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Resumen

La HPN es una enfermedad clonal adquirida, causada por
una mutacion somatica en el gen PIG-A, que se encuentra
en el cromosoma X al final del brazo corto (Xp22.1). Este
gen codifica una proteina involucrada en la sintesis del
Glicosilfosfatidilinositol (GPI). Este es un glicolipido que
ancla muchas proteinas a la superficie de la membrana
celular. La mutacién ocurre en la célula precursora he-
matopoyética dando lugar a la deficiencia parcial o total
de la proteina PIG-A con la consecuente alteracion en la
sintesis del GPI de anclaje.

El resultado de la pérdida de estas proteinas de la super-
ficie celular es un aumento de la sensibilidad a la destruc-
cion celular mediada por el complemento.

La HPN esta caracterizada por anemia hemolitica crénica
intravascular, hemoglobinuria, citopenias debido al fallo
de la médula dsea, trombosis y raramente transformacion
leucémica.

La expansion de la progenie de la célula precursora por-
tadora de esta mutacion es la responsable de las mani-
festaciones de esta enfermedad que no es nocturna -la
hemolisis es constante— y no siempre se presenta con He-
moglobinuria.
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PNH Diagnosis
Paraxositical Nocturnal Hemoglobinuria: diagnosis and
follow up by Flow Cytometry.
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Abstract

Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria (PNH ) is an ac-
quired clonal disease caused by the somatic mutation of
the PIG-A gene, located at the end of the short arm of
the X chromosome (Xp22.1) which encodes a protein in-
volved in the synthesis of the glycosylphosphatidylinositol
(GPI) that anchors many proteins to the cellular mem-
brane surface. This mutation occurs in a hematopoietic
stem cell generating a partial or total deficiency of the
PIG-A protein affecting consequently the synthesis of the
GPI anchor.

The result of the loss of these proteins from the cellular
membrane surface is the increase sensibility for comple-
ment mediated lysis. PNH is characterized by chronic in-
travascular haemolysis, hemoglobinuria, cytopenias due
to bone marrow failure, thrombosis and eventually leuke-
mic transformation.

The mutated hematopoietic stem cell expansion is respon-
sible for the clinical manifestations of this disease that is
not “nocturnal” -haemolysis is constant- and not always
has hemoglobinuria.
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Introduccion

Actualmente, la citometria de flujo es el método de
eleccion para la identificacion de células deficitarias
en GPI, de utilidad en el diagnostico, clasificacion y
monitorizacion de pacientes con diferentes formas
clinicas de hemoglobinuria paroxistica nocturna
(HPN), pudiendo identificar distintos tipos celulares
de acuerdo con la expresion de proteinas ancladas a
través de GPL:*2>%
TIPO I: SIN deficiencias de proteinas asociadas
a GPL

TIPO II: Con deficiencia PARCIAL de proteinas
asociadas a GPI.

TIPO III: Con deficiencia TOTAL de proteinas
asociadas a GPI.

Fundamento

En el estudio de proteinas asociadas a GPI resul-
ta especialmente util la investigacion del déficit de
expresion de CD16, CD24, CD157 y CD66b en
granulocitos neutréfilos y de CD14, y CD157 en
monocitos. Alternativamente, puede emplearse un
derivado fluorescente de la toxina bacteriana aeroli-
sina (FLAER), capaz de unirse a GPI en las distintas
subpoblaciones de leucocitos, (incluidos los granu-
locitos neutréfilos y monocitos) y plaquetas (pero
no los hematies). En este caso debe investigarse
ademas la expresion de un marcador (de los men-
cionados anteriormente) asociado a linea de granu-
locito neutréfilo o de monocito.

Cuando se evidencia un defecto en la expresion de
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proteinas asociadas a GPI en granulocitos neutro-
filos y monocitos, conviene completar el estudio a
través de la evaluacién de CD59 en hematies, con el
fin de definir el tipo de hematies presentes en SP, su
grado de afectacion y niveles de expresion de CD59.

« Poblaciones celulares de interés

En muestras de sangre periférica anticoguladas con
EDTA tripotasico, con no mas de 24 horas de edad
(los eritrocitos son estables 7 dias) se estudian los
granulocito neutréfilo y monocito ya que dentro
de las poblaciones celulares representadas en SP en
numero suficiente, éstas constituyen las subpobla-
ciones celulares que suelen mostrar un mayor gra-
do de afectacion, debido a su corta vida media.
Aunque el estudio de hematies fue lo tradicional
debido a su larga vida media el tamaio del/los clo-
nes asociados a GPI suelen ser menores (debido a
la hemolisis)

« Combinacion de marcadores

El estudio de las proteinas asociadas a GPI debe
combinarse con marcaciéon que permitan la co-
rrecta e inequivoca identificacion de las subpobla-
ciones de interés. Para monocitos y granulocitos
neutroéfilos usamos CD15, CD64 y CD45, en com-
binacidn con las caracteristicas de dispersion de
luz (dispersion frontal o FSC y dispersion lateral
0 SSC).

Para hematies usamos CD235a como marcador
especifico para eritrocitos y eventualmente CD61
como marcador plaquetario.

V450 V500 AL;I}’(T:{}S 3 PE IE:;SC g PE-Cy7 APC APC-H7
SP CDo4 CD45 FLAER CD157 CD15 CD16 CD14 CD24
SP (alt) CD45 CD66b CD24 CD15 CD16
CD235a CD59 CD45

e Adquisicién y analisis de datos
Previamente a la adquisicion de datos en el cito-
metro de flujo, éste debe de haber sido calibrado
adecuadamente de forma Optima para la lectura
de marcaciones fluorescentes en i) leucocitos y ii)
hematies de SP, empleando condiciones diferen-
tes adecuadas para una de estas dos poblaciones
celulares. Se recomienda la adquisicion/estudios
de 100.000 eventos correspondientes a leucocitos
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para alcanzar una sensibilidad para la deteccion
de poblaciones representadas en la muestra en fre-
cuencias de 0.05% con una precision elevada en el
recuento CV<10% cuando esta represente 0.1% (o
mas) de la celularidad global de la muestra.

e Controles

Se emplean controles internos de la propia mues-
tra.
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Utilidad clinica

Se recomienda hacer un rastreo diagndstico ante la
sospecha de HPN. Ademas, se recomienda realizar
monitorizaciéon de pacientes en tratamiento con
eculizumab en el momento de iniciar el tratamiento,
a los 6 y 12 meses vy, posteriormente con periodici-
dad anual.®>>>%

En los casos no tratados asi como en las formas sub-
clinicas de HPN se recomienda realizar una moni-
torizacion con periodicidad anual que evalte el ta-
maiio del clon deficitario en proteinas asociadas a
GPI. Finalmente, debe realizarse la monitorizacién
del clon deficitario en GPI ante la observacién de
cambios en el comportamiento clinico de la enfer-

medad.

Tabla Resumen

Variable

Recomendacion

Tipo de muestra

Sangre periférica

Poblaciones preferentes 1° paso Neutrolﬁlos y monocitos

2° paso Hematies

1° paso CD16* y CD24 en gr. Neutréfilos y CD14 en monocitos
Marcadores GPI Alternativa FLAER y CD157 en granulocitos y monocitos.

2° paso CD59 en hematies

Marcadores adicionales

*CD45, CD15 y CD64 en el estudio de leucocitos
*CD235a y CD45 (CD61) en el estudio de hematies

Combinacion de marcadores
para el estudio de Leucocitos

FLAER-Alexa488; CD157PE; CD15PerCPCy5.5;
CD16PE-Cy7; (CDCD14APC); CD24APC-H7; CD64
V450; CD45 V500

Combinacion de marcadores
para el estudio de Hematies

CD235a FITC CD59PE CD45 PerCP

Controles

INTERNOS: Poblaciones positivas y negativas o con di-
ferente intensidad de fluorescencia para cada marcador

Indicaciones

Diagndstico / Monitorizacion

*CD66b y podria usarse como marcador alternativo o de confirmacion al CD16
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