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Souhrn

Paroxyzmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH) vznikd v dlsledku deficitu inhibi¢nich systém0 aktivovaného komple-
mentu, jenz vede k intravaskuldrni hemolyze indukované komplementem s vysokym rizikem vzniku trombotic-
kych komplikaci diky aktivaci koagula¢niho systému a se znamkami selhavani kostni dfené. Molekuldrné genetic-
kym podkladem PNH je somatickd mutace PIG-A genu, jenz je zodpovédny za tvorbu glykosylfosfatudylinositolu,
jenz vaze k buné¢né membrané fadu antigenli véetné CD59 a CD55 antigend, jeZ jsou inhibitory aktivovaného
komplementu. Prikaz deficitu CD59 a CD55 na povrchu bunék pomoci priatokové cytometrie je zakladnim vyset-
fenim v diagnostice PNH. Zakladem Ié¢by PNH je podavani transfuzi deleukotizovanych erytrocytd, folatl a antiko-
agula¢ni profylaxe. U forem s pfevazujicim selhdvanim kostni diené a tézkou cytopenii je mozno provést transplan-
taci krvetvornych bunék ¢i podat kombinovanou imunosupresi. Nemocni s prevazujici tézkou hemolyzou nebo
trombotickymi komplikacemi jsou indikovani k [é¢bé ekulizumabem - inhibitorem C5 slozky komplementu.

Klicova slova: diagnostika — ekulizumab - imunosuprese — |é¢ba - paroxyzmalni no¢ni hemoglobinurie - patoge-
neze - transplantace

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria

Summary

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) results from a deficiency in inhibitors of activated complement. This
lack leads to complement mediated intravascular hemolysis, to activation of coagulation system with increased risk
of thrombotic complications and to various degree of bone marrow failure. A molecular basis of PNH is a somatic
mutation of PIGA gene causing a lack of glycosyl phosphatidyl inositol which binds many important antigens to cell
surface membrane including inhibitors of activated complement CD59 and CD55 antigens. Presence of CD59 and
CD55 deficient cells in peripheral blood detected by flow cytometry is essential for diagnosis of PNH. Standard
treatment of PNH includes transfusions of leukocyte depleted red blood cells, anticoagulation prophylaxis and ad-
ministration of folinic acid. PNH patients with predominant signs of bone marrow failure and profound cytopenia
may by candidates for stem cell transplantation or combination immunosuppression. Patients with severe hemo-
lysis and/or thrombotic complications are indicated for administration of eculizumab - a monoclonal antibody
against C5 part of complement.

Key words: diagnosis — eculizumab - immunosuppression — paroxysmal nocturnal hemoglobinuria — pathogene-
sis — transplantation - treatment

Uvod

Paroxyzmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH) patii mezi
vzécna onemocnéni krvetvorby s incidenci 0,2-0,5/100 000
obyvatel. Deficit inhibi¢nich systéma komplementu vede
u nemocnych s PNH k intravaskularni hemolyze induko-
vané komplementem s vysokym rizikem vzniku trombo-
tickych komplikaci diky aktivaci koagula¢niho systému
a se znamkami selhdvani kostni diené.

Etiologie a patogeneze
Molekularné genetickym podkladem choroby je soma-
tickd mutace tzv. PIG-A genu, jenz je lokalizovan na krat-

kém raménku X chromosomu a ktery je zodpovédny za
inicidlni fazi tvorby glykosylfosfatidylinositolu (GPI) [1].
GPI tvofi urcitou kotvu slouzici ke zprostfedkovani vazby
fady proteinl s antigenni strukturou k buné¢né mem-
brané (tzv. GPl-anchored proteins — GPI-Aps), véetné anti-
genll CD59 a CD55, jenz predstavuji inhibitory aktivova-
ného komplementu. Deficit CD59 je kriticky pro rozvoj
intravaskularni hemolyzy s nédslednou hemoglobinurii
a soucasnou aktivaci koagula¢niho systému (schéma 1)
[2]. Mutaci mohou byt postizeny kmenové buriky rliz-
nych vyvojovych fad, proto deficit GPI-APs mlizeme
nalézt nejen na erytrocytarni membréné, ale i na dalsich



burikach periferni krve (granulocyty, monocyty, trom-
bocyty a lymfocyty). Vzacné byly popsany pfipady PNH
s nemutovanym PIG-A genem, v nichz je pfic¢inou cho-
roby zarode¢na mutace tzv. PIG-T genu, jenZ je lokalizo-
véan na 20. chromosomu a ktery kéduje tvorbu transami-
dazy vazici C konec pfislusného proteinu ke GPI kotvé.
Vztah selhdni kostni dfené k naslednému rozvoji PNH je
neustdle zkouman a pro pochopeni patogeneze choroby
je zasadni. Pfitomnost PNH klonu byla popsana u 60-70 %
nemocnych s aplastickou anémii (AA) a 20-40 % pacientd
s AA ma vice nez 1 % PNH bunék. Mutace PIG-A genu byla
nalezenai u asi 40 % zdravych nemocnych a zékladni otaz-
kou se tedy jevi, jakym podnétem a jakymi mechanizmy
dochazi ke ztraté regula¢nich mechanizmd, jez umozni
proliferaci a dominanci patologického PNH klonu. Pred-
poklada se, ze PNH klon néjakym zplsobem unika imu-
nitni reakci, jez za normalnich okolnosti vede k destrukci
bunék exprimujicich cizorodé antigeny a ze defekt
muze byt v chybném rozpoznani cizorodych antigend,
¢i v rezistenci na apoptézu [3,4]. Jinou moznosti je, ze
u PNH klonu chybi néktery z efektorovych mechanizmd,
kterymi se uplatiiuje toxicky efekt noxy na kmenovou
krvetvornou bunku. Tyto hypotézy jsou podporeny
ndlezy, které ukazuji, Ze nékteré proteiny, hrajici dalezi-
tou roli v aktivaci NK bunék a dalsich bunék imunitniho
systému (UL-16 vazici proteiny), jsou poutany k bu-
nécné membrané GPI kotvou. V posledni dobé byla
publikovéna studie prokazujici u PNH vysoké procento
autoreaktivnich CD8* T-lymfocyt(i namifenych proti kme-
novym krvetvornym bunkdm exprimujicim antigeny
vazané pomoci GPI (CD1d) [5]. Kli¢covou roli defektni
imunitni odpovédi u PNH podporuje i jiz vyse popsana
vysoka incidence rozvoje PNH u nemocnych s AA |éce-
nych podavanim antitymocytového globulinu (ATG).
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V soucasnosti je stale pfijimana teorie postupného
nékolikastupriového rozvoje PNH definovand Kinoshi-
tou a Inoue v letech 2002 a 2006 [6], ktera predpoklada
v prvé fazi vznik GPI deficitniho klonu, jenz mdze byt
pfitomen bez jakychkoli pfiznakl velmi dlouho pfed
manifestaci choroby. Imunologicky inzult pak vede k favo-
rizaci patologického klonu a naslednd dalsi mutace je
nutna pro nastartovani proliferace tohoto klonu.

Diagnostika a diferencialni diagnostika

Pro diagnostiku PNH je klicovy prikaz ptitomnosti
CD59 a CD55 deficitnich krvinek. Hamuv test je kla-
sicky sérologicky test vyuzivajici k detekci PNH klonu
zvysenou hemolyzu séra nemocnych v kyselém pro-
stfedi po pfidani komplementu. Test umoznuje spo-
lehlivy prikaz ptitomnosti asi 3 % PNH bunék a je dnes
pouzivan jen jako hruby orientacni test a v pfipadech,
v nichz je tfeba odlisit mezi pfitomnosti hemolyzy ve
vlastnim a darcovském séru, jako je tomu u nemocnych
s kongenitélni dyserytropoetickou anémii Il. typu. Sé-
rologické testy byly v diagnostice PNH dnes jiz zcela
nahrazeny vysetfenim pomoci pritokové cytometrie
(flow cytometry — FCM), kterd umoznuje pfimo kvanti-
tativné detekovat deficit CD59 a CD55 antigen( na po-
vrchu rGznych bunéc¢nych subpopulaci. FCM vysetieni
uzivajici inaktivovanou formu aerolyzinu, jez specificky
rozeznava GPI kotvu a nasledné lyzuje non-PNH burky
(tzv. FLAER metoda) ma vysokou specifitu pro detekci
PNH subpopulaci a citlivost < 0,01 %. Je vsak otazkou,
jaky klinicky vyznam ma néalez minoritniho PNH klonu
(< 1% PNH bunék) [7]. Molekularné genetické vysetreni
s prikazem mutace ¢i delece PIG-A genu mUiize potvrdit
diagnézu PNH, nicméné mutace PIG-A genu byva nalé-
zédna i u zdravych jedincl (viz vyse).

Schéma 1. Aktivace komplementu: absence antigenu CD59 umoziiuje vazbu C9 slozky a amplifikaci tvorby
terminalniho efektorového komplexu C5b-9
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V krevnim obraze je krom anémie se zvySenym poctem
retikulocytd pfitomen i rGzny stupen cytopenie v dal3ich
krevnich fadach [8]. Je zvysena hladina pfimého a nepfi-
mého bilirubinu a hodnota laktatdehydrogenazy (LD)
v séru. Pfitomnost hemoglobinu (Hb) v mo¢i mize byt
velmi variabilni, aktivace koagula¢niho systému se vzestu-
pem hodnot D-dimert zévisi do zna¢né miry na stupni he-
molyzy. Hodnota kreatininu v séru vétsinou byva zvysena
az jako dusledek rozvijejici se chronické rendlni insufici-
ence po delsim trvani choroby s opakovanymi hemoly-
tickymi krizemi a trombotickymi komplikacemi v mikro-
cirkulaci ledvin. Zasoby Fe mohou byt snizeny diky jeho
opakovanym ztrdtdm modi, postupné se véak mize rozvi-
nout pretizeni zelezem jako disledek opakovaného poda-
vani transfuzi erytrocytd.

Sterndlni punkci (v¢etné vysetfeni karyotypu) a tre-
panobiopsii kostni diené provadime v ramci diferenci-
alni diagnostiky zejména k odliseni aplastické anémie
a myelodysplastického syndromu (MDS).

Klinické nalezy

Intravaskuldrni hemolyza, trombotické komplikace a se-
Ihani kostni dfené jsou hlavnimi klinickymi projevy PNH
[9]. Pfiznaky mohou byt velmi pestré, néktefi nemocni
mohou mit jen minimalni chronickou hemoglobinu-
rii bez diurndini variability, hemolyza a selhavani kostni
drené vsak jsou do rizné miry vyjadieny u viech nemoc-
nych. Podle prevazujicich laboratornich a klinickych pfi-
znakd rozlisujeme hemolytickou (,klasickou”) formu
PNH, u niz pfevazuji pfiznaky vyplyvajici z opakovanych
rdzné zavaznych hemolytickych krizi a ev. trombotickych
komplikaci, a formu, u niz PNH vznika u stav, ve kterych
prevazuji klinické i laboratorni projevy selhavéni kostni
diené, nejcastéji razné tézkd cytopenie u aplastické
anémie, méné casto u MDS ¢&i myelofibrézy. ZvIastni sku-
pinu tvofi tzv. subklinickd forma PNH, ve které je casto
pfitomen pouze minimalni PNH klon (< 1 % PNH bunék).
Schéma 2 znazorfuje stavy, u kterych by nemocny mél
byt v ramci diferencialni diagnostiky vzdy vysetien na
moznou pfitomnost PNH klonu. Krom jiz zminéné aplas-
tické anémie (u které je tieba vysetieni pravidelné opa-
kovat v intervalu nejméné 6 mésict) a MDS se jedna

zejména o piitomnost hemolytické anémie s negativ-
nim nalezem pfi vysetfeni Coombsova testu, viechny
ndlezy nejasné cytopenie a vyskyt vendzni ¢i arteri-
alni trombdzy, zejména u nemocnych v mladsim véku.
Na diagnézu PNH je tfeba myslet u vSiech nemocnych
s nejasnou hemolytickou anémii, zejména pfi soucasné
pfitomnosti granulocytopenie nebo trombocytopenie,
dale téz u véech nemocnych se zndmkami renalni insufi-
cience ¢i plicni hypertenze bez zjevné pficiny a také pfi
nejasnych opakujicich se bolestech bficha ¢i dusnosti.
Stejné tak je tfeba zvazit diagndzu PNH pfi jinak nevy-
svétlitelné vysoké hodnoté LD v séru [8].

Nejcastéjsi klinické pfiznaky PNH zndzornuje tab.
Anémie je nejcastéjsim prfiznakem onemocnéni a byva
ptitomna prakticky u viech nemocnych. Hemolyza je
hlavni pfi¢inou anémie u nemocnych s PNH. Dalsimi fak-
tory mohou byt snizena produkce v disledku snizené bu-
nécnosti kostni diené, snizend produkce erytropoetinu
(EPO) u nemocnych s pfitomnosti chronického renalniho
selhani a indukce extravaskularni hemolyzy vychytava-
nim erytrocytd s navazanou C3b slozkou komplementu
v monocyto-makrofdgovém systému.

Trombotické pfihody predstavuji nejzavazné;jsi kom-
plikaci PNH [10]. Jsou pfitomny asi u 40 % nemocnych,
pfi vysetieni nemocnych pomoci nukledrni magnetické
rezonance jsou ale nalézany az u 60 % pfipadd PNH. Je

Tab. Nejcastéjsi klinické pfiznaky u PNH

klinické ptiznaky a symptomy incidence (%)

trombdza 40%
dusnost 66%
chronické selhani ledvin (stuperi 1-5) 65%
bolest bricha 57%
anémie azdo 100%
Unava, zhorseni kvality Zivota 96%
hemoglobinurie 26 %
dysfagie 41%

erektilni dysfunkce 47%

Schéma 2. Stavy, u kterych je tfeba indikovat laboratorni vysSetfeni na pfitomnost PNH klonu
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dilezité védét, ze u vice nez 20 % nemocnych muze jit
o prvni pfiznak dosud zcela asymptomaticky probiha-
jici choroby a ze trombdzy mohou mit atypickou loka-
lizaci (mezenteridlni ¢i plicni fecisté, CNS). Patogeneze
vzniku trombdzy u PNH je komplexni. Hlavnim cinitelem
je abnormalni aktivace trombocytd, na které se uplat-
nuje jednak absence CD59 antigenu na povrchu desti-
¢ek umoznujici formovani terminalniho komplexu kom-
plementu s lytickou aktivitou na povrchu trombocytd,
jednak ucinek volného hemoglobinu vznikajici pfi intra-
vaskuldrni hemolyze erytrocytd. Volny Hb vede k akti-
vaci trombocytd jednak svym pfimym uGcinkem, jednak
depleci hladiny NO, ke které dochazi v disledku zvy-
$ené konsumpce NO volnym Hb. Podplrnym momentem
vzniku trombu je aktivace trombinu a dysfunkce endotelu
spolu se zvysenym mnozstvim volnych hydroxylovych
radikala vznikajicich v systému redoxnich reakci kata-
lyzovanych Fe uvolnénym z Hb. Obecné se uznava zvy-
Sujici se riziko vzniku trombdzy v zavislosti na velikosti
PNH klonu (zejména pfi pfitomnosti > 20 % PNH erytro-
cytd ¢i > 50 % PNH granulocytl s kompletnim deficitem
CD59 antigenu), byl vsak popséan vyskyt trombéz i u ne-
mocnych s malym PNH klonem a minimalni transfuzni
zavislosti.

Vice nez 60 % nemocnych s PNH ma znamky raz-
ného stupné rendlniho selhavani, které mze byt pfi-
¢inou umrti u 10-15 % nemocnych. Pfi¢inou poskozeni
ledvin je jednak expozice tkdné Gcinkdim volného Hb,
jednak trombotické komplikace v mikrocirkulaci ledvin.

Schéma 3. Soucasna lécebna doporuceni u PNH
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Unava a nevykonnost, které nejsou zcela zavislé na
hodnoté Hb, rovnéz predstavuji vyznamnou kompli-
kaci PNH a vyrazné pfispivaji ke snizeni kvality Zivota
nemocnych.

Lécba

Standardni - tradi¢ni Iécba PNH spociva v podavani
transfuzi erytrocytl, substituci kyselinovou listovou,
podavani antikoagulancii a v kontrole parametr( zasob
Fe s jeho substituci v pfipadé deplece ¢i s podavanim
chelatorl pti znamkach pretizeni Fe v dlisledku opako-
vaného podavani transfuzi [11].

Pfi substitu¢ni |écbé podavame deleukotizované
transfuze erytrocytq, efekt deleukotizace je dostatecny
pro odstranéni komplementu, takze neni nutné trans-
fuze promyvat. Podavani transfuzi erytrocytl koriguje
vzniklou anémii a zpétnovazebnym tGc¢inkem tlumi pro-
dukci PNH klonu. Pocet transfuzi je individudlni a fidi se
klinickym a laboratornim nédlezem u kazdého nemoc-
ného. U nemocnych s tézkou trombocytopenii poda-
vame koncentraty trombocytl. Podavani kyseliny listové
je nutné diky jeji zvysené spotiebé pii zvyseném obratu
erytropoézy. V 1écbé nadbytku Zeleza se dnes uplatruji
perordlni chelatac¢ni latky, vzhledem k priivodni cyto-
penii u nemocnych s PNH neni vétsinou indikovan defe-
ripron a je tfeba podavat deferasirox (Exjade’, Novartis)
v davce 20-40 mg/kg/den.

Vyznam profylaktického podavani antikoagulancii
unemocnych s PNH je stale diskutovan. Indikace je obecné
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uznavana a je podporena pracemi ukazujicimi vysokou
efektivitu profylaxe na incidenci trombéz zejména u ne-
mocnych s velkym PNH klonem (> 50 % PNH granulocytt)
[12]. Nicméné, prace skupiny z Leedsu ukazala vyznamné
vyssivznik trombotickych komplikaci oproti kontrolni sku-
piné i u PNH nemocnych, kterym byla podéavana dlouho-
dobd antikoagula¢ni profylaxe a recentni retrospektivni
analyza registru PNH z tohoto pracovisté neprokazala sta-
tisticky vyznamny rozdil v incidenci trombéz mezi nemoc-
nymi a PNH a antikoagula¢ni profylaxi a bez této profylaxe
[13]. V souc¢asné dobé existuje shoda, Ze profylaktické po-
davani antikoagulancii je indikovano u nemocnych s PNH
s jiz probéhlou trombotickou komplikaci, u nemocnych
s dal3imi rizikovymi trombofilnimi faktory a pfi pfitomnos-
ti vyznamného PNH klonu (> 20 % CD59 deficitnich erytro-
cytd ¢i > 50 % CD59 deficitnich granulocytll), zejména
pokud jsou pfitomny opakované epizody zavazné hemolyzy.

Vyznam dlouhodobého podavani kortikosteroidi
v monoterapii ¢i v kombinaci s cyklosporinem A nebyl
jednoznacné potvrzen (i kdyz u PNH like MDS muze byt
tato lécba efektivni), proto se dnes dlouhodobé poda-
vani kortikosteroidd u PNH nedoporucuje [11]. Vyjimkou
je jednorazova aplikace vysokych davek kortikosteroid(i
i.v. pfi masivni hemolyze, pro niz je ale indikaci prevence
rozvoje $oku. Kombinovana imunosupresivni lé¢ba iden-
tickd jako u SAA (ATG + prednison + CS-A) je lécebnou
metodou u nemocnych s prevazujicimi zndmkami selha-
vani hypoplastické kostni diené, pokud neni indikovéna
transplantace [14].

Transplantace krvetvornych bunék (SCT) je metodou
volby u mladsich nemocnych se zndamkami hypoplazie
kostni dfené a tézkou periferni pancytopenii, zejména
pokud jsou piitomny opakované infekéni ¢i krvacivé kom-
plikace [15]. U nemocnych transplantovanych od HLA
identického pfibuzného darce se pohybuje 5leté preziti
po SCT mezi 65-70 %, pfi uziti stépu od nepiibuzného
¢i ¢astecné pribuzného darce je efektivita cini 5leté pre-
Ziti 55-60 %. Rizikovymi faktory pro vysledek SCT jsou
krom vyssiho véku a dlouhotrvajici choroby téz masivni
hemolyza a prodéland trombotickd komplikace, a proto
se u nemocnych s trombotickymi komplikacemi dnes SCT
nedoporucuje a u nemocnych se zdvaznou hemolytickou
formou se indikuje vétsinou az pfi selhdvani l1é¢by inhibi-
tory aktivovaného komplementu.

V soucasné dobé jsme svédky nastupu inhibitort kom-
plementt do Ié¢by PNH. Ekulizumab (Soliris’, Alexion) je
humanizovanou mysi monoklondlni protilatkou proti C5
slozce komplementu. Zavedeni ekulizumabu do lé¢by PNH
dramaticky zménilo pribéh choroby zejména u nemoc-
nych s opakovanymi zavaznymi hemolytickymi epizodami.
Podavéni ekulizumabu vedlo u nemocnych k zastavé ¢i vy-
znamné redukci poctu a intenzity hemolytickych piihod,
zlepseni hodnot Hb a k nezavislosti na podavani trans-
fuzi ¢i k vyraznému snizeni poctu podanych transfuzi
erytrocytd [13,16]. Soucasné doslo k prakticky uplnému
vymizeni trombotickych pfihod a zlepseni funkce ledvin
[17,18]. Vyrazné se zvysila i kvalita Zivota nemocnych. Pii-
pravek inhibuje pfiznaky choroby vyplyvajici z hemolyzy,

ale nema vliv na produkci patologického klonu - jeho vy-
sazeni mUze proto vést k novému vzplanuti velmi zdvazné
hemolyzy. Diky tomu je nutno ekulizumab podavat v trvalé
udrzovacilécbé viv.infuzi 1krat za 2 tydny.V soucasné dobé
proto probiha nékolik studii s inhibitory komplementu, jez
by bylo mozno podavat subkutanné ¢i peroralné ¢i s kom-
binaci nékolika latek plsobicich inhibi¢né na rdznych mis-
tech aktivace komplementu a synergizmus jejich spole¢-
ného efektu by mohl zvysit efektivitu Ié¢by a umoznil nizsi
frekvenci podavani udrzovacich davek. Stejné tak je v sou-
casnosti vyhodnocovana ucinnost a bezpec¢nost poda-
vani ekulizumabu v téhotenstvi [19]. Schéma 3 uvadi sou-
¢asné doporucované schéma lé¢by PNH.
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