Appendix richtlijn Mastocytose B:
Laboratoriumonderzoek anders dan pathologisch onderzoek.

Cytologie van bloed en beenmerg
In aanvulling op beoordeling van het beenmergbiopt dient beoordeling van de morfologie van de
individuele cellen (cytologie) in bloed en een beenmergaspiraat plaats te vinden.

Afname

Voor hemocytometrie, differentiéle telling en morfologische beoordeling van de bloedcellen dient
EDTA-ontstold bloed te worden gebruikt.

Een beenmergaspiraat wordt verkregen middels een cristabiopsie. Bij een cristabiopsie wordt bij
voorkeur eerst een aspiraat en pas daarna een biopt afgenomen. Bij afname van eerst een biopt of bij
herhaalde afnames op dezelfde punctieplaats is er verhoogde kans op beschadiging van cellen met
een minder betrouwbare morfologische beoordeling van de cytologie en op bloedbijmenging met
verdunning van het beenmergaspiraat en daardoor een onjuiste differentiéle telling van de cellen en
procentueel verminderd aantal mestcellen. Eventueel kan bij afname van eerst een biopt of bij
herhaalde afnames via dezelfde incisie onder een andere hoek op een afstand van 0,5-1 cm van de
eerste punctieplaats een aspiraat of tweede afname worden afgenomen (Lee et al., 2008).

Door bij afname gebruik te maken van een spuit/buis die reeds gevuld is met anticoagulans (EDTA
voor morfologie, moleculaire diagnostiek en eventueel flowcytometrie en heparine voor
flowcytometrie en karyotypering) en door direct naast het bed cytologiepreparaten (uitstrijken) te
maken, worden respectievelijk snelle stolselvorming en het optreden van beschadiging van cellen
voorkomen.

Beoordeling/test

In de cytologie dienen (subtiele) afwijkingen van de mestcellen (geringe spoelvorm, ontkorreling
en/of atypie) beoordeeld te worden, waarbij naast de MGG (May-Griinwald Giemsa) of Wright
kleuring de toluidine blauw kleuring niet mag ontbreken.

Ook voor beoordeling van aan- of afwezigheid van dysplasie of myeloproliferatieve kenmerken in de
niet-mestcel cellijnen (één van de zogenaamde “B findings”) en mogelijke aanwezigheid van een
geassocieerde hematologische aandoening (SM-AHN) is beoordeling van de cytologie van het bloed en
beenmergaspiraat essentieel.

Kwaliteitseisen en registratie

Voor correcte beoordeling van de aan- of afwezigheid van het minor criterium van meer dan 25%
afwijkende mestcellen, de aan- of afwezigheid van dysplasie of myeloproliferatieve kenmerken in de
niet-mestcel cellijnen (één van de zogenaamde “B findings”) en de mogelijke aanwezigheid van een
geassocieerde hematologische aandoening (SM-AHN) is de kwaliteit van het beenmergaspiraat zeer
belangrijk. Naast onbeschadigde, goed beoordeelbare losliggende mestcellen dienen ook voldoende,
goed beoordeelbare beenmergbrokjes in de preparaten aanwezig te zijn. Omdat het aantal
losliggende mestcellen in een beenmergaspiraat vaak erg laag is (bij de meeste paténten <1%) , is
soms beoordeling van meerdere preparaten nodig. Voor een betrouwbare interpretatie dienen
minimaal 20 mestcellen beoordeeld te worden.

KIT (D816V) mutatie analyse

Aanwezigheid van de KIT D816V mutatie is één van de minor criteria voor systemische mastocytose.
De KIT D816V8 mutatiebepaling kan worden uitgevoerd op bloed en op beenmerg, waarbij in bloed
niet alleen de aan- of afwezigheid belangrijk is maar ook de allelic burden van belang is, aangezien
deze correleert met klinische uitkomst (Hoermann et al., 2014).



Afname
4-10 ml Bloed (EDTA-onstold) en/of 2-3 ml beenmergaspiraat (EDTA-ontstold).

Beoordeling/test
(Kwantitatieve) PCR test voor specifieke detectie van de KIT D816V mutatie.

Kwaliteitseisen
De KIT D816V assay moet voldoen aan de volgende voorwaarden:

1. Gevoeligheid van tenminste 0,01%. Omdat de tumorload in bloed en beenmerg laag kan zijn
(in meeste paténten <1%), is een gevoelige methode noodzakelijk. De minimale gevoeligheid
die behaalt dient te worden is 0,01%. Aangeraden wordt een allel-specifieke RQ-PCR te
gebruiken (Arock et al., 2015; Kristensen et al., 2014; Erben et al., 2014; Kristensen et al.,
2011). NGS-gebaseerde technieken lijken vooralsnog onvoldoende gevoelig (Kristensen et al.,
2015). Er zijn commerciéle, CE-IVD gecertificeerde RQ-PCR assays beschikbaar (Kristensen et
al., 2020).

2. Voor vaststellen van allelic burden in bloed: een kwantitatieve test is vereist, en hiervoor
wordt een RQ-PCR aangeraden. Ook een digital-droplet PCR kan worden gebruikt (Greiner et
al., 2017). Het wordt aangeraden om de analyses uit te voeren op genomisch DNA en niet op
MRNA (Kristensen et al., 2016).

Flowcytometrische analyse CD2 en/of CD25 expressie mestcellen

Aanwezigheid van CD25+ of CD2+/CD25+ mestcellen is één van de minor criteria voor systemische
mastocytose. Deze expressie kan worden bepaald met immunohistochemische kleuringen op het
beenmergbiopt (zie boven) of middels flowcytometrische analyse van een beenmergaspiraat.

Afname

2-3 ml beenmergaspiraat (heparine- of EDTA-ontstold)

Beoordeling/test

Voor de flowcytometrische analyse van het beenmergaspiraat wordt bij voorkeur gebruik gemaakt van
een lyse-stain-wash methode. Hierbij worden in een eerste stap de erytroide cellen gelyseerd en
wordt er een kleuring ingezet op de verrijkte witte bloedcellen. Voordeel is dat er een hoog aantal
witte bloedcellen gekleurd kan worden zodat er ook voldoende mestcellen kunnen worden gemeten.
Voor de identificatie van de mestcellen is het gebruik van CD45 en CD117 aangeraden, daarnaast dient
minimaal CD25 in het panel aanwezig te zijn en is CD2 optioneel.

Kwaliteitseisen
Aangezien het percentage mestcellen laag kan zijn, dienen minimaal 1.000.000 leukocyten te worden
gemeten. Voor een betrouwbare interpretatie dienen minimaal 20 mestcellen aantoonbaar te zijn.

Serum Tryptase

Afname

Voor het aantonen van een chronisch aanhoudende verhoogde uitscheiding van tryptase door
mestcellen (basale tryptaseconcentratie) is afname van 4-10 ml bloed in een stolbuis (serum) nodig.
Voor het bevestigen van een allergische of anafylactische reactie is afname nodig van 4-10 ml bloed in
een stolbuis (serum) binnen 5 minuten tot 3 uur na een gebeurtenis die mestcelactivatie kan
veroorzaken.

Lipemische, hemolytische of microbieel gecontamineerde monsters kunnen vals verhoogde waarden
geven. Bewaaromstandigheden serum: 2 weken bij 4 graden Celsius of enkele maanden bij -20 graden
Celsius.



Test/beoordeling

De meest gebruikte analysemethode is een Fluoro Enzyme Immuno Assay (FEIA). Door
complexvorming van tryptase met een enzym-gebonden anti-tryptase antilichaam ontstaat een
antigeen-antilichaamcomplex en wordt een substraat omgezet waardoor een fluorescerend product
ontstaat. De hoeveelheid fluorescerend product is een maat voor de hoeveelheid aanwezig tryptase.
De referentiewaarden voor tryptase in het kader van anafylaxie is < 11,4 microgram/L. De basale
tryptaseconcentratie is voor een persoon vaak constant. Een stijging van de tryptaseconcentratie kan
ook relevant zijn wanneer de tryptaseconcentratie < 11,4 microgram/L blijft (Borer-Reinhold et al.,
2011). De afkapwaarde voor het diagnostisch minor criterium voor systemische mastocytose is 20
microgram/L. Wanneer er een geassocieerde hematologische maligniteit (SM-AHN) aanwezig is, kan
de tryptaseconcentratie extra verhoogd zijn en geldt de afkapwaarde van 20 microgram/L niet meer.

Kwaliteitseisen

Er dient rekening mee gehouden te worden dat serum tryptaseconcentraties ook verhoogd kunnen
zijn bij nierinsufficiéntie, andere hematologische maligniteiten en aanwezigheid van heterofiele
antistoffen.

MH/MIMA in urine

Synthese, opslag en excretie van histamine vinden voornamelijk plaats in mestcellen en basofiele
granulocyten. Vrijgekomen histamine wordt in het bloed snel enzymatisch gedeactiveerd en als
histaminemetabolieten methylhistamine (MH) en methylimidazolazijnzuur (MIMA) uitgescheiden in de
urine.

Afname

Voor het aantonen van een chronisch aanhoudende verhoogde uitscheiding van histamine door
mestcellen dient de excretie in de urine van de histaminemetabolieten methylhistamine (MH) en
methylimidazolazijnzuur (MIMA) in een nuchtere tweede portie ochtendurine (na uitplassen van een
eerste fractie urine) of in een portie uit een 24 uurs verzamelde urine gebruikt te worden. De urine
dient te worden opgevangen in een urinebokaal (bij voorkeur geen glazen bokaal/container vanwege
absorptie van aminen aan de glaswand), waarin vooraf circa 0,5 ml chloorhexidine 20% oplossing is
toegevoegd, omdat de concentratie van de histaminemetabolieten in de urine kan toenemen door
bacteriéle contaminatie.

Voor het bevestigen van een allergische of anafylactische reactie dient urine 1 tot 2 uur na het
optreden van een aanval/reactie verzameld te worden, de excretie is dan maximaal. MIMA vertoont
een tragere uitscheiding dan MH en kan tot vele uren na het optreden van een reactie nog verhoogd
blijven. Tevens wordt sterk aanbevolen om ook een portie urine uit een aanvalsvrije periode, als
referentie, te verzamelen.

Met een bacteriostaticum (chloorhexidine) afgenomen urine kan bij kamertemperatuur (maximaal 2
weken), 4 graden Celsius (3 maanden) of ingevroren (onbeperkt) bewaard worden en dient bij het
Laboratorium Bijzondere Chemie van de afdeling Laboratoriumgeneeskunde van het UMCG afgeleverd
te worden (zie NVKC website: https://www.nvkc.nl/)).

Test/Beoordeling

De bepaling van histamine en metabolieten in urine (XLC-MS/MS) bestaat uit het toepassen van een
combinatie van verschillende technieken: monstervoorbewerking (derivatiseren), monster-opzuivering
m.b.v. solid phase extractie ((SPE), vloeistofchromatografische scheiding van interferenties (LC) en
tandem massaspectrometrische detectie (MS/MS).

Er dient rekening mee gehouden te worden dat de urine excretie van histamine metabolieten extra
verhoogd kan zijn bij aanwezigheid van een geassocieerde hematologische maligniteit (SM-AHN) of bij
bepaalde andere hematologische maligniteiten, m.n. waarbij een toename van het aantal basofiele




granulocyten wordt gevonden, zoals bij Chronische Myeloide Leukemie (CML) en Polycythemia Vera
(PV).

De referentiewaarden voor volwassenen zijn voor MH < 150 micromol/mol Kreat en voor MIMA 0,9 —
1,9 millimol/mol Kreat. De excretie van histaminemetabolieten in de urine is leeftijdsafhankelijk en bij
kinderen hoger dan bij volwassenen.

Kwaliteitseisen

Omdat door inname van histaminerijk voedsel, zoals zuurkool, kaas, yoghurt, spinazie, aubergines, vis
uit blik en wijn, de excretie van histaminemetabolieten verhoogd wordt, dienen vanaf de dag
voorafgaande aan de dag van afname van de urine deze voedingsmiddelen en dranken niet meer
ingenomen te worden.
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