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Nederlandse samenvatting

M yeloïde neoplasmata (MN's) 
is een verzamelterm voor 
kwaadaardige bloedziekten die 

effect hebben op de myeloïde uitrijping 
van het bloedvormende systeem in 
het beenmerg. MN’s resulteren in 
tekorten van functioneel uitgerijpte 
bloedcellen - de afweercellen, rode 
bloedcellen en bloedplaatjes - met een 
verstoorde immuniteit, verminderd 
zuurstoftransport en bloedingen tot 
gevolg. Soms is er sprake van een 
uitrijpingsstop in de voorlopercellen 
(blasten) met accumulatie van deze 
immature blast cellen in het beenmerg 
tot gevolg. Op basis van het percentage 
blasten kan een onderscheid gemaakt 
worden tussen acute myeloïde leukemie 
(AML) en myelodysplastisch syndroom 
(MDS). Beide ziekten kunnen zich 
zowel klinisch als biologisch heel 
verschillend presenteren en een deel 
van deze heterogeniteit kan verklaard 
worden vanuit de aanwezigheid van 
verschillende defecten op DNA niveau. 
Door de introductie van nieuwe 
sequencing technieken is de laatste jaren 
veel bekend geworden over genetische 
defecten die vaak voorkomen in MN’s. 
In dit proefschrift hebben we ons 
gefocust op de consequenties van deze 
genetische defecten in preleukemische 
stadia. Verder hebben we de invloed 
van individuele genetische defecten 
op het MN fenotype, de handhaving 
van de ziekte en respons op therapie 
onderzocht.

Therapie-gerelateerde myeloïde 
neoplasmata (t-MN’s) zijn kwaadaardige 
bloedziekten die ontstaan na behandeling 
met chemotherapie en radiotherapie. 
Ondanks de duidelijke etiologie van 
t-MN’s werd het mechanisme waarmee 
een cytotoxische behandeling kan 
resulteren in leukemie nog grotendeels 
onbegrepen. De ontwikkeling van 
t-MN komt relatief  frequent voor 

na behandeling met een autologe 
stamceltransplantatie (SCT). De 
regelmatige follow-up van patiënten na 
behandeling met een autologe SCT maakt 
dat deze groep een uniek model vormt 
voor de bestudering van premaligne 
gebeurtenissen vóórdat de diagnose 
t-MN wordt gesteld. In hoofdstuk 2 
hebben we een cohort van 18 patiënten 
onderzocht die werden gediagnosticeerd 
met t-MN na behandeling met een 
autologe SCT vanwege lymfoom of  
plasmaceldyscrasie. Whole exome 
sequencing (WES) toonde aan dat 
t-MN’s worden gekenmerkt door 
frequente mutaties in het TP53 gen en 
een hoog aantal mutaties vergeleken 
met niet therapie-gerelateerde leukemie. 
Van dit verhoogd aantal mutaties werd 
slechts een laag aandeel verklaard door 
veroudering. Zeer gevoelige sequencing 
van de mutaties die ten tijde van de 
t-MN diagnose werden geïdentificeerd, 
onthulde dat dezelfde mutaties al 
aanwezig zijn in lage frequenties op 
het moment van transplantatie in 70 
procent van de patiënten. De bevinding 
dat leukemie-gerelateerde mutaties 
in sommige gevallen ook aanwezig 
waren in T-cellen ten tijde van de t-MN 
diagnose, suggereert dat de leukemie is 
ontstaan uit een vroege hematopoietische 
stamcel. Echter het gebrek aan overlap 
tussen de mutaties die gedetecteerd zijn 
in het lymfoommateriaal en het t-MN 
materiaal wijst niet op het bestaan 
van een gemeenschappelijke voorloper 
cel die ten grondslag ligt aan beide 
ziekten. Door middel van gevoelige 
en gerichte sequencing van materiaal 
dat verkregen is op verschillende 
preleukemische tijdspunten werd de 
dynamiek van de gevonden mutaties 
bestudeerd. Reconstructie toonde 
dat preleukemische klonen jarenlang 
vóór de t-MN diagnose aanwezig 
kunnen zijn en dat behandeling na de 
autologe SCT van invloed kan zijn op 
de stabiliteit van deze klonen. Deze 
resultaten konden worden bevestigd 
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met behulp van immunohistochemie 
waarmee p53-eiwitexpressie werd 
gedetecteerd. De resultaten beschreven 
in hoofdstuk 2 suggereren dat de 
cellen die ten grondslag liggen aan 
t-MN al in een vroeg stadium kunnen 
worden gedetecteerd. Deze bevinding 
kan verregaande implicaties hebben 
voor patiëntenzorg in de toekomst, 
bijvoorbeeld voor het monitoren 
van patiënten en aanpassing van de 
behandeling.

Ringsideroblasten (RS) zijn afwijkende 
erytroïde voorlopercellen die frequent 
worden waargenomen in het beenmerg 
van patiënten met een MDS of  MDS/
MPN (myeloproliferatieve aandoening) 
mengbeeld, voornamelijk in de subtypes 
met een laag risico op transformatie 
naar een AML. De aanwezigheid van 
RS in MDS is sterk geassocieerd met de 
aanwezigheid van mutaties in het SF3B1 
gen, welke een rol speelt in regulatie 
van messenger RNA (mRNA) expressie 
door middel van splicing. Gedacht 
wordt dat RS in MDS het gevolg zijn 
van afwijkende splicing van genen die 
betrokken zijn bij de erytroïde uitrijping 
en het heem metabolisme als resultaat 
van deze SF3B1 mutaties. RS kunnen 
echter ook worden waargenomen in 
het beenmerg van patiënten met een 
hoog-risico MDS of  AML, welke 
doorgaans worden gekarakteriseerd 
door een slechte prognose en waarin 
SF3B1 mutaties zeldzaam zijn. In 
hoofdstuk 3 werd het RS fenotype 
in AML bestudeerd om inzicht te 
krijgen in de genetische achtergrond 
en de mogelijke mechanismen die ten 
grondslag liggen aan deze bevinding. 
Met dit doel werd een cohort bestaande 
uit 126 AML en hoog-risico MDS 
patiënten met RS geanalyseerd. Een 
hoog percentage RS werd voornamelijk 
waargenomen in patiënten met 
slecht-risico ziektekenmerken, 
inclusief  aanwezigheid van specifieke 
cytogenetische afwijkingen en 

frequente TP53 mutaties. De afwijkende 
erytroïde uitrijpende cellen bevatten 
dezelfde mutaties als de myeloïde 
leukemische kloon, wat duidt op een 
gemeenschappelijke herkomst voor 
beide afwijkende. RNA sequencing 
toonde aan dat RS-AML, in vergelijking 
met een afzonderlijk AML cohort, 
wordt gekenmerkt door een verhoogde 
expressie van genen die betrokken 
zijn bij megakaryocytaire en erytroïde 
differentiatie en mRNA splicing. Ook 
genen die betrokken zijn bij het heem 
metabolisme kwamen verhoogd tot 
expressie in RS-AML. Deze genen 
vertoonden overlap met de genen die 
verhoogd tot expressie komen in MDS 
met SF3B1 mutaties. Hoofdstuk 3 
toont aan dat de genetische basis voor 
het RS-fenotype in AML verschilt van 
die in MDS, maar dat onderliggende 
mechanismen overeenkomsten vertonen.

De introductie van nieuwe sequencing 
methoden heeft ook geleid tot een 
toename van de belangstelling voor 
de waarde van individuele mutaties 
voor bijvoorbeeld risicostratificatie en 
de respons op therapieën. MN’s met 
mutaties in TP53 zijn berucht vanwege 
de slechte respons op standaardtherapie, 
welke bestaat uit hoge dosis 
chemotherapie. Onderzoek naar 
alternatieve therapieën waar patiënten 
met deze mutatie baat bij kunnen 
hebben is daarom van groot belang. In 
hoofdstuk 4 hebben we het gebruik van 
hypomethylerende middelen (HMAs) 
onderzocht in een cohort van 47 AML 
patiënten. Beenmergmonsters werden 
beoordeeld op expressie van het p53-
eiwit, omdat zeer hoge expressie 
vaak indicatief  is voor een defect in 
het TP53 gen. Patiënten met p53-
overexpressie hadden een kortere totale 
overleving in vergelijking met patiënten 
met een normale p53 expressie. De 
responspercentages na behandeling met 
HMAs waren echter niet verschillend 
tussen beide groepen. Ook werden 
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er geen verschillen waargenomen in 
de tijd tot respons en de duur van de 
respons. Het verdwijnen van cellen met 
hoge p53-expressie wanneer complete 
remissie werd bereikt, geeft aan dat deze 
cellen gericht kunnen worden aangepakt 
met behulp van HMA's. De resultaten 
die worden beschreven in hoofdstuk 4 
suggereren dat MN patiënten met een 
TP53-mutatie baat kunnen hebben bij 
behandeling met HMAs.

Lange tijd werd gedacht dat erfelijke 
aanleg voor MN’s een ongewoon 
verschijnsel was en dat deze zeldzame 
gevallen zich alleen presenteerden op 
kinderleeftijd. De familiale aggregatie 
van MN’s bij volwassenen werd ook 
sporadisch waargenomen, echter de 
technieken om de moleculaire basis 
van deze genetische predispositie te 
onderzoeken ontbraken. In de afgelopen 
jaren heeft de beschikbaarheid van 
nieuwe sequencing technieken ervoor 
gezorgd dat er steeds meer erfelijke 
kiemlijn mutaties zijn ontdekt die 
predisponeren voor de ontwikkeling 
van MN’s. In hoofdstuk 5 beschrijven 
we twee familiegeschiedenissen waarin 
meerdere patiënten op volwassen leeftijd 
werden gediagnosticeerd met AML of  
MDS. In hoofdstuk 5I beschrijven we 
over twee broers die zich presenteerden 
met een MN op respectievelijk 62- en 
68-jarige leeftijd; leeftijden waarop 
ook sporadische MN’s vaak worden 
gediagnosticeerd. WES onthulde de 
aanwezigheid van een kiembaanmutatie 
in de RNA-helicase DDX41. Eén patiënt 
ontwikkelde een donor cel leukemie 
(DCL) na allogene SCT met de cellen 
van zijn asymptomatische broer; dit 
is het eerste gerapporteerde geval van 
een DCL in de context van een kiemlijn 
DDX41-mutatie. Hoofdstuk 5II 
beschrijft drie patiënten uit één familie 
die zich presenteerden met een MN op 
volwassen leeftijd. WES toonde aan dat 
er sprake was van een kiembaanmutatie 
in een Fanconi-anemie gen bij deze 

patiënten. De aanwezigheid van deze 
defecten komt normaal gesproken op 
kinderleeftijd tot uiting in de vorm van 
onder meer dysmorfieën, beenmergfalen 
en de ontwikkeling van kwaadaardige 
ziekten. In beide onderzoeken werd 
aanvullende sequencing van een 
panel genen welke vaak gemuteerd 
zijn in sporadische MN’s verricht. Er 
werden enkele aanvullende mutaties 
gedetecteerd, zij het alleen laagfrequent. 
Deze resultaten geven aan dat deze 
mutaties geen deel uitmaakten van de 
belangrijkste leukemische kloon, maar 
waarschijnlijk subklonale hematopoëse 
vertegenwoordigen. De bevindingen uit 
hoofdstuk 5 onderstrepen de noodzaak 
om de aanwezigheid van genetische 
aanleg in volwassen MN patiënten te 
overwegen, ook wanneer er geen sprake 
is van prodromale verschijnselen. De 
herkenning van MN’s met een erfelijke 
achtergrond kan grote gevolgen hebben 
voor het medisch beleid dat gevoerd 
moet worden, zoals voor donorselectie 
en de toepassing van aangepaste 
therapieën.

Voordat cellen met genetische mutaties 
in staat zijn te transformeren richting een 
MN moet waarschijnlijk een verstoring 
optreden in transcriptionele netwerken 
die betrokken zijn bij stamcelbehoud en 
–differentiatie. In een deel van de AML 
patiënten komt de transcriptiemodulator 
CITED2 verhoogd tot expressie, een 
observatie die duidt op een mogelijke 
rol voor dit eiwit in de pathogenese 
van deze ziekte. In hoofdstuk 6 
werd de situatie van verhoogde 
CITED2 expressie nagebootst door 
CITED2 tot overexpressie te brengen 
middels een lentiviraal construct in 
CD34+-hematopoëtische stam- en 
voorlopercellen (HSPC's) afkomstig 
uit navelstrengbloed. Overexpressie 
van CITED2 resulteerde in een 
toename van expansie van HSPC's 
in vitro en verbeterde de innesteling 
van deze cellen in vivo in een deel van 
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defecten die ten grondslag liggen aan 
MN’s, terwijl fundamenteel onderzoek 
de mechanismen achter deze individuele 
mutaties blijft ontdekken. Deze 
toenemende hoeveelheid kennis heeft 
echter nog niet zijn weg gevonden 
naar de dagelijkse patiëntenzorg in de 
kliniek. Veel vragen zijn momenteel 
nog onbeantwoord; wat zijn de effecten 
van individuele genetische defecten 
op bijvoorbeeld ziekte-initiatie, 
ziekteontwikkeling, ziekte-agressiviteit, 
respons op therapie en de ontwikkeling 
van resistentie? Een complicerende 
factor hierin is dat genetische defecten 
vaak in combinaties voorkomen in 
één patiënt; wat zijn de consequenties 
van deze combinaties? De bevinding 
dat de aanwezigheid van genetische 
mutaties niet automatisch resulteert in 
de ontwikkeling van MN’s benadrukt de 
noodzaak om dit proces met een brede 
blik te bestuderen. Voor de identificatie 
van de nog onbekende mechanismen die 
een rol spelen bij de ontwikkeling van 
leukemie, zal het bestuderen van MN's 
op een integratieve manier benaderd 
moeten worden waarbij de focus ook op 
andere niveaus dan alleen het DNA moet 
liggen. Een intensieve samenwerking 
tussen klinisch en fundamenteel 
onderzoek is hiervoor onontbeerlijk. 
Uiteindelijk is het doel, maar ook de 
grote uitdaging, voor de komende jaren 
om alle nieuwe kennis bruikbaar te 
maken voor de klinische doeleinden, met 
een verbetering van de patiëntenzorg 
als resultaat.

de muizen. Beide bevindingen zijn 
suggestief  voor een beter behoud van 
primitieve hematopoietische cellen, wat 
mogelijk verklaard kan worden door de 
verminderde apoptose (georganiseerde 
celdood) en verhoogde quiescence 
(‘rustende’ staat van de cel) die werd 
waargenomen in HSPCs met CITED2-
overexpressie. Verder werd een nieuwe 
interactie tussen CITED2 en PU.1 
beschreven. PU.1 is een hematopoietische 
transcriptiefactor die vaak geïnactiveerd 
wordt gevonden in AML. Verlies van 
normale CITED2 functie middels RNA-
interferentie (RNAi) resulteerde in een 
deel van de AML monsters in het verlies 
van het potentieel om in vitro te groeien. 
Hoofdstuk 7 richt zich op mechanismen 
die ten grondslag liggen aan de impact 
die het verlies van CITED2-expressie 
heeft op cellulaire overleving. RNAi-
geïnduceerd verlies van CITED2 
resulteerde in p53-gemedieerde 
apoptose. Er kon worden aangetoond 
dat dit mechanisme niet direct wordt 
gereguleerd via p300/CBP, maar dat de 
AKT-signaaltransductieroute hiervoor 
van belang bleek. De resultaten van 
hoofdstuk 6 en 7 samen laten zien dat 
CITED2 essentieel is voor de overleving 
van leukemische cellen.

In de afgelopen jaren is onze kennis 
met betrekking tot de oorsprong, 
ontwikkeling en instandhouding van 
MN’s sterk verbeterd. Populatie- 
en patiëntenstudies hebben inzicht 
gegeven in de verschillende genetische 
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