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Programma 
 

 

Opfrissen deel 1 van vorig jaar: Rob 

  

Introductie verworven mutaties: Rob 

 

Inleiding ‘integrale diagnostiek’ en myeloproliferatieve aandoeningen: Rob 

 

Achtergrond complexere DNA-technieken: Marjan 

 

Uitleg over nieuwe DNA-ruimten: Marjan 

 

Uitleg en resultaten van onderzoek Karlijn: Karlijn 

 

Casuïstiek: Marjan en Rob 



Moleculaire diagnostiek 

 

Met laboratoriumtesten de genetische code (DNA) onderzoeken. 

 

= 

 

 een van de speerpunten van Result Laboratorium 



DNA: de genetische code 

“een receptenboek”  

• DNA-code bestaat uit (maar) vier verschillende letters: 

 A, T, G en C 

• Menselijke code is drie miljard (3.000.000.000) letters lang. 

• Alle DNA van een cel uitgerold: snoer van 1 - 1,5 meter. 

• Klein gedeelte (1%) van de DNA-code zijn genen. 

• Aantal genen van een mens: circa 22.000. 

• Een gen is het recept voor een eiwit. 

• Ieder mens heeft zijn eigen, unieke, DNA-code. 

• Tussen mensen verschilt DNA-code van genen 0,1%. 

 



http://ghr.nlm.nih.gov/handbook/illustrations/normalkaryotype 

DNA: niet een aaneengesloten snoer, 

maar verdeeld over chromosomen 

Van elk chromosoom twee exemplaren:  

een van je vader en een van je moeder. 



De 46 chromosomen zitten in de celkern. 



Blijft je genetisch code hetzelfde? 

De DNA-code erf je van je ouders,  

maar tijdens je leven ontstaan in sommige cellen veranderingen in 
de genetische code. 

 

    Uitdaging:  

  Hoe toon je die verworven mutaties aan? 

 



Moleculaire diagnostiek wordt 

een steeds belangrijker onderdeel 

van ‘integrale diagnostiek’. 

 

Bijvoorbeeld: hemato-oncologie. 

 

- lichamelijk onderzoek 

- medische voorgeschiedenis 

- routine laboratoriumtesten 

- morfologie 

- flowcytometrie 

- moleculaire diagnostiek 

 



Normale verhouding cellen bloed. 

 

 Rode bloedcellen (4,2-6,2x1012/L) 

Witte bloedcellen (4,3-10x109/L) 

Bloedplaatjes       (150-400x109/L) 



Hematopoiese 



Myeloproliferatieve ziekten 

MPN indeling volgens de 3de WHO editie (2008) 

Ned Tijdschr Hematol 2009;6:247-253 

Mastocytose: Aparte categorie in nieuwe 4de WHO editie 2016. 

‘Klassieke MPN’ 



http://www.hematologienederland.nl/myeloproliferatieve-aandoeningen 

Woekering van één (of meerdere) cellijnen. 

Klinische problemen: verhoogd risico op veneuze en arteriële trombotische complicaties, en op bloedingen. 

Ned Tijdschr Hematol 2011;8:64-79 



Prognose  

ET 

Bij een goede behandeling, zal de levensverwachting van patiënten met ET niet sterk afwijken van die van mensen zonder ET. 

PV 

In het algemeen een gemiddelde overleving na diagnose van 10 - 20 jaar. 

MF 

Patiënten kunnen de ziekte 10 jaar of langer overleven, vooral als de diagnose vroeg gesteld 

wordt.  Zeer ernstige gevallen kunnen binnen 3 tot 6 jaar fataal zijn. 

http://www.hematologienederland.nl 



Zeldzaam? 

http://www.hematologienederland.nl 

• Voornamelijk >50 jaar, maar van alle leeftijden 

• Incidentie: 6-10/100.000/jaar 

• Jaarlijks 1.000 nieuwe patiënten in Nederland 

Maar… 



Incidentie neemt toe 

2005 

betere laboratoriumdiagnostiek:  

moleculaire diagnostiek. 

F. Girodon et al. Haematologica 2009; 94(6) 



Onderscheid primair/secundair kan lastig zijn… 



Moleculaire diagnostiek 

 

2005: JAK2 V617F mutatie (95% PV, 60% ET, 50% MF) 

 

2006: MPL W515L/K (5-10% ET en MF) 

 

2007: JAK2 exon 12 (5% PV) 

 

2013: CALR exon 9 (25% ET en MF) 
  

Klampfl T et al. N Engl J Med 2013; 369(25):2379-90. 



JAK2 V617F 

Blood 2005 106:1207-1209; doi:10.1182/blood-2005-03-1183  



Am. J. Hematol. 86:668–676, 2011. 

JAK2 exon 12 mutaties 



W515K 

W515L 

V501A 

S505C 

A506T 

V507I 

G509C 

L510P 

R514K 

W515R 

R519T 

S204P 

Y591N 

S505N 

The Journal of Molecular Diagnostics, Vol. 15, No. 6, November 2013 

MPL mutaties 

Attilio Orazi, MD, SLH 2016 Milan , Italy. May 12‐14, 2016 



N Engl J Med 2013;369:2379-90. 

CALR exon 9 mutaties 



10,2 mmol/L 
9,9 mmol/L 

WHO 4de editie 



WHO 4de editie 



WHO 4de editie 



WHO 4de editie 



Moleculaire diagnostiek 

Klampfl T et al. N Engl J Med 2013; 369(25):2379-90. 

≈100% 

≈85% 

≈15% 



Database Result 

• DNA van alle patiënten waarvoor een JAK2 V617F bepaling is 
aangevraagd 

 

• 981 patiënten sinds maart 2012 

 

• Gevonden mutatie en gebruikte techniek worden geregistreerd 

 

• 850 patiënten (86.6%) hebben bekende diagnose 

 

 



Diagnoses 
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Mutaties ET 

• 197 patiënten met ET  182 volledig getest 
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Mutaties PV 

• 55 patiënten met PV  52 volledig getest 
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JAK exon 12

Negatief



Mutaties PMF 

• 30 patiënten met PMF  26 volledig getest 
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MPN onderzoeken 

• JAK2 V617F 

 

• JAK2 exon 12 

 

• Calreticuline (CALR) 

 

• MPL mutaties 



 Technieken voor MPN onderzoek 
 

 

 

 

• Sequentie analyse 

  

• MLPA 

  

• Real Time 

  

• PCR 

 



  Sequentie analyse 





Voordelen 
 

Toont puntmutaties en kleine deleties of inserties goed aan 

 

 

 

Nadelen 
 

Toont geen grote deleties of inserties aan 

 

Lage gevoeligheid (20%) 





 CALR mutaties 



Type 1  c.1092_1143del    52 bp deletie 

Type 2  c.1154_1155insTTGTC   5bp insertie TTGTC 

Type 3  c.1095_1140del   46 bp deletie 

Type 4  c.1102_1135del   34 bp deletie 

Type 5  c.1091_1142del   52 bp deletie 

Type 6  c.1094_1139del   46 bp deletie 

Type 7  c.1102_1153del   52 bp deletie 

Type 8  c.1104_1137del   34 bp deletie 

Type 9  c.1140del    1 bp deletie 

Type 10  c.1154delinsTGTGTC    1 bp deletie en insertie van TGTGTC 

Type 11  [c.1092G>C;1095_1140del]   1092 G wordt C en deletie van 46 bp  

Type 12  c.1098_1131del   34 bp deletie 

Type 13  c.1100_1134delinsA   35 bp deletie en insertie A 

Type 14  c.1101_1134del   34 bp deletie 

Type 15  [c.1102_1135del;1145C>G]   34 bp deletie en C wordt G 

Type 16  c.1102_1137delinsCA   36 bp deletie en insertie CA 

Type 17  [c.1104_1137del;1148A>T]   34 bp deletie en A wordt T 





 

 

 

MLPA 

 

 

Multiplex ligation-dependent probe amplification 



Principe MLPA 





  MLPA  

 

 

Voordelen 

 

Hoge gevoeligheid (tot 0,1%) 

 

Kan goed als screening worden ingezet. 

 

Beperking 

 

Afhankelijkheid van de soort probes die in de mix zitten 

 



Probes in MPN kits 
 
 
 
 
P-520 

CALR deletie (type I) 
CALR insertie (type II) 
MPL W515K 
MPL W515L 
JAK2 exon 12 (2 mutaties) 
JAK2 V617F  
KIT D816V 
 

 







MLPA CALR mut type 2 





MLPA MPL mutatie 



Sequentie analyse MPL 



MLPA JAK V617F 1% load 



PCR JAK-2 V617F 

↓1% 



PAL: nieuwe locatie DNA 



Niveau één 



Niveau twee 



Niveau drie 



Nieuw realtime PCR apparaat. 



Casus 1: Marjan 

Casus Marjan 



Man 

 

69 Jaar 

 

Wat valt op? 







Casus 2: vrouw uit 1964 

Hb: 7.0 

WBC: 12.1 

Trombo’s: 236 

Reti’s: 1.2% 



Moleculaire diagnostiek 

JAK2 V617F: niet aantoonbaar. 

MPL W515K/L: niet aantoonbaar. 

CALR exon 9: type 1 mutatie aantoonbaar. 

Casus 2: vrouw uit 1964 



Perifeer bloed 

Casus 2: vrouw uit 1964 



Flowcytometrie:  Perifeer bloed: 3% myeloide blasten.  

   Beenmerg gelijk aan perifeer bloed. (?) 

Beenmergonderzoek 

Patholoog (biopt):  Myelofibrose graad 3. Geen blasten toename. 

Klinische chemie: 

Conclusie: 

Perifeer bloed, waarin een leuko-erytroblastair bloedbeeld met traandruppelcellen en morfologisch circa 2% blasten. 

Beenmergpreparaten van slechte kwaliteit (dry tap?), waarin een van de beschikbare preparaten een zeer forse toename 

van morfologisch afwijkende megakaryocyten. Beeld allereerst sterk verdacht voor een myeloproliferatieve aandoening: in 

casu (primaire) myelofibrose. 

Casus 2: vrouw uit 1964 



WHO 4de editie 



Casus 3: vrouw uit 1964 

Hb: 3.2 

WBC: 5.5 

Trombo’s: 90 

Reti’s: 2.6% 



Moleculaire diagnostiek 

JAK2 V617F: niet aantoonbaar. 

MPL W515K/L: niet aantoonbaar. 

CALR exon 9: niet aantoonbaar. 

Casus 3: vrouw uit 1964 



Casus 3: vrouw uit 1964 



Flowcytometrie:  Perifeer bloed met een myeloide blasten 

   populatie met een omvang van circa 1% van 

   de leukocyten. Beenmerg?  

Beenmergonderzoek 

Patholoog (biopt):  cristabiopt: representatief biopt met zeer celrijk merg (100%) 

met    enige dysmegakaryopoiese en hyperplasie van de erythroide 

   reeks met forse linksverschuiving. Geen significante  

   blastentoename. Geen fibrose. Beeld passend i.h.k.v. vitamine 

   B12 deficiëntie. Geen myeloproliferatieve neoplasie of  

   overtuigende aanwijzingen voor MDS.  

Klinische chemie: 
Conclusie: 

Perifeer bloed met opvallende vormafwijkingen van de rode bloedcellen. Beenmerg met een verhoogd 

aantal megakaryocyten en actieve erytropoiese. Vooralsnog past dit bij de ernstige vitamine B12 

deficiëntie. Een (prefibrotisch stadium van) myelofibrose lijkt op basis van de morfologie minder 

waarschijnlijk op dit moment gezien de o.a. relatief normale morfologie van de megakaryocyten. Graag 

deze uitslag interpreteren in samenhang met de PA. 

Casus 2: vrouw uit 1964 



5 dagen na B12 injecties 

Hb: 5.7 

WBC: 4.5 

Trombo’s: 117 

Reti’s: 22% 

Casus 3: vrouw uit 1964 



Casus 3: vrouw uit 1964 



Huisarts belt over labuitslagen van man uit 1968. 

Wat vinden we hiervan? 

Wat gaan we doen? 

Casus 4 



http://wavemakers.prezly.com/persbericht-iedereen-geniaal-humane-genetica-in-woorden-en-cartoons 


