
















































































































































































































































































































Samenvatting 

Het bloed bevat verschillende soorten cellen , elk met een specifieke biologische 
functie. Bloedcellen Stammen af van een gemeenschappelijke stamcel, de 
hematopoietische stamcel (HSC). Hematopoese is het proces waarbij bloedcellen 
differentieren en rijpen in het beenmerg waarna ze worden afgegeven in de 
bloedstroom. Het proces van hematopoese is complex en stringent gereguleerd en het 
aantal verschillende celtypen in het bloed is relatief constant. Variaties in het aantal 
hebben effecten op de gezondheid. 

In hoofdstuk 1 geven wij een inleiding over 3 ziekten waarbij er een effect is op de 
productie van erytrocyten en bloedplaatjes , waardoor waardes ontstaan die boven of 
onder de erkende waardes liggen. Onder de ziekten die worden veroorzaakt door een 
verminderde productie van erytrocyten zijn er vele vormen van bloedarmoede, terwijl 
een verhoogd aantal rode cellen leidt tot erytrocytose. Trombocytopenie is een ziekte 
waarbij er een effect is op de bloedplaatjesproductie, en kan een genetische of 
verworven oorzaak hebben . Vergelijkbaar met anemie, kan trombocytopenie ontstaan 
door een verkorte celoverleving , een verminderd aantal cellen of veranderde 
celfunctie. Deze 3 genetische ziekten zijn allemaal veroorzaakt door aangeboren 
afwijkingen van het normale hematopoiese proces en manifesteren zich tijdens de 
kinder leeftijd. 

In hoofdstuk 2 onderzochten we aangeboren dyserytropoietic bloedarmoede type II 
(CDA II) . Het treft ongeveer 367 patienten in Europa. CDAII patienten presenteren 
milde tot ernstige bloedarmoede, geelzucht en splenomegalie. De grootte van de rode 
bloedcellen is meestal normaal. Na 20-jarige leeftijd ontwikkelen de meeste patienten 
een teveel aan ijzer en bij sommige patienten ontstaan levercirrose, diabetes en 
hartfalen. Beenmerg monsters vertonen karakteristieke veranderingen : verschillende 
hypercellulariteit als gevolg van erytro"ide hyperplasie met 45-90% erytro"ide 
precursoren. In CDAII zijn 10 tot 45% van aile erytroblasten bi- en meerkernig. Een 
algemene bevinding in aile CDA II patienten is een verminderde glycosylering van de 
membraaneiwitten van de erytrocyten: Band 3 (anionenwisselaar eiwit 1) en band 4.5 
(glucose transporter 1) zijn de belangrijkste membraaneiwitten in erytrocyten en geven 
een scherpere band en snellere migratie te zien op natriumdodecylsulfaat 
polyacrylamide-gelelektroforese (SDS-PAGE). Een ander typisch kenmerk van CDAII 
is een schijnbare verdubbeling van het celmembraan van rode bloedcellen als gevolg 
van resterende membranen van het endoplasmatisch reticulum die normaal worden 
geelimineerd gedurende de erytropoiese. De diagnose van CDAII wordt meestal 
bevestigd door de beenmerg cytologie en de detectie van erytrocyt-eiwitten met behulp 
van SDS-PAGE. Als gevolg van overlappende kenmerken tussen CDAII en andere 
anemieen en de zeldzaamheid van CDAII , resulteerde dit jaren lang in een verkeerde 
diagnose en verkeerde behandeling van patienten. 

Uiteindelijk in 2009, na een genoomwijde SNP-analyse van Schwarz et al. en Bianchi 
et al , zijn mutaties gevonden van het SEC23B gen bij patienten met CDAII. Tot nu toe 
zijn SEC23B veranderingen voornamelijk vastgesteld door directe genomische 
sequentie bepaling van het coderende gebied van het gen. Sinds de eerste identificatie 
van SEC23B mutaties in CDAII patienten, zijn 59 mutaties ge"identificeerd. Wij 
beschrijven 4 nieuwe mutaties in SEC23B gen en voor de eerste keer het effect van de 
mutaties op mRNA-niveau in erytroblast cellen en in lymfocyten van de patient. Wij 
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vergeleken de resultaten en hebben geconcludeerd dat lymfocyten mRNA een valide 
startmateriaal is om een moleculaire diagnose CDAII te stellen . Ook hebben we de 
effecten van mutaties aangetoond op het Sec23B eiwitgehalte van de rode bloedcel 
voorlopers , hieruit blijkt een verlaging van het eiwitgehalte van 30% bij patienten met 
een SEC23B mutatie. 

In hoofdstuk 3 beschrijven we onze bevindingen met betrekking tot aangeboren 
erytrocytose, dat gedefinieerd wordt door een toename van het aantal erytrocyten en 
de hematocrietwaarde (HCT) . Het erytropoetine niveau geeft een indicatie voor de 
oorzaak van erytrocytose. Patienten met een aangeboren erytrocytose hebben deze 
aandoening sinds de geboorte en kunnen onderverdeeld worden in een van de twee 
types, diegene met erytropoetine (EPO) niveaus onder het normale bereik waar kan 
worden aangenomen dat er fouten in het EPO pathway zijn , in tegenstelling tot 
mensen met normale of verhoogde EPO niveaus die defecten hebben in de zuurstof 
detectie pathway. We bestudeerden aangeboren erytrocytose (aangeboren 
polycythemia) als gevolg van mutaties in twee van de genen van de zuurstof detectie 
pathway: VHL en HIF-2a. Genetisch onderzoek in Tsjoevasjie (Rusland) identificeerde 
meer dan 100 mensen uit ongeveer 80 families , getroffen met polycythemia. Ze waren 
allemaal homozygoot voor een C598T mutatie in het Von Hippel Lindau (VHL)-gen. 
Patienten hebben een hoog hemoglobinegehalte , een verhoogd plasma erytropoetine 
(EPO) niveau , spataderen , pulmonale hypertensie, vertebrale hemangiomen, lage 
bloeddruk en een verhoogde serumconcentratie van de vasculaire endotheliale 
groeifactor (VEGF). Chuvash polycythemia patienten overlijden vroegtijdig , vooral als 
gevolg van cerebrale vasculaire gebeurtenissen of perifere trombose. We 
identificeerden een ander groot cluster met dezelfde mutatie op het eiland Ischia 
(ltalie) en door de vergelijking van de haplotypes van de Russische patienten met de 
ltalianen, hebben we geconcludeerd dat al deze patienten afstammen van een 
gemeenschappelijke voorouder. Ook mutaties in HIF-a zijn gevonden als een 
genetische oorzaak van aangeboren erytrocytose. We beschrijven twee HIF-2a 
mutaties in 2 patienten met erytrocytose, maar interessant genoeg vertonen deze geen 
verhoogde serum EPO niveaus. We identificeerden een nieuwe variant: lle533Val. De 
andere mutatie (Giy537 Arg) is een de novo-variant, wat suggereert dat exon 12 van 
het HIF-2a gen een hotspot voor mutaties kan zijn en een cruciale rol heeft voor de 
normale eiwit functie aangezien aile mutaties die zijn gerapporteerd over dit gen 
gelocaliseerd zijn in dit exon. 

Tenslotte thrombocytopenie, dat we beschrijven in hoofdstuk 4, 5 en 6 ontstaat 
wanneer het aantal plaatjes in het beenmerg verlaagd is, beneden de normale 
waardes of wanneer de bloedplaatjes die geproduceerd worden een veranderde 
functie hebben. De meer voorkomende oorzaak van trombocytopenie is idiopathische 
trombocytopenische purpura (ITP) . Dit is een auto-immuunziekte gekenmerkt door 
thrombocytopenie als gevolg van auto-antilichamen welke binden aan de antigenen 
van de bloedplaatjes waardoor ze vroegtijdig vernietigd worden. ITP diagnose is 
gebaseerd op een laag aantal bloedplaatjes in de afwezigheid van andere 
hematologische afwijkingen of andere oorzaken van trombocytopenie. De jaarlijkse 
incidentie van pediatrische ITP is ongeveer 4 tot 6 gevallen per 100.000. Ongeveer 
50% van de infantiele ITP gevallen ontstaan acuut na een virale of bacteriele infectie 
die meestal binnen enkele weken tot maanden zonder behandeling geneest, maar een 
kwart van deze patienten ontwikkelt een chronische ziekte. Het endocannabino"lde 
systeem is betrokken bij immuunregulatie door het onderdrukken van eel activatie, het 
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moduleren van een aantal signaalmoleculen en het remmen van pro-inflammatoire 
cytokine productie. We zien hoe de aanwezigheid van de homozygote CNR2 
genvariatie rs35761398 (Q63R) een dubbel risico op ITP ten opzichte van 
heterozygote of wild-type haplotype kinderen. En in het bijzonder het risico voor het 
ontwikkelen van chronische ITP. Meer zeldzame oorzaken van trombocytopenie zijn 
degenen die als gevolg van een genmutatie ontstaan, ook wei erfelijke 
trombocytopenie. Wanneer trombocytopenie niet-syndromaal is , incidenteel en zonder 
duidelijke afwijking van de bloedplaatjes-morfologie, kan het erg moeilijk te 
onderscheiden zijn van idiopathische trombocytopenische purpura of zelfs onmogelijk 
wanneer er geen andere familieleden aangedaan zijn en er geen eerder bloedbeeld 
heeft aantoont dat trombocytopenie aanwezig was sinds de geboorte . Zo lopen 
patienten met een niet specifieke genetische trombocytopenie het risico op een 
verkeerde diagnose en onnodige therapieen. De klinische en moleculaire 
karakterisering van nieuwe vormen van erfelijke thrombocytopenie is zeer belangrijk 
omdat het een differentiele diagnose geeft tussen erfelijke en verworven vormen, wat 
de behandeling vergemakkelijkt. In de laatste jaren is grote vooruitgang geboekt in de 
identificatie en karakterisatie van een autosomaal dominante vorm van 
thrombocytopenie gedefinieerd als Trombocytopenie 2 (THC2, MIM 188000). Deze 
vorm werd oorspronkelijk beschreven in slechts 2 families , een uit de Verenigde Staten 
en de andere uit Europa (ltalie) , waar de THC2 locus (OMIM188000) in kaart werd 
gebracht. Gandhi et al. wees de microtubuli geassocieerde serine-threonine kinase 
aan, zoals het (MASTL) gen , als een mogelijke genetische oorzaak van 
thrombocytopenie in de Amerikaanse familie gekoppeld aan de THC2 locus. We 
hebben dit gen gescreend in de leden van de ltaliaanse familie , maar vonden geen 
MASTL gen mutaties. In plaats hiervan vonden we een mutatie in het gen ACBD5 
naast het MASTL gen. Deze mutatie was aanwezig in aile aangedane leden van de 
ltaliaanse THC2 familie en niet in 200 ltaliaanse controles , maar daarna hebben we in 
een kort stuk van 22 bp van de 5 'UTR van het gen ANKRD26, binnen de THC2 locus, 
zes verschillende mutaties gevonden in andere ltaliaanse stambomen. Om de rol van 
ANKRD26 beter te begrijpen in megakaryocyt ontwikkeling hebben we een knockdown 
van het Ankrd26 gen in zebravissen uitgevoerd. Dit resulteerde in een duidelijk spier 
fenotype dat aangeeft dat Ankrd26 een cruciale rol zou kunnen hebben in de vroege 
ontwikkeling. Aangezien het gen opgereguleerd lijkt te zijn in trombocytopenie 
patienten is het gebruik van een transgeen dier nodig om het pathogene mechanisme 
te verduidelijken van de 5 'UTR ANKRD26 mutaties. 
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