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DIAGNOSTIKINFORMATION Nr. 326

Paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie (PNH)

Klinische Bedeutung und Symptome

Die paroxysmale néchtliche Hamoglobinurie (PNH) ist eine
erworbene Erkrankung der Blutstammzellen. Durch eine
erworbene Mutation im Gen PIG-A kommt es zu einer ver-
minderten Bildung von Glykosyl-Phosphatidylinositol- (GPI-)
Ankern. Diese GPI-Anker werden bendtigt, um bestimmte
Molekiile auf der Zellmembran zu verankern. Unter ande-
rem sind Proteine, die die Zellen vor einem Angriff des Kom-
plementsystems schiitzen, solche GPl-verankerten Molekii-
le. Die Mutation tritt zufallig in einzelnen Blutstammzellen
auf und alle aus dieser Zelle hervorgehenden Tochterzellen
tragen dann auch die Mutation. Der fehlende Schutz vor dem
Komplementsystem fiihrt zu einer Zerstorung der Erythro-
zyten, also zu einer Hamolyse (siehe Abb. 1). Die dadurch
verursachte Freisetzung von Hamoglobin und die Depletion
von NO (Stickstoffmonoxid] ist der Grund fiir die Symptome
sowie die Mortalitat der PNH.

Die PNH ist eine sehr seltene Erkrankung, die in einer Hau-
figkeit von 16 Fallen auf 1 Million Menschen vorkommt.
Durch eine Hemmung des Komplementsystems kann sie
seit einigen Jahren effektiv behandelt werden. Unbehandelt
betragt die Lebenserwartung ca. 10 Jahre; mit den moder-
nen Therapien kann eine normale Lebenserwartung erreicht
werden.

Nur selten fallt die PNH Uber die oft als klassisches Zeichen
angesehene Ausscheidung von Hamoglobin tber den Urin
auf. Viel haufiger sind unspezifische Symptome. Fast alle Pa-
tienten klagen Uber eine ausgepragte Fatigue. In absteigen-
der Haufigkeit leiden die Patienten an einer Anamie, Atemnot,
chronischer Niereninsuffizienz, Bauchschmerzen, pulmona-
ler Hypertonie, erektiler Dysfunktion oder Schluckbeschwer-
den. 40 % der Patienten erleiden eine Thrombose und nur
25 % haben das klassische Bild einer Hamoglobinurie.

Diagnostik der PNH

Die Diagnostik einer PNH erfolgt mittels Durchflusszytome-
trie. Hierzu wird die fehlende Expression von GPI-veranker-
ten Molekiilen auf Erythrozyten und Leukozyten nachgewie-
sen. Die kirzlich Uberarbeiteten internationalen Leitlinien
zur PNH-Diagnostik empfehlen die Verwendung sehr sen-
sitiver Methoden, die auch den Nachweis geringster Anteile
GPI-defizienter Zellen erlauben (0,01 % fiir Erythrozyten und
0,1 % fur Leukozyten). Dies ist insbesondere fir die bei einer
aplastischen Anamie vorkommenden PNH-Klone sehr wich-
tig, da diese mit den alteren Methoden oft nicht detektiert
werden konnen.

Weil die PNH so selten ist, sollten beim Vorliegen von Ha-
molysezeichen (erhdhte LDH und/oder vermindertes Hap-
toglobin und/oder erhohte Retikulozyten) zunachst andere
Ursachen ausgeschlossen werden.

In folgenden Fallen besteht jedoch eine klare Indikation fir
eine PNH-Testung:
e unerklarte Zytopenie in Kombination mit Himolysezeichen

e unerklarte und atypische Thrombose (trotz Antikoagula-
tion, bei Pat. < 50 Jahre, ungewohnliche Lokalisation
(Budd-Chiari-Syndrom, zerebral, mesenterial, dermal
oder subclavicular)) in Kombination mit Himolysezeichen

e Hamolytische Anamie mit negativem Coombs-Test
e Unerklarte Himoglobinurie
e Patienten mit Aplastischer Anamie

e Patienten mit Myelodysplastischem Syndrom
(insbesondere Falle mit niedrigem Risiko)

e Erwogen werden sollte eine PNH-Testung bei Patienten
mit einer Fatigue in Kombination mit Hamolysezeichen.
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Abb. 1 Pathophysiologie der PNH: Links dargestellt sind Erythrozyten mit normaler Expression des Molekiils CD59, das vor dem Angriff des Komplementsystems
schiitzt. Rechts Erythrozyten mit Verlust der CD59-Expression. Hier kommt es zu einer Aktivierung des Komplementsystems mit Bildung des Membran-Angriffs-

Komplexes (MAC) und darauf folgender Zerstérung der Zellen.
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Erldauterung des Befundes

Auch die Darstellung und Interpretation des Befundes er-
folgt nach den im Jahr 2018 aktualisierten Richtlinien. Fur
die Erythrozyten geben wir jeweils den Anteil der Zellen
ohne (Typ-I-Zellen), mit partiellem (Typ-II-Zellen) und voll-
standigem Verlust (Typ-lllI-Zellen) der Expression des GPI-
verankerten Molekiils CD59 an. Die Summe aus Typ-II- und
Typ-lll-Zellen ergibt dann die Gesamtgrof3e der GPI-defizi-
enten Erythrozytenpopulation. Fir die Leukozyten erfolgt
die Darstellung getrennt nach Monozyten und Neutrophilen
Granulozyten. Auf diesen Zellen werden jeweils drei GPI-
verankerte Molekile untersucht. Eine Unterteilung in Zellen
mit partiellem oder vollstandigem Markerverlust ist fir die-
se Zellen nicht sinnvoll. Fir jede Population wird zusatzlich
die untere Grenze des Messbereichs angegeben. So ist im
Befund nachvollziehbar, mit welcher Sensitivitat der Aus-
schluss von GPI-defizienten Zellen erfolgte.

Neben diesen numerischen Angaben enthédlt der Befund
selbstverstandlich auch Hinweise zur Interpretation des
Ergebnisses sowie Empfehlungen zu Folge- und Wiederho-
lungsuntersuchungen. Damit folgen wir den internationalen
Bemiihungen zu einer verbesserten Standardisierung der
PNH-Diagnostik, was vor dem Hintergrund der Seltenheit
dieser Erkrankung notwendig erscheint.

Material

Die Bestimmung erfolgt aus EDTA-Blut (mindestens 1 ml].
Die Probe sollte innerhalb von 24 Stunden im Labor sein.

Abrechnung

Die Untersuchung wird von der GKV (auf Uberweisung Mus-
ter 10) und der PKV Gbernommen.
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Befundinterpretation PNH-Diagnostik
PNH-Population in den Erythrozyten detektiert. PNH-Population in
den Leukozyten detektiert.

Die durchflusszytometrische Analyse zeigt eine signifikante GPI-
defiziente Population in den Erythrozyten, Monozyten und Neutro-
philen. Dieser Befund spricht fUr das Vorliegen einer paroxysmalen
néchtlichen Hdmoglobinurie. Ein méglicher Unterschied in der Gro-
Be der Populationen in Leukozyten und Erythrozyten kann durch
H&molyse oder kirzliche Transfusionen zurUckgefUhrt werden. Eine
Korrelation mit Hdmolyse-Markern und der klinischen Présentation
des Patienten ist notwendig.

Die Analyse wurde mit Antikdrpern gegen folgende Antigene
durchgefUhrt: CD45, CD15, CDé4, CD235a zur Identifikation der
Zellpopulationen; CD59, CD14, CD24, CD157 und FLAER als GPI-
verankerte Proteine.
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Untersuchung Ergebnis  Einheit Referenz- Untersuchung Ergebnis  Einheit Referenz-
bereich bereich
PNH-Diagnostik Durchflusszytom. siehe unten PNH-Diagnostik Durchflusszytom. siehe unten
Klinische Information Klinische Information
unerklarte Zytopenie in Kombination mit Hdmolysezeichen Fatigue
CD235a+Erythrozyten CD235a+Erythrozyten
Typ | (keine CD59-Defizienz) 1.60 % Typ | (keine CD59-Defizienz) 100 %
Typ Il (partielle CD59-Defizienz) 0.17 % Typ Il (partielle CD59-Defizienz) nicht nachweisb.
Typ Il (komplette CD59-Defizienz) 95.6 % Typ Il (komplette CD59-Defizienz) nicht nachweisb.
Gesamtgr.Ery.-PNH-Klon (Typll+lll)  95.8 % Gesamtgr.Ery.-PNH-Klon (Typll+lll)  nicht nachweisb.
analysierte Erythrozyten 1001555 Zellen analysierte Erythrozyten 996017  Zellen
Detektionsgrenze 0.002 % Detektfionsgrenze 0.002 %
Quantifizierungslimit 0.005 % Quantifizierungslimit 0.005 %
CDé4+ Monozyten CDé4+ Monozyten
FLAER/CD14-neg. Monozyten 97.8 % FLAER/CD14-neg. Monozyten nicht nachweisb.
FLAER/CD157-neg. Monozyten 97.7 % FLAER/CD157-neg. Monozyten nicht nachweisb.
analysierte Monozyten 20628  Zellen analysierte Monozyten 26751 Zellen
Detektfionsgrenze 0.097 % DeTelelorjsgrenz? . 0.075 %
Quantifizierungslimit 0.242 % Quantifizierungslimit 0.187 %
CD15+ Granulozyten
CD15+ Granulozyten FLAER/CD24-neg. Granulozyten  nicht nachweisb.
FLAER/CD24-neg. Granulozyten  98.1 % FLAER/CD157-neg. Granulozyten nicht nachweisb.
FLAER/_CD] 57-neg. Granulozyten  52.0 % analysierte Granulozyten 295661  Iellen
onGIyS{er‘re Granulozyten 70335 Zellen Detektionsgrenze 0.007 %
DeTekﬂopsgrenzg . 0.028 % Quantifizierungslimit 0.017 %
Quantifizierungslimit 0.071 %
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Befundinterpretation PNH-Diagnostik
Keine phd&notypische Evidenz fUr eine paroxysmale ndchtliche
H&moglobinurie (PNH).

Die durchflusszytometrische Analyse verschiedener GPIl-verankerter
Proteine auf Erythrozyten, Monozyten und Neutrophilen ergibt kei-
nen Hinweis auf das Vorliegen einer GPI-Defizienz. Dies spricht ge-
gen die Diagnose einer PNH.

Die Analyse wurde mit Antikdrpern gegen folgende Antigene
durchgefUhrt: CD45, CD15, CDé4, CD235a zur Identifikation der
Zellpopulationen; CD59, CD14, CD24, CD157 und FLAER als GPI-
verankerte Proteine.
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Abb. 2 Pathologischer Musterbefund zur PNH-Diagnostik

Abb. 3 Unauffélliger Musterbefund zur PNH-Diagnostik
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