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Ανδρας, 60 ετών, νοσηλεία από 4-ηµέρου λόγω 
αναιµίας, µε συνοδό αρθραλγία και εµπύρετο.  
Ηgb: 10g/dl, LDH: 580,  
CT: Ήπια σπληνοµεγαλία, Θρόµβωση σπληνικής 
φλέβας ! Έναρξη LMWH 
Σκέψη για προγραµµατισµό για σπληνεκτοµή 

Αιµατολογική εκτίµηση.... 
 



Εργαστηριακός έλεγχος:  
•  LDH: 580 
•  ΔΕΚ: 3% 
•  Coombs (-)  
•  FLAER: κλώνος 7% στα µονοκύτταρα και 

4% στα ουδετερόφιλα



CT κοιλίας



Για την ιστορια….
• 1866: Ο Dr William Gull περιέγραψε µε λεπτοµέρειες 

πρώτος το νόσηµα 
• 1882: Ο Paul Strubing αναγνώρισε την αιµοσφαιρίνη 

στα ούρα και την ονόµασε «παροξυσµική 
αιµοσφαιρινουρία» 

•  1911: Ο Marchiafava περιεγραψε  29 χρόνια µετά µια 
περίπτωση µε PNH 

•  1931: Ο Micheli δηµοσίευσε περισσότερες 
λεπτοµέρειες για το νόσηµα και το ονόµασε 
“Marciafava-Micheli  αιµολυτική αναιµία µε 
αιµοσφαιρινουρία” 

• 1944: Ο Sir John Dacie θεωρεί ότι η PNH αποτελεί 
κλωνικό νόσηµα των αρχέγονων αιµοποιητικών 
κυττάρων 



Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria  
• Επίκτητη αιµολυτική αναιµία η οποία είναι το 

αποτέλεσµα της κλωνικής εκπτυξης ενός προγονικού 
κυττάρου το οποίο φέρει µια επίκτητη µετάλλαξη στο 
PIGA γονίδιο το οποίο βρίσκεται στο Χ χρωµοσωµα.  

• Η αιµοσφαιρινουρία που υπάρχει στο νόσηµα είναι το 
αποτέλεσµα της ενδοαγγειακής αιµόλυσης των RBCs 
τα οποία είναι ευαίσθητα στη λυτική δράση του 
συµπληρώµατος



Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria
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• Δεν είναι παροξυσµική 
– Υπάρχει χρόνια αιµόλυση στη ΡΝΗ που αποτελεί και 
το πιο χαρακτηριστικό εύρηµα. Οδηγεί σε διαταραχές 
από διάφορα συστήµατα 

• Δεν είναι µόνο νυχτερινή 
– Κατα τη διάρκεια της νύχτας η µείωση του ρυθµού της 
αναπνοής έχει σαν αποτέλεσµα πτώση του pH, µε 
αποτέλεσµα αυξηµένη ενεργοποίηση του 
συµπληρώµατος 

• Η Αιµοσφαιρινουρία δεν είναι τόσο συχνή.  
 -Το 74% των ασθενων εµφανίζονται αρχικά χωρίς 
αιµοσφαιρινουρία

1. Hill et al. Haematolgica 2010; 95(4):567-73. 2. Rachidi  S et al. EJIM 2010;21:260-7. 3. Parker C et al. for the International PNH Interest Group. Blood 2005;106:3699-709.



Λειτουργία του PIG-A γονιδίου

• Βρίσκεται στο Χ-χρωµόσωµα 
•  Απαραίτητο για τη σύνθεση των GPI- 
οµάδων (glycosyl-phosphatidyl-inositol) 

•  Μεταλλάξεις έχουν περγραφεί και σε υγιή 
άτοµα, χωρίς κλινική εικόνα ΡΝΗ.
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PIG-A mutations 

• Περισσότερες από 180 µεταλλάξεις έχουν 
παρατηρηθεί στους ασθενείς µε ΡΝΗ, σε όλη 
τη κωδικοποιούµενη περιοχή του PIGA 
γονιδίου. 



• PIGA mutations 

 Σηµειακές µεταλλάξεις! η πρωτείνη έχει 
µικρή υπολειπόµενη δραστικότητα! χαµηλή 
έκφραση GPI-συνδεδεµένων πρωτεινών  

 Frame shift mutations (αλλαγή πλαισίου 
ανάγνωσης) →    ανενεργός PIGA πρωτείνη → 
απώλεια της glycosyltransferase δραστικότητας.  

❖ Όλες οι σειρές φέρουν την ίδια µετάλλαξη, → 
Η µετάλλξη PIGA συµβαίνει σε ένα αρχέγονο 
κύτταρο (early HSC).



• Πρόσφατα έχει περιγραφεί εικόνα ΡΝΗ σε 
ασθενή µε µετάλλαξη στο PIGT γονίδιο 
(χρωµ.20)   

• Το PIGA γονίδιο είναι απαραίτητο για τη 
σύνθεση των GPI οµάδων, ενώ το 
PIGT είναι απαραίτητο για τη 
προσκόλληση των ήδη σχηµατισµένων GPI 
οµάδων στις διάφορες πρωτείνες 



Ποιός θα εκδηλώσει το νόσηµα?  

•  “Escape” or “relative advantage”theory: 
Πιθανά ένα δεύτερο γεγονός προάγει την 
έκπτυξη του GPI- αρνητικού κλώνου στο µυελό, 
µε αποτέλεσµα τη κυκλοφορία στη περιφέρεια 
των ώριµων κυττάρων από το κλώνο αυτό  

• Η ενδοαγγειακή αιµόλυση µέσω του 
συµπληρώµατος, µαζί µε την τάση για 
θροµβώσεις, καθώς και τη συνοδό απλασία του 
µυελού αποτελούν “hallmark” του νοσήµατος 



Escape theory



•  Έχει περιγραφεί ότι ασθενείς µε PNH 
έχουν αυτοαντιδραστικό CD1d/GPI- ειδικό 
Τ κυτταρικό πληθυσµό, µε χαρακτηριστική 
µη µεταβλητή TCRa αλυσίδα 

•  Ο πληθυσµός αυτός πιθανά να αφήνει 
πλεονέκτηµα επιβίωσης στο GPI-αρνητικό 
πληθυσµό         

Gargiulo L et al, Blood 2013: 2753-61 



Φυσιολογικά RBC

• DAF=CD55 
• MIRL=CD59



Δράση του Συµπληρώµατος

• CD55 (DAF): Decay accelerating factor 
Aναστέλλει το σχηµατισµό και τη 
σταθεροποίηση της C3 convertase  

• CD59: (MIRL): Membrane inhibitor of reactive 
lysis 

Εµποδίζει τη σύνδεση του C9 µε το σύµπλοκο , 
C5b-C8, και έτσι αναστέλλεται η δηµιουργία 
του MAC (membrane attack complex)  



• MAC: Αποτελείται από µια οµάδα 
πρωτεινών. Σχηµατίζεται µετά την 
ενεργοποίηση της κλασσικής και 
εναλλακτικής οδού του συµπληρώµατος. 
Δηµιουργεί πόρους στη λιπιδιακή 
διπλοστοιβάδα των κυττάρων-στόχων µε 
αποτέλεσµα τη λύση τους.



Ενδοαγγειακή αιµόλυση PNH RBC



GPI-συνδεδεµένες πρωτείνες



• Ενδοαγγειακή αιµόλυση! Αυξηµένη 
συγκέντρωση ελεύθερης Hgb στο 
πλάσµα! έλλειψη ΝΟ 

•  Η έλλειψη ΝΟ ευθύνεται: αγγειοσύσπαση, 
σπασµός οισοφάγου, στυτική 
δυσλειτουργία, κοιλιακό άλγος, 
καταβολή, θρόµβωση, και πιθανά 
συσσώρευση αιµοπεταλίων 



Μηχανισµός Θρόµβωσης στη ΡΝΗ

Προφανώς ο µηχανισµός της θρόµβωσης στη 
ΡΝΗ είναι πολυπαραγοντικός 
• Η ενεργοποίηση του συµπληρώµατος οδηγεί σε 
αιµόλυση, και απελευθέρωση ελεύθερης 
αιµοσφαιρίνης µε αποτέλεσµα ενεργοποίηση 
αιµοπεταλίων και έλλειψη ΝΟ.  

•  Στη συνέχεια παρατηρείται ενδοθηλιακή 
βλάβη και ενεργοποίηση WBCs. Όλα αυτά 
συµβάλλουν στη δηµιουργία ΕVs, και πιθανά 
στη θρόµβωση 



Extracellular vesicles

•  Κυτταρικά θραύσµατα τα οποία 
απελευθερώνονται από διάφορα κύτταρα (PLT, 
RBC, WBC…) µετά από ενεργοποίηση ή απόπτωση.  

• Τα µικροσωµατίδια αυτά εκφράζουν 
ενεργοποιητές και ανασταλτές της πήξης, και 
επισης µεταφέρουν πληροφορίες για την 
ινωδόλυση 

• Αποτελούν τους κύριους ρυθµιστές µεταξύ πήξης 
και ινωδόλυσης, και συµβάλλουν στην αιµόσταση, 
στην επικοινωνία µεταξύ των κυττάρων, στη 
φλεγµονή και τη θρόµβωση 



Ρόλος των EVs στη θρόµβωση 



•  Στη ΡΝΗ φαίνεται ότι η ενεργοποίηση του 
συµπληρώµατος, έχει σαν αποτέλεσµα την 
απελευθέρωση EVs που συµβάλλουν 
πιθανά στη θρόµβωση 

• Σε ασθενείς µε ΡΝΗ έχουν µετρηθεί υψηλά 
επίπεδα κυκλοφορούντων Evs, που στη 
πλειονότητα τους προέρχονται από τα PLT 



Μηχανισµοί θρόµβωσης στη ΡΝΗ
•  Η έλλειψη του CD55 και CD59 από τα PLTs, πιθανά οδηγεί στην 

ενεργοποίηση των αιµοπεταλίων από το συµπληρωµα 
•  Η ένδεια ΝΟ οδηγεί σε ενεργοποίηση των PLTs 
• H απελευθέρωση της Hgb λόγω της αιµόλυσης οδηγεί σε 

ενδοθηλιακή βλάβη και κατ’επέκταση σε ενεργοποίηση των PLTs  
• Eλλειψη GPI-συνδεδεµένων πρωτεινών από τα PLTs (π.χ.PAR-1) 

δυνατό να προάγει τη θρόµβωση 
• Το uPAR φυσιολογικά µετατρέπει το πλασµινογόνο σε πλασµίνη 

και οδηγεί σε θροµβόλυση 
• Σε ασθενείς µε PNH τα επίπεδα του uPAR στην επιφάνεια των 

λευκών είναι µειωµένα, ενώ βρίσκονται αυξηµένα επίπεδα 
soluble uPAR, πιθανα υπάρχει διαταραχή στο ινωδολυτικό 
σύστηµα 

• Πιθανα οσο πιο µεγάλος ο κλωνος τοσο µεγαλύτερος ο κινδυνος



Paroxysmal Nocturnal Haemoglobinuria  

– 5-ετής θνητότητα: 35% παρά 
την υποστηρικτική αγωγή 

• Συχνότητα:  
 16 ασθενείς / εκατοµ. 

• Μπορεί να γίνει διάγνωση σε 
όλες τις ηλικίες 

– Μέση ηλικία: 30 χρ.  
• Προοδευτικό νόσηµα 

– Η µη ελεγχόµενη 
ενεργοποίηση του 
συµπληρώµατος είναι 
υπεύθυνη για τη θνητότητα 
και θνησιµότητα

The expected survival of an age- and gender-matched control group is shown for 
comparison (Hillmen et al 1995). In a patient population where ½ the patients have <30% 
clone, 1 in 7 patients died by 5 years (de Latour et al. Blood. 2008; 112: 3099-3106)
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Κατάταξη της PNH



•  Η ενδοαγγειακή αιµόλυση µέσω του 
συµπληρώµατος, µαζί µε την τάση για 
θροµβώσεις, καθώς και τη συνοδό απλασία 
του µυελού αποτελούν “hallmark” του 
νοσήµατος  

• Τα RBC στη PNH είναι ευαίσθητα στη λυτική 
δράση του συµπληρώµατος σαν αποτέλεσµα 
της έλλειψης του CD55 και του CD59 από την 
επιφάνεια τους. 



Κλινικές εκδήλώσεις PNH

Λόγω της ενδοαγγειακής αιµόλυσης: 

Αναιµία, αιµοσφαιρινουρία, κόπωση, οξεία/
χρονια νεφρική ανεπάπκεια, υποτροπιάζουσες 
ουρολοιµώξεις, κοιλιακό άλγος, άλγος ράχης, 
κεφαλαλγία, σπασµός οισοφάγου, στυτική 
δυσλειτουργία, χολολιθίαση 

Πιο σπάνια: 
Χολιδοχοδυσκινησια, οξεία παγκρεατίτιδα, 
ισχαιµία και εξελκώσεις 12-δακτύλου και π. 
εντέρου



Κλινικές εκδήλώσεις PNH
Λόγω θροµβωσης: 
Θροµβωση κοιλιακών φλεβών: Budd-Chiari,  
Θρόµβωση σπληνικής, µεσεντερίου, νεφρικών 
φλεβών 
Πυλαία υπέρταση, κιρσοί οισοφάγου 
Θρόµβωση εγκεφαλικών φλεβών: 
κεφαλαλγία, αιµορραγικό έµφρακτο 
Θρόµβωση οφθαλµικής, απώλεια όρασης 
DVT, πνευµονική εµβολή 

Σπάνια: 
Αρτηριακές θροµβώσεις, ΑΕΕ, έµφραγµα 
µυοκαρδίου



Λόγω απλασίας µυελού: 

Αναιµία, λοιµώξεις, αιµορραγια,  
µυελοδυσπλαστικό σύνδροµο 
Οστικά άλγη 
Σπάνια:  
Εκτροπή σε ΟΜΛ 

Eντούτοις, ο µυελός µπορεί να είναι 
υπερκυτταρικός µε υπερπλασία ερυθράς 
σειράς ή υποκυτταρικός, και µε ποικίλου 
βαθµού πενίες στο περιφερικό αίµα 

Κλινικές εκδήλώσεις PNH
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93% των ασθενών έχουν κάποια 
κυτταροπενία

Anemia and  
thrombocytopenia

Anemia and  
neutropenia

Other combinations

Unknown

1. Socie G et al. Lancet 1996;348:573-7. 

7%
4%

7%

17%

32%

33%

Anemia

Pancytopenia



Γιατί πρέπει να ελέγχουµε για PNH

• Η ύπαρξη αποτελεσµατικής θεραπείας µας 
επιβάλλει την εργαστηριακή αναζήτηση-

επιβεβαίωση των ασθενών µε κλινικά στοιχεία PNH 
• Η έγκαιρη διάγνωση είναι απαραίτητη για τη σωστή 

αντιµετώπιση των ασθενών 
• International PNH Registry 

– Improve the understanding of the natural history of PNH 
– Evidence base to inform clinical-decision making 
– 580 patients from 15 countries are currently enrolled in 

the PNH registry (e.g. results presented at EHA 2010)



Ποιοί ασθενείς πρέπει να ελέγχονται για 
PNH

• Coombs-αρνητική αιµολυτική αναιµία 
• Αιµοσφαιρινουρία 
• Aπλαστική αναιµία  
• RA-MDS 
• Κυτταροπενίες που δεν µπορούν να 
ερµηνευθούν 
• Θροµβώσεις κυρίως σε ασυνήθεις θέσεις 
• Ασθενείς µε θροµβοπενία και 
µακροκυττάρωση ή στοιχεία αιµόλυσης 
• Ασθενείς µε θρόµβωση κοιλιακών ή 
εγκεφαλικών φλεβών



Two Independent International Groups 
Recommend Testing High Risk Patients for PNH

1. Borowitz MJ et al. for the International Clinical Cytometry Society. Cytometry B Clin Cytom 2010; 78B: 211-30. 2. Parker C et al. for the International PNH 
Interest Group Blood 2005;106:3699-709.

Guidelines for the diagnosis and monitoring of paroxysmal  
nocturnal hemoglobinuria and related disorders by flow cytometry  

Michael J. Borowitz *, Fiona E. Craig, Joseph A. DiGiuseppe, Andrea J. Illingworth, Wendell Rosse, D. Robert Sutherland,  

Carl T. Wittwer, Stephen J. Richards, On behalf of the Clinical Cytometry Society 



“…any patient with unexplained hemoglobinuria should be 
tested for PNH…routine PNH-screening may be appropriate 
for all patients with Coombs-negative hemolytic anemia, 
particularly if characteristic cellular abnormalities 
(spherocytes, sickled cells, schistocytes, etc.) are not 
present, and there is no obvious infectious cause of the 
hemolysis.”

1. Borowitz MJ et al. for the International Clinical Cytometry Society. Cytometry B Clin Cytom 2010;78B: 211-30.

ICCS International Cytometry 
Society
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Evidence of PNH Cells in Aplastic Anemia

#Interim results from EXPLORE, a multi-center prevalence study of 
PNH-clone size in patients with AA, MDS, and other BMF

1. Dunn DE et al. Ann Intern Med 1999;131:401-8. 2. Sugimori C et al. Blood 2006;107:1308-14. 3. Nakao S et al. Int J Hematol 2006;84:118-22. 4. Galili N et al. J Clin 
Oncol  2009; 27:15s (suppl), abstract 7082.

PNH cell 
threshold*

AA patients 
(n)

Proportion of 
positive patients

1.0% 115 22%1

0.003% 122 68%2

0.003% 303 56%3

0.01% 413 70%4#

*granulocytes

MDS – myelodysplastic syndrome; BMF – Bone marrow failure 



Immunosuppressive Therapy With ATG/
CSA in AA Patients With PNH Cells

0%

25%

50%

75%

100%

Overall response Complete response

3%

48%

36%

82%
PNH+
PNH-

• Presence of PNH cells was the only significant predictor of response 
to IST in 140 AA patients (P < 0.01) in multivariate analysis2

*P-value s:  Complete response  P  =  0.03; Overall response  P  < 0.001 
1. Sugimori C et al. Blood 2006;107(4):1308-14.  2. Sugimori C et al. Exp Hematol  2007;35:13-20.

*

*

ATG - antithymocyte globulin; CSA - cyclosporine A; IST - immunosuppressive therapy

PNH+ 
PNH-
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Unexplained VTE/ATEUnexplained CytopeniasRA-MDSAAHemoglobinuriaCoombs-negative Hem A

“Diagnosis of  
MDS  

established  
based on  

morphological  
and clinical  

criteria”

 “Consider flow cytometry to  
evaluate for PNH clone”

1. NCCN Practice Guidelines in Oncology. Myelodysplastic Syndromes. v.2.2010: MS-4

“The screening for paroxysmal nocturnal 
hemoglobinuria (PNH) and HLA-DR15 is 

potentially useful for determining which 
patients may be more responsive to 

immunosuppressive therapy, particularly in 
young patients with normal cytogenetics and 

hypoplastic MDS”

National Comprehensive Cancer Network: Practice Guidelines 
for MDS 
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Evidence of PNH Cells in MDS

1. Ishikawa T et al. Int J Hematol 2007;86:150-7. 2. Galili N et al. J Clin Oncol  2009; 27:15s (suppl), abstract 7082.

MDS type n PNH cell 
threshold*

Proportion of 
positive patients

RA/RCMD/RAEB-1&2/ 
RCMD/RCMD-S 19 0.003% 42%1

5q(-)/RA/RAEB-1&2/ 
RCMD/RCMD-S/Unclear 4500 0.01% 55%2#

RCMD - refractory anemia with multi-lineage dysplasia 
RAEB - refractory anemia with excess blasts 
RCMD-S - refractory cytopenia with multi-lineage dysplasia with ringed sideroblasts 
5q - 5q syndrome

#Interim Results from EXPLORE, a multi-center prevalence study of PNH-
clone size in patients with AA, MDS, and other BMF

Title misleading? since table displays 
not only RA-MDS but also refractory 
cytopenia MDS 

RCMD - refractory anemia with multi-
lineage dysplasia. Shouldnt it be 
refractory cytopenia... (since RCMD)?



Επιπλέον εργαστηριακά ευρήµατα που 
συνηγορούν στη διάγνωση ΡΝΗ

• Αυξηµένη LDH 
• Χαµηλή απτοσφαιρίνη 

• Χαµηλή έµµεση χολερυθρίνη 

• Αιµοσφαιρινουρία 

• Αιµοσιδηρινουρία 

• Αυξηµένα ΔΕΚ 

• Υπερπλασία ερυθράς σειράς στο µυελό



Clinical manifestations of PNH are determined by clone 
size and erythrocyte phenotype  

 P N H I I I c e l l s a r e 
completely deficient in 
GPI-linked proteins. 

 PNH II cells are partially 
deficient 

 PNH I cells express GPI-
p r o t e i n s a t n o r m a l 
density (putatively, these 
cells are the progeny of 
residual normal stem 
cells).
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 Easy to Understand Reports   
1. PNH clone detected – yes or no 
2. PNH-clone size in WBC (60.9% in granulocytes and 61.5% in monocytes) 
3. PNH-clone size in RBC with distribution of Type I (90.6%), Type II (5.3%) 

and Type III cells (34.1%) 
4. Flow cytometry graph of PNH clone is provided 

1. Borowitz MJ et al. for the International Clinical Cytometry Society. Cytometry B Clin Cytom 2010;78B:211-30.



Θεραπεία ΡΝΗ

•  Υποστηρηκτική αγωγή (µεταγγίσεις, 
αντιπηκτική αγωγή,....)  

•  Μεταµόσχευση µυελού 
•  Eculizumab 
•  Νέες θεραπευτικές επιλογές σε κλινικές 

µελέτες (ΤΤ30,... στόχος η διόρθωση και 
της εξωαγγειακής αιµόλυσης)



Το Eculizumab είναι ένα ανθρωποποιηµένο µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι του C5 
κλάσµατος του συµπληρώµατος που εµποδίζει τη τελική ενεργοποίηση του 
συµπληρώµατος



Eculizumab
• Μείωση της ενδοαγγειακής αιµόλυσης 
• Μείωση των αναγκών σε µεταγγίσεις 
•  92% µείωση στα θροµβωτικά επεισόδια 
• Βελτίωση νεφρικής λειτουργίας 
• Βελτίωση πνευµονικής υπέρτασης 
• Βελτίωση κόπωσης και ποιότητας ζωής 
• Βελτίωση επιβίωσης 

Η έγκαιρη έναρξη θεραπείας είναι καθοριστικής 
σηµασίας 



Συµπερασµατικά
• Παρατηρούνται καθηστερήσεις στη διάγνωση 
που µπορεί να φτάνουν ακόµα και τα 10 χρόνια 

• Πρέπει να γίνεται έλεγχος σε ασθενείς υψηλού 
κινδύνου για ΡΝΗ 

• Έλεγχος σε εξειδικευµένα κέντρα 

• Υπάρχει σήµερα FDA-approved θεραπεία που 
προσφέρει σηµαντική βελτίωση στους ασθενείς 

• Νέες θεραπευτικές επιλογές (εξωαγγειακή 
αιµόλυση) βρίσκονται σε κλινικές δοκιµές 



Take home message:  
Η PNH είναι ένα σπάνιο νόσηµα αλλά πιο συχνό από ότι 
πιστεύουµε! 
Πρέπει να γίνεται ο έλεγχος για πιθανή PNH! 
 

From PNHSource

PNH is just like an iceberg! What you 
can't see or feel can hurt you the 
most


