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PNH

* Aanvalsgewijs (nachtelijk) bloedplassen als gevolg van afbraak van de rode bloedcellen.
» Zeldzame verworven aandoening, 1-2/1.000.000 nieuwe patiénten per jaar.

* Oorzaak: somatische mutatie in PIGA gen op X-chromosoom (>100 mutaties bekend).
- verstoord de vorming van glycosylfosfatidylinositol (GPI)-ankers
- geen/verminderde expressie van GPl-verankerde eiwitten op bloedcellen.

Plasma membrane
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Murakami, J Hum Gen 2025.
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GPIl-verankerde eiwitten op mature bloedcellen
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PNH

* Aanvalsgewijs (nachtelijk) bloedplassen als gevolg van afbraak van de rode bloedcellen.
» Zeldzame verworven aandoening, 1-2/1.000.000 nieuwe patiénten per jaar.

* QOorzaak: somatische mutatie in PIGA gen op X-chromosoom.
- verstoord de vorming van glycosylfosfatidylinositol (GPI)-ankers
- geen/verminderde expressie van GPl-verankerde eiwitten op bloedcellen.

Protein

e Klinische kenmerken:

* Hemolyse G'vcan[m 3
* Trombose a md[
s Been mergfalen Plasma membrane
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PNH - intravasculaire hemolyse

Classical pathway Lectin pathway Alternative pathway
(Ag/Ab complexes) (MBL) (bacteria (LPS), apoptotic/necrotic cells)
C1q binding to IgM or IgG Mannose on pathogen Spontaneous C3 hydrolysis C3(H,0)
surface Factor B
l Factor D
. Eris altijd enige
C1 esterase C1-like complex C3 initiation convertase J g ) ) )
c3 complementactivatie via
ca Factor B/D/P .
\( -)/ I\ de alternatieve route!
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Co PIG-A mutation

C5b6789 = membrane attack complex
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PNH - intravasculaire hemolyse

Classical pathway Lectin pathway Alternative pathway
(Ag/Ab complexes) (MBL) (bacteria (LPS), apoptotic/necrotic cells)
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surface Factor B
l Factor D
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C3 convertase C3 amplification convertase
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PNH - extravasculaire hemolyse

MAC

Hb
— |ntravascular
haemolysis

iC3b
- ('on'lplement “

PNH RBC activation

Macrophage

Ecul:zumab I

- Comptement .

PNH RBC activation

Extravascular
haemolysis

PNH behandeld met Eculizumab: C3 opsonisatie vindt nog steeds plaats (want geen rem via

CD55) - extravasculaire hemolyse.
- Rol voor proximale complementremmers.
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PNH - intravasculaire hemolyse

Classical pathway

Lectin pathway

(Ag/Ab complexes) (MBL)
C1q binding to IgM or IgG Mannose on pathogen
surface

C1 esterase
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Eculizumab / Ravulizumab
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Alternative pathway
(bacteria (LPS), apoptotic/necrotic cells)

Spontaneous C3 hydrolysis C3(H,0)
Factor B
Factor D

C3 initiation convertase
Q F Factor B/D/P
C3 amplification convertase

Proximal inhibitors:
Iptacopan (Factor B inhibitor)
Danicopan (Factor D inhibitor)

Pegcetacoplan (C3 inhibitor)
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C5b6789 = membrane attack complex
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PNH - indicatie flowcytometrie diagnostiek

Haemolysis
(TLDH or Treticulocyte count or Jhaptoglobin)

Coombs (-) Haemoglobinuria Renal
haemolytic or ena

A . function
anaemia haemosiderinuria dysfunctio

Bone Marrow Dysfunction

Aplastic
anaemia

With any of

the following:

* Any subtype
with evidence
of haemolysis
Hypoplastic

+ Refractory
cytopenia

Cytopenia

With any of

the following:
* Any subtype*

with evidence
of haemolysis

Refractory IDA

« Nonresponsive

to therapy

* Thrombosis

Unexplained
Thrombosis

Venous or
arterial

With any of
the following:

* Evidence of
haemolysis

* Unusual sites™
+ Any cytopenia

« Nonresponsive
to anticoagulant

Test for PNH using high-sensitivity flow cytometry performed on peripheral blood
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PNH - flowcytometrie diagnostiek

Criteria voor PNH evaluatie:

e 22 verschillende markers tegen

e 22 verschillende GPl-verankerde eiwitten of GPI zelf op
» >2 verschillende celpopulaties (niet lymfocyten)

Immuunfenotypering:
* MoAb:
* Erytrocyten: CD55, CD59
 Monocyten: CD14, CD157
* Neutrofiele granulocyten: CD24, CD157
* FLAER expressie: fluorescent pro-aerolysine (bacterieel toxine) dat GPl-ankers bindt.

ICCS/ESCCA Consensus Guidelines. Clin Cytom B. 2017.
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PNH - flowcytometrie diagnostiek

Rapportage:

 Geen PNH: GPI-geankerd eiwit+ en FLAER+

* PNH kloon aantoonbaar met verlies GPI-geankerd eiwit en FLAER-
* Geringe kloon: 0.1-1% (o.a. bij aplastische anemie)
* PNH kloon: >1%

ICCS/ESCCA Consensus Guidelines. Clin Cytom B. 2017.
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PNH rondzending 2025
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PNH rondzending 2025

* De expertwaarde is gebaseerd op de resultaten van alle deelnemers met exclusie van uitbijters.

* Erwordt geen expertwaarde vastgesteld voor methoden met een te beperkt aantal deelnemers.
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PNH 2025.1 - Erytrocyten

Ery CD59 totaal
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PNH 2025.1 - Monocyten

[Mono 64+] FLAER / CD14 ECD
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PNH 2025.1 - Granulocyten

Granulo CD24
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PNH 2025.1 - Conclusie

2025.1 A
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PNH 2025.2 - Erytrocyten

Ery CD59 totaal Ery CD59 type Il Ery CD59 type lll
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PNH 2025.2 - Monocyten

Mono CD14
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PN H 2025.2 - Granu IOCVten ) Let op CD15dim eo exclusie!
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PNH 2025.2 - Conclusie

2025.2 A

e Alleen numerieke getallen kunnen worden meegenomen in analyse.

Indien <0,1 ingevoerd dan 0,1 verwerkt in analyse.

* Eindconclusie “Geen bijzonderheden” is leidend.

GPl-neg kloon=1%
PMNH kloon aanwezig

Geen bijzonderheden
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PNH 2025.3 - Erytrocyten

Ery CD59 totaal
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[Mono 64+] FLAER 7 CD14 ECD

PNH 2025.3 - Monocyten
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PNH 2025.3 - Granulocyten

[CD15+] FLAER / CD24 APC
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PNH 2025.3 - Conclusie
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PNH kloon in erytrocyten
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Evaluatie type | vs. Il vs. Ill ery’s

* Veelal minder representatief voor totale kloongrootte dan de WBC klonen door:
 Hemolyse.
e Kloonverdunning met normale ery’s als gevolg van recente transfusies.

* Inzicht in PNH kloon type Il binnen ery’s is relevant voor beoordeling van de
effectiviteit van complementremming.

Sutherland e.a. Clin Cytom 2019; Marinov e.a. Int Lab J Hematol 2022.
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Effect Eculizumab behandeling op kloongrootte

Bescherming van PNH erytrocyten tegen MAC-vorming > toename Type Il kloon.
Initial visit: 5% PNH cells Visit 2: 19% PNH cells

Patiént: 7
* 95% PNH kloon in WBCs
* Beloop over ca 26 weken

e
4 8

~TYPE Il —LrEEn |
0.2%

CD59-PE CD59-PE

Visit 3: 48% PNH cells Visit 4: 91% PNH cells

by

CD59-FITC CD59-FITC

Dahl-Chase Diagnostic Services; Hillmen P et al. N Engl J Med 2006;355:1233-43
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Count

Count

Lastige beoordeling type | vs. Il ery’s: wat is echt?

[CD235+ ery] COS3 APC
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Lastige beoordeling type | vs. Il ery’s: wat is echt?

CD59 interpretatie wordt bemoeilijkt door:

» Recente/frequente erytrocyten transfusies.

 Hemolyse.

* Erytrocyt leeftijd: oudere mature ery’s hebben lagere CD59 expressie.
* Weinig erytropoiese in AA of andere BMF syndromen.

* Een grote PNH type Il kloon die overlapt met normale erytrocyten.

Alternatief:

* Analyse van immature erytrocyten (kernhoudend en/of reticulocyten) middels CD71:
- Niet gevoelig voor hemolyse
- Geen significante verdunning na transfusie van mature erytrocyten.

Sutherland e.a. Clin Cytom 2019; Marinov e.a. Int Lab J Hematol 2022.
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Count

Count

PNH kloon in erytrocyten: CD235* vs. CD71*

[CD235+ ery] COS3 APC
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PNH kloon in iRBC vs. PNH kloon in WBC populaties

i 2, i o
(A) Correlation between % PNH iRBCs vs % PNH Ne (B) correlation between % PNH iRBCS vs % PNH Mo

% PNH Ne
% PNH Mo

% PNH iRBCs

% PNH iRBCs

Sutherland e.a. Clin Cytom 2019; Marinov e.a. Int Lab J Hematol 2022.
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Vragen?
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