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NEDENI ACIKLANAMAYAN SiITOPENi SAPTANAN OLGULARDA
PAROKSISMAL NOKTURNAL HEMOGLOBINURI KLONU VARLIGININ
VE BUYUKLUGUNUN GERIYE YONELIK ARASTIRILMASI

OZET

Amac: Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri (PNH) tekrarlayici hafif-agir siddette
intravaskiiler hemoliz, vendz tromboz ataklar1 ve aplastik anemiye yatkinhik ile

karakterize edinsel, klonal bir kok hiicre hastaligidir.

Akim sitometrisi ile analizler ¢esitli hiicre serilerinde GPI (Glikozilfosfatidilinozitol)’ya
bagl yiizey proteinlerinin en az bir seride eksik bulundugunu gostermistir. Aplastik
anemili hastalarda bu proteinler 6nce granulosit ve monositlerde eksik iken daha sonra
eritrositlerde de eksilebilmekte ve aplastik anemi-PNH sendromuna neden

olabilmektedir.

Tam kan sayiminda tek hiicre serisinde eksiklik sitopeni, iki seride eksiklik bisitopeni,
tic seride eksiklik pansitopeni olarak adlandirilmaktadir. Genel nedenler arasinda
nitrisyonel eksiklikler en sik olarak karsimiza ¢ikmakla birlikte nadir bir sebep de

paroksismal noktiirnal hemoglobiniiridir.

Bu c¢aligmada niitrisyonel eksiklikler ile agiklanamayan sitopeni olgularinda
paroksismal nokturnal hemoglobiniiri klon biyiikligi ve sikliginin geriye yonelik

taranmasini amacladik.

Materyal ve Metot: Calismaya 01.01.2010-01.01.2015 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali’na tek sitopeni, bisitopeni, pansitopeni
nedeniyle basvuran hastalardan niitrisyonel eksiklikler diglanan ve sonrasinda akim
sitometride FLAER (Fluorescent Aaerolysin) yontemi ile PNH klon varligi arastirilan
109 erkek (%42,4), 148 kadin (%57,6) olmak iizere toplam 257 hasta alindi. Altmis
dokuz hastada sitopeni, 89 hastada bisitopeni, 99 hastada pansitopeni, 11 hastada

aplastik anemi, 32 hastada miyelodisplastik sendrom goriilmiistiir.

Bulgular: Hastalarin PNH klon degerleri incelendiginde 9’unda %10’dan biiyiik,
12°sinde %1 ve 10 arasi, 74’iinde %]1°den kiiciik, 162’sinde negatif olarak bulundu.
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PNH klonu pozitif olanlarin hi¢ birinde tek sitopeni bulunmazken 3 hastada bisitopeni,
6 hastada pansitopeni goriildii. PNH klonu pozitif hastalarin 8’inde anemi ve 16kopeni

birlikteligi, 1’inde aplastik anemi tespit edildi.

Sonu¢: Tam kan sayiminda hemoglobin ve 16kosit diistikligii (sitopeni) saptanan ve
etyolojisi niitrisyonel nedenlerle agiklanamayan olgular PNH yoniinden tetkik

edilmelidirler.

Anahtar Kelimeler: Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri, sitopeni, bisitopeni,

pansitopeni, aplastik anemi



RETROSPECTIVE EVALUATION OF PRESENCE AND EXTENT OF
PAROXYSMAL NOCTURNAL HEMOGLOBINURIA CLONE IN CASES
WITH UNEXPLAINED CYTOPENIA

ABSTRACT

Objective: Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is an acquired, clonal stem-
cell disorder characterized by recurrent, mild-to-moderate intravascular hemolysis,
episodes of venous thrombosis and predisposition to aplastic anemia.

Flow cytometry analyses have shown that glycosylphosphatidylinositol (GPI) surface
proteins are lacking in at least one cell lineage. In patients with aplastic anemia, these
proteins are initially deficient in granulocytes and monocytes and can then become

deficient in erythrocytes, resulting in aplastic anemia-PNH syndrome.

In complete blood count, deficiency in one cell lineage is termed as single cytopenia
while deficiency in two cell lineages as bicytopenia and deficiency in 3 cell lineages as
pancytopenia. Nutritional deficiencies appear as common causes; however, paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria is one of the rare causes. In this study, we aimed to
retrospectively screen extent and frequency of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria

clone in cases with unexplained cytopenia.

Material and method: The study included 257 patients (109 male [42.4%] and 148
female [57.6%]) who presented to Hematology Department of Erciyes University,
Medicine School with cytopenia, bicytopenia or pancytopenia and underwent PNH
clone analysis with fluorescent aaerolysin (FLAER) in flow cytometry between
01.01.2010 and 01.01.2015. There were single cytopenia in 69 patients, bicytopenia in
89 patients, pancytopenia in 99 patients, aplastic anemia in 11 patients and

myelodysplastic syndrome in 32 patients.

Findings: When clone values were evaluated, it was found that PNH clone value was
>10% in 9 patients whereas 1-10% in 12 patients and <1% in 74 patients. PNH clone
was found to be negative in 162 patients. No single cytopenia was found in patients

with positive PNH clone while there was bicytopenia in 3 patients and pancytopenia in



6 patients. Among those with positive PNH clone, there was association of anemia and

leukopenia in 8 patients and aplastic anemia in one patient.

Conclusion: Patients with low hemoglobin and leukocyte count (cytopenia) that

couldn't be explained by nutritional causes should be screened for PNH.

Keywords: Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria, cytopenia, bicytopenia,

pancytopenia, aplastic anemia.
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1. GIRIS

PNH malign olmayan ancak yasami tehdit eden edinsel klonal hematopoetik kok hiicre
hastaligidir. Daha ¢ok iiciincii ve dordiincii dekatta karsimiza ¢ikmakta olup addlesan,
cocuk ve ileri yasta bildirilen vakalar mevcuttur. Ortalama tani yas1 42°dir (1). Tahmini
prevalans 2-5/1.000.000 olgudur (2).

Hiicre yiizeyi duvarinda GPI eksikligi sonucu kompleman iliskili intravaskiiler hemoliz
ve buna bagli trombosit aktivasyonu ve agregasyonu meydana gelir. Tanmin erken
dénemde konulmasi tedavinin yonlendirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Mortalite
ve morbidite oranlar1 olumlu yonde etkilenecek ve hastaligin takibi esnasinda

cikabilecek komplikasyonlarin daha kolay kontrol altina alinmasi saglanacaktir.

PNH tanis1 konmasinda anamnez, fizik muayene, asit hemoliz, sukroz lizis testi gibi
geleneksel yontemler dnemli olup gilinlimiizde akim sitometri yontemi ile ¢evresel kan

orneginden PNH klonu hesaplanmasi yapilmaktadir.

Tiim modern tan1 ve tedavi yontemlerine ragmen PNH yasam kalitesini azaltan, kronik
is goremezlige neden olan ilerleyici bir hastaliktir. PNH yasamui tehdit edici olup tanidan
sonraki 5 yillik mortalite %35tir (2).

PNH’y1 farkli durumlarda ayirici tanida akilda bulundurmak gerekir. Bu farkindalik
olmazsa PNH klonu varlig1 saptanmasi ve PNH tanis1 konma olasilig1 beklenenden

diistik olur.



Bu caligmada niitrisyonel eksikliklerle sebebi agiklanamayan sitopeni, bisitopeni,
pansitopeni tespit edilen hastalarda PNH klon sikligin1 ve biiyiikligiinii geriye yonelik

taramay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1.PANSITOPENI VE AYIRICI TANISI

Periferal kanda {i¢ sekilli elemanin sayisal azlik veya yoklugu ile seyreden bulgu
pansitopeni olarak tanimlanmaktadir (3). Tek hiicre serisinde azlik sitopeni, iki seride
azlik bisitopeni olarak adlandirilmaktadir. Altta yatan hastaligin seyrinde bir dizideki
azalma, ilerleyen donemde ti¢ seriyi de kapsayabilmektedir (3). Pansitopeniler edinsel
ve konjenital nedenler olarak iki ana basglik altinda toplanabilir (3). Niitrisyonel nedenler
edinsel pansitopeninin sik nedenlerindendir. Hiicre siklusunda onemli yere sahip folik
asit ve B12 vitamini yetersiz alimi, emilim, transport veya metabolizma bozuklugu
sonucu megaloblastik anemi ve pansitopeni gelisebilir (3). Pansitopeni ayirici tanisi

Tablo 1’ de ayrintil1 olarak gosterilmistir.



Tablo 1. Pansitopeni ayirici tanisi (3)

Hiposeliiler Kemik 1ligi ile Pansitopeni
o AkKiz aplastik anemi
e Herediter aplastik anemi (Fanconi anemisi ve digerleri),
e Bazi miyelodisplastik sendromlar
e Nadir alésemik 16semi (akut miyeloblastik 16semi)
e Bazi akut lenfoblastik l6semiler

e Bazi kemik iligi lenfomalar

Seliiler Kemik ligi ile Pansitopeni

a. Primer kemik iligi hastaligi

¢ Miyelodisplastik sendromlar

e Paroksismal nokturnal hemoglobiniiri
e Miyelofibrozis

e Baz alosemik losemiler

e Myelofitizi

e Kemik iligi lenfomasi

e Hairy cell 16semi

b. Sistemik hastaliklara sekonder

e Sistemik lupus eritematozus, Sjogren sendromu

o Hipersplenizm

e BI12, folat eksikligi (familial defekt)

e Enfeksiyon (bruselloz, tiiberkiiloz ve atipik mikobakteri infeksiyonlari)
e Alkol

Hiposeliiler Kemik Iligi + Sitopeni
e Qatesi
e Lejyoner hastalig
e Mikobakteriler
e Tiberkiiloz
e Anoreksiya nervoza, aglik

e Hipotiroidizm




2.2. PAROKSISMAL NOKTURNAL HEMOGLOBINURI EPIDEMiYOLOJISI
VE TANIMI

Paroksismal Noktiirnal Hemoglobiniiri (PNH) kronik intravaskiiler hemoliz bulgulari,
kemik iligi yetersizligi ve trombozla kendini gdsteren hematopoetik klonal bir kok
hiicre hastaligidir (2).

PNH c¢ok nadir goriilen bir hastalik olup prevalansin 5.5/1.000.000 oldugu
diistiniilmektedir (4). Giiney Asya ve Uzak dogu iilkelerinde goriilme sikliginin daha
yiiksek oldugu bilinmektedir (1). 1866 yilinda Sir William Gull tarafindan ilk vaka
anemik bir hastada sabah hematiirisi ile Londra’da tanimlanmis olup bir sendrom olarak
ilk kez 1882°de Alman doktor Paul Striibing tarafindan tanimlanmustir (5-7). Hemolitik
aneminin 1991°de bu formu karakteristik hemoglobiniiri ile birlikte raporlanmis olup

Striibing-Marchiafava-Micheli sendromu olarak isimlendirilmistir (8,9).
2.3. PNH’NIN PATOFIZYOLOJISI

PNH’nin patogenezinde altta yatan problemin glikozilfosfatidilinozitol (GPI)
molekiilleri ile ilgili, N-asetilglukozaminin fosfatidilinositole doniistimiinde sorun
oldugu son yapilan ¢alismalarda gosterilmis ve bu asama igin gerekli olan X
kromozomu kisa kolunda yer alan (Xp22.1) PIG-A geninin PNH hastalarinda somatik
mutasyona ugradigi bildirilmistir (1,10).
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e

AP, anchored protein; GPI, glycosylphosphatidylinositol; PIG-A, phosphatidylinositol glycan class A;

PIPL, phosphoinositol-specific phospholipase; PNH, paroxysmal nocturnal haemoglobinuria i
Rosse WF. Curr Opin Hematol 2001;8:61-7

Sekil 1. X-Linked PIG-A Geninde Mutasyon: GP1-AP Eksikligi

Bu bozukluk sonucu eritrosit, nétrofil ve monosit membraninda GPI ¢apasinda (anchor)
defekt olusur. GPI ¢apasi yardimiyla hiicre zarma baglanan CD55 (Decay Accelerating
Factor; DAF) ve CD59 (Membrane Inhibitor of Reactive Lysis; MIRL) eksikligi
meydana gelir (11). Hastaligin en tipik bulgusu eritrositlerin komplemanin hemolitik
etkisine duyarli hale gelmesidir, bu duyarlilik diisiik Ph’da artar ve intravaskiiler

hemoliz olusur (10).

PIG-A genindeki bu bozukluk sonucu eritrosit, nétrofil ve monosit membraninda
glikozil fosfatidil inozitol (GPI) capasinda defekt olusur (12). Normal kosullarda
membran stabilitesini saglayan ‘decay accelerating factor’ (DAF), homologous
restriction factor (HRF) ve ‘membrane inhibitor of reactive lysis’ (MIRL) proteinleridir
(12). PNH’I1 hastalarin hematopoetik hiicre membranlarinda ‘kompleman diizenleyici
ylizey proteinleri’ olarak adlandirilan bu proteinler patolojik olarak yer almazlar (13)
(14). Kompleman diizenleyici ylizey proteinlerinin temel gorevi C3b, C4b ve Membran
Atak Kompleksi basta olmak iizere kompleman proteinleri ile iliskiye girmek ve
konvertaz enzimini pargalamaktir. Bu diizenleyici proteinlerin olmadigt PNH
hastalarinda kompleman sistemi kontrolsiiz bi¢imde kronik olarak aktive olup hiicre

membran hasar1 ve intravaskiiler hemoliz ortaya ¢ikmaktadir (14,15).
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Sekil 2. PNH’ da eritrosit membran hasar1 ve hemoliz

Hastalarda intravaskiiler hemoliz sonrasinda aciga c¢ikan serbest hemoglobin
haptoglobuline baglanir. Doyurulamayan serbest hemoglobinin dolagimda artmasi ve
renal atilimi sonucunda tiibiillerde biriken hem ve demirin yaptig: tiibiilonekroz hasari
ile kronik bobrek yetmezligi gelisebilir. Haptoglobulinin doyurabilecegi miktarin
istlinde aciga ¢ikan hemoglobin dolasimdaki nitrik oksit (NO) ile baglanarak artmis NO
tiiketimine yol agar (16,17). NO’nun organizmadaki en 6nemli islevlerinden biri diiz kas
tonusunu diizenlemek olup NO eksikligi vazokonstriksiyona ve pulmoner
hipertansiyona egilimi arttirir. PNH hastalarinda gortilen karim, bas, sirt agrilari, erektil
disfonksiyon ve Ozofageal spazmlar sonucu olusan disfajiden NO eksikligine bagh

vazokonstriiksiyon ve diiz kas tonusundaki artig sorumludur (16).
NO eksikligi
NO’nun aracilik ettigi cGMP yoluyla sinyal iletimi azalir

Diiz kas tonusu disregilasyonu
Trombosit aktivasyonu

Trombosit agregasyonu
Gastrointestinal Fibrinojen baliinme
kasilmalar uriinlerinde artis

Karin agrisi Pulmoner hipertansiyon
disfaji _ Sistemik hipertansiyon

Erektil disfonksiyon Lokal

TAT komplekslerinde artig

Tromboz

vazokonstriksiyon

cGMP, siklik guanin monofosphat, NO, nitrik oksit;
PNH, paroksismal noktirnal hemoglobindri
. TAT, trombin-antitrambin

Sekil 3. PNH’da NO eksikligine bagli semptomlar ve bulgular



Hastalik hemolitik ve hipoplastik tip olmak iizere iki farkli klinik ile karsimiza ¢ikar (3).
Hemolitik tipte kronik intravaskiiler hemoliz bulgular1 vardir. Hipoplastik tipte
pansitopeni mevcut olup kemik iligi biyopsisinde hipoplastik hatta aplastik tablo ile
karsilagilir. Bazi hastalarda ise iki klinik tablo birlikte bulunabilir (3). Hipoplastik

kemik iligi saptanan hastalarda nétropeni ve trombositopeni de anemiye eslik eder (18).

Aplastik anemi (AA) ve myelodisplastik sendrom (MDS) ile PNH arasinda iliski
oldugunu gosteren caligmalar vardir. Bazt MDS ve AA hastalarinda tan1 sirasinda PNH
klonu saptanirken; PNH tanis1i alan hastalarda da takiplerde MDS ve AA
gelisebilmektedir (19). Ozellikle immunsiipresif tedavi géren AA hastalarinda %30-
%50 oraninda PNH klonu tespit edilmeye baslanmistir (20). Bu hastalarda Avrupa Kan
ve Kemik iligi Transplantasyon Grubu’nun (EBMT) retrospektif ¢aligmasima gore 7 yil
icinde PNH gelisme siklig1 %13 olarak degerlendirilmistir (20). Bu gozlemler bu ii¢

grup hastalik arasinda patogenetik bir bag oldugunu diistindiirmektedir.

Hastalar klinige idrar renginde koyulagsma sikdyeti, pansitopeniye bagli anemi
semptomlari, sistemik tromboza bagli (derin ven trombozu, portal ven trombozu, renal
ven trombozu gibi) semptomlarla basvurabilirler. Hemoliz, LDH (laktat dehidrogenaz)
yiiksekligi, sitopeniler ve tromboz varlig1 veya 6ykiisii klinisyeni uyarict olmali, PNH

ayirici tanida atlanmamalidir, ¢linkii ayirici tanida ¢ok akilda tutulan bir antite degildir.

Asit hemoliz ve siikroz lizis yontemlerinin giiniimiizde tan1 degeri diisiiktiir (2). Akim
sitometri yontemi ile periferik kanda eritrosit, graniilosit ve lenfosit yilizeylerinde CD55
ve CDS59 eksikligi gosterilebilmektedir (2). PNH’da belirli bir CD55 ve CD59
ekspresyon diizeyi belirlenmemistir (2).Ancak notrofillerde %10’un altinda klon
varliginda hemoliz gbzlemlenmemistir (2). Buna ragmen %] istiinde klon varliginda
hastalar PNH agisindan takip edilmelidirler (2). Akim sitometride olgiilen klonun

biiytikligi hastaligin klinik agirligiyla iligkili degildir (21,22).

Son gelismelere gore GPl capasina baglanan FLAER (fluorescent aerolysin)
kullanilarak GPI ¢apasina baglanan antijenler belirlenebilmektedir (23).

PNH’da tedavi tromboz, transflizyon bagimli hemolitik anemi, disfaji, erektil
disfonksiyon, karin agrisi, dispne, bobrek yetmezligi, pulmoner hipertansiyon, portal

ven trombozu gibi PNH’ya bagli organ hasar1 varliginda planlanir (2).



2.4. PNH KLINIiGi

PNH kronik intravaskiiler hemolizin yagami tehdit ettigi ilerleyici nadir bir hastaliktir.
PNH’ya bagh semptomlar genellikle nonspesifik olup hastaligin olduk¢a nadir
goriilmesi nedeniyle tan1 1-10 yil siireyle gecikebilir (1). Klinikte ortaya ¢ikan bulgular
degiskendir (24).

PNH Kklasik triadi komplemana asir1 duyarlilik sonucu olusan intrakorpuskuler hemoliz,

biiyiik vendz damarlarda tromboz ve pansitopenidir (25).

Hemoglobiniiri tiim hastalarda goriilmemekte ve ilk basvuru sirasinda hastalarin sadece
%?26’sinda bulunmaktadir (23). Hemoliz siireklidir ve giindiiz saatlerinde de devam eder
(11). Hemolizin aksamlari belirgin hale gelip idrar renginin sabahlari koyu renk almasi

nedeniyle hastaliga nokturnal s6zciigi eklenmistir (25).

Idrar renginde ani koyulasma, anemi ya da pansitopeniye bagl belirti ve bulgular sik
goriilen hekime bagvuru nedenleridir (2). Pansitopeni saptanan hastanin retikiilositoz ve
laktat dehidrogenaz (LDH) enzim yiiksekligi de mevcutsa PNH yoniinden mutlaka
arastirilmalidir (10). PNH diistiniilen bir hastanin ayirici tanisinda da Paroksismal soguk
hemoglobiniirisi ve diger hemolitik anemi yapan sebepler ile arteriyal ve vendz

okliizyon yapan patolojiler goz oniinde tutulmalidir (18)

Nadir bir klinik bulgu ise hastalarin %40’inda ortaya ¢ikan trombotik olaylardir (2).
Hem arteryel hem ven6z alanlar etkilenebilir. Derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner
tromboemboli (PTE) en yaygin olan tablodur (11). PNH’li hastalarda abdominal ve
serebral ven trombozu agisindan da her zaman dikkatli olmak gerekir (11). Budd-Chiari
sendromu ani ve oliimciil bir tablo ile seyredebilir. Stk goriilmemekle birlikte dermal

ven trombozu ile deri nekrozlari ortaya ¢ikabilir (18).

PNH hastalarinda trombotik olaylardan sonra ikinci sik 6liim nedeni bobrek fonksiyon
bozuklugudur. Bu hastalarin %64’{inde bobrek yetmezligi gelistigi goriilmiis ve yine bu
olgularin 10 wyillik takibinde %21’inin son donem bobrek yetmezligine ilerledigi
bildirilmistir (26).



Tablo 2. PNH hastalarinda ilk bagvuru aninda saptanan semptom ve bulgular (23).

PNH hastalarinda ilk basvuru aninda saptanan semptom ve bulgular n=80  Yiizde

e Anemi semptomlari %35
o Hemoglobiniiri %26
e Hemorajik semptom ve bulgular %18
e Aplastik anemi %13
e Gastrointestinal semptomlar %10
e Hemolitik anemi ve sarilik %9
o Demir eksikligi anemisi %06
e Tromboz veya emboli %06
e Enfeksiyonlar %5
e Norolojik semptom ve bulgular %4

Agiklanamayan hemoliz, a¢iklanamayan sitopeni, agiklanamayan tromboz, makrositoz,
hemoglobiniiri ve kemik iligi yetersizligi bulgular1 olan bir hasta PNH agisindan

mutlaka arastirllmalidir (27).
2.4.1. Klasik Tip PNH

Hastalarin klinik belirtilerinde intravaskiiler hemoliz bulgulart (retikiilositoz, anormal
derecede yiiksek serum laktat dehidrogenaz ve indirekt bilirubin, buna karsin serum
haptoglobulin anormal diisiik konsantrasyonu) vardir (11). Ancak baska tanimlanan

kemik iligi anormalligi yoktur.
2.4.2. Farkh Bir Kemik Iligi Hastaligi Zemininde Gelisen PNH

Hastalarin klinik ve laboratuvar bulgularinda hemoliz varligi saptanirken es zamanlh
olarak tanimlanmis kemik iligi anormalligi (aplastik anemi, miyelodisplastik sendrom
ya da miyelofibroz gibi diger miyelopatiler) bulunur. Kemik iligi anormalligini

saptamak i¢in kemik iligi analizi ve sitogenetik yontemler kullanilir.
2.5. TANI

PNH nadir goriilen hastaliklardan olup tani konabilmesi i¢in klinisyenin aklinda
bulundurmasi gereken ayrici tanilardan biridir. PNH tanist i¢in yiiksek risk altindaki

hastalar soyle belirlenebilir:
v Hemoglobiniiri (sistosit, sferosit, orak hiicre olmayan)

v" Agiklanamayan sitopeniler
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v Agiklanamayan vendz veya arteryel trombozlar

v" Coombs negatif hemolitik anemi (hemoliz nedeni olabilecek asikar enfeksiyon

yoksa)
v Aplastik anemi
v Miyelodisplastik sendrom, refrakter anemi (11).

AA’li olgularda 6zellikle immunsupresif tedavi gorenlerde %3 ile %50 oraninda PNH
Klonu tespit edilmeye baslamistir (20). Bu nedenle aplastik anemi tanisi sirasinda PNH
klonu arastirilmasi 6nerilmektedir (11). Arastirmalarla PNH klonu tespit edilen AA’l1
olgularda immunosupresif tedavi basarisinin daha yiiksek oldugu ortaya konulmustur.
Immunsupresif tedavi géren AA hastalarinda takipte PNH klonu artip klasik PNH klinik
bulgular1 gelisebilmektedir. Bu nedenle 6 ay veya 1 yil aralarla PNH klon varligi

diizenli olarak taranmalidir (2).

AA ile PNH arasinda ¢ok iyi belirlenen iliski MDS ile PNH arasinda tam olarak
acikliga kavusturulamamistir (28). Normal sitogenetige sahip hipoplastik MDS’li geng
hastalarda PNH taranmasi onerilmektedir (11). PNH klonu saptanan MDS hastalarinin
hepsi refrakter anemili oldugu i¢in refrakter anemili MDS hastalar1 PNH acisindan

taranmalidir (2).

PNH arastirilmast 6nerilen 6nemli bir endikasyon ise trombozdur. PNH arteryel ve
vendz sistemde tromboza neden olsa da hastalikta vendz tromboz daha yaygindir. Tek
basina arteryel tromboz diger bulgular eslik etmiyorsa PNH yoniinden aragtirma
endikasyonu degildir (2). Su durumlarda trombozu saptanan hastalarda PNH

taranmalidir:
v" Geng yasta tromboz

v’ Intraabdominal ven, serebral ven ve dermal venler gibi alisilmadik vaskiiler alanlarda

tromboz
v Hemoliz bulgular1 veya sitopeni saptanan trombozlu hastalar (11).
2.5.1. Tam I¢in Gerekli Testler

PNH tanist igin kullanilan eski tan1 yontemi asit ham testidir. Testte eritrositlerin
asidifiye edilmis serum ile inkiibasyonu sonucu alternatif yolla kompleman aktivasyonu

ortaya ¢ikar ve PNH hiicreleri lizise ugrar (15). Test manuel yapildigi i¢in yapan kisinin
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tecriibesi, laboratuvar sartlart ve uygulama teknigi gibi subjektif kosullardan direkt
etkilenmektedir. Bu nedenle spesifik ve duyarli olmayan bir testtir ve standardi yoktur
(24). Asit ham testi kullanimi uluslararasi tami kilavuzlar tarafindan 6zgillik ve

duyarliliginin diisiik olmasi nedeniyle artik 6nerilmemektedir (11).

Gliniimiizde periferal kandan yapilan akim sitometrisi ile eritrosit ve granulositlerde
anormal PNH klonu tespit edilmektedir (11). Geng hematopoetik hiicrelerde GPI ¢apa
protein ekspresyonu diisik oldugu ig¢in kemik iligi O6rneklerinden inceleme
onerilmemektedir (2). Eritrositlerde PNH klonu degerlendirilmesi hemoliz ve kan
transfiizyonlarindan etkilenecegi i¢in granulosit klonunun degerlendirilmesi ¢ok daha
degerlidir (11). Granulositlerdeki defekt hemolizden de once saptanabilmektedir (2).
Granulositler ve en az bir hiicre serisinde (eritrosit, monosit) CD59 (MIRL) ve CD55
(DAF) ekspresyonu eksikligi akim sitometrik olarak gosterilir (2). Nadir goriilse de
konjenital eksiklikleri dislamak i¢in en az iki antikorun birlikte ¢aligilmasi
onerilmektedir (2). PNH raporlarinda hem eritrosit hem granulositlerde saptanan klon
biiyiikliigii belirtilir. PNH tanisi i¢in belirli bir CD55 ve CD59 ekspresyon esik diizeyi
belirlenmemistir (11). Ancak granulositlerde %10’un altinda PNH klonu varliginda
belirgin hemoliz gozlenmemistir (2). Klon biiyiikligi >%]1 olan hastalarmn PNH

semptomlari agisindan takip edilmesi gerekmektedir (2).

Sample preparation Instrument setup Data acquisition Data analysis
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Stain with

Rrascant (total T cells)

antibody %of CD8' cells 286 6.6 304
conjugates (total T cells)

Nature Reviews | Inmunology

Sekil 4. Akim sitometri sekli (29)
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Akim sitometri dl¢imii sirasinda Floresan aerolizinin (FLAER) GPI ¢apasina spesifik

olarak baglanmasi diger giincel bir tan1 yontemdir (11). GPI ¢apasi i¢in en uygun

saptama yonteminin FLAER olduguna dair kanitlar artmaktadir (27). PNH tanisi igin

FLAER’in granulositlere baglanmasindaki yetersizlik kullanilir. CD59’dan daha hassas

belirleme ozelligine sahip olup %0.01 oranindaki PNH klonlarini saptayabilir (11).

Defektli ve normal kan elemanlar1 ayrimini ¢ok net yapmasi ve lizise neden olmamasi

diger bir avantajidir (27). Ancak PNH’nin AA ile birlikte oldugu diisiik granulosit sayili

durumlarda degerlendirme zorlasabilir (30).
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Sekil 5. FLAER semasi (31)

PNH hastasinin laboratuvar degerlerinde sunlar beklenir:

v' Sitopeni, bisitopeni veya pansitopeni
v Anemi

v Retikiilosit sayisinda artig

v' LDH artis1

v’ Haptoglobulin azalmasi

v Hemosideriniiri ve hemoglobiniiri
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v" Lokosit alkalen fosfataz diizeyi diigiiklugii
v Kemik iligi incelemesinde eritroid hiperplazi

PNH tanisinda GPI ¢apasi yardimiyla hiicre membranina baglanip hiicreyi kompleman
iliskili hemolizden koruyan CD55 ve CD59 eksikliginin gosterilmesi altin standarttir.
Spesifik olarak GPI ¢apasina baglanan FLAER ise giincel tan1 yontemidir (11). PIG-A
gen mutasyonu varliginin gosterilmesi giindelik pratikte kullanilmasi pek miimkiin

degildir (24).
2.6. TEDAVI

PNH tanis1 alan hastalarda hastaliga ait bulgularin varliginda hastanin tedavi edilmesi

onerilmektedir (2).

Transflizyon bagimli hemolitik anemi, tromboz, PNH’ya bagli organ hasari (pulmoner
hipertansiyon ve bobrek yetmezligi gibi), kas spazmina bagli klinik bulgular (yutma

glicliigt, ileri derecede giigsiizliik gibi) varliginda tedavi planlanir (2).

Folik asit ve demir replasmani ile eritropoezin uyarilmasi amaclanir. Ciddi ve sik
hemolitik kriz dykiisii olan hastalara folik asit destegi mutlaka yapilmalidir. Belirgin
hemosideriniirisi olan hastalarda demir eksikligi gelismesi dogal olup oral demir
tedavisi ile demir eksikligi anemisinin derinlesmesi Onlenir. Semptomatik anemi
tedavisinde transfiizyona sik bagvurulur (2). Ancak bu durum transfiizyona baglh asiri
demir yiikleme riskini beraberinde getirir (11). Bobrek yetmezligi olmadikga

eritropoetin tedavisinin PNH tedavisinde yarar1 yoktur (2).

Infeksiyonlar kompleman sistemini aktive ederck PNH hastalar1 i¢in &nemli sorun
olustururlar. Kompleman sistemi ile tetiklenen hemoliz hemoglobin degerlerinde ani
diisise neden olabilir (18). Kortikosteroidler alternatif yoldan kompleman
aktivasyonunu inhibe ederek veya eritrosit membranini stabilize ederek hemolizi
yavaglatabilir. Ancak steroid tedavisi ile elde edilen yanit tatmin edici olmayip ciddi
PNH olgularinda dozun belirgin bir bicimde artirilmasi gerekebilir. Yiiksek doz ve uzun

stireli kortikosteroid tedavisi kullanimi ciddi yan etkileri nedeniyle 6nerilmez (32).

Tromboembolizm PNH iligkili 6limiin en yaygin sebebidir. PNH’da tiim O6liimlerin

%40 ila 67’sinin nedeni trombozdur (33). Son analizlerde tromboemboli atag:1 gegiren
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PNH’l1 olgularda 6lim riskinin %8.4 - 15.4 arttigi gorildi (11). PNH hastalarinda
tromboz gelistiginde uygulanan antikoagiilan tedavi klasik tedaviden farksizdir (24).
INR degeri 2-3 arasinda olacak sekilde etkin warfarin profilaksisi ile tromboz riski
onemli Olciide azalmaktadir. Ancak trombositopeninin antikoagiilasyon icin risk
olusturdugu unutulmamalidir. Bununla birlikte, PNH hastalar1 yeterli antikoagiilan

tedaviye ragmen siklikla yeni trombotik atak gecirebilmektedir (11).

Son yillarda PNH’da en giincel tedavi eculizumab tedavisidir. PNH i¢in ilk ve tek
onayl1 tedavidir. Eculizumab etkisini terminal C5 kompleman blokaji1 yaparak gdsteren
humanize monoklonal antikordur (11). PNH’l1 hastalarda 6nemli oranda hemoliz ve
trombotik ataklari azaltip LDH diizeyini ilk dozdan itibaren normal seviyelere
indirmektedir. Eritrosit transfiizyon ihtiyaci eculizumab sonras1 belirgin azalir veya yok
olur (18,32,34,35). Yapilan ¢alismalarda eculizumab tedavisi sonrasi tromboz riskinin
5-10 kat azaldig1 gosterilmistir (32,33). Tromboz 6ykiisii nedeniyle warfarin kullanimi1
altinda tekrarlayan trombotik atak goriilen hasta sayilarinda eculizumab sonrasi belirgin
azalma goriilmiistiir (33). Trombositopeni PNH’da tromboemboli insidansini artirmakta
olup eculizumab tedavisi trombositopenik hastalarda trombosit sayisin1 artirmaktadir.
Eculizumab bobrek fonksiyonlarini anlamli bi¢cimde iyilestirmekte olup pulmoner
hipertansiyona ait semptomlar1 ortadan kaldirabilir (26,36). Eculizumab PNH’da

yorgunluk ve yasam kalitesine de olumlu katkida bulunur.

Eculizumab kompleman sistemini bloke ederek meningokok enfeksiyonlarina ve
kapsiillii bakterilere karsi duyarliligi arttirir (11). Bu nedenle tiim hastalara tedaviye
baglamadan 2 hafta 6nce meningokok asist yapilmahdir (27,34,37). Eculizumab
indiiksiyon fazinda 7 gilinde bir 600 mg 35 dakika {izerinde intravendz (i.v) inflizyon
seklinde 4 hafta verilir. Besinci hafta 900 mg olarak verilir. Idame fazinda ise 14+2 giin
900 mg olarak verilmektedir. PNH klonu eradike edilemeyecegi icin eculizumab omiir
boyu kullanilmaldir. Ilag kesildiginde ciddi hemoliz meydana geleceginden ilag

kesildikten sonra en az 8 hafta hasta takip edilmelidir ve steroide baglamak gerekebilir
(112).
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Tedavive cevap su sekilde degerlendirilir:

v Optimal cevap:  Hb>11 g/dl, transfiizyon bagimsiz
v’ Major cevap: Hb >8 g/dl, transfiizyon bagimsiz
v' Parsiyel cevap:  Transflizyon ihtiyacinda %50 azalma

v’ Minér cevap: LDH’da diisme olmasma ragmen transfiizyon ihtiyacinda

degisiklik yok (11).

Gilintimiizde PNH hastaliginin tek kiiratif tedavisi allojenik kok hiicre nakli (Allo-
HKHN) olmasina karsin yiiksek mortalite riski vardir (30). Tam uyumlu vericiden
yapilan allo-HKHN sonrasi bes yillik sag kalim %58 ila 75 arasinda degismektedir.
Allo-HKHN ile sahip olunan deneyimlerde yiiksek morbidite ve mortalite oranlar
nedeniyle allo-HKHN’nin sadece seg¢ilmis hastalarda uygulanmasi goriisii hakimdir.
Yasami tehdit eden sitopenisi olan veya eculizumab ile kontrol edilemeyen ve engellilik
olusturan hemoliz ve trombozu olan hastalara allo-HKHN uygulamasini 6neren goriisler
vardir (32). HLA doku grubu uygun vericilerle yapilsa dahi nakile ait ciddi morbidite ve
mortalite goriilmesi nedeniyle allo-HKHN c¢ok gerekli ve secilmis hastalarda

basvurulacak bir tedavidir (1,38,39).
2.7. PROGNOZ

PNH’da en sik 6liim nedeni akut gelisen tromboz olup bobrek yetmezligi, kemik iligi
yetmezligi, pulmoner hipertansiyon ve enfeksiyonlar da 6liime neden olabilir. Losemiye
doniisiim nadir goriiliir. Hastaligin nadir gériilmesi nedeniyle epidemiyolojik veriler ¢ok
net olmamakla beraber tanidan sonra 5 yillik mortalite %35 olup ortalama yasam siiresi
yaklasik 10 yil olarak kabul edilmektedir. PNH klon biiyiikligl diisiik oranlarda olan
hastalarda yagam siiresi 22 yila kadar yiikselmektedir (1). AA bileseni 6n planda olan
PNH hastalar1 ile klasik PNH hastalarinin prognozlar1 arasinda Onemli fark

gosterilmemistir (33).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Secimi

Bu calismaya Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali ve Kemik ligi
ve Transplantasyon Merkezi Poliklinigi ve Servislerine 2010-2015 wyillar1 arasinda
sitopeni, bisitopeni ve pansitopeni ile basvuran ve PNH siiphesi nedeniyle arastirilmis
18 yasindan biiyiikk 148 kadin ve 109 erkek hasta olmak tizere 257 hasta dahil edildi.
Calisma baslangicinda Erciyes Universitesi Etik Kurulu tarafindan 18.03.2016 giin ve
189 sayili karar ile onay alinmistir. Hastalarin demografik ve laboratuvar verileri,

dosyalar1 ve epikrizleri retrospektif olarak incelenerek Ek 1’deki form dolduruldu.

Caligmaya dahil edilen tiim hastalarin tam kan sayimi (16kosit, hemoglobin, platelet),
direkt coombs testi, demir, demir baglama kapasitesi, ferritin, folik asit, B12 vitamini,
LDH (laktat dehidrogenaz), HBsAg, AntiHCV, AntiHIV diizeyleri ve cevresel kan
orneginden akim sitometri yontemi ile calisilmis PNH klon biiyiikligi verileri
incelendi. Incelenen PNH klon biiyiikliikleri Flow sitometri laboratuarinda iki yontemle
caligildi. Yontemlerden ilki olan eritrositlerde PNH klonu arastirilirken, hastadan bir
adet EDTA’l1 mor tiipe 4 ml kan 6rnegi alindi. Kan 6rneginden 5 pl tam kan ile 495 pl
PBS(izoflow sivisi) karistirilarak numune elde edildi. CD59’dan 1ul, GPA (CD235q)
6ul pipetlenir ve tizerine 5pl numuneden eklendi. Oda sicakliginda 20 dakika
inkiibasyon yapildi. Bir buguk pl PBS eklendi ve 1500 devirde 5 dakika santrifiij edildi.
Bir kez daha santrifiij islemi tekrarlandi ve 500 pl PBS eklenerek 50.000 hiicre
Beckman Coulter Navios Flow Cytometer isimli 3 lazer 10 renkli cihazda okutuldu.

17



Okutulma sonucunda histogramlara gore klonlarin biiyiikligli yiizde olarak elde edildi.
Ikinci yontem olarak graniilosit ve monositlerden PNH calismas1 yapilirken graniilosit
icin FLAER, CD24, CDI15, CD45; monosit igin FLAER CD14,CD64, CD45’in
bulundugu sistem sivisi tizerine 100 pl tam kan eklenerek vorteks yapildi. Yirmi dakika
oda sicaklifinda karisim inkiibasyona birakildi. Karigim {izerine 500 pl lysing
(pargalama) soliisyonu eklenerek vorteks yapildi ve 10 dakika inkiibe edildi. 1500
devirde 5 dakika santrifiij edilir. Uzerine isoflow eklenerek tekrar 1500 devirde 5 dakika
santrifiij edildi. Dipte kalan pellet ( ¢okelti) tizerine PBS eklenir ve Beckman Coulter
Navios Flow Cytometer 3 lazer 10 renkli cihazda okutuldu. Elde edilen histogramlar

klon biiyiikliigiinii ylizde cinsinden verdi.

PNH klonu pozitif ve siipheli pozitif olan hastalarin retikiilosit mutlak degeri ve
yiizdesi, haptoglobulin, total bilirubin, direkt bilirubin, indirekt bilirubin, demir, demir
baglama degerleri tarandi. Hastalarin epikriz kayitlarindan aplastik anemi ve

miyelodisplastik sendrom tanilarina ulasildi.

Demir eksikligi, folik asit ve B12 vitamin eksikligine bagli anemi ve sitopeni saptanan
hastalar ile karaciger sirozuna bagl sitopenisi olan hastalar ¢caligmaya dahil edilmedi.

Miyelodisplastik sendrom ve aplastik anemi hastalar1 ¢alismaya dahil edildi.
3.2.istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 16.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olgtimler say1 ve yiizde olarak, sayisal olgimlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak 6zetlendi. Kategorik 6lgiimlerin PNH
klon biiyiikliigii sonuglar1 arasinda karsilastirilmasinda Ki Kare test istatistigi kullanildi.

Tiim testlerde istatistiksel onem diizeyi 0.05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hastalarin cinsiyetleri degerlendirildiginde, 257 hastanin 148’1
kadin (%57,6), 109°u erkek (%42,4) olarak bulundu. Calismaya alinan hastalar 18 ve
82 yas araliginda olup ortanca yas 48°di.

257 hastanin PNH klon biiyiikliigii incelendiginde, hastalar PNH klonuna gore ii¢ gruba
ayrildi. Pozitif olan grup klon degeri %10 ve iistii olan hastalar, stipheli pozitif olan
grup klon degeri % 0-10 arasi olan hastalar, negatif olan grup ise klon degeri 0 olan
hastalar olarak gruplandirildi. Caligmaya almis oldugumuz 257 hastanin 162’si negatif,

86’s1 siipheli pozitif, 9’u ise pozitif olarak bulundu.

Sitopeni ve PNH klon biiyiikliigiine gore hastalarin dagilimi tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. PNH klon gruplarinda sitopeni, bisitopeni ve pansitopeni goriilme orani

PNH SITOPENI
Toplam
Tek Sitopeni  Bisitopeni  Pansitopeni
Negatif 50 (%19,45) 55 (%21,40) 57 (%22,17) 162 (%63,03)
Siipheli 19 (%7,39) 31 (%12,06) 36 (%14,00) 86 (%33,46)
Pozitif 0 (%0) 3(%1,16) 6 (%2,33) 9 (%3,50)
Toplam 69 (%26,84) 89 (%34,63) 99 (%38,52) 257 (%100)
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Tablo 4. PNH klon gruplarinda trombosit, 16kosit, hemoglobin diisiikligi degerleri

Trombosit Lokosit Hemoglobin
PNH Toplam
Normal Diisiik Normal Diisiik Normal Diisiik
Negatif 69 93 (%36,18) 69 93 (%36,18) 37 125 (%48,63) 162 (%63,03)
Siipheli 34 52 (%20,23) 34 52 (%20,23) 12 74 (%28,79) 86 (%33,46)
Pozitif 3 6 (%2,33) 3 6 (%2,33) 0 9 (%3,50) 9 (%3,50)

Toplam 105 152 (%59,14) 105 152 (%59,14) 49 208 (%80,93) 257 (%100)

9 PNH hastasinin hepsinde anemi goriiliirken trombositopeni (referans araligi 150000-
450000 / mm?) ve I6kopeninin (beyaz kiire <4800/ mm?) sayisi refer her biri 6 hastada
goriildii.

Hastalarin anemi parametreleri referans araliklarina gore incelendi. Hemoglobin
(erkekte 13-18 g/d/L, kadinda 12-16 g/d/L), demir (33-193 mg/dL ), demir baglama
kapasitesi (225-480 mg/dL), ferritin (30-400 pg/L), folik asit (4,6-18,7 ng/mL), vitamin
B12 (197-771 pg/mL) olarak incelendi. Hb ortanca degeri 10,40+2,24 g/dL, demir
ortanca degeri 77+76,66 mg/dL, demir baglama ortanca degeri 305+76,65 mg/dL,
ferritin ortanca degeri 145+£1700,27 ng/L, folik asit ortanca degeri 9,76+5,08 ng/mL,
vitamin B12 ortanca degeri 380+449,77 B12 pg/mL olarak bulundu.

Tablo 5. Hastalarin anemi parametreleri

N En En Ortanca Standart
diisiik yiiksek sapma
Hemoglobin g/dL 257 4,3 16,8 10,4 +2,24
Demir mg/dL 106 12 414 77 +76,66
Demir baglama mg/dL 106 147 548 305 +76,65
Ferritin pg/L 236 2 18430 145 +1700,27
Folik asit ng/mL 232 3,17 24 9,76 +5,08
Vitamin B12 pg/mL 238 30 2000 380,50 +449,77
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Calismaya alnan hastalarin cinsiyete gére hemoglobin degerleri incelendiginde 109
erkek hastanin 20’sinde normal, 89’unda diisiik; 148 kadin hastanin 29’unun normal,

119’unda diisiik tespit edildi.

89 hastada bisitopeni olup PNH klonu pozitif hastalarin 3’tinde, PNH siiphelilerin
31’inde, PNH negatiflerin 55’inde bisitopeni mevcuttu. Trombositopeni ve l6kopeni
birlikteligi 122 hastada goriilmiis olup 6’s1 PNH pozitif grupta 41’1 PNH siipheli grupta
bulundu. Trombositopeni ve anemi 122 hastada mevcut olup 7’sinde PNH klonu
pozitifti. Anemi ve lokopeniye 142 hastada rastlandi1,8’inde PNH klonu pozitif olup
anemi ve 10kopeni birlikteligi PNH klonu pozitifligine yol gostericiligi agisindan diger

bisitopeni tiplerine gore istatistiksel olarak anlamli bulundu (P=0.029).

Tablo 6. PNH klon gruplarinda trombositopeni ve anemi birlikteligi

Trombositopeni — Anemi birlikteligi

PNH klonu Toplam
Yok Var

Negatif 92 (%35,79) 70 (%27,23) 162 (%63,06)

Siipheli 41 (%15,95) 45 (%17,50) 86 (%33,46)

Pozitif 2 (%0,77) 7 (%2,72) 9 (%3,50)

Toplam 135 (%52,52) 122 (%47,47) 257 (%100)

Tablo 7. PNH klon gruplarinda 16kopeni ve anemi birlikteligi

Lokopeni - Anemi birlikteligi

PNH klonu Toplam
Yok Var

Negatif 81 (%31,51) 81 (%31,51) 162 (%63,06)

Siipheli 33 (12,84) 53 (%20,62) 86 (%33,46)

Pozitif 1 (%0,38) 8 (%3,11) 9 (%3,50)

Toplam 115 (%44,74) 142 (%55,25) 257 (%100)
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Tablo 8. PNH klon gruplarinda trombositopeni ve 16kopeni birlikteligi

Trombositopeni- Lokopeni birlikteligi

PNH klonu Toplam
Yok Var

Negatif 87 (%33,85) 75 (%29,18) 162 (%63,03)

Siipheli 45 (%17,50) 41 (%15,95) 86 (%33,46)

Pozitif 3 (%1,16) 6 (%2,33) 9 (%3,50)

Toplam 135 (%52,52) 122 (%A47,47) 257 (%100)

Pansitopeniye 99 hastada rastlandi. Bu hastalarin 6’s1 PNH pozitif, 36’s1t PNH siipheli,
57’si PNH negatif gruptaydi.

Calismaya alman hastalarin 32’sinde MDS pozitif, 215 ‘inde MDS negatif bulundu, 10

hastanin bilgilerine ulasilamada.

Calismamizda PNH ile MDS arasindaki iliski incelendiginde PNH klonu pozitif
hastalarda MDS goriilmemistir, PNH siipheli pozitif hastalarin 10’unda (%11,6), PNH
negatif hastalarin 22’°sinde (%13,6) MDS birlikteligi goriilmiistiir. PNH ve MDS birlikte
goriilme oran1 PNH tanisina yol gostermesi agisindan istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir. P:0,104

Calismaya alinan 257 hastanin 11’inde AA tanis pozitif, 235’ inde AA tanis1 negatif
bulundu, 11 hastanin bilgilerine ulasilamamistir. AA ile PNH arasindaki iligki
incelendiginde PNH klonu pozitif olan 9 hastanin 1’inde AA tanis1 olup p degeri
0,022°dir ve PNH ve AA arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamhidir (Tablo 9°da

gosterilmistir).

Tablo 9. PNH klonu gruplari ve AA iligkisi

PNH klonu

Aplastik Anemi Toplam

Negatif Siipheli Pozitif
Pozitif 4 (%1,55) 6 (%2,33) 1 (%0,38) 11 (%4,28)
Negatif 155 (%60,31) 72 (%28,01) 8 (%3,11) 235 (%91,43) P = 0,022
Bilinmiyor 3 (%1,16) 8 (%3,11) 0 (%0) 11 (%4,28)
Toplam 162 (%63,03) 86 (%33,46) 9 (%3,50) 257 (%100)

Hastalarin hemoliz parametreleri referans araliklarina gore incelendiginde, LDH (135-

225 U/L) ortanca degeri 229+580,31 U/L ; retikiilosit yiizdesi ( %0,5-%2) ortanca
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degeri % 2,93+10,59; retikiilosit mutlak deger (24-84X109/ L) ortanca degeri 97,6+75,79
x10%/L ; indirekt bilirubin (0-0,6 mg/dL) ortanca degeri 0,723+0,649 mg/dL olarak

bulundu.

Tablo 10. Hastalarin hemoliz parametreleri

_ ) o ) Standart
Hemoliz Parametreleri N Minimum Maximum Ortanca
sapma
LDH U/L 247 98 4856 229 +580,31
Retikiilosit % 48 0,31 53,45 2,96 +10,59
Retikiilosit x10%/L 48 0,25 419 97,6 +75,79
Indirekt bilirubin mg/dL 76 0,06 3,40 0,723 +0,649

Hastalarin hemoliz parametrelerinden indirekt bilirubin, retikiilosit mutlak degeri ve
yiizdesi klon negatiflerde bakilmadi. PNH klonu pozitif hastalarin 2’sinde, PNH klonu
siipheli grubun 8’inde retikiilosit degeri yiiksek; retikiilosit ylizdesi klon pozitiflerde 4
hastada, stipheli pozitiflerde 25 hastada yiiksek bulundu. PNH Kklonu pozitif grubun
4’{iniin, PNH siipheli grubun 29’unun indirekt bilirubini ytiksekti.

Tablo 11. PNH gruplari ve Mutlak Retikiilosit Sayis1 karsilastiriimasi

Mutlak Retikiilosit Degeri 10°/L

PNH grup Toplam
Normal Yiiksek

Siipheli 32 (%66,66) 8 (%16,66) 40 (%83,33)

Pozitif 6 (%12,50) 2 (%4,16) 8 (%16,66)

Toplam 38 (%79,16) 10 (%20,83) 48 (%100)
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Tablo 12. PNH gruplar ve retikiilosit yiizdesi karsilagtirilmasi

%0 Retikiilosit

PNH Toplam
Normal Yiiksek

Siipheli 15 (%31,91) 25 (%53,19) 40 (%85,10)

Pozitif 3 (%6,38) 4 (%8,51) 7 (%14,89)

Toplam 18 (%38,29) 29 (%61,70) 47 (%100)

Tablo 13. PNH gruplari ve Indirekt Bilirubin deger karsilastirilmasi

Indirekt Bilirubin mg/dL

PNH Total
Diisiik Yiiksek

Siipheli 2 (%5,12) 29 (%74,35) 31 (%79,48)

Pozitif 4 (%10,25) 4 (%10,25) 8 (%20,51)

Toplam 6 (%15,38) 33 (%84,61) 39 (%100)

11 hastada direkt coombs pozitif, 127 hastada negatif olup 118 hastanin verilerine

ulagilamadi. PNH klonu pozitif hastalarda direkt coombs pozitifligine rastlanmadi.

Tablo 14. PNH klonu gruplart ve Direkt Coombs iliskisi

DIREKT COOMBS PNH
Total
Negatif Siipheli Pozitif
Pozitif 8 (%3,12) 3 (%1,17) 0 (%0) 11 (%4,29)
Negatif 76 (%29,68) 44 (%17,18) 7 (%2,73) 127 (%49,60)
Bilinmiyor 78 (%30,46) 38 (%14,84) 2 (%0,78) 118 (%46,09)
Toplam 162 (%63,28) 85 (%33,20)  9(%3,51) 256 (%100)

257 hastanin 138’inde LDH yiiksek saptandi. PNH klonu pozitif hastalarin 7’sinde,
PNH siipheli pozitiflerin 50’sinde LDH yiiksek olup LDH yiiksekligi PNH’ya yol

gostericiligi agisindan istatistiksel olarak anlamli saptanmadi (P=0.195).
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Tablo 15. PNH klonu gruplar1 ve LDH yiiksekligi oranlari

PNH Toplam
LDH
Negatif Siipheli Pozitif
Normal 74 (%29,95) 33 (%13,36) 2 (%0,80) 109 (%44,12)
Yiiksek 81 (%32,79) 50 (%20,24) 7 (%2,83) 138 (%55,87) P=0.195
Toplam 155 (%62,75) 83 (%33,60) 9 (%3,64) 247 (%100)

PNH klonu pozitif ve siipheli pozitif hastalarda haptoglobulin degerleri incelendiginde
PNH klonu pozitiflerin 5’inde, PNH klonu siipheli pozitiflerin 17’sinde haptoglobulin
diisiik bulundu. Negatif grupta haptoglobulin degerlerine ulasilamadigr i¢in istatistiksel

olarak karsilagtirilamadi.

Tablo 16. PNH grubu ve Haptoglobulin diistikliigii iliskisi

HAPTOGLOBULIN
PNH Toplam
<30 >30
Siipheli 17 (%47,22) 14 (%38,88) 31 (%86,11)
Pozitif 5 (%13,88) 0 (%0) 5 (%13,88)
Toplam 22 (%61,11) 14 (%38,88) 36 (%100)

Sitopeni sebeplerinden olan HBsAg pozitifligi 6 hastada, AntiHCV pozitifligi 6 hastada
saptand1i. PNH klonu pozitif grupta HBsAg veya AntiHCV pozitif hastaya rastlanmada.
HBsAQg pozitif 2 hastada sitopeni, 2 hastada bisitopeni, 2 hastada pansitopeni mevcuttu.

AntiHCV pozitif 6 hastanin 2’sinde sitopeni, 1’inde bisitopeni, 3’iinde pansitopeni

goriildi.
Tablo 17. HBsAg ve AntiHCYV ile sitopeni birliktelikleri
SITOPENi HBsAg Anti-HCV
Toplam

Pozitif  Negatif Bilinmiyor  Pozitif  Negatif Bilinmiyor
Sitopeni 2 (%0,78) 53 13 2 (%0,78) 52 14 68 (%26,66)
Bistopeni 2 (%0,78) 76 10 1 (%0,39) 75 12 88 (%34,50)
Pansitopeni 2 (%0,78) 79 18 3(%1,17) 78 18 99 (%38,82)
Toplam 6 (%2,35) 208 41 6 (%2,35) 205 44 255 (%100)
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5. TARTISMA

PNH malign olmayan ancak yasami tehdit eden edinsel klonal hematopoetik kok hiicre
hastaligidir. Daha ¢ok iigiincii ve dordiincii dekatta karsimiza ¢ikmakta olup addlesan,
cocuk ve ileri yasta bildirilen vakalar mevcuttur. Ortalama tani1 yasi 42°dir (1). Her iki
cinsiyette benzer oranlarda goriiliir (40). Nishimura ve arkadaslarinin Amerika Duke
Universitesi ve Japonya’da yiiriittiigii PNH hastalar ile ilgili calismasinda 176 Duke ve
209 Japon PNH hastalar1 karsilagtirilmis ve Duke hastalarinda yas ortalamasi 30, erkek
hasta oran1 % 56,3; Japon 1rkta yas ortalamasi 45, erkek hasta orani %56,5 bulunmustur
(41). Socie ve arkadaslarinin fransiz PNH hastalarla ¢alismasinda (42) ve Fujioka ve
arkadaglarinin Japon PNH hastalarinda (43) erkek ve kadin orami esit goriilmistiir.
Tayland’da Krustrachue ve arkadaslarinin (44), Cin’de Le X ve arkadaslarmin PNH
hastalarin1 degerlendiren iki ayri ¢alismasinda (45) erkek orani sirasiyla %72,9 ve %84
bulunmustur. Bu bolgede erkek cinsiyetinde goriilen PNH siklig: kiiltiirel ve cevresel
etmenlere bagl olabilir. Calismamizda hastalar 18-82 yas araliginda olup ortalama yas
49 olarak goriilmistiir. PNH klonu %10 ve istiinde olan hastalarin yas ortalamasi
39°dur ve %44,410 erkek, %55,5’1 kadindir. Yas ortalamasi bulgumuz literatiire
yakindir ancak kadin PNH hastas1 oran1 fazla bulunmustur ve literatiirle uyumsuzdur .

Bunun nedeni anemi semptomlari ile kadinlarin hastaneye daha sik bagvurmasi olabilir.

Periferal kanda ii¢ sekilli elemanin sayisal azlik veya yoklugu ile seyreden bulgu
pansitopeni olarak tanimlanmaktadir (40). Tek hiicre serisinde azlik sitopeni, iki seride
azlik bisitopeni olarak adlandirilmaktadir. Agiklanamayan hemoliz, agiklanamayan

sitopeni, aciklanamayan tromboz, makrositoz, hemoglobiniiri ve kemik iligi yetersizligi
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bulgular1 olan bir hasta PNH agisindan mutlaka arastirilmalidir (27). Moyo ve
arkadaslarinin 2004 yilinda yayimlanan “PNH’nin modern tanisal yontemlerle dogal
siireci” adinda PNH hastalar ile ilgili calismasinda 49 hastadan birinde herhangi hiicre
serisinde azliga rastlanmazken, 5’inde tek sitopeni, 16’sinda bisitopeni, 29’unda
pansitopeni goriilmiistiir (46). Calismamizda 69 hastada tek sitopeni, 89 hastada
bisitopeni, 99 hastada pansitopeni bulunmustur. PNH klonu pozitif olan hastalarin
hi¢birinde tek sitopeni olmayip, 3’linde bisitopeni, 6’sinda pansitopeni mevcuttur.
Nishimura ve arkadaslarinin PNH hastalar1 ¢calismasinda Duke hastalarinin 155’inde
anemi, 80’inde 16kopeni, 92’sinde trombositopeni; Japon hastalarin 197’sinde anemi,
151’inde l6kopeni, 133’{inde trombositopeni bulunmustur. Bizim ¢alismamizda PNH
klonu %10’un altinda 86 hastanin 74’linde anemi, 63’linde 16kopeni, 45’inde
trombositopeni; PNH klonu %10 ve iizeri 9 hastanin tamaminda anemi, 8’inde 16kopeni,
6’sinda trombositopeni saptanmistir (41). Calismamizda 16kopeni ve anemi birlikteligi
goriilen hasta sayisinin diger bisitopeni birlikteliklerine oranla fazla olmasi PNH klonu
pozitif hasta grubunda PNH tanisina yol gostericiligi agisindan istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmustur. Anemisi ve 16kopenisi olan bir hastada PNH ayrici tanida mutlaka

g0z onilinde bulundurulmalidir.

Hemoliz, LDH yiiksekligi ve retikiilositoz klinisyeni uyarict olmali, PNH ayirici tanida
atlanmamalidir, ¢iinkii ayiric1 tanida ¢ok akilda tutulan bir antite degildir. Nishimura ve
arkadaglarmin PNH hastalarinin karsilastirildigi ¢alismasinda Duke hastalarinda LDH
ortalamasi 2337 U/L, mutlak retikiilosit sayisi ortalamas1 195x 10% L; Japon irkta LDH
ortalamas1 1572 U/L, mutlak retikiilosit sayisi ortalamasi 78x10%L’dir. Calismamizda
138 hastada LDH yiiksekligi olup ortalamast 353 U/L’dir. LDH degeri yiiksekligi olan
hastalarin 7’si PNH pozitif grupta yer almaktadir ve bu hastalarda LDH ortalamasi
378,6 U/L ’dir. Calismamiz PNH hastalarinda LDH degerlerini yiiksek bulup literatiir
ile uyumludur. PNH klonu pozitif 9 hastamizin 8’inde mutlak retikiilosit sayisi
degerlerine ulasilmistir ve ortalamasi 88,54X109/L’dir. Mutlak retikiilosit saysi

ortalamamiz Japon 1rk ile benzer sekilde bulunmustur.

Aplastik Anemili (AA) olgularda 6zellikle immunsupresif tedavi gérenlerde %3 ile %50
arasinda degisen oraninda PNH klonu tespit edilmektedir (20). Bu nedenle aplastik
anemi tanisi sirasinda PNH klonu arastirilmasi 6nerilmektedir (47). Griscelli-Bennaceur

ve ark’nin AA ve PNH arasindaki patojenik bag hakkinda yaptigi calismada 37 AA
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tanili hastasinin 12’sinde takiplerde PNH gelismistir. Parker ve arkadaslarinin 2005
yilinda yayinlamis olduklar1 ¢alismada 80 PNH pozitif hastanin 10’unda aplastik
anemiye rastlamiglardir (48). Nishimura ve arkadaslarinin 2004 yilindan yapmis
olduklar1 ¢aligmada 153 Duke PNH hastasinin %29’unda, Asyali 125 Japon hastanin
%37,8’inde AA pozitif bulunmus, p degeri 0,07 bulunmustur. Moyo ve arkadaslarinin
PNH’nin modern tanisal yontemlerle dogal siireci adinda 2004 yilinda yayinlanan
caligmalarinda 49 hastanin 25’inde AA ve PNH birlikte goriilmiis, 4 hasta AA tanisi ile
takip olurken PNH tanis1 almistir (46).

Bizim calismamizda PNH pozitif 9 hastanin 1’inde AA tanis1 pozitif, PNH siipheli
pozitif 86 hastanin 6’sinda AA tanisi tespit edilmis olup PNH ve AA hastaliklarinin
birlikte goriilmesi AA tanist varlifinda PNH tanisina yol goéstermesi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Calismamiz AA ile PNH birlikteligi acisindan

literatiirle uyumlu bulunmustur (41).

AA ile PNH arasinda ¢ok iyi belirlenen iliski MDS ile PNH arasinda tam olarak
acikliga kavusturulamamistir (28). Normal sitogenetige sahip hipoplastik MDS’li geng
hastalarda PNH taranmasi Onerilmektedir (47). Yenerel ve ark’nin yaptigi ¢alismada
MDS tanisi ile izlenen 20 hastanin gevresel kan 6rneginde CD55 ve CD59 bakilmis ve
6’sinda PNH klonu pozitif bulunmustur (47). Meletis ve ark’nin yaptig1 bir ¢alismada
479 hastada CD55 ve CD59 eksikligine taranmis, 133 MDS hastasinin 22’sinde, 21 AA
hastasinin  7’sinde  CD55 ve CDS59 eksikligi gosterilmistir (49). Ancak bizim
caligmamizda retrospektif olarak incelenen 257 hastanin 32’sinde MDS tanis1 pozitif

olup PNH pozitif grupta MDS tanis1 varligina rastlanmadi.

Akim sitometri yontemi ile periferik kanda eritrosit, graniilosit ve monosit yiizeylerinde
CD55 ve CDS59 eksikligi gosterilebilmektedir. PNH’da belirli bir CD55 ve CDS59
ekspresyon diizeyi belirlenmemistir. Ancak notrofillerde %10’un altinda klon varliginda
hemoliz gozlemlenmemistir. Buna ragmen %1’in tistiinde klon varliginda hastalar PNH
acisindan takip edilmelidirler (2). Calismamizda 9 hastada %10’un istlinde klon varligi,
12 hastada %1-%10 arast klon varligi, 74 hastada %]1’in altinda klon varlig
goriilmiistiir. Calismada ulastigimiz veriler dogrultusunda agiklanamayan sitopeni ile
basvuran olgularin diisiik de olsa var olan kolon varligit PNH acisindan takip edilmesi

konusunda uyarici niteligindedir. Akim sitometride 6l¢iilen klonun biiytikliigii hastaligin
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klinik agirligiyla iligkili degildir (21,22). Calismamizda 6lgiilen en yiiksek klon degeri
%95, en kiigiik klon degeri ise %0,002°dir. Calismamiz retrospektif oldugu ig¢in

hastalarin klinik agirliklar1 degerlendirilememistir.
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6. SONUCLAR

1. PNH her iki cinsiyette benzer oranlarda goriilmekle birlikte calismamizda PNH
klonu pozitif grupta erkek/kadin oran1 0.8/1 olarak kadin hakimiyeti saptanmustir.

2. PNH hastalarinda yas ortalamas1 39°dur.

3. Tam kan sayiminda 16kopeni ve anemi birlikteligi saptanmasi PNH tanis1 pozitifligi

acisindan yol gostericidir.

4. LDH yiiksekligi hemoliz agisindan yol gostericidir ve calismamizda 9 PNH
hastasinin 7’sinde LDH yiiksek bulunmustur.

5. Hemoliz parametrelerinden mutlak retikiilosit degeri yiiksekligi Asyali irk ile benzer

degerlerde bulunmustur.

6. Dokuz PNH hastasinin 1’inde AA tanist da olup AA ve PNH birlikteligi agisindan

literatiir ile uyumlu sonu¢ bulunmustur.
7. PNH hastalarinda MDS tanisina rastlanmamustir.

8. Sitopeni ile bagvuran olgularin 9’unda %10’un {stiinde, 12’sinde %1-%10 aras1 PNH
klon biiyiikliigii olup ¢alismamizin verilerine gore tek sitopeni PNH agisindan anlaml

bulunmamastir.
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9. FLAER yontemi ile en biiyiik klon %95, en kii¢iik klon %0,002 olarak 6l¢iilmiistiir
ve PNH tanist agisindan giinlimiizde en sik kullanilan en duyarliligi en yiiksek

yontemdir.

Sonug olarak calismamizda tek sitopeni varligi PNH siiphesi ag¢isindan anlamli
bulunmamistir. Ancak anemi ve l16kopeni birlikteligi veya AA tanist olan hastalar PNH
acisindan arastirilmalidir. Nadir goriilen ancak klinisyenin PNH’y1 ayric1 tanida aklinda
bulundurmasma yol gostericiligi agisindan tek sitopeni, bisitopeni, pansitopeni

olgularinin daha genis serilerle arastirilmasi gerektigi degerlendirilmistir.
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EKLER

Ek 1. Nutrisyonel Nedenlerle Aciklanamayan Sitopeni Olgularinda Pnh Klon
Biiyiikliigii ve Sikliginin Geriye Yonelik Taranmasi

Hastanin adi SOYAAL: ......ueeviiiieeie e e
DOSya NUMATASI:....ooiiiiiiiii i
T3 S PP PPPPRP
Cinsiyeti Erkek: () Kadm: ()

PNH Klon Biiyiikliigii:...... B TP T PSP
AT o Te ) S ST P P T P TSP PROTR PR
NOLrofil MULIAK AEZETL: ...veeviiiiiiiieei ettt b snee s
HED QUZE Y ettt bbbt r e ne e nne e

Trombosit sayisi

LDH

Direkt Coombs: Pozitif: () Negatif: ()

Hbs Ag: Pozitif: () Negatif: ()

Anti HCV: Pozitif: () Negatif: ()

Anti HIV: Pozitif: () Negatif: ()

FOITIEIN QUZEYI: e ettt b e bt h e sttt b e b e e be e ebe e ebneenneenneenne e
DIEIMIT QUZEYI: ettt sttt ettt sb et b bttt b e e sb e he e Rt s bt e et eb e s b e e bt eb e e b e sbeenr e be e e nnenn s
Demir Baglama QUZEYI: ......eeiveiieriiiiiie ittt nn s
FOLIK ASTE QUZEYT: .ttt h e sh e sttt b et e et e et e e be e e nneenneenne e e
B 12 VItAmIN AUZEYI: . .eoveeieieieie ittt bbbttt bt ne e re e nre e
Miyelodisplastik Sendrom tanisi:  Var: () Yok: ()
Aplastik anemi tanist: Var: () Yok: ()
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