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Nocna napadowa hemoglobinuria — wieloletnie obserwacje.
Charakterystyka kliniczna i analiza wielkosci klonu z defektem
kotwicy glikozylofosfatydyloinozytolowej (GPI)

Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria — long lasting observations. Clinical characteristic and analysis
of the size of the clone with glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor defect

Barbara Zupanska, Justyna Spychalska, Hanna Pyl, Ewa Mendek-Czajkowska, Ewa Brojer

Streszczenie

Przeanalizowano 105 przypadkéow NNH zdiagnozowanych od 1995 r.
do czerwca 2011 r. Rozpoznanie NNH oparte byto na analizie najwaz-
niejszych objawow klinicznych oraz ocenie ekspresji biatek zwigzanych
z kotwicg glikozylofosfatydyloinozytolowg (GPI) na erytrocytach i gra-
nulocytach, metodg fluorocytometryczng (FC). Do analizy wigczono
chorych, u ktérych wielkos¢ klonu byta 1% lub wigksza. Obserwowane
objawy kliniczne to: hemoliza wewngtrznaczyniowa (88,6%), hemoglo-
binuria (38,6%), matoptytkowos¢ (41,4%), aplazja/hypoplazja szpiku
(45,7%), zakrzepy (20,0%). Rozmiar klonu NNH wynosit od kilku pro-
cent do 99% i byt wyzszy w populacji granulocytéw niz erytrocytéw.
Pacjentow podzielono na dwie grupy — klasyczng NNH i NNH z dodat-
kowa niewydolnoscig szpiku. Hemolize w obu grupach obserwowano
u ok. 90% chorych, hemoglobinurie u ok. potowy chorych z klasyczna
NNH, a dwukrotnie rzadziej u chorych z niewydolnoscig szpiku, mato-
ptytkowos¢ obserwowano u ok. 90% w grupie z niewydolnoscia szpi-
ku, a rzadko w klasycznej NNH, zakrzepy w obu grupach stwierdzono
u 20% chorych. Mediana wielkosci klonu z defektem NNH na erytrocy-
tach i granulocytach byta znacznie wyzsza w klasycznej NNH niz w NNH
z niewydolnoscia szpiku. Wielkos¢ klonu z defektem na granulocytach
byta w klasycznej NNH zawsze wyzsza niz 20%, a u znacznej liczby
chorych z niewydolnoscig szpiku nizsza niz 20%. U 8 z tych chorych
w kolejnych badaniach obserwowano wzrost odsetka komorek z defek-
tem — wskazuje to na konieczno$¢ wielokrotnych badan.

Stowa kluczowe: nocna napadowa hemoglobinuria, objawy kliniczne, roz-
poznanie NNH, niewydolnos$¢ szpiku

Summary

We present the analysis of 105 paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
(PNH) cases diagnosed in the period 1995—-June 2011. PNH diagnosis
was based on the analysis of the major clinical symptoms and on protein
expression associated with glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor
on erythrocytes and granulocytes assessed with flow fluorocytometry
(FC). The analysis included patients with clone size 1% or bigger. The
main clinical symptoms were: intravascular hemolysis (88.6%), hemo-
globinuria (38.6%), thrombocytopenia (41.4%), bone marrow aplasia/
hypoplasia (45.7%), thromboses (20.0%). PNH clone size ranged from
several percent to 99%; it was higher among granulocytes than among
erythrocytes. Patients were divided into two groups: classic PNH and
PNH with bone marrow failure. In both groups hemolysis was observed
in approximately 90% of patients, hemoglobinuria in about 50% of pa-
tients with classic PNH and in 25% of patients with bone marrow fail-
ure; thrombocytopenia was observed in approximately 90% of patients
with bone marrow failure and rarely in classic PNH; thrombotic events
were found in 20% of both groups of patients. In classic PNH the me-
dian size of clone with defect in PNH erythrocytes and granulocytes was
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significantly higher than in PNH with bone marrow failure. Clone size
with GPI defect on granulocytes in the classic PNH was always >20%,
and <20% in a significant number of patients with bone marrow failure.
In 8 such patients, subsequent studies revealed increase in the percent-
age of cells with defect. Follow up investigation of the size of the PNH

clone seem therefore warranted.

Keywords: Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria, clinical symptoms, PNH

diagnosis, bone marrow failure

Niedokrwistos¢ z hemoglobinuria zostata zauwazona
w XIX wieku. W latach 1928-1931 opisano kliniczne
objawy u chorych i uzyto nazwy ,nocna napadowa
hemoglobinuria” (NNH) (Paroxysmal Nocturnal Hemo-
globinuria; PNH). Po kilku latach wprowadzono do
diagnostyki test z zakwaszona surowica (test Hama).
Stuzyt on dlugie lata, czesto tacznie z testem sacha-
rozowym [1].

Przez wiele lat NNH kojarzono tylko z objawami
klinicznymi, ktore sugerowala nazwa, wobec tego
rozpoznawano ja bardzo rzadko. Nowe spojrzenie na
te chorobe zaczelo si¢ na przetomie lat 80. i 90. po
wykryciu, ze jest ona nastepstwem nabytego, klonal-
nego defektu hematopoetycznej komérki macierzystej,
ktéry dotyczy rowniez innych niz erytrocyty komo-
rek krwi. Defekt ten doprowadza do niedoboru bialek
potaczonych z blona komoérkowa za pomoca kotwicy
glikozylofosfatydyloinozytolowej (GPI). Jest on wyni-
kiem mutacji somatycznej genu PIG-A (phosphatidyli-
nositol glycan class A) odpowiedzialnego za pierwszy
etap biosyntezy kotwicy GPI, a zlokalizowanego na
chromosomie X. W NNH dochodzi miedzy innymi do
niedoboru bialek regulujacych aktywnos¢ dopelnia-
cza: CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis; MIRL)
i CD55 (decay accelerating factor; DAF).

Od lat 90. liczba rozpoznawanych przypadkow
NNH zaczeta rosnaé, giéwnie dzigki wprowadzeniu do
diagnostyki metody fluorocytometrycznej pozwala-
jacej na ilosciowa ocene niedoboru inhibitoréw kom-
plementu i innych bialek zwigzanych z GPI. Okresla
si¢ odsetek komorek analizowanej linii, ktére maja
defekt kotwicy GPI. Mozna dodatkowo analizowaé
stopien niedoboru tych bialek na poszczegolnych
komoérkach, co daje podstawe do wyréznienia komo-
rek z calkowitym (typ III) lub czesciowym (typ II) bra-
kiem biatek potaczonych z btona komérkowsq poprzez
kotwice GPI. Stosujac nowa metode, wykazywano
coraz czesciej, ze nazwa ,nocna napadowa hemoglo-
binuria” nie odzwierciedla dobrze objawéw choroby
[2-8]. Zauwazano, ze 1) hemoliza nie jest napadowa,
ale przewlekla i moze wystepowac nie tylko w nocy,
2) hemoglobinuria nie zawsze wystepuje, objawia sie
raczej okresowo i nie u wszystkich pacjentow, 3) coraz
czesciej tez obserwowano aplazje szpiku, granulocy-
topenie, matoplytkowosé lub pancytopeni¢ — objawy,

ktérych dawniej nie kojarzono z NNH, a ktére sa
wynikiem niewydolnosci szpiku.

Celem pracy jest przedstawienie 105 przypadkow
NNH zdiagnozowanych metoda fluorocytometryczna
w okresie od 1995 roku, kiedy metode t¢ wprowa-
dzono w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii, do
czerwca 2011 r.

Materiat i metody

Rozpoznawanie NNH oparte bylo na:

e badaniu i analizie najwazniejszych objawow Kli-
nicznych u pacjentéw (hemoliza wewnatrznaczy-
niowa, hemoglobinuria, trombocytopenia, apla-
zja/hypoplazja szpiku kostnego, zakrzepy),

e ocenie ekspresji bialek zwiazanych z kotwica
GPI na komoérkach krwi, metoda fluorocytome-
tryczna (FC).

Do badan wykorzystywano pelna krew obwodowa
pacjenta pobrana na EDTA, a badania wykonywano
w nie pozniej niz 48 godzin po jej pobraniu. Badania
defektu wykonywano réwnolegle na dwodch liniach
komorkowych - erytrocytach i granulocytach. Roz-
poznanie uznawano za potwierdzone, gdy wielkos¢
klonu NNH na granulocytach byta 1% lub wigksza.

Wykonanie badan fluorocytometrycznych:
Erytrocyty znakowano dwustopniowo. Do testu sto-
sowano przeciwciala monoklonalne anty-CD59 (klon
BRIC 229) i anty-CD55 (mieszanina klonéw BRIC 110,
216, 220, 230) firmy IBGRL (Bristol, Wielka Brytania)
oraz drugorzedowe poliklonalne przeciwciala anty-Ig
sprzezone z FITC i R-PE firmy DakoCytomation.

Do znakowania leukocytéw w probkach krwi
dokonywano lizy erytrocytéw odczynnikiem BD
Pharm Lyse (Becton-Dickinson). Zawiesing zawiera-
jaca 10° komoérek znakowano jednostopniowo prze-
ciwcialami sprzezonymi z FITC: anty-CD59 (klon
BRIC 229), anty-CD55 (klon BRIC 216) firmy IBGRL
oraz anty-CD66b (klon G10F5) firmy BD Pharmin-
gen. Dla zwiekszenia czulosci testu do wykrywania
klonu z defektem typu NNH na granulocytach wpro-
wadzono we wrzesniu 2010 r. dodatkowe przeciw-
ciala anty-CD15PE oraz anty-CD45PerCP (Becton-
Dickinson).
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Tabela I. Najwazniejsze dane kliniczne u chorych na NNH
Table I. The most important clinical data in patients with PNH

Liczba Odsetek

Chorzy 105 100
Hemoliza . 93 88,6
wewnatrznaczyniowa

Hemoglobinuria 40 38,4
Matoptytkowos¢

(<100 *10%/ul PLT) o4 314
Niewydolno$¢ szpiku 48 45,7
Zakrzepy 21 20,0

Analize statystyczna wykonano za pomoca pro-
gramu GraphPad Prism (wersja 4.01). Wartosci zostaty
zaprezentowane na wykresach dot plot, z zaznaczona
mediana. Do statystycznego poréwnania median
badanych grup (erytrocyty z defektem CD59 i CD55
oraz granulocyty z defektem CD66b, CD59 i CD55)
zostal uzyty nieparametryczny test Kruskall-Wal-
lis z analiza wielokrotnych poréwnan (Dunn’s post
hoc test). Wartosci p <0,05, byly uwazane za istotne
statystycznie.

Wyniki

W tabeli I przedstawiono cze¢stosS¢ wystepowania pod-
stawowych objawow klinicznych u chorych z rozpo-
znana NNH. Bylo wsréd nich 59 kobiet i 46 mezczyzn.
Wiek chorych wynosit od 11 do 80 lat.

Hemolize = wewnatrznaczyniowa obserwowano
u 88,6% chorych. Hemoglobinuria wystepowata rza-
dziej—u 38,4%. Maloptytkowos$é obserwowano u 51,4%,
aplazje/hypoplazje szpiku u 45,7%, a zakrzepy u 20%
pacjentow.

Na rycinie 1. przedstawiono odsetek komoérek
z defektem typu NNH u poszczegélnych pacjentéw
oceniony (na poczatku choroby) przy uzyciu prze-
ciwcial anty-CD59 i anty-CD55 na erytrocytach oraz
przeciwcial anty-CD66b, anty-CD59 i anty-CD55 na
granulocytach.
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Ryc. 1. Odsetek komorek z defektem kotwicy GPI u po-
szczegolnych pacjentow, oceniony przy pierwszym badaniu
w IHIT przy uzyciu przeciwciat anty-CD59 i anty-CD55 na
erytrocytach oraz przeciwciat anty-CD66b, anty-CD59

i anty-CD55 na granulocytach. Pozioma kreska oznaczono
mediane.

Fig. 1. The percentage of cells with defective GPI anchor in indi-
vidual patients, (evaluated at the study in IHiT) using anti-CD59
and anti-CD55 on erythrocytes and anti-CD66b, anti-CD55 on
granulocytes. Horizontal line marked median.

Rozmiar klonu typu NNH wynosil od kilku procent
do 99%. Przecietny odsetek komoérek z defektem byt
wyzszy na granulocytach niz na erytrocytach, nie-
zaleznie od analizowanych bialek zwiazanych z GPI
(p<0,001). Roéznice miedzy odsetkiem erytrocytow
CD59 ujemnych i CD55 ujemnych oraz granulocytow
CD66b ujemnych, CD59 ujemnych i CD55 ujemnych
nie byty istotne statystycznie (p>0,05).

Wszystkich pacjentéw podzielono na dwie grupy,
a nie jak w poprzednio prezentowanych pracach na
trzy (patrz Omowienie). Do pierwszej wiaczono cho-
rych na tzw. klasyczna NNH, u ktérych nie wystepo-
waly zaburzenia szpiku. Do grupy drugiej zaliczono
chorych, u ktorych obserwowano niewydolnos¢
szpiku (aplazja/hypoplazja bez ich réznicowania).
Dane kliniczne chorych w obu grupach przedstawiono
w tabeli II, a wielkos¢ klonu typu NNH w momencie
rozpoznania choroby na rycinie 2.

Hemoliza wewnatrznaczyniowa w obu grupach
byla obserwowana u okolo 90% chorych. Hemoglo-

Tabela II. Dane kliniczne chorych z klasyczng forma NNH (grupa 1) i chorych z niewydolnoscia szpiku (grupa 2)
Table I1. Clinical data of patients with classic PNH (group 1) and in patients with bone marrow failure (group 2)

Grupa 1 ,klasyczna” NNH N=50

liczba
Hemoliza wewnatrznaczyniowa 45
Hemoglobinuria 27
Matoptytkowos¢ (<100 *103/ul PLT) 8
Zakrzepy 12

Grupa 2 NNH z niewydolnoscia szpiku N=55

% liczba %
90,0 48 87,3
54,0 13 23,6
16,0 46 83,6
24,0 9 16,4
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Ryc. 2. Wielkos¢ klonu typu NNH na poczatku choroby u pacjentow z , klasyczng” NNH (A) i u chorych, u ktérych
obserwowano niewydolnos¢ szpiku (B), badana przy uzyciu przeciwciat anty-CD59 i anty-CD55 na erytrocytach oraz
przeciwciat anty-CD66b, anty-CD59 i anty-CD55 na granulocytach. Pozioma kreska oznaczono mediane.

Fig. 2. PNH clone size at the beginning of the disease in patients with "classic” PNH (A) and in patients with bone marrow failure (B),
detected using anti-CD59 and anti-CD55 on erythrocytes and anti-CD66b, anti-CD59 and anti-CD55 on granulocytes. Horizontal line

marked median.

binuria wystepowata dwukrotnie rzadziej wsréd
chorych z niewydolnoscia szpiku niz wsréd cho-
rych z klasyczna forma choroby (23,6% versus 54%).
Matoptytkowos¢ stwierdzano u blisko 90% chorych
z niewydolnoscia szpiku, a jedynie u 16% chorych
z klasyczng forma NNH. Zakrzepy w obu grupach
stwierdzano u okoto 20% chorych.

Mediana wielkosci klonu z defektem NNH
zaré6wno na erytrocytach, jak i na granulocytach
byla statystycznie istotnie wyzsza (p<0,001) u cho-
rych z klasyczna forma NNH niz u chorych z nie-
wydolnoscia szpiku (Ryc. 2). Zwraca uwage fakt,
ze wsrod chorych z klasyczna NNH wielkos¢ klonu
z defektem badana na granulocytach jest wyzsza
niz 20% - jedynie w dwéch przypadkach za pomoca
jednego z przeciwcial (anty-CD59) wynik byt <20%.
W grupie chorych z niewydolnoscia szpiku wielkos¢
klonu typu NNH na granulocytach uktada si¢ nato-
miast w bardzo szerokim zakresie; u blisko polowy
z nich (przy badaniach przeciwcialem anty-CD66b
i anty-CD55), a nawet ponad potowy z nich (badanie

przeciwcialem CD59) cze¢stosé komorek z defektem
jest mniejsza niz 20%.

W tabeli III poréwnano dane Kkliniczne chorych
z roznym odsetkiem komorek z klonem NNH na
granulocytach (grupa 2a >20% i grupa 2b <20%),
a na rycinie 3. przedstawiono wielkos¢ klonu NNH
w momencie rozpoznania choroby badana zaréwno
na erytrocytach, jak i granulocytach w tak podzie-
lonych grupach. Czestos¢ wystepowania hemolizy
wewnatrznaczyniowej, hemoglobinurii, matoptytko-
wosci i zakrzepow byla zblizona w obu grupach.

Wsrod chorych, u ktorych wielkosé klonu badana
za pomoca przeciwcial anty-CD66b na granulo-
cytach byta wieksza od 20% (grupa 2a), mediana
wynikéw wynosila 78%. Zastosowanie innych prze-
ciwcial (anty-CD59 i anty-CD55) do oceny rozmiaru
klonu typu NNH na granulocytach dato wyniki niz-
sze — mediany wynosily odpowiednio 48% i 63%. Przy
badaniach tymi przeciwcialami u szeregu chorych
odsetek granulocytow z defektem byl wiec nizszy niz
20%. Mediana wynikéw badan klonu NNH na ery-

Tabela Ill. Dane kliniczne chorych z niewydolnoscia szpiku, u ktorych wykryto >20% (grupa 2a) lub <20% granulocytow z defektem

typu NNH (grupa 2b)

Table 111. Clinical data of patients with bone marrow failure with>20% (group 2a) or <20% neutrophils with a PNH defect (group 2b)

grupa 2a >20%

liczba
Chorzy 35
Hemoliza wewnatrznaczyniowa 34
Hemoglobinuria 9
Matoptytkowosé¢ (<100 *10%/ul PLT) 27
Zakrzepy 6

grupa 2b <20%

% liczba %
63,6 20 34,4
94,4 14 73,3
25,0 4 211
75,0 19 100
16,7 3 15,8
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Ryc. 3. Wielkos¢ klonu typu NNH na poczatku choroby badana przy uzyciu przeciwciat anty-CD59 i anty-CD55 na erytro-
cytach oraz przeciwciat anty-CD66b, anty-CD59 i anty-CD55 na granulocytach u chorych z r6znym odsetkiem komoérek

z klonem typu NNH na granulocytach (grupa 2a >20% i grupa 2b <20%). Pozioma kreska oznaczono mediang.

Fig. 3. PNH type clone size at the beginning of the disease detected using anti-CD59 and anti-CD55 on erythrocytes and anti-CD66b,
anti-CD59 and anti-CD55 on granulocytes in patients with varying percentage of PNH clone in granulocytes (group 2a >20% and

group 2b <20%). Horizontal line marked median.

trocytach w tej grupie chorych (2a) byla nizsza niz
20% zaréwno przy uzyciu przeciwciatl anty-CD59, jak
i anty-CD55. Odsetek komoérek z defektem na erytro-
cytach byt nizszy niz 20% u ponad potowy z nich.

W grupie chorych, u ktérych na poczatku choroby
wielkos¢ klonu typu NNH badana za pomoca prze-
ciwciatla anty-CD66b na granulocytach byta nizsza
od 20% (grupa 2b), przecietny rozmiar klonu oce-
niany za pomoca anty-CD59 i anty-CD55 byt zbli-
zony. Mediany wynikéw badan klonu typu NNH na
erytrocytach byly nizsze niz na granulocytach, cho¢
u jednego chorego wynik badania przeciwcialem
anty-CD59 wynosit 25%.

U 8 sposrod 18 chorych z grupy 2b (u ktérych
wielko$¢ klonu typu NNH w czasie rozpoznania cho-
roby byta <20%) przeprowadzono badania ponownie.
W badaniach tych wykazano wzrost odsetka komorek
z defektem NNH (Tab. IV).

Omowienie

W prezentowanej pracy zajmowaliSmy sie¢ dwoma
zagadnieniami - prezentacja gléwnych objawéw kli-
nicznych u chorych z wykrytym defektem kotwicy
GPI oraz analiza wynikow wielkosci klonu typu NNH
u tych chorych, w badaniach za pomoca réznych
przeciwcial monoklonalnych na dwoéch liniach komo-
rek — erytrocytach i granulocytach.

Charakterystyka objaw6éw klinicznych wystepu-
jacych u chorych, u ktérych w trakcie 16 lat prowa-
dzenia badan wykryto klon typu NNH, jest zbliZona
do obserwowanej przez innych autorow. Badania
prezentowanych przez nas chorych byly szczegétowo
omoéwione w poprzednio opublikowanych pracach
[2-8]. U wigkszosci chorych, podobnie jak to wyka-
zuja inni autorzy, obserwowana jest wewnatrznaczy-

Tabela IV. Rozwoj klonu NNH u 8 pacjentow w grupie 2b (poda-
no odsetek granulocytow CD66b ujemnych)

Table IV. In 8 patients, from group 2b, subsequent studies reve-
aled an increase in the percentage of cells with defect

% granulocytow CD66b ujemnych

Badanie
Pacjent

pierwsze ostatnie okres
1 15,0 98,0 8 lat
2 6,0 72,0 6 lat
3 1,0 70,0 7 lat
4 18,0 97,0 2 lata
5 8,6 37,0 1 rok
6 8,7 371 1 rok
7 7,0 26,0 10 miesiecy
8 11,0 25,0 8 miesiecy

niowa hemoliza, ktéra jest najczestszym powodem
skierowania chorego na badania w kierunku NNH [1].
Hemoglobinuria, ktéra przez wiele lat uwazana byta
za podstawowy objaw Kkliniczny NNH (stad nazwa -
nocna napadowa hemoglobinuria), obserwowana
byla u prezentowanych chorych jedynie w okoto 40%
przypadkéw. Inni autorzy podaja jeszcze rzadsze
wystepowanie tego objawu u analizowanych cho-
rych, np. wedlug danych podawanych przez Parkera
i wsp. nawet tylko 26% [9]. Te réznice moga wynikac
z innych, szerszych wskazan do kierowania na bada-
nia w kierunku NNH.

Nalezy tez podkreslié, ze hemoglobinuria moze
nie by¢ zgloszona przez chorego; moze tez pozostac
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niezauwazona przez personel medyczny w trakcie
pobytu chorego w szpitalu. W okolo 50% przypad-
kéw prezentowanych w tej pracy chorych z wykrytym
klonem typu NNH obserwowana byla niewydolnos¢
szpiku. Na wykrywanie klonu typu NNH u takich
chorych zwrécono w literaturze uwage w momencie
wprowadzenia nowoczesnej diagnostyki, opartej na
technice cytofluorometrii [10]. Obserwacje kliniczne

i ich korelacja z wynikami badan laboratoryjnych

doprowadzily do wycofania si¢ z podzialu choroby na

typ 1, 21 3, a zastapienie jej podzialem na:

e klasyczna NNH - gdy istnieja laboratoryjne
dowody na istnienie klonu z defektem NNH, lecz
w ktorej nie obserwuje si¢ zadnych nieprawidlo-
wosci w funkcjonowaniu szpiku lub tylko hyper-
plazje linii erytroidalnej,

e NNH z dodatkowa niewydolno$cia szpiku,

e przypadki trudne do zakwalifikowania, najrza-
dziej wystepujace, z bardzo niskim klonem NNH,
bez hemoglobinurii, ale czesto z niewydolnoscia
szpiku, czasami w przesztosci [9].

Taki podzial kliniczny wprowadzili$my w naszych
poprzednich publikacjach. Praca Zupariskiej i wsp.
[7] opisujaca utajony defekt typu nocnej napadowej
hemoglobinurii byta jedna z pierwszych, ktéra oma-
wiala takie przypadki. Wiadomo od dawna, ze klasy-
fikacja NNH jest bardzo trudna. Mozna stwierdzié, ze
czasami pacjenci maja ,wlasna” NNH. Rozw6j metod
diagnostycznych, a takze prowadzenie wielokrotnych
oznaczen klonu NNH u pacjentéw moze doprowadzié
do uproszczenia klasyfikacji. Przykladem jest zasto-
sowany przez nas w obecnej pracy podzial pacjentow
na dwie, a nie jak dotychczas na trzy grupy. W grupie
z bardzo niskim klonem NNH <20% u o$miu chorych
klon NNH zwiekszyt si¢ stopniowo do wartosci powy-
zej 20%, co utwierdzilo nas, ze nie ma potrzeby, by
chorzy ci byli zaklasyfikowani do dawnej grupy trze-
ciej. Podobna mysl zwiazana ze zmianami w trakcie
rozwoju NNH w czasie prezentuja zarowno Luzzatto
iwsp. [17], jak i de Latour i wsp [16].

Wedtug danych z literatury, klon z defektem typu
NNH moze by¢ wykryty nawet u 70% chorych z ane-
miq aplastyczna. Odsetek komoérek z defektem jest
na ogo6t u tych chorych niewielki, w przeciwienstwie
do chorych z klasyczng forma NNH [13, 14]. Analo-
giczne obserwacje co do wielkosci klonu poczyniliSmy
w naszych badaniach: u chorych z niewydolnoscia
szpiku wielko$¢ klonu w czasie rozpoznania choroby
byla statystycznie istotnie nizsza niz wsréd chorych
z klasycznym NNH. Uwaza sig, ze chorzy z zaburze-
niami szpiku w poczatkowym okresie choroby, gdy
klon NNH jest niewielki, moga nie mie¢ typowych
objawéw NNH. Obserwacje takie potwierdzajq sie tez
wsrod naszych chorych — w grupie chorych z niewydol-
noscia szpiku czestoS¢ obserwowania hemoglobinurii
byla dwukrotnie nizsza niz w grupie chorych z tzw.

klasyczna forma NNH. Dane literaturowe wskazuja, ze
chorzy, u ktérych wielkosé klonu NNH jest nizsza niz
10%, na og6é! nie wymagaja leczenia [15, 16]. Zaleca
si¢ jednak u nich monitorowanie wielkosci klonu typu
NNH co 6-12 miesiecy, poniewaz klon ten moze si¢
rozwina¢ [16]. Nasze badania potwierdzaja to zjawi-
sko — wzrost odsetka komoérek z defektem w kolejnym
badaniu obserwowaliSmy u wszystkich 8 chorych,
ktorzy byli badani ponownie. W literaturze opisywane
sq tez przypadki samoistnego zanikania klonu NNH -
uwaza sig, ze ok. 15% pacjentéw traci klon typu NNH
[17]. W analizowanej w obecnej pracy grupie eliminacje
klonu NNH obserwowano jedynie u chorych poddanych
przeszczepieniu szpiku (wyniki nie przedstawione).

Incydenty zakrzepicy obserwowano w analizowanej
przez nas grupie u 20% chorych. Wystepowatly one ze
zblizona czestoscia wsrod chorych z klasyczng forma
NNH i chorych z niewydolnoscia szpiku. W pracach
innych autoréw zakrzepice obserwowano u okoto 40%
chorych, cho¢ sa tez nieliczne prace podajace nizszy
odsetek chorych, u ktérych ona wystepuje (7,2%) [12].
Wiadomo, ze zakrzepy sa gléwna przyczyna sSmierci
chorych z NNH i Ze chorzy ci powinni by¢ odpowiednio
leczeni lekami przeciwzakrzepowymi, a czasem trom-
bolitycznymi, w zaleznosci od lokalizacji zakrzepu.
Takie leczenie jest u chorych z NNH [12] tylko cze-
Sciowo skuteczne. Wedlug Brodskiego oraz innych,
lekiem wskazanym u takich chorych jest przeciwcialo
monoklonalne eculizumab [11, 18].

W naszej pracy prezentujemy wyniki oceny wiel-
kosci klonu NNH za pomoca techniki cytofluorome-
trii. Wyniki te potwierdzaja wnioski innych autoréw,
ze badanie granulocytéw cechuje sie wieksza czulo-
Scig dla wykrywania klonu typu NNH niz badanie
erytrocytéw. Wartosci odsetkowe komorek z defektem
byly statystycznie istotnie wyzsze na granulocytach
niz na erytrocytach. Najwieksze znaczenie mialo to
dla diagnozowania klonu typu NNH w grupie chorych
z niewydolnoscia szpiku. U polowy z nich wielkos¢
klonu na granulocytach byla nizsza od 20%, a odse-
tek erytrocytow z defektem u wigkszosci tych chorych
wynosil nie wiecej niz 10. Obserwowane roznice czu-
Tosci badan wynikaja z tego, Ze erytrocyty z defektem
kotwicy GPI u chorych z NNH maja skrocony czas
przezycia i sa niszczone przez uklad dopeiniacza.
Dodatkowo wyniki badan erytrocytow moga by¢ istot-
nie zanizone z powodu obecnosci w krazeniu chorego
erytrocytéw pochodzacych z przetoczonej krwi od
dawcow. Niemniej badanie klonu NNH na erytrocy-
tach jest zalecane [19]. Pacjenci z duzym odsetkiem
erytrocytéw typu III maja ewidentna hemolize, nato-
miast jesli dominuje populacja typu II — hemoliza
wykrywana jest metodami biochemicznymi, lecz moze
si¢ zaostrzy¢ przy zwickszonej aktywacji dopetniacza
(infekcja, itp). W naszych badaniach prowadziliSmy
obserwacje nasilenia defektu, lecz w obecnej pracy
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wynikow tych nie analizujemy. Nalezy podkresli¢, ze
badanie klonu typu NNH na granulocytach moze by¢
utrudnione lub niemozliwe u chorych z granulocyto-
penia. Jest ono mozliwe do wykonania do 48 godzin
od pobrania. Zaré6wno w naszym laboratorium, jak
i w innych prowadzacych diagnostyke NNH prowadzi
sie badania na obu liniach komorek.

Wybdr przeciwcial monoklonalnych do analizy
bialek potaczonych z GPI podlegal zmianom. Prze-
ciwciatla skierowane do CD55 i CD59 wykorzysty-
wane byly przez wielu autoréw zaréwno do badan
erytrocytéw, jak i granulocytéw. StosowalisSmy je tez
w naszych badaniach i potwierdziliSmy, ze do analiz
erytrocytow CD59 jest lepszym markerem niz CD55.
Badanie tych bialek na granulocytach cechuje sie
jednak znaczaco nizsza czulosScia niz biatka CD66Db,
ktére obecnie jest zaleca i stosowane przez nas [19].
Nalezy podKkresli¢, ze analiza klonu NNH musi zawsze
odbywac sie za pomoca przeciwcial monoklonalnych
skierowanych do przynajmniej dwéch réznych bialek
potaczonych za pomoca kotwicy GPI, by ustrzec sie
wynikow falszywie ujemnych w przypadkach wrodzo-
nych defektéw obserwowanych u niektérych ludzi.

Ograniczenia zwigzane z badaniami z uzyciem
przeciwcial monoklonalnych znosi badanie za pomoca
odczynnika FLAER [20-22] (fluorescent-labeled inac-
tive toxin aerolysin). Dzieki niemu identyfikujemy na
komorce kotwice GPI, a nie polaczone z nia biatka.
Ten bezposredni charakter badania sprawia, ze jest
ono wysoko czule, coraz wiec powszechniej stosuje
si¢ i zaleca je w rekomendacjach [19]. Wykonane
w naszym laboratorium wstepne badania potwier-
dzaja jego wysoka czulos¢ i uzytecznosé. Badanie to
mozna wykonac¢ na granulocytach i monocytach, ery-
trocyty nalezy bada¢ nadal za pomoca anty-CD59.

Przedstawione powyzej podsumowanie badan dia-
gnostycznych NNH pozwala na oszacowanie czestosci
rozpoznawania tego schorzenia w Polsce. Z naszych
danych wynika, ze jest wysoce prawdopodobne,
iz wiekszo$¢é chorych z Polski jest diagnozowana
w naszym laboratorium, ze wzgledu na jego wielolet-
nie doswiadczenie. W ciagu 16 lat klon NNH wykryto
u 105 chorych, co daje liczbe 6,6/rok/38 mln miesz-
kancow. Wedlug sSwiatowych szacunkow, czestosé
NNH wynosi 1,3/rok/milion. W Polsce nowych przy-
padkow powinno byé wigc okoto 38 rocznie. Wskazuje
to na duze niedodiagnozowanie NNH w naszym kraju.
Istotne jest upowszechnienie wiedzy na temat tego
schorzenia i czestsze kierowanie chorych na bada-
nia. Gléwnym wskazaniem do badan jest: 1) niedo-
krwistos¢ hemolityczna u oséb z ujemnym odczynem
Coombsa, 2) hemoliza wewnatrznaczyniowa, zwlaszcza
z hemoglobinuria, 3) niedobory zelaza bez wyraznych
przyczyn, 4) niedokrwistos¢ aplastyczna lub hypopla-
styczna, 5) niewyjasniona cytopenia, mielodysplazja,
6) niewyjasnione zakrzepy, zesp6t Budd-Chiari.

Nalezy tez zaznaczy¢, ze badania u chorych, u kt6-
rych sa kliniczne przestanki do podejrzen wystepowa-
nia klonu NNH, powinny by¢ powtarzane. W literatu-
rze podkresla sig, ze w pierwszym badaniu klon moze
nie by¢ wykryty, a pojawia si¢ w badaniach nastep-
nych. Hochsmann i Rojewski wykonali ponowne bada-
nia u 480 chorych, u ktérych nie wykryto klonu NNH,
i u 47 z nich (10%) wyniki byly dodatnie i pozwolily
na ustalenie rozpoznania NNH [23]. Konieczne jest tez
systematyczne badanie pacjentéw z raz rozpoznanym
klonem typu NNH, szczegélnie prowadzenie badan
kolejno pobranych prébek u chorych z niskim klonem
NNH, co wykazuja nasze badania. Odpowiednio wcze-
sna diagnoza pozwala na zastosowanie leczenia, ktére
jest obecnie dostepne.

Podziekowania

Sktadamy serdeczne podzieckowania wszystkim le-
karzom, ktérzy w ciagu 16 lat kierowali do nasze-
go laboratorium chorych na badania umozliwiajace
rozpoznanie NNH. Uzyskane wyniki i udostepnio-
ne nam dane Kkliniczne umozliwily powstanie tego
opracowania.

Dziekujemy mgr. Pawlowi Turowskiemu za doko-
nanie analizy statystycznej i wykonanie rycin pre-
zentowanych w pracy.

Pismiennictwo

1. Parker CJ. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: an his-
torical overview. Hematology Am Soc Hematol Educ Pro-
gram 2008;93-103.

2. Bogdanik I, Pyl H, Zupanska B, Robak T. Badania defektu
erytrocytéw i granulocytéw chorych z napadowa nocna
hemoglobinuria przy uzyciu fluorocytometrii przeptywowe;j.
Acta Heamatol Polonica 1998;29:69-72.

3. Zupanska B, Uhrynowska M, Konopka L. Transfusion-
related acute lung injury due to granulocyte-agglutinating
antibody in a patient with paroxysmal nocturnal hemo-
globinuria.Transfusion 1999;39:944-947.

4. Zupanska B, Bogdanik I, Fabijariska-Mitek J, Pyl H. Au-
toimmune haemolytic anaemia with a paroxysmal noc-
turnal haemoglobinuria-like defect. Eur J Haematol
1999;62:346-349.

5. Zupanska B, Bogdanik I, Pyl H. A gel microtyping system
for diagnosis of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
Immunohematology 2002;18:9-12.

6. Zupanska B, Konopka L, Robak T, Dwilewicz-Trojaczek J,
Bogdanik I, Pyl H. Nocna napadowa hemoglobinuria — anali-
za 27 chorych. Acta Heamatol Polonica 2002;33:361-369.

7. Zupanska B, Konopka L, Bogdanik I, Pyl H. Utajony defekt
typu nocnej napadowej hemoglobinurii. Acta Heamatol Po-
lonica 2005:36:207-214.

8. Zupanska B: Nocna Napadowa Hemoglobinuria — analiza
kliniczna i diagnostyczna. Acta Heamatol Polonica 2009;40
(supl):6-11.

Acta Haematologica Polonica tom 43, zeszyt nr 1, styczen—-marzec 2012



82

PRACA ORYGINALNA / ORIGINAL RESEARCH

ARTICLE

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Parker C, Omine M, Richards S, et al. International PNH
Interest Group. Diagnosis and management of paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria. Blood. 2005;106:3699-709.
Young NS. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and
myelodysplastic syndromes: clonal expansion of PIG-A-
mutant hematopoietic cells in bone marrow failure. Hae-
matologica 2009;94:3-7.

Luzzatto L, Gianfaldoni G, Notaro R. Management of par-
oxysmal nocturnal haemoglobinuria: a personal view. Br J
Haematol. 2011;153:709-20.

de Latour RP, Mary JY, Salanoubat C. et al. Paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria: natural history of disease sub-
categories. Blood 2008;112:3099-106.

Mukhina GL, Buckley JT, Barber JP, Jones RJ, Brodsky
RA. Multilineage glycosylphosphatidylinositol anchor de-
ficient hematopoiesis in untreated aplastic anemia. Br J
Haematol 2001:115:476-482.

Maciejewski JP, Rivera C, Kook H, Dunn D, Young NS.
Relationship between bone marrow failure syndromes and
the presence of glycophosphatidyl inositol-anchored pro-
tein-deficient clones. Br J Haematol 2001;115:1015-22.
Brodsky Robert A. How I treat paroxysmal nocturnal he-
moglobinuria. Blood 2009;113:6522-6527.

Sugimori C, Mochizuki K, Qi Z, et al. Origin and fate of
blood cells deficient in glycosylphosphatidylinositol-an-
chored protein among patients with bone marrow failure.
Br J Haematol 2009,147;102-12.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Hillmen P, Lewis SM, Bessler M, et al. Natural history of
paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. New Engl J Med
1995;333:1253-1258.

Hillmen P. The role of complement inhibition in PNH. He-
matology Am Soc Hematol Educ Program 2008;116-23.
Borowitz MJ, Craig FE, Digiuseppe JA, et al. Guidelines
for the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria and related disorders by flow cytometry.
Cytometry B Clin Cytom 2010;78:211-30.

Brodsky RA, Mukhina GL, Li S, et al. Use of a FLAER-
based WBC assay in the primary screening of PNH clones.
Improved detection and characterization of paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria using fluorescent aerolysin. Am
J Clin Pathol 2000;114:459-66.

Sutherland DR, Kuek N, Azcona-Olivera J, et al. Use of
a FLAER-based WBC assay in the primary screening of
PNH clones. Am J Clin Pathol 2009;132:564-72.
Sutherland DR, Kuek N, Davidson J, et al. Diagnosing
PNH with FLAER and multiparameter flow cytometry. Cy-
tometry B Clin Cytom 2007;72:167-77.

Hochsmann B.Rojewski M, Schrezenmeier H. Paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria (PNH): higher sensitivity and va-
lidity in diagnosis and serial monitoring by flow cytometric
analysis of reticulocytes. Ann Hematol 2011;90:887-99.

Acta Haematologica Polonica tom 43, zeszyt nr 1, styczen—-marzec 2012



	Nocna napadowa hemoglobinuria – wieloletnie obserwacje. Charakterystyka kliniczna i analiza wielkosci klonu z defektem kotwicy g
	Material i metody
	Wykonanie badan fluorocytometrycznych:

	Wyniki
	Omówienie
	Podziekowania
	Piśmiennictwo


