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CLINICAL BOTTOM LINE 

 
PHN is een zeldzame vorm van hemolytische anemie die een impact op kwaliteit van leven en 

mortaliteit heeft en  hoogwaarschijnlijk ondergediagnosticeerd is. PNH is frequent geassocieerd 

met AA en MDS-RA en evolutie van AA naar PNH en vise versa wordt tegenwoordig 

beschouwd als een natuurlijk proces. De screening en de opvolging van AA en MDS-RA 

patiënten naar de aanwezigheid van PNH klonen heeft een klinische en prognostische 

implicatie. Flowcytometrie is de gouden standaard in de diagnose van PNH. Multiparameter 

FLAER- gebaseerde assay op WBC (granulocyten en monocyten) wordt beschouwd als de 

beste strategie voor de diagnose van klassieke PNH en de opvolging van de grootte  van PNH 

klone. Hoog sensitieve flowcytometrische assay is nodig voor de diagnose van subklinische 

PNH en de opvolging van (zeer) kleine klonen ikv AA en MDS-RA. Flowcytometrie op RBC 

kan een bijkomende waarde hebben om type II erytrocyten te identificeren bij een gekende 

PNH patiënt. 

 

CLINICAL/DIAGNOSTIC SCENARIO 

 
Paroxysmale Nachtelijke Hemoglobinurie (PNH) is een verworven hemolytische anemie die 

gekenmerkt  is (in de klassieke vorm) door de aanvallen van intravasculaire hemolyse en 

hemoglobinurie. PNH komt het meest voor bij volwassenen tussen 30 en 50 jaar, maar de 

aandoening kan op iedere leeftijd voorkomen. Ongeveer 10% van PNH patiënten zijn jonger 

dan 21 jaar.
31

De ziekte komt iets vaker voor bij vrouwen dan bij mannen (de verhouding is 1,2 

tot 1). PNH is een zeer zeldzame ziekte, de juiste incidentie is niet bekend. In de VS is de 

incidentie geschat op 2-5 nieuwe gevallen per een miljoen inwoners, in Nederland wordt het 

ieder jaar bij 40-80 patiënten vastgesteld. Door het feit dat PNH  een zeldzame ziekte is en dat 

naast de klassieke vorm ook subklinische vormen van PNH bestaan, is de reële incidentie 

mogelijks onderschat. 

 

http://www.uzleuven.be/LAG/
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 PNH is een klonale aandoening van de multipotente hematopoiëtische  stamcel. Genetische 

mutatie van PIG-A gen (phosphatidylinositol glycan class A) gelegen op chromosoom X ligt 

aan de basis van de pathogenese. Daar het product van PIG-A gen  essentieel is voor de eerste 

stap van het  GPI- anker synthese, wordt de  laatste volledig geblokkeerd. Het gevolg ervan is 

het ontbreken van alle GPI- verankerde eiwitten die normaliter via het GPI- anker aan de 

celmembraan gebonden zijn. Een single mutatie kan klinische PNH veroorzaken, omdat zowel 

mannen als vrouwen een actief X chromosoom hebben. Er zijn veel GPI- verankerde eiwitten 

beschreven die verschillende functies hebben: enzymen, receptoren, adhesiemoleculen, 

bloedgroepantigenen. Twee GPI-verankerde eiwitten die  complementactivatie reguleren, 

namelijk CD59 en CD55, spelen een belangrijke rol in de bescherming van het celmembraan 

tegen complementgeactiveerde lysis. CD59 (“membrane inhibitor of reactive lysis”)  remt het 

lytisch complementcomplex C5-C9  door de directe interactie met “membrane attack complex” 

(MAC), terwijl CD55 (decay acceleration complex) de destructie van membraangebonden C3- 

convertase versnelt. Van de twee factoren is de CD59 de belangrijkste in de protectie tegen 

complementactivatie. Complement- geactiveerde lysis van RBC is het klinisch kenmerk van 

PNH. Daar PNH een klonale aandoening van de hematopoiëtische  multipotente stamcel is,  

zijn alle cellijnen (RBC, neutrofielen, monocyten, lymfocyten en bloedplaatjes ) aangetast. 

Afhankelijk van de expressie van het GPI- anker worden de cellen  in drie categorieën 

onderverdeeld: type I  (normale  cellen), type II (gedeeltelijke verlies van  GPI- anker) en type 

III (volledige verlies). 

PIG-A mutatie  op zich is niet voldoende om klinische ziekte te veroorzaken, nog een ander 

mechanisme is nodig om klonale selectie en klonale expansie te bevorderen. Er bestaan enkele 

hypothesen , o.a. “two step model” waarbij PIG-A- deficiënte beenmergcellen  een 

proliferatievoordeel krijgen t.o.v. PIG-A+ cellen in situaties van  immunologische schade  en 

op die manier worden geselecteerd bij een auto-immuun proces. Dat kan een frequente 

associatie van  PNH met aplastische anemie  (een auto-immune ziekte) verklaren. Andere 

onderzoekers suggereren dat PIG-A mutatie per se de GPI- deficiënte  stamcellen resistent 

maakt tegen apoptose  zodat de cellen verhoogde overlevingskansen krijgen in die ongunstige 

omstandigheden. Nog een andere verklaring is een bijkomende mutatie van de GPI- deficiënte  

stamcellen die  klonale expansie ontlokt
25

.  

Er bestaan zeldzame congenitale deficiënties van CD55 en CD59 die de symptomen van PNH 

nabootsen.  Een mutatie van het CD59 gen met als gevolg het volledig ontbreken van CD59 

leidt tot ernstige hemolyse en arteriële trombose, terwijl de mutatie in de promotor regio van 

PIG-M gen  verhoogde tromboseneiging  veroorzaakt  zonder symptomen van intravasculaire 

hemolyse. 

Klinische presentatie van klassieke PNH is gekenmerkt door  aanvallen van intravasculaire 

hemolyse en hemoglobinurie die meestal s’nachts optreden. De mogelijke verklaring is de 
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nachtelijke lichte daling van pH. Het gevolg ervan is Coombs negatieve anemie met 

hemolytische kenmerken: gestegen reticulocytose, hoog LDH, gestegen direct bilirubine, 

gedaald  haptoglobine en donkergekleurde ochtendurine. Typisch is acute exacerbatie van 

hemolytische anemie door intercurrente infecties, inflammatie, zwangerschap op de 

achtergrond van laaggradige chronische hemolyse. Pancytopenie en beenmergfalen zijn 

frequent aanwezig bij PNH patiënten. 

Andere symptomen zoals moeheid, abdominale pijn, slokdarmspasme en erectiele dysfunctie 

bij mannen zijn te wijten aan de depletie van NO, een krachtige spierrelaxater. NO wordt 

gebonden door vrijgekomen hemoglobine in de circulatie, dat een zeer hoge affiniteit voor NO 

heeft, zodat spierontspanning in gedrang komt. Ongeveer 40% van PNH patiënten hebben de 

symptomen van veneuze trombose met ongewone lokalisatie: veneuze sinussen, hepatische en 

mesenteriale venen, Budd- Chiari syndroom. Het juiste mechanisme van tromboseneiging  is 

nog niet opgehelderd, maar de mogelijke pathologische momenten zijn: bloedplaatjesaggregatie 

door NO depletie en vrijkomen van de microvesikels met sterke procoagulante potentiaal, 

overproductie van de weefselfactor door complementactivatie  en gestoorde fibrinolysis door 

het ontbreken van de GPI- verankerde urokinasereceptor (CD87). 

Diagnostische testen kunnen in 4 groepen ingedeeld worden: 

1. Complement-gebaseerde testen 

2. Immunologische testen: GCT 

3. Flowcytometrie 

4. Moleculair onderzoek: detectie van PIG-A mutatie. 

Complement- gebaseerde testen, Ham test en sucrose lysis test, zijn de laatste tijd in onbruik 

geraakt door lage sensitiviteit (de detectielimit is 4.2-5% van PNH klone). Bovendien zijn de 

testen niet specifiek. Ham test kan vals positief zijn bij dyserytropoïetische anemie en sucrose 

lysis test – bij megaloblastische anemie of auto-immune HA. 

“Sephacryl gel card techniques” (GCT) is gebaseerd op het principe van hemagglutinatie na 

antigeen- antistof reactie. De sensitiviteit van deze test is 2-10%  en is vergelijkbaar met die 

van complement- gebaseerde testen. GCT is geen kwantitatieve test, niet betrouwbaar voor de 

detectie van kleine klonen en detecteert niet GPI- deficiënte granulocyten. 

Flowcytometrie is een snelle en zeer sensitieve  methode , wordt beschouwd als een gouden 

standaard in de diagnose van PNH.  

Moleculaire diagnose ( detectie van PIG-A mutatie) wordt gebruikt in de research setting  en is 

momenteel niet aanbevolen voor de routine diagnose. 

Een vooruitgang in de behandeling van de patiënten met klassieke PNH is de ontwikkeling van 

eculizimab, een remmer van complementactivatie. Eculizimab verlengt de overlevingsduur van 

GPI- deficiënte RBC met als gevolg een afname van de transfusienood en verbetering van de 

kwaliteit van leven. 
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QUESTION(S) 

 

1. Wat zijn de klinische indicaties voor PNH testing? 

 

2. Wat is de reden voor PNH diagnostiek in UZ Leuven? 

 

3. Flowcytometrische PNH analyse van RBC: wanneer geïndiceerd? Of 

volstaat analyse van granulocyten/ monocyten? 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       
 

SEARCH TERMS 

 

 

1) MeSH Database (PubMed): MeSH term:  

2) PubMed Clinical Queries (from 1966; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi): 

Systematic Reviews; Clinical Queries using Research Methodology Filters (diagnosis 

+ specific, diagnosis + sensitive, prognosis + specific) 

3) Pubmed (Medline; from 1966), SUMSearch (http://sumsearch.uthscsa.edu/), 

National Guideline Clearinghouse (http://www.ngc.org/), Institute for Clinical Systems 

Improvement (http://www.icsi.org), The National Institute for Clinical Excellence 

(http://www.nice.org.uk/), Cochrane (http://www.update-software.com/cochrane, Health 

Technology Assessment Database (http://www.york.ac.uk/inst/crd/htahp.htm) 

4) National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS; 

http://www.nccls.org/), International Federation of Clinical Chemistry (IFCC; 

http://www.ifcc.org/ifcc.asp), American Diabetes Association (ADA; 

http://www.diabetes.org/home.jsp), National Diabetes Information Clearinghouse 

(NDIC; http://diabetes.niddk.nih.gov/), Westgard QC (http://www.westgard.com), 

Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA; http://www.cms.hhs.gov/clia/) 

5) UpToDate Online version 12.2 (2004) 
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APPRAISAL 

 

I. Wat zijn de klinische indicaties voor PNH screening? 
 

PNH is frequent geassocieerd met beenmergfalen ( aplastische anemie (AA) en hypoplastisch 

MDS), bovendien evolueert een significant aantal van PNH patiënten naar AA en vice versa. 

Dit leidt  tot verwarring in de subclassificatie en in de therapeutische aanpak van PNH 

patiënten. Om deze problematiek op punt te stellen heeft de International PNH  Interest Group 

guidelines voor diagnose en management van PNH  opgesteld (2005)
31

. 

De guidelines bevatten ook de classificatie van PNH, waarin drie afzonderlijke subcategorieën 

van PNH zijn afgelijnd : 

1. Klassieke PNH. 

Patiënten met klassieke PNH  hebben klinische en biochemische evidentie van 

hemolyse en normale (of bijna normale)  beenmergmorfologie met reactieve erytroïde  

hyperplasie. 

2. PNH in het kader van andere beenmergpathologie. 

 Naast de klinische en biochemische evidentie van hemolyse hebben de patiënten  

concomittant of voorafgaand  beenmergfalen (aplastische anemie, MDS of 

myelofibrose). Het vinden van cytogenetische afwijkingen kan bijdragen tot de 

diagnose (abnormaliteiten van chromosoom 5q, 7, 20q geassocieerd met MDS). 

3. Subklinische PNH (PNH-sc)  

Patiënten met subklinische PNH hebben geen symptomen van hemolyse. PNH-sc is 

geassocieerd met beenmergfalen (aplastische anemie en MDS, meestal type refractaire 

anemie). PNH klonen zijn zeer klein en kunnen enkel gedetecteerd worden  door  hoog 

sensitieve flowcytometrie. 

 

Door het feit dat naast de klassieke vorm ook subklinische vormen van PNH bestaan en dat 

niet alle artsen er beducht op zijn, wordt PNH  waarschijnlijk ondergediagnosticeerd.  

 De  International PNH  Interest Group heeft in zijn guidelines voorstellen gedaan om 

  bepaalde categorieën van patiënten te screenen worden naar  PNH.( zie bijlage tabel 1) 

1. Alle patiënten met onverklaarde hemoglobinurie  en/of Coombs negatieve hemolytische 

anemie (HA), zeker bij afwezigheid van RBC abnormaliteiten ( fragmentocyten, sferocyten, 

sikkelcellen…) en in associatie met ijzerdeficiëntie moeten gescreend worden naar de 

aanwezigheid van klassieke PNH. Deze patiënten hebben meestal grote PNH klonen en hoog 

LDH. In de afwezigheid van gestegen LDH of bij Coombs positieve HA is screening naar 

PNH niet aangewezen. 
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Regelmatige opvolging  van de patiënten  met klassieke PNH is strikt noodzakelijk om 

verschillende redenen: 1) evolutie van de PNH klone (grootte) opvolging, 2) evaluatie van 

therapierespons aan eculizimab, 3) investigatie van veranderingen in hematologische 

parameters, 4) bij de stijgende transfusienood. De aanbevolen frequentie van monitoring is 

jaarlijks, maar enkele auteurs raden frequentere opvolging aan. Volgens Richards et al.
29

 

moeten alle nieuwe patiënten met grote  klonen (> 90%) initieel na 6 maanden geëvalueerd 

worden en vervolgens jaarlijks. Maar  elke verandering van hematologische parameters 

verantwoordt een dringende reëvaluatie. 

 

2. Patiënten met veneuze trombose op ongewone plaatsen ( abdominale, hepatische, 

mesenteriële, cerebrale en cutane venen) zeker in associatie met cytopenie en/of 

intravasculaire hemolyse. Volgens recente studies is de probabiliteit van trombose direct 

gerelateerd aan de grootte van de PNH klone. In de studie van Hall et al.
23

 werd het risico op 

trombose bij patiënten met een  PNH klone  > 50%  als 44%/10 jaar gedefinieerd versus 

5.8%/10 jaar bij patiënten met een PNH klone < 50%. De door Moyo et al. 
22 

berekende odds 

ratio was 1.64 op elke 10% stijging van PNH klone. Routine screening van alle patiënten met 

veneuze trombose is niet aangeraden. 

De jaarlijkse opvolging van PNH patiënten met trombose is belangrijk voor het therapeutisch 

beleid in verband met profylactisch gebruik van anticoagulantia. 

Patiënten met onverklaarde trombose en hemolyse of hemoglobinurie bij wie  geen PNH 

klonen gedetecteerd  werden, moeten niet gereëvalueerd worden.
7 

 

3. Patiënten met recurrente abdominale pijn, dysfagie of odynofagie in associatie met 

cytopenie en/of intravasculaire hemolyse. Deze symptomen kunnen als initiële presentatie 

aanwezig zijn bij 10% van PNH patiënten. 

 

4. Alle patiënten met aplastische anemie (AA) of MDS-RA (refractaire anemie) ongeacht de 

aanwezigheid van hemolyse moeten gescreend worden  naar de aanwezigheid van 

subklinische PNH.   

De evolutie van een subpopulatie van patiënten met AA naar PNH  (en vice versa) wordt 

tegenwoordig beschouwd als een natuurlijke proces, gezien de nauwe relatie tussen de 

pathogenese van beide entiteiten. Volgens de verschillende artikels worden PNH klonen 

gedetecteerd bij 32-68% van patiënten met AA en 12.8-23% van patiënten met MDS
2
. 

 In de jaren tachtig werd het risico van evolutie van AA naar PNH  als 13% / 7jaar 

gerapporteerd. In de recente studie van Y. Li et al.
2
 hebben de auteurs  802 patiënten met AA 

geëvalueerd (jan.1991-dec. 2007). De incidentie van PNH bij AA patiënten werd geschat als  
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2.1% /5 jaar of 2.9% /10 jaar. Volgens dezelfde studie evolueren ongeveer 4.2% van de AA 

patiënten met kleine PNH klonen naar symptomatische PNH.  

De meeste studies bij AA patiënten  met kleine PNH klonen hebben aangetoond dat de 

aanwezigheid van kleine PNH klonen geassocieerd is met een betere respons aan 

immunosuppressieve  therapie en een betere prognose.
18,21,24

   

De prognostische  waarde van kleine PNH klonen bij AA patiënten blijft echter voorlopig 

controversieel. Een  prospectieve studie van N. Yoshida et al.
17 

op 103 Japanse kinderen met 

AA  heeft geen significante respons op immunosuppessieve therapie bij de patiënten met 

kleine PNH klonen getoond. Als mogelijke verklaring suggereren de auteurs een ander 

pathofysiologisch mechanisme van kleine PNH klonen bij kinderen met AA. Een andere 

studie van P. Scheinberg et al.
16 

op 316 volwassen patiënten met ernstige AA toonde dat de 

aanwezigheid van kleine PNH klonen geen predictieve waarde had voor de respons aan 

immunosuppressiva.  

Ondanks deze bevindingen is de screening en regelmatige opvolging van alle AA patiënten  al 

dan niet  met  PNH klonen aangeraden door de International PNH  Interest Group. Redenen 

hiervoor  zijn: 1) het verschijnen van een de novo klone in een initieel PNH negatieve patiënt 

2) snelle groei van de klone met evolutie naar klassieke PNH. Het verdwijnen van PNH klone 

kan ook een indicator zijn van geslaagde stamceltransplantatie
1
. De frequentie van de 

opvolging is niet gespecificeerd in de guidelines, andere auteurs, bvb Richards et al., raden 

een driemaandelijkse monitoring in de eerste 2 jaar aan
29

.  

Te noteren: de detectie van een kleine PNH klone op granulocyten, zelfs bij patiënten met 

hemolyse,  kan niet beschouwd worden als een teken van klassieke PNH, er moet dan gezocht 

worden naar andere oorzaken van hemolyse
7
. 

De aanwezigheid en de betekenis van kleine PNH klonen bij MDS  patiënten werd in een 

aantal klinische studies bestudeerd en de resultaten ervan stemden niet overeen. De associatie  

van  PNH-sc met MDS-RA is  het meest bestudeerd.  De diagnose van RA is het meest 

ambiguous gezien het laag percentage blasten en enkele patiënten met lichte morfologische 

afwijkingen worden waarschijnlijk misdiagnosticeerd als  MDS-RA ondanks het feit dat 

immuune mechanisme van de pathogenese gelijkaardig is aan die van typische AA
21

.  

In een studie van H.Wang et al.
24

 werden 164 MDS patiënten geëvalueerd, waarvan 119 

patiënten met RA. De auteurs hebben sensitieve flowcytometie gebruikt om de PNH + 

granulocyten en RBC met CD55/CD59 assay  te detecteren (telkens op 100 000 cellen). De 

achtergrond van PNH
+
 cellen in gezonde mensen (68 stalen) werd als 1-2 op 100 000 cellen 

bepaald. Op de basis van deze bevinding werd de aanwezigheid van meer dan 0.003% GPI- 

deficiënte granulocyten en RBC  arbitrair gedefinieerd als een PNH klone. Dit laag percentage 

werd echter als niet significant beschouwd in vorige studies.  Een significante stijging van 
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PNH klone werd gedetecteerd in 17.9% RA patiënten en nooit in andere subgroepen van 

MDS, namelijk RARS, RAEB-1 of RAEB-2. Het percentage van PNH klone varieerde tussen 

0.003-2.41% en was  <1% in 81% van de gevallen. Alle stalen met een  PNH klone < 0.01% 

werden gereëvalueerd  binnen een maand en de resultaten waren concordant. PNH+ RA 

patiënten hadden duidelijke morfologische en klinische bijzonderheden in vergelijking met 

PNH negatieve RA  patiënten: minder uitgesproken morfologische  afwijkingen, lager 

percentage met afwijkend  karyotype (4.8% vs 32.8%), geen progressie naar AML (0% vs 

6.2%), hogere probabiliteit van respons aan cyclosporine (77.8% vs 0%). ( zie  tabel 

hieronder) 

 

Table. Clinical features of PNH
+
  and  PNH

-
  patients 

 
                                                                             PNH

+ 
 RA                PNH

- 
RA                        P 

 
Incidence of karyotypic abnormatities (%)                         1 of 21 (4.8)              21 of 64 (32.8)                  0.01* 

Neutrophils with the pseudo-Pelger-Hüet 

anomaly, % (range)                                                             2.0 (0-35.0)                6.0 (0.5-45.2)                   0.02† 

Platelet count, 10
9
/L                                                            31 (4-121)                  91 (9-126)                        0.01† 

Incidence of  HLA-DR 15 (DRB1*1501 

and DRB1*1502) (%)                                                         19 of  21 (90.5)          5 of  27 (18.5)                  < 0.001* 

Response to cyclosporine therapy (%)                                7 of  9 (77.8)              0 of 8 (0)                         0.002* 

Progression to advanced MDS or AML (%)                       0 of 21 (0)                  4 of 65 (6.2)                    0.57* 

 
  Progression to advanced disease was observed for 2.5 years. 

* Ficher exact test,  † Mann- Whitney U test 

  H. Wang, T. Chuhjo, Blood, 2002; 100: 3897-3902. 
 

 

De resultaten van deze studie komen overeen met die van Sa.A. Wang et al.
13

De auteurs 

hebben in hun studie 110 MDS patiënten geëvalueerd  waarvan 17 patiënten met RA. Zoals in 

de bovengenoemde studie werd sensitieve flowcytometrie gebruikt ( op 100 000 cellen). PNH 

klonen werden met CD55/CD59 en CD66b/CD16  op granulocyten bepaald en de cut-off  was 

als 0.01% gedefinieerd. Aerolysin assay werd gebruikt voor de confirmatie: herhaling van 

flowcytometrie na 1 uur incubatie van het staal met aerolysin die enkel normale cellen lyseert 

(PNH+ cellen zijn resistent aan aerolysin). De PNH+ granulocyten werden gedetecteerd in 

9/110 MDS  patiënten: 20% van de patiënten met 5q- syndroom, 35% van de RA patiënten en 

5% van de patiënten met refractaire cytopenie met multiliniaire dysplasie (RCMD). Geen 

enkele patiënt met RARS, RCMD-RS of MDS-U had een PHN klone . Bovendien hadden de 

PNH+ MDS patiënten een lagere beenmerg cellulariteit en blasten percentage,  minder 

frequent cytogenetische afwijkingen en geen progressie naar AML binnen de follow-up van 

19 maanden. ( zie tabel hieronder). 

 De nadelen van deze studie zijn: 1)het gebruik van aerolysin methode  (geen standaard 

methode)  ipv moleculaire confirmatie van PIG-A mutatie en 2)de afwezigheid van de 

gegevens over de correlatie met de klinische uitkomst. 
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Sa A. Wang O. Pozdnyakova Haematologica, 2009; 94(1): 29-37 

 

 De aanwezigheid van kleine PNH klonen in andere subcategorieën van MDS werd recent 

gerapporteerd in een gelimiteerd aantal studies. G. Kaiafa et al.
19 

hebben de stalen van 90 

MDS patiënten geanalyseerd met  CD55/CD59 assay op de granulocyten (cut-off  is niet 

vermeld). PNH klonen werden gedetecteerd in 15.5% MDS patiënten, waarvan in een 

significant aantal CMML patiënten en ook in andere subtypen van MDS met slechtere 

prognose (RAEB en RAEB-t). Te noteren is dat PNH klonen ook in 2.8% van gezonde mensen 

werden gedetecteerd. Het nadeel van die bovengenoemde studies is de bepaling van PNH 

klonen zonder het gebruik van FLAER- de meest sensitieve merker voor PNH testing. ( zal 

verder besproken worden) 

Recent werd een  multicentrische“EXPLORE” studie uitgevoerd op 5.212 patiënten 

(EXamination of PNH bij Level Of CD59 on REd  and white blood cells in patients with AA, 

MDS  or other bone marrow failure syndromes).
26

 PNH klonen werden bepaald met CD59 

assay op RBC en de combinatie FLAER/CD24/CD14  op WBC, de cut-off  was als 0.01% 

gedefinieerd . Deze studie toonde de aanwezigheid van  PNH klonen van > 1%  in 1.2% van 

de MDS patiënten  (alle subtypen) en in 4.6% van patiënten met andere syndromen van 

beenmergfalen. 

Kortom, de meeste studies zijn akkoord dat refractaire anemie het meest frequente subtype 

van MDS  is dat geassocieerd is met klonale expansie van PNH en een betere prognose. De 

prognostische waarde van kleine klonen in andere subtypes van MDS en andere 
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beenmergfalen syndromen (oa myelofibrose) dient verder onderzocht te worden in 

prospectieve studies.  

Routine screening van patiënten met andere subtypes van MDS of patiënten met andere  

myelopathieën (oa myelofibrose) zonder klinische of biochemische evidentie van hemolyse is 

voorlopig niet aangewezen door de International PNH  Interest Group. 

Progressie van RA naar klassieke PNH is nog niet beschreven, maar opvolging  is toch 

aangewezen in de guidelines gezien de moeilijkheden in de onderscheiding tussen deze 

entiteit  en AA. De opvolging van andere subtypes van MDS of MDS/MPD patiënten  met 

kleine PNH klonen is niet aangewezen in de klinische praktijk ( enkel in research settings) 

daar de mogelijkheid van progressie naar klassieke PNH quasi onbestaande is. 

 

II. Wat is de reden voor PNH diagnostiek in UZ Leuven? 

 

In het labo van UZ Leuven zijn in de periode van januari 2010 tem. december 2011  174 

flowcytometrische PNH testen uitgevoerd (totaal 150 patiënten). De meeste aanvragen (62%) 

kwamen van de dienst hematologie kwamen,  14% van de testen werd gevraagd door   niet- 

hematologische diensten en 24% van de aanvragen waren extern.  

We hebben nagegaan wat de klinische triggers zijn om de PNH screening aan te vragen.  

De voornaamste redenen waren: hemolytische anemie (19.7%), onverklaarde trombose op 

ongewone plaatsen, voornamelijk van abdominale venen (16.2%), beenmerg hypo- of aplasie 

(14.5%), anemie zonder hemolyse (12%), MDS (11.1%), pancytopenie met normale 

beenmerg cellulariteit (9.4%), auto- immune hemolytische anemie (7.7%) en andere redenen 

(7.7%). ( zie bijlage tabel 2 en 3) 

Tijdens diezelfde periode in 2010-2011 werden 65 nieuwe MDS diagnoses gesteld, waarvan 

21 RA/RCMD;  beenmerghypoplasie of  -aplasie werd bij 9 patiënten gediagnosticeerd. We 

hebben alle nieuwe gevallen van MDS en AA geanalyseerd om na te gaan hoe vaak PNH 

testen  bij die patiënten gevraagd werden.  Deze analyse toonde dat slechts 6/65 nieuwe MDS 

patiënten voor PNH gescreend werden, waarvan geen enkele patiënt met RA/RCMD. De 

situatie was beter bij de nieuwe AA patiënten:  in de 6 van 9 patiënten werd PNH screening 

uitgevoerd.( zie bijlage tabel 4) Deze bevindingen ondersteunen het vermoeden dat 

subklinische PNH hoogwaarschijnlijk  onderdiagnosticeerd blijft. 

Van de 174 uitgevoerde PNH analysen waren 24 testen (14 patiënten) positief. Van de 14 

patiënten met een positieve PNH test, hadden 11  patiënten (78.6%)  aplastische anemie en 

pancytopenie, 2 patiënten ( 14.3%) pancytopenie met normale beenmergmorfologie ( waarvan 

één met klassieke PNH en de andere met een zeer kleine klone) en 1 patiënt (7.1%) had 

bicytopenie met normale beenmergmorfologie en klassieke PNH. Van de 11 PNH
+
 AA 
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patiënten waren er 6 patiënten met kleine klonen (0.3-7%) die geen  hemolyse vertoonden, 

terwijl de 5 patiënten met grote(re) klonen (23-98%) tekens van chronische laaggradige tot 

sterke hemolyse hadden. Bij één patiënt met pancytopenie en sepsis werd een zeer kleine 

klone (0.13%) gedetecteerd. Deze patiënt had normale beenmergmorfologie en  verdere 

reëvaluatie gaf een negatief resultaat. ( zie bijlage tabel 5) 

Het vinden van pancytopenie en hypoplastisch beenmerg bij de meeste patiënten met PNH 

klone stemt overeen met de literatuurgegevens over de frequente associatie van PNH met 

aplastische anemie. Tot nu toe hebben we geen PNH klonen gevonden bij MDS patiënten. 

Maar het aantal van geteste MDS patiënten (13/2jaar) is laag om een conclusie te trekken. 

 

III. Flowcytometrische PNH analyse van RBC: wanneer geïndiceerd? Of volstaat 

analyse van granulocyten/ monocyten? 

 

Flowcytometrische diagnose van PNH (algemeen). 

PNH is een chronische ziekte die jaren persisteert en grote impact heeft op de kwaliteit van 

leven en  mortaliteit. Daarom is de correcte diagnose zeer belangrijk voor een effectieve 

management van de patiënt. 

Flowcytometrie is een  sensitieve  en specifieke methode die tegenwoordig als een gouden 

standaard in de diagnose van PNH wordt beschouwd. Daar PNH een zeldzame ziekte is en 

relatief  infrequent wordt getest, verschilt de aanpak in de detectie van PNH klonen significant 

tussen de laboratoria.  

Historisch werd de eerste flowcytometrische detectie van PNH klonen  uitgevoerd op RBC met 

2 merkers: CD55 en CD59. Maar de bepaling van PNH klonen op RBC is beïnvloed door 

transfusie en/of hemolyse en daarom is de  juiste grootte van PNH klone moeilijk  in te 

schatten. Om die reden wordt WBC assay  beschouwd als de beste methode voor de evaluatie 

van de grootte van PNH klone. Lymfocyten zijn niet geschikt omwille van lange life span en 

variabele expressie van GPI- verankerde eiwitten. Granulocyten en monocyten zijn de meest 

geschikte cellijnen. Detectie van PNH klonen op twee cellijnen, monocyten en granulocyten, is 

per se niet noodzakelijk
7
, maar het testen van 2 cellijnen biedt  bijkomende voordelen  bij 

neutropenie of in zeldzame gevallen wanneer enkel granulocyten GPI- deficiënt zijn
10

. Dus, 

simultane testen van 2 cellijnen verhoogd de betrouwbaarheid van de diagnose en wordt 

tegenwoordig aanvaard als de beste strategie
7
. 

Er zijn tal van merkers die gebruikt worden voor de diagnose van PNH. De meest frequent 

gebruikte zijn:  CD55 en CD59 op RBC en WBC (historisch); CD16, CD24, CD66b op 

granulocyten; CD14 op monocyten. Andere merkers, zoals  CD48 en CD157, kunnen ook 

gebruikt worden op WBC, maar de ervaring hierrmee te werken is beperkt. 
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Iedere  merker heeft zijn voor- en nadelen. CD55 en CD59 geven een minder goed onderscheid 

tussen positieve en negatieve populaties, ze hebben grotere variatiecoëfficiënt  en detecteren 

kleinere klonen dan CD16 of CD66b. CD16 is afwezig op eosinofielen en kan ook gemist 

worden in geval van myelodysplasie. Bovendien bestaan er polymorfe varianten van CD16 

waardoor  is de herkenning door enkele anti-CD16 onmogelijk is. CD14 is afwezig op onrijpe 

monocyten en dendritische cellen en daarom is zijn waarde in de detectie van kleine klonen 

beperkt. Om de bovengenoemde redenen moet iedere cellijn altijd met 2 merkers geanalyseerd 

worden. 

Een alternatieve nieuwe merker is recent ontwikkeld: zogenaamde FLAER, een fluorochroom- 

geconjugeerde derivaat van het bacteriële  toxine, aerolysine. Aerolysine bindt zich aan GPI- 

anker van normale cellen waardoor de cel gelyseerd wordt. PNH cellen, die GPI- anker missen, 

worden gespaard. FLAER bindt zich aan GPI- anker van normale cellen, maar lyseert de cellen 

niet zodat de PNH cellen en normale cellen (positieve en negatieve populaties)  van elkaar 

gescheiden kunnen worden. Verschillende studies hebben bewezen dat FLAER de meest 

sensitieve merker is voor de detectie van PNH klonen. R. Sutherland et al.
10

 hebben in hun 

studie op meer dan 500 stalen (nov 2005-dec 2009) de accuraatheid  van de detectie van PNH 

klonen met FLAER op monocyten en granulocyten vergeleken met de traditionele CD59-

gebaseerde methode op RBC. In deze studie detecteerde FLAER PNH klonen in 11.8% van de 

stalen, terwijl de CD59 assay PNH klonen detecteerde in enkel 6.2%. Opmerkelijk was dat 

zowel in monocytaire als in granulocytaire cellijnen het percentage van PNH cellen 

vergelijkbaar was, terwijl de CD59 assay op RBC altijd kleinere klonen toonde. De voordelen 

van FLAER tov  CD55/CD59 assay op RBC zijn: betere sensitiviteit  (0.5-1% versus 3%), 

betere accuraatheid  in de detectie vande  juiste grootte van PNH klonen ( geen invloed van 

hemolyse en/of  transfusie) en minder vals positieve resultaten
10

. In een andere studie was de 

onderste limit van betrouwbare detectie van PNH klonen met FLAER als 0.1% bepaald.
6 

Omwille van directe binding aan het GPI- anker is de FLAER assay minder gevoelig aan de 

maturatie status van de WBC. Om deze reden is FLAER nuttig in gevallen wanneer de 

expressie van GPI- verankerde eiwitten  verminderd is: MDS, aanwezigheid van immature 

cellen in het perifeer bloed, in post- stamceltransplantatie patiënten en bij systemische 

inflammatie 
6
. FLAER is niet geschikt voor de detectie van PNH op erytrocyten. Enkele studies 

hebben het gebruik van andere merkers in vraag gestelden adviseren FLAER als single merker 

voor de detectie van PNH klonen op mono- en granulocyten
6
. Maar de combinatie van FLAER 

met een andere GPI- specifieke merker (multiparameter FLAER- gebaseerde assay ) wordt 

tegenwoordig beschouwd als de optimale strategie. 

         Tot voor kort bestonden  er geen algemeen aanvaarde guidelines of aanbevelingen  

betreffende de keuze van monoklonale antistoffen , de “gating” strategie en de staalpreparaties. 

Meerdere laboratoria hebben hun eigen procedures opgesteld voor de diagnose van PNH en 
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gepubliceerde gegevens over de directe vergelijking van deze methoden zijn zeer schaars. Het 

gebruik van een antistof/combinatie werd grotendeels bepaald door de individuele keuze van 

het labo en door de gewoonte ermee te werken. Uit de analyse van EQC is gebleken dat zowel 

vals positieve als vals negatieve resultaten geen uitzondering waren. Kortom, er bestaat een 

dringende noodzaak voor een consensus over de flowcytometrische diagnose van PNH. 

Om dit probleem op te lossen  heeft Clinical Cytometry Society Annual Scientific Meeting in 

Portland, Oregon  (2008) de consensus guidelines opgericht
7
. Alhoewel de aanbevelingen  

evidence gebaseerd zijn, berust dit document ook op de collectieve ervaring van de 

participanten en op enkele niet-gepubliceerde gegevens dat bepaalde procedures of reagentia 

beter zijn dan anderen. 

De algemene principes van staal conditionering zijn opgesomd in tabel 6 (zie bijlage). 

Het staal van keuze voor flowcytometrie is perifeer bloed (EDTA of heparine). Beenmerg is 

weinig geschikt door de aanwezigheid van immature  cellen met verminderde expressie van 

GPI- verankerde eiwitten waardoor een moeilijke interpretatie. De  test moet uitgevoerd 

worden op WBC  binnen 24-48 uur na bloedafname en binnen 48 uur op RBC (bij bewaring in 

de koelkast is de RBC assay mogelijk tot 7 dagen na bloedafname). 

Het doel van de flowcytometrie is de detectie van PNH klone, de bepaling van het percentage  

(grootte) van PNH klone en de detectie van type II PNH cellen (op erytrocyten). 

In de guidelines zijn twee methoden (routine methode en hoog sensitieve methode) apart 

beschreven. 

Routine methode op WBC. 

De routine methode is bruikbaar voor de detectie  van grote PNH klonen ikv  klassieke PNH. 

Zoals vroeger gezegd, zijn WBC (granulocyten en monocyten) de meest geschikte cellen voor 

de bepaling van de grootte van PNH klone. Collectie van 5 000- 10 000 cellen is voldoende 

voor de detectie van een PNH klone van 1%; voor de monocyten is een lagere aantal cellen 

aanvaardbaar. “Stain-then-lyse” procedure van staalvoorbereiding  is het meest aangeraden, 

want “light scatter” parameters zijn beter bewaard dan wanneer het staal eerst gelyseerd en 

vervolgens gekleurd wordt. 

“Gating” is  zelden een probleem bij de routine analyse. Bij de grote klonen is de gating met  

SSC/FSC of  SSC/CD45 meestal voldoende om granulocyten en monocyten te identificeren. 

Maar in geval van  monocytopenie of MDS (hypogranulatie van neutrofielen) zijn andere 

lineage specifieke  merkers ( CD15, CD33 op granulocyten; CD64, CD33, CD163 op 

monocyten)  noodzakelijk om de twee cellijnen van elkaar  te scheiden. Andere factoren die de 

gating en de interpretatie bemoeilijken zijn: > 48 uur oud  staal (aspecifieke binding van 

antistoffen), aanwezigheid van immature cellen met zwakke(re) expressie van GPI- verankerde 

eiwitten en granulocytopenie met relatief verhoogd aantal eosinofielen.
13
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Specifieke merkers. 

In de routine analyse is het mogelijk  FLAER te gebruiken als een single merker, maar in de 

meeste gevallen wordt het gebruik van 2 merkers beschouwd als de beste strategie ( figuur A). 

De mogelijke combinaties zijn: FLAER/CD24, FLAER/CD66b, FLAER/CD16 op 

granulocyten; FLAER/CD14 op monocyten. De combinatie van CD55/CD59 op WBC is niet 

meer aanbevolen in de consensus guidelines. 

PNH klonen,bepaald op granulocyten en monocyten, zijn meestal vergelijkbaar; soms zijn PNH 

klonen op monocyten groter en de betekenis ervan is niet bekend. Als regel zijn PNH klonen op 

WBC altijd groter dan de klonen die op RBC zijn bepaald. ( zie figuur A en B) 

 

A. Dot plot: FLAER/CD24-PE assay op granulocyten (PNH klone 54.5%). B. Single color histogram (dezelfde patient): 
CD59-PE assay op RBC (PNH klone 6%) 

Guidelines for the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and related disordes bij flow 

cytometry.  M.J. Borowitz, F.E. Craig, Cytometry Part B (Clinical Cytometry), 2010; 788: 211-230. 

 

Occasioneel kan type II granulocyten  gedetecteerd worden met FLAER, maar de betekenis van 

deze cellen is niet bekend. (zie figuur C) De totaal PNH klone is een som van type II en type III 

cellen. 

 

 

  
 

C. FLAER/CD24 assay op granulocyten. ( type II PNH 6.1%, type III PNH 54.8%, totaal klone 60.9%) 

Guidelines for the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and related disordes bij flow 

cytometry.  M.J. Borowitz, F.E. Craig, Cytometry Part B (Clinical Cytometry), 2010; 788: 211-230. 
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Routine methode op RBC. 

RBC assay als enige methode is niet aanbevolen door de invloed van transfusie of hemolyse op 

grootte van de PNH klone. Bvb, een significante PNH klone op RBC is nooit gezien zonder 

detecteerbare klone op WBC. Maar het testen van RBC is belangrijk om 2 redenen: 1) detectie 

van type II erytrocyten 2) vergelijken van de grootte van PNH klone op RBC en WBC.
1,10,29,31

 

Identificatie van type II RBC heeft een klinisch belang omdat deze cellen meer resistent  zijn 

aan hemolyse. Bvb, een patiënt met een grote  populatie van type II PNH cellen heeft  weinig 

hemolyse en geen transfusienood in vergelijking met een andere patiënt die hetzelfde 

percentage van type III PNH cellen heeft
32

. 

 

 

 

 

Management of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria in the era of complement inhibitory therapy. 

C. J. Parker, Hematology, 2011: 21-29. 

 

RBC analyse en interpretatie van CD59/CD55 expressie is een meer complexe probleem. 

De procedure van staalvoorbereiding heeft enkele bijzonderheden: geen lysestap, zorgvuldige 

wasbeurt na de kleuring en de procedures om agglutinatie van RBC te vermijden (zie 

hieronder). 

Collectie van 5 000 cellen is voldoende voor de detectie van een PNH klone van 1%.  SSC/FSC 

kan gebruik worden voor de identificatie van RBC. Een lineage specifieke merker, glycoforine 

A (CD235a), helpt de populatie van RBC te onderscheiden van andere cellijnen en debris. De 

concentratie van glycoforine A op erytrocyten is zeer hoog, daarom kan het gebruik van 

gesatureerde  concentraties van CD235a de agglutinatie teweegbrengen. De agglutinatie is 

meestal sterker met CD235a-PE dan met CD235a-FITC en hogere diluties  dan bij 

flowcytometrie op het beenmerg zijn nodig om aggregatie te vermijden 
7,10

. Volgens de 

guidelines is het niet mogelijk een specifieke concentratie te adviseren. Elk labo moet de 

gekozen klone van het antistof  en het gekozen fluorochroom evalueren om de optimale 
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concentratie uit te vinden, waarbij een acceptabel positieve signaal aanwezig is zonder 

agglutinatie van RBC.  

Specifieke merkers. 

CD59 en CD55 zijn twee merkers die worden gebruikt om PNH klonen op RBC op te sporen. 

De expressie van CD59 op RBC is hoog, daarom heeft de combinatie van deze merker met 

verschillende fluorochromen een behoorlijke detectie van PNH klonen. Toch, zijn enkele CD59 

klonen superieur dan andere in de scheiding van type II en type III cellen (niet gespecificeerd in 

de guidelines). De expressie van CD55 is zwakker en de scheiding van type II en type III cellen 

is onaanvaardbaar. (zie hieronder) De bijkomende waarde van deze merker in de routine 

analyse blijft controversieel en het gebruik van CD55 alleen is niet aanbevolen. Indien het 

wordt gebruikt, gaat de voorkeur naar CD55-PE
7
.  

 

  

Links. CD59-PE assay op RBC: type II cellen 71.3%, type III cellen 11.9%. Rechts. CD55-PE assay op RBC (hetzelfde staal): 

enkel type III cellen 86.2%. 

 Guidelines for the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and related disordes bij flow 

 cytometry.  M.J. Borowitz, F.E. Craig, Cytometry Part B (Clinical Cytometry), 2010; 788: 211-230. 

 

 

 

Bij meerkleuren analyse (meerdere merkers in één tube) is de titratie van antistoffen essentieel 

om de agglutinatie te minimaliseren. Het labo moet kiezen voor zo laag mogelijk concentraties  

van antistoffen met een acceptabele ratio van positieve en negatieve fluorescentie en een 

duidelijke scheiding van de celpopulaties. Andere mogelijke oorzaken van RBC agglutinatie en 

vals positieve resultaten zijn inadequate menging en aerosol vorming tijdens het pipetteren.
10  

Bovendien kunnen koude agglutininen er een oorzaak van zijn.
10 

 Een exces aan fluorochroom 

of niet-specifieke binding ervan maken de detectie van type III cellen moeilijk: daarom  is het 

wassen van RBC een zeer belangrijke stap.( zie figuur A en B) 
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Effect van het wassen van RBC gekleurd met CD59-PE. A. ongewassen RBC B. na het wassen. 

Guidelines for the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and related disordes bij flow cytometry.  

M.J. Borowitz, F.E. Craig, Cytometry Part B (Clinical Cytometry), 2010; 788: 211-230. 

 

Het proces van identificatie van type II cellen is nog niet gestandaardiseerd. Een negatieve 

controle (ongekleurd staal) wordt aangeraden om de positie van type III cellen te bepalen. Bij 

de menging van een negatieve controle met een normaal gekleurd staal wordt de positie van 

type II cellen bepaald als een regio tussen de positieve en de negatieve populatie.  

PNH klonen kunnen weergegeven worden met een “single- color histogram” of met een “dot- 

plot”. De laatste is beter bij kleine(re) klonen en heeft de voorkeur in de meerkleuren analyse. 

Target cellen, gating strategie en nodige reagentia zijn opgesomd in tabel 7 (zie bijlage). 

       Recent is er in de literatuur een artikel verschenen over de detectie van PNH klonen op 

reticulocyten. De auteurs hebben  in de periode van maart 2003 tot augustus 2008 1,296 PNH 

testen uitgevoerd met CD58/CD59 assay op reticulocyten en erytrocyten. Een speciale RNA 

kleurstof, thiazol oranje, werd gebruikt om de populatie van reticulocyten te identificeren. 

Volgens deze studie is de CD58/CD59 assay op reticulocyten meer sensitief dan die op 

erytrocyten (vooral bij klonen <10%) en zijn de PNH klonen op reticulocyten altijd groter. De 

verklaring is de mindere invloed van transfusie/hemolyse. 

 

 

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH): higher sensitivity and validity and serial monitoring by flow 

cytometric analysis of reticulocytes. 

B. Höchsmann, M. Rojewski, Ann Hematol., 2011; 90: 887-899. 
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Scatter blots with marker deficient cells in percent in patients with ≥10% GPI-deficient granulocyte population (B) 

and in patients with <10% GPI-deficient granulocyte population (A). ECD58=CD58-deficiency on erythrocytes, 

ECD59=CD59 deficiencyon erythrocytes, RCD58=CD58 deficiency on reticulocytes, RCD59=on reticulocytes. 

Blue line median size of GPIdeficient population. 

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH): higher sensitivity and validity and serial monitoring by flow 

cytometric analysis of reticulocytes. 

B. Höchsmann, M. Rojewski, Ann Hematol., 2011; 90: 887-899. 

 

Dat is de eerste studie over de PNH screening op reticulocyten en deze methode dient verder 

onderzocht te worden in andere studies. CD59( CD55) assay op RBC blijft voorlopig 

aanbevolen door de guidelines. 

Hoog sensitieve assay (HSA). 

 In de literatuur bestaat er minder consensus over de beste methodologie en het nut van deze 

 assay is controversieel. 

Hoog sensitieve methode is niet nodig voor de diagnose van klassieke PNH, maar wordt 

gebruikt voor de detectie van kleine klonen  ikv sc-PNH in AA of  MDS-RA patiënten. De 

onderste limit van de sensitiviteit voor de detectie van PNH op granulocyten is nog niet 

gedefinieerd. Bij de extrapolatie van andere  “ rare-event” analysen blijkt dat de sensitiviteit 

0.01% of even lager haalbaar is. Gepubliceerde studies over RBC assay suggereren de 

analytische sensitiviteit van 0.005%.  

De belangrijke determinanten van een “ rare-event” analyse zijn het aantal  geanalyseerde 

events en het vermogen in de discriminatie tussen positieve en negatieve populaties. 

De collectie van een groter aantal cellen dan bij routine analyse (≈ 200 000) is vereist om 

0.01% van PNH cellen te identificeren. Poisson statistica  kan gebruikt worden om de 

minimale “error rate” te berekenen bij een gegeven aantal geanalyseerde cellen en een bepaald 

 cut-off. Zo, bij de analyse van 200 000 cellen met als doel 0.005% van PNH cellen te  

 detecteren , zouden 4 (of meer)  events meer dan  99% van abnormale populatie correct 

 identificeren. De specificiteit  is afhankelijk van een achtergrond van de frequentie van PNH 
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cellen in gezonde mensen. Volgens gepubliceerde gegevens varieert deze frequentie 

aanzienlijk met een range 5-60 PNH cellen op 1 miljoen cellen en een gemiddelde van 18/ 

miljoen. Verschillende technische factoren kunnen invloed hebben op de gerapporteerde 

resultaten. Vooraleer  HSA te implementeren moet een labo de achtergrond van PNH cellen in 

de normale populatie  bepalen en geschikt aantal geanalyseerde cellen en cut-off selecteren. 

HSA op RBC. 

Daar  meer geanalyseerde cellen nodig  zijn voor HSA , hebben RBC, volgens de guidelines, 

de voorkeur door een groot aantal events.  Het gebruik van enkel  “light scatter”  parameters  

voor de gating is geen correcte strategie in de HSA, want fragmentocyten en debris kunnen   

vals positief resultaat geven. Daarom is het gebruik van glycoforin A essentieel. FITC 

gelabelde glycoforin A (CD235a-FITC) is superieur tov CD235a-PE voor de identificatie van 

RBC
7
. Verschillende studies hebben getoond dat CD59  superieur is dan CD55 voor de 

detectie van kleine PNH klonen 
5,6

 en CD59-PE wordt beschouwd als de beste merker in HSA. 

Het relatieve voordeel van gecombineerde CD59/CD55 assay is nog niet goed bestudeerd. De 

combinatie van CD59 en CD55 met verschillende fluorochromen ( één tube analyse) of met 

hetzelfde fluorochroom zijn mogelijk, maar simultaan gebruik van  twee  merkers kan de 

aggregatie  van RBC ten gevolge hebben. Men moet zich in acht nemen dat de concentratie 

van CD59 en CD55 verschillend kan zijn afhankelijk van het feit dat ze tezamen, individueel 

of in combinatie met glycoforin A gebruikt worden. 

HSA op WBC. 

 Voor de gating strategie op WBC geldt hetzelfde principe: de combinatie van “light scatter 

parameters” of CD45 met lineage specifieke merkers: CD15 of CD33 op granulocyten en 

CD33 (sterkere expressie) of  CD64 op monocyten. Er zijn geen strikte aanbevelingen wat 

betreft de keuze van merkers voor WBC assay en een variabiliteit in de aanpak is voorlopig 

aanvaardbaar. Toch hebben de meeste auteurs de significante ervaring met FLAER/CD24 

op granulocyten en FLAER/CD14 op monocyten. Een studie toonde echter slechte sensitiviteit 

van CD14 bij de detectie van kleine (<1%) PNH klonen en de combinatie FLAER/CD55 

detecteerde het best kleine klonen op monocyten
6
. Toch blijft  voorlopig FLAER/CD14 de 

meest aangewezen combinatie voor de detectie van PNH klonen op monocyten. 

In de guidelines wordt er ook de noodzaak van het gebruik van twee GPI- specifieke merkers 

onderlijnd om vals positieve resultaten te vermijden. FLAER is een bijzonder nuttige merker. 

Bvb, bij de contaminatie van granulocyten met enkele monocyten die normaal CD24 missen, 

kan men deze cellen verwarren met een kleine PNH populatie. Combinatie van CD24 en 

FLAER, waarbij PNH populatie dubbel negatief is, verhoogd de accuraatheid van de analyse.  

De mogelijke combinaties van merkers voor HSA zijn opgesomd in Appendix A. 
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Er zijn nog tal van vragen die beantwoord moeten worden: 

 

1. Moeten de patiënten met andere typen MDS of een myeloproliferatieve  ziekte 

gescreend worden naar PNH? 

2. Kan FLAER gebruikt worden als essentiële merker in alle combinaties in WBC assay? 

3. Welke merker is beter dan CD14 op monocyten of CD24 op granulocyten ? Bestaat er 

een single betrouwbare merker om de PNH cellen op beide cellijnen te identificeren (in 

combinatie met FLAER)? 

4. Kan een simpele  en reproducibele  HSA op RBC aangeraden worden om de PNH uit te 

sluiten en wat is de beste combinatie van merkers? 

5. Wat zijn de limieten van inter-laboratoria  reproduceerbaarheid van HSA? 

6. Wat is de betekenis van type II granulocyten en grotere PNH klonen op monocyten  

(ivm PNH klonen op granulocyten) en kan dat klinische implicaties hebben?  

 

In de guidelines is de speciale klemtoon gelegd op het nut van de kwaliteitscontrole. Tot nu toe 

bestaan er geen externe kwaliteitscontrole data, inter- of intra- laboratorium studies over de 

reproduceerbaarheid en precisie van detectie van kleine PNH klonen.  

Normaal staal moet altijd gebruikt worden voor interne kwaliteitscontrole om de reactiviteit 

van reagentia te testen en om te tonen dat 100% van normale cellen de expressie van GPI- 

anker hebben. Ongekleurd normaal staal kan helpen de positie van PNH
+ 

cellen te herkenen. 

Maar de meest gebruikte merkers en FLAER zijn in staat de PNH
+
 en PNH

-
 populaties 

duidelijk van elkaar  te scheiden.  

Het gebruik van een positieve controle is niet haalbaar voor de meeste labo’s door  infrequent 

uitvoeren van de test. Bovendien, is er geen commercieel QC materiaal beschikbaar voor de 

klinische labo’s. Bevroren aliquot van gesuspendeerde in 20-25% sucrose/dextrose PNH
+
 

erytrocyten is stabiel voor onbepaalde duur en kan gebruikt worden als een positieve controle. 

Er is een Nederlandse externe kwaliteitscontrole programma beschikbaar  (SKML) voor PNH 

testing. 

Ten slotte, inter-laboratorium uitwisseling  van data kan zeer nuttig zijn voor diegenen die hoog 

sensitieve flowcytometrie  gebruiken en voor de labo’s die PNH test zeldzaam uitvoeren.  

 

 

Conclusie. 

1. Alle AA en MDS-RA  patiënten moeten gescreend worden naar de aanwezigheid van 

sc-PNH ongeacht de aanwezigheid van hemolyse omdat de detectie van PNH klonen 

prognostische en klinische implicatie heeft. 

2. Regelmatige monitoring van de grootte van PNH klone bij de patiënten met klassieke 

PNH en opvolging van AA en MDS-RA patiënten (minstens jaarlijks) is strikt 

aanbevolen. 

3. Multiparameter FLAER-gebaseerde flowcytometrie op WBC (monocyten en 

granulocyten) is de beste strategie voor de diagnose van klassieke PNH en de bepaling 

en/of opvolging van de grootte van PNH klone. 

4. RBC assay is minder sensitief, meer gevoelig aan technische factoren (wassen, 

pipetteren, titratie van antistoffen) en moeilijker te interpreteren door mogelijke 

agglutinatie van erytrocyten. RBC assay kan een bijkomende waarde hebben ikv een 

positieve PNH test op WBC om type II erytrocyten te identificeren. 
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Tevens is het bepaling van type II cellen nog niet gestandaardiseerd. Het is ook niet 

duidelijk welke implicaties deze bepaling zou hebben op de klinische beslissing over 

het starten van eculizimab. 

5. Hoog sensitieve assay is nuttig voor de detectie en opvolging van zeer kleine (<1%) 

PNH klonen ikv sc-PNH. De voordeel van CD59/CD55  HSA op RBC  tov FLAER- 

gebaseerde assay op WBC is niet duidelijk. 

 

 

 

COMMENTS 

 
 

1. Global register voor PNH patiënten: www.pnhregistry.org- een recente initiatief om alle 

nieuwe PNH patiënten te laten registreren. 

2. Internet web sites: 

- www.pnhsource.com- leermateriaal over de symptomen en diagnose van PNH 

- www.ukneqasli.org en www.cap.org- informatie over de EQC schema’s 

- www.pnhregistry.org- details over het global PNH register 

 

 

TO DO/ACTIONS 

 

 
1. EKE programma (SKML): inschrijven? 

 

2. Overleg clinici: bijaanvraag PNH analyse? 

 

3. Overleg clinici: is de bepaling van type II RBC klinisch relevant?  Wat zijn 

de triggers voor behandeling? 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.pnhregistry.org-/
http://www.pnhsource.com-/
http://www.ukneqasli.org/
http://www.cap.org-/
http://www.pnhregistry.org-/
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Tabel 2. PNH testen  in UZ Leuven (januari 2010- december 2011) 
 

Diensten Aantal % Positieve 

Hematologie 108 62   

Externe aanvragen 42 24   

Andere diensten 24 14   

Totaal stalen 174   24 

Totaal patiënten 150   14 
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Tabel 3. Reden voor PNH screening   in UZ Leuven (januari 2010- december 2011) 
 

Reden voor screening specifieke reden aantal totaal aantal % 

Hypo-/aplasie beenmerg 
  

17 14,5 

 
RA/RCMD 6 

  

 
RARS 1 

  MDS RAEB 1 13 11,1 

 
RAEB-t 1 

  

 
secundair MDS 2 

  

 
MDS/MPD 2 

  Coombs (-) hemolytische anemie 
  

23 19,7 

Trombose 
  

19 16,2 

Pancytopenie met N beenmerg 
  

11 9,4 

(met of zonder  hemolyse) 
    AIHA 
  

9 7,7 

Anemie zonder hemolyse 
  

14 12,0 

 
neutropenie 2 

  

 
metabool syndroom 1 

  Andere geïsoleerd hoog LDH 2 9 7,7 

 
levercirrose 1 

  

 
myelofibrose 1 

  

 
nierinfarct 1 

  

 
hematurie 1 

  Onduidelijk 
  

2 1,7 

Totaal 
  

117 100 
 

 

 

 

 

Tabel 4. Aantal nieuwe MDS en AA diagnosen en geteste  patiënten in UZ Leuven  

(januari 2010- december 2011) 

 

  MDS Aplastische anemie 

  aantal pt PNH getest aantal pt PNH getest 

RA/RCMD 21 0     

RARS 4 0     

RCMD-RS 4 0     

RAEB 16 1     

RCUD-RT 2 0     

RCC 1 0     

MDS/MPD 10 2     

hypoplastisch MDS 2 0     

MDS-U 3 0     

niet gespecificeerd 2 2     

totaal 65 5 9 6 
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Tabel 5. PNH patiënten  in UZ Leuven  (januari 2010- december 2011) 

 

  CATEGORIE   

  Klassieke PNH ikv BM-  Sc-PNH TOTAAL 

  PNH falen     

aantal patiënten 2 5 7 14 

aantal stalen       24 

grootte PNH klone 48-70% 23-98% 0,13-7%   

cytopenie         

   geïsoleerde anemie 0 0 0 0 

   bicytopenie (anemie+leucopenie) 1 0 0 1 

   pancytopenie 1 5 7 13 

      

                                 

 

 

 

 

 

 

                  

  

PNH patiënten UZ Leuven (jan2010-dec 2011) 

  

 
 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

14,30% 

35,70% 

50% Klassieke PNH 

PNH ikv beenmergfalen 

subklinische PNH 
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Tabel 6. Guidelines for the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and related disordes bij flow 

cytometry.  M.J. Borowitz, F.E. Craig, Cytometry Part B (Clinical Cytometry), 2010; 788: 211-230. 

 

 

 

 

 

 
 

 
Tabel 7. Guidelines for the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and related disordes bij flow 

cytometry.  M.J. Borowitz, F.E. Craig, Cytometry Part B (Clinical Cytometry), 2010; 788: 211-230. 
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Appendix A. Guidelines for the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria and related disordes bij 

flow cytometry.  M.J. Borowitz, F.E. Craig, Cytometry Part B (Clinical Cytometry), 2010; 788: 211-230. 

 


