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Hemoliza

Czym jest hemoliza?

Hemoliza jest przedwczesnym rozpadem krwinek czerwonych
(RBC), ktory moze nastapic albo z udziatem makrofagéw w uktadzie
siateczkowo-$rédbtonkowym (uktad fagocytarny, RES) albo

w obrebie naczyn krwiono$nych.

Czym jest normalny proces starzenia sie
krwinek czerwonych?

Srednia dtugo$¢ zycia erytrocytéw wynosi 120 dni. Poniewaz nie
posiadaja jadra, nie moga syntetyzowac nowych komponentéw
komérkowych, aby nadazy¢ za ogélnym zapotrzebowaniem
codziennego metabolizmu. W zwiazku z tym zaczynajg degeneracje
i stajg sie niezdolne do zycia. Stare i uszkodzone erytrocyty (zwane
takze ,starzejacymi sie”) sa usuwane gtéwnie w $ledzionie przez
makrofagi uktadu siateczkowo-srédbtonkowego. Niewielki odsetek
komorek ulega rozpadowi w krazeniu, a fragmenty komérek sg
pochtaniane przez makrofagi.

Rycina 1 przedstawia proces fizjologicznego rozktadu RBC. Krwinki
czerwone sg lizowane wewnatrz makrofagéw, a hemoglobina

rozktada sie na podstawowe elementy, czyli hem i globine. Rozpad
hemu uwalnia zelazo, ktére jest przechowywane w makrofagach

albo uwalniane do krwi, gdzie wigze sie z biatkiem-transferyna
i dociera do szpiku kostnego. Tam wtaczane jest do erytroblastéw
i wykorzystane ponownie do syntezy hemoglobiny.

Biatko hemu, znane jako protoporfiryna, jest degradowane do
bilirubiny. Bilirubina wraz z kragzeniem trafia do watroby, gdzie jest
sprzegana, po czym wydzielana do jelit wraz z zétcig. W jelitach
nastepuje konwersja do sterkobilinogenu i sterkobiliny, ktére sa
czesciowo wchtaniane i wydalane z moczem jako urobilinogen

i urobilina, a reszta jest wydalana z katem.

taricuchy globinowe sg degradowane do aminokwaséw, a nastepnie
wykorzystywane do ogélnej syntezy biatka w organizmie.

Co powoduje hemolize?

Niektére choroby i procesy chorobowe moga powodowac przed-
wczesny rozpad krwinek czerwonych. Naturalng odpowiedzig

szpiku kostnego jest zwiekszenie produkcji krwinek. Prawidtowo
funkcjonujacy szpik kostny jest w stanie zwiekszy¢ produkcje
krwinek czerwonych nawet o$miokrotnie.

Przyczyny hemolizy mogg by¢ klasyfikowane na wewnatrzpo-
chodne lub zewnatrzpochodne.
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Ryc. 1 Prawidtowy rozpad krwinek czerwonych, zachodzqcy z udziatem
makrofagow w uktadzie siateczkowo-srédbtonkowym

a) Wewnatrzpochodne przyczyny hemolizy
Hemoliza wewnatrzpochodna wystepuje na skutek defektow
RBC. Wiekszos¢ z nich jest dziedziczna (tab. 1). Wyjatkiem
jest nocna napadowa hemoglobinuria (PNH), ktéra jest choroba
nabyta, mimo Ze krwinki czerwone posiadaja wade btony
komdrkowej. PNH moze wystepowac jako choroba pierwotna
lub wtdrna, w kontekscie innych chordb szpiku kostnego takich
jak anemia aplastyczna.

b) Zewnatrzpochodne przyczyny hemolizy

Hemoliza wystepuje z przyczyn ,zewnatrzkomérkowych” lub
pod wptywem czynnikéw ,,$rodowiskowych”. W konsekwengji
zaréwno RBC pacjenta, jak réwniez wszelkie krwinki czerwone
pochodzace z transfuzji ulegajg hemolizie, jesli czynnik sprawczy
nie zostanie wyeliminowany. Z rzadkimi wyjatkami, przyczyny
hemolizy zewnatrzpochodnej s3 zazwyczaj nabyte i mozna je
podzieli¢ na immunologiczne i nieimmunologiczne (tab. 2).

N

Tab. 1 Przyktady wewngtrzpochodnych przyczyn hemolizy

Defekty RBC Choroby dziedziczne

a) Defekt btony RBC 1. Dziedziczna sferocytoza (HS)
2. Dziedziczna eliptocytoza

3. Dziedziczna stomatocytoza

b) Defekty enzymatyczne 1. Dziedziczna sferocytoza (HS)
2. Dziedziczna eliptocytoza

3. Dziedziczna stomatocytoza

c) Defekty hemoglobiny 1. Anemia sierpowatokrwinkowa
2. Hemoglobina C

3. Talasemia

Tab. 2 Przyktady zewngqtrzpochodnych przyczyn hemolizy

Immunologiczne Nieimmonologiczne

Zespoty fragmentacji RBC
m Makroangiopatie

Autoimmunologiczne
m |diopatyczne

m Wtérne m Sztuczne zastawki serca
m Choroby m Mikroangiopatie
autoimmnologiczne m Zakrzepowa plamica matoptytkowa (TTP)
m Biataczka m Zesp6t hemolityczno-mocznicowy (HUS)
u Chtoniak m Zesp6t rozsianego wykrzepiania
u Leki wewnatrznaczyniowego (DIC)
m Zakazenia m Stan przedrzucawkowy / zesp6t HELLP
Alloimmunologiczne Infekcje
m Reakgja po transfuzji B Malaria
m Choroba hemolityczna m Clostridia

noworodkéw

Czynniki chemiczne i fizyczne
m Niektére leki, srodki domowe/przemystowe
m Oparzenia

Wtérnie do innych choréb uktadowych
m Choroby nerek i watroby

Uraz mechaniczny
m Hemoliza marszowa

Gdzie zachodzi hemoliza?

Istniejg dwa gtéwne mechanizmy, w ktérych krwinki czerwone
s3 niszczone w procesach hemolitycznych. Moze to by¢ nadmierne
usuwanie RBC przez komérki RES, dalej zwane ,hemolizg poza-
naczyniowg” (ryc. 1) lub moze to by¢ bezposrednie niszczenie
w krwioobiegu, okreslane jako ,hemoliza wewnatrznaczyniowa”.
O tym czy dominuje hemoliza poza- czy wewnatrznaczyniowa
decyduje podtoze patologii. Powazniejszy przebieg cechuje hemolize
wewnatrznaczyniowa, jest zatem bardziej dotkliwy dla pacjenta.

a) Hemoliza wewnatrznaczyniowa
W hemolizie wewnatrznaczyniowej, wolna hemoglobina i enzymy
erytrocytéw (zwtaszcza LDH) sa uwalniane do krwioobiegu.
Hemoglobina, wystepujaca jako tetramer, gwattownie dysocjuje
na dimery hemoglobiny, ktére sg bezposrednio wigzane przez
osoczowa haptoglobine. Wysycona haptoglobina zostaje
wytapana przez watrobe prawie natychmiast. Tempo usuwania



SEED Hematologia | Hemoliza
Sysmex Educational Enhancement and Development | Wrzesieri 2015

kompleksu HGB-haptoglobina zawsze przekracza tempo syntezy
haptoglobiny, wskutek czego zmniejsza sie poziom haptoglobiny.
Niski poziom haptoglobiny jest cechg hemolizy. Po wysyceniu

haptoglobiny we krwi wystepuje nadmiar wolnej hemoglobiny,

ktdra jest filtrowana w nerkach i wchtaniana w kanalikach

proksymalnych. Zelazo jest odzyskiwane i przeksztatcane do
ferrytyny lub hemosyderyny. Jednakze jesli szybkos$¢ hemolizy
jest wieksza niz pojemnosc¢ resorpcyjna kanalikéw nerkowych,
wolna hemoglobina jest wydalana z moczem. Okreslane jest to
jako ,,hemoglobinuria” i moze by¢ wykryte za pomoca testéw

paskowych do analizy moczu.

Zelazo z resorbowanej hemoglobiny jest usuwane i przecho-

wywane jako ferrytyna lub hemosyderyna w komérkach

kanalikéw nerkowych. W ramach normalnego obiegu komérek,

ztuszczone komérki kanalikéw nerkowych sa usuwane do
moczu uwalniajac hemosyderyne.

Hemoglobinuria jest wskaznikiem ciezkiego przebiegu wewnatrz-

naczyniowej hemolizy, jednak ma krétki okres péttrwania,
podczas gdy hemosyderyna moze zosta¢ wykryta w moczu
nawet kilka tygodni po epizodzie hemolitycznym.

Dimery hemoglobiny, ktére pozostaty w krwioobiegu, sg

utleniane do methemoglobiny. Nastepnie dysocjujg na wolng
czasteczke hemu i taricuchy globiny. Wolna utleniona hemoglo-
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bina taczy sie z hemopeksyng i albuming tworzac kompleksy
methemoglobina-hemopeksyna i methemoglobina-albumina.
Kompleksy te sg nastepnie wytapywane przez receptory wa-
trobowe i makrofagi wewnatrz $ledziony, watroby i w szpiku
kostnym. Podobnie kompleksy hemoglobina-haptoglobina sa
wychwytywane przez hepatocyty i makrofagi. Dalsze procesy
zwigzane z hemoglobing wewnatrz makrofagéw zostaty przed-
stawione na ryc. 1jako prawidtowy rozpad krwinek czerwonych.
Proces wewnatrznaczyniowej hemolizy, wraz z wynikajagcym
wzrostem poziomu LDH, hemoglobinemia, hemoglobinuria
i bilirubinemig zostat przedstawiony na ryc. 2.

Hemoliza pozanaczyniowa

Pozanaczyniowa hemoliza wystepuje, gdy erytrocyty sa
fagocytowane przez makrofagi w $ledzionie, watrobie i szpiku
kostnym. Gdy krwinki czerwone ulegaja degradacji w makrofa-
gach, hemoglobina nie jest uwalniana do krwiobiegu. W rezultacie
nie ma hemoglobinemii lub hemoglobinurii, jezeli pozanaczy-
niowej hemolizie nie towarzyszy hemoliza wewnatrznaczyniowa.

Rozpad hemoglobiny wewnatrz makrofagéw na jej elementy
sktadowe, hem i globine, a takze kolejne etapy degradacji
opisane s3 w akapicie ,,Czym jest normalny proces starzenia
sie RBC?” (ryc. 1).
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W jaki sposéb organizm reaguje na hemolize?

Erytropoetyna to hormon, ktéry reguluje erytropoeze i w znacznej
mierze jest produkowany przez nerki. W nerkach obecny jest nieziden-
tyfikowany sensor wrazliwy na zmiany w utlenowaniu hemoglobiny.
Kazde zmniejszenie masy erytrocytéw (np. w przypadku hemolizy
lub utraty krwi) lub choroba ptuc powoduje zwiekszenie wydzielania
erytropoetyny i przyspieszenie procesu erytropoezy. Transport
erytropoetyny do szpiku kostnego odbywa sie droga krwionos$na.
W szpiku kostnym erytropoetyna reguluje erytropoeze, a jej
dziatanie przypomina termostat, odpowiednio przyspieszajac lub
spowalniajac proces wedtug potrzeb organizmu.

W przypadku obecnosci hemolizy, w szpiku kostnym nastapi
zwiekszenie wytwarzania krwinek czerwonych, proporcjonalnie do
ilosci produkowanej erytropoetyny. Z tego powodu w niektérych
przypadkach szpik kostny jest w stanie w petni zrekompensowac
wzmozone niszczenie krwinek czerwonych. Jednakze gdy szybkos¢
niszczenia RBC przekracza tempo, w ktérym szpik kostny moze
zrekompensowac strate, pacjent bedzie wykazywat znamiona
anemii hemolitycznej.

Jak mozna wykry¢ hemolize?

Diagnostyka stanu hemolitycznego polega na stwierdzeniu, ze
niszczenie krwinek czerwonych jest przyspieszone, a erytropoeza
jest nasilona oraz okresleniu przyczyny hemolizy. Jedli istnieje
podejrzenie niedokrwistosci hemolitycznej, zawsze powinna by¢
wykonana kompletna morfologia krwi, badanie liczby retikulocytéw
oraz ocena rozmazu mikroskopowego.

a) Badania wykazujace zwiekszong produkcje
krwinek czerwonych

Liczba retikulocytow

Retikulocyty sg bezjadrzastymi krwinkami czerwonymi, ktére
zawierajg RNA. Termin “retikulocyt” pochodzi od ciemnonie-
bieskich precypitatéw widocznych w barwieniu przyzyciowym,
kiedy barwnik wigze RNA i agregaty innych organelli. Retikulo-
cyty moga by¢ réznicowane z dojrzatymi RBC dzieki wysokiej
zawartosci RNA, ktdrego ilos¢ w procesie dojrzewania stopniowo
sie zmniejsza.

Retikulocyty pozostajg w szpiku kostnym okoto dwéch dni,
zanim zostana uwolnione do krwi obwodowej, gdzie ostatecznie
dojrzeja i stang sie dojrzatymi RBC.

Retikulocyty sa charakterystycznymi komérkami, ktére niedawno
pojawity sie we krwi obwodowe;j. Liczba retikulocytéw we krwi
obwodowej dostarcza informacji o aktywnosci szpiku kostnego
i skutecznosci erytropoezy. W przypadku hemolizy, niezaleznie
czy jest to proces wewnatrznaczyniowy czy pozanaczyniowy,
szpik kostny prébuje kompensowac niszczenie krwinek czerwo-
nych przez zwiekszenie aktywnosci erytropoezy, ktéra potwierdza
podwyzszona liczba retikulocytéw. Zliczanie retikulocytow

moze by¢ wykonane metodg manualng, za pomocg barwienia
przyzyciowego lub w sposéb zautomatyzowany na analiza-
torze hematologicznym. Produkcja retikulocytéw powinna
by¢ wyrazona jako wskaznik produkgji retikulocytéw (RPI).

RPI, jest wartoscia obliczana, ktéra uwzglednia wartosc
hematokrytu pacjenta, a takze to, ze retikulocyty przedwczesnie
uwalniane do krwioobiegu w odpowiedzi na utrate RBC maja
dtuzsza zywotnos¢. Bez wykonywania korekty do tak zwanego
»przesuniecia” retikulocytéw, liczba retikulocytéw moze
wydawac sie podwyzszona, dajac fatszywe wrazenie dobrej
odpowiedzi szpiku kostnego. Podwyzszony RPI oznacza realny
wzrost produkcji krwinek czerwonych, podczas gdy sam wzrost
liczby retikulocytéw juz nie.

Zalety automatycznego zliczania retikulocytéw

Barwienie przyzyciowe i zliczanie manualne retikulocytéw
opracowano w 1940 r. i do chwili obecnej pozostato metoda
standardowa. Jednakze metoda ta ma ograniczenie kliniczne
z powodu niskiej precyzji i doktadnosci. Przyczyna tego sa
subiektywnosc oceny, wzglednie niewielka liczba komdrek
ocenianych, jako$¢ rozmazu i barwienia oraz niespdjne stoso-
wanie odpowiednich okularéw mikroskopowych, standaryzu-
jacych obszar liczenia. Dla poréwnania analiza automatyczna
jest obiektywna, zliczana jest duza liczba komérek i zmniejszony
jest btad zwigzany z dozowaniem prébki, poniewaz komérki sa
jednorodnie zawieszone w cieczy. Dodatkowo dla tej metody
dostepny jest materiat kontrolny. Z powodu tych czynnikéw
zliczanie automatyczne posiada wyzsza doktadnosc i precyzje
niz zliczanie manualne.

b) Badanie wykazujace zwiekszone niszczenie
krwinek czerwonych
Badania laboratoryjne, pomocne w potwierdzeniu hemolizy
sg przedstawione w tab. 3.

Tab. 3 Badania odzwierciedlajqce zwiekszone niszczenie RBC

Hemoliza
zewnatrznaczyniowa

Hemoliza
wewnatrznaczyniowa

EGENIT

1. Haptoglobina Obnizona W normie

2. Bilirubina Zwiekszona bilirubina Zwiekszona bilirubina
w surowicy niezwigzana niezwigzana

3. Test paskowy Dodatni Ujemny
HGB w moczu

4.Hemosyderyna Dodatni Ujemny
w moczu

5.LDH Podwyzszone W normie

6. Hemopeksyna Obnizona W normie

7. Test paskowy Dodatni Dodatni
urobilinogenu
w moczu

8.Test Schummana  Dodatni Ujemny

methemoglobine
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c) Ustalenie przyczyny hemolizy
Petny opis postepowania laboratoryjnego przeprowadzanego
w celu ustalenia przyczyny hemolizy jest duzo szerszy niz
zakres tego artykutu. Opisane jest natomiast znaczenie jakie
odgrywa ocena rozmazu krwi obwodowej w tym procesie.

Morfologia krwinek czerwonych daje istotne wskazéwki (tab. 4),
jednak zanim zostang wyciagniete jakiekolwiek wnioski nalezy
upewnic sie, ze jako$¢ rozmazu jest dobra. Jezeli personel
laboratoryjny nie przestrzega wytycznych odnosnie wyko-
nywania rozmazu manualnego i procesu barwienia istnieje
prawdopodobieristwo, ze rozmaz bedzie ztej jakosci. To moze
sie przetozy¢ na btedng ocene mikroskopowg i potencjalnie
powazne skutki w opiece nad pacjentem.

Zgodnie z zasadami Dobrej Praktyki Laboratoryjnej, wystanda-
ryzowany proces wykonywania i barwienia rozmazéw zagwa-

rantuje wykonanie dobrej jakosci preparatéw krwi obwodowej.

Najlepszym sposobem standaryzacji jest automatyzacja, mozliwa
przy wykorzystaniu RAL Stainer i gotowych do uzycia odczyn-
nikéw niezawierajacych metanolu (RAL Kit MCDh), przedsta-
wione naryc. 3.

Tab. 4 Morfologia RBC zwigzana ze stanami hemolitycznymi

Cecha RBC Opis

Nakrapianie zasadochtonne ~ Punktowe wtrety zasadochtonne

Dangocyty (ang. bite cells) Gtadki pétokrag usuniety z brzegu komérki

Ciatka Howella-Jollego Niewielkie, geste wtrety zasadochtonne,

zazwyczaj pojedyncze

Mikrocyty Komérki mniejsze niz prawidtowe (< 7 ym)

Polichromatofilia Szare lub niebieskie odcienie czesto

widoczne w retikulocytach

Schistocyty Zniszczone fragmenty komérek z dwoma lub

trzema zaostrzonymi koricami

Stomatocyty Deformacja przypominajgca usta lub kubek

Krwinki tarczowate Wyglad przypominajacy tarcze, hipochromia

z centralng hemoglobing

Krwinki sierpowate Komorki o ksztatce sierpa, ostre na obu

koncach

Sferocyty Komérki sferyczne z gestg hemoglobing i
brakiem centralnego przejasnienia, zazwyczaj

ze zmniejszona srednicg

Ryc. 3 RAL Stainer, RAL Kit MCDh*

Mechanizm powstawania

Precypitaty rybosoméw

Ciatka Heinza

Pozostatos¢ jadra

Nieprawidtowa produkcja hemoglobiny

Materiat rybosomalny

Uszkodzenie mechaniczne: w mikrokrazeniu
za pomocg nici fibryny; uszkodzenia
mechaniczne przez protezy zastawkowe

Defekt btony z nieprawidtowa
przepuszczalnoscia kationéw

Wzgledne zwiekszenie btony, zmniejszenie
hemoglobiny wewnatrz komérki

Czasteczkowa agregacja hemoglobiny S

Utrata powierzchni btony

*RAL Stainer i RAL Kit MCDh sa produktami RAL Diagnostics - www.ral-diagnostics.fr

Stan chorobowy

Talasemia i inne anemie

G6PD i wywotana lekami hemoliza
oksydacyjna

Anemie hemolityczne

Talasemia

Retikulocytoza, wypuszczanie
niedojrzatych form RBC ze szpiku

Mikroangiopatyczna anemia
hemolityczna (DIC, TTP), zastawki
serca, ciezkie oparzenia

Dziedziczna stomatocytoza, anemia
immuno-hemolityczna

Talasemia, hemoglobina C

Zaburzenia sierpowatokrwinkowe

dziedziczna sferocytoza, anemia
immuno-hemolityczna, niezgodna
transfuzja krwi
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Jakie znaczenie ma hemoliza wywotana ztym
pobraniem lub nieprawidtowym obchodzeniem
sie z prébka?

Nieprawidtowe pobranie, ekspozycja na ciepto lub zimno (zam-
razanie) i przedtuzony czas przechowywania przed analizg moze
powodowac lize RBC wewnatrz probéwki (hemoliza in vitro). Jest
to istotne, poniewaz hemoliza in vitro moze by¢ ciezka do odréz-
nienia od hemolizy wewnatrznaczyniowej. W obydwu przypadkach
osocze bedzie miato czerwono-bragzowe zabarwienie.

Ponizsze cechy sugeruja hemolize in vitro:

®m  Niska warto$¢ RBC i HCT przy prawidtowym poziomie HGB -
wskutek czego nieprawidtowo podwyzszone jest MCH i MCHC.

®m  Brak retikulocytozy, nawet w przypadku obecnosci fragmentéw
krwinek czerwonych.

® Inne badania dla hemolizy wewnatrznaczyniowej przedsta-
wione w tab. 3 beda negatywne.

Do zapamietania

m Testy biochemiczne potwierdzajg rozpad krwinek
czerwonych i sa uzyteczne w réznicowaniu hemolizy
wewnatrz- i zewngtrznaczyniowej.

m Podwyzszony poziom retikulocytéw jest niezbedny
w diagnozie hemolizy, poniewaz jest sygnatem
zwiekszonej produkcji RBC.

m Morfologia RBC jest pomocna w okresleniu
przyczyny hemolizy.

® Hemoliza in vitro moze by¢ podobna do hemolizy
wewnatrznaczyniowej. Laboratorium powinno podjgc
wszelkie dziatania w celu ustalenia jej obecnosci.
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