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Souhrn: Autoimunni hemolytickd anémie (AIHA) s tepelnymi i chladovymi protildtkami je relativné€ vzédcné onemocnéni, kte-
ré byva Casto sdruzené s jinymi nemoci, napiiklad s malignimi lymfoproliferacemi. Zde uvadime pfipad pacientky s difiznim
velkobunénym B-lymfomem s postiZenim kostni dfené, ktery se manifestoval jako t€Zkd AIHA s tepelnymi i chladovymi pro-
tilatkami a byl jako AIHA 1écen. Az Casny relaps AIHA vedl k odhaleni zdkladni diagnézy. Pacientka byla déle lécena kom-
binovanou chemoterapii s Rituximabem, kterd vedla k rychlému vymizeni titri jak tepelnych tak chladovych protilatek. Uva-
dime dale prehled literatury a zdiraziiujeme nutnost v€asného vysetieni kostni dfené pfed zahajenim imunosupresivni 1écby
pro AIHA.
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Abstract: Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) with combined warm and cold agglutinins is a relatively rare disroder,
frequently associated with other diseases, e.g. malignant lymphomas. We report a case of diffuse large B-cell lymphoma
(DLBCL) with bone marrow infiltration with initial manifestation as severe AIHA with warm and cold agglutinins. The patient
received therapy for AIHA until early relapse unmasked the underlying malignancy. The patient then received combination
chemotherapy with Rituximab (anti-CD20 monoclonal antibody), which led to rapid disappearance of antibody titres. We
include a review of literature and emphasise the importance of early bone marrow examination before starting

immunosuppressive therapy for AIHA.
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Uvod

Autoimunni hemolytickd anémie (AIHA) s tepelnymi i chla-
dovymi protilditkami byla poprvé popsdna v roce 1969[9]
a navrZena coby samostatnd klinickd jednotka v roce 1985
Shulmanem akol. [1]. Jeji incidence se uvadi kolem 8% vSech
pfipadi AIHA. Byva ¢asto sdruZena s jinymi onemocnénimi:
nejcastéji jde o systémovy lupus erytematodes (SLE) i jiné
autoimunni systémové onemocnéni nebo maligni lymfoproli-
ferace ¢i jiné onemocnéni [2,3,4,5]. Hemolyza miiZe byt
pomérné t€Zka a pres inicidlni dobrou odpovéd na kortikoidy
[1,7] maZe tato AIHA recidivovat ¢i pfechdzet do formy chro-
nické hemolytické anémie a vyZadovat tak dalsi 1é¢bu, kterd
vSak nebyv4 tak ucinn4, jako v pfipadé klasického typu AIHA
s tepelnymi protildtkami. V pfipad€ sekundarni AIHA je nut-
né zavCas diagnostikovat a zalécit primdrni pfi¢inu.

Popis pripadu

U 37- leté pacientky, bez vyznamnéjSiho pfedchorobi se od
zacatku prosince 2002 zacala objevovat progredujici tinava,
dusnost, tinitus, vertigo a otoky dolnich koncetin. 22. 12. 2002
byla akutné prijata do okresni nemocnice pro celkové zhorse-
ni stavu, febrilie (aZ 40 °C) a kolapsy. Byla zjiSténa té¢Zk4a mak-
rocytarni anemie s mirnou leukocytdzou a normalnim poctem
desticek, dale hyperbilirubinémie a pozitivita pifimého Coomb-
sova testu. Stav uzavien jako suspektni AIHA a byla zahdje-
na terapie kortikoidy (Solumedrol 1g denn¢€). Dne 23. 12. byla
pacientka pfeloZena na nase pracovisté. Na zdkladé imunohe-
matologického vySetfeni potvrzena diagnoza AIHA s tepel-

nymi i chladovymi protildtkami (IgG negativni, pozitivni chla-
dové, stopy tepelnych, C3c a C3d pozitivni, anti-I a anti-i pozi-
tivni-viz Tabulka 1).Bylo pokrac¢ovéano v poddvéni kortikoida
ve stejné davce, po osmi dnech, vzhledem k minimalnimu efek-
tu, pfidan cyklofosfamid (200 mg i.v.). Pro neuspokojivy uci-
nek této kombinace byly za dalsi ¢tyfi dny zahdjeny plasma-
ferézy (celkem 5 sezeni s vyménou 2000 ml plasmy a substituci
5% albuminem). Doslo ke stabilizaci ¢erveného krevniho obra-
zu, vyraznému poklesu titru vSech protildtek a normalizaci
hodnot bilirubinu. Soucasné s plasmaferézami se sniZovala
davka kortikoidd i cyklofosfamidu, jehoZ podéavéni bylo pro
tromboctopenii zahy ukonceno. Od pocatku bylo pétrano po
eventudlni primarni pfi¢in€ tohoto stavu, provedli jsme kom-
pletni nabéry k objasnéni virologické, imunologické, revma-
tologické a infek¢ni etiologie, Ci etiologie nddorové a také CT
hrudniku, bficha, malé panve. Na ziklad€ jedinych signifi-
kantnich nalezti (CA 125-69 IU/1, a cystoid pravého ovaria dle
CT) indikovdno gynekologické vySetieni, které vSak bylo
negativni. Kontrolni hladina Ca 125 jiZ prakticky v normé
(31,6, norma < 35 kIU/), Elektroforéza bilkovin neprokdzala
pritomnost M komponenty. Dale provedena aspirace kostni
dfené s cytologickym ndlezem pro AIHA atypicky t€Zké dyse-
rytropoezy, s 3% atypickych lymfoidnich elementti (FACS
negativni ve smyslu klondlni lymfoproliferace). Nasledna tre-
panobiopsie neprokdzala pritomnost malignich lymfoidnich
elementt, pouze hypocelularni hematopoezu s hyperplazii ery-
tropoezy. Pacientka byla v dobrém klinickém stavu propusté-
na24.1.2003 do ambulantni péce se stabilnim ervenym krev-
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nim obrazem, normalnimi biochemickymi parametry a nulo-
vym titrem chladovych protildtek. Byla pfevedena na peroral-
ni podavéni kortikoidi (Prednison 80 mg).

Bé&hem ambulantniho obdobi (od 24.01 do 20.03.2003) byly
hodnoty krevniho obrazu stabilizované v mezich normy pfi
terapii Prednisonem 40 mg p.o. a Cyclofosfamidem 50 mg
p-o.az do 20.3., kdy dochdzi po vir6ze k pomérné ndhlému
poklesu hodnot ¢erveného krevniho obrazu. Pacientka byla
akutn€ pfijiména dne 27. 3. s recidivou AIHA s vysokym tit-
rem chladovych protildtek a pfitomnosti i tepelnych protilatek
(Tabulka 1). Vzhledem k piedchozim zkuSenostem byla oka-
mZité zahdjena kombinovand imunosuprese (Solumedrol 250
mg a Cyklofosfamid 150 mg p.o. a provedeny plazmaferézy
(celkem 14x, viz tab.). Skutecnost, Ze se jedna o velmi ¢asny
relaps nds vedla k zopakovani veSkerych vySetfeni patrajicich
po primérni pficing, véetné CT a aspirace kostni dfené. Kro-
mé ponékud objemné;jsi sleziny ve srovnani s predchozim CT,
nebyla prokdzana Zadna patologie. VySetfeni aspiratu kostni
drené bylo bez vyraznéjSich atypii, CA 125-19 kIU/1 (v mezich
normy). Pro prudky pokles hodnoty trombocytl bylo podavé-
ni Cyklofosfamidu po tydnu ukonceno. Pfesto nadéle setrva-
va trend vyrazného poklesu trombocytd, téZkd anemie a neu-
stile vysoky titr protilatek. Proto bylo 16.4. zopakovéno
vySetfeni kostni dfené vcetné trepanobiopsie. Cytologicky
v kostni dfeni nalezeno36,6% lymfoidnich blastickych ele-
mentll s odpovidajicim ndlezem pfi cytometrickém vySetfeni
(37 % CD 19,20,22,38, FMC7 a LC kappa+). Cytogeneticky
nilez 48 XX, s rozsdhlymi zménami karyotypu (FISH na c-
myc normélni; IgH 2 kopie na chromozomu 14 a tfeti kopie na
marker chromozomu; BCL-2 3 kopie genu nejspiSe pfi triso-
mii chromosomu 18 a ¢tvrtd kopie na marker chromozomu.
Hybridiza¢ni studie probihd). Histologicky z trepanobiopsie
kostni dfené potvrzena diagnéza difizniho velkobunécného
B- lymfomu. 16.4. dochdzi k vyraznému zhorSeni celkového
stavu s kvalitativni poruchou védomi, hyperkalcémii, hyper-
fosfatémii a laboratornimi zndmkami pre-rendlni insuficience
(Ca-4.09 mmol/l, P - 2.48 mmol/l, K - 4.8 mmol/l, U - 27.8
mmol/l, Kr-88 umol/l, LD 12.0 ukat/l, bilirubin - 42.7 umol/l,
B2-mikroglobulin- 3.6 ug/l, CA 125- 83.2 IU/1, Clearance Kr-
0.7 ml/s, Tubularni resorpce - 0.954). Stav zvladnut konzer-
vativni 1é¢bou (hyperhydratace, bifosfondty, kalcitonin, atd.)
adne 18. 4. zahdjen prvni cyklus R-CHOP (Rituximab den 1
a 15, Cyklofosfamid , Vincristin, Adriamycin, Prednison-
modifikovand davka vzhledem k jiZ chronické kortikoterapii).
Chemoterapii pacientka snesla bez vyraznéjSich komplikaci.
Od osmého dne cyklu podaviano G-CSF pro neutropenii, cel-
kem 12 dni. Titr jak chladovych tak tepelnych protildtek
promptné poklesl na nulové hodnoty (Tabulka 1). V dobé& ode-
slani této publikace pacientka po druhém cyklu R-CHOP dosé-
hla kompletni diefiové remise. V planu podéni celkem tfi cyk-
It tohoto reZimu a nasledné 3 cykly ESAP (vCetné
mobiliza¢niho) s naslednou vysokoddvkovanou chemoterapii
s podporou autolognich kmenovych krvetvornych bunék.

Diskuse

AIHA s kombinovanymi tepelnymi a chladovymi protilatka-
mi je relativng vzacnou klinickou jednotkou. Casto byvé sekun-
darni pii zdkladnim systémovém onemocnéni nebo v ramci
maligni nemoci nejcastéji lymfoproliferace (vé€tSinou nizce
a stfedn€ maligni B-lymfoproliferace). Jako v piipadé klasic-
ké ATHA s tepelnymi protildtkami zahrnuje lé¢ba v prvni fadé
imunosupresi a to hlavné kortikoidy, eventuelné s pfidanim
cyklofosfamidu ¢i cyklosporinu A. Déle 1ze zvaZzovat sple-
nektomii, poddvani imunoglobulint, Danazolu ¢i provadéni
plasmaferéz, které sice mohou z ob¢hu pfechodné odstranit
IgM protilatky ale jejichZ efekt byva doc¢asny. Nové modality
zahrnuji podavéni anti-CD 20 monoklondlni protilatky (ritu-
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ximab), kdy vysledky zejména u sekundirnich ATHA s chla-
dovymi protildtkami jsou celkem povzbudivé [5,7,8]. U¢in-
nost Rituximabu v téchto popsanych piipadech 1ze vysvétlit
i faktem, Ze se jednalo o sdruZeni AIHA s maligni lymfopro-
liferaci, nejcastéji typu B-non Hodgkinského lymfomu, kde
Rituximab se stava soucasti 1écebnych protokold [10,11] .
V piipadé€ malignich lymfoproliferaci miZe AIHA jednak one-
mocnéni predchézet, jednak se vyskytovat soucasné [2]. Zd4
se, Ze chladové protilatky jsou produktem maligniho klonu [4]
ale pfesny mechanismus jejich vzniku nebyl zatim podrobné
vysvétlen [2]. Cytogeneticky byl pozorovan Cast€jsi vyskyt tri-
zomie chromozomu 3 v pfipadech AIHA s chladovymi proti-
latkami sdruZené s malignimi lymfomy [6].

U nasi pacientky v dobé stanoveni diagnézy probihala velice
té€Zka hemolyza s pfitomnosti tepelnych i chladovych protila-
tek spolu s aktivaci komplementu a IgM anti I a anti-i protila-
tek (Tabulka 1). PoCatecni 1é¢ba vysokymi davkami metyl-
prednisolonem nevedla k ocekdvanému zlepSeni (jak
laboratornimu tak klinickému), proto byl pfidan cyklofosfa-
mid a po nékolika dnech byly zahijeny plasmaferézy. Patrani
po eventudlni primérni pficiné neprokazalo Zadnou vyznam-
nou patologii, kromé zvySené hodnoty CA- 125 a cytologic-
kého ndlezu z aspiratu kostni dfené, kde byla popsdna t€zka
dysplazie Cervené krevni fady a pfitomnost 3 % atypickych
lymfoidnich elementl. Imunofenotipizacni vySetieni nepro-
kazalo klonalitu t€chto element(, cytogeneticky byl zcela nor-
malni ndlez , ani histologické vySetfeni kostni diené nepotvr-
dilo nic, co by svédcilo pro lymfoidni patologii. V dobé
provedeni vySetieni kostni dfené byla pacientka jiz 10 dni Iéce-
na vysokymi davkami kortikoid a 4 dny cyklofosfamidem.
Tato intensivni terapie byla nezbytné nutné pro velice t€Zkou
probihajici hemolyzu. Vzhledem k tomu, Ze pacientka nako-
nec zareagovala na kombinovanou terapii (normalizace krev-
niho obrazu a titru chladovych i tepelnych protilatek), byl stav
uzavien jako idiopatickd ATHA. U nemocné doSlo velice zahy
k relapsu hemolyzy, ktery byl rezistentni k diive u¢inné tera-
pii. Na zdkladé této skutecnosti, znovu provedené vySetieni
kostni dfené (cytologie, FACS, histologie) potvrdilo diagné-
zu diftizniho velkobunécného B- lymfomu a byla zahajena pfi-
slusnd 1écba.

Vzhledem k tomu, Ze vysoce maligni lymfomy jsou vyborné
citlivé na podavani kortikosteroidt a cyklofosfamid (vétSinou
soucast standardni chemoterapie lymfomt), je velice pravde-
podobné, Ze v dobé provedeni inicidlniho vySetfeni kostni die-
né a CT vySetfeni, kdy byla pacientka jiZ nékolik dni 1écena
témito 1éky pro t€Zkou hemolyzu, byla ndloZ nadoru sniZena
a maligni lymfom proto nebyl diagnostikovéan. Ke stanoveni
diagndzy doslo az pfi relapsu, kdy byly poddvany niZsi davky
kortikoidli (podavani cyklofosfamidu bylo pferuseno pro téz-
kou trombopenii) a nddorova naloz byla jiZ vys$si po inicidlni
prechodné odpovédi. Treti vySetfeni kostni dfené s nilezem
infiltrace malignimi lymfoidnimi butikami bylo tak definitiv-
ni z hlediska diagnostiky.

Je zndmo, Ze podavani dokonce i nizkych davek kortikoste-
roiddi miiZe pozménit cytologicky i histologicky nélez a tim
vyrazné€ znesnadnit stanoveni diagnézy predevsim lymfopro-
liferativnich onemocnéni (naptiklad podavani kortikoida
u aleukemické akutni lymfoblastové leukémie, kdy je pode-
zfeni na téZkou aplastickou anémii maZe vést k oddéleni dia-
gnozy a potazmo cilené 1écby). JelikoZ je AIHA s chladovy-
mi protilatkami u jinak zdravych jedinci pomérné vzacné
zejména potieba hned zpocatku vyloucit lymfoproliferativni
onemocnéni. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze je vhodné pro-
vadét vysetieni kostni dfené pred zahdjenim kortikoterapie,
coZ, jak se vSak ukdzalo v tomto pfipad€, neni vZdy mozné
vzhledem k probihajici, Zivot ohroZujici hemolyze.



Tabulka 1. Dynamika titra protilatek, krevniho obrazu a biochemickych parametra.

Datum | Hgb Retik Pit LD Bili IgG C3c C3d | v37°C | v4°C | t4°CI | t4°Ci|t4°Cvl
23.12. 3,7 54 186 8,5 55,4 neg 2+ 3+ stopy 4+ 253 8 4000
27.12. 49 177 172 7.4 33,8 neg neg 2+ neg 4+ 512 16 4000
30. 12. 5,5 83 177 7,5 37,3 neg 4+ 3+ neg 4+ nt nt nt
02.01. 4,1 83 506 75 37,3 neg 1+ 3+ stopy 4+ 2000 8000 4000
06.01. 9,8 69 182 52 23,7 neg 1+ 1+ neg 1+-2+ 128 128 128
08.01.*| 11,0 np 199 np 26,8 16 neg 16
08.01.! 16 neg 16
10.01. 9,8 np 168 np 21,6 neg stopy 1+ neg neg 16 neg 16
20.01. 10,1 8 69 6,1 7,9 neg neg 8 neg 2
28.01. 13,4 40 217 10,9 9,5 neg 1+ neg neg

27.02. 14,3 27 256 12,9 6,8 neg neg neg neg

21.03. 10,2 49 290 10,4 36,9 neg 3+ neg 1+

27.03. 5,6 48 489 12 68,4 neg 4+ 3+ 1+ 4+ 2000 4000 4000
03. 04. 7,0 90 70 np 25,8 1+ 1+ 1+ 2+ 4+ 4000

07.04. 7,7 37 29 53 42,4 neg 2+ 2+ 3+ 512 1000 1000
11.04. 6,0 11 19 9,6 71,6 neg 2+ neg 3+ 2000

14.04. 73 4 13 10,4 44,6 stopy 3+ stopy 4+ 1000 32 1000
18. 04. 7.8 np 17 14 40,5

22.04. 9,8 11 44 13,1 10,3 2+ neg 2+ 256 512 256
28. 04. 10,1 3 9 74 14,6 neg 1+ neg stopy 64 neg 32
06. 05. 11,2 np 36 np 8,0 neg neg neg neg

Hgb = hemoglobin; retik = retikulocyty (promile); plt = trombocyty; LD = laktat dehydrogenaza; bili = celkovy bilirubin; v 37 °C = volné protilatky
pfi 37 °C; v 4°C = volné protilatky pfi 4 °C; t 4 °C I = titr anti-I protilatek pfi 4 °C; t 4 °C i = titr anti-i protilatek pfi 4 °C; t 4 °C vl = titr volnych proti-
latek pii 4 °C; neg = negativni; nt = netitrovino; np = neprovedeno; *= pted plasmaferézou; != po plamaferéze

Tabulka 2. Piehled 1é¢by.

Datum Kortikoidy Cyklofosfamid Plasmaferéza ERD Tromb
1. hospitalizace (23. 12. 2002- 24. 01. 2003)

23.12. 2002 1000 mg SM

30. 12. 2002 1000 mg SM 200 mgi. v.

03. 01. 2003 1000 mg SM 200 mgi. v. Ano (3.1.-5.1.)*

06. 01. 2003 500 mg SM 200 mgi. v. Ano*

10. 01. 2003 250 mg SM 200 mgi. v. Ano*

13. 01. 2003 125 mg SM

22.01. 2003 80 mg PDN 17 TU 0

Ambulantni sledovéni
28. 01. 2003 40 mg PDN 50 mg p. o.
2. hospitalizace (27. 03. 2003-12. 05. 2003)

27.03.2003 250 mg SM 150 mg p. o.

03. 04. 2003 250 mg SM 100 mgi. v. Ano (2.4.-15.4.)*

08. 04. 2003 125 mg SM

11. 04. 2003 125 mg SM

14. 04. 2003 125 mg SM

18. 04. 2003 80 mg SM R- CHOP

22.04.2003 125 mg SM 38TU 14 TU
SM- Solumedrol, PDN- Prednison, R-CHOP- MabThera (Rituximab) + CHOP
*Plasmaferézy: I. hospitalizace- 5x, II. hospitalizace- 14x
ERD = pocet transfuznich jednotek (TU) erymas
Tromb = pocet transfiznich jednotek TK a TKS (poolované trombocyty a trombocyty z aferézy)
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Tabulka 3. Vysledky vySeti‘eni kostni dfené a zobrazovacich metod.

Datum Sternalni punkce Imunofenotyp Trepanobiopsie CT Cytogen
02. 01. 03 | T¢€zka dyserytropoeza, Neprokdzéana 22 mitéz
3% atypickych monoklondlni lymfoidni 46 XX
lymfoidnich elementi populace
06. 01. 03 Hypocelularni trilin.
hemopoeza s hyperpl
erytropoesou, bez vyraz-
né&jsich morfol. zmén
08. 01. 03 Bez piitomnosti jasné
zvétsenych LU, Cystoid
pravého ovaria, ostatni
nélez v normé
28. 03. 03| Méné dysplastické zmény | Neprokdzana monoklo-
neZ minule, 1.8% aktivo- | nalni lymfoidni populace
vanych lymfocyt
05. 04. 03 Slezina je proti minule
0 poznéni vétsi, obvyklé
struktury LU, H
nezvétSeny. Cystoid
ovaria neprokdzin
16. 04. 03| 36.6% lymfoidnich. 37% CD 19,20,22, 38, Vyrazna interstic, 48 XX,
blastickych element, FMC7, lehké fetézce infiltrace malig. Komplexni zmény
polymorfni, silnd kappa lymfomem B fady ze karyotypu
basofilie cytoplasmy, sfedné velkych az velkych|
dysplézie erytropoezy bb CD 20 +

LU = lymfatické uzliny; H = hepar; CT = poc¢itacova tomografie; cytogen = cytogenetika
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