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Autoimunitni hemolytickd anémie provazena zvysenou destrukei erytrocytd vyvoland tepelnymi protilatkami IgG
a aktivovanym komplementem je u déti sice vzacna, ale v ptipadé rezistence na lécbu mlze byt az zivot ohrozu-
jici. U 80 % pacientl vedou k navozeni remise kortikosteroidy. Sirolimus patfi mezi recentné zminovanou terapii
druhé linie. V ¢lanku popisujeme kazuistiky tfi pacientl se zavaznym pribéhem autoimunitni hemolytické anémie
s tepelnymi protilatkami, u kterych mél sirolimus velmi dobry efekt.
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SUMMARY

Fiamoli V., Blatny J., Pejchalova A., Zapletal O., Kéhlerova S.

Sirolimus - alternative treatment for warm antibody hemolytic anaemia (WAIHA)

Autoimmune haemolytic anaemia caused due to accelerated destruction of red cells by warm IgG auto-antibod-
ies and activated complement is a rare disease in the paediatric population. It can be life-threatening if resistant
to treatment. Corticosteroids lead to complete remission in 80 % of children. Sirolimus is a recently available
second-line therapeutic option. We describe the case reports of three patients with autoimmune haemolytic anae-
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mia and warm antibodies in whom sirolimus had a very good effect.
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uvob

WAIHA - autoimunitni hemolyticka anémie pro-
vazena zvySenou destrukci erytrocyth vyvolanou IgG
protilatkami reagujicimi optimalné pfi teploté 37 °C
a aktivovanym komplementem je v pediatrické po-
pulaci vzacné onemocnéni. I pfes nizkou incidenci,
pouze 1na 100 000 détiarok [1], je u détskych pacientt
nejcastéjsi pricinou extravaskularni hemolyzy [2], kte-
ra probiha zejména ve sleziné [3]. U 37 % pacientll se
jedna o primarni formu, v 53 % je asociovana s dalsi-
mi onemocnénimi véetné ockovani [4, 5] a autoimu-
nitniho lymfoproliferativniho syndromu [6]. Mezi
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nejcastéjsi klinické symptomy patii ikterus a inava,
z laboratornich parametri je typicka retikulocytoza,
pokles hemoglobinu (Hb), vzestup bilirubinu a laktat
dehydrogenazy (LDH) [7]. Pro potvrzeni diagndzy je
tfeba vysetfit krevni obraz véetné retikulocytd, biliru-
bin, LDH, haptoglobin, pfimy (PAT) a nepfimy (NAT)
antiglobulinovy test, vCetné stanoveni chladovych
protilatek proti erytrocytim a komplement C3 [8].
U pacientli s AIHA lze pfi podezieni na lymfoprolife-
rativni onemocnéni vysetfit napfiklad i mutaci genu
pro cytotoxicky T lymfocytarni antigen-4 [9] a v sou-
¢asné dobé nové mutace v genu TLRS8 [10], které se



Tab. 1. Sirolismus - nezadouci Ucinky

 Paradoxné - trombocytopenie, anémie

* horecka, infekce mocovych cest

* hypertenze

* hypokalemie, hypofosfatemie, hyperglykemie

« hypercholesterolemie, hypertriglyceridemie, zvysend hladina
kreatininu a laktatdehydrogenazy v krvi

* bolest bricha, prlijem, bolest, obstipace, nauzea

* bolest hlavy, atralgie

* hepatotoxicita

 zhorsené hojeni ran, akné

« lymfokeéla, periferni otok

» hromadéni tekutin véetné periferniho edému, lymfedému,
pleuralniho vypotku a perikardialnich vypotkd

zdaji byt moznou pri¢inou tohoto patologického stavu.
Lécbou prvni linie jsou steroidy v davce 1-2 mg/kg/den.
Prestoze je odpovéd na 1é¢bu steroidy u WAIHA horsi
nez u ostatnich typdl autoimunitnich hemolytickych
anémii a navic se mfiZe vii¢i nim vyvinout rezistence
¢i zavislost na jejich vysokych davkach [11, 12], vedou
steroidy asi u 80 % pacientli k navozeni remise [13].
V pfipadé jejich selhani jsou dalsimi moznostmi 1écby
rituximab ¢i jiné imunosupresivni 1éky jako mycofe-
nolat mofetil nebo cyklosporin, splenektomie, eventu-
alné lze v jistych pripadech pfistoupitik transplantaci
kostni drené [14, 15].

Mezi nové 1écebné moznosti WAIHA patfi sirolimus
- makrolidové antibiotikum rapamycin, izolované
z aktinomycety Streptomyces hygroscopicus nalezené v po-
loviné 70. let ve vzorcich plidy na Velikonocnim ostrové
Rapa-Nui [16, 17].

Sirolimus inhibuje proteinkinazu mTOR (mammalian
target of rapamycin), kterd reguluje bunécny rist, prolife-
raci, motilitu, preziti, syntézu proteint, autofagocyté-
zu a transkripci. Sirolimus se pro své imunosupresivni,
antimykotické a protinddorové ucinky [18] primarné
pouziva pro prevenci odhojeni transplantované ledviny
¢ik potaZeni koronarnich stentli. Mezi jeho nejcastéjsi
nezadouci ucinky patfi hepatoxicita, rozvrat tukového
metabolismu ¢i bolesti bficha, podrobné viz tabulka 1
[19]. Zadny z nich neni ale pfili§ Casty (podle SPC nad
10 %) [18]. Pfi 1écbé sirolimem je nutné monitorovat
KO + diff + retikulocyty, ureu, kreatinin, jaterni tes-
ty, LDH, glykemii, Na, K, Cl, Ca, P, triacylglyceroly,
cholesterol, moc + sediment a plazmatickou hladinu
sirolimu [19], jejiZ referencni rozmezi je 4-9 umol/1[20].
Publikovana doporucena davka u WAIHA je 2-3 mg/m?
pfiplazmatickych hladinach sirolimu 4-12 ng/ml, kdy
cilova optimalni plazmaticka hladina je 9 ng/ml [6].

V Ceské republice je sirolimus dostupny ve formé
1- ¢i 2miligramovych tablet a pro mensi déti ve formé
sirupu 1 mg/1ml.
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KAZUISTIKA 1

V zati 2014 byl ptijat do Détské nemocnice FN Brno
tfimeésicni doposud zdravy chlapec s vyraznym ikterem
a nizkou hladinou Hb.

Nékolik dni pted prijetim byl u détského prak-
tického lékate ockovan druhou davkou hexavakciny
(INFANRIX hexa®, GlaxoSmithKline Inc., a Prevenarem
/Synflorix®/). Podle maminky byl chlapec pét dni pfed
vakcinaci unaveny a lehce iktericky. I pfesto byl naoc-
kovan a teprve nasledné mu byl odebran krevni obraz.
Pro hodnotu Hb 56 g/l byl odeslan k hospitalizaci do
mistni okresni nemocnice a zahy prelozen na nase pra-
covisté. Pri ptijeti byla hladina Hb 56 g/1, retikulocyty
24,85 %, bilirubin 123,5 pkat/l, LDH 10,6 pkat/l. Znacné
mnozstvi IgG protilatek, které spolu s komplementem
opsonizovaly pacientovy erytrocyty, neumoziovalo
sérologicky urcit erytrocytarni antigeny vcetné ABO
antigenti; stanoveni krevnich skupin vyzZadovalo po-
uziti molekularné genetické metody. Protilatky byly
pfitomny i na retikulocytech (obr. 1) a byla aktivovana
C3 slozka komplementu. To vSe vedlo k nutnosti podani
transfuze inkompatibilnich (neshodnych s ohledem
na pritomnost protilatek v plazmé pacienta) erytrocy-
tl. Dale byla zahéjena 1écba steroidy i. v. - 15 mg/kg
methylprednisolonu tfi po sobé nasledujici dny, na
coz navazovala per os kiira prednisonem. Pro vySet-
feni 1ékového typu AIHA lze omezené pouzit nékteré
imunohematologické metody, které mohou pomoci
stanovit, zda se 1ék m{ize podilet na vzniku autoimu-
nitni odpovédi. Hexavakcina stejné Sarze, kterou byl
chlapec ockovan, pouzita v téchto testech, nevylucovala
podil ockovani na vyprovokovani autoimunitni reakce.
Limitace tohoto vySetfeni byla zptisobena nutnosti
pouziti jiz pfedem pripravené vakciny ve stfikacce,
tudiz nebylo mozno urcit, ktera ¢ast vakciny se podilela
na hemolyze. Aby se docililo sniZeni vysokého titru
protilatek, byly chlapci podany i intravenézni imuno-
globuliny. Béhem nasledujiciho roku obdrzel chlapec
pro neefektivni kortikoterapii, opakované transfuze
a pokles Hb az na 31 g/1 dvé kiry rituximabu v davce
375 mg/m?/tyden Ctyti po sobé jdouci tydny. Prvni kara
rituximabu vedla k vymizeni aktivace komplementu
a kratkodobé remisi. Druhd kura rituximabem byla
jiz bez efektu. K udrZeni dostatecné hladiny Hb bylo
nutné chlapce opét 1é¢it steroidy. Vlednu a tinoru 2016
chlapec opakovaneé vyzadoval podani transfuze, proto
jsme se rozhodli zahajit 1é¢bu sirolimem v davce 2 mg/
m?. Prvnich 14 dni nebyla chlapci, pro jeho vyraznou
nespolupraci, rodi¢i podavana adekvatni davka siroli-
mu av kombinaci s hore¢natou infekci doslo opét k po-
klesu Hb na 23 g/1. Mésic po této epizodé na jiz spravné
davce 1éku doslo k vzestupu Hb na normalni hodnoty.
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Obr. 1. PAT/NAT u pacienta 1

A - PAT, retikulocyty, periferni krev
B - PAT, erytrocyty periferni krev
C - NAT, plazma

Ukazalo se, ze efekt 1é¢by je dostatecny pouze pfti plaz-
matickych hladinach sirolimu nad 6 pg/l, pfi nizsich
hladindch dochdazelo k reaktivaci hemolyzy. Na 1é¢bé
sirolimem doSlo u chlapce k pfechodnému mirnému
zvySeni transamindz, triacylglycerolu (TG) a chole-
sterolu. Jiné nezadouci ucinky jsme nezaznamenali.
Vzhledem k mozné asociaci ockovani a rozvoji WAIHA
podstoupil chlapec imunologické vySetfeni, které vy-
loucdilo béznou variabilni imunodeficienci. Hodnoty
HDb se nyni u chlapce pohybuji kolem 110-120 g/l
a Karnofsky-Lansky skére ma 100 %. Febrilni infekce ve-
dou pfevazné jen k mirnym poklestim Hb a za 3,5 roku
1é¢by sirolimem bylo nutné podat transfuzi pti infekci
pouze 1krat. I pfes dobry klinicky stav v§ak nedoslo ke
zmeéné titru antierytrocytarnich protilatek.
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KAZUISTIKA 2

Na zacatku zati 2015 byl do
DN FN Brno pfijat devitimé-
si¢ni kojenec pro suspektni
EvansQiv syndrom provazeny
tézkou trombocytopenii (PLT
0 x 10%/1) a stfedné téZkou ne-
utropenii (ANC 0,74 x 10°/1). Po
podani 2 g/kg intravenéznich
gamaglobulint (Ivig) doslo
k vzestupu trombocyti (PLT)
na 45 x 10%1 a chlapec byl pro-
pustén. Za tyden po propusténi
byly hodnoty PLT opét 0 x 10%/1
a neutropenie mirné pro-
gredovala (ANC 0,67 x 10%/1).
Po 1é¢bé vysokodavkovanym
prednisonem (4 mg/kg 4 dny)
nedoslo k zddnému vzestupu
PLT. V tu dobu se u chlapce za-
¢al rozvijet i atopicky ekzém.
Bylo provedeno vySetfeni kost-
ni dfené (KD), ve které byla
lehce zmoZena erytropoéza,
utlumena granulopoéza, ale
pocet megakaryocytl a lymfo-
cytl byl dostate¢ny. Pro dobry
efekt Ivig (1 g/kg) podanych
pfed aspiraci kostni drené,
byla chlapci podana jesté jed-
na davka a pacient byl s hod-
notami PLT 87 x 10°/1 a ANC
2,87 x 10°/1 propustén domu.
V listopadu téhoz roku doslo
u pacienta k poklesu trombo-
cytll i neutrofili na nulové
hodnoty. VySetfeni WASP ge-
nu vyloucilo Wiskottiv-Aldrichtiv syndrom. Déle byla
zvazovana diagnéza autoimunitni lymfoproliferativ-
niho syndromu, ale ani ta se nepotvrdila. V ramci pre-
vence pneumocystové pneumonie byl chlapci nasazen
Biseptol po 2 dny v tydnu a zahdjila se pravidelna ap-
likace Ivig k udrZeni dostatecné hladiny trombocytdi.
V prosinci 2015 zac¢ala u hocha pomalu klesat hladina
Hb, imunohematologickym vySetfenim byla potvrze-
na WAIHA. Na zac¢atku ledna 2016 mél chlapec hladinu
Hb pouze 57 g/1 a rozvijela se splenomegalie. Béhem
ledna a tinora obdrzel chlapec tfi transfuze erytrocyti,
hladiny PLT byly opakovaneé pod 10 x 10°/1 a ANC stdle
nula. Antierytrocytarni a vdzané protilatky proti trom-
bocyt@m byly pozitivni, protilatky proti leukocytim
byly v tu dobu negativni. V poloviné inora 2016 byla
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zahajena per os 1é¢ba prednisonem v davce 1 mg/kg,
béhem 3 tydnfi doslo k normalizaci hladin trombocytti
ineutrofil. Nicméné pro pretrvavajici hemolyzu vy-
zadujici dalsi transfuze byl v poloviné bfezna chlapci
nasazen sirolimus v davce 2 mg/kg a pomalu vysazo-
van prednison. Béhem 5 tydnt se hladina Hb zcela
normalizovala a 1é¢ba sirolimem byla pro velmi dobry
efekt po 8 mésicich ukoncena. Od té doby je pacient
bez potizi a ma fyziologicky krevni obraz. Z moznych
nezadoucich uc¢inkd jsme zaznamenali pouze mirné
zvySeni transaminaz a TG.

KAZUISTIKA 3

V kvétnu 2016 byl do DN EN Brno prijat dvanactilety
hoch pro ikterus (bilirubin 201 pkat/l) a hladinu Hb
56 g/1. Pozitivita testu PAT/NAT potvrdila diagnézu
WAIHA. Vzhledem k vysokému titru antierytrocy-
tarnich protilatek byly chlapci béhem prvniho tydne
hospitalizace opakované podavany transfuze inkompa-
tibilnich erytrocytti, byl 1é¢en pulsy steroid@ a nisledné
steroidy per os. Pro vysoKky titr protilatek mu byly poda-
ny ilvig. V ¢ervnu, v dobé vysazovani prednisonu, se
u chlapce rozvinula cholangoitida, pro kterou musel byt
hospitalizovan. Nicméné po jejim odeznéni byla hla-
dina Hb v normé. Na konci Cervence doslo pii febrilni
infekci k vyraznému poklesu Hb na 43 g/l. Vzhledem
k nutnosti opakovanych transfuzi po tomto relapsu
a nedostatecnému efektu monoterapie steroidy byl
chlapci v stpnu 2016 nasazen sirolimus v kombinaci
s nizkou davkou prednisonu, ktery vsak mohl byt bé-
hem dvou mésici vysazen. V listopadu 2016 byl pfijat
pro enteritidu, ktera vedla k dalsi hemolytické atace,
ale jiz bez nutnosti transfuze. Pro trvajici hemolyzu
a zlucové kameny byla chlapci v prosinci 2016 provedena
endoskopicka retrogradni cholangiopankreatikografie.
Na zacatku bfezna 2017 doslo k normalizaci bilirubinu
a od konce bfezna 2017 ma chlapec i normalni hladiny
Hb. Jedinym nezadoucim tucinkem 1é¢by byla docasné
mirné zvySend hladina TG. BohuZzel i pfes dlouhodobou
imunosupresivni lé¢bu, dobry klinicky stav i laborator-
ni parametry, stale pretrvava pozitivni pfimy i neptimy
antiglobulinovy test svédc¢ici pro pritomnost tepelné
autoprotilatky.

DISKUSE A ZAVER

Ackoli WAIHA neni provazena fatalni hemolyzou
tak casto, jako AIHA s chladovymi protilatkami [2],
muZe byt u pacienti rezistentnich na prvni linii 1é¢by
letalnim onemocnénim, coZ potvrzuje i opakovany
pokles hemoglobinu na zivot ohrozujici hladiny u pa-
cienta v prvni kazuistice. Podle publikovanych dat
ma sirolimus dobry efekt u déti s AIHA asociovanou

s autoimunitnim lymfopoliferativnhim syndromem,
solidnimi tumory a transplantaci kostni dfené, stejné
tak jako u primarni AIHA [21-24]. Nutnost navySeni ini-
cidlni davky sirolimu u vSech tfi pacientti minimalné
0 0,5mg/m?, podobné jako v publikované literatufre [6],
svédcio tom, Ze nejlepsiho 1écebného efektu 1ze dosdh-
nout prfi davce, ktera odpovida plazmatické hladiné
vyssi neZ 6 ug/l, tj. v horni poloviné rozmezi. Miano
hodnoti efekt terapie sirolimem po 3 mésicich 1é¢by.
U téch, ktefi maji dobrou odpovéd, pokracuje v plné
davce po dobu 2 let a nasledné béhem 6 mésich davku
postupné vysazuje [6]. U dvou z nasich pacientdi nelze
pro stale vysoky titr antierytrocytarnich protilatek
nijak predikovat, kdy - a zda vlibec - bude moci byt
1é¢ba ukoncena. Naopak u pacienta v druhé kazuisti-
ce, byl nastup efektu 1é¢by sirolimem vcetné vymizeni
protilatek tak rychly, Ze jsme 1é¢bu uplné ukoncili jiz
po necelém roce. A pfesto ma chlapec od vysazeni si-
rolimu normalni hladiny hemoglobinu a remise trva
jiz2,5roku. Lze tedy spekulovat, Ze u tohoto chlapce se
jednalo o prostou WAIHA, zatimco u druhych dvou déti
systému, prestoze se konkrétni porucha zatim nepo-
tvrdila, proto jsme vzorky vSech tfi pacientii recentné
zaslali k celogenomové sekvenaci.

Stran nezadoucich uc¢inkl jsme zaznamenali jen
nepatrnou prechodnou elevaci jaternich testi u dvou
pacientdi a u vSech pacientii mirnou rozladu v lipido-
vém metabolismu.

Témito jednotlivymi kazuistikami bychom chtéli
poukazat na to, Ze sirolimus muze byt jednou z efektiv-
nich lé¢ebnych alternativ WAIHA, kterd je sice u déti
vzacné onemocnéni, ale v nékterych pripadech s ne-
jasnou prognézou a s nejistou odpovédi na standardni
1é¢bu [11].

Také bychom radi upozornili, Ze ockovani mtiZe byt,
i kdyz raritné, jednim ze spoustécich faktord WAIHA
[25], tak jak tomu bylo u pacienta v prvni kazuistice.
Proto by méli byt ockovani pouze pacienti bez zjev-
nych klinickych pfiznakd (véetné ikteru a anémie).
V ostatnich pfipadech je pravdépodobné bezpecnéjsi
ockovani odlozit.

Pouzité zkratky

AIHA - autoimunitni hemolytick4 anémie
ANC - absolutni pocet neutrofilti

DNFN - Détska nemocnice Fakultni nemocnice
HDb - hemoglobin

Ivig - intravenézni imunoglobuliny

KD - kostni drenl

LDH -laktatdehydrogenaza

mTOR - mammalian target of rapamycin
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NAT - neptrimy antiglobulinovy test
PAT - primy antiglobulinovy test
PLT - platelets, trombocyty

TG - triacylglycerol

WAIHA - autoimunitni hemolyticka anémie s tepel-
nymi protilatkami
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