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WHO classificatie van acute myeloide leukemie 
(AML) omvat morfologie, immunofenotypering en cy-
togenetica. De diagnose AML wordt gesteld als meer 
dan 20% blasten aanwezig zijn in het beenmerg. Pro-
gressie van AML is snel en hangt net als prognose en 
behandeling af van de genetische predispositie van 
patiënten. Sommige AML subtypen worden ingedeeld 
op basis van de aanwezigheid van chromosomale af-
wijkingen, zoals bij translocaties t (8;21) en t (15;17) of 
een inversie inv (16). Ongeveer 50% van de novo AML 
patiënten presenteert zich echter met een normaal 
karyotype (1;2). Deze AML typen kunnen meestal 
worden geclassificeerd door middel van polymerase 
ketting reactie (PCR) en sequentie analyse technieken 
waarmee (punt)mutaties, inserties en deleties wor-
den aangetoond. De meeste voorkomende (inciden-
tie 35%) en specifieke mutatie in volwassen de novo 
AML is gelegen in het gen voor nucleophosmine-1 
(NPM1) (1;3). De aanwezigheid van een mutatie in dit 
fosfoproteine bij AML is geassocieerd met een relatief 
gunstige prognose (4). Het NPM1 gen is gelegen op 
chromosoom 5 (5q35) en bestaat uit 12 exonen (2). Het 
eiwit bevindt zich in de nucleolus en is als zodanig be-
trokken bij verschillende cellulaire processen. NPM1 
is vooral belangrijk in de biogenese van ribosomen en 
fungeert als chaperonne in ribosomaal eiwit transport 
van kern naar cytoplasma. De directe betrokkenheid 
in ribosoom uitrijping impliceert een belangrijke rol 
in eiwitsynthese, celgroei en proliferatie. NPM1 is ook 
essentieel voor genoom stabiliteit, DNA reparatie, cen-
trosoom duplicatie en regulatie van de tumor suppres-
sor p53 (2). Alle mutaties die beschreven zijn voor het 
NPM1 gen (>40) resulteren in een netto insertie van 
vier baseparen (bp) in exon 12. Meest voorkomend zijn 
mutatie A (TCTG insertie op positie 959) en mutatie B 
(CATG insertie op positie 959), in respectievelijk 75% 
and 15% van alle gevallen (2). De inserties veranderen 
de C-terminus van het NPM1-eiwit. Dit resulteert in 
de lokalisatie van NPM1 in het cytoplasma in plaats 
van in de nucleolus met als gevolg dat het transport 
van ribosomale eiwitten is verstoord (5). De aanwezig-
heid van een NPM1 mutatie kan worden aangetoond 
door immunohistochemie (6), vloeistofchromatografie 
(HPLC) (7), capillaire electroforese (CE) (8) of gebruik 
van moleculaire technieken zoals PCR, sequentie 
analyse (9) of fragmentanalyse (10). De keuze voor 
de techniek hangt af van ervaring, beschikbare ap-

paratuur en kosten. Fragmentanalyse houdt in dat de 
lengte van specifieke DNA fragmenten wordt bepaald. 
Omdat alle bekende NPM1 mutaties resulteren in een 
4 bp insertie, wordt de aanwezigheid van een mutatie 
aangetoond wanneer PCR fragmenten aanwezig zijn 
die 4 bp langer zijn (196 bp) dan het reguliere NPM1 
fragment van 192 bp. Momenteel worden veelal se-
quentie analyse technieken of real time PCR gebruikt 
om NPM1 mutaties aan te tonen. Doel van deze studie 
was om een snelle en eenvoudige fragmentanalyse
methode te ontwikkelen om te kunnen screenen op de 
aanwezigheid van een NPM1 mutatie bij de diagnose 
van AML patiënten.

Materiaal en Methoden

Patiëntenmonsters
Gearchiveerde cDNA monsters van 101 bekende 
AML patiënten, gediagnosticeerd volgens WHO-cri-
teria, werden geanalyseerd. cDNA is gesynthetiseerd 
uit RNA afkomstig van leukocyten. Monsters zijn ver-
zameld tussen 2005 en 2009 en bewaard bij -80 °C. 
Eerder diagnostisch onderzoek toonde in deze mon-
sters de afwezigheid van chromosomale translocaties 
t (15;17), t (8;21) en t (16;16) en inv(16) aan waarmee 
een normaal karyotype is geïmpliceerd. Alle monsters 
zijn gemeten in duplo. 

Controle monsters
Sensitiviteit van fragmentanalyse voor het aantonen 
van NPM1-mutaties is bepaald door een NPM1 mu-
tatie posititieve cellijn (OC-AML3) te verdunnen. Een 
HL-60 cellijn is gebruikt als wildtype controle, terwijl 
DEPC-behandeld water werd gebruikt als negatieve 
controle.

PCR
Een 192 bp fragment uit exon 12 van het NPM1 
gen werd geamplificeerd door PCR met primers 
5’-CTTCCGGATGACTGACCAAGAG-3’ (forward) 
en 5’-CCTGGACAACATTTATCAAACACG-3’ (re-
verse, Invitrogen) welke geschikt zijn voor alle be-
kende NPM1 mutaties. De forward primer is gelabeld 
met het fluorochroom 6-FAM. Het 25 μl PCR reactie 
mengsel bestond uit 2 mM cDNA, 0,4 mM forward 
and reverse primer (20 mM/μl), 2,5 mM MgCl2 (50 
mM, Invitrogen), 0,4 mM desoxyribonucleosidetrip-
hosphates) (GE Healthcare), 1,25 U Taq polymerase 
(Invitrogen) and 2,5 μl 10x PCR buffer zonder MgCl2 
(Invitrogen). PCR condities waren: 5 min 94  ºC, 30 
cycli van 1 min 94 ºC, 1 min 58 ºC en 1 min 72 ºC, 
gevolgd door 7 min 72 ºC.
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Fragmentanalyse 
Het reactiemengsel bestond uit 1 μl verdund PCR pro-
duct, 11,75 μl Hi-DiTM Formamide en 0,25 μl Gene
ScanTM 500 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems), 
in totaal 13 μL. Monsters werden gedenatureerd bij 
94  ºC gedurende 2 min en bij 4  ºC bewaard tot ten-
minste 5 min voor analyse. Fragmentanalyse werd uit-
gevoerd op een ABI 3130 Genetic Analyser (Applied 
Biosystems). Resultaten werden geanalyseerd met 
GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems).

Sequentie analyse
Sequentie analyse is uitgevoerd om de met fragment
analyse aangetoonde mutaties te bevestigen. PCR 
producten afkomstig van positieve patiënten (196 bp 
fragment) zijn gezuiverd door 3 μl Exo-SAP (USB) toe 
te voegen aan 7 μl product en het geheel 30 minuten 
te incuberen bij 37  ºC, 15 minuten bij 80  ºC en ten-
slotte tot aan analyse bij 4 ºC te bewaren. Na opzui-
vering is 60 μl buffer met 1,2 g/l trometomol en 37,2 
mg/l Na2EDTA (zelf gemaakt) toegevoegd aan elk 
monster. Sequentie analyse is uitgevoerd op een ABI 
3130 Genetic Analyser met de NPM1-reverse primer 
(Invitrogen) en een ABI Prism® BigDye® Terminator 
v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Het 
reactiemengsel bestond uit 1,0 μl 5x Sequencing Buf-
fer, 5,2 μl ultrapuur water, 2,0 μl BigDye Terminator 
c1.1 RR, 0,8 μl NPM1-reverse primer en 1 μl gezuiverd 
PCR product. Sequentie condities bestonden uit: 1 min 
96 ºC, 25 cycli van 0,30 min bij 96 ºC, 0,15 min bij 
58 ºC, 2 min bij 60 ºC, met tenslotte incubatie bij 4 ºC 
tot aan analyse. Monsters werden verdund met 2 μl 
NaOAc (1.5 M)/EDTA (250 mM) buffer en gecentri-
fugeerd gedurende 1 min bij 4000 rpm. Na toevoeging 
van 25 μl absolute ethanol werd het monster gecen-
trifugeerd bij 4000 rpm gedurende 30 min waarna de 
ethanol werd afgeschonken. Deze stap werd herhaald 
met 50 μl 80% ethanol en centrifugatie gedurende 5 

minuten. Uiteindelijk werd het monster geïncubeerd 
met 15 μl formamide (94 ºC gedurende 2 min) en be-
waard bij 4 ºC voor tenminste 5 min tot aan analyses. 
Electroforese werd uitgevoerd op een ABI 3130 Gene-
tic Analyser (Applied Biosystems). Resultaten werden 
geanalyseerd met BioEdit (Isis Pharmaceuticals). Se-
quentie resultaten werden vergeleken met de wildtype 
NPM1 sequentie resultaten.

Resultaten
Een NPM1 mutatie is in 26 van de 101 AML patiën-
ten aangetoond met fragmentanalyse. Deze mutaties 
werden bevestigd met sequentie analyse, waarbij 8 
verschillende (netto) inserties van 4 bp werden aan-
getoond (tabel 1). Van de 8 gevonden mutaties waren 
twee niet eerder beschreven. Noemenswaardig is het 
plus-A artefact (193 en/of 197 bp) dat werd gezien in 
alle monsters. Dit wordt veroorzaakt door additie van 
een extra base, de nucleotide adenosine (A), aan het 
3’-uiteinde van het DNA fragment door het gebruik 
van Taq polymerase. De sensitiviteit van fragmentana-
lyse voor NPM1 mutatie detectie bleek 10%. 

Discussie
Deze studie toont aan dat fragmentanalyse een snelle 
en eenvoudige techniek is voor het aantonen van een 
NPM1 mutatie in AML patiënten. Wanneer een muta-
tie aanwezig is, zijn zowel het wildtype DNA als ge-
muteerd DNA aanwezig. Dit kan worden aangetoond 
door een bepaald fragment te selecteren, te amplifice-
ren en de lengte te meten. De behaalde sensitiviteit van 
deze methode was 10%, wat voldoet aan de criteria 
van Molecular Diagnostics for Hematological Malig-
nancies (MODHEM) voor het opsporen van een hete-
rozygote mutatie. Fragmentanalyse is, vergeleken met 
sequentie analyse, een snelle een eenvoudige methode 
bij AML diagnose. Alle verschillende NPM1 mutaties 
worden opgespoord door middel van dezelfde primers, 

Figuur 1. Fragmentanalyse resultaten. A: Wildtype NPM1 fragment (192 bp) met plus-A-artefact (193 bp). B: Mutant NPM1 fragment 
(196 bp) met plus-A-artefact (197 bp). Het 200 bp fragment is afkomstig van de 500 LIZ® size standard.
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terwijl interpretatie van resultaten minder tijdrovend 
is. Een nadeel is dat de exacte mutatie wordt gemist. 
Echter, voor de diagnose en de prognose van AML is 
deze informatie niet noodzakelijk. Sequentie analyse 
van onze monsters leverde twee niet eerder beschreven 
mutaties op (tabel 1), en enkele bekende mutaties (2; 
11). Mutatie A (56%) en B (16%) zijn de meest voorko-
mende mutaties, gevolgd door mutatie 4 (8%), mutatie 
Om, I and DD-5 (allen 4%). De eerste nieuwe mutatie 
is een 9 bp insertie en een 5 bp deletie, de tweede een 
11 bp insertie en een 7 bp deletie, beide resulterend in 
een 4 bp insertie vergeleken met wildtype. De deleties 
zijn eerder beschreven, echter niet in combinatie met 
deze inserties (2). 

Conclusie
Fragmentanalyse is een snelle en eenvoudige methode 
om bij AML diagnose te screenen op de aanwezigheid 
van een prognostisch gunstige NPM1 mutatie. Boven-
dien lijkt fragmentanalyse een veelbelovende techniek 
als vervanger van sequentie analyse of conventionele 
PCR bij de detectie van andere DNA mutaties door 
inserties of deleties.
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Tabel 1. NPM1 mutaties gevonden in 101 AML patiënten met normaal karyotype

Type mutatie	 Sequentie	 Frequentie

Wildtype	 caagatctctg……...gcagt……...ggaggaagtctctttaag	 76

Mutatie A	 caagatctctg..tctg...gcagt….......ggaggaagtctctttaag	 14

Mutatie B	 caagatctctg..catg..gcagt….......ggaggaagtctctttaag	 4

Mutatie 4	 caagatctctg..cttg...gcagt….......ggaggaagtctctttaag	 2

Mutatie I	 caagatctctg..caga..gcagt….......ggaggaagtctctttaag	 1

Mutatie DD-5	 caagatctctg..tcag...gcagt….......ggaggaagtctctttaag	 1

Mutatie Om	 caagatctctg..tttg…gcagt….......ggaggaagtctctttaag	 1

Nieuw 1	 caagatctctg………gcagt..ccctccaaa.. aagtctctttaag	 1

Nieuw 2	 caagatctctg………gcagt..ccctagctagg...gtctctttaag	 1

Totaal		  101


