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Nocna napadowa hemoglobinuria
w sSwietle najnowszych doniesien

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
in the light of recent reports
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Nocna napadowa hemoglobinuria (PNH, paro-
xysmal nocturnal hemoglobinuria) jest rzadko wy-
stepujaca (ok. 1,3/1 000 000/rok), ale ciezka i zagra-
zajaca zyciu chorobg [1-3]. Powstaje w wyniku so-
matycznej mutacji genu PIG-A (phosphatidylinositol
glycan-class A) w wielopotencjalnej komorce krwio-
tworczej 1 objawia sie miedzy innymi ciezka i prze-
wlekia hemolizg krwinek czerwonych chorego. Gen
PIG-A koduje jeden z enzymo6w odpowiedzialnych
za synteze kotwicy glikozylofosfatydylowej (GPI,
glycosylphosphatidylinositol) w btonie komorkowe;.
Skutkiem nieobecno$ci lub niewltasciwej budowy
kotwicy GPI jest brak lub niedobor wielu biatek
powierzchniowych, w tym CD55 (DAF, decay acce-
levating factor) 1 CD59 (MIRL, membrane inhibitor
of reactive lysis), ktore w prawidlowych warunkach
odpowiadajg za ochrone komorek przed dzialaniem
ukladu dopeiniacza. Wskutek mutacji genu PIG-A
na poziomie komorki macierzystej brak ekspresji
lub obnizona ekspresja biatek CD55 i CD59, jak
rowniez pozostalych biatek powigzanych z bionag
komorkowa poprzez kotwice GPI, dotyczy nie tyl-
ko erytrocytow, lecz takze innych komorek krwi,
miedzy innymi granulocytow, monocytow i piytek.
Najwazniejsze znaczenie kliniczne w przebiegu
PNH ma jednak hemoliza erytrocytow [4, 5].

W zwiazku z szybko postepujacym rozwojem
wiedzy na temat patogenezy 1 nastepstw klinicznych
PNH konieczne jest usprawnienie i unowoczesnie-
nie jej diagnostyki. Przedstawienie najnowszych
wytycznych dotyczacych wykrywania choroby

1 dyskusja na ten temat byly jednym z glownych
tematow 11" Euroconference on Clinical Cell Ana-
lysis, ktora odbyla sie w dniach 14-17 wrzesnia 2011
roku w Dublinie. Konferencje poprzedzat dwudnio-
wy 7" European Course on Clinical Cytometry, pod-
czas ktorego jedna z sesji ¢wiczeniowych poSwie-
cono w calo$ci praktycznym problemom zwigzanym
z diagnostyka PNH.

Najciekawszym, w opinii autorki niniejszego
sprawozdania, wykladem w ramach kursu byla pre-
lekcja Michaela J. Borowitza, autora pracy Guideli-
nes for the diagnosis and monitoring of paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria and related disorders by
Sflow cytometry [6]. Autor ten przedstawil najnowsze
wytyczne dotyczace diagnostyki PNH za pomocg cy-
tometrii przeplywowej, ktora od lat 90. XX wieku
jest uznawana za metode z wyboru 1 ,zloty stan-
dard” w rozpoznawaniu i monitorowaniu tej choro-
by. Zgodnie z miedzynarodowym konsensusem
przedstawionym w powyzszej pracy badania w kie-
runku PNH powinno sie przeprowadzac u chorych
na anemie hemolityczna, u ktorych wynik testu
Coombsa jest ujemny, u pacjentow z przewlekla
1 niewyjasniona hemoliza wewnatrznaczyniowg
z towarzyszaca hemoglobinuria i hemosyderynuria,
u chorych z niewyjasniong niewydolnoS§cig szpiku
oraz u pacjentow z niewyjasniong zakrzepica zyt gle-
bokich, w tym zyt watrobowych (zesp6t Budd-Chia-
ri), oSrodkowego ukladu nerwowego i1 zakrzepica
naczyn skornych. Najlepszym materialem do anali-
zy w kierunku PNH jest krew pelna w ilo$ci 1-3 ml
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pobrana na dowolny antykoagulant. Konieczne jest
badanie obecnoSci klonow z defektem typu PNH
w co najmniej 2 populacjach komérek — obowigz-
kowo w granulocytach i pomocniczo na krwinkach
czerwonych. Coraz czeSciej zaleca sie takze bada-
nie klonu PNH na monocytach. W celu jak najdo-
ktadniejszej oceny wielko$ci klonow typu PNH na
wszystkich populacjach komorek zaleca sie stoso-
wanie okre$lonych odczynnikow i przeciwcial mo-
noklonalnych swoiScie reagujacych z danymi linia-
mi komoérkowymi w zestawieniu z odczynnikami
wykrywajacymi klon typu PNH, czyli komérki po-
zbawione GPI. Zaleca sie stosowanie nastepujacych
kombinacji odczynnikéw do wykrywania klonu ko-
morek z defektem typu PNH: dla erytrocytow —
CD235a/CD59, dla granulocytéw — FLAER/CD24/
/CD15/CD45, a dla monocytéw — FLAER/CD14/
/CD64/CD45. Podkresla sie tez duze znaczenie badan
z uzyciem aerolizyny znakowanej fluorochromem Ale-
xa 488 (FLAER, fluorescent labelled aerolysin), ktora
niedawno wprowadzono do diagnostyki PNH. Jest
to toksyna bakteryjna produkowana przez Aeromo-
nas hydrophila. Ma ona zdolno§¢ wytwarzania po-
row w bionie komorek, co prowadzi bezpoSrednio
do ich lizy. W przypadku komorek z defektem typu
PNH dziatanie to jest zahamowane. Ponadto FLAER
swoiScie laczy sie z biatkami kotwicy GPI, jest wiec
bardzo czulym markerem ich niedoboru lub braku
[7]. Borowitz zwrocit ponadto uwage na konieczno$c
odpowiedniego przygotowania sprawozdania z bada-
nia w kierunku PNH — w raporcie nalezy wskazac,
czy wykryto komorki z defektem typu PNH, a tak-
ze podac odsetek klonow komorek zarowno z cze-
Sciowym, jak 1 calkowitym niedoborem GPI oraz
taczny odsetek obu typow klonow. Wazne jest row-
niez opisanie uzytych w tescie odczynnikow i prze-
ciwcial. Niedopuszczalne jest natomiast okreSlanie
wyniku badania jako pozytywny badZ negatywny
oraz nadinterpretacja obecno$ci matych klonow jako
dowodu istnienia PNH.

W sesji doniesien ustnych na uwage zaslugi-
wala prezentacja Movalii i [llingworth [8] dotycza-
ca zastosowania techniki wysokoczulej cytometrii
w diagnostyce PNH. Metoda ta charakteryzuje sie
czulo$cig rzedu 0,01%, przy czuloSci metody ruty-
nowo stosowanej rownej okolo 1%. Aby wykryé
przy jej uzyciu male klony komorek z defektem
typu PNH, nalezy dokonac analizy cytometrycznej
250 000 zdarzen dla wszystkich typoéw komorek. Na-
tomiast wedtug rutynowo stosowanych standardow
wystarcza zliczenie juz okolo 5000 zdarzen. W od-
roznieniu od diagnostyki rutynowej, w cytometrii
wysokoczulej autorzy nie zalecaja badania popula-
¢ji monocytow, ktorych jest zbyt mato we krwi ob-
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wodowej. W celu przyspieszenia testu stosuja tez
wezszy panel odpowiednio wyselekcjonowanych
odczynnikéw 1 przeciwcial: dla erytrocytow —
CD235a/CD59, dla granulocytow — CD15/FLAER/
/CD24/CD66b. Movalia i Illingworth badali obecno$¢
klonow typu PNH u 6607 chorych z podejrzeniem
PNH. Wykazali, ze wysokoczula diagnostyka cyto-
metryczna ma znaczenie w wykrywaniu choroby
W niezaawansowanym stadium oraz ze pozwala na
doktadniejsze monitorowanie chorych oraz wczesne
wdrozenie profilaktyki przeciwzakrzepowej i ewen-
tualnego leczenia.

W innym doniesieniu w ramach sesji ustnej
Kelly z Leeds podjal probe odpowiedzi na pytanie, czy
PNH jest chorobg klonalng czy oligoklonalng [9].
Problem ten pozostaje nierozwiazany, jako ze u roz-
nych os6b wykrywa sie albo klony pochodzace
z jednej komorki macierzystej, albo z kilku tego typu
komorek. W przypadku oligoklonalnej postaci PNH
jeden z klonow czesto przyjmuje forme klonu do-
minujacego. Wart uwagi jest tez fakt, ze pojedyn-
cze komorki z defektem typu PNH sg wykrywane
nawet u osob zdrowych, nie ulegaja one jednak ko-
lejnym podzialom i wielko$¢ klonu sie nie zmienia.

Badacze z Kanady, Keeney 1 wsp. [10], zapre-
zentowali wyniki retrospektywnej analizy wystepo-
wania klonow typu PNH u pacjentow z zespolem
mielodysplastycznym i anemia aplastyczna. Auto-
rzy ci wykazali, ze czestoS¢ wystepowania klonow
typu PNH w tych chorobach jest nizsza niz w do-
niesieniach innych badaczy, przy czym wynosi ona
odpowiednio 50% przypadkow (2/4) dla anemii apla-
stycznej 1 3,92% (2/51) dla zespolu mielodyspla-
stycznego. Istnienie klonow typu PNH u pacjentow
z tymi chorobami wydaje sie wedlug autorow waz-
ne, gdyz moze Swiadczy¢ o immunologicznym pod-
fozu niewydolnoSci szpiku kostnego, a w konse-
kwencji wigzac sie z lepsza odpowiedzig na lecze-
nie immunosupresyjne.

W sesji doniesien ustnych Owaidah [11] z Ara-
bii Saudyjskiej przedstawil do§wiadczenia krajow
Zatoki Perskiej w badaniu 1 leczeniu PNH. W kra-
jach tych diagnostyka i leczenie PNH sg na najwyz-
szym $wiatowym poziomie — zar6wno pod wzgle-
dem dostosowania sie do najnowszych wytycznych
dotyczacych uzywanych odczynnikow i sprzetu, jak
1 dostepnoSci najbardziej nawet kosztownych me-
tod leczenia pacjentow, w tym do leczenia humani-
zowanym ludzkim przeciwcialem — ekulizumabem
— przeciwko skiadowej C5 dopelniacza.

W sesji plakatowej zaprezentowano dwie pra-
ce na temat PNH. Plakat badaczy hiszpanskich [12]
przedstawial problematyke zwiazana z medyczny-
mi wskazaniami do badania w kierunku PNH za
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pomocg cytometrii przeplywowej. Zespot przebadat
ponad 271 oso6b, u ktérych wystepowaly kliniczne
1 laboratoryjne objawy choroby, takie jak: anemia,
hemoglobinuria, pancytopenia i zakrzepica (175 osob;
65%), choroby towarzyszace (62 osoby; 23%)
lub jedne i drugie jednocze$nie (34 osoby; 12%).
Klony komorek pozbawionych kotwicy GPI wykryto
jedynie u 20 sposrod 271 badanych osob (7%) oraz
u 10 z 96 0s6b (10,4%) z uprzednio zdiagnozowa-
nymi anemig aplastyczng i zespotem mielodyspla-
stycznym. W kolejnym badaniu na obecno$¢ klonow
typu PNH u tych samych chorych wykazano 88-pro-
centowg powtarzalno$¢ wynikow.

Z kolei plakat zatytulowany Assessment of flu-
orescent labelled aerolysin and a standard protocol for
the detection of PNH cell populations, autorstwa
Whitby’ego 1 wsp. [13] z brytyjskiej organizacji
NEQAS (National External Quality Assessment Se-
rvice), potwierdzil doniesienia na temat korzysci
plynacych z zastosowania w diagnostyce PNH
wspomnianego juz odczynnika FLAER. Zaréwno
metoda rutynowa, jak i z uzyciem wysokoczulej
cytometrii autorzy poréwnali dziatanie FLAER 1 sto-
sowanych rutynowo przeciwcial anty-CD66b, CD16
1 CD24. Wyniki badan wykazaty porownywalng czu-
fo§¢ metody w przypadku wykorzystania obu rodza-
jow odczynniko6w w metodzie rutynowej, udowod-
nily jednak znaczng przewage FLAER przy zasto-
sowaniu wysokoczulej cytometrii. Autorzy pracy
zwrocili rowniez uwage na konieczno$¢ ujednolice-
nia protokotu badania w kierunku PNH w réznych
laboratoriach.

Podsumowanie

W Swietle przedstawionych doniesien okazuje
sie, ze problem diagnostyki PNH wymaga dalszego
opracowania 1 konsekwentnego wprowadzania
w zajmujacych sie nig laboratoriach jednolitych pro-
cedur, zgodnych z najnowszymi wytycznymi.
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