
Het ontstaan van veneuze trombose wordt door er-
felijke en niet-erfelijke risicofactoren bevorderd.
Bekende risicofactoren voor familiaire trombofilie
zijn afwijkingen in de proteïne-C-, proteïne-S-, anti-
trombine-, factor-II- en factor-V-genen. Dit artikel
beschrijft een moleculair-biologische methode die in
één test, d.m.v. een PCR, mutaties in de factor-II- en
factor-V-genen aantoont.

Trefwoorden: factor-V-Leiden; factor II; duplex-PCR

Veneuze trombotische aandoeningen worden geka-
rakteriseerd door in-situ-trombusvorming en varia-
bele aanwezigheid van embolieën. De incidentie van
veneuze trombo-emboliën bedraagt ongeveer 1:1000.
De klinische verschijnselen hangen grotendeels af
van de lokalisatie en grootte van de trombus en de
onderliggende oorzaak. In afwezigheid van risicofac-
toren treedt trombose vooral bij ouderen op. Risico-
factoren worden onderscheiden in erfelijk en niet-
erfelijk. Niet-erfelijke risicofactoren zijn bijvoorbeeld
zwangerschap, operaties, immobilisatie, maligniteiten,
antistoffen tegen fosfolipiden of lupus-anticoagulans.
Als eerste erfelijke risicofactor werd midden jaren
’60 van de vorige eeuw de antitrombinedeficiëntie
ontdekt. In de jaren tachtig werden familiaire defi-
ciënties van twee andere stollingsremmende eiwitten,
proteïne C en proteïne S, als risicofactoren voor ve-
neuze trombo-embolie op jonge leeftijd beschreven.
De deficiënties worden veroorzaakt door (verschil-
lende) mutaties waardoor de genen worden geïnacti-
veerd en er geen remmende eiwitten worden aange-
maakt.
Recent zijn mutaties in de genen voor de eiwitten fac-
tor V en factor II (protrombine) gevonden, die hun
procoagulante functies bevorderen en daardoor een
verhoogd risico vormen voor overmatige trombusvor-
ming. Onder de blanke bevolking is ca. 5% drager
van de factor-V-(1) en 2% drager van de factor-II-
mutatie (2, 3).

Bepaalde mutaties in het factor-V-gen gaan gepaard
met de zogenaamde ‘Activated protein C resistance’
(APCR). De APCR is een door Dahlback ontwik-
kelde laboratoriumtest op trombofilie (4). In bijna alle
gevallen is APCR aan de factor-V-Leiden-mutatie
(Arginine 506 Glycine) te wijten (5). Enkele gevallen
van APCR worden door de factor-V-Cambridge en
-Hong-Kong-mutaties veroorzaakt (6, 7). Deze muta-
ties in factor V voorkomen de proteolytische inactiva-
tie van factor Va door proteïne C, waardoor de stol-
lingscascade langer actief blijft. Dragers van de
factor-V-Leiden-mutatie lopen een ongeveer 7-10 keer
hoger risico op trombose (1). De mutatie in het
factor-II-gen bevindt zich in het 3’-onvertaald-gebied
van het factor-II-mRNA (8) en leidt tot een hoog-
normale tot verhoogde factor-II-concentratie. Omdat
er overlap bestaat in de factor-II-concentraties tussen
patiënten zonder en met de factor-II-mutatie, kan niet
worden volstaan met een factor-II-bepaling, maar
moet de factor-II-mutatie als oorzaak voor de hoge
activiteit moleculair-biologisch aangetoond dan wel
uitgesloten worden. Deze mutatie is met een onge-
veer 3 keer verhoogd risico op veneuze trombo-
embolie geassocieerd (8).
De factor-V-Leiden- en de factor-II-mutatie zijn beide
met een minder sterk verhoogd risico op trombose
geassocieerd, maar hebben een veel hogere prevalen-
tie dan de proteïne-C-, proteïne-S- en antitrombine-
mutaties. Zowel voor de factor-V-Leiden- alsook
voor de factor-II-mutatie geldt dat als deze mutaties
samen of in combinatie met andere aangeboren of
verworven risicofactoren aanwezig zijn, de kans op
veneuze trombose synergistisch wordt verhoogd (9,
10). Sinds enkele jaren kunnen patiënten met behulp
van de ’polymerase chain reaction’ (PCR) op de fac-
tor-V-Leiden-mutatie worden onderzocht. De rol van
gemuteerd factor II bij het ontstaan van veneuze
trombose is pas sinds kort bekend, zodat PCR’s voor
de detectie van de factor-II-mutatie in mindere mate
worden uitgevoerd.
Recent zijn wij erin geslaagd een mulitplex-PCR op
te zetten, waarin beide mutaties in één assay kunnen
worden aangetoond. 

Materialen en methoden
Per patiënt wordt uit 200 µl EDTA-bloed het geno-
misch DNA met behulp van de ‘QIAmp DNA Blood

33Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk 2004, vol. 29, no. 1

Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk 2004; 29: 33-35

Uit de laboratoriumpraktijk

Detectie van de factor-V-Leiden- en factor-II-mutaties met behulp van
een duplex-PCR

V. SCHARNHORST, N.J.F. GIJSELHART-NIVILLAC, A.D. GOORHUIS, T.W.S.F. BIERMANN en F. v.d. GRAAF

Klinisch Laboratorium, Máxima Medisch Centrum, Veld-
hoven 

Correspondentie: Dr. V. Scharnhorst, Klinisch Laboratorium,
Máxima Medisch Centrum, Postbus 7777, 5500 MB Veldhoven
E-mail: V.Scharnhorst@mmc.nl



mini kit’ (Qiagen) geïsoleerd en in een volume van
200 µl opgenomen. De voor deze PCR gebruikte pri-
mers staan in tabel 1 weergegeven. Per patiënt wor-
den 2 PCR-reacties uitgevoerd. De ene reactie bevat
de factor-II-wildtype (wt), factor-V-wt en consensus-
primers, de andere de factor-II-mutated (mt), factor-
V-mt en consensusprimers. De wt- en mt-primers
verschillen alleen in een, de laatste, base van elkaar
(vetgedrukt in tabel 1). Dit weerspiegelt het feit, dat
zowel het gemuteerde factor-II- als ook het factor-V-
Leiden-gen alleen in deze ene base van de wildtype-
genen verschillen. De bindingsplaatsen van de pri-
mers in de factor-V- en -II-genen zijn al eerder
beschreven (11). Beide reacties bevatten tevens een
primerpaar voor de amplificatie van het β-globine-
gen, dat als controle op een goed verloop van de pro-
cedure dient. Per PCR-reactie van 25 µl worden bij
elkaar gevoegd: 2 µl patiënten-DNA, 5 pmol primer
β-globine-1, 5 pmol primer β-globine-2, 5 pmol pri-
mer factor-II-consensus, 5 pmol primer factor-II-wt of
-mt, 10 pmol primer factor-V-consensus, 10 pmol pri-
mer factor-V-wt of -mt, 200 µmol/l dNTP’s, 1,75
mmol/l MgCl2, 50 mmol/l KCl, 2,5 U Super Taq po-
lymerase (HT Biotechnology) in een 10 mmol/l Tris-
HCl-buffer, pH 9,0. De touchdown-PCR wordt uitge-
voerd in een ‘DNA ENGINE thermal cycler’
(Peltier). Het dubbelstrengs-DNA wordt eerst 1 mi-
nuut bij 95 °C gesmolten. Dan volgen twee PCR-cy-
cli met een annealingstemperatuur van 60 °C. Vervol-
gens loopt de annealingstemperatuur elke twee cycli
1 oC terug tot 54 °C. Daarna volgt 21 keer de cyclus 1
minuut 95 °C, 1 minuut 54 °C, 1 minuut 72 °C. Het
programma eindigt met 10 minuten bij 72 °C. 10 µl
van iedere PCR-reactie worden op een 3%-agarose-
gel in een 1xTAE-buffer elektroforetisch gescheiden
en het bandenpatroon beoordeeld. 

Resultaten
Figuur 1 toont het resultaat van een factor-II- en -V-
duplex-PCR. De PCR met DNA van patiënt 3 geeft
alleen reactieproducten (te zien als bandjes op de gel)
in de reactie met wt-primers. Dat betekent dat deze
homozygoot wt voor de factoren II en V is. Patiënt 1
heeft een heterozygote mutatie in factor II en een nor-
male factor-V-status, te zien aan de reactie met de
factor-II-wt- en -mt-primers en de factor-V-wt-primer.
Patiënt 2 is homozygoot voor de factor-II-mutatie en
homozygoot wt voor factor V. Het DNA van patiënt 4
daarentegen reageert met de factor-V-wt alsook de
factor-V-mt-primer. Deze patiënt is dus heterozygoot
voor de factor-V-Leiden-mutatie (en homozygoot wt
voor factor II). Patiënt 5 is (homozygoot) wt voor
factor II in combinatie met een homozygote mutatie
in factor V en patiënt 6 is heterozygoot voor beide
mutaties. Zoals eerder al gezegd dient het β-globine-
gen als controle op een goed beloop van de hele pro-
cedure en moet dus in alle reactiemengsels aantoon-
baar zijn. De negatieve controle is een reactiemengsel
zonder patiënten-DNA maar met alle primers en mag
geen reactieproducten bevatten. De factor-II- en -V-
status van 50 patiënten is met twee afzonderlijke
PCR’s voor de factoren V en II en met de duplex-
PCR bepaald. In deze patiëntenpopulatie bevonden
zich patiënten met alle mogelijke combinaties van
mutaties in de factor-II- en -V-genen. De PCR’s le-
verden voor alle patiënten identieke resultaten zodat
de duplex-PCR de afzonderlijke PCR’s voor de facto-
ren V en II kan vervangen.

Conclusie
De duplexassay heeft, ten opzichte van de twee af-
zonderlijke PCR’s, meerdere voordelen. Met de du-
plex-PCR kan in één bepaling de genotype van twee
procoagulante genen vastgesteld worden. Twee af-
zonderlijke PCR’s vereisen twee keer zoveel analis-
tentijd en verbruiksartikelen. Bovendien verschillen
de reactieproducten van de duplex-PCR dermate in

34 Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk 2004, vol. 29, no. 1

Tabel 1. Overzicht van alle primers die in de factor-II- en -V-
duplexassay gebruikt worden. De wildtype- en mutated pri-
mers verschillen alleen in de laatste base. Deze basen komen
overeen met de puntmutaties in de factor-II- en -V-genen. De
primers voor β-globine dienen ter amplificatie van het β-glo-
binegen, dat als interne controle op een goed beloop van de
hele procedure wordt gebruikt.

Gen Primer

β-globine-1: 5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’

ß-globine-2: 5’-GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3’

Factor II 
consensus: 5’-TCT AGA AAC AGT TGC CTG GC-3’

Factor II 
wild type: 5’-CAC TGG GAG CAT TGA GGA TC-3’

Factor II 
mutated: 5’-CAC TGG GAG CAT TGA GGA TT-3’

Factor V
consensus: 5’-AAT GTT ATC ACA CTG GTG CTA AA-3’

Factor V
wild type: 5’- CA GAT CCC TGG ACA GAC G-3’

Factor V
mutated: 5’-GCA GAT CCC TGG ACA GAC A-3’

Figuur 1. Resultaat van een duplex-PCR met het DNA van 6
patiënten (1-6). Een deel van de reactiemengsels wordt na de
PCR op een agarosegel gebracht en gescheiden. wt, patiënten-
DNA geamplificeerd in aanwezigheid van primers specifiek
voor de wildtypesequenties van de factoren II en V; mt, patiën-
ten-DNA geamplificeerd in aanwezigheid van primers speci-
fiek voor de sequenties van de factor-II-mutatie G20210A en
factor-V-Leiden. De pijlen wijzen op de bandjes afkomstig van
het opgegeven gen; M, DNA-ladder, de lengte in basenparen
staat naast de bandjes vermeld; neg., negatieve controle. Voor
details zie tekst.



grootte dat digestie van de reactieproducten niet
noodzakelijk is. Dit alles verkort de procedure, ver-
mindert de kans op fouten en verlaagt de kosten. De
duplex-PCR voor de detectie van mutaties in de fac-
toren II en V is dus een snelle en goedkope manier
om twee vaak voorkomende risicofactoren voor ve-
neuze trombose aan te tonen dan wel uit te sluiten. 
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Interferentie van acetaminophen (paracetamol) bij de bepaling van glucose 
en lactaat in volbloed

M.H. de KEIJZER1, R.W. BRANDTS1 en S. van DIJK2

Elektrodes voor de meting van glucose en lactaat in
volbloed blijken steeds meer in de dagelijkse praktijk
gebruikt te worden. Echter de aanwezigheid van ver-
schillende endogene en/of exogene stoffen in bloed,
zoals bijvoorbeeld geneesmiddelen, kan interfereren
met de bepaling en kan leiden tot foutief verhoogde
of foutief verlaagde uitslagen. Naar aanleiding van
een dergelijke bevinding met als interfererende stof
acetaminophen is dit nader onderzocht.
Geconcludeerd wordt dat elektrodes met compensatie-
mogelijkheden de juiste glucoseuitslag produceren,
ook bij toxische acetaminophenconcentraties tot 300
mg/l; de lactaatuitslag kan in dat geval tot 0,6 mmol/l
afwijken.

Trefwoorden: biosensoren; acetaminophen; glucose-
meting; lactaatmeting; interferentie

Een prematuur jongetje met een geboortegewicht van
1600 gram werd vanwege sepsis opgenomen op de
afdeling Neonatale Intensieve Zorg. Naast een aantal
verschillende antibiotica werd ook acetaminophen
(Paracetamol) toegediend. Serieel werden capillairen
bloed afgenomen en werden bloedgasparameters,
elektrolieten en metabolieten bepaald m.b.v. een
bloedgasanalyzer. Tijdens deze metingen werd op een
bepaald moment door de bloedgasanalyzer een ver-
hoogde concentratie lactaat gemeten, waarbij tevens
de boodschap “interference substance detected” gege-
nereerd werd. Nader onderzoek bracht aan het licht
dat het bewuste monster een (toxische) hoeveelheid
van 550 mg/l acetaminophen bevatte (de therapeuti-
sche concentratie bedraagt ongeveer 20 mg/l). Dit
kan leiden tot leverbeschadigingen en methemoglobi-
nemie en zelfs tot irreversibele levernecrose met
trombocytopenie en anemie (1).
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