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OZET

Paroksismal Nokturnal Hemoglobiniiri Hastaliginda Akim Sitometrik ve Klinik

Bulgularin Karsilagtirmali Degerlendirmesi

Paroksismal ~ Nokturnal =~ Hemoglobinuri(PNH), X  kromozomuna  bagli
fosfatidilinositolglikan sinif A geninin mutasyonu sonucu gelisen, hemoglobinari, kan
degerlerinde dusiUklige bagli belirtiler(halsizlik, kolay kanama bulgulari) ya da
tromboz ile seyreden, kan hucrelerinin az gorulen bir hastaligidir. Bu ¢alismada 39
PNH hastasi hastalik belirtileri, laboratuvar bulgulari, komplikasyonlar ve bunlarin
klon boyutu ile iligkisi yoninden geriye donuk olarak degerlendiriimigtir. Hastalarin
ortanca izlem suresi 26 aydir. Hastalar iki grup halindedir. Klasik tip PNH hasta sayisi
24 iken Aplastik Anemi(AA) ya da Myelodisplastik Sendrom(MDS) birlikteliginde PNH
tanisi alan 15 hasta vardir. Tanida belirgin hemoliz bulgulari ve izlemde tromboz
gelisimi klasik tipte gozlenmigtir. AA tanii 2 hastada izlem slrecinde hemoliz
bulgularinin gelistigi saptanmistir. Klon boyutu hemoglobinUri, hemoliz testleri(ylksek
retikllosit ve laktat dehidrogenaz degerleri) ile dogrudan iliskili bulunmustur. Klon
boyutu ile tromboz iligkili bulundu. Klon boyutu <%50 olan hastalarda tromboz
gelismemistir ve tromboz gelisen tum hastalar daha buyuk klona sahip olan klasik tip
PNH alt grubundadir. PNH az rastlanan bir hastaliktir, dolayisiyla bu ¢alismada hasta
sayisinin az olmasinin istatistiksel parametreler Uzerindeki etkisinin de dikkate
alinmasi gerekmektedir. izlem siirecinde 6 hasta allojeneik kdk hiicre nakli sonrasi
gelisen komplikasyonlar, 2 hasta ise nakil i¢in yattigi sirada hazirlama rejimi alirken

olmak Uizere toplam 8 hasta 6lmustiir. Olim sayisi her iki grupta esittir.

Sonu¢ olarak bu galismada hemoglobinltri ve LDH duzeyleri ile klon boyutu
arasindaki iligkinin istatistiksel olarak anlamh degerlere ulastidi goruldu(sirasiyla
p=0,031 ve p=0,001). Diger klinik bulgular ile klon boyutu arasinda bir iligki

saptanmadi. Tromboz komplikasyonu vyalnizca klasik tip PNH hastalarinda
1



gelismistir. Klon boyutu %50’nin altinda olan higbir hastada tromboz gelismedigi
goruldu. Tromboz komplikasyonu gelisen hastalarda MPV degerleri, gelismeyenlere
gore anlaml oranda yuksek bulundu(p=0,04). Yine retikllosit ve LDH degerlerinin
tromboz gelisen hastalarda diger hastalara gore anlamli derecede daha yuksek
oldugu goéruldi(p degerleri sirasiyla 0,009 ve 0,003). Ayrica AKHN sonrasi PNH

klonu bakilan 9 hastanin 7’sinde PNH klonunun yok oldugu goruldu.



SUMMARY

Comparison of Flow Cytometric and Clinical Findings in Patients with

Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria

Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria(PNH) is a rare disorder of blood cells,
associated with mutations of X-linked gene called phosphatidylinositol glycan class A,
and presenting as hemoglobinuria, signs of cytopenias(fatigue, easy bleeding) or
thrombosis. In this study, 39 patients with PNH were retrospectively evaluated with
regard to disease findings, laboratory investigations, complications and relationship
between those and clone size. Median follow-up time was 26 months. Patients were
divided into two groups. There were 24 classical PNH and 15 Aplastic Anemia(AA) or
Myelodisplastic Syndrome(MDS) associated PNH patients. Evident signs of
hemolysis at the time of diagnosis and thrombosis were seen in classical PNH
patients. Signs of hemolysis developed in two AA patients. Hemoglobinuria,
hemolysis tests(increased reticulocyte and lactate dehydrogenase) were determined
to be correlated with clone size. There was association between clone size and
thrombosis. No patients with clone size smaller than %50 developed thrombosis and
all patients with thrombosis were in classical PNH subtype which has greater clone
size. PNH is a rare disease, therefore the effect of the small number of patients on
the statistical parameters must be taken into consideration. Over the entire course of
follow-up time 8 patients died, 6 due to complications of allogeneic stem cell
transplantation and 2 due to conditioning regimen before transplantation. Number of
deaths are equal in each subtypes.

In summary, in this study there was a linear correlation between hemoglobinuria
and LDH levels with clone size, which was statistically significant(p=0,031 and
p=0,001 respectively). Other clinical signs didn’t correlate with clone size. Thrombotic

complications were seen only in classical type PNH patients. No patients with clone
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size smaller than %50 developed thrombosis. In patients with thrombosis, MPV levels
were significantly higher than others(p=0,04). There was also statistically significant
correlation between reticulocyte and LDH levels with thrombotic events(p value 0,009
and 0,003 respectively). In addition, after allogeneic stem cell transplantation 9

patients were evaluated for PNH clone and in 7 the clone was disappeared.



1. GIRIS VE AMAG
1.1. Paroksismal Nokturnal Hemoglobiniiri:

Paroksismal Nokturnal Hemoglobinuri(PNH), intravaskuler hemoliz bulgulari,
kemik iligi yetersizligi ve tromboz ile seyreden, klonal hematopoetik kok hucre
hastahgidir. Hastalik prevalansi 200000 kiside bir olgudan daha dusuktir(1). X
kromozomuna bagl fosfatidilinositolglikan sinif  A(PIG-A) geninde gelisen
mutasyonlar sonucu bu gen tarafindan kodlanan gliserolfosfatidilinositol-gipa
proteinlerinin(GPI-AP) kan hucreleri Uzerindeki eksikligi hastaligin temel bulgusu olan
hemolizden sorumludur(Sekil 1). Hastalik ilk olarak William Gull tarafindan 1866
yilinda tanimlanmis fakat paroksismal soguk hemoglobiniri ile ayrimi yapilamamistir.
PNH hastaligini ayri bir baslk olarak tanimlayan Paul Stribing(1882) gece gelisen
hemoglobinurinin uykuda solunumun yavaglamasina bagh gelisen karbondioksit ve
laktik asidoz birikimi sonucu olustugunu kanitlamaya yonelik deneyler planlamistir(2,
3). Tromboembolik olaylarin hastalik iliskili mortalitede énemli rol oynadigina dikkati

ceken Crosby olmustur(4).

GPI gipa proteini Transmembran protein

Protein

lipid katman

Sekil 1. PNH hastaliginin molekiiler temeli(Parker CJ. Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria. In:
Williams Hematology. 8th ed. Kaushansky K, ed. California, CA: McGraw-Hill; 2010: s. 523’ten
alinmustir).



1.1.1. Etyopatogenez:

PNH hastaliginda hemolizin nedeni, dogal bagisik yanitin bir bileseni olan
komplement sisteminin alternatif yolagidir(5, 6). Bu sistem kisiyi patogenetik
mikroorganizmalardan koruma islevini gerceklestirir. Normal kosullarda surekli saldiri
halinde olan komplement sisteminden hucreleri korumak igin gorevli proteinler hicre
zarina GPI cipasi ile baghdir(Sekil 1). Hucre yuzeyinde bulunan CD55, CD59 bu
proteinlerden ilk tanimlanmis olanlaridir(7-10). Bu proteinlerin yoklugu kan
hucrelerinin komplement sistemi kargisinda savunmasiz kalmasina yol acar. Bunun

sonucunda kronik intravaskuler hemoliz gergeklesir.
1.1.2. Siniflama:

PNH baslangi¢ belirtileri, klinik bulgular ve dogal seyir yonunden 3 alt gruba
ayrilmistir(11). Bu gruplar su sekilde tanimlanmistir:

1. Klasik PNH: intravaskiler hemoliz bulgulari(artmis retikiilosit ve laktat
dehidrogenaz  duzeyleri, hemoglobinuri) ile seyreden, diger kemik iligi
anormalliklerinin eslik etmedigi hasta grubudur. Kemik iligi incelemesinde normal

selllarite, eritroid hiperplazi ve normal morfolojik 6zellikler bulunur.

2. Diger kemik iligi yetmezliklerinin eglik ettigi PNH: Bu hastalarda da klinik ve
laboratuvar olarak hemoliz bulgulari bulunmakla birlikte altta yatan bir kemik iligi
anormalligi vardir. Bu grupta altta yatan kemik iligi hastaligi aplastik anemi(AA),
myelodisplastik sendrom(MDS) ya da daha az oranda myelofibrozistir. Bu tanilar igin
ilgili hastaliklarin tanisal bulgularini iceren kemik iligi biyopsisi ya da sitogenetik ve

molekuler anormalliklerin saptanmasi gerekmektedir.

3. Subklinik PNH: Diger kemik iligi yetmezliklerinin eglik ettigi, klinik ve laboratuvar

olarak hemoliz saptanmayan, kuguk boyutta klona sahip PNH alt grubudur.
1.1.3. Tan::

PNH tanisi intravaskiler hemoliz bulgulari igeren, g¢evre kaninda sferositoz

bulunmayan, Coombs testi negatif saptanan her hastada dustnulmelidir. Ayrica
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aplastik anemi tanili her hastada tanida PNH klonu aranmali ve aralikli olarak(6 ayda
bir) izlem yapiimaldir. MDS hastalarinda, tartismali olmakla birlikte, refrakter sitopeni
alt grubunda klon taramasi yapilmasi onerilmektedir(12). PNH tetkiki endikasyonlari

Tablo 1’de 6zetlenmistir(1).

Tablo 1. PNH taramasi gerektiren durumlar

Tekrarlayan hemoglobiniiri

Non-sferositik, Coombs negatif, intravaskiiler hemoliz

Aplastik anemi

Myelodisplastik sendrom-refrakter anemi ya da —multilineage displazi

Anormal bolgelerde vendz tromboz(siklikla intravaskiiler hemoliz bulgulari eslik eder)

e Budd-Chiari sendromu

e Diger abdominal bolgeler

e Serebral venler

e Deri venleri

Hastalik tanisi icin gunumuze gelene kadar farkl tetkik yontemleri kullaniimistir.
Bunlardan ilki, hastalarin yikanmig eritrositlerini ayni kan grubundan asitlenmis serum
ile inkibe etme temeline dayanan Ham testidir. Bu testin gelistiriimesi bazi
asamalardan gecmistir. Hastalarin gindiz uyumasini saglayan Stribing
hemoglobinurinin uyku sonrasi gelistigini gdzlemlemistir. Hemoliz ile uyku arasindaki
bu iliskiden yola ¢ikan Stribing, hemoglobindrinin uyku durumunda solunumun ve
kan dolagiminin yavaslamasi ile artan arteryel karbondioksitin kan pH’in1 dusurmesi
nedeni ile oldugu sonucuna ulasiyor. Stribing tarafindan ortaya atilan bu duslince
test asamasinda basariya ulasmamistir. Ayni duaslnceyi savunan Thomas H. Ham
hastalara sodyum bikarbonat verilmesi ile hemoglobinemi ve hemoglobinurinin
azaldigini, sodyum Kklorit ile ise arttigini goéstermistir(2, 13). Bunun sonucunda
yayinladidi iki makale Ham testinin temelini olusturmustur(14, 15). Daha sonrasinda

Hartmann tarafindan seker-su testi gelistiriimistir(16). ilk olarak 1990 yilinda van der
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Schoot ve ark. tarafindan énerilen akim sitometri diger tetkiklerin yerini almigtir(11,
17-19, Sekil 2). Bu yontem digerlerine gore daha duyarh bir test oldugu gibi kantitatif
deger verdidi igin izlemde de kullanilabilmektedir. Akim sitometri yontemi ile elde
edilen sonuglar hastalik bulgulari, gelisen komplikasyonlar ile ilgili bilgi verir. Ayrica
AA beraberinde saptanan PNH klonunun aralikli izlenmesi klinik yaklagimda 6nem
tasimaktadir(12).
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Sekil 2. PNH hastalarinda FLAER ve CD24 degerlendirmesini gosteren 3 farkli 6rnek. A:

PNH graniilosit popiilasyonu 23.5% B: PNH graniilosit popiilasyonu 97% C: PNH graniilosit
popiilasyonu 60.9% (54.8% Tip III hiicreler ve 6.1% Tip II hiicreler)(Borowitz MJ, Craig FE,
Digiuseppe JA, lllingworth AJ, Rosse W, Sutherland DR, Wittwer CT, Richards SJ.
Guidelines for the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and
related disorders by flow cytometry. Cytometry B Clin Cytom.; 2010: s. 219’dan alinmstir.)

8


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borowitz%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Craig%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Digiuseppe%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Illingworth%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosse%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sutherland%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wittwer%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Richards%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20533382

PNH hastaligina X kromozomuna bagl PIG-A geninde gelisen mutasyonlarin yol
actigi biliniyor. Bu gende 100'den fazla mutasyon c¢esidi tanimlanmistir(20-22).
Hastalikta anormal kan hucreleri monoklonal olmakla birlikte ayni hastada birden
fazla mutasyon saptanabilmektedir. Bunun Klinik pratikte dnemi gosterilememistir(23).

Mutasyon analizi tetkiki ginimuzde rutin olarak kullaniimamaktadir.
1.1.4. Paroksismal Nokturnal Hemoglobiniiri ve Tromboz:

PNH hastaliginda en 6nemli mortalite nedeni tromboembolik olaylardir(24-27).
Siklikla klasik tipte gelisen bir komplikasyon olmakla birlikte de Latour ve ark.
tarafindan degerlendirilen hasta serisinde AA/MDS PNH hastalarinda da anlaml
oranda saptanmistir(28). Trombozun altinda yatan neden henliz net olarak agida
kavusmamistir. Bu konuyla ilgili olarak ¢ok sayida farkh mekanizma sorumlu

tutulmustur.

Tromboz nedeni olarak ortaya atilan goruslerden biri endotel hucrelerinin bu
olaydaki roludur. Eritrositlerin hemolizi sonucu ortaya ¢ikan serbest hemoglobin ve
yikima ugrayan monositlerden salinan mikropartikullerin(ornegin doku faktoru)
endotel hicrelerine dogrudan zarar verebilecegi biliniyor(29). Yapilan ¢alismalarda
bunu destekleyen veriler elde edilmistir(30-34). Endotelin tromboz patogenezindeki
rolu ile ilgili bir diger iddia bu hucrelerin de kan hucreleri gibi PIG-A mutasyonu
sonucu hasarli oldugu ve komplement iligkili yikima karsi savunmasiz oldugu
gorusudur. Endotel éncll hicrelerinin kemik iliginden kéken aldigi biliniyor(35). PNH
hastalarinda endotel koloni olusturan hucrelerde(ECFC) CD55 ve CD59 eksikligini
gosteren(34) ve MDS hastalarinda kanda dolasan endotel hicrelerinin hematopoetik
oncul hacrelerle ayni sitogenetik 6zellikler tasidigini gdsteren(36) calismalar bu
iddiay1 desteklemektedir. Bununla birlikte allojeneik nakil yapilan hastalarda verici tipi
endotel hucrelerini arastirdiklari ¢alismalarinda Mueller ve ark. endotel hucrelerinin
¢ok az bir kisminin vericiden kaynaklandigini saptamiglardir(37). Bir baska
calismada ise, karaciger nakli hastalarinda alici tipi, kemik iligi kaynakl endotel
hicrelerinin  6zellikle karacigerde(diger organlardan farkli olarak) ¢ogaldigi
gorulmastir(38). PNH hastaliginda trombotik olaylarin belirli bdlgelerde(6zellikle
intraabdominal venlerde ve en sik hepatik vende) daha sik oldugu da disunulirse



GPI eksikligi olan, kemik iligi kaynakli endotel hicrelerinin trombozda rol oynadigi

sonucu cikarilabilir.

PNH hastaliginda tromboz olusum mekanizmasi ile ilgili bir diger gorus ise,
pihtilagsma yolu inhibitérlerinden olan doku faktord yolagi inhibitora(TFPI) ve
proteinaz 3(PR3) eksikliginin tromboza neden oldugu yonundedir. Her iki protein de
hicre zarina GPI gipasi ile baglidir(39-41). Ayrica Jankowska ve ark. ¢alismalarinda
GPI eksikligi olan nétrofillerde PR3 bulunmadigini ve dolasimdaki PR3 dizeyinin
PNH granudlosit klon boyutu ile ters orantih oldugunu gostermislerdir. Yine ayni

calismada PR3 ile trombosit etkinliginin azaldigi géralmustur(42).

intravaskiiler hemoliz serbest hemoglobinin aciga cikmasina neden olur.
Prooksidan etkisi olan serbest hemoglobin dogrudan endotel hicrelerine toksik etki
yapar. Ayrica nitrik oksit(NO) ile baglanarak doku dizeyinde bu bilesigin azalmasina
neden olur. NO normalde diz kas gevsemesi, trombositlerin inhibisyonu ve
antiinflamatuar etkiden sorumludur. Bdylelikle NO eksikligi tromboza egilim
yaratir(29, 30).

Trombositlerin kontrolsuz bir gekilde uyarilimasi bir diger olasi nedendir. Trombosit
yuzeyinde normalde bulunan CD55 ve CD59, PNH klonu tasiyan trombositlerde
bulunmamaktadir(43, 44). PNH hastalarinda trombosit yasam sdresinin
degismedigini dolayisiyla trombositlerin komplement sistemi tarafindan yikilmadigini
gOsteren calismalar vardir(45, 46). Bu veriler PNH hastaliginda trombositopeninin
nedeninin kemik iligi yetmezligi oldugu sonucunu ¢ikarir. Komplement sistemi
tarafindan CD59 araciligi ile uyarilan trombositlerden protrombinaz saliniminin
artmasi, bu GPI ¢ipa proteininin yoklugunun protrombinaz yetersizligine ve sonucta
tromboz gelisimine egilim yarattigini distndirmektedir(47). Ayrica Wiedmar ve ark.
trombositlerin  membran atak kompleksi(MAC) tarafindan uyarildiklarinda
yuzeylerinde daha fazla faktér 5 baglanma bdlgesi olustugunu ve trombin Gretimini

arttirdiklarini gostermiglerdir(48).

Komplement sisteminin GPI bulundurmayan hicreleri uyararak prokoagulan
mikropartikuller salinimina yol agmasi bir diger hipotezdir(30). Yine Wiedmar ve ark.

tarafindan yapilan cgalismada MAC uyarisi ile PNH klonu tasiyan trombositlerin

10



normal trombositlere goére daha fazla mikropartikul salgiladigi goéralmustir(48). Sonug
olarak komplement uyarisi ile salinan mikropartikillerin trombozu tetikleyebilecegi

dusunulebilir.

Fibrinoliz ve antikoagulasyonun engellenmesi de tromboza neden olabilir(30).
Urokinaz plazminojen aktivatér(u-PA) reseptériine(u-PAR) baglanarak plazminojeni
plazmine cevirir. Boylelikle fibrinolizde goérev alir. PNH hastaliginda |6kositler ve
trombositlerde u-PAR eksiktir(49, 50). Diger fibrinoliz inhibitdrleri olan a2-antiplazmin,
plazmin-antiplazmin(PAP) kompleksleri ve plazminojen aktivator inhibitor-1(PAI-1) ve
fibrinolizi tetikleyen doku tipi plazminojen aktivatoru(tPA) PNH hastalarda normal
dlzeylerde bulunmustur(34, 51).

PNH hastaliginda tromboz alisilagelmisin disindaki bdlgelerde geligir. Siklikla
intraabdominal, intrakranyal bdlgelerde saptanir. En sik hepatik vende(Budd-Chiari
Sendromu) tromboza rastlanir(25, 28, 30, 52).

Hastalarda mortalite ve morbiditede 6nem tasiyan bu komplikasyonun sikliginin
artan klon boyutu ile iligkili oldugu biliniyor(24, 25, 28, 53). Bu nedenle buyuk klona
sahip hastalarda(granulosit klon boyutu>%50) warfarin ile primer profilaksi
onerilmigtir. Fakat bu yaklasim da hastalarin timunde trombozu onlemekte yeterli
degildir(25). Ekulizumab komplement yolaginda gorevli olan C&%’i inhibe eden bir tir
monoklonal antikordur. Bu ilacin PNH hastalarinda tromboembolik komplikasyon

riskini azalttig1 gosterilmistir(54, 55).
1.1.5. Paroksismal Nokturnal Hemoglobinuri ve Akut Lésemi:

Bir klonal kdk hicre hastaligi olan PNH seyrinde akut [6semi gelisebilmektedir. Bu
komplikasyonun sikhdi bir seride %21 olarak bildirilmistir(56). Literatirde bildirilmis
olgular vardir(57-61).

1.1.6. Tedavi:

PNH hastaligina yaklagimda ilk temel ilke destek tedavisi ve olustugunda

komplikasyonlarin(tromboz, akut I6semi) tedavisidir. On planda hemoliz ile seyreden
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olgularda kemik iliginde yikim ve yapim arttigindan bu hastalar igin folik asit destegi

uygun bir yaklagimdir. Hastalarda donem donem transflizyon gereksinimi olabilir.

Hastaligin etyopatogenetik temelini olusturan komplement sistemi Uzerine bilinen
bir etkisi bulunmayan steroid tedavide kullaniimaktadir. Steroid tedavisinin etkin bir
yontem oldugu yonunde bir kanit yoktur. Yapilan calismalarda bu ilacin tedavideki
yerini destekler yénde sonuclar elde edilememistir(11, 62-65). Bununla birlikte yan
etkileri de g6z 6nune alindiginda steroid tedavisinin PNH tedavisinde etkin ve yararli

bir yaklagim olmadigi sdylenebilir.

Androjen tedavisinin yararini gdsteren c¢alismalar bulunmaktadir(65, 66). Yan
etkileri, karaciger toksisitesi, prostat hipertrofisi, virilizasyondur. Tedavi slresince

karaciger testlerinin izlemi onerilir.

PNH hastaligi komplement iligkili hemolizin bir sonucudur. Monoklonal antikor olan
ekulizumab komplement sisteminin alternatif yolaginda goérevli C5'’i inhibe eder(Sekil
3). Ekulizumab tedavisinin hastahdin tedavisinde etkin oldugunu ve tromboz
komplikasyonunu engelledigini gosteren ¢ok sayida galisma yapilmistir(54, 55, 67-
70). Ekulizumab komplement sistemini engelledigi icin tedavi altindaki hastalarda
kapsulli mikroorganizmalara kargi bagisik yanitta yetersizlik s6z konusudur. Bu
hastalarda 0Ozellikle meningokok enfeksiyonu riski yuksektir. Bu nedenle hastalara

tedavi 6ncesi agi yapiimalidir.

Ekulizumab Membran
P
J_ (C5a ) , Atak )
p — C9  Kompleksi
Faktor B+D C5) —> ¢+
L e o -@
C3)—{ C3b) (C3bBb ) — (C3bBb3b
| i N | ol 4 e g S T
C6,C7,C8
Alternatif yolak .
=
€

Sekil 3. Ekulizumab etki mekanizmasi.(Parker CJ, Kar S, Kirckpatrick P. Nature Reviews Drug
Discovery. 2007; 6: s. 515’ten alinmustir.)
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Allojeneik kok hucre nakli kiratif tedavi segenegidir. Etkin ama yan etkileri nedeni
ile yuksek mortalite riski tasiyan bir yaklasimdir. Myeloablatif ve non-myeloablatif
hazirlama rejimlerinin her ikisi ile de iyi sonuclar alindigi bildirilmistir(71-75). Peffault
de Latour ve ark. tarafindan 211 hasta ile yapilan bir ¢alismada tromboz 6ykusu olan
hastalarin daha ylksek mortalite riski tasidigi gosterilmistir(71).
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AMAG:

Paroksismal nokturnal hemoglobinlri(PNH) kronik intravaskiler hemoliz ve
beraberinde tromboz, kemik iligi yetmezligi ve daha az siklikla I6semi gibi
komplikasyonlarla seyreden bir hastaliktir. Basta tromboz olmak uzere gelisen bu
komplikasyonlar hastaligin mortalite ve morbiditesini belirlemektedir. Tedavi bu klinik
durumlara goére sekillenmektedir. Glinimuzde hastaligin tanisinda akim sitometri
yontemi kullaniimaktadir. Bu tetkik yontemi ile PNH hastaligi klon boyutu belirlenerek
hastalik seyri, siddeti ile ilgili fikir edinilmesini saglayacak sayisal veri elde

edilebilmektedir.

Bu calismada hasta grubumuzda akim sitometri yontemi ile elde edilen verilerin
hastaligin klinik seyri ile iligkisini degerlendirmek amaglanmistir. Bu amacla
hastalarin PNH klon boyutu hastalik ile ilgili laboratuvar testleri ve klinik bulgularla
karsilastiriimis ve klon boyutunun bu yéndeki etkisini goéstermek hedeflenmistir. Bu

sekilde elde edilen sonuglar hastaligin tedavisine yon vermede yararli olacaktir.

PNH hastaliginda en 6nemli mortalite nedeni trombozdur. Bu komplikasyonun
altinda yatan neden net olarak bilinmemektedir. Yapilan bir ¢cok calisma tromboz
etyopatogenezinde bir c¢ok etkenin rol oynayabilecegini dusundurmektedir.
Calismamizda tromboz komplikasyonu gelisen hastalarin laboratuar verileri diger
hastalarla kargilastiriimistir. Bu yolla tromboembolik olaylara eslik eden laboratuvar
anormallikleri de@erlendirilerek hastalarin bu agidan risk durumlarini belirlemek

amaclanmistir.

Allojeneik kok hucre nakli(AKHN) PNH hastaliginda bilinen tek kuratif tedavi
secenegdidir. Bu tedavi onemli mortalite oranina sahiptir. Bu tedavinin ozellikle de
tromboz komplikasyonu gelisen hastalarda daha yuUksek mortalite riski tasidigi
biliniyor. Hasta grubumuzda  klinigimizde AKHN yapilan hastalarda gelisen
komplikasyonlar degerlendirilmis ve literatlr verileri ile bu anlamda karsilastirmak

amaglanmistir.
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2. GEREG VE YONTEM
2.1. Hastalar:

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde 2001-2012 yillari arasinda izlenen
39 Paroksismal Nokturnal Hemoglobinuri(PNH) hastasi degerlendirilmigtir. Hastalar
arasinda ilk taniyi belirtilen tarih araligindan once diger merkezlerde almig hastalar
bulunmakla birlikte bu hastalarin da tanisi hastanemizde akim sitometrik yontemle
dogrulanmistir. Hastalarin 24’G klasik tip, 15’i kemik iligi yetmezligi beraberinde PNH
hastasidir. Klasik tip PNH hastalar;; hemoliz ve/veya tromboz gibi bulgularla
seyreden, kemik iligi biyopsisinde selularite normal ya da artmis olan, akim sitometri
tetkikinde en az iki seride PNH klonu saptanan hastalar olarak tanimlanmiglardir.
Kemik iligi yetmezligi beraberinde PNH ise sitopenilerle seyreden ve kemik iligi
incelemesinde dusik selllarite ve/veya displazik Ozellikler saptanan hastalardir.
Hasta verileri semptomlar(karin agrisi, halsizlik, hemoglobinuri, sarilik, kolay kanama
bulgulari), laboratuar tetkikleri(tam kan sayimi, retikllosit, laktat dehidrogenaz) ve

komplikasyonlar(tromboz, I6semi, 6lUm) agisindan taranmistir.
2.2. istatistiksel Analiz:

Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro Wilk Testi kullanilarak
degderlendirildi. Parametrik test varsayimlari saglandigi durumda iki bagimsiz grubun
karsilastirimasinda Student's T Testi kullanilirken, saglanmadi§i durumda Mann
Whitney U Testi kullanildi. Parametrik test varsayimlari saglandigi durumda iki
bagimli grubun ortalamalarinin karsilastiriilmasinda “iki es arasindaki farkin énemlilik
testi” kullanilirken, saglanmadigi durumda iki ortancanin kargilastirimasinda
Wilcoxon Testi kullanildi. Gruplarda oranlarin karsilastirimasinda Fisher's Exact
Testi ve Ki-Kare Testi kullanildi. Ortalama yasam sureleri Kaplan-Meier analizi
kullanilarak elde edildi. Analizler SPSS 15.0 paket programi kullanilarak yapilmis
olup, p<0,05 istatistiksel olarak anlamli diizey olarak alindi. Normal ve anormal laktat
dehidrogenaz duzeylerini ayirmak ig¢in sinir klon boyutunu belirlemek amaci ile

ROC(receiver operating characteristic) analizi yapildi.
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2.3. Akim Sitometri Yontemi:

Paroksismal nokturnal hemoglobintri 6n tanisi ile laboratuvara iletilien EDTA’li
cevre kan ornekKleri en ge¢ 24 saat igcinde immunfenotipik incelemeleri
tamamlanacak sekilde isleme alinmistir. Gelen 6rneklerde o6ncelikle |0kosit alt
gruplarinda GPI iligkili antijen ifadeleri degerlendirilmig, bir veya iki hicre grubunda
anormal bir antijen ifadesi tespit edildiginde eritrositlerdeki CD59 ifadelerinin

degerlendiriimesi icin ek bir ¢alisma kurularak sonuglar raporlanmistir(76, 77).
2.3.1. immunfenotiplendirme Galigsmasi:

Hucrelerin granulosit/monosit/lenfosit olarak gruplanarak GPI iligkili antijenlerin
tanimlanmasi icin Idkositleri isaretlerken CD45p¢cp, CD14pg, CD55¢11c, CD59F1c,
CD16g71c, CD24ft1c, CD11lbpg, CD3percp, CD19pe , eritrositleri isaretlerken
CD235a(GpA)grc Ve CD59p¢ antikorlari (Becton Dickinson, San Jose,USA)

kullaniimistir(panel icin bakiniz tablo 2).
2.3.2. Lokositlerde GPI iligkili Antikorlarin isaretlenmesi:

Adi gegen antikorlarin 10ar yL’si tablo 2'de belirtildigi sekilde tuplere dagitildiktan
sonra tuplerin Uzerine 100°er pL kan 6rnegi eklenerek 20 dk oda i1sisinda karanlikta
bekletilir. Her bir tipln Gzerine 2 mL “Lysing solution” eklenerek 10 dk beklenir ve
orneklerdeki eritrositlerin pargalanmasi saglanir. Eritrositler parcalandiktan sonra
tlpler oda i1sisinda 250g’de 10 dk santrifiij edilir ve Uzerlerindeki sivi dokaltr. Tupdn
dibinde kalan hucreler 2 mL PBS( Phosphate Bufferred Saline) eklenip hicrelerin
vortekslenmesini takiben 250 g’'de 10 dk santrifuj edilerek yikanir. Yikama islemi bir
kez daha tekrarlanir. Dipte kalan hucrelerin Gzerine 0.5mL %1 paraformaldehit
iceren tespit ¢ozeltisi eklenerek hucrelerin verileri akan hiicre dlgerde(FCM) toplanir

ve analiz edilir(76).
2.3.3. Eritositlerin Yiizeyinde CD59 ifadesinin Degerlendirilmesi:

1 mL PBS solusyonu igine 10 yL kan 6rnegi eklenip o6rnegin PBS iginde iyice
karismasi saglanir. 1/100 oraninda seyrelmis olan eritrositlerden 50 uL alinarak
baska bir deney tiibline aktarilir ve lGzerine 3uL CD235a(GpA)rrc ve 0,5 yL CD59p¢

16



antikoru eklenip karistirilir ve 20 dk oda i1sinda karanlikta bekletilir. TUpun Uzerine 2
mL PBS eklenerek 250g’de 5 dk santriflj edilip Ustte kalan sivi dokulur. Yukarida
tanimlanan yikama islemi bir kez daha tekrarlanir. Dipte kalan hucrelerin Gzerine 0,5
mL PBS eklenerek hicreler restispande edilir ve bekletimeden akan hicre dlgerde

veriler toplanarak analiz edilir(77).
2.3.4. Verilerin Toplanmasi:

Belirtilen antikorlarla isaretlenmis olan I0kosit ve eritrositlerin verileri gunlik kontrol
ve kalibrasyonlari yapilmig olan akan huicre olger cihazinda toplanir (Analizlerin
yapildigi zaman periyoduna gére BD Calibur San Jose, USA veya BC FC500
Miami, USA cihazlari kullaniimigtir). Lokositler icin floresan sinyaller logaritmik, 6ne
ve dik agl ile kirillan 1sik linear bir skala kullanarak toplanirken eritrositler i¢in gerek
IStk sacilimi gerekse floresan sinyaller logaritmik skala kullanilarak toplanmistir.
Orneklerden dkositler icin 100.000 hicre/tiip, eritrositler igin ise 50.000 hicre/tip

olacak sekilde veriler toplanarak analiz edilmek Uzere hafizaya kaydedilmistir.
2.3.5. Verilerin Analizi:

Verilerin analizi Cell Quest (BD, San Jose USA) veya RxP (BC, Miami USA)

yazilimlari kullanilarak yapilmigtir.

Loékositlerin analizi: CD45- Side Scatter (SSC) dagilimlarina goére lenfosit , monosit
ve granulositlerin  Forwardscatter(FSC)-SSC grafiklerindeki yerleri belirlenerek her
bir hlicre grubu isaretlenerek gruplanmigtir. Daha sonra granulositlerde CD55, CD59,
CD16, CD24, monositlerde CD14, CD55, CD59, lenfositlerde CD3, CD19, CD55
CD59 ifadeleri degerlendirilerek antjenleri ifade eden ve etmeyen hicrelerin oranlari
tespit edilmistir(76). Tanisal dederlendirmede sadece monosit ve granulositlerde

yapilan degerlendirmeler kullaniimistir(Sekil 4).

Eritrositlerin analizi: FSC-SSC dagilimina goére agrege olamis eritrositler bir grup
olarak tanimlanmis ve bu hicre grubundaki hicrelerin CDS9 ifadeleri
degerlendirilerek Tipl(normal), Tip 11(CD59 zayif ifade edilen) ve Tip Il (CD59 ifade
etmeyen) hucrelerin oranlari hesaplanmistir(77). Bu gruplamanin yapilabilmesi igin

PNH olmadigi bilinen bir drnekte yapilan ¢calisma ile normal, PNH tanisi kesinlesmis
17



bir hastadaki calisma ile de Tip lll hicreler icin tanimlanmis olan sinirlar kilavuz
olarak kullaniimigtir(Sekil 5). En az 2 hucre serisinde bir PNH klonunun varliginin
gosterilmis olmasi PNH tanisini destekleyen bir veri olarak degerlendirilmis ve eger

mevcutsa her hicre serisi i¢in klonun buyUkligu raporda ifade edilmistir.
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Tablo 2: Calismada kullanilan antikorlarin listesi

Antikor
Fluorokrom FITC PE PerCP
Tup 1 (WBC) CD59 CD14 CD45
Tiup 2 (WBC) CD55 CD11B CD3
Tip 3 (WBC) CD24 CD19 -
Tip 4 (WBC) CD16 - -
Tip 5 (RBC) GPA CD59 -
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Sekil 4: FSC-SSC ve CD45-SSC dagilmina goére Lenfosit(R1),
monosit(R2 ve R4) ve granulositler(R3) segilerek A: monositlerde
CD55, CD59, CD14; B: granulositlerde CD55, CD59, CD16, CD24,
ifadeleri degerlendirilmistir. Sol kadranda adi gecen antijenleri ifade
etmeyen PNH klonu sag kadranlarda ise bu antijenleri ifade eden
normal hiicreler gérilmektedir.
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Sekil 5: FSC-SSC dagilimina gore segilen eritrositlerde A: CD59 dagilim1 (Soldan saga dogru
Tip I, Tip 1l ve Tip I hiicreler) ve B: gpA—CD59 dagilimi (Soldan saga dogru Tip I, Tip Il
ve Tip I hiicreler) goriilmektedir.
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3. SONUCLAR

Bu calismada toplam 39 hasta degerlendirilmistir. Butun hastalarda tani testi
olarak akim sitometri yontemi kullaniimigtir. Hastalar arasinda cinsiyet dagilimi
benzerdir(K/E=20/19). Ortanca hastalik baglangic yasi 31(4-57 vyas) olarak
saptanmigtir. Ortanca izlem suresi 26 aydir(5-396 ay). Hastalik alt gruplari 24 klasik
tip ve 15 Aplastik Anemi(AA) ya da Myelodisplastik Sendrom(MDS) birlikteliginde
olmak Uzere ikiye ayrilmigtir. Baslangigta AA tanisi alan 2 hastada zaman iginde
belirgin hemoliz bulgulari gelismis ve klasik PNH tablosu gozlenmigtir. Hastalik
belirtileri halsizlik(en sik), hemoglobinuri, kolay kanama bulgulari, karin agrisi ve
sariliktir. Granulositler Gzerinde saptanan ortanca klon boyutu %70(%0,1-100 arasi)
olarak belirlenmigtir. Tanida kan hucre serilerinde saptanan dusuklukler
degerlendirildiginde en sik rastlanan pansitopeni(%53) ve sonrasinda sirasi ile
bisitopeni(¢cogunlukla anemi ve trombositopeni seklinde) ve anemidir. Toplam 8
hastada tromboz gelismistir ve bunlarin tamami klasik tip PNH hastasidir. Hastalarin
demografik 6zellikleri Tablo 3'de goérllmektedir. Hastalarda tromboz gelisimi en sik
intraabdominal bolgede ve en sik hepatik vendedir(Budd-Chiari S., 4 hastada, %50).
Tam tromboz olgulari arasinda 2 hastada 3, 2 hastada 2 ve 4 hastada ise 1 bdlgede
tromboz geligmistir(Tablo 4). Yalniz 1 klasik PNH hastasinda 16semi gelisimi(%4)
saptanmistir. Bu oran literatiirde %1 olarak bildirilmistir(56). izlem siiresince 8 hasta

olmustar.

Hastalarda klon boyutu ile hemoliz arasinda bire bir iliski oldugu gosterildi. Hemoliz
degerlendirmesinde laktat dehidrogenaz ve retikulosit degerleri(akim sitometri ile es
zamanli bakilan) g6z éninde bulunduruldugunda artan klon boyutu ile bu tetkiklerin
paralellik gosterdigi saptandi. Yine bu degerlerin klasik tip PNH hastalarinda anlamli
oranda daha yuksek oldugu goruldi. Hemoliz i¢in belirlenen grandlosit klon boyutu
sinir degeri %18,5 olarak belirlendi(Sekil 6). Ayrica klinik bulgular arasinda
hemoglobinuri ve LDH ile klon boyutu arasindaki iliskinin istatistiksel olarak anlamli
degerlere ulastigi goraldu(sirasiyla p=0,031 ve p=0,001).

Hastaligin diger belirtileri(hemoglobindri disinda) olan karin agrisi, sarilik ve
halsizlik ile klon boyutu arasinda bir iligki saptanmadi. Kolay kanama bulgularinin(dis

eti kanamasi, vucutta morarmalar gibi) daha kuguk klona sahip hastalarda oldugu
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g6zlenmesine ragmen bu durumun istatistiksel olarak anlamli dizeye ulasmadigi
goruldu(p=0,080).

Hastalarda tromboz komplikasyonu vyalnizca klasik tip PNH hastalarinda
gelismigtir. Klon boyutu %50 altinda olan higbir hastada tromboz gelismedigi
goruldu(Tablo 5). Tum tromboz olgularini, klon boyutu AA/MDS PNH olgularindan
anlamli oranda daha buiyiik olan klasik tip PNH hastalari olusturmaktaydi. izlemde
tromboz komplikasyonu gelisen hastalarin akim sitometri ile es zamanh bakilan
trombosit ve MPV degerleri diger hastalarla karsilastiriidiginda MPV degerlerinin
anlaml oranda yuksek oldugu(p=0,04), trombosit degerlerinin ise istatistiksel olarak
anlaml duzeye ulasmayacak sekilde dusuk(p=0,90) oldugu goéruldl. Yine ayni
donem bakilan retikulosit ve laktat dehidrogenaz degerlerinin de tromboz gelisen
hastalarda diger hastalara gére anlamh derecede ylksek oldugu gorildi(sirasiyla
p=0,009 ve p=0,003) (Tablo 6). Tromboz riski yonunden bir degerlendirme
yapildiginda LDH ve MPV iki bagimsiz degisken olarak ele alindi. Bu
degerlendirmede LDH sinir degeri 330U/L ve MPV sinir degeri 10,5FL olarak
belirlendi. Bunun sonucunda LDH ve MPV duzeylerinin her ikisinin de belirlenen sinir
degerden yuksek oldugu(yani 2 risk degdiskeninin birlikte bulundugu) hastalarda
tromboz riski %66,7, yalniz birinin yuksek oldugu hastalarda %21,4 ve bu risk
degdiskenlerinden hig¢ birinin bulunmadigi hastalarda %0 olarak saptandi(Tablo 7).
Ayni risk .degerlendirmesi, granulosit klon boyutu(sinir olarak alinan deger %50) ve
MPV degiskenleri ile yapildiginda da benzer sonuglar elde edildi(sirasiyla 2 risk
degiskeni bulunduran hastalar igin %40, 1 risk degiskeni i¢in %31,6 ve higbir risk
degdiskeni olmayanlar igin %0) (Tablo 8). Bu sonuglarla grantlosit klon boyutu, LDH
ve MPV degiskenlerinin ikili olarak degerlendirildiginde birbirinden bagimsiz olarak

PNH hastalarinda tromboz riskini arttirdiklari sdylenebilir.

Calismamizda 16 hastaya(8 klasik PNH, 7 AA/MDS, 1 hasta akut |6semi
komplikasyonu sonrasi) allojeneik kok hicre nakli yapilmistir. Yalniz 1 hastaya
akraba digi vericiden kdk hlcre nakli tedavisi uygulanmis, diger hastalara ise kardes
vericiden KHN yapilmistir. Nakil sonrasi PNH klonu bakilan 9 hastanin 7’sinde PNH
klonunun yok oldugu goérilmus, 1 hastada ise nakil 6ncesinde %55 olan granulosit
klon boyutunun %0,7 dizeyine dustigu gorilmustir. Bu hastanin kan degerlerinde
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dizelme gdézlenmistir. Akraba disi vericiden kdk hicre nakli yapilan hastada ise greft
reddi gelismistir. Bu hastanin nakil sonrasi yapilan akim sitometri tetkiki sonucu PNH
klonunun ayni sekilde bulunmakta ve tetkiklerinde hemoliz bulgulari sirmektedir. Kok
hucre nakli sonrasi gelisen komplikasyonlarla 6 hasta, kok hucre nakli hazirlama

rejimi alirken aplazik donemde ise 2 hasta olmusgtar.
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Tablo 3. Hasta ozellikleri

Yas, ortanca (aralk)
Cinsiyet(K/E)
Alt grup, n (%)
Klasik tip PNH
AA/MDS ile PNH
Belirtiler, n (%)
Karin agrisi
Halsizlik
Hemoglobinri
Sarilik
Kanama bulgular
Sitopeniler, n (%)
Anemi
Bisitopeni
Pansitopeni
Retikilosit, ortanca (aralik)
Laktat dehidrogenaz, ortanca (aralik)
Klon boyutu (%), ortanca(aralik)
Granlosit (39 hasta)
Eritrosit (28 hasta)
Monosit (26 hasta)
Lenfosit (3 hasta)
Tromboz gelisen hastalar, n(%)
Tromboz bélgesi, n
intraabdominal venler
Hepatik ven
Portal ven
intestinal venler
Splenik ven
intrakranyal venler
Pulmoner ven
Alt ekstremite venleri
ilag tedavileri, n (%)
Metil-prednisolon
Danazol
imminsipresif tedavi(CsA, ATG)
Ekulizumab
AKHN, n (%)
Klasik tip
AA/MDS
Losemi gelisimi, n (%)
Olim, n (%)

31 (4-57)
20/19

24 (61,5)
15 (38,5)

5(12,8)
18 (46,2)
6 (15,4)
3(7,7)

6 (15,4)

5(12,8)

13 (33,3)

21(53,8)

0,1042 (0,0058-0,3304)
832 (122-6434)

70 (0,1-100)
29 (0-92)
47,5 (0-95)
8 (0-22)
8(20,5)

PR R R WwWwb

16 (41)
10 (25,6)
16 (66,7)
9(23,1)

9(23)
7 (18)
1(2,6)
8(20,5)
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Tablo 4. Tromboz bolgeleri

Tromboz komplikasyonu

Hastalar n (%)

Toplam
Tromboz bolgesi
intraabdominal venler
Hepatik ven
Portal ven
intestinal venler
Splenik ven
intrakranyal venler
Pulmoner ven
Alt ekstremite venleri
Tromboz bolge sayisi
3
2
1

8(100)

4 (50)

3(37,5)
3(37,5)
1(12,5)
1(12,5)
1(12,5)
1(12,5)

2 (25)
2 (25)
4 (50)
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Sekil 6. Granulosit klon boyutu ile hemoliz iliskisi

Positive if Sensitivity | 1 — Specificity

Greater Than
or Equal To®

-,9000 1,000 1,000

, 1750 1,000 ,909

,4250 1,000 ,818

,7000 ,964 ,818

,9000 ,964 127

1,1000 ,964 ,636

1,6000 ,964 ,545

3,5000 ,964 ,455

7,5000 ,929 ,455

10,5000 ,929 ,364

12,5000 ,893 ,364

155000 893 273

18.5000 .893 .182

25,0000 821 ,182

37,5000 ,786 ,182

47,5000 ,750 ,182

52,5000 714 ,182

60,5000 ,679 ,182

68,0000 ,643 ,182

71,5000 ,571 ,182

74,5000 ,536 ,182

78,0000 ,536 ,091

80,5000 ,500 ,091

82,0000 464 ,091

84,5000 429 ,091

87,0000 ,393 ,091

89,0000 357 ,091

Sensitivity

ROC Curve

1 - Specificity

Graniilosit klon
sinir degeri
%18,5

ROC egrisi(Receiver operating characteristic curve). Hemoliz igin
ongoriilen PNH klon degerini belirlemek amaci ile laktat dehidrogenaz
>330 mg/dl (1.5 x tist sinir) normalin {istii deger olarak alinmastir.

1. Egri altinda kalan alan (AUC: Area Under Curve) 0,5’ten istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksektir. ROC egrisi altinda kalan alan
0,831(p=0,001) olarak elde edilmistir.

2. Granilosit klon boyutu icin en iyi kesim noktasi

bulunmustur.

18,5 olarak

3. En 1yi kesim noktas1 Youden’s indeks kullanilarak elde edilmistir.
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Tablo 5. Granulosit klon boyutu ile tromboz iligkisi(Pearson Ki-Kare Testi ile)

Tromboz
Yok Var Toplam p
<%50 | Sayi 16 0 16 0,008
Grantulosit klon Oran %100 %0 %100
>%50 | Say! 15 8 23
Oran %65,2 %34,8 %100
Toplam Sayi 31 8 39
Oran %79,5 %20,5 %100

28




Tablo 6. Tromboz iliskili degiskenler

Yok(n=31) Var(n=8)
Faktorler OrtalamazxSS Ortanca(aralik) OrtalamazSS Ortanca(aralik) p
MPV (FL) 8.64+1.4 8.5(7-11.7) 9.74+1.4 9.5(8.2-11.9) 0,04
Trombosit (x10/3/ul) 9000089000 59000(8000-344000) 8100079000 45000(19000-209000) | 0,90
Retikiilosit (x1076/ul) 0,11+0,08 0,08(0,006-0,33) 0,20+0,09 0,17(0,07-0,32) 0,009
LDH (U/L) 114041454 592(122-6310) 288141830 2508(517-6434) 0,003
Graniilosit klon boyutu(%) 47,1%+39,8 45(0,1-100) 79,9+16,6 84,5(50-97) 0,076

SS: Standart sapma, MPV: Mean Platelet Volume, LDH: Laktat Dehidrogenaz
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Tablo 7. Tromboz riski degerlendirmesi(LDH=330U/L ve MPV=10,5FL sinir de@erler olarak
alindi).

Tromboz
Yok Var Toplam p
LDH ve 0 Say! 8 0 8 0,05
MPV Oran %100 %0 %100
1 Sayi 22 6 28
Oran %78,6 %21,4 %100
2 Sayi 1 2 3
Oran %33,3 %66,7 %100
Toplam Sayi 31 8 39
Oran %79,5 %20,5 %100
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Tablo 8. Tromboz riski degerlendirmesi(Granulosit klon boyutu=%50 ve MPV=10,5FL sinir
degerler olarak alindi).

Tromboz
Yok Var Toplam p

Klon 0 Say! 15 0 15 0,04
boyutu ve Oran %100 %0 %100
MPV 1 Sayl 13 6 19

Oran %68,4 %31,6 %100

2 Sayi 3 2 5

Oran %60 %40 %100
Toplam Say! 31 8 39

Oran %79,5 %20,5 %100
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Tablo 9. Klon boyutu ile klinik ve laboratuar iligkili degiskenlerin karsilastirmasi

Granulosit klon boyutu(%)

Hasta sayisi(%) OrtalamatxSS Ortanca(Aralik) p

Semptomlar
Karin agrisi
(+) 5(12,8) 62,4+18,5 70(30-76) 0,933
(-) 34(87,2) 52,6+40,7 64(0,1-100)
Halsizlik
(+) 18(46,2) 59,3+38 76,5(0,1-100) 0,390
(-) 21(53,8) 49,1+39,2 66(0,25-97)
Hemoglobinari
(+) 6(15,4) 89+4,2 89(83-94) 0,031
(-) 33(84,6) 47,4+38,5 50(0,1-100)
Sarilik
(+) 3(7,7) 79,3+21,8 86(55-97) 0,268
(-) 36(92,3) 51,7439 68(0,1-100)
Kolay kanama
(+) 6(15,4) 24,4+32,4 18,5(0,6-88) 0,080
(-) 33(84,6) 59,2+37,5 73(0,1-100)
Hemoliz tetkikleri
LDH
(>330) 28(71,8) 67,13+31,8 80,5(0,6-100) 0,001
(=330) 11(28,2) 20,3433 2(0,1-98)
Retikulosit
(>0,16) 9(23) 81,3+19 92(50-97) 0,020
(=0,16) 30(77) 45,6+39,2 37,5(0,1-100)
Tromboz
(+) 8(20,5) 79,9+16,6 84,5(50-97) 0,076
(-) 31(79,5) 47,1+39,8 45(0,1-100)
Alt gruplar
Klasik tip 24(61,5) 74,5+27,3 84,5(5-100) 0,000
AA/MDS 15(38,5) 20,9+30,1 10(0,1-98)

SS: Standart Sapma, LDH: Laktat dehidrogenaz, AA/MDS: Aplastik Anemi/Myelodisplastik
Sendrom



4. TARTISMA

Paroksismal Nokturnal Hemoglobintri(PNH) az rastlanan bir hematopoetik klonal
kok hucre hastaligidir. Hastahgin tani ve izleminde akim sitometri onemli yer
tutmaktadir(78). Bu ¢alismada Ankara Universitesi Tip Fakdltesi Hastanesi'nde tani
alan 39 hasta geriye donuk olarak degerlendirilmistir. Hastalarin timidnde tani akim
sitometri ile dogrulanmistir. Ankara Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi, az gérilen
PNH hastaligi tanisi ve izleminde hastalarin diger kliniklerden yonlendirildigi bir
merkezdir. Tanida kullanilan akim sitometri yontemi hematoloji laboratuvarinda uzun
yillardir uygulanmaktadir. Akim sitometri yonteminde yaklasik olarak son bir yildir
diger antikorlara ek olarak FLAER de kullaniimaktadir. FLAER uygulanan toplam 9
akim sitometri tetkik sonucu bulunmaktadir. Bu tetkiklerde FLAER yaninda CD14,
CD24, CD59 gibi antikorlar da kullanilmig ve bu antikorlarla elde edilen verilerin
FLAER sonuglari ile ayni oldugu gorulmustur. PNH tanisi ilk olarak Ham'’s testi ya da
seker-su testi ile saptanan hastalarda da akim sitometri tetkiki yapilarak en az 2

seride PNH klonu gosterilmigtir.

Bu galismanin amaci hasta grubumuzda akim sitometri yontemi ile elde edilen
verilerin hastaligin klinik seyri ile iligkisini degerlendirmektir. Bir baska deyigle
calismamizda PNH klon boyutunun hastalik ile ilgili laboratuvar testleri ve klinik
bulgulara etkisini goéstermek hedeflenmektedir. PNH klon boyutu ile hastaligin diger
Ozellikleri karsilastirilirken granulositer seri Uzerinde saptanan klon degerlendirmeye
alinmigtir.  Granulosit klon boyutunun klinik olarak daha anlamh bilgi verdigi
bilinmektedir(11). PNH hastali§i surecinde granulositlerin yasam dongusi normal
seyrinde ilerlemektedir(79). Cevre kanindaki yasam suresi grantlositlerden(yaklasik
6 saat) daha uzun olan eritrositlerin(yaklagik 120 gun) hemoliz nedeniyle yikima
ugramalar ve transfuzyon destedi gibi nedenlerle bu hlcre serisi Uzerindeki klon
boyutu daha kuguk saptanabilmektedir. PNH hastaliginda eritrositlerin  yagsam
suresinin kisaldigi gosterilmistir(80).

Hastalar iki alt grup halindedir. Birinci grup agirlikli olarak hemolitik anemi bulgulari
ve tromboz ile kendini gosteren, kemik iligi biyopsisinde normal ya da artmig
sellUlarite ve eritroid seride artig gibi bulgularin saptandig1 klasik tip paroksismal

nokturnal hemoglobinuri, digeri ise kemik iligi yetmezligi bulgulari 6n planda olan,
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kemik iligi biyopsisinde dusuk selllarite ya da displazik 6zellikler saptanan ve kiyasla
daha kuguk klona sahip aplastik anemi ya da myelodisplastik sendrom birlikteliginde
paroksismal nokturnal hemoglobinuridir(AA/MDS PNH). AA hastalarinin %50’den
fazlasinda PNH klonu oldugu biliniyor(81-84). Myelodisplastik Sendrom tanili
hastalarda PNH klonunun yalnizca Refrakter Sitopeni(RS) alttipinde saptanip diger
alttiplerde(blast artish MDS, halkali sideroblasth MDS) olmadigini bildiren
kaynaklarda(83, 85) bu oran %17-20 olarak bildiriimekle birlikte, Galili ve ark.
tarafindan 4500 MDS hastasi ile yapilan degerlendirmede bu oran daha
yuksek(%55) saptanmis ve tum MDS alttiplerinde PNH klonu oldugu gorilmustur(80).
Bizim hastalarimizda tani aninda kemik iligi incelemesinde displazi bulgulari
saptanan toplam 3 hastanin birinde kemik iliginde %5 blast saptanirken(MDS RAEB
[) digerleri refrakter sitopeni seklindedir. Aplastik anemi(AA) hastalarinin %10’dan
fazlasinda zaman iginde klinik olarak belirgin PNH tablosu gelismektedir(86). Bu
calismamizda 2 hastanin tanisi AA PNH iken izlemde klasik PNH bulgulari(laktat
dehidrogenaz ve retikulosit duzeylerinde artigla ortaya gikan belirgin hemoliz) gelistigi

gorulmustar.

Calismamizda hemoliz degerlendirmesinde g6z onune alinan degiskenler serum
laktat dehidrogenaz(LDH) ve retikulosit degerleridir. LDH ve retikllosit duzeylerine
akim sitometri ile es zamanl bakildi. Artan klon boyutu ile ayri ayri bu degerler
arasinda dogrudan iliski oldugu calismamizda goézlendi(LDH>1,5 x Ust sinir igin
p=0,001; retiktlosit>0,16 i¢in p=0,02). Ayrica LDH g6z 6nune alindiginda hemoliz
riski icin sinir klon boyutu(granulositlerde) %18,5 olarak belirlendi. Jeffrey J. Pu ve
ark. 27 hasta ile yaptiklari bir calismada LDH degerlerinin artan klon boyutu ile
arttigini gosteriyorlar. Bu calismada granulosit klon boyu sinir degeri %23 olarak
saptaniyor(81). Bu sonug¢ bizim ¢alismamizda elde ettigimiz verilerin literatlr verileri
ile paralel oldugunu gdstermektedir. Yine bir intravaskuler hemoliz bulgusu olan
hemoglobinurinin artan klon boyutu ile paralellik gosterdigi degerlendirmemizde goze
carpmaktadir(p=0,031). Daha 6nceden yapilan ¢alismalarda da bu yénde sonuglar
elde edildigi bilinmektedir(24, 53). Bizim elde ettigimiz sonuglar da literatur verileri ile
uyumludur. Bizim calismamizda alt gruplar(klasik tip ve AA/MDS birlikteliginde)
arasinda LDH ve retikllosit degerleri anlamli derecede farkl bulundu(her ikisi igin de
p=0,000). Ayrica yine her iki alt grubun klon boyutu yéninden birbirinden farkli
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oldugu, klasik tipte AA/MDS esliginde PNH hastalarina gére klon boyutunun daha
blyuk oldugu goruldi(p=0,000).

Hemoglobinuri diginda kalan bulgularin(karin agrisi, sarilik, halsizlik, kolay kanama
bulgulari) klon boyutu ile iligkili olmadigi goruldu. Victor M. Moyo ve ark. tarafindan
yapilan ve halsizlik ile klon boyutu arasinda bir iligki saptamayan ama karin agrisinin
klon boyutu daha buyuk olan hastalarda daha sik rastlandigini gosteren galisma ile
bu anlamda uyumlu degildir. Ayni calismada degerlendirilen 6zofagus spazmi ve
impotans bulgulari da klon boyutu ile dogru orantili bulunmustur(24). Bizim hasta
grubumuzda bu ybdnde vyakinmalari olan hastalar yoktur. Bununla birlikte
degerlendirmemizde kolay kanama bulgularinin(vicutta ekimozlar, dis eti kanamasi,
burun kanamasi, menoraji) oldugu hastalarin, istatistiksel olarak anlaml degere
ulasmasa da(p=0,080), diger hastalara gére daha kigik klona sahip olduklari
belirlendi(ortanca %18,5 ve %73). Bu durum kuguk boyutta klonu olan AA/MDS PNH
hastalarinin daha derin trombositopeni ile seyretmeleri ile iligkili olabilir. Ayrica
belirtmemiz gerekir ki klinik bulgularin literatir ile karsilagtirmasini yaparken bizim

calismamizda hasta sayisinin azligini géz énunde bulundurmamiz gerekmektedir.

PNH hastalarinda tromboz komplikasyonu sikhgi %29 ile %44 arasi degisen
oranlarda bildirilmistir.(24, 26, 27, 87). Bir baska geriye donuk degerlendirmede ise P.
de Latour ve ark. 460 hastallk serilerinde 116 hastada(%25,5) tromboz
komplikasyonu gelistigini gostermiglerdir. Yine ayni seride 10 yillik toplam tromboz
gelisme riski klasik tip PNH hastalarinda %37, AA/MDS PNH grubunda ise %30
olarak bildiriimistir(28). Calismamizda 39 hasta iginde bu oranin %20,5 oldugu
goruldl. Literature bakildiginda bu c¢alismalarda hastalarin buyuk bolumunde tani
Ham’s Testi ve Sukroz Testi gibi kigik PNH klonlarina duyarli olmayan ydntemlerle
saptanmistir(26-28). Ayrica bir diger calismada ise yalnizca klasik tip PNH hastalari
degerlendirilmigtir(87). Klasik tip PNH hastalarinda klon boyutunun daha buyuk
oldugu bilinmektedir(28, 11, 88) ve bizim c¢alismamizda da bu dogrulanmistir.
Tromboz riskinin klon boyutu ile iligkili oldugu daha énceden bildirilmistir(24, 25, 28,
53). Sonug olarak, bu ¢alismada degerlendirdigimiz hasta grubunda tromboz oraninin
daha dusuk olmasi daha onceki ¢alismalarda buyuk klona sahip PNH tanili hastalarin

sayisinin yuksek olmasi ile agiklanabilir. Ayrica tromboz riskinin etnik gruplarda
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farklilik gosterdigi yonunde veriler de bulunmaktadir(53, 87). Moyo ve ark. ise toplam
49 hastanin(24 klasik tip ve 25 AA/MDS esliginde) 44’Gnde taniyr akim sitometri ile
belirledikleri calismada 14 hastada(%29) tromboz geligtigini gostermislerdir(24).
Calismamizda tromboz komplikasyonu gelisen hastalarin grandlosit klon boyutunun
daha buyuk oldugu gorulmesine ragmen bunun istatistiksel olarak anlamli sayilan
degeri bulmadigi gérildi(ortanca klon boyutu %84,5 ve %45, p=0.076). Ongérilen
istatistiksel sinir degere(p<0,05) ulasilamamasinin hasta sayisinin az olmasi ile iligkili
oldugu dusunulebilir. Bunun yani sira granulosit klon boyutu <%50 olan hastalarin hi¢
birinde tromboz gelismedigi goruldd. Grantlosit klon doyutu =%50 olan hastalarla
digerleri karsilastirildiginda bu grupta tromboz oraninin anlamh derecede yuksek
oldugu gosterildi(p=0,008). Hastalik alt gruplari géz 6nune alindiginda tim tromboz
olaylarinin yalniz klasik tip PNH hastalarinda gelistigi gorulda. Alt gruplarin klon
boyutlari karsilastirildiginda klasik tip PNH hastalarinda daha buyuk olacak sekilde
anlamli fark saptandi(p=0,000). Tum bu veriler trombozun granulosit klon boyutu ile
iligkili ve artan klon boyutu ile bu komplikasyonun gelisme riskinin artmakta oldugu
sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica hastalarin tanidaki akim sitometri tetkikinin
yapildi§i dénem bakilan MPV ve trombosit degerleri karsilastirildi. izlem siresince
tromboz komplikasyonu gorilen hastalarin MPV degerlerinin digerlerinden yuksek
oldugu(p=0,04), trombosit degerlerinin ise istatistiksel olarak anlamli olmayan
derecede dustk(p=0,90) oldugu goéruldi. Akim sitometri tetkiki ile es zamanli bakilan
bu degerlerin(MPV ve trombosit dizeyi) tromboz dénemi degismedigi gézlendi. Yine
tromboz gelisen hastalarin MPV ile es zamanh retikUlosit ve LDH duzeylerinin her
ikisinin de diger hastalardan daha yuksek oldugu belirlendi(p degerleri sirasiyla 0,009
ve 0,003). Bu hastalarda saptanan yuksek MPV degerlerinin gelisen hemolize bagh
olarak kemik iliginde uretilen gen¢ trombositler nedeni ile oldugu dusunulebilir. TUm
bu sonuglar 1siginda tromboz komplikasyonunun, daha siddetli hemoliz olan
olgularda gelistigi sonucu ¢ikarilabilir. PNH hastalarinda saptanan trombozun altinda
yatan nedenin hemoliz oldugu konusunda goérusler bulunmaktadir (29, 30, 89, 90).
Bununla birlikte literature bakildiginda PNH hastalarinda MPV duzeylerini
degerlendiren bir ¢alisma yoktur. Fakat yuksek MPV duzeylerinin trombosit islevi ve
artmis trombosit reaktivitesi(daha kisa kanama zamani, artmis trombosit
agregasyonu) ile iligkili oldugu bilinmektedir(91, 92). Ayrica daha yuksek MPV

degerlerinin artmis tromboz riski ile iligkili oldugunu gosteren c¢alismalar
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bulunmaktadir(93-95). Bu sonuglardan vyola c¢ikarak c¢alismamizda tromboz
komplikasyonu gelisen hastalarda saptanan yuksek MPV duzeylerinin kemik iliginde
yeni Uretilen gen¢ trombositlerin oranindaki artisi gosterdigi soylenebilir. Bu geng
trombositlerin prokoagulan olarak daha aktif oldugu ve tromboza yatkinlik yarattigi

sonucuna varilabilir.

Tromboz riski yonunden bir degerlendirme yapildiginda bagimsiz degiskenler
olarak LDH ile MPV ve granulosit klon boyutu ile MPV ikili olarak ele alindi. Bu
degerlendirmelerde LDH sinir degeri 330U/L, MPV sinir degeri 10,5FL ve granulosit
klon boyutu sinir degeri %50 olarak belirlendi. Bunun sonucunda LDH ve MPV
dizeyleri dogrultusunda 2 risk degiskeninin birlikte bulundugu hastalarda tromboz
riskinin yalniz birinin yiksek oldugu hastalara ve bu risk degiskenlerinden hig¢ birinin
bulunmadi§i hastalara oranla daha yiksek oldugu goéraldi(Tablo 7). Ayni risk
.deg@erlendirmesi, granulosit klon boyutu ve MPV degdiskenleri ile yapildiginda da
benzer sonuglar elde edildi(Tablo 8). Bu sonuglarla granulosit klon boyutu, LDH ve
MPV degiskenlerinin ikili olarak degerlendirildiginde birbirinden bagimsiz olarak PNH

hastalarinda tromboz riskini arttirdiklari sonucuna varildi.

Tromboz komplikasyonu gelisen hastalar icerisinde en sik Budd-Chiari
Sendromu’nun goruldigua ve bu bdélgede tromboz gelisen hasta sayisinin 4(%50)
oldugu belirlendi. Bunun disinda diger intraabdominal venler(portal ven, intestinal
venler, splenik ven), intrakranyal venler, pulmoner ven, alt ekstremite venlerinde
tromboz gelismigtir. Ziakas ve ark. tarafindan 339 PNH tanili tromboz olgusu
degerlendirildiginde %40,7 ile Budd-Chiari Sendromu ilk sirada yer almistir(52).
Warfarin profilaksisinin etkinliginin degerlendirildigi ¢calismalarinda Hall C ve ark.
izlem surecinde tromboz gelisen 29 hasta iginde 10 hastada(%33) tromboz
bdlgesinin hepatik ven oldugunu saptamiglardir(25). Tromboz gelisen PNH
hastalarinda Budd-Chiari Sendromu sikhgi diger kaynaklarda da %41-44 arasi
degisen oranlarda bildiriimistir(28, 30). Budd-Chiari Sendromu tanili hastalar
arasinda altta yatan neden olarak PNH hastaligi %5-12 arasi degisen oranlarda
bulunmaktadir(96-99). Beraberinde hemoliz olmadan Budd-Chiari Sendromu ya da
diger bolgelerde tromboz gelisen PNH olgular bildirilmistir(100, 101). Karsit gorusler
bulunmakla birlikte(12) tim Budd-Chiari Sendromu olgularinda PNH tetkiki yapiimasi
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gerekliligi gorisu de 6ne surulmektedir(99). Hastalarin yarisinda trombozun birden

fazla bolgede(2 hastada 3, 2 hastada 2 ve 4 hastada 1 bolgede) gelistigi goruldu.

PNH tedavisinde allojeneik kdk hicre nakli(AKHN) tek karatif tedavi
secenegidir(71-74). Calismamizda toplam 16 hastaya AKHN uygulanmigtir. Bu
hastalar arasinda klasik PNH tanili hasta sayisi 8, AA/MDS PNH 7’dir. Bir hastaya
ise klasik PNH tanisi ile izlenirken akut myeloid |6semi gelismesi sonucu AKHN
tedavisi uygulanmigtir. AKHN 15 hastaya HLA tam uyumlu kardes vericiden, 1
hastaya ise akraba disi vericiden yapilimistir. AKHN sonrasi 9 hastada PNH klonuna
bakilmistir. Bu hastalar arasinda 1 hastada(akraba digi vericiden KHN) PNH
klonunun ayni sekilde bulundugu, 1 hastada ise granulositlerdeki klonun %0,7
degerine dustugu goruldu. Bu hastanin kan sayimi ve hemoliz tetkiklerinin duzeldigi
saptandi. Diger hastalarda KHN sonrasi yapilan akim sitometri tetkikinde PNH klonu
yoktu. izlem siresince gerceklesen oliimler 5 hastada nakil iliski komplikasyonlar(1
sinlzoidal obstriksiyon sendromu, 2 sepsis, 2 graft versus host hastaligi), 1 hastada
ise losemi nedeni ile yapilan AKHN sonrasi nuks gelismesi ve bunun ardindan aldigi
kemoterapi surecinde gelisen enfeksiyon nedeniyledir. Diger 2 hasta ise AKHN igin
hastaneye yattiktan sonra hazirlama rejimi aldiklari sirada(1 karaciger yetmezligi ve 1
enfeksiyon) dlmuglerdir. Sinuzoidal obstriksiyon sendromu ve karaciger yetmezligi
nedeni ile 6len 2 hastada nakil 6ncesi izlem slrecinde tromboz(her ikisinde de Budd-
Chiari S.) saptanmistir. AKHN kuratif bir tedavi secenedi olmasina ragmen yuksek
mortalite riski tasiyan bir tedavi segenegidir. Bu tedavide tromboz dykusu ve GVHH
onemli mortalite nedenleridir(71, 75). Hasta sayisi az olmakla birlikte bizim hasta

grubumuzda da bu verileri dogrulayan sonugclar elde edildi.

Sonu¢ olarak bu galismada hemoglobintri ve LDH duzeyleri ile klon boyutu
arasindaki iligkinin istatistiksel olarak anlamh degerlere ulastidi goruldu(sirasiyla
p=0,031 ve p=0,001). Diger klinik bulgular ile klon boyutu arasinda bir iligki
saptanmadi. Tromboz komplikasyonu vyalnizca klasik tip PNH hastalarinda
gelismistir. Klon boyutu %50’nin altinda olan hig¢bir hastada tromboz gelismedigi
goruldi. Tromboz komplikasyonu gelisen hastalarda MPV degerleri gelismeyenlere
gore anlamli oranda yuksek bulundu(p=0,04). Ayrica AKHN sonrasi PNH klonu
bakilan 9 hastanin 7’sinde PNH klonunun yok oldugu goéruldu.

38



KAYNAKLAR

Parker CJ. Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria. In: Williams Hematology.
8th ed. Kaushansky K, ed. California, CA: McGraw-Hill; 2010: 521-31.

Parker CJ. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: an historical overview.

Hematology Am Soc Hematol Educ Program. 2008: 93-103.

Crosby WH. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria; a classic description by
Paul Stribling in 1882, and a bibliography of the disease. Blood. 1951,
6(3):270-84.

Crosby WH. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood.1953;8:769-812.

Thurman JM, Holers VM. The central role of the alternative complement
pathway in human disease. J Immunol. 2006 1; 176(3):1305-10.

Parker CJ, Hemolysis in PNH, in Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria and
the Glycosylphosphatidylinositol-Linked Proteins, edited by NS Young, J
Moss, s 49. Academic Press, San Diego, 2000.

Nicholson-Weller A, Burge J, Fearon DT, Weller PF, Austen KF. Isolation of
a human erythrocyte membrane glycoprotein with decay-accelerating activity
for C3 convertases of the complement system. J Immunol. 1982;
129(1):184-9.

Nicholson-Weller A, March JP, Rosenfeld Sl, and Austen KF. Affected
erythrocytes of patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria are
deficient in the complement regulatory protein, decay accelerating factor.
Proc Natl Acad Sci U S A. 1983; 80(16): 5066-5070.

Pangburn MK, Schreiber RD, Mauller-Eberhard HJ. Deficiency of an
erythrocyte membrane protein with complement regulatory activity in
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Proc Natl Acad Sci U S A. 1983;
80(17):5430-4.

39


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parker%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19074065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paroxysmal%20Nocturnal%20Hemoglobinuria%3A%20An%20Historical%20Overview
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=CROSBY%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14811916
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paroxysmal%20Nocturnal%20Hemoglobinuria%20classic%20paul%20strubling
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thurman%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16424154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holers%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16424154
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=central%5BTitle%5D%20AND%20role%5BTitle%5D%20AND%20alternative%5BTitle%5D%20AND%20complement%5BTitle%5D%20AND%20pathway%5BTitle%5D%20AND%20human%5BTitle%5D%20AND%20disease%5BTitle%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nicholson-Weller%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6211481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burge%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6211481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fearon%20DT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6211481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weller%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6211481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Austen%20KF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6211481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6211481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Nicholson-Weller%20A%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20March%20JP%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Rosenfeld%20SI%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Austen%20KF%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pangburn%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6225118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schreiber%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6225118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%BCller-Eberhard%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6225118
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6225118

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Holguin MH, Fredrick LR, Bernshaw NJ, Wilcox LA, Parker CJ. Isolation and
characterization of a membrane protein from normal human erythrocytes
that inhibits reactive lysis of the erythrocytes of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. J Clin Invest. 1989; 84(1):7-17.

Parker C, Omine M, Richards S, et al. Diagnosis and management of

paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood. 2005;106:3699-3709.

Borowitz MJ, Craig FE, Digiuseppe JA, lllingworth AJ, Rosse W, Sutherland
DR, Wittwer CT, Richards SJ. Guidelines for the diagnosis and monitoring of
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and related disorders by flow
cytometry. Cytometry B Clin Cytom. 2010; 78(4):211-30.

Ham TH. Chronic hemolytic anemia with paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. A study of the mechanism of hemolysis to acid-base
equilibrium. N Engl J Med. 1937;217:915-917.

Ham TH. Studies on destruction of red blood cells. 1. Chronic hemolytic
anemia with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: an investigation of the
mechanism of hemolysis with observations of five cases. Arch Intern Med.
1939;64:1271-1305.

Ham TH, Dingle JH. Studies on the destruction of red blood cells. II. Chronic
hemolytic anemia with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: certain
immunological aspects of the hemolytic mechanism with special reference to
serum complement. J Clin Invest. 1939;18:657-672.

Hartmann RC, Jenkins DE. The “sugar-water” test for paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. N Engl J Med. 1966;275:155-157.

van der Schoot CE, Huizinga TW, van't Veer-Korthof ET, Wijmans R,
Pinkster J, von dem Borne AE. Deficiency of glycosyl-phosphatidylinositol-
linked membrane glycoproteins of leukocytes in paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria, description of a new diagnostic cytofluorometric assay.
Blood. 1990; 76(9):1853-9.

40


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holguin%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2738160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fredrick%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2738160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bernshaw%20NJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2738160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilcox%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2738160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parker%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2738160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2738160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borowitz%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Craig%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Digiuseppe%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Illingworth%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosse%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sutherland%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sutherland%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wittwer%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Richards%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20533382
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20der%20Schoot%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2145990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huizinga%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2145990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20%27t%20Veer-Korthof%20ET%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2145990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wijmans%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2145990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pinkster%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2145990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=von%20dem%20Borne%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2145990
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2145990

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Rotoli B, Nafa D, Risitano AM. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. In:
Principles of Molecular Medicine, 2nd edition. Runge MD and Patterson C,
ed. Philadelphia, Humana Press.; 2006: 838-47.

Hall SE, Rosse WF. The use of monoclonal antibodies and flow cytometry in
the diagnosis of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood. 1996; 87(12):
5332-40.

Rosti V. The molecular basis of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria.
Haematologica. 2000; 85(1): 82-7

Miyata T, Yamada N, lida Y, et al. Abnormalities of PIG-A transcripts in
granulocytes from patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. N
Engl J Med 1994; 330: 249-55.

Bessler M, Mason PJ, Hillmen P, Luzzatto L. Somatic mutations and cellular

selection in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Lancet 1994; 343:951-3.

Araten DJ, Luzzatto L. The mutation rate in PIG-A is normal in patients with

paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood. 2006; 108(2): 734-6

Moyo VM, Mukhina GL, Garrett ES, Brodsky RA. Natural history of
paroxysmal nocturnal haemoglobinuria using modern diagnostic assays. Br
J Haematol. 2004; 126:133-138.

Hall C, Richards S, Hillmen P. Primary prophylaxis with warfarin prevents
thrombosis in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH). Blood. 2003;
102: 3587-3591.

Hillmen P., Lewis S.M., Bessler M., Luzzatto L., Dacie J.V. Natural history of
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. New Engl J Med. 1995; 333: 1253-
1258

Socie” G, Mary JY, de Gramont A, et al. Paroxysmal nocturnal
haemoglobinuria: long-term follow-up and prognostic factors: French Society
of Haematology. Lancet. 1996; 348: 573-577.

41


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hall%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8652849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosse%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8652849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8652849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moyo%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15198744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mukhina%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15198744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garrett%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15198744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brodsky%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15198744

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Peffault de Latour R, Mary JY, Salanoubat C, et al. Paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria: natural history of disease subcategories. Blood. 2008; 112:
3099-3106.

Rother RP, Bell L, Hillmen P, Gladwin MT. The clinical sequelae of
intravascular hemolysis and extracellular plasma haemoglobin. A novel
mechanism of human disease. JAMA. 2005; 293: 1653-1662.

Van Bijnen ST, Van Heerde WL, Muus P. Mechanisms and clinical
implications of thrombosis in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. J
Thromb Haemost 2012; 10: 1.

Aharon A, Tamari T, Brenner B. Monocyte-derived microparticles and
exosomes induce procoagulant and apoptotic effects on endothelial cells.
Thromb Haemost 2008; 100: 878-85.

Simak J, Holada K, Risitano AM, Zivny JH, Young NS, Vostal JG. Elevated
circulating endothelial membrane microparticles in paroxysmal nocturnal
haemoglobinuria. Br J Haematol 2004; 125: 804-13.

Grunewald M, Siegemund A, Grunewald A, Schmid A, Koksch M, Schopflin
C, Schauer S, Griesshammer M. Plasmatic coagulation and fibrinolytic
system alterations in PNH: relation to clone size. Blood Coagul Fibrinolysis
2003; 14: 685-95.

Helley D, de Latour RP, Porcher R, Rodrigues CA, Galy-Fauroux I,
Matheron J, Duval A, Schved JF, Fischer AM, SocieG. Evaluation of
hemostasis and endothelial function in patients with paroxysmal nocturnal

hemoglobinuria receiving eculizumab. Haematologica 2010; 95: 574-81.

Murasawa S, Asahara T. Endothelial progenitor cells for vasculogenesis.
Physiology (Bethesda) 2005; 20: 36-42.

la Porta MG, Malcovati L, Rigolin GM, Rosti V, Bonetti E, Travaglino E,
Boveri E, Galli A, Boggi S, CicconeM, Pramparo T, Mazzini G, Invernizzi R,

Lazzarino M, Cazzola M. Immunophenotypic, cytogenetic and functional

42


http://www.uptodate.com/contents/clinical-manifestations-of-paroxysmal-nocturnal-hemoglobinuria/abstract/21
http://www.uptodate.com/contents/clinical-manifestations-of-paroxysmal-nocturnal-hemoglobinuria/abstract/21
http://www.uptodate.com/contents/clinical-manifestations-of-paroxysmal-nocturnal-hemoglobinuria/abstract/21

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

characterization of circulating endothelial cells in myelodysplastic
syndromes. Leukemia 2008; 22: 530-37.

Mueller RJ, Stussi G, Puga YG, Nikolic M, Soldini D, Halter J, Meyer-
Monard S, Gratwohl A, Passweg JR, Odermatt B, Schanz U, Biedermann
BC, Seebach JD. Persistence of recipient-type endothelium after allogeneic

hematopoietic stem cell transplantation. Haematologica 2011; 96: 119-27.

Gao Z, McAlister VC, Williams GM. Repopulation of liver endothelium by
bone-marrow-derived cells. Lancet 2001; 357: 932-3.

Zhang J, Piro O, Lu L, Broze GJ Jr. Glycosyl phosphatidylinositol anchorage
of tissue factor pathway inhibitor. Circulation 2003; 108: 623-7.

Maroney SA, Cunningham AC, Ferrel J, Hu R, Haberichter S, MansbachCM,
Brodsky RA, Dietzen DJ, Mast AE. A GPIl-anchored co-receptor for tissue
factor pathway inhibitor controls its intracellular trafficking and cell surface
expression. J Thromb Haemost 2006; 4: 1114-24.

von Vietinghoff S, Tunnemann G, Eulenberg C, Wellner M, Cristina CM, Luft
FC, Kettritz R. NB1 mediates surface expression of the ANCA antigen
proteinase 3 on human neutrophils. Blood 2007; 109: 4487-93.

Jankowska AM, Szpurka H, Calabro M, Mohan S, Schade AE, Clemente M,
Silverstein RL, Maciejewski JP. Loss of expression of neutrophil proteinase-
3. a factor contributing to thrombotic risk in paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. Haematologica 2011; 96:954—-962.

Maciejewski JP, Young NS, Yu M, Anderson SM, Sloand EM. Analysis of
the expression of glycosylphosphatidylinositol anchored proteins on platelets
from patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Thromb Res 1996;
83: 433-47.

Vu T, Griscelli-Bennaceur A, Gluckman E, Sigaux F, Carosella ED, Menier
C, ScrobohaciML, SocieG. Aplastic anaemia and paroxysmal nocturnal

haemoglobinuria: a study of the GPI-anchored proteins on human platelets.

43



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Br J Haematol 1996; 93: 586—9.

Devine DV, Siegel RS, Rosse WF. Interactions of the platelets in
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria with complement. Relationship to
defects in the regulation of complement and to platelet survival in vivo. J Clin
Invest 1987; 79: 131-7.

Louwes H, Vellenga E, de Wolf JT. Abnormal platelet adhesion on
abdominal vessels in asymptomatic patients with paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. Ann Hematol 2001; 80: 573-6.

Sims PJ, Wiedmer T. Induction of cellular procoagulant activity by the

membrane attack complex of complement. Semin Cell Biol 1995; 6: 275-82.

Wiedmer T, Hall SE, Ortel TL, Kane WH, Rosse WF, Sims PJ. Complement-
induced vesiculation and exposure of membrane prothrombinase sites in

platelets of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood 1993; 82: 1192-6.

PlougM, Plesner T, Ronne E, Ellis V, Hoyer-Hansen G, Hansen NE, Dano K.
The receptor for urokinase-type plasminogen activator is deficient on
peripheral blood leukocytes in patients with paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. Blood 1992; 79: 1447-55.

Sloand EM, Pfannes L, Scheinberg P, More K, Wu CO, Horne M, Young NS.
Increased soluble urokinase plasminogen activator receptor (SUPAR) is
associated with thrombosis and inhibition of plasmin generation in
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) patients. Exp Hematol 2008;
36: 1616—24.

Gralnick HR, VailM, McKeown LP, Merryman P, Wilson O, Chu I, Kimball J.
Activated platelets in paroxysmal nocturnal haemoglobinuria. Br J Haematol
1995; 91: 697-702.

Ziakas PD, Poulou LS, Rokas Gl, Bartzoudis D, Voulgarelis M. Thrombosis

in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: sites, risks, outcome: an overview.

44



53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

J Thromb Haemost. 2007; 5: 642-645.

Nishimura J, Kanakura Y, Ware RE, Shichishima T, Nakakuma H, Ninomiya
H, Decastro CM, Hall S, Kanamaru A, Sullivan KM, Mizoguchi H, Omine M,
Kinoshita T, Rosse WF. Clinical course and flow cytometric analysis of
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria in the United States and Japan.
Medicine (Baltimore). Medicine. 2004; 83: 193-207.

Hillmen P, Muus P, Duhrsen U, Risitano AM, Schubert J, Luzzatto L,
Schrezenmeier H, Szer J, Brodsky RA, Hill A, Socié G, Bessler M, Rollins
SA, Bell L, Rother RP, Young NS. Effect of the complement inhibitor
eculizumab on thromboembolism in patients with paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. Blood. 2007; 110(12): 4123-8.

Kelly RJ, Hill A, Arnold LM, Brooksbank GL, Richards SJ, Cullen M, Mitchell
LD, Cohen DR, Gregory WM, Hillmen P. Long-term treatment with
eculizumab in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: sustained efficacy and
improved survival. Blood. 2011; 117(25): 6786-92.

Harris JW, Koscick R, Lazarus HM, Eshleman JR, Medof ME. Leukemia
arising out of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Leuk Lymphoma. 1999;
32(5-6): 401-26.

Katahira J, Aoyama M, Oshimi K, Mizoguchi H, Okada M. Paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria terminating in TdT-positive acute leukemia. Am J
Hematol. 1983; 14(1): 79-87.

Cowall DE, Pasquale DN, Dekker P. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
terminating as erythroleukemia. Cancer. 1979; 43(5): 1914-6.

Kawano F, Chosa M, Matsuoka M, Oyamada N, Takatsuki K. Paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria: termination in acute monocytic leukemia and
reappearance after chemotherapy  with N4-palmitoyl-1-beta-D-
arabinofuranosylcytosine (PL-AC) and vincristine. Jpn J Clin Oncol. 1987;
17(2): 123-8.

45


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shichishima%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakakuma%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ninomiya%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ninomiya%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Decastro%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hall%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kanamaru%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sullivan%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mizoguchi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Omine%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kinoshita%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosse%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15118546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hillmen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Muus%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%BChrsen%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Risitano%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schubert%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luzzatto%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schrezenmeier%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Szer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brodsky%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hill%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soci%C3%A9%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bessler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rollins%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rollins%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bell%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rother%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Young%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17702897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kelly%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hill%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arnold%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brooksbank%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Richards%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cullen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitchell%20LD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mitchell%20LD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cohen%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gregory%20WM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hillmen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21460245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harris%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10048414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koscick%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10048414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lazarus%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10048414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eshleman%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10048414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Medof%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10048414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leukemia%20Arising%20out%20of%20Paroxysmal%20Nocturnal%20Hemoglobinuria
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Katahira%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6573126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aoyama%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6573126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oshimi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6573126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mizoguchi%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6573126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Okada%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6573126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6573126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6573126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cowall%20DE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=286633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pasquale%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=286633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dekker%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=286633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/286633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawano%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3475490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chosa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3475490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matsuoka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3475490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oyamada%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3475490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takatsuki%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3475490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paroxysmal%20Nocturnal%20Hemoglobinuria%3A%20Termination%20in%20Acute%20Monocytic%20Leukemia%20and%20Reappearance%20after%20Chemotherapy%20with%20N4-Palmitoyl-l-%CE%B29-D-Arabinofuranosylcytosine%20%28PL-AC%29%20and%20Vincristine

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Kaufmann RW, Schechter GP, McFarland W. Paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria terminating in acute granulocytic leukemia. Blood. 1969;
33(2): 287-91.

Hirsch VJ, Neubach PA, Parker DM, Reese MH, Stone MJ. Paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria. Termination in acute myelomonocytic leukemia
and reappearance after leukemic remission. Arch Intern Med. 1981; 141(4):
525-7.

Issaragrisil S, Piankijagum A, Tang-naitrisorana Y. Corticosteroids therapy in

paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Am J Hematol. 1987; 25(1): 77-83.

Zhao M, Shao Z, Li K, Chen G, Liu H, Zhang Y, He H, ShiJ, He G, Chu Y,
Yang T. Clinical analysis of 78 cases of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria diagnosed in the past ten years. Chin Med J (Engl). 2002;
115(3):398-401.

Bourantas K. High-Dose Recombinant Human Erythropoietin and Low-Dose
Corticosteroids for Treatment of Anemia in Paroxysmal Nocturnal
Hemoglobinuria. Acta Haematol 1994; 91: 62—-65.

Rosse WF. Treatment of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood.
1982; 60: 20-23.

Hartmann RC, Jenkins DE Jr, McKee LC, Heyssel RM. Paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria: clinical and laboratory studies relating to iron
metabolism and therapy with androgen and iron. Medicine (Baltimore). 1966;
45: 331-363.

Hillmen P, Young NS, Schubert J, Brodsky RA, Socié G, Muus P, Réth A,
Szer J, Elebute MO, Nakamura R, Browne P, Risitano AM, Hill A,
Schrezenmeier H, Fu CL, Maciejewski J, Rollins SA, Mojcik CF, Rother RP,
Luzzatto L. The complement inhibitor eculizumab in paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria. N Engl J Med. 2006; 355(12): 1233-43.

46


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kaufmann%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5250468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schechter%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5250468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McFarland%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5250468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5250468
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hirsch%20VJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6938172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Neubach%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6938172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parker%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6938172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reese%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6938172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stone%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6938172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paroxysmal%20Nocturnal%20HemoglobinuriaTermination%20in%20Acute%20Myelomonocytic%20Leukemia%20and%20Reappearance%20After%20Leukemic%20Remission
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Issaragrisil%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3578265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Piankijagum%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3578265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tang-naitrisorana%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3578265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3578265
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhao%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shao%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=He%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shi%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=He%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11940374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hillmen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Young%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schubert%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brodsky%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soci%C3%A9%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Muus%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=R%C3%B6th%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Szer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Elebute%20MO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Browne%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Risitano%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hill%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schrezenmeier%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fu%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maciejewski%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rollins%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mojcik%20CF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rother%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luzzatto%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16990386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16990386

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Brodsky RA, Young NS, Antonioli E, Risitano AM, Schrezenmeier H,
Schubert J, Gaya A, Coyle L, de Castro C, Fu CL, Maciejewski JP, Bessler
M, Kroon HA, Rother RP, Hillmen P. Multicenter phase 3 study of the
complement inhibitor eculizumab for the treatment of patients with

paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood. 2008; 111(4): 1840-7.

Hillmen P, Risitano A, Schrezenmeier H, Schubert J, Maciejewski J,
Duhrsen U, Muus P, Szer J, de Castro C, Socié G, Brodsky A. Long-term
outcomes in patients with paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) with
sustained eculizumab treatment [abstract]. Haematologica 2011, 96(Suppl
2): 105.

Socié G, Muus P, Schrezenmeier H, Hochsmann B, Maciejewski JP, Weitz
IC, Hill A, Bessler M, Risitano AM. Terminal complement inhibitor
eculizumab improves complement-mediated platelet consumption and
thrombocytopenia in patients with paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria(PNH) [abstract]. Blood 2009; 114: 4030

Peffault de Latour R, Schrezenmeier H, Bacigalupo A, Blaise D, de Souza
CA, Vigouroux S, Willemze R, Terriou L, Tichelli A, Mohty M, de Guibert S,
Marsh J, Passweg J, Mary JY, Socie G. Allogeneic stem cell transplantation
in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Haematologica. 2012 Jun 11.

Takahashi Y, McCoy JP, Jr., Carvallo C, Rivera C, Igarashi T, Srinivasan R,
et al. In vitro and in vivo evidence of PNH cell sensitivity to immune attack
after nonmyeloablative allogeneic hematopoietic cell transplantation. Blood.
2004; 103(4): 1383-90.

Santarone S, Bacigalupo A, Risitano AM, Tagliaferri E, Di Bartolomeo E, lori
AP, Rambaldi A, Angelucci E, Spagnoli A, Papineschi F, Tamiazzo S, Di
Nicola M, Di Bartolomeo P. Hematopoietic stem cell transplantation for
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: long-term results of a retrospective
study on behalf of the Gruppo Italiano Trapianto Midollo Osseo (GITMO).
Haematologica. 2010; 95(6): 983-8.

47


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brodsky%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Young%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Antonioli%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Risitano%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schrezenmeier%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schubert%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gaya%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Coyle%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Castro%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fu%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maciejewski%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bessler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bessler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kroon%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rother%20RP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hillmen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18055865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peffault%20de%20Latour%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schrezenmeier%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bacigalupo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blaise%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Souza%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Souza%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vigouroux%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Willemze%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Terriou%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tichelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mohty%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Guibert%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marsh%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Passweg%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mary%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Socie%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22689687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Santarone%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bacigalupo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Risitano%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tagliaferri%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Di%20Bartolomeo%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iori%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iori%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rambaldi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Angelucci%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spagnoli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Papineschi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tamiazzo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Di%20Nicola%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Di%20Nicola%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Di%20Bartolomeo%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20007144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hematopoietic%20stem%20cell%20transplantation%20for%20paroxysmal%20nocturnal%20hemoglobinuria%3A%20long-term%20results%20of%20a%20retrospective%20study%20on%20behalf%20of%20the%20Gruppo%20Italiano%20Trapianto%20Midollo%20Osseo%20%28GITMO%29

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Raiola AM, Van Lint MT, Lamparelli T, Gualandi F, Benvenuto F, Figari O,
Mordini N, Berisso G, Bregante S, Frassoni F, Bacigalupo A. Bone marrow
transplantation for paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Haematologica.
2000; 85(1): 59-62.

Matos-Fernandez NA, Abou Mourad YR, Caceres W, Kharfan-Dabaja MA.
Current status of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation for
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Biol Blood Marrow Transplant. 2009;
15(6): 656-61.

Richards SJ, Whitby L, Cullen MJ, Dickinson AJ, Granger V, Reilly JT,
Hillmen P, Barnett D. Development and evaluation of a stabilized whole-
blood preparation as a process control material for screening of paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria by flow cytometry. Cytometry B Clin Cytom. 2009;
76(1): 47-55.

Sutherland DR, Kuek N, Azcona-Olivera J, Anderson T, Acton E, Barth D,
Keeney M. Use of a FLAER-based WBC assay in the primary screening of
PNH clones. Am J Clin Pathol. 2009; 132(4): 564-72.

Hall SE, Rosse WF. The use of monoclonal antibodies and flow cytometry in
the diagnosis of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood. 1996 15;
87(12): 5332-40.

Brubaker LH, Essig LJ, Mengel CE. Neutrophil life span in paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria. Blood. 1977; 50(4): 657-62.

Rosse WF. The life-span of complement-sensitive and -insensitive red cells
in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. Blood. 1971; 37(5): 556-62.

Pu JJ, Mukhina G, Wang H, Savage WJ, Brodsky RA Natural history of
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria clones in patients presenting as
aplastic anemia. Eur J Haematol. 2011; 87(1): 37—-45

Schrezenmeier H, Hertenstein B, Wagner B, Raghavachar A, Heimpel H. A

pathogenetic link between aplastic anemia and paroxysmal nocturnal

48


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raiola%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Van%20Lint%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lamparelli%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gualandi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benvenuto%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Figari%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mordini%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berisso%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bregante%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frassoni%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bacigalupo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10629593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Matos-Fernandez%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19450749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abou%20Mourad%20YR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19450749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caceres%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19450749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kharfan-Dabaja%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19450749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Current%20status%20of%20allogeneic%20hematopoietic%20stem%20cell%20transplantation%20for%20paroxysmal%20nocturnal%20hemoglobinuria
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Richards%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18777525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Whitby%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18777525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cullen%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18777525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dickinson%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18777525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Granger%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18777525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reilly%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18777525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hillmen%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18777525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barnett%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18777525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18777525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sutherland%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19762534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuek%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19762534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Azcona-Olivera%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19762534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Anderson%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19762534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Acton%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19762534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barth%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19762534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keeney%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19762534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19762534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hall%20SE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8652849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosse%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8652849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8652849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brubaker%20LH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=901939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Essig%20LJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=901939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mengel%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=901939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/901939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosse%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5554213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/5554213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pu%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21447004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mukhina%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21447004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21447004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Savage%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21447004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brodsky%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21447004
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schrezenmeier%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7995374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hertenstein%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7995374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wagner%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7995374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raghavachar%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7995374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heimpel%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7995374

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

hemoglobinuria is suggested by a high frequency of aplastic anemia patients
with a deficiency of phosphatidylinositol glycan anchored proteins. Exp
Hematol. 1995; 23(1): 81-7.

Nakao S, Sugimori C, Yamazaki H. Clinical significance of a small
population of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria-type cells in the

management of bone marrow failure. Int J Hematol. 2006; 84(2): 118-22.

Galili N, Ravandi F, Palermo G, Bubis J, lllingworth A, Castro-Malaspina H,
Raza A. Prevalence of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) cells in
patients with myelodysplastic syndromes(MDS), aplastic anemia(AA), or
other bone marrow failure(BMF) syndromes: Interim results from the
EXPLORE trial. J Clin Oncol(Meeting Abstracts) May 2009 vol. 27 no. 15S
7082

Wang H, Chuhjo T, Yasue S, Omine M, Nakao S. Clinical significance of a
minor population of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria-type cells in bone
marrow failure syndrome. Blood. 2002; 100(12): 3897-902.

KinoshitaT, Inoue N. Relationship between aplastic anemia and paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria. Int J Hematol. 2002; 75: 117-22.

Araten DJ, Thaler HT, Luzzatto L. High incidence of thrombosis in African-
American and Latin-American patients with paroxysmal nocturnal
haemoglobinuria. Thromb Haemost. 2005; 93: 88-91.

Maciejewski JP, Rivera C, Kook H, Dunn D, Young NS. Relationship
between bone marrow failure syndromes and the presence of
glycophosphatidyl inositol-anchored protein-deficient clones. Br J Haematol
2001; 115: 1015-22.

Cappellini MD. Coagulation in the pathophysiology of hemolytic anemias.
Hematology/the Education Program of the American Society of Hematology
2007; 74-78.

49


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7995374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7995374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakao%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16926132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sugimori%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16926132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamazaki%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16926132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16926132
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chuhjo%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yasue%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Omine%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakao%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Clinical%20significance%20of%20a%20minor%20population%20of%20paroxysmal%20nocturnal%20hemoglobinuria%E2%80%93type%20cells%20in%20bone%20marrow%20failure%20syndrome

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

Kozuma Y, Sawahata Y, Takei Y, et al. Procoagulant properties of
microparticles released from red blood cells in paroxysmal nocturnal
haemoglobinuria. Br J Haematol 2011; 152:631.

Thompson CB, Eaton KA, Princiotta SM, Rushin CA, Valeri CR. Size
dependent platelet subpopulations: relationship of platelet volume to
ultrastructure, enzymatic activity, and function. Br J Haematol. 1982; 50(3):
509-19.

Martin JF, Trowbridge EA, Salmon G, Plumb J. The biological significance of
platelet volume: its relationship to bleeding time, platelet thromboxane B2
production and megakaryocyte nuclear DNA concentration. Thromb Res.
1983; 32(5):443-60.

Braekkan SK, Mathiesen EB, Njglstad |, Wilsgaard T, Stermer J, Hansen
JB. Mean platelet volume is a risk factor for venous thromboembolism: the
Tromsg Study, Tromsg, Norway. J Thromb Haemost. 2010; 8(1): 157-62.

Gasparyan AY, Ayvazyan L, Mikhailidis DP, Kitas GD. Mean platelet
volume: a link between thrombosis and inflammation? Curr Pharm Des.
2011; 17(1): 47-58.

Gulcan M, Varol E, Etli M, Aksoy F, Kayan M. Mean platelet volume is
increased in patients with deep vein thrombosis. Clin Appl Thromb Hemost.
2012; 18(4): 427-30.

Valla D, Dhumeaux D, Babany G, Hillon P, Rueff B, Rochant H, et al.
Hepatic vein thrombosis in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. A
spectrum from asymptomatic occlusion of hepatic venules to fatal Budd-
Chiari syndrome. Gastroenterology 1987;93:569-575.

Murad SD, Valla DC, de Groen PC, Zeitoun G, Hopmans JA, Haagsma EB,
et al. Determinants of survival and the effect of portosystemic shunting in
patients with Budd-Chiari syndrome. Hepatology 2004;39:500-508.

50


http://www.uptodate.com/contents/clinical-manifestations-of-paroxysmal-nocturnal-hemoglobinuria/abstract/39
http://www.uptodate.com/contents/clinical-manifestations-of-paroxysmal-nocturnal-hemoglobinuria/abstract/39
http://www.uptodate.com/contents/clinical-manifestations-of-paroxysmal-nocturnal-hemoglobinuria/abstract/39
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thompson%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7066203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eaton%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7066203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Princiotta%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7066203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rushin%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7066203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Valeri%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7066203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7066203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6658722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trowbridge%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6658722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salmon%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6658722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Plumb%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6658722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6658722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Braekkan%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19496920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mathiesen%20EB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19496920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nj%C3%B8lstad%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19496920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilsgaard%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19496920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=St%C3%B8rmer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19496920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hansen%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19496920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hansen%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19496920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19496920
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gasparyan%20AY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21247392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ayvazyan%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21247392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mikhailidis%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21247392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kitas%20GD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21247392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21247392
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gulcan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22110160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Varol%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22110160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Etli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22110160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aksoy%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22110160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kayan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22110160
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22110160

98.

99.

100.

101.

Plessier A, Sibert A, Consigny Y, Hakime A, Zappa M, Denninger MH, et al.
Aiming at minimal invasiveness as a therapeutic strategy for Budd-Chiari
syndrome. Hepatology 2006;44:1308-1316.

Hoekstra J, Leebeek FW, Plessier A, Raffa S, Darwish Murad S, Heller J,
Hadengue A, Chagneau C, Elias E, Primignani M, Garcia-Pagan JC, Valla
DC, Janssen HL. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria in Budd-Chiari
syndrome: findings from a cohort study. J Hepatol. 2009; 51(4): 696-706

Kumar KS, Malet PF, Rutherford C. Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria
with no evidence of hemolysis presenting as Budd—Chiari syndrome. Dig Dis
Sci 2000; 45: 2238-9.

Bellido M, van der Velden VH, Leebeek FW, Te Boekhorst PA. Thrombotic
complications without evidence of hemolysis in paroxysmal nocturnal

hemoglobinuria: is eculizumab indicated? Ann Hematol. 2012 Jul 4.

51


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoekstra%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leebeek%20FW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Plessier%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raffa%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Darwish%20Murad%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heller%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hadengue%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chagneau%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Elias%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Primignani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garcia-Pagan%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Valla%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Valla%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Janssen%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19664836
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=paroxysmal%20nocturnal%20Hoekstra%20J
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bellido%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22760926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20der%20Velden%20VH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22760926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leebeek%20FW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22760926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Te%20Boekhorst%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22760926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22760926

