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OZET

Amacg: Paroksismal noktiirnal hemoglobiniri (PNH), bir veya birden fazla hematopoietik kok
hiicrede PIG-A geninde ortaya ¢ikan kazanilmis somatik mutasyon sonucu gelisen, malign olma-
yan nadir bir klonal hastaliktir. Hastaligin 6nde gelen bulgulari, kompleman iliskili intravaskiler
hemoliz, tromboz ve sitopenilere yatkinlktir. Ginimizde floresan isaretli inaktif toksin aerolizin
testi (FLAER) tabanli akim sitometrik ¢alismalar (ASC) PNH tanisinda 6nemli bir yer edinmistir. Bu
retrospektif calismada klinigimizde takip edilen PNH hastalarinin tanisal 6zelliklerinin hastalk
ozellikleri ile birlikte tanimlanmasi amaglanmistir.

Hastalar ve Yontem: Klinigimizde PNH stiphesiyle Kasim 2007 ve Temmuz 2014 arasinda hasta-
lardan istenen ASC sonuclari retrospektif olarak degerlendirildi. Sonuglar CD55 ve CD59 negatif
bulunan grandlosit ve monositlerin ylizdesi olarak verildi. Tanimlayici istatistiklerin yani sira PNH
klonu buydklikleri ile duzeltilmis retikllosit, serum laktat dehidrojenaz, hemoglobin, haptoglo-
bin ve indirekt bilirubin diizeyleri arasindaki iliski analiz edildi.

Bulgular: Belirtilen tarihler arasinda toplam 175 hastada PNH sliphesiyle ASC yapildi. FLAER
yontemi bu calismalarin 136 (%77.7)'sinda kullanildi. Hastalarin 39 (%22.3)'unda PNH klonu izlen-
di. Bunlarin 27 (%69.2)'sinde klasik PNH ve 12 (%30.8)'sinde diger kemik iligi hastaliklarina eslik
eden PNH oldugu gorildi. Hastalarin %48.7 (n= 19)'sinde eritrosit transflizyonu ihtiyaci mevcut-
tu. Trombotik olaylar, hastalarin %20.5 (n= 8)'inde izlendi. Hicbir hastada I6semik transformasyon
gorilmedi. Trombotik olaylar, klasik PNH'si olan hastalar arasinda, sadece klon blyuklugl > %50
olan hastalarda izlendi. Klon buyukligu ile (hem graniilosit, hem de monosit klonlari) dizeltilmis
retikulosit ve serum laktat dehidrojenaz diizeyleri arasinda pozitif korelasyon izlendi (sirasiyla,
grantlositler icin p=0.001 ve p< 0.001, monositler icin p=0.001 ve p< 0.001).

Sonug: PNH hastalarinin tani ve takiplerinde ASC énemli bir ydntemdir. Klon biyiikligi hasta-
ligin siddetini ve klasik PNH'de tromboz riskini degerlendirmede kullanilabilir. Diger kemik iligi
hastaliklarina eslik eden PNH'si olan hastalarda klon buyukliikleri genellikle kiiciik olup klasik
PNH'de izlenen komplikasyonlar nadirdir.

Anahtar Sozciikler: Paroksismal noktiirnal hemoglobindiri; Akim sitometri
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ABSTRACT

Objective: Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is a rare non-malignant clonal disease that occurs as a result of acquired somatic
mutation in the PIG-A gene in one or more hematopoietic stem cells. The major findings include complement-associated intravascular
hemolysis, thrombosis and cytopenias. Fluorescent labeled inactive toxin aerolysis (FLAER) based flow cytometric studies (FCS) have an
important role in diagnosis. This retrospective study aimed to describe the diagnostic features of PNH patients followed up in our clinic
with their disease characteristics.

Patients and Methods: The results of FCS requested between November 2007 and July 2014 were retrospectively evaluated. The results
were given as a percentage of granulocytes and monocytes found negative for CD55 and CD59. In addition to descriptive statistics, the
relationship between PNH clone size, corrected reticulocyte count, serum lactate dehydrogenase, hemoglobin, haptoglobin and indirect
bilirubin levels was analyzed.

Results: A total of 175 FCS were included. FLAER was used in 136 (77.7%). PNH clone was observed in 39 (22.3%). Of these, 27 (69.2%) were
classical PNH and 12 (30.8%) had PNH associated with other bone marrow diseases. Erythrocyte transfusions were required in 48.7% (n
=19). Thrombotic events were observed in 20.5% (n= 8). Leukemic transformation was not observed. Thrombotic events were observed
only in patients with clone size > 50%. Corrected reticulocyte and serum lactate dehydrogenase levels positively correlated with clone size
(both granulocytes and monocyte clones) (p=0.001 and p< 0.001 for granulocytes, p= 0.001 and p< 0.001 for monocytes, respectively).

Conclusion: FCS is an important method in the diagnosis and follow-up of PNH patients. Clone size can be used to assess the severity of
the disease and the risk of thrombosis in classical PNH. In patients with PNH associated with other bone marrow diseases, clone sizes are
usually small and complications seen in classical PNH are rare.

Key Words: Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria; Flow cytometry

GiRiS

Paroksismal noktiirnal hemoglobintri (PNH), bir veya
birden fazla hematopoietik kdk hiicrede PIG-A geninde
ortaya ¢ikan kazanilmis somatik mutasyon sonucu geli-
sen, malign olmayan nadir bir klonal hastaliktir. Etkilenen
kok hiicrelerden kdken alan hiicrelerde glikozil fosfatidil
inozitole baglanan proteinler (GPi-BP) eksiktir. Bu prote-
inler arasinda CD55 ve CD59 gibi kompleman diizenleyici
proteinler ve CD16, CD24, CD52, CD58, CD66b/67, CD73,
CD87, CD90 ve CD108 gibi diger hiicre zari proteinleri yer
almaktadir (1). Eritrositler Gzerinde CD55 ve CD59'un bu-
lunmamasi, hastaligin énde gelen bulgusu olan komple-
man iliskili intravaskuler hemolize yol agmaktadir (2,3). Bu
membran proteinlerinin trombositler ve grandilositlerde
(notrofil ve monositler) de eksik olmasi, hastalarda trom-
boz ve sitopenilere yatkinlik olusturmaktadir (2,4). PNH ke-
mik iligi yetmezligi ile seyreden aplastik anemi gibi hasta-
liklarla birlikte sik olarak gorilmektedir (5). Hastaliga bagli
morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebebi trombofilidir
(4). Stikroz hemoliz testi ve asit Ham testi gibi eritrosit he-
molizine dayali tanisal testlerin yerini gliniimizde akim si-
tometrik calismalar (ASC) almistir (2). Onceleri GPi-BP’lerin
(CD55 ve CD59) protein kismina baglanan monoklonal an-
tikorlar kullanilmaktayken, son zamanlarda GPi ¢ipasinin
glikan kismina baglanan floresan proaerolisin molekdilleri-
nin 6lcimiine dayali floresan isaretli inaktif toksin aerolizin
testi (FLAER) tabanh uygulamalar, PNH tanisinda énemli
bir yer edinmistir (6). Bu retrospektif calismada klinigimiz-
de takip edilen PNH hastalarinin tanisal ézelliklerini hasta-
lik 6zellikleri ile birlikte tanimlamay1 amacladik.

HASTALAR ve YONTEM
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Klinigi'nde PNH siiphesiyle Kasim 2007 ve Temmuz 2014
tarihleri arasinda hastalardan istenen ASC sonuclari ret-
rospektif olarak degerlendirildi. Merkezimizde FLAER uy-
gulamasinin Aralik 2011 tarihinden itibaren kullanilmaya
baslanmasi nedeniyle bu tarihten sonra elde edilen ASC
sonuglarinda her iki yontem birlikte kullanildi. Tim &l¢timler
Beckman Coulter® Navios 3 lazer/10 renk akim sitometri ci-
hazi ile yapildi. PNH klonlarinin tanimlanmasinda daha 6nce
tanimlanmis olan standart yontemler kullanildi (7). Eritro-
sitlerdeki klonlarin tanimlanmasi icin hastalardan 24 saat
icinde alinmis olan EDTA ile antikoagtile edilmis 2 mL ven6z
kan 6rnekleri CD235a-FITC veya CD59-PE ile boyandi. CD55
ve CD59 ekspresyonlari calisilarak ekspresyonlarina gore
eritrosit tiplerinin (tip 1, 2 ve 3) dagilimlan da yiizde olarak
verildi. Granilosit ve monositlerdeki klonlarin tanimlanma-
st icin hastalardan 24 saat icinde alinmis olan kan érnekle-
ri FLAER-Alexa488 (Cedarlane Labs), CD24-PE, CD15-PC5,
CD64-PC7,CD14-APC700 ve CD45-KrO ile boyandi. CD45 ile
kapilama yapildiktan sonra notrofil klonlari CD15 ifadesine
gore tanimlandi. PNH notrofilleri, FLAER-negatif/CD24-ne-
gatif olarak belirlendi. Monosit klonlar CD64 ifadesine gore
tanimlandi. PNH monositleri, FLAER-negatif/CD14-negatif
olarak belirlendi. No6trofillerde, hem FLAER, hem de CD24
ekspresyonunda; monositlerde, hem FLAER, hem de CD14
ekspresyonunda %1'den fazla azalma saptanmasi, PNH fe-
notipi i¢in esik deger olarak kabul edildi.

Test sonuglarina gore hastalik dagilimlari sayi ve yiizde
olarak verildi. Normal dagilimi olmayan, ordinal ve nominal
degiskenler icin ortanca ve minimum-maksimum degerler
verildi. PNH klonu buyiiklikleri (hem grantlosit, hem de
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monosit klonlari) ile dizeltilmis retikiilosit, serum laktat de-
hidrojenaz, hemoglobin, haptoglobin ve indirekt bilirubin
diizeyleri arasindaki iliski analiz edildi. iliskili bulunan degis-
kenler arasindaki iliskinin glici Pearson korelasyon katsayisi
ile belirtildi. TUm istatistiksel hesaplamalarda IBM® SPSS®
Statistics 23.0 yazilimi kullanildi ve p< 0.05 olmasi istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Belirtilen tarihler arasinda toplam 175 hastada PNH
stiphesiyle ASC yapildi. FLAER yontemi bu calismalarin 136
(%77.7)sinda kullanildi. Hastalarin 39 (%22.3)'unda PNH
klonu izlendi. Bunlarin 27 (%69.2)'sinde klasik PNH ve 12
(%30.8)'sinde diger kemik iligi hastaliklarina eslik eden PNH
oldugu gorildi. PNH klonu pozitif bulunan hastalar arasin-
da PNH'nin eslik ettigi kemik iligi bozukluklari, aplastik ane-
mi (n=9) ve miyelodisplastik sendrom (n= 3) olarak saptan-
di. Ortanca tani yasi klasik PNH icin 31 (18-82), diger kemik
iligi hastaliklarina eslik eden PNH icin 35 (18-77) idi (Tablo 1).

Olgularin 136 (%77.7)'sinda PNH klonu saptanmadi. PNH
klonu saptanmayan hastalara, tanimlanmamis anemi (n=
34, %19.4), diger tanimlanmamis sitopeni (n= 30, %17.2),
PNH disi hemolitik anemi (n= 7, %4.0), miyelodisplastik
sendrom (n= 23, %13.1), aplastik anemi (n= 9, %5.1), miye-
lofibrozis (n= 1, %0.6), 16semi (n= 7, %4.0), lenfoma (n= 3,
%1.7), trombotik olay (n= 14, %8.0), romatolojik hastalik (n=
4, %2.3) tanilart konmus olup hastalarin %2.3 (n= 4)'Unlin
herhangi bir tanisi bulunmamaktaydi.

PNH klonu saptanan hastalarin %48.7 (n= 19)'sinde
eritrosit transflizyonu ihtiyaci mevcuttu. Trombotik olaylar,
hastalarin %20.5 (n= 8)'inde izlendi. Hicbir hastada 16semik
transformasyon goériilmedi. Aplastik anemisi olan bir hasta-
da bir yillik takip sonrasi ASC ile PNH klonunun pozitiflestigi
gorildi.

Tablo 1. PNH klonu saptanan olgularin genel 6zellikleri

Trombotik olaylar, klasik PNH’si olan hastalar arasinda,
sadece klon buyiukligli %50den yiiksek olan hastalarda
izlendi. Klasik PNH'si olan hastalarda tromboz gelisimi icin
eslik eden baska bir risk faktorii bulunmazken, diger kemik
iligi hastaliklarina eslik eden PNH tanisi ile izlenmekteyken
trombozu olan iki hastada immobilizasyon ve gebelik gibi
eslik eden ek risk faktorleri mevcuttu (Tablo 1). Klon biytik-
lGginiin (hem granilosit, hem de monosit klonlar) diizel-
tilmis retikilosit ve serum laktat dehidrojenaz diizeyleri ile
pozitif korelasyonu oldugu goriildi (sirasiyla, grandlositler
icin p= 0.001 ve p< 0.001, monositler icin p= 0.001 ve p<
0.001) (Sekil 1,2).

PNH klonu pozitif bulunan hastalarin tedavisinde eku-
lizumab (n= 12, %30.8), allojenik kok hiicre nakli (n= 13,
%33.3) ve tedavisiz izlem/diger yontemler (siklosporin, ste-
roidler, anti-timosit globulin, danazol) (n= 16, %41.0) kulla-
nildigi gorildi.

TARTISMA ve SONUC

PNH hastalarinin tani ve takiplerinde ASC 6nemli bir
yontemdir. Yiiksek tanisal hassasiyetinin yani sira klon bi-
yukligunl gostererek hastalik prognozunun énceden tah-
min edilmesinde de faydali olmaktadir. LDH ve retikilosit
sayisi gibi hemoliz parametreleri ve tromboz sikliginda
artis ile iliskili oldugunu go6zlemledigimiz klon blyukliga,
klasik PNH'de hastaligin siddetini ve tromboz riskini deger-
lendirmede kullanilabilir. Klon buyikligiinin trombozu
ongorebilecedini bildiren baska yayinlar da mevcuttur (8).
Ayrica klon buyukligtndeki artisin karin agrsi, hemoliz,
ozefageal spazm ve erektil disfonksiyon ile de iliskili olabi-
lecegi bildirilmektedir (7).

Diger kemik iligi hastaliklarina eslik eden PNH’si olan
hastalarda klon buyduklikleri genellikle kiiciik olup klasik
PNH'de izlenen komplikasyonlar nadirdir (Tablo 1). Ancak
aplastik anemi ve miyelodisplastik sendromda hastalik

Diger kemik iligi hastaliklarina

Klasik PNH eslik eden PNH p

Cinsiyet (n, %)

Erkek 15 (55.6) 7 (58.3) 0.87

Kadin 12 (44.4) 5(41.7)
Tani yasi (ortanca, min-maks) 31(18-82) 35(18-77) 0.18
Grandlosit klonu (%, min-maks) 80.5 (3.0-100.0) 1.6 (0.4-81.0) <0.001
Monosit klonu (%, min-maks) 84.0 (1.0-100.0) 2.5(0.1-80.0) < 0.001
Duzenli eritrosit transflizyonu

Yok 9 (40.9) 5 (45.5) 0.80

Var 13(59.1) 6 (54.5)
Tromboz

Yok 16 (72.7) 9(81.8) 0.57

Var 6(27.3) 2(18.2)

PNH: Paroksismal nokttirnal hemoglobindiri.
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Sekil 1. Grandilosit klon bliylikligu ile diizeltilmis retikilosit yiizdesi ve serum LDH arasindaki korelasyon.
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Sekil 2. Monosit klon bliydikltigu ile diizeltilmis retikdlosit yiizdesi ve serum LDH arasindaki korelasyon.

seyri stiresince PNH gelisebilir ve bu durum klon buyukli-
glindeki artis gosterilerek tespit edilebilir. Bu sebeple, ap-
lastik anemisi ve miyelodisplastik sendromu olan secilmis
hastalarda, 6zellikle de tedaviye yanitsizlik veya beklenme-
yen komplikasyonlar ortaya ciktiginda PNH tetkiki icin ASC
kullanimi diistinilebilir.

CIKAR CATISMASI
Yazarlarin ¢ikar ¢catismasi bulunmamaktadir.
MALI ACIKLAMA

Calisma icin dogrudan veya dolayl mali destek alinma-
di. Calisma ile ilgili herhangi bir firma veya kisi ile ilgili ticari
baglanti yoktur.
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