicku sliku pacijenta, osobito u starijih od 65 godina.
Nepouzdani ishodi zahvata, kirurske komplikacije te tromboticke i infektivne
komplikacije nedostatak su splenektomije [5]. Dodatni je problem zahvata
potreba za uzimanjem antibiotske terapije tri godine nakon operacije,
cijepljenje protiv meningokoka i pneumokoka svakih pet godina, kao i
godiSnje cijepljenje protiv gripe [24]. Pojavom novih terapija stopa

splenektomije progresivno opada.

Imunosupresivni lijekovi u novije vrijeme formiraju trecu liniju lijeCenja
wWAIHA. Ciklosporin, azatioprin i ciklofosfamid lijekovi su koji daju
djelomicne odgovore u 40-60% slucajeva. Azatioprin je jedan od najstarijih
imunosupresiva koji je i dalje u upotrebi. Analog je purina, a djeluje tako
da se metabolizira u 6-merkatopurin (6-MP), nakon Cega se enzimatski
transformira u 6-metil-MP, 6-tioguanin i 6-tiornu kiselinu. U takvim se
oblicima ugraduje u DNA u replikaciji i blokira de novo sintezu purina. Uz
blokiranje sinteze purina, azatioprin uzrokuje apoptozu limfocita T
vezanjem za Racl GTP-vezujudi protein kako bi smanjio ekspresiju Bcl-xL

antiapoptotickog gena [25].
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S druge strane, ciklosporin blokira aktivaciju limfocita B inhibicijom
transkripcije gena citokina. Inhibiciju transkripcije ciklosporin zapocinje
vezanjem za ciklofilin s kojim tvori kompleks ciklofilin-ciklosporin. Kompleks
se dalje direktno veze za kataliticku podjedinicu kalcineurina A i smanjuje
njegovu fosfataznu aktivnost. Time se sprjeCava defosforilacija NFAT (eng.
nuclear factor of activated T-cells), proteina odgovornog za transkripcijsku

aktivaciju gena koji kodiraju citokine [26].

Za postizanje citotoksi¢nih ucinaka ciklofosfamida potrebna je
bioaktivacija citokroma P450 (CYP 2B6 i 3A4), koji, u konacnici, omogucuje
stvaranje reaktivnog ciklickog aziridinijevog kationa. Aziridinijev kation
reagira s citidinom i N(7) gvaninom DNA, stvaraju¢i medulancane i poprec¢ne
veze, zbog Cega je djelovanje ciklofosfamida neovisno o stani¢nom ciklusu.
Stanice koje se brzo proliferiraju najosjetljivije su na alkilirajudi
ciklofosfamid [27].

Mikofenolat-mofetil pokazao se kao dobra alternativa rituksimabu i
visokoucinkovitim u lijeCenju djece oboljele od tople autoimune hemoliticke
anemije [8]. Lijek se moze primijeniti oralno ili intravenski, no prosjec¢na je
bioraspolozZivost lijeka veca u oralne primjene (94%). In vivo se
metabolizira do mikofenolne kiseline. Mikofenolna kiselina je djelatna tvar
mikofenolata i reverzibilni inhibitor inozin monofosfat dehidrogenaze.
Obzirom da je limfocitima potrebna sinteza purina za proliferaciju, a
monofosfat dehidrogenaza je enzim uklju¢en u sintezu purina, mikofenolat
mofetil djeluje kao selektivni antimetabolit i inhibira proliferaciju T stanica
[28].

6.2. Lijecenje bolesti hladnih aglutinina (CAD)

Kod lakSih oblika bolesti hladnih aglutinina, anemija se kontrolira
zastitom od hladnode, osobito distalnih dijelova tijela, te izbjegavanjem
hladnih napitaka i hrane. Glukokortikosteroidi nemaju jednak utjecaj na
hladnu AIHA kao na tople oblike. Terapija hladnih oblika AIHA zahtijeva
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previsoke i neprihvatljive doze steroida, stoga ih pacijenti primaju samo u
akutnoj fazi. Splenektomija je u slucaju CAD-a neucinkovita jer se
ekstravaskularna hemoliza odvija u jetri, a intravaskularna u krvotoku.
Oboljelima se najcesSc¢e preporuc¢a monoterapija retuksimabom, no relapsi
su Cesti, a potpuni odgovori na terapiju rijetki. Kombinirana terapija koja
ukljuCuje primjenu rituksimaba i bendamustina smatra se primarnom
terapijom za bolesnike s bolescu hladnih aglutinina zbog dugotrajne remisije
i prihvatljive sigurnosti [5]. Alkiliraju¢a svojstva bendamustina slicna su
onima u ciklofosfamida, no razlikuje se u mehanizmu citotoksi¢nosti.
Bendamustin se razlikuje od ostalih dusi¢nih iperita jer uzrokuje vise
dvolancanih lomova DNA koji traju dulje. Pored toga, benzimidazolski
prstenasti sustav bendamustamina omoguduje dublje prodiranje i
lokaliziranje unutar DNA uzrokujuéi veéa ostecenja [29]. U AIHA
bendamustamin je usmjeren na B stanice, a kombinirana se terapija s
rituksimabom najcesc¢e koristi u pacijenata s kronicnom limfocitnom

leukemijom i AIHA.

Humanizirano monoklonsko protutijelo pod nazivom ekulizumab druga
je vrsta terapije CAD-a. Dokazano je da inhibicijom cijepanja proteina
komplementa C5 na podjedinice C5a i C5b inhibira stvaranje MAC-a,

kontrolira hemolizu i smanjuje potrebe za transfuzijom krvi [30].

6.3. Lijecenje ostalih oblika AIHA

U slucaju razvoja mjeSovite AIHA vrlo je bitno dobro procijeniti klinicke
znacCajke i oblik AIHA koji prevladava u bolesnika (topli ili hladni) kako bi se
utvrdila najbolja terapija. Primarna su terapija glukokortikosteroidi, a rana
druga terapija primjena rituksimaba. Rituksimab se, u kombinaciji s
imunosupresivnim lijekovima, koristi i za lijeCenje u kronic¢nih i refraktornih
sluCajeva paroksizmalne hladne hemoglobinurije [13]. LijeCenje AIHA
posredovane lijekovima temelji se na izbacivanju neodgovarajucih lijekova

iz upotrebe, a u teskim se slucCajevima propisuju GKS ili se obavlja
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transfuzija krvi. Rituksimab je zamjena za GKS u osoba otpornih na

djelovanje steroida [6].

6.4. Transfuzija krvi u AIHA

Transfuzija krvi u AIHA naj¢esce se primjenjuje kao terapija u teskim
slu¢ajevima sa svrhom odrzavanja prihvatljive razine hemoglobina u
bolesnika. Niske razine hemoglobina moraju se nadoknaditi transfuzijom,
no klinicka slika oboljelih i podlezece bolesti u pravilu su vazniji faktor u
odluci o transfuziji. Osobu s teskom i simptomatskom anemijom nikada se

ne bi smjelo odbiti za transfuziju eritrocita [5].

Prije same transfuzije obavljaju se testovi kompatibilnosti, a uobicajena
je i primjena GKS prije samog procesa. U jedne trecine pacijenata s AIHA
pojavljuju se aloprotutijela koja je potrebno prije procesa transfuzije
iskljuciti prosirenom fenotipskom tipizacijom ili tehnikama apsorpcije kako
ne bi uzrokovala pove¢anu hemolizu ili teSke hemoliticke reakcije. Takoder,
potrebno je izbjegavati transfuziju prevelikog volumena krvi kako se ne bi

povecala masa eritrocita za razaranje [5].

6.5. Buduce metode lijecenja AIHA i klinicka ispitivanja

6.5.1. Inhibicija fagocitoze u terapiji AIHA

Receptori za Fc fragment autoprotutijela koja opsoniziraju eritrocite
izrazeni su na svim fagocitnim stanicama, ukljucuju¢i makrofage. Vezanje
FcR i Fc dijela IgG autoprotutijela u svrhu fagocitoze predstavlja jedan od
glavnih patogenih mehanizama u AIHA. KriZzno premostavanje FcyR dovodi
do njegove fosforilacije, Sto uzrokuje aktivaciju tirozin kinaze slezene (SYK),
posrednika u nizvodnoj signalizaciji aktiviranih Fc receptora u makrofaga, a
Sto, u konacnici, rezultira fagocitozom. Pored sudjelovanja u fagocitozi, SYK
posreduje i u diferencijaciji i aktivaciji B-limfocita u aktivne plazma stanice

koje luce protutijela. Zbog svoje bitne uloge u imunopatogenezi, SYK
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predstavlja jednu od glavnih meta za inhibiciju i lijeCenje AIHA (tablica 2)
[31].

Tablica 2. Nove terapije u lijeCenju AIHA. Prilagodeno prema podacima iz [32].

Lijek Mehanizam
. Inhibicija SYK, BCR i FcR
Fostamatinib Inhibicija fagocitoze ) .
signalnih putova
posredovane IgG
Orilanolimab
protutijelima Blokiranje FCRn-a
Nipocalimab
Rilzabrutinib
Inhibicija BTK Inhibicija BTK u limfocita B
Ibrutinib
Inhibicija ubikvitin-
Bortezomib Inhibicija proteasoma proteasom puta, apoptoza
plazma stanica
Anti-CD38 protutijelo
Daratumumab usmjereno protiv plazma
stanica
Inhibicija CD38 _
ADCC, citotoksic¢nost ovisna
Isatuximab o komplementu, fagocitoza
posredovana protutijelima
Inhibicija mTOR kinaze i
Sirolimus Inhibicija mTOR kinaze zaustavljanje stani¢nog
ciklusa u G1 fazi
Ekulizumab Anti-C5
Pegacetakoplan Anti-C3
Inhibicija komplementa
Sutimlimab Anti-Cls
ANX005 Anti-Clq

Fostamatinib dinatrij heksahidrat inhibitor je tirozin kinaze slezene, a
time posljedicno i BCR i FcR signalnih putova (tablica 2). Namijenjen je
bolesnicima s kroni¢cnom imunoloskom trombocitopenijom, ali u novije
vrijeme i oboljelima od AIHA. Fostamatinib djeluje tako da se unutar
organizma u kratkom roku pretvara u R406, reverzibilni inhibitor IgE i IgG
posredovane aktivacije FcR signalizacije, zbog ¢ega je njegov primarni cilj
SYK. U dosadasnjim provedenim istrazivanjima pokazalo se da je inhibicija

SKY-a utjecala na zastitu misjih organizama od anemije i trmbocitopenije.
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Nadalje fostamatinib je sprije¢io hemolizu posredovanu autoantitijelima u
misSjih modela, stoga je jedan od potencijalnih lijekova koji se trenutno

klinicki ispituje za lijeCenje autoimune hemoliticke anemije [31].

Neonatalni Fc receptor za IgG (FcRn) stiti IgG od katabolizma,
produljuju¢i njihov poluzivot, a odgovoran je i za transcelularni IgG
transport. Produljenje poluzivota IgG korisno je u odgovoru protutijela
protiv patogena, ali nije ako se radi o autoprotutijelima. Stoga su nove
terapije AIHA usmjerene na smanjenje ili uklanjanje cirkulirajuéih IgG
autoprotutijela odgovornih za razvoj bolesti. Mehanizmi za onemogucavanje
djelovanja FcRn-a uklju¢uju FcRn inhibicijske peptide, protutijela koja ¢e
inhibirati vezno mjesto za IgG protutijela te modifikaciju Fc regija. Inhibicija
vezanja IgG i IgG imunih kompleksa prou¢ava se djelovanjem
orilanolimaba, humaniziranog IgG4 protutijela. Nipocalimab, glikozilirano
monoklonsko IgG1 protutijelo, inhibira produljenje poluzivota IgG tako Sto
se veze na FcRn i zauzima mjesto za vezanje 1gG kroz cijeli put recikliranja.
Navedene se inhibitore i dalje ispituje u klinickim istrazivanjima kako bi se
procijenila sigurnost primjene i omjer ucinkovitog i toksi¢nog djelovanja
[32].

6.5.2. Inhibicija BTK u terapiji AIHA

Brutonova tirozin kinaza (BTK), enzim izrazen na limfocitima B i
hematopoetskim stanicama (osim na limfocitima T, stanicama NK i plazma
stanicama), sudjeluje u proizvodnji protutijela, sazrijevanju limfocita B i
signalnim putovima posredovanim FcyR. Inhibicijom BTK moguce je
smanjiti proizvodnju autoprotutijela i djelovanje makrofaga posredovano
FcyR [32].

Kovalentnim vezanjem rilzabrutiniba, potencijalnog inhibitora BTK,
postiZze se trajna inhibicija uz brzi klirens lijeka koji smanjuje vjerojatnost
pojave nezeljenih toksi¢nih ucinaka (tablica 2). Nezeljene toksi¢ne ucinke

rilzabrutiniba smanjuje i njegova visoka specificnost putem PI3K-AKT
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signalne kaskade, povezane s drugim inhibitorima BTK [33]. Lijek je
trenutno u fazi II klinickih ispitivanja u bolesnika s wAIHA u kojih je terapija

glukokortikosteroidima bila neucinkovita [32].

Ireverzibilni inhibitor BTK, ibrutinib, kovalentno se veze s cisteinskim
ostatkom na aktivhom mjestu brutonove tirozin kinaze kako bi se inhibirala
aktivnost kinaze (tablica 2). Nazalost, u osoba koje su primijenjivale
ibrutinib prijavljena je pojava osipa, krvarenje, dijareja i fibrilacija atrija.
Nuspojave su objasnjene kao neciljani ucinci ibrutiniba koji inhibira i druge
enzime koji sadrze cisteinske ostatke. U tijeku je istrazivanje kombinirane

terapije ibrutiniba i rituksimaba u refraktornoj AIHA [32].

6.5.3. Inhibicija proteasoma u terapiji AIHA
Proteasom je enzimski kompleks ovisan o ATP-u koji sudjeluje u
razgradnji unutarstani¢nih proteina. Primjeri proteina koji se razgraduju u

proteasomu su ciklini, kaspaze, NF-kB inhibitor i sl. [32].

Bortezomib je reverzibilni selektivni inhibitor ubikvitin-proteasom puta
koji utjeCe na regulaciju rasta neoplasti¢nih i normalnih stanica (tablica 2).
Djelovanje se bortezomiba temelji na blokiranju 26S podjedinice
proteasoma koja se sastoji od proteoliticke jezgre (20S) i dvije regulacijske
podjedinice (19S). Vezanjem na 20S podjedinicu i blokiranjem 26S
podjedinice bortezomib inducira apoptozu, ali i inhibira angiogenezu,
proliferaciju i adheziju stanica. U bolestima posredovanim autoprotutijelima
bortezomib moZe uzrokovati endocitozu proteina i apoptozu patogene
stanice [34].

Nedavna klinicka istrazivanja pokazala su da je bortezomib ucinkovit u
smanjenju  koli¢ine plazma stanica odgovornih za proizvodnju
autoprotutijela u autoimunih bolesti, Sto je potaknulo istrazivanje njegove
primjene u lijeCenju AIHA. Bortezomib se pokazao ucinkovitim u
relapsiraju¢im slucajevima AIHA, a trenutno se proucava njegova upotreba

u bolesnika koji nisu dali pozitivan odgovor na rituksimab [34].
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6.5.4. Primjena anti-CD38 protutijela u terapiji AIHA

Anti-CD38 monoklonsko protutijelo, daratumumab, primarno je
razvijeno za unistenje tumorskih plazma stanica u multiplom mijelomu, ali
cilja i plazma stanice koje proizvode autoprotutijela (tablica 2) [35]. Novija
su istrazivanja pokazala da je daratumumab ucinkovit u bolestima
uzrokovanim protutijelima (sistemski lupus, autoimuna citopenija nastala
nakon transplantacije hematopoetskih mati¢nih stanica) [36]. Ucinkovitost
u AIHA ispitana je samo u maloj seriji slucajeva gdje su dva od tri pacijenta
imala potpuni i odrzivi odgovor uz manje znakove toksi¢nosti, a treci je
pacijent imao pocetno poboljsanje, nakon ¢ega je dozivio smrtonosni recidiv
[37]. Stoga je potrebno provesti vecu, sustavnu studiju kako bi se utvrdilo

koliko je daratumumab ucinkovit u lijeCenju AIHA.

Isatuximab je novo monoklonsko anti-CD38 protutijelo. Selektivno se
veze na CD38 epitop i uzrokuje senzibilaciju na bortezomib u mijeloma,
pokre¢e ADCC mehanizam, citotoksi¢nost ovisnu o komplementu i
fagocitozu posredovanu antitijelima. Lijek je trenutno u procesu klinickih
ispitivanja na wAIHA [32].

6.5.5. mTOR inhibicija u terapiji AIHA

Sirolimus je produkt bakterije Streptomyces hygroscopicus Kkoji
dokazano ima imunosupresivni ucinak u sprjeCavanju akutnog odbacivanja
presatka nakon transplantacije (tablica 2) [38]. Ovaj se lijek navodi kao
inhibitor serin treonin kinaze mTOR, koji je sastavni dio PI3K signalnog
puta, a djeluje uzvodno i nizvodno od AKT-a. U tom putu, PI3K povecava
koncentraciju PIP3 preko kojega se aktivira AKT i posljedi¢no fosforilira
mTOR. PI3K/AKT/mTOR kompleks pokrecCe proliferaciju i diferencijaciju B-
limfocita i proliferaciju i proizvodnju protutijela. Sirolimus u organizmu
stvara kompleks s FKBP (eng. FK506-binding proteins), veze se na mTOR i

inhibira njegovo djelovanje, ¢ime zaustavlja stanic¢ni ciklus u G1 fazi [32].
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Istrazivanja su pokazala da je sirolimus ucinkovit u lijeCenju pacijenata s
primarnim Evansovim sindromom, kao i djece s AIHA otporne na vise
lijekova, te osoba nakon transplantacije organa. Smatra se da je djelovanje
sirolimusa takoder povezano s poticanjem apopotoze abnormalnih limfocita
T, ali i povecanim izluc¢ivanjem TGF-B i IL-10 od strane regulatornih limfocita
T. Ovakav bi mehanizam djelovanja trebao ciljati stanice koje nisu unistene

nakon tretmana monoklonskim protutijelima [39].

6.5.6. Inhibicija komplementa u terapiji AIHA

Inhibicija sustava komplementa (tablica 2) bitna je komponenta u
lijeCenju AIHA, osobito CAD-a. Inhibitori su monoklonska protutijela koja
ciljaju C1, C3i C5 protein komplementa kako bi sprijecili hemolizu eritrocita
posredovanu komplementom. Jedan je od takvih inhibitora ekulizumab,
monoklonsko protutijelo koje cilja C5 protein kako bi sprije¢io nastanak MAC
kompleksa, odnosno intravaskularnu hemolizu. Pegcetakoplan, ciklicki
peptid, inhibira i intravaskularnu i ekstravaskularnu hemolizu djelujuéi na
C3 protein komplementa. Cls serin proteaza, odgovorna za aktivaciju
klasicnog puta komplementa, cilj je lijeka sutimlimaba. Humanizirano
protutijelo ANX005 visokim se afinitetom veZze na C1lq protein smanjujudi
tako hemolizu i taloZzenje C3 i C4 proteina na eritrocitima. Ogranicenja
inhibicije sustava komplementa zahtijevaju stalnu terapiju za kontrolu
hemolize [32].
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7. SVRHA RADA

Pretrazivanjem i usporedivanjem rezultata iz relevantne znanstvene

literature o autoimunoj hemolitickoj anemiji imali smo slijedece ciljeve:

1.
2.
3.

Objasniti pojam anemije, hemoliticke anemije i autoimune bolesti.
Analizirati podatke o incidenciji bolesti i stopi prezivljavanja.

Analizirati i razumjeti metode dijagnosticiranja bolesti koje su temelj za
klasifikaciju AIHA.

Prouciti i razumjeti visestruke mehanizme i moguce uzroke nastanka
AIHA.

. Na temelju razumijevanja prethodnih podataka analizirati, razumjeti i

objasniti trenutne, ali i mogude terapije autoimune hemoliticke anemije.
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