verbetering en het bewerkstelligen van meer eenheid
in interpretatie en becommentariéring van testresulta-
ten. De werkgroep Klinische Chemometrie wil deze
rondzending in 2008 voortzetten. Hiermee kan een
bijdrage worden geleverd om de consultatieve functie
van de klinische chemie te versterken.
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Jak2-diagnostiek: zeventien maanden later

J. PRINS', M.A. FOURAUX', H. KOOIJMAN' en M.D. LEVIN?

Inleiding

In de diagnostieck van klonale myeloproliferatieve
ziekten als polycythaemia vera (PV) en essentiéle
trombocytose (ET) neemt het vaststellen van de aan-
wezigheid van een verworven mutatie in het Jak2-gen
(Janus-kinase-2, een tyrosinekinase) een belangrijke
plaats in (1-4). Myeloproliferatieve ziekten worden
gekenmerkt door een overgevoeligheid of onafhanke-
lijkheid van de hematologische voorlopercellen voor
cytokines, leidend tot een ongebreidelde proliferatie
met een relatief normale maturatie van met name rode
bloedcellen en trombocyten in respectievelijk PV en
ET. Het klinische beeld van myeloproliferatieve ziek-
ten wordt gekenmerkt door het optreden van zowel
trombo-embolische als hemorragische complicaties,
hepatosplenomegalie, klonale beenmerghyperplasie
en een predispositie voor transformatie naar acute leu-
kemie (5).

Jak2 is een tyrosinekinase dat betrokken is bij de
signaaltransductie van diverse cytokinereceptoren
in de hematopoétische voorlopercellen (1-3). De be-
doelde mutatie in het Jak2-gen is een G—T-mutatie in

Geintegreerd Klinisch Chemisch Laboratorium!, Al-
bert Schweitzer ziekenhuis Dordrecht & RIVAS Beatrix
ziekenhuis Gorinchem; Afdeling Interne Geneeskunde?,
Albert Schweitzer ziekenhuis Dordrecht

194

het JH2-pseudokinasedomein (nucleotide 1849, exon
14) van het Jak2-gen, leidend tot een valine-naar-
fenylalaninesubstitutie op aminozuurpositie 617 (Jak2-
V617F). Deze mutatie geeft aanleiding tot een conti-
nue tyrosinekinaseactiviteit van Jak2 wat resulteert in
een proliferatievoordeel voor de betreffende cellijn.
De Jak2-V617F-mutatie kon niet worden aangetoond
in DNA geisoleerd uit niet-hematopoétische weefsels,
wat suggereert dat het om een somatische mutatie in
de hematopoétische voorlopercellen gaat (1).

Uit onderzoek is gebleken dat de diagnostische meer-
waarde van het bepalen van de aan- of afwezigheid van
de Jak2-V617F-mutatie ligt in het onderscheiden van
myeloproliferatieve aandoeningen als PV (> 95% Jak2-
V617F mutatie positief) en ET (~ 50% Jak2-V617 F-
mutatie positief) van andere oorzaken van erytrocy-
tose of trombocytose (1-6). Tussen november 2006 en
maart 2008 heeft ons laboratorium in 121 monsters de
aan- of afwezigheid van de Jak2-V617F-mutatie vast-
gesteld bij patiénten verdacht van PV of ET. Geana-
lyseerd is of de aan- of afwezigheid van deze Jak2-
mutatie effect heeft op meer dan één hematologische
parameter in het perifere bloed van deze patiénten.

Methoden
Van patiénten met een klinische verdenking op PV of
ET werd genomisch DNA geisoleerd uit EDTA-vol-
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bloed middels de Qiagen-kolommethode (Gentra Sys-
tems, Minneapolis, MN, USA). De monsters waren
afkomstig van patiénten met de verdenking PV (o.a.
hemoglobine(Hb-)concentratie > 10,6 mmol/l voor
mannen of > 9,9 mmol/l voor vrouwen) of ET (o.a.
trombocytenaantal > 450 x 10°/1).Van deze patiénten
werden de bloedbeeldwaarden opgezocht welke aan-
leiding hadden gegeven tot de verdenking PV of ET,
met name de Hb-concentratie, het hematocriet (Ht),
het MCV en het aantal trombocyten en leukocyten, al-
len gemeten op een Sysmex XE-2100 hemocytometer
(Sysmex Corporation, Kobe, Japan).

De aan- of afwezigheid van de Jak2-V617F-mutatie
werd vastgesteld middels een allel-specifieke PCR be-
schreven door Baxter et al. (2) waarbij gebruik werd
gemaakt van twee forward-primers (één specifiek
voor de mutatie en één interne controle) en één reverse
primer. Na agarosegelelektroforese dient de interne
controle (364-baseparenfragment) altijd positief te
zijn. De aanwezigheid van een additioneel 203-base-
parenfragment wijst op de aanwezigheid van de Jak2-
V617F-mutatie. De minimale detectiegrens van deze
assay is 1 - 3% (indien 1 - 3% van de leukocyten de
Jak2-mutatie bezit dan resulteert dit in een Jak2-muta-
tie-positieve uitslag) (2).

Geanalyseerd werd of de bloedbeeldwaarden gemeten
bij het ontstaan van de verdenking PV of ET signifi-
cant verschillend waren voor de Jak2-V617F-mutatie-
negatieve versus mutatie-positieve patiénten.

Resultaten

In de afgelopen 17 maanden werd in 121 monsters
de aan- of afwezigheid van de Jak2-V617F-mutatie
vastgesteld. De monsters waren afkomstig van 56
patiénten met de verdenking PV (erytrocytose) en
65 patiénten met de verdenking ET (trombocytose).
Bij patiénten met een verdenking op PV werd een
Hb-concentratie van 11,3 + 0,8 mmol/l aangetroffen
(laagste waarde 10,0 mmol/l; hoogste waarde 14,3
mmol/l). Van deze pati€énten werd in 29% (16/56)
van de gevallen de aanwezigheid van de Jak2-mutatie
aangetoond. Bij patiénten met een verdenking op ET
werd een trombocytenaantal van 774 + 276x10°/1 aan-
getroffen (laagste waarde 443x10°/1; hoogste waarde
1596x10°/1). Van deze patiénten werd in 52% (34/65)
van de gevallen de aanwezigheid van de Jak2-mutatie
aangetoond.

Zowel de van PV als van ET verdachte patiéntengroe-
pen werden op basis van de vastgestelde Jak2-mutatie-
status in twee groepen verdeeld. Vervolgens werden de
bij het ontstaan van de verdenking op PV of ET ge-
meten Hb-, Ht-, MCV-, trombocyten- en leukocyten-
waarden per subgroep vergeleken (zie tabel). In de PV-
verdachte patiéntengroep werd geen verschil gezien in
de Hb-concentratie tussen de Jak2-mutatie-positieve en
-negatieve subgroep (p = 0,17). Wel werden in de Jak2-
mutatie-positieve subgroep significant hogere waarden
voor het Ht en de trombocyten- en leukocytenaantallen
gevonden (respectievelijk p = 0,002, p < 0,001 en p =
0,002), terwijl het MCV in de Jak2-mutatie-positieve
subgroep juist weer significant lagere waarden liet zien
(p = 0,002). In de ET-verdachte patiéntengroep werd
geen verschil gezien in de trombocytenaantallen tussen
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de Jak2-mutatie-positieve en -negatieve subgroep (p =
0,32). Wel werd in de Jak2-mutatie-positieve subgroep
significant hogere waarden voor de Hb-concentratie,
het Ht en het leukocytenaantal gevonden (respectieve-
lijk p < 0,001, p < 0,001 en p = 0,05).

Conclusies

Ook binnen ons laboratorium heeft het vaststellen van
de aan- of afwezigheid van de Jak2-V617F-mutatie een
prominente plaats ingenomen in de diagnostiek van
klonale myeloproliferatieve ziekten als PV en ET. De
diagnostische meerwaarde van het vaststellen van de
Jak2-mutatiestatus ligt in het onderscheiden van aan-
doeningen als PV (primaire erytrocytose) en ET van
andere oorzaken van erytrocytose of trombocytose
(1-6). Erytrocytose, gepaard gaande met een verhoogd
Ht, is een afwijking met soms levensbedreigende com-
plicaties en een uitgebreide differentiaaldiagnose (6).
Meestal is erytrocytose secundair aan een cardiopul-
monale aandoening die tot een lage arteri€le zuurstof-
spanning leidt. Bij PV wordt de erytrocytose veroor-
zaakt door een verworven klonale beenmergaandoe-
ning waarbij met name het aantal rode bloedcellen
autonoom groeit. Bij erytrocytose op basis van PV is
verlaging van het Ht door aderlating en behandeling
met acetylsalicylzuur geindiceerd (6).

Het aantonen van een in 2005 beschreven mutatie in
het Jak2-gen (1-3), die bij meer dan 95% van alle pa-
tiénten met PV voorkomt, is een veelbelovende test om
de diagnostiek van erytrocytose te vereenvoudigen en
is ook voorgesteld als nieuw diagnostisch (‘major’) cri-
terium binnen de WHO (4). Bij patiénten met erytro-
cytose heeft het vinden van deze Jak2-V617F-mutatie
een positief-voorspellende waarde van 100 % voor de
diagnose PV (4, 5). In het hier beschreven onderzoek
kon slechts bij 16 van de 56 patiénten, verdacht van
PV, de Jak2-V617F-mutatie aangetoond worden in een
perifeer bloedmonster. Dit maakt duidelijk dat de ‘in
huis’-beschikbaarheid van deze test maakt dat vanuit
de kliniek de Jak2-mutatiestatus één van de eerste

Tabel 1. Verschillen tussen Jak2-V617F-negatieve en -posi-
tieve patiénten bij verdenking op polycythaemia vera en essen-
ti€éle trombocytose

Eenheid Jak2-V617F Jak2-V617 p*
negatief positief
(gem. = SD) (gem. = SD)

Verdenking polycytaemia vera (PV)

Hemoglobine mmol/l 11,2 0,6 1,5+ 1,1 0,17
Hematocriet 171 0,53 +0,03 0,57+0,05 0,002
MCV fl 92+5 86 +7 0,002

Trombocyten 10°/1 217 £ 50 389 £ 158 < 0,001
Leukocyten 10°/1 9,1+5,0 141+52 0,002
Aantal patiénten 40 16

Verdenking essentiéle trombocytose (ET)

Hemoglobine mmol/l 77 1,1 8.8+ 1,1 <0,001
Hematocriet 111 0,38 +0,05 0,44 +0,05 <0,001
MCV fl 92+ 10 89 + 16 0,39

Trombocyten 10°/1 738 +293 807 £260 0,32
Leukocyten 10°/1 10,6 £3,6  13,7+8,1 0,05
Aantal patiénten 31 34

“Berekend middels Student’s #-Test
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markers is die aangevraagd wordt in de differentiaal-
diagnostiek van patiénten met erytrocytose. Dit ver-
klaart ook waarom er geen significant verschil werd
gezien in de Hb-concentratie van de Jak2-mutatie-ne-
gatieve versus positieve subgroep (respectievelijk 11,2
+ 0,6 mmol/l en 11,5 £ 1,1 mmol/l). Wel werd bij de
Jak2-mutatie-positieve subgroep een significant hoge-
re Ht-waarde en lagere MCV-waarde aangetroffen (p
=0,002 voor beide), passend bij primaire erytrocytose
(PV). Ook werd in de Jak2-mutatie-positieve subgroep
de frequent bij PV-patiénten geobserveerde verhoogde
trombocyten- en leukocytenaantallen significant meer
gezien ten opzichte van de Jak2-mutatie-negatieve
subgroep (respectievelijk p < 0,001 en p = 0,002) (8).
Dit bevestigt het klonale karakter van PV, waarbij
de Jak2-mutatie in de multipotente hematopoétische
stamcel aanwezig is.

Naast het feit dat de Jak2-V617F-mutatie wordt gezien
in vrijwel alle patiénten met PV, wordt deze mutatie ook
in ongeveer de helft van de patiénten met ET aange-
troffen (1, 2, 7). Binnen ons laboratorium werd bij 52%
(34/65) van de patiénten waarbij de Jak2-mutatiestatus
werd aangevraagd op basis van de aanwezigheid van
een trombocytose, de Jak2-mutatie aangetoond in het
perifere bloed. Net als beschreven door o.a. Campbell
et al. (7) werden ook binnen ons onderzoek verschillen
zichtbaar in perifere hematologische parameters tussen
Jak2-V617F-mutatie-negatieve en -positieve patiénten
(zie tabel). Ten opzichte van de Jak2-mutatie-negatieve
subgroep werden in de Jak2-mutatie-positieve groep
significant hogere Hb-, Ht- en leukocytenwaarden ge-
zien (respectievelijk p < 0,001, p < 0,001 en p = 0,005),
terwijl geen verschil in trombocytenaantallen werd aan-
getroffen tussen de twee subgroepen. Dit duidt op een
aantal PV-achtige kenmerken in Jak2-mutatie-positieve
ET-patiénten (5, 7). Uit de literatuur blijkt daarbij dat
een transformatie van ET naar PV significant vaker
plaatsvindt bij Jak2-V617F-mutatie-positieve patiénten
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en dat zij gevoeliger zijn voor de behandeling met hy-
droxyureum ten opzichte van Jak2-mutatie-negatieve
patiénten (7). Hoewel de Jak2-mutatiestatus ET duide-
lijk in twee groepen scheidt, blijft het moeilijk de Jak?2-
mutatiestatus van een persoon te voorspellen op basis
van routinematig beschikbare klinische en laborato-
riumbevindingen (5, 7).
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Proteomic profiling of cerebrospinal fluid to detect potential biomarkers for
multiple sclerosis
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Introduction

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory, demyelinat-
ing disease of the central nervous system of unknown
aetiology. Pathological manifestations are perivascu-
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lar infiltration of lymphocytes and macrophages in the
brain stem, optic nerves and spinal cord, followed by
myelin loss, resulting in inflammatory plaques in the
white and gray matter (1). The extended criteria indi-
cate that the diagnosis of MS is not straightforward.
The most important reason is a lack of reliable sero-
logical or cerebrospinal fluid (CSF) tests for the diag-
nosis of MS (2). Effective immunomodulatory therapy
is available but a large range of conditions can mimic
MS. This is exactly the reason why it is important to
identify biological markers that reliably distinguish
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