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CLASSIFICATION OF HAEMOLYTIC ANAEMIAS



PNH Classification 
Parker et al, Blood 2005

Category Hemolysis BMF

1) Classical (Florid PH) + -
2) PNH associated to 
BM disorders (MDS, 
AA)

+ +

3) Subclinical - +



QuickTime™ and a
GIF decompressor

are needed to see this picture.

There are two 
major forms

of PNH

1.Florid
haemolytic

2. PNH/aplastic
anaemia
syndrome



Le cellule emopoietiche presentano un deficit nelle 
proteine ancorate al GPI
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*Cloni che si presume abbiano un vantaggio di crescita conferito, in aggiunta alla mutazione del gene PIG-A, con conseguente deficit nelle proteine ancorate al 
GPI.
Inoue N, et al. Int J Hematol. 2003;77(2):107-112.
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L'ancora GPI può essere il target dell'attacco 
immunitario in pazienti con EPN

• Cellule con deficit nelle proteine ancorate al GPI possono avere una sopravvivenza 
preferenziale a causa di un processo autoimmune mediato dai linfociti T, che ha come 
target le cellule staminali ematopoietiche GPI positive, ma non quelle GPI negative1

• In pazienti con EPN è stato osservato un numero elevato di linfociti T reattivi verso il 
GPI*1

Gargiulo L, et al. Blood. 2013;121(14):2753-2761.

APC Linfocita T*

Antigene derivato da 
GPI

HSC con deficit nelle prot. 
ancorate al GPI

HSC intatta

Potenziale meccanismo dell'attacco immunitario nell'EPN 

Linfocita T 
specifico per GPI

Midollo osseo 
aplasticoAPC; cellule che presentano l'antigene.

*Linfociti T CD1d-ristretti che esprimono una catena TCRα invariante
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Gene Disease / Function
F2L Coagulation Factor II like 
XG Xg blood group
XGR Expression of Xg on Erythrocytes

PIG A PNH
CYBB Chronic granulomatous disease
XK Mc Leod’s Phenotype
THC Thrombocytopenia 1
WAS Wiskott-Aldrich Syndrome
GF1 Globin transcriptase factor 1
ASB Anaemia‚ Sideroblastic‚ Hypocromic
ALA S2 Aminolevulinate sinthase 2
SCIDX1 Severe Combined Imm. Def.

AGMX1 Bruton Agammaglobulinaemia

HIGM1 Hyper IgM Syndrome
LYP Lymphoproliferative Syndrome
F9 Coagulation Factor IX
F8C Coagulation Factor VIIIC
G&PD Glucose 6-Phosphate Dehydrogenase

AGHX2 Agammaglobulinaemia (with GH deficit)

Somatic mutation(s) in the X-linked 
PIG-A gene











SELECTIVE GROWTH ADVANTAGE

– PIG-A mutations confer a growth 
advantage

– A second anti-apoptotic mutation occurs
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Shen W, J Clin Invest. 2014





CONDITIONAL GROWTH ADVANTAGE

– PIG-A mutations 
are a benign 
event

– PNH cells 
undergo clonal 
expansion in the 
setting of 
immune selection

• GPI anchored 
antigens are 
the targets of 
immune attack
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Le cellule staminali con deficit nelle proteine ancorate al GPI hanno un vantaggio
competitivo in un contesto di disfunzione midollare2

Cellule staminali 
ematopoietiche 

(HSC)

Mutazione dl PIG-
A

Attacco
autoimmune

Sopravvivenza preferenziale dei cloni con deficit 
nelle proteine ancorate al GPI in un contesto di 

insufficienza midollare
Emolisi

EPN-anemia aplastica
Progenitori delle cellule ematiche 

normali e con deficit nelle 
proteine ancorate al GPI

Un contesto di disfunzione midollare può promuovere l'espansione
di un clone con deficit nelle proteine ancorate al GPI in pazienti con 
AA1-3

1. Brodsky RA, Jones RJ. The Lancet. 2005;365(9471):1647-1656.
2. Kinoshita T, Inoue N. Int. J. Hematol. 2002;75(2):117-122.

3. Tiu R et al. Leucemia. 2007;21:1648-1657.

Cellule deficitarie di 
proteine ancorate al GPI Cellule 

intatte

Relatore
Note di presentazione
PUNTI CHIAVE:In condizioni normali, un clone EPN non gode di alcun vantaggio di sopravvivenzaLa sopravvivenza preferenziale dei cloni EPN in un midollo osseo affetto da patologie è stata attribuita alla resistenza all'attacco autoimmune 



Sugimuri et al. 2012

Fraiman et al. 
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STUDIO MyeloPNHProcedure

1

2. 

3

Selezione e 
registrazione di un 
paziente

Test citofluorimetrico di 
ricerca per clone EPN

Positivo: 
Ulteriore prelievo 
per analisi genomica

Negativo

Y

Spedizione al Lab IRST 
IRCCS



PNH vs other BM failure disorders (BMF)

PNH-related sign & symtoms may be similar to those of other
BMF disorders, and the clinical course may change
significantly over time 1,2

SDS

DC AA

MDS LMA

MDS ipocellulare

EPN

LMA, leucemia mieloide acuta; AA, anemia aplastica; DC, discheratosi congenita; 
MDS,  sindrome mielodisplastica; SDS, sindrome di Shwachman-Diamond.

MP
PHneg



I cloni con deficit nelle proteine ancorate al GPI possono 
espandersi rapidamente o più raramente estinguersi
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FLAER: Marcatore che si lega all'ancora di GPI

9 mesi

Dimensioni clone granulocitario 
7,6% 14,2% 23,3%

• I cloni con deficit nelle proteine ancorate al GPI potrebbero 
espandersi rapidamente nel corso del tempo in pazienti con AA1-3

1. Pu JJ, et al. Eur. J. Haematol. 2011;87(1):37-45. 2. Sugimori C, et al. Br. J. Haematol. 2009;147(1):102-112. 3. Scheinberg P, et al. Haematologica. 2010;95(7):1075-1080. 4. Dahl-Chase 
Diagnostic Services.

Espansione di cloni con deficit nelle proteine ancorate al GPI4

Relatore
Note di presentazione
Nella presente discussione,si classifica come clone una popolazione cellulare identificabile da un deficit nelle proteine ancorate al GPI > 1%si classifica come cellule con deficit nelle proteine ancorate al GPI una popolazione cellulare identificabile da un deficit nelle proteine ancorate al GPI < 1%



Complete but temporary 
escape, with normal 

hematopoietic reconstitution

Fast and complete 
escape

Late and complete 
escape

Florid PNH

Complete but 
temporary escape SAA/AA-

PNH
sc-PNH
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Ogawa S, Blood 2016

1. Overlap tra AA, PNH, MDS 2. Evoluzione clonale 

Sugimori C et al, BJH 2009

Relatore
Note di presentazione
1.Olthough conceptually rapresenting discrete disease entities, AA, PNH e MDS frequently coexist or show mutual transitions within the same patient, apart from the ambiguity in actual diagnosis due to the lack of conclusive evidnece or misdiagnosis becasue the resembling clincial presentations. Immune-mediated BM destruction can occur at the same time of emergence of PNH or evolution of malignant clones, causing a overlap between these different disease concepts. RS are rarely seen in AA. ICUS: idiopathic cytopenia of indetermined significance2. The second phase may depend on the proliferation and self maintenance properties of individual clonesthat PIGA mutant HSC already have at the beginnig f this phase rather than on the continuation of immune selection wich is strongly considered to partecicpate in the first phase. Mutazioni aggiuntive: HMGA2 (Inoue et al, 2006); Genetic driftA possibile model for clonal evolution in AA: upon immomediated destruction of BM, some clones are thoght to be resistant to the enciting autoimmune insult and show faster cyclings/less apoptosis thsn other upon BM recovery to achieve a clonal dominance. In some cases, the dominant clones, espacially those carrying DNMT3A, AXL1 and other unfarovable mutations, increase their clonal size, giving rise to more selectively dominant clones. In other cases, tipically those carrying PIGA mutations iniatially dominant clones may regress o reamin stable over yearsCome fa il clone EPN a diventare dominante?Stretta relazione fisiopatologica tra EPN e AA, una patologia autoimune Tcell mediata caratterizata da deplezione delle HSC. Clone EPN vantaggio selettivo nel setting di attacco autoimmune perché non epsrimerebbero ULBPs, ligando per NKG2D espresso da cellule NK e T CD8+ citotossici. Ancora linfotici T CD1-d restricted, GPI-specifici potrebbero risparmiare selettivamente il clone. Oppure mutazioni con vantaggio crescita HMGA2 (Inoue et al, 2006); 



In pazienti affetti da insufficienza midollare (BMF) sono individuate 
cellule con deficit nelle proteine ancorate al GPI 

• I pazienti con AA, sindrome mielodisplastica (MDS), o altri disturbi da BMF 
hanno spesso cloni con deficit nelle proteine ancorate al GPI individuabili1,2
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Percentuale di pazienti con cellule con deficit nelle proteine 
ancorate al GPI > 0,01% alla diagnosi3 

BMF, BoneMarrow Failure
ICD (International Classification of Diseases), Classificazione internazionale delle malattie.
* I pazienti potrebbero avere avuto più di 1 codice ICD-9 associato.

Codice diagnostico ICD-9*

(n=357) (n=585) (n=1058) (n=230) 

23
1. Sugimori C, et al. Br. J. Haematol. 2009;147(1):102-112.
2. Raza A, et al. Cytometry B Clin. Cytom. 2014;86(3):175-182.
3. Movalia MK, et al. Blood. 2011;118(21):1033.

Pa
zi

en
ti,

 %

Relatore
Note di presentazione
Nella presente discussione,si classifica come clone una popolazione cellulare identificabile da un deficit nelle proteine ancorate al GPI > 1%si classifica come cellule con deficit nelle proteine ancorate al GPI una popolazione cellulare identificabile da un deficit nelle proteine ancorate al GPI < 1%



Pazienti con PNH ed AA: dimensione del clone

• I pazienti con PNH classica presentano dimensione del clone simile ai 
pazienti con PNH/AA, mentre è stata osservata una differenza 
significativa rispetto al sottogruppo con PNH/SAA
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Kim et al., Ann Hematol. 2015 Sep 29 [Epub ahead of print]
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PNH/SAA: evidenza alla diagnosi di almeno 2 dei seguenti parametri: Hb ≤8 g/dL, ANC <0.5×109/L, PLTs <20×109/L. 
PNH/AA: evidenza alla diagnosi di almeno 2 dei seguenti parametri: Hb ≤10 g/dL, ANC 0.5–1.5×109/L, PLTs 20–100×109/L.



Kim et al., Ann Hematol. 2015 Sep 29 [Epub ahead of print]

L’incidenza di ET è simile nei sottogruppi di pazienti 
con PNH con o senza AA

• Non è stata osservata alcuna differenza significativa nell’incidenza di TE 
tra i pazienti con PNH classica ed i sottogruppi PNH/SAA e PNH/AA
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PNH/SAA: evidenza alla diagnosi di almeno 2 dei seguenti parametri: Hb ≤8 g/dL, ANC <0.5×109/L, PLTs <20×109/L. 
PNH/AA: evidenza alla diagnosi di almeno 2 dei seguenti parametri: Hb ≤10 g/dL, ANC 0.5–1.5×109/L, PLTs 20–100×109/L.



Kim et al., Ann Hematol. 2015 Sep 29 [Epub ahead of print]

L’incidenza di EVENTI TROMBOTICI è simile nei 
sottogruppi di pazienti con PNH con o senza AA

Non è stata osservata alcuna differenza significativa nell’incidenza di TE 
tra i pazienti con PNH classica ed i sottogruppi PNH/SAA e PNH/AA
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PNH/SAA: evidenza alla diagnosi di almeno 2 dei seguenti parametri: Hb ≤8 g/dL, ANC <0.5×109/L, PLTs <20×109/L. 
PNH/AA: evidenza alla diagnosi di almeno 2 dei seguenti parametri: Hb ≤10 g/dL, ANC 0.5–1.5×109/L, PLTs 20–100×109/L.



I cloni con deficit nelle proteine ancorate al GPI potrebbero 
rappresentare un fattore predittivo di risposta alla terapia 

immunosoppressiva (IST)
• La presenza di cloni con deficit nelle proteine ancorate al GPI è stato 

l’unico significativo fattore predittivo della risposta alla IST in 122 
pazienti con AA (P< 0,01) in un'analisi multivariata

*Risposta completa (CR): emoglobina normale per l'età, conta dei neutrofili maggiore di 1,5 × 109/L, e conta piastrinica maggiore di 150 × 109/L; Risposta parziale 
(PR), indipendenza da trasfusioni e criteri per la classificazione come malattia grave in pazienti con AA grave non più soddisfatti. Risposta complessiva = CR + PR.
†Presenza di cloni con deficit nelle proteine ancorate al GPI definita tale quando > 0,1%
Sugimori C, et al. Blood. 2006;107(4):1308-1314. 
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Risposta* alla IST in pazienti con cloni con deficit nelle proteine ancorate al GPI

P < 0,001

P=0,03

IST, terapia immunosoppressiva. 

†

Relatore
Note di presentazione
Nella presente discussione,si classifica come clone una popolazione cellulare identificabile da un deficit nelle proteine ancorate al GPI > 1%si classifica come cellule con deficit nelle proteine ancorate al GPI una popolazione cellulare identificabile da un deficit nelle proteine ancorate al GPI < 1%



STUDIO CITOFLUORIMETRICO DEI 
CLONI GPI-CARENTI (CON FENOTIPO 

EPN) IN CORSO DI ANEMIA APLASTICA







Obiettivi dello studio

• Obiettivo primario
– Determinare la prevalenza di cloni con fenotipo EPN 

in pazienti con diagnosi nota o nuova di anemia 
aplastica afferenti ai Centri della Rete Ematologica 
Lombarda partecipanti allo studio

• Obiettivi secondari
– Determinare le linee cellulari coinvolte 

nell’espressione del clone EPN.
– Valutare la dimensione dei cloni in termini di conta 

cellulare assoluta.





CASO CLINICO n. 1- EPN
P.A. F, anni 45
Anamnesi familiare:  1 sorella con TVP “idiopatica”
Anamnesi fisiologica,  farmacologica, patologica remota:
nulla di rilevante da segnalare
Anamnesi patologica prossima:
- Giugno 2007: inviata in P.S. per dolore addominale più 
accentuato in regione periombelicale
E.O.: dolore alla palpazione superficiale e profonda, 
più evidente in regione mesogastrica; fegato palpabile
all’arcata costale, non splenomegalia
Esami ematochimici e strumentali in urgenza:
Hb: 10.2 g/dl con MCV=91 µ3, WBC: 3.830/mmc
PLT: 83.000/mmc, Formula l.: N 30%, L 65%, M 5%, E 0%, 
Indici di funzionalità epatica e renale: nella norma
PT, aPTT, fibrinogeno: nei limiti di norma; D-dimero: elevato
Rx torace: negativo: RICOVERO IN REP MEDICINA



Ecografia addome con color-doppler: 
trombosi ramo portale destro

Trombo



Esami ematochimici e strumentali in degenza:

VES: 41 mm/h
Reticolociti: 27‰
Ferritina: 11 ng/ml
Eritropoietina sierica: 49 UI
LDH: 679 U/L (v.n. ≤ 245 U/L)
Test di Coombs diretto ed indiretto: negativi
Aptoglobina: < 30 mg/ml
Bilirubina totale ed indiretta: nei limiti della norma
C3: consumato
C4: nella norma
ANA, ENA, dsDNA, ASMA, APCA, AMA: assenti



TC addome in fase arteriosa:
trombosi ramo portale destro



BM :iperplasia 
eritroide, diseritropoiesi, megacario-

mielopoiesi ridotte



Trombosi in sede atipica: iter diagnostico

Trombosi eredo-
familiari

ATIII
Proteina C
Proteina S
PCA-R 
FV Leiden
Protombina mutata
Iperomocisteinemia

Più rare:
↑ lipoproteina (a)
Ridotta fibrinolisi 
(↑ di PAI-1 o ↓ di tPA)

Stati trombofilici acquisiti

Diabete mellito
Sindrome da APA (atc anti-fosfolipidi)
Neoplasie (pancreas, stomaco, polmone)
Neoplasie mieloproliferative Phneg
Sindrome nefrosica
MPD Jak2+ 
Protesi valvolari
Morbo di Crohn
Sindrome di Behcet
Trombocitopenia da eparina 
EPN



Jak 2 +:
34% PVT 
45% BCS



Analisi multiparametrica citometrica (sp): 
FLAER sui granulociti e CD59 su globuli rossi

EPN I

EPN III

APC-A



Caso 2
• Anni 69. Esordio Marzo 2018 con dolore 

addominale: esami: leucopenia (WBC 2.2), 
piastrinopenia (88), anemia (Hb 9.5) , 
insuff epatica: ipertransaminasemia. ittero, 
epatomegalia, splenomegalia, ascite,   
ipertensione portale, Insuff renale grado lieve.

• Ricovero: S di Budd Chiari (trombosi 3 
vene sovraepatiche). 

• Citometria: clone EPN 80% in Gr 
neutrofili e monociti, 30% in GR.



Caso 3

• Storia negli ultimi 24 mesi di oltre 10 episodi 
trombotici (vene dei seni cerebrali, splancnici 
multipli, TVP, TIA, s.coronarica) 

• Screening trombofilico negativo
• Consulenza ematologica Marzo 2016: clone 

EPN 85%, 
• Aprile 2016: inizio terapia con eculizumab
• Nessun evento trombotico dal 2016 ad oggi





Stenting bilaterale seni trasversi e sigmoidei 



Caso 4

• Esordio aplasia severa e clone EPN 5-45 % in 9 
mesi : ATG CyA : no risposta ; ATG cavallo-CyA

• No risposta_ Cy A e boli endxan e VCR no 
risposta ; eculizumab : no risposta sulla serie 
rossa

• 2 anni dopo: clone 90%, AA non severa: N 
700/ul, Pst 40.000/mmc, Hb 8 g/dl: ottima 
risposta ematologica. 



Eculizumab

EPN

Gestione di pazienti con EPN e insufficienza midollare 
senza emolisi

• In pazienti con emolisi minima, gli interventi devono 
focalizzarsi sulla disfunzione midollare sottostante1

1. Brodsky RA. Blood. 2009;113(26):6522-6527. 2. de Latour R, et al. Rev Med Interne. 2010;31(3):200-207. 3. Parker CJ. Hematology Am Soc Hematol Educ

Program. 2011;2011:21-29. 4. Luzzatto L, et al. Br J Haematol. 2011;153(6):709-720.

Algoritmo di trattamento2-4

BMF

IST HSCTo



• Size of PNH red cell population
• Prevalence of PNH III versus PNH 

II
• LDH level above 2500-3000  
• Thrombotic episodes 
• Syntoms related to acute hemolysis 
• Transfusion dependency
• Renal failure, pulmonary 

hypertension, severe dysphagia

FACTORS THAT MAY INFLUENCE 
THE START OF TREATMENT



Conclusions 
 Small and large PNH clones may be detected in 

aplastic- hypoplastic form, and less frequently in 
low-risk MDS. 

 Several “PNH-like” signs and symptoms are 
independent from the clone size

 Monocyte (neutrophil) only may be detected
 Severe AA should be treated with IS therapy (Ecu  

may be used in later phases)
 Consensus on “small clone” definition is lacking

 Clinical (e.g. absence of hemolysis)
 Technical (<10%, <1%, <0.1% according to the detection 

limit)
 Clinical significance of small clones to be determined
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