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Nederlandse samenvatting

Therapeutische doelwitten bij sikkelcelziekte

Wat is sikkelcelziekte?

Sikkelcelziekte is een chronische, erfelijke
bloedaandoening die veroorzaakt wordt
door een mutatie in het hemoglobine (de
rode kleurstof in de rode bloedcellen). Hier-
door krijgen de rode bloedcellen, wanneer
zij in een zuurstof arme conditie komen, de
vorm van een sikkel. Hier dankt de ziekte
haar naam aan. Deze gesikkelde, rode bloed-
cellen zijn minder flexibel en klonteren
gemakkelijk samen in de kleine bloedvaatjes,
wat kan leiden tot verstopping van die bloed-
vaatjes. Sikkelcelziekte komt voornamelijk
voor bij mensen van Afrikaanse, Arabische
of Aziatische afkomst. Wereldwijd worden

er jaarlijks ruim 300.000 kinderen geboren
met sikkelcelziekte, waarvan de meerderheid
in Afrika.! In Nederland zijn er ongeveer
2.000 patiénten, waarvan circa de helft van
Surinaamse afkomst is. De andere helft be-
staat vooral uit voormalige bewoners van de
Nederlandse Antillen, Curacao, Ghana en
andere Afrikaanse landen, landen rond de
Middellandse Zee, Azié en Zuid- en Midden
Amerika.? In veel van deze gebieden kwam
van oudsher veel malaria voor. Dragers van
de sikkelcel mutatie hadden als gevolg van
deze verandering in hun genen een betere
overlevingskans bij malaria. Wanneer deze
mutatie echter van beide ouders wordt
overgeérfd, ontstaat er sikkelcelziekte met
alle complicaties van dien. Zo is sikkelcel-

ziekte waarschijnlijk in het DNA van de mens
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terecht gekomen en wordt deze ziekte nu
voornamelijk gevonden bij mensen die oor-

spronkelijk afkomstig zijn uit deze gebieden.

Complicaties van sikkelcelziekte

Onder bepaalde omstandigheden kunnen
de sikkelcellen verstoppingen veroorzaken in
de kleine bloedvaten (vaso-occlusie). Hierbij
ontstaat er vervolgens zuurstoftekort in de
weefsels. Dat kan hevige pijnaanvallen ver-
oorzaken (dit noemen we pijnlijke, vaso-oc-
clusieve crisen) die tot wel 7 dagen kunnen
duren. De pijn is vaak zo hevig dat patiénten
hiervoor in het ziekenhuis moeten worden
opgenomen omdat er pijnstilling, vaak be-
staande uit morfine, via het infuus nodig is.
Rode bloedcellen van patiénten met sik-
kelcelziekte worden al na ongeveer 10 tot

20 dagen afgebroken terwijl gezonde rode
bloedcellen 10 keer zo lang meegaan. Hier-
door ontstaat er een chronische bloedar-
moede. Verder kunnen de vaatverstoppingen
door sikkelcellen tot onomkeerbare schade
leiden aan belangrijke organen zoals de
hersenen, botten, hart, ogen en nieren. De
milt raakt al in de eerste levensjaren bescha-
digd en werkt hierdoor niet goed meer. Dit
maakt kinderen met sikkelcelziekte bijzon-
der gevoelig voor infecties, die zeer ernstig
kunnen verlopen en niet zelden tot de dood
leiden. Al deze complicaties leiden er toe
dat de levensverwachting van mensen met

sikkelcelziekte sterk verminderd is.** Opval-



lend is dat de klachten van sikkelcelziekte
per patiént wel kunnen variéren van mild
tot zeer ernstig. We weten nog niet goed hoe

deze verschillen verklaard kunnen worden.

Behandeling van sikkelcelziekte

Er zijn tot op heden vrijwel geen middelen
beschikbaar om de ziekte te genezen of com-
plicaties te voorkomen. De enige beschikba-
re behandeling bij acute complicaties van de
ziekte, bijvoorbeeld een herseninfarct, is het
geven van bloedtransfusies. Deze bevatten
uitsluitend gezonde rode bloedcellen en
kunnen zo de vaatverstoppingen door sikkel-
cellen voorkomen. Verder is er een medicijn
dat pijnklachten en ziekenhuisopnames bij
sikkelcelziekte kan verminderen. Dit middel
heet hydroxycarbamide. Met gebruikt van
dit middel nemen dergelijke aanvallen voor
ongeveer de helft af.® Het is echter onvol-
doende effectief om patiénten volledig
klachtenvrij te krijgen. Verder ervaren pati-

enten ook vaak bijwerkingen van dit middel.

Doel van dit proefschrift

Het doel van dit proefschrift is om meer
inzicht te krijgen in de onderliggende pa-
thofysiologische mechanismes, complicaties
en nieuwe therapeutische mogelijkheden bij

sikkelcelziekte.

Inhoud proefschrift

Dit proefschrift bestaat uit drie delen. In

het eerste deel beschrijven we de fysieke
gevolgen van sikkelcelziekte en onderzoeken
we een mogelijk pathofysiologische mecha-
nisme van de ziekte. Verder geven we een
overzicht van de mogelijke behandelingen
voor sikkelcelziekte die tot op heden zijn
onderzocht. In deel II richten we ons op de
rol van vrije zuurstofradicalen, samengevat
als oxidatieve stress, als nieuw therapeutisch
doelwit bij de behandeling van sikkelcelziek-
te. Dit is onderzocht door middel van een
placebo-gecontroleerde studie met het anti-
oxidant N-acetylcysteine (NAC). In deel III
onderzoeken we antistofvorming tegen rode
bloedcel antigenen (allo-immunisatie) als
belangrijke complicatie van bloedtransfusie
therapie bij sikkelcelziekte. We verkennen
hierbij verschillende, potentiéle risicofacto-
ren van allo-immunisatie die kunnen helpen
in de preventie van deze complicatie, en

zo ook bijdragen tot een veilig gebruik van
bloedtransfusie bij sikkelcelziekte.

Het huidige hoofdstuk omvat een samenvat-
ting en algemene discussie van de resultaten

van onze studies.

Deel | - Fysieke gevolgen, pathofysiologie
en huidige behandelopties

In hoofdstuk 2 van dit proefschrift presen-
teren we de eerste Europese studie naar de
frequentie en kenmerken van pijn in een
cohort van volwassen patiénten met sikkel-

celziekte. In deze observationele studie met
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pijndagboeken tonen we aan dat patién-
ten op 17% van de geobserveerde dagen
sikkelcelziekte-gerelateerde pijn rappor-
teren. Deze pijnen werden op 3% van de
dagen gedefinieerd als ernstige, pijnlijke,
vaso-occlusieve crisen. Ziekenhuisopname
voor deze pijnen vond plaats op 1% van de
dagen. Op ongeveer de helft van de dagen
met pijn werden pijnstillers gebruikt. Dit
betrof met name paracetamol en niet-stero-
ide anti-inflammatoire geneesmiddelen
(bijv. diclofenac, ibuprofen). De beschreven
frequentie van pijn reflecteert een zeer
heterogene populatie aangezien 20% van
de patiénten nooit pijn rapporteerde terwijl
11% op meer dan de helft van de geobser-

veerde dagen pijn aangaf.

Deze studie toont aan dat pijn in het dage-
lijks leven van volwassen patiénten met sik-
kelcelziekte in Nederland significant minder
vaak voorkomt in vergelijking met eerdere
observaties in de Verenigde Staten (VS),
waar patiénten pijn rapporteerden op meer
dan de helft van de geobserveerde dagen.®"°
Naast mogelijke verschillen in de patiénten-
populatie en studie opzet, zijn verschillen
tussen de VS en Nederland in de organisatie
en toegankelijkheid van de gezondheidszorg
mogelijk een belangrijke verklaring zijn
voor dit verschil. Toch is de geobserveerde
frequentie van pijn in het dagelijks leven bij
patiénten met sikkelcelziekte in Nederland
nog steeds veel te hoog. Deze pijnen hebben

een enorme impact op het leven van patién-
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ten en hebben een negatieve invloed op de
maatschappelijke participatie en de kwaliteit
van leven van deze patiénten.""®

De grote meerderheid van deze pijnen is
onzichtbaar voor zorgverleners aangezien pa-
tiénten vaak geen professionele hulp zoeken
en hun pijnen bij voorkeur thuis zelf be-
handelen. Het valt verder op dat slechts een
klein deel van de gerapporteerde pijnen als
typische vaso-occlusieve crisen wordt geken-
merkt. Voor een deel zullen deze niet-crise
pijnen mildere episoden of prodromen van
een acute vaso-occlusieve crise betreffen.
Echter, er kan bij sikkelcelziekte een breder
spectrum van pijnen onderscheiden worden.®
Chronische, langer bestaande pijnen lijken
een belangrijke bijdrage te leveren aan de
hoge frequentie van pijn zoals wij die ook
observeren, voornamelijk in patiénten die

op meer dan de helft van de geobserveerde
dagen pijn rapporteerden. Deze chronische
pijnen kunnen het gevolg zijn van secundaire
weefselschade door vaso-occlusie, zoals avas-
culaire botnecrose (afsterving van botweefsel
door zuurstofgebrek). In andere gevallen kan
er soms ook geen duidelijke fysieke oorzaak
gevonden worden en zijn de pijnen mogelijk
het gevolg van een veranderde perceptie van
pijn, door een proces dat ook wel centrale
sensibilisatie wordt genoemd. Hierbij lijken
patiénten een verhoogde gevoeligheid voor
pijn te ervaren, mogelijk door frequente
blootstelling aan acute, hevige pijnen in het
verleden."™ Er is echter nog weinig bekend

over het exacte ontstaansmechanisme van



deze pijnen. Dit verdient daarom nader
onderzoek in toekomstige studies. Het beter
begrijpen van deze pijnen is essentieel om
interventies te kunnen ontwikkelen om deze
invaliderende klachten bij sikkelcelziekte te
kunnen behandelen.

Onze bevindingen benadrukken de verstrek-
kende gevolgen van pijn bij sikkelcelziek-

te, voornamelijk bestaande uit dagelijkse
niet-crise pijnen die men thuis ervaart en
behandelt, en die geassocieerd zijn met chro-
nische, langdurige pijnklachten. Hiernaast
ervaren patiénten ernstige, acute, episodi-
sche vaso-occlusieve crisen die geassocieerd
zijn met ziekenhuisopnames. De behandeling
van deze uiteenlopende pijnen vraagt dan
ook om een verschillende aanpak, waarbij
een behandelaar alert dient te zijn op de
mogelijk hoge frequentie van pijnklachten
die patiénten thuis ervaren, die daarmee gro-
tendeels onzichtbaar zijn omdat patiénten
hiervoor niet naar het ziekenhuis komen.
Echter, uiteindelijk hebben deze diverse pijn-
klachten bij sikkelcelziekte eenzelfde aanlei-
ding; vaso-occlusie. Het ultieme doel op de
lange termijn is daarom om deze episodes
van vaso-occlusie te kunnen voorkomen.
Hiermee kan zowel het aantal acute vaso-oc-
clusieve crisen verminderd worden, maar
ook de secundaire ontwikkeling van chroni-
sche pijnsyndromen op de lange termijn. Het
voorkémen van vaso-occlusie kan gedeel-
telijk bereikt worden door een breder en
optimaler gebruik van het enige beschikbare

middel voor deze indicatie, hydroxycarbami-

de, te starten op een jonge leeftijd. Echter,
het effect van hydroxycarbamide is helaas be-
perkt en leidt niet tot het volledig verdwijnen
van de symptomen van sikkelcelziekte. Er is
daarom een belangrijke noodzaak tot het
ontwikkelen van nieuwe, effectieve behan-
delingen die vaso-occlusie bij sikkelcelziekte
kunnen voorkomen. De status van ontwik-
keling van dergelijke nieuwe behandelingen

wordt verder besproken in hoofdstuk 4.

Hoofdstuk 3 beschrijft de rol van het adhe-
sieve stollingseiwit Von Willebrand Factor
(VWF) in het ontstaan van vaso-occlusie

bij sikkelcelziekte. In deze observationele
studie bij volwassen patiénten met sikkel-
celziekte bekijken wij de hoeveelheid én de
reactiviteit van VWF, en van het eiwit dat de
activiteit van VWF reguleert (ADAMTS13),
gedurende het verloop van een opname voor
een vaso-occlusieve crise én in een stabiele
toestand enkele weken na de opname (steady
state). Deze studie levert het eerste bewijs
dat vaso-occlusieve crisen bij sikkelcelziekte
gekenmerkt worden door een verhoogde re-
activiteit van VWF, in vergelijking met steady
state, terwijl de totale hoeveelheid van het
VWEF (VWF antigeen) relatief stabiel blijft.
De hoeveelheid bloedplaatjes en de plas-

ma waardes van ADAMTS13 (antigeen en
activiteit) waren lager tijdens een crise maar
er werd tijdens een crise echter geen ernstig
tekort aan ADAMTS13 waargenomen.

De hyperreactiviteit van VWF kan mogelijk

verklaard worden door een verminderde
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gevoeligheid van VWF voor afbraak door
ADAMTSI13 (proteolyse; het in stukjes
knippen van VWF). Het knippen van VWF

is van belang voor inactivatie van dit eiwit.
Eerdere studies hebben laten zien dat reac-
tieve zuurstofradicalen, geproduceerd door
witte bloedcellen (neutrofielen), het knippen
van VWF door ADAMTS13 kunnen rem-
men door oxidatie van de plaats waar VWF
geknipt wordt door ADAMTSI13. Hierdoor is
het VWF resistenter tegen de fysiologische
afbraak door ADAMTS13.2%%" Het is ver-

der aangetoond dat vrij hemoglobine, dat
vrijkomt in de bloedbaan bij het kapot gaan
van rode bloedcellen (hemolyse), competitief
kan binden met dezelfde knipplaats op VWF.
Hiermee kan het ook afbraak van het eiwit
door ADAMTSI13 blokkeren.??? Deze ver-
minderde afbraak leidt er vervolgens toe dat
er meer VWF in geactiveerde toestand blijft,
wat op die manier kan bijdragen aan het
ontstaan van microvasculaire trombose. Ter
verdere ondersteuning van deze hypothese
vonden wij een sterke correlatie in onze
studie tussen markers van hemolyse, inflam-
matie en neutrofiel activatie, en markers van
VWEF reactiviteit. Door de observationele op-
zet van deze studie konden wij niet verder be-
kijken of de verhoogde reactiviteit van VWF
tijdens een vaso-occlusieve crise slechts een
epi fenomeen is, of echt bijdraagt aan de pa-
thofysiologie van vaso-occlusie bij sikkelcel-
ziekte. Echter, in-vitro laboratorium studies
hebben aangetoond dat geactiveerd VWF

dikke bundels kan vormen die bloedplaatjes,
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witte en rode bloedcellen kunnen binden en
de bloedstroom blokkeren.?* Verder wordt er
ook verhoogde reactiviteit van VWF waar-
genomen in andere ziektes waarbij er ook
sprake is van microvasculaire trombose.?>?"
Mogelijk draagt deze verhoogde reactiviteit
van VWF daarom ook bij aan het fenomeen
van vaso-occlusie bij sikkelcelziekte.
Toekomstige studies zullen eerst moeten uit-
wijzen of hyperreactief VWF slechts een mar-
ker is van vaso-occlusie, of ook daadwerkelijk
een causale bijdrage levert aan het ontstaan
van vaso-occlusieve crisen bij sikkelcelziekte.
In dat geval zou dit een nieuw therapeutisch
doelwit kunnen vormen in de behandeling

van sikkelcelziekte.

Hoofdstuk 4 beschrijft de resultaten van een
systematische review, waarin een overzicht
wordt gegeven van de diverse behandelop-
ties, naast hydroxycarbamide, die door de
jaren heen zijn onderzocht ter preventie van
vaso-occlusieve crisen bij sikkelcelziekte. Dit
is de eerste studie die een dergelijk overzicht
geeft. In totaal werden er 36 gecontroleerde
studies geidentificeerd, die 26 verschillende
profylactische interventies onderzochten. De
meest belovende interventies om de frequen-
tie van vaso-occlusieve crisen of ziekenhuis-
opnames bij sikkelcelziekte te verminderen,
waren de antioxidanten L-glutamine en
omega-3 vetzuren, en de anti-adhesieve P-se-
lectine remmer crizanlizumab. Studies naar
de effectiviteit van de bloedplaatjesremmer

ticlopidine, het voedingssupplement zink en



naar anti-malaria profylaxe voor patiénten

in malaria-endemische gebieden, lieten ook
bemoedigende resultaten zien. De overige
studies lieten ofwel geen positief effect zien
van de behandeling die bestudeerd werd, of
waren methodologisch te zwak om conclusies
uit te kunnen trekken. Deze overzichtsstudie
benadrukt de discrepantie tussen de enorme
ziektelast van sikkelcelziekte wereldwijd, het
kleine aantal goed opgezette studies met ade-
quate patiénten aantallen en het algemene

gebrek aan effectieve behandelingen.

Concluderend is er sprake van een grote,
onbeantwoorde vraag naar nieuwe, toegan-
kelijke behandelingen voor sikkelcelziekte.
Het is hoopgevend dat het aantal klinische
trials bij sikkelcelziekte in het afgelopen
decennium toe lijkt te nemen, en dat er
diverse behandelingen in gevorderde stadia
van ontwikkeling zijn, dicht bij mogelijke
klinische implementatie. Buiten het focus
van deze review zijn er verder vele nieuwe
middelen in vroege, preklinische fases van
ontwikkeling, gericht op een breed spectrum
aan pathofysiologische doelwitten. Hopelijk
leiden deze middelen op termijn tot nieuwe

behandelingen voor sikkelcelziekte.?8-%0

Deel Il - N-acetylcysteine en oxidatieve stress
In hoofdstuk 5 beschrijven we de resultaten
van een gerandomiseerde klinische studie,
waarbij we de effecten van het orale antioxi-
dant N-acetylcysteine (NAC) op de frequen-

tie van sikkelcelziekte gerelateerde pijn bij

patiénten met sikkelcelziekte. In deze studie
werden patiénten gerandomiseerd tussen
ofwel 1200mg NAC per dag, ofwel placebo
gedurende 6 maanden. De primaire uitkomst
was de frequentie van sikkelcelziekte gere-
lateerde pijndagen. In totaal werden er 96 pa-
tiénten gerandomiseerd, waarvan uiteinde-
lijk 27 patiénten in de NAC arm en 40 in de
placebo arm tenminste 110 observatie dagen
in de studie hadden en daarmee geschikt
waren voor de uiteindelijke studie analyses
(modified intention-to-treat analyse).

Helaas bleken er geen verschillen in de
primaire en secundaire uitkomstmaten van
deze studie tussen beide behandelarmen.
Het was opvallend dat slechts de helft van
de patiénten als compliant aan de medi-
catie kon worden beschouwd en minstens
80% van de voorgeschreven medicatie had
ingenomen. Een aanvullende per-protocol
analyse, beperkt tot een kleine groep patién-
ten met voldoende compliance, toonde wel
een significante vermindering in het aantal
dagen met vaso-occlusieve crisen in de NAC
arm ten opzichte van de placebo arm.
Hoofdstuk 6 onderzoekt vervolgens de
effecten van orale toediening van NAC op
de zogenaamde thiol redox balans in het
plasma bij patiénten uit de gerandomiseerde
studie, en uit een eerdere ongecontroleer-
de pilotstudie met NAC.?" Cysteine (Cys)

is het belangrijkste thiol reservoir In het
extracellulaire milieu. In reactie met oxi-
danten vormt vrij Cys zogenaamde disulfide

verbindingen met andere thiolen. Zowel de
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hoeveelheid totaal, vrij (gereduceerde) en
disulfide (geoxideerde) Cys zijn daarom
belangrijke indicatoren voor de redox status
in het plasma, en daarmee voor oxidatieve
stress.® Klinisch zijn deze markers eerder
onder andere geassocieerd met oudere leef-
tijd, roken, een hoog cholesterol, en hart- en
vaatziekten.***' Eén van de mogelijke wer-
kingsmechanismes van het antioxidant NAC
is dat het deze disulfide verbindingen kan
breken (reduceren), dankzij de vrije thiol
groep van het molecuul.*?43

In zowel de ongecontroleerde pilot als de
gerandomiseerde, placebo-gecontroleerde
studie, leidde oraal gebruik van NAC tot
significante toename in spiegels van vrij (ge-
reduceerd) en totaal NAC, en vrij Cys.

De hoeveelheid eiwit gebonden (geoxideerd)
Cys nam af. Hieruit blijkt dat gebruik van
NAC tot een verbetering leidt in de thiol
redox status in het plasma van patiénten met
sikkelcelziekte (minder oxidatieve stress).
Helaas konden we met deze studies geen
direct positief effect van NAC aantonen

op zowel pathofysiologische als klinische
uitkomstmaten (hoofdstuk 5). Dit lijkt meest
waarschijnlijk te wijten te zijn aan een slech-
te compliantie van de deelnemende patién-
ten, en een te lage dosering van NAC.
Echter, de basisniveaus van de bovenstaan-
de thiol redox markers bij aanvang van de
studie waren onafhankelijk geassocieerd met
het aantal ziekenhuisopnames, de leeftijd en
het sikkelcelziekte genotype van de patiént,

met markers voor activatie van endotheel en
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stolling, en met indirecte markers van oxida-
tieve stress. Dit lijkt indirect bewijs te leveren
dat een verbetering in de thiol redox balans
ook andere pathofysiologische processen van
sikkelcelziekte positief kan beinvloeden, en
mogelijk zelfs het aantal ziekenhuisopnames
kan verminderen. Dit kan zo een belangrijk
nieuw therapeutisch doelwit zijn bij sikkel-
celziekte. Er dient daarom nader onderzoek
gedaan te worden naar het gebruik van NAC
en andere thiol antioxidanten bij sikkelcel-
ziekte. Op dit moment loopt er reeds een
studie die onderzoekt wat de therapeuti-
sche waarde is van NAC toediening in hoge
doseringen via het infuus bij patiénten met
sikkelcelziekte tijdens een opname voor een

vaso-occlusieve crisis (NCT01800526).

Deel Il — Allo-immunisatie

Deel 3 van dit proefschrift beschrijft zowel
klinische als genetische risicofactoren voor
allo-antistofvorming tegen rode bloedcel an-
tigenen (allo-immunisatie), als complicatie
van bloedtransfusie therapie.

Hoofdstuk 7 omvat een retrospectieve mul-
ticenter cohort studie, met het doel om de
associatie te onderzoeken tussen de cumu-
latieve blootstelling aan bloedtransfusies,
het eerste optreden van allo-immunisatie en
onafhankelijke risicofactoren voor allo-im-
munisatie. In totaal werden er 254 patién-
ten geincludeerd, waarvan er 43 patiénten
(18%) tenminste één allo-antistof hadden
gevormd. Het cumulatieve risico op eerste

allo-immunisatie nam toe bij blootstelling



aan meer transfusies. Echter, de helft van
alle patiénten met allo-immunisatie hadden
hun eerste allo-antistof al gevormd voor de
achtste transfusie eenheid. In vergelijking
met een algemene groep patiénten zonder
sikkelcelziekte die transfusies kregen, bleek
het risico op eerste allo-immunisatie fors ho-
ger in het sikkelcelziekte cohort. Binnen dit
cohort van patiénten met sikkelcelziekte was
het risico op allo-immunisatie nog eens twee
keer zo hoog bij patiénten die 1) de eerste
transfusie in hun leven na de leeftijd van 5
jaar ontvingen, 2) incidentele, episodische
transfusies hadden ontvangen in plaats van
geplande transfusies als onderdeel van een
chronisch transfusie schema, of 3) Rhesus D
en ABO gematchte eenheden bloed hadden
gekregen ten opzichte van patiénten bij wie
de getransfundeerde eenheden bloed ook
gematcht waren voor het volledige Rhesus

fenotype en bloedgroep Kell.

De rol van leeftijd ten tijde van eerste trans-
fusie als risicofactor voor allo-immunisatie
blijft nog onduidelijk door tegenstrijdige
bevindingen in de literatuur.*=*¢ Echter,

de andere twee risicofactoren zijn in de
literatuur vaker beschreven. Het verhoog-
de risico op allo-immunisatie geassocieerd
met episodische transfusies is recent ook
geobserveerd in een Frans cohort*, en geeft
tevens verdere onderbouwing voor de hypo-
these dat transfusies die ten tijde van acute,
inflammatoire momenten gegeven worden

(bijvoorbeeld een vaso-occlusieve crise),

geassocieerd zijn met een verhoogd risico op

47-49 De effectiviteit van uit-

allo-immunisatie.
gebreider matchen op bloedgroep antigenen
was reeds aangetoond in eerdere studies,

die de aanleiding vormden voor klinische
implementatie in de Nederlandse transfusie
richtlijnen.®*-%% Onze studie bevestigt hierbij
de effectiviteit van dit beleid in de klinische

praktijk in Nederland (tenminste voor Rhe-

sus fenotype en Kell).

Deze studie toont aan dat allo-immunisatie
een frequente complicatie is bij sikkelcel-
ziekte en dat de meerderheid van de eerste
antistoffen al gevormd wordt na blootstelling
aan slechts een klein aantal transfusies. Het
is daarom noodzakelijk om een voorzich-

tig en evidence-based transfusie beleid te
voeren. De vroege identificatie van patiénten
met hoog risico op allo-immunisatie zal uit-
eindelijk kunnen bijdragen aan een gericht
en kosteneffectief transfusie beleid om al-
lo-immunisatie te voorkomen. In deze hoog
risico patiénten dient er altijd gestreefd te

worden naar een uitgebreid matching beleid.

In hoofdstuk 8 van dit proefschrift hebben
we DNA samples verzameld van het Ne-
derlandse cohort uit hoofdstuk 7, en deze
gecombineerd met samples uit een vergelijk-
baar cohort van getransfundeerde sikkelcel-
ziekte patiénten uit Frankrijk. Het doel van
deze case-control studie was om de associa-
tie te onderzoeken tussen genetische variatie

in Fc gamma receptoren (FcyR) en allo-im-
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munisatie tegen rode bloedcel antigenen.
Deze FcyR komen tot expressie op immuun
cellen, en zijn belangrijke regulatoren van
antistof vorming en antistof reacties. Gene-
tische variatie in Fc gamma receptor genen
(FCGR) is eerder al geassocieerd met andere
antistof-gemedieerde auto- en allo-immuun
ziektes. In deze studie tonen we aan dat
patiénten met een zogenaamd ‘non-clas-
sical open reading frame’ in het FCGR2C
gen (FCGR2C.nc-ORF) een viervoudig
verlaagd risico op allo-immunisatie hebben
in vergelijking met patiénten zonder deze
mutatie. Deze associatie was zelfs sterker
wanneer patiénten met uitsluitend Rhesus of
Kell antistoffen uit de analyse gehaald wer-
den. Deze bevindingen suggereren dat de
genetische achtergrond van patiénten van
minder belang is bij de vorming van Rhesus
en Kell antistoffen, mogelijk door de zeer
hoge immunogeniciteit van deze bloedgroep
antigenen. Dit geeft verder onderbouwing
voor de huidige transfusie praktijk waarbij
we uitgebreider matchen voor deze antige-
nen bij patiénten met sikkelcelziekte.

In een aanvullende analyse van FcyR expres-
sie op diverse afweercellen, vonden we een
verlaagde expressie van FcyRIIb op B cellen
van patiénten met FCGR2C.nc-ORF. Dit zou
een functionele verklaring kunnen zijn voor
het geobserveerde, beschermende effect te-
gen allo-immunisatie van dit polymorfisme.
Het is mogelijk dat FCGR2C.nc-ORF gelinkt
is aan een onbekend ander polymorfisme

in de promotor regio van het FCGR2B gen,
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waarbij het indirect de expressie van FcyRIIb
op B cellen beinvloedt en zo het ontstaan
van allo-antistofreacties mogelijk remt. Ech-
ter, om deze hypothese verder te onderzoe-
ken en het mogelijke immunologische me-
chanisme achter dit beschermende effect van
de mutatie nader te evalueren, is aanvullend
onderzoek noodzakelijk in een grotere groep
patiénten. Dit zou zo uiteindelijk kunnen
bijdragen aan de identificatie van mogelijke
therapeutische doelwitten ter preventie van

allo-immunisatie bij sikkelcelziekte.

Conclusie

Sikkelcelziekte wordt vaak beschreven als de
eerste, bekende, moleculaire ziekte.%¢ Echter,
ondanks deze lang bestaande kennis zijn
vorderingen in de behandeling van sikkel-
celziekte ver achtergebleven in vergelijking
met andere, later ontdekte, moleculaire
ziektes die veel minder mensen treffen, zoals
cystische fibrose. In de afgelopen jaren lijkt
dit tij gelukkig te keren. Met toenemende
migratie stromen is het aantal patiénten met
sikkelcelziekte in westerse landen fors toege-
nomen. Dit heeft er toe geleid dat er in deze
landen meer aandacht is voor onderzoek
naar sikkelcelziekte, waarbij er ook meer
toegang is tot financiering en onderzoeksex-
pertise. Een belangrijk toonbeeld van deze
omslag is de lancering van een wereldwijd
initiatief in 2016, ‘The Sickle Cell Disease
Coalition’, waarin de belangen van zowel
publieke als commerciéle partijen werden

verenigd met het doel om zorg voor sikkel-



celziekte te verbeteren en wereldwijd meer
bewustzijn voor sikkelcelziekte te creéren.
Ondanks het feit dat ontwikkelingen op
onderzoeksgebied voor sikkelcelziekte

pas laat op gang zijn gekomen en dat de
behandelmogelijkheden voor sikkelcelziekte
daarom nog zeer beperkt zijn, is de toekomst
van kinderen met sikkelcelziekte in westerse
landen significant verbeterd in de afgelo-
pen decennia. Dankzij een breed spectrum
aan ondersteunende maatregelen, zoals de
introductie van een neonatale screening

en toepassing van antibiotische profylaxe,

is de levensverwachting van patiénten met
sikkelcelziekte significant verbeterd.®” Met
een toenemend aantal patiénten dat nu de
volwassen leeftijd bereikt, ligt één van de
belangrijkste uitdagingen binnen het onder-
zoek naar sikkelcelziekte in het voorkémen
van chronische complicaties van de ziekte,
die de kwaliteit van leven van patiénten
negatief beinvloeden en leiden tot ernstige
morbiditeit en mortaliteit later in het leven.
De oorzaak van veel van deze complicaties,
inclusief de frequent terugkerende pijnlijke,
vaso-occlusieve crisen en de progressieve
schade aan belangrijke organen zoals de
hersenen, nieren en longen, begrijpen we
nog onvoldoende en de behandeling is voor-
namelijk nog symptomatisch. Het biedt hoop
dat er momenteel vele nieuwe behandelin-
gen in ontwikkeling zijn die zich richten op
deze complicaties.?®=* Er worden bovendien
belangrijke vorderingen geboekt met diverse

methodes van gen therapie bij sikkelcel-

ziekte, waarbij patiénten uiteindelijk zelfs
permanent genezen kunnen worden van
hun genetische mutatie en hun ziekte.5¢%
Er zijn hier nog vele hordes te nemen maar

de eerste resultaten zijn veelbelovend.

Dit proefschrift heeft ons inzicht vergroot in
de ziekte belasting en het ontstaansmecha-
nisme van complicaties bij sikkelcelziekte.

We hebben hierbij diverse therapeutische
aangrijpingspunten onderzocht, geassoci-
eerd met zowel vaso-occlusie als allo-immuni-
satie na bloedtransfusie. De bevindingen van
dit proefschrift brengen ons zo weer een stap
dichter bij nieuwe behandelingen voor sikkel-

celziekte, die zo bijzonder hard nodig zijn.

Er zijn nog vele uitdagingen te overwinnen
in het onderzoek en de behandeling van
sikkelcelziekte, waarbij één van de grootste
uitdagingen is dat de overgrote meerderheid
van patiénten in ontwikkelingslanden leven,
waar de levensverwachting van deze patién-
ten en de kwaliteit van de gezondheidszorg
nog zeer laag is. Echter, het voorzicht voor
patiénten met sikkelcelziekte anno 2017 lijkt

beter dan ooit. Een nieuwe maan komt op.
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And that, my friends,
is how the moon came to be put in the sky.





