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Summary

Chapter 1 introduces the concepts of blood transfusion in relation to the Vel antigen as well as our cur-
rent understanding of the function of the protein harbouring the Vel antigen during erythropoiesis and 
in erythrocytes. The identification of the Vel antigen as well as the protein that expressed the antigen 
has been important for blood transfusion regimes as several grave haemolytic transfusion reactions and 
haemolytic diseases of the foetus or newborn have been described that were caused by mismatching. 
We and two other groups independently discovered that the Vel-negative phenotype is caused by a 
homozygous 17-basepair frameshift deletion (64_80del) in the coding sequence of the gene small 
integral membrane protein 1 (SMIM1). By use of polymerase chain reaction screening SMIM1 Vel-
negative donors have been successfully identified. However, Vel expression on red blood cells (RBCs) 
varies considerably from one individual to another. In addition to the discovery of SMIM1 as the gene 
underlying the Vel blood group several (non)coding polymorphisms were found that result in variable 
Vel expression. Among these are single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the coding sequence of 
SMIM1, namely the heterozygous missense mutations VEL*01 W.01 and VEL*01 W.02, but also 
SNP rs1175550 and rs143702418 in intron 2. The major A allele of this SNP has been associated with 
lowered SMIM1 transcript levels in an expression quantitative trait loci study, with minor G allele as-
sociated with higher transcript levels. SNP rs1175550 showed to contribute to variable Vel expression 
(Over 60% of SMIM1 transcript level variation can be explained by this SNP), affect morphology and 
function of RBCs, and was shown to influence the mean haemoglobin concentration. This variable 
Vel expression has led, in the past, to incorrect typing of Vel  resulting in potential alloimmunisation 
of recipients. Identifying homozygous 64_80del donors is crucial for optimal matched blood donation 
facilitation. Most blood banks still use blood group phenotyping as routine typing. Hereby they rely 
on limited available antibodies from immunised individuals as a first screening method for the detec-
tion of negative donors of high incidence blood groups. Variable Vel expression and inconsistency of 
anti-Vel sera can lead to problems with successful Vel antigen detection and may result in false-negative 
samples. For transfusion safety of Vel-alloimmunised patients, typing for Vel is required.The research 
described in this thesis is aimed at elucidating the molecular mechanism and characterization for 
expression of the SMIM1 protein and its Vel antigen. 

In chapter 2 of this thesis, we described the successful production of and screening with a recom-
binant anti-Vel monoclonal antibody. Anti-Vel-specific B cells from an alloimmunised patient were 
isolated and cultured as single B cell clones, from which we identified  one B cell clone that produced 
Vel-specific antibodies, named M3F5S. The variable regions of this B cell clone, having low somatic 
hypermutation, were cloned into a vector harbouring the constant regions of immunoglobulin (Ig) 
M-kappa or IgG1-kappa. Hereby we produced a recombinant Vel-specific antibody M3F5S-IgM and 
-IgG1. The specificity of these antibodies was tested by reactivity to wild type (wt)SMIM1-transfected 
HEK293T cells and a donor panel with variable Vel expression. M3F5S-IgM was demonstrated to 
discriminate between Vel-negative and very weak Vel-expressing donors, making this antibody suitable 
for high-throughput screening of donors for Vel expression. M3F5S-IgG1 did not react with weak 
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Vel-expressing RBCs and showed only low reactivity toward RBCs with a specific genotype resulting in 
high Vel expression. High throughput donor screening applicability of M3F5S-IgM was tested in the 
Dutch National Screening Laboratory using an automated blood group analyser (Olympus PK7300). 
This resulted in the identification of 7 very weak Vel expressing and 6 putative Vel-negative donors 
out of 13,288 blood donations screened. The M3F5S-IgM performed better in manual phenotyping 
of these putative donors than currently used human donor-derived anti-Vel sera. Genotyping con-
firmed the homozygous 64_80del for 3 donors. M3F5S-IgM can replace the current use of polyclonal 
antibodies derived from human sera and will improve diagnostics by facilitating the identification of 
Vel-negative blood donors. Intriguingly, in one of the very weak Vel-expressing donors the genotype 
could not explain the weak Vel expression as it was not caused by the c.64_80del, missense mutations 
in the coding sequence, or common intronic variation in SMIM1. Previously, we have found similar 
donors (6) with weak Vel expression that could not be explained. These particular cases indicate the 
need to further investigate the genetics of SMIM1 and Vel antigen expression to explain the very weak 
Vel expression, which could be caused by possible unknown cofactors or regulatory elements, which 
modulate Vel expression levels. 

In chapter 3 we described the identification of a novel single-nucleotide mutation in the coding 
sequence of the SMIM1 gene. This new SNP, VEL*01 W.03 (SMIM1*c.161T>C (p.Leu54Pro)), 
results in low Vel antigen expression as do the two other known coding region SNPs VEL*01 W.01 
(c.152T>A, p.Met51Lys) and VEL*01 W.02 (c.152T>G, p.Met51Arg). The Vel antigen could be 
detected but was very lowly expressed. VEL*01 W.03 had lower Vel antigen expression compared 
to RBCs from donors with a heterozygous 17-bp deletion in SMIM1, which was comparable to the 
expression levels of the two other missense mutations. This weak Vel expression suggests a dominant 
negative effect of the mutated SMIM1 protein  on wtSMIM1. 

In chapter 4 we investigated the effect of the three known SMIM1 missense mutations (VEL*01 
W.01 (M51K), VEL*01 W.02(M51R), VEL*01 W.03(L54P)) on wild type Vel expression. We exam-
ined their effect in HEK293T cells, but found that ectopic expression of these missense mutations did 
not show a dominant negative effect towards wtSMIM1 expression. The SMIM1 missense mutations 
showed differential SDS-PAGE migration patterns compared to  wtSMIM1, with M51R  migrated 
slower , while L54P migrated faster. We concluded that SMIM1 overexpression in HEK293T cells did 
not correctly recapitulate the situation observed in red blood cells. HEK293T cells can therefore not be 
used as a model to study the dominant negative effect of the missense mutants on wtSMIM1 and Vel 
membrane expression. Primary erythroblasts cultured from individuals heterozygous for the SMIM1 
missense mutations would probably simulate the in vivo effect of these SMIM1 mutants better as 
the effect might be specific to processes that occur during erythropoiesis and to examine at which 
differentiation stage the putative dominant negative effect of the SMIM1 mutants becomes apparent. 
The progression of differentiation, based on transferrin receptor and glycophorin A expression, was un-
altered between the different donors (Vel-positive, Vel-negative, Vel-heterozygous, VEL*01W.01 and 
VEL*01W.03). Vel expression increased for all donors during differentiation. Vel-positive erythroid 
cells showed the highest increase for Vel expression from erythroblast to enucleated reticulocytes fol-



Appendix

142

lowed by the Vel heterozygous at approximately 40% of the wt expression, thus showing the expected 
gene dosage effect. Both SMIM1 mutants demonstrated a negative effect on Vel expression, as termi-
nally differentiated erythroblasts showed lower membrane expression (22 and 23% of the Vel+ signal, 
respectively) compared to Vel-positive. In the final step of erythroid differentiation, at enucleation, 
the putative dominant negative effect of the mutants was observed. SMIM1 mutants lost a substantial 
part of their Vel membrane expression during in vitro enucleation, whereas the Vel-positive and Vel 
c.64_80del heterozygous enucleating cells retained Vel membrane expression on their reticulocytes. 
The remaining Vel membrane expression of the SMIM1 mutants was lost during in vivo reticulocyte 
maturation, while Vel-positive retained Vel expression. We hypothesized that membrane remodelling 
during enucleation, by which epitope exposure on the membrane changes due to membrane protein 
reorganisation, might cause this further loss of Vel expression for the SMIM1 mutants. In addition, 
SMIM1 is known to form multimers, as is observed by multiple groups including by us, it is not 
unlikely that the SMIM1 multimers are composed of mutant and wtSMIM1 in the individuals 
harbouring heterozygous SMIM1 mutations. Our in vivo data suggests that the presence of a mutant 
SMIM1 in the multimeric SMIM1 complex is capable of hindering Vel epitope presentation. Interest-
ingly, we found no difference in SMIM1 incorporation into membrane complexes that are tethered to 
cytoskeleton in cultured reticulocytes of L54P/+ compared to its RBCs. This suggests that the effect of 
the SMIM1 missense mutation does not interfere with association of SMIM1 to the spectrin/cytoskel-
eton, but more likely that masking of the Vel membrane epitopes is key to the observed phenomenon. 
We suggest that SMIM1 conformation and thus Vel epitope formation changes throughout terminal 
differentiation, especially during enucleation and reticulocyte maturation.

In chapter 5, we observed that there is no effect on differentiation progression between Vel-positive 
and Vel-negative donors. We investigated the role of four SMIM1 serine residues (Ser6, Ser17, Ser22 
and Ser27:S4) in erythroid differentiation. By mimicking not-phosphorylated SMIM1 (S4A, serines 
substituted for alanines) or constitutively phosphorylated SMIM1 (S4E, serines substituted for glu-
tamic acid), we showed that neither SMIM1 S4A nor SMIM1 S4E had an effect on Vel expression in 
HEK293T cells. SMIM1wt showed to be phosphorylated in transiently transfected HEK293T cells, 
but the predominant SMIM1 band was not phosphorylated. This could be concluded based on the 
migratory properties of SMIM1 S4A and SMIM1 S4E. Transduction of Vel-negative erythroblasts 
with wtSMIM1, SMIM1 S4A, or SMIM1 S4E enabled us to examine the effect of SMIM1 phos-
phorylation during terminal differentiation. We found that these mutants do not affect progression of 
erythroid terminal differentiation. In addition, no difference in Vel expression nor dynamics during 
differentiation was detected for SMIM1 S4A or SMIM1 S4E. However, total protein levels were 
different between SMIM1 S4A and SMIM1 S4E. SMIM1 S4A levels remained stable throughout 
differentiation, whereas for S4E SMIM1 total levels increased during differentiation. The data sug-
gests that intracellular constitutively phosphorylated SMIM1 is degraded. In addition, different Vel 
antibodies showed differential Vel epitope recognition for wtSMIM1 and SMIM1 S4E, particularly at 
the start of differentiation. This suggests that most SMIM1 dimerization/oligomerization occurs later 
(between day 4 and day 8) during differentiation. This may involve incorporation of SMIM1 into 
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the large erythrocyte membrane complexes (e.g. ankyrin or junctional complexes). We showed that 
this dimerization was independent of the phosphorylation status of SMIM1. . This strengthens our 
proposition of the changing Vel epitope formation during differentiation and indicates that different 
antibodies might recognize different (parts of the) native SMIM1 complex conformation.

In chapter 6, the general discussion, the results of this thesis are integrated and discussed in context 
of the (current) literature. We provide avenues for research to further understand the mechanism 
behind SMIM1 expression and Vel epitope presentation. In addition we indicate how the results can 
be interpreted to optimize Vel antigen detection in serology. 
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Hoofdstuk 1 introduceert het concept van bloedtransfusie in relatie met het Vel antigen alsmede de 
huidige kennis met betrekking tot de functie van het eiwit dat het Vel antigen tot expressie brengt 
gedurende erytropoiese en in rode bloedcellen.  Rode bloedcellen, ook wel erytrocyten genoemd, zijn 
essentieel voor het leven. Rode bloedcellen transporteren zuurstof van de longen naar alle organen en 
voeren koolstofdioxide af. Wanneer er onvoldoende rode bloedcellen aanwezig zijn heeft de patiënt 
donorbloed nodig. Bijvoorbeeld bij een trauma wat met veel bloedverlies gepaard gaat, waardoor vitale 
organen zoals het hart en de hersenen onvoldoende van zuurstof worden voorzien of bij chronische 
bloedarmoede veroorzaakt door een defect in de aanmaak van rode bloedcellen (erytropoëse). Do-
norbloed kan niet willekeurig bij iedere patiënt worden toegediend. Op de oppervlakte van de rode 
bloedcellen bevinden zich structuren, eiwitten of carbohydraten, dit noemen we bloedgroepen. De 
bloedgroepen worden gevormd door functionele eiwitten die ingebouwd zijn in de membraan van de 
rode bloedcel. Het deel van deze eiwitten dat boven het rode bloedcel oppervlak uitsteekt noemen we 
bloedgroepantigenen. De meest bekende bloedgroep is AB0, deze bloedgroep bevat dus drie antigenen; 
A, B en 0. Daarnaast wordt men getest (fenotyperen) of hij/zij negatief of positief is voor de Rhesus 
bloedgroep, specifiek voor het Rhesus D antigen (er zijn meer dan 50 Rhesus antigenen). Wanneer 
patiënten, die negatief zijn voor een bloedgroep, in aanraking komen met positief donorbloed wordt 
het immuunsysteem geactiveerd. Dit leidt tot aanmaak van antistoffen (immunisatie). Deze antistoffen 
kunnen de rode bloedcellen aanvallen, wat een transfusiereactie wordt genoemd. Dit is gevaarlijk voor 
de patiënt, aangezien het donorbloed wordt afgebroken en er toxische stoffen vrijkomen. Toediening 
van donorbloed heeft het doel om bloedarmoede tegen te gaan, maar in dit geval heeft het een ave-
rechtse werking. Het primair testen voor de twee bloedgroepen AB0 en Rhesus is van belang, omdat de 
kans op een transfusiereactie bij een eerste transfusie met deze bloedgroepen heel groot is. Naast deze 
twee systemen (AB0 en Rhesus) zijn er nog 37 andere bloedgroepen die samen meer dan 300 bloed-
groepantigenen omvatten. Voor bepaalde antigenen is de aanwezigheid bij de bevolking 50:50, maar er 
zitten ook antigenen bij die heel veel voorkomen (hoogfrequente antigenen; >90% van de bevolking) 
of juist heel weinig voorkomen (laagfrequente antigenen; < 1% van de bevolking). Voor hoogfrequente 
antigenen is het lastig om uitwisselbaar donorbloed te vinden voor de mensen die negatief zijn voor 
deze bloedgroep antigenen. Eén van de hoogfrequente bloedgroepen is de Vel bloedgroep. Fenotyperen 
van donoren of patiënten voor de Vel bloedgroep wordt niet standaard gedaan. Pas wanneer bekend 
is dat een patiënt Vel-negatief is, wordt passend Vel-negatief donorbloed gezocht. De Vel bloedgroep 
heeft echter een zeer variabel niveau van antigen presentatie (expressie). Dit maakt het extra lastig om 
mensen goed te fenotyperen voor de Vel bloedgroep. Het kan namelijk voorkomen dat een donor het 
Vel antigen zeer zwak tot expressie brengt, waardoor deze donor als Vel-negatief wordt getypeerd. Het 
kan fatale gevolgen hebben als een Vel-negatieve patiënt dit donorbloed krijgt toegediend. 

Sinds 2013 is het bekend welk eiwit het Vel antigen tot expressie brengt op de rode bloedcel (RBC), 
namelijk het SMIM1 eiwit (small integral membrane protein 1). In het DNA van de celkern zit 
het SMIM1 gen dat omgezet wordt in een eiwit (opgebouwd uit aminozuren), wat vervolgens naar 



145

Samenvatting

de membraan van de bloedcel wordt getransporteerd. Een defect in beide gen kopieën (van vaders- 
en moederskant; homozygoot) waarbij een stuk van het SMIM1 gen weg is (64_80del), resulteert 
in een defect in het proces bij het maken van het SMIM1 eiwit (null allele). Hierdoor is er geen 
SMIM1 eiwit en bestaat er ook geen Vel antigen in de cel. Specifieke veranderingen (mutaties) in 
de DNA sequentie, enkel nucleotide polymorfisme (single nucleotide polymorphism;SNP) van het 
SMIM1 gen kunnen leiden tot een wisseling van aminozuren in het SMIM1 eiwit (missense mutaties 
in het eiwit coderende deel exon 3 of 4), maar ook tot een verminderde aanmaak van het SMIM1 
eiwit (noncoding mutaties in de intronen, voornamelijk intron 2), afhankelijk van waar de mutatie 
zich in het gen bevindt. Dit kan resulteren in een verminderde Vel expressie op de rode bloedcel 
membraan. Door het DNA van donoren en patiënten te controleren op deze veranderingen in het 
SMIM1 gen (genotyperen) kunnen Vel-negatieve donoren met zekerheid worden bepaald. Het correct 
typeren van Vel-negatieve donoren is cruciaal om optimaal afgestemd donorbloed te verkrijgen voor 
patiënten om transfusiereacties te voorkomen. Het missen van een null allele voor het Vel antigen heeft 
geen gevolgen voor de donor, maar is van levensbelang voor de patiënt. Daarnaast kan het verkeerd 
typeren van een donor als Vel-negatief door (onbekende) mutaties in SMIM1 transfusiereacties in 
Vel-negatieve patiënten veroorzaken. Vel-negatieve donoren zijn zeldzaam, één op de 4000 personen 
is negatief voor het Vel antigen. Bloedbanken maken voornamelijk gebruik van fenotyperen, waarbij 
met specifieke antistoffen, aanwezig in sera van geïmmuniseerde mensen, een bloedgroep kan worden 
aangetoond. Helaas wordt het fenotyperen van patiënten voor de Vel bloedgroep bemoeilijkt door het 
gebrek aan antistoffen, omdat heel weinig mensen Vel-negatief zijn en immunisatie hierom gelukkig 
niet vaak voorkomt. De variabele Vel expressie en wisselende effectiviteit van de beschikbare anti-Vel 
sera kunnen tot problemen leiden bij het correct detecteren van het Vel antigen en resulteren mogelijk 
in vals-negatieve donoren of patiënten. Voor de veiligheid van bloedtransfusies bij Vel geïmmuniseerde 
patiënten is het nodig om routinematig voor Vel te typeren. 

Om deze reden hebben wij in hoofdstuk 2 een monoklonaal anti-Vel antilichaam (immunoglobu-
lin; Ig) geproduceerd. Dit antilichaam is ongelimiteerd verkrijgbaar en kan worden gebruikt voor het 
screenen van bloeddonaties voor de Vel bloedgroep. Wij hebben dit antilichaam verkregen door van 
een Vel-geïmmuniseerde patiënt B-cellen te isoleren die specificiteit voor de Vel bloedgroep vertoon-
den. Deze B-cellen hebben wij als enkele cellen opgekweekt tot klonen waarvan de geproduceerde 
antilichamen op Vel-specificiteit kon worden getest. Dit resulteerde in het identificeren van één B-cel 
kloon die een Vel-specifiek antilichaam produceerde, genaamd M3F5S. De algemene vorm van een 
antilichaam is zoals de letter Y, schematisch weergegeven in figuur 1a. Een antilichaam bestaat uit twee 
grote (zware) ketens en twee kleine (lichte) ketens, weergegeven in respectievelijk blauw en rood. Het 
bovenste deel van deze zware en lichte ketens verandert afhankelijk van de verschillende antigenen 
die het tegenkomt; de variabele regio van antilichamen. De constante structuur van een antilichaam 
heet de constante regio. Er zijn twee verschillende lichte ketens: kappa en lambda. De variabele regio 
van de M3F5S kloon is samengevoegd met de contante regio’s van een antilichaam type IgM-kappa 
en IgG1-kappa. IgM antilichamen hebben de eigenschap om een pentameer maar ook een hexameer 
te vormen, doordat de constante regio’s een interactie kunnen aangaan. De constante regio’s van IgGs 
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kunnen dat niet. Ons geproduceerde IgM antilichaam kan een hexameer vormen (figuur 1b). We 
hebben een recombinant Vel-specifiek antilichaam M3F5S-IgM en -IgG1 geproduceerd. De speci-
ficiteit voor het Vel antigen van deze antilichamen zijn getest door te kijken naar de reactiviteit van 
M3F5S-IgM en -IgG1 met HEK293T cellijn cellen die wild type (wt)SMIM1 tot expressie brengen 
(getransfecteerd) en een set donorcellen met variabele Vel expressie (op basis van genotype). M3F5S-
IgM toonde aan Vel-negatieve en zeer zwak Vel-expresserende donoren van elkaar te kunnen onder-
scheiden. Hierdoor is dit antilichaam geschikt voor het typeren van zeer veel donoren voor het Vel 
antigen (high-throughput screening; HTS). M3F5S-IgG1 gaf nauwelijks een reactie met RBC’s die Vel 
zwak tot expressie brengen en toonde een lage reactiviteit met hoog Vel expressie RBC’s (op basis van 
genotype). De HTS toepasbaarheid van M3F5S-IgM is getest bij de Nederlandse Nationale Screening 
laboratorium Sanquin, met behulp van een machine die automatisch de bloedgroepen kan typeren 
(Olympus PK7300). Dit leidde tot de identificatie van zeven zeer zwakke Vel expressie donoren en 
zes vermoedelijke Vel-negative donoren uit 13.288 gescreende bloeddonaties. Het M3F5S-IgM antili-
chaam kon bij handmatige fenotypering van de zes vermoedelijke Vel-negative donoren het Vel-antigen 
beter detecteren dan het huidig gebruikte humaan anti-Vel sera. Genotypering bevestigde voor drie 
donoren de homozygote aanwezigheid van de 64_80del deletie in SMIM1 en dus de Vel-negativiteit 
van deze donoren. Dit geeft aan dat M3F5S-IgM het huidige gebruik van polyklonale antilichamen 
verkregen uit humaan sera kan vervangen en de diagnostiek kan verbeteren door het faciliteren van 
de identificatie van Vel-negative bloeddonoren. Opmerkelijk genoeg was dat één van de zeer zwak Vel 
expressie donoren het genotype de zwakke expressie niet kon verklaren, aangezien het niet veroorzaakt 
werd door de 64_80del deletie of bekende missense mutaties of noncoding mutaties uit intron 2 in 
SMIM1. Vergelijkbare donoren (n=6) waarbij het genotype de lage Vel expressie niet kon verklaren zijn 
eerder gevonden. Deze specifieke gevallen geven de noodzaak aan voor het verder onderzoeken van de 
genetische invloed van SMIM1 op de Vel expressie om zeer lage/zwakke Vel expressie te verklaren. Het 
regelen van de Vel expressie zou namelijk veroorzaakt kunnen worden door mogelijke nog onbekende 
cofactoren of regulerende elementen.

In hoofdstuk 3 is de identificatie van een nieuw enkel-nucleotide missense mutatie in het code-
rende deel van het SMIM1 gen beschreven. Deze nieuwe SNP, VEL*01 W.03 (SMIM1*c.161T>C 
(p.Leu54Pro)), resulteert in lage Vel antigen expressie, vergelijkbaar met de twee andere bekende code-
rende SNPs VEL*01 W.01 (c.152T>A, p.Met51Lys) en VEL*01 W.02 (c.152T>G, p.Met51Arg). Het 
Vel antigen kon gedetecteerd worden, maar was zeer zwak. VEL*01 W.03 gaf een lagere Vel antigen 
expressie dan RBC’s van donoren die een heterozygote SMIM1 64_80del deletie hebben, vergelijkbaar 
met de twee andere missense mutaties. Deze zwakke Vel expressie suggereert een dominant negatief 
effect van het missense gemuteerde SMIM1 eiwit op het wild type (wt)SMIM1 eiwit. 

In hoofdstuk 4 hebben we het effect van de drie bekende SMIM1 missense mutaties (VEL*01 W.01 
(M51K), VEL*01 W.02(M51R), VEL*01 W.03(L54P)) op wild type Vel expressie onderzocht. We 
hebben hun effect in HEK293T cellijn cellen bekeken, maar zagen dat ectopische expressie, expressie 
van een gen dat niet natuurlijk voorkomt in dat celtype, van deze missense mutaties geen dominant 
effect gaven op de wtSMIM1 expressie (bij gezamenlijke expressie van SMIM1 mutant en wtSMIM1; 
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co-expressie). De SMIM1 missense mutaties lieten op western blot een afwijkend SDS-PAGE migratie 
patroon zien vergeleken met wtSMIM1 ectopische expressie, waarbij M51R langzamer migreerde, 
terwijl L54P sneller migreerde. Wij kwamen tot de conclusie dat SMIM1 ectopische expressie in 
HEK293T cellen de situatie zoals geobserveerd in RBC’s niet correct representeerde. HEK293T cellen 
kunnen daardoor niet als model worden gebruikt om het dominant negatieve effect van de SMIM1 
missense mutaties op wtSMIM1 en Vel expressie te onderzoeken. Het opgroeien (kweken) van primaire 
erytroblasten van personen met de heterozygote SMIM1 missense mutatie zal waarschijnlijk het in vivo 
effect van deze SMIM1 mutanten beter simuleren, gezien de mogelijkheid dat het effect van de mu-
tanten specifiek kan zijn voor erythropoiese processen. Hierdoor kan worden onderzocht tijdens welke 
rijpingsfase (differentiatie) het vermoedelijke dominant negatieve effect van de mutanten zichtbaar 
wordt. Het kweken van primaire erytroblasten, verkregen uit de de fractie van celkern-houdende cellen 
die in de bloedbaan circuleren, kan onder invloed van groeifactoren richting terminale differentiatie 
worden gestuurd, wat betekent dat de erytroblasten naar enucleerende reticulocyten differentiëren. 
Het verloop van erytroblast differentiatie kan worden weergegeven door de expressie van de transferrin 
receptor en glycophorin A expressie. Dit expressie patroon was ongewijzigd tussen de verschillende 
donoren (Vel-positief, Vel-negatief, Vel-heterozygoot 64_80del, VEL*01W.01 and VEL*01W.03). Vel 
epitope expressie nam voor alle donoren toe gedurende differentiatie. De Vel-positieve erytroïde cellen 
gaven de grootste toename in Vel expressie van erytroblast naar enucleerende reticulocyten, gevolgd 
door de Vel expressie van de heterozygote donor, die een 40% toename gaf ten opzichte van de Vel-
positieve donoren, en daarmee het verwachte gen dosering effect weergeeft. Beide SMIM1 missense 
mutanten hadden een negatief effect op de Vel epitope expressie, aangezien terminaal differentiërende 
erytroblasten een verlaagde membraan expressie gaven vergeleken met de Vel-positieve erytroblasten 
(22% en 23% van het Vel-positieve signaal voor VEL*01W.01(M51K) en VEL*01W.03(L54P), 
respectievelijk). Het vermoedelijke dominant negatieve effect van de missense mutanten was waarge-
nomen tijdens de laatste stap van de erytroïde differentiatie, de enucleatie. SMIM1 missense mutaties 
verloren gedurende in vitro enucleatie een substantieel deel van hun Vel membrane expressie, terwijl 
de  enucleerende Vel-positieve en Vel-heterozygote 64_80del cellen Vel membraan expressie op hun 
reticulocyten behielden.  De resterende Vel membraan expressie van de SMIM1 missense mutanten 
werd verloren tjidens in vivo reticulocyte maturatie, terwijl ook hier de Vel-positieve cellen hun Vel 
expressie behielden. Onze hypothese is dat membraan aanpassingen tijdens enucleatie, waarbij epitoop 
blootstelling op de membraan verandert gedurende membraan-eiwit reorganisatie, mogelijk het verdere 
verlies van Vel expressie bij de SMIM1 missense mutanten veroorzaakt. Daarnaast is het bekend dat 
SMIM1 multimeren kan vormen, waargenomen in dit hoofstuk en door andere onderzoeksgroepen. 
Het is niet onwaarschijnlijk dat de SMIM1 multimeren bij de heterozygote SMIM1 missense mutatie 
donoren samengesteld zijn door een combinatie van wtSMIM en SMIM1 mutant. Onze in vivo data 
suggereert dat de aanwezigheid van een SMIM1 mutant in het multimerische SMIM1 complex er 
voor kan zorgen dat Vel epitoop presentatie gehinderd wordt. Interessant genoeg hebben we geen 
verschil gevonden voor het inbouwen van SMIM1 in membraancomplexen die verankerd zijn aan het 
cytoskelet voor gekweekte reticulocyten van L54P/+ vergeleken met de RBC’s van L54P/+. Dit sug-
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gereert dat het effect van de SMIM1 missense mutaties niet interfereert met de associatie van SMIM1 
aan het spectrin/cytoskelet, maar hoogstwaarschijnlijk dat het verbergen van het Vel epitoop op de 
membraan cruciaal is voor dit waargenomen fenomeen. Wij suggereren dat de SMIM1 conformatie 
en dus Vel epitoop formatie/presentatie verandert gedurende terminale differentiatie en voornamelijk 
tijdens enucleatie en reticulocyte maturatie. 

In hoofdstuk 5 is er geen effect waargenomen op de differentiatie progressie van erytroïde cellen 
tussen Vel-positieve en Vel-negatieve donoren. We hebben de functie van vier SMIM1 serine residuen 
(Ser6, Ser17, Ser22 and Ser27:S4) onderzocht in erytroïd differentiatie. Door het nabootsen van non-
fosforylatie (S4A, serines vervangen door alanine) en continue fosforylatie (S4E, serines vervangen 
door glutaminezuur) van SMIM1, hebben wij aangetoond dat SMIM1 S4A noch SMIM1 S4E effect 
heeft op de Vel membrane expressie in HEK293T cellen. SMIM1wt gaf aan gemakkelijk gefosfory-
leerd te worden in HEK293T, waar wtSMIM1 ectopisch tot overexpressie werd gebracht, waarbij de 
overexpressie tijdelijk van aard is (transient), en dat de overheersende SMIM1 band niet gefosforyleerd 
was. Deze conclusie kon worden getrokken op basis van de migratie eigenschappen van SMIM1 S4A 
en SMIM1 S4E. De overdracht van het SMIM1 gen door middel van (lenti)virus deeltjes (transductie) 
die geproduceerd worden door getransfecteerde HEK293T cellen zorgt voor een stabiele expressie van 
het gen in Vel-negatieve primaire erytroblasten. De transductie van Vel-negatieve erytroblasten met 
wtSMIM1, SMIM1 S4A, or SMIM1 S4E gaf ons de mogelijkheid om het effect van SMIM1 fosforyla-
tie tijdens terminale differentiatie te onderzoeken. Wij zagen dat deze mutanten niet de progressie van 
terminale differentiatie van erytroïde cellen beïnvloed. Tevens werd geen verschil waargenomen voor 
de Vel membraan expressie noch dynamiek gedurende differentiatie van de SMIM1 S4A of SMIM1 
S4E mutanten. Echter, de totale eiwit niveaus waren verschillend voor SMIM1 S4A en SMIM1 S4E. 
De totale eiwit niveaus van SMIM1 S4A bleven stabiel gedurende differentiatie, terwijl voor SMIM1 
S4E het totaal eiwit niveau toenam tijdens differentiatie. De data suggereert dat cytosolisch continue 
gefosforyleerde SMIM1 afgebroken wordt. Verder hebben wij laten zien dat verschillende anti-Vel 
antilichamen verschillende vel epitopen herkent bij wtSMIM1 en SMIM1 S4E, met name aan het 
begin van erytroïde differentiatie. Dit suggereert dat de meeste SMIM1 dimerizatie/oligomerisatie late 
tijdens differentiatie plaatsvind (tussen dag 4 en dag 8). Dit kan te maken hebben met het incoporeren 
van SMIM1 in de grote RBC membraan complexen (het ankyrin of het junctional complex). Wij laten 
zien dat deze dimerizatie onafhankelijk was van de fosforylatie status van SMIM1. Dit versterkt onze 
hypothese van verandering van Vel epitoop formatie gedurende differentiatie  en geeft aan dat verschil-
lende antilichamen mogelijk andere (delen van) natuurlijke SMIM1 complex formatie detecteren. 

In hoofdstuk 6, de algemene discussie, zijn de resultaten van dit manuscript geïntegreerd en bedis-
cussieerd in het licht van de huidige literatuur. Wij bieden mogelijkheden voor de wetenschap om het 
mechanisme achter SMIM1 expressie en VeL epitoop presentatie te begrijpen. Wij geven aan hoe de 
resultaten kunnen worden geïnterpreteerd voor het optimaliseren van Vel antigen detectie in serologie.
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Fabio en Kelly dank voor de reuze gezellige avonden! Samen op Boom zal altijd in mijn hart blijven!

Emma, wie van ons tweeën had ooit gedacht dat ik een PhD zou gaan doen (en afronden! Haha). We 
verklaarden ze voor gek op de VU. Ik ben blij dat we ook na de studie, waarbij we ieder totaal verschil-
lende kanten op gingen, nog gezellig afspreken! Ik kom jou en Matthias graag snel weer opzoeken in 
Wenen!

Michelle, al mocht je soms geen idee hebben waar ik het over had, ik heb heel veel aan jouw steun en 
gezelligheid gehad tijdens mijn onderzoek. Jij bent een voorbeeld van doorzettingsvermogen voor mij. 
Dat je maar snel óók je huidige studie kan afronden :p.

Janna, jij wist al wat zou komen, aangezien je het bij Mark van heel dichtbij hebt meegemaakt. Ook al 
zou je me hebben gewaarschuwd, je weet zelf al wel dat ik niet zou hebben geluisterd (eigenwijs als ik 
ben) haha. Ik heb gelukkig heel veel steun en begrip van je gehad, wat ik echt wel (vaak genoeg) nodig 
had. Dank voor al je tijd, luisterend oor en uiteraard gezelligheid, onder het genot van een biertje of 
theetje!
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De Luthra’s; Deepak, Isabel, Shalina en Paco. Jullie hebben me in jullie familie verwelkomd en 
opgenomen als volwaardig lid (al wel geruime tijd nu met +2, haha). Jullie hebben me door al de jaren 
heen altijd gesteund, geholpen en advies gegeven. Dank voor de gezellige avonden, het lekkere eten, de 
goede wijnen, de levenslessen en goede gesprekken! Shali en Paco, van kleine hummeltjes naar (bijna) 
volwassen, jullie zijn toch goed terecht gekomen ondanks de invloeden van Midwoud, haha.

De familie Wong; al ruim veertien jaar bij de familie en het is altijd een gezellige chaotische eenheid. Ik 
geniet nog altijd van alle gezelligheid (al speel ik nog steeds geen Party & Co meer) en het lekkere eten 
(aan een extra lange tafel in restaurant China of met z’n allen boven het restaurant op elkaar gepropt al 
genietend van de zelfgemaakte knoflooksaus), maar wat minder van de ‘iet giet oan’ (alhoewel, dat was 
voornamelijk mijn wederhelft….). Nga Woen en Hidde, ik zal altijd de herinneringen hebben dat we 
aan de keukentafel aan ‘t ontbijt zaten met Juno met stink helmpie.... Dank voor het vele oppassen in 
de laatste fase van mijn promotie! Dat was gelukkig ook wel gezellig voor Milou en Noa. Nga Yau en 
Alex, het heeft even geduurd voor ik door had dat ik Alok niet, correctie nooit, serieus moet nemen, 
hoe houd je het vol met die grapjas, Nga Yau? Dank voor de leuke tijden bij jullie thuis. Jullie gezellige 
bende in huis wordt (inmiddels) mede mogelijk gemaakt door Eline en Amélie, haha. Eline, ik weet 
niet zeker of ik je een carrière in het onderzoek kan aanraden :p, maar zo lang je iets doet waar je plezier 
in hebt komt het wel goed. Arno, dank voor je interesse in de voortgang van mijn onderzoek, het is me 
toch gelukt! Nga Sze, dank voor de heerlijke etentjes bij jouw thuis en gekke grapjes van jou! Gelukkig 
laat jij je meegebrachte gezelschap niet meer bij Hidde en mij achter in het restaurant :p. Juno, ik zie 
je nog in de box staan ‘Malea’ roepen, gelukkig ben je al een grote jonge dame geworden! Volg je hart, 
stoere meid! Jullie zijn geweldig lieve schoonzussen en zwagers! Dank voor het warme welkom in de 
familie en alle steun door de jaren heen.

親愛的 老爺奶奶

轉眼認識了您們十四年半, 您們對我的恩情我不知從何道起！

首先多謝您們接受我這個怪裡怪氣的鬼妹為運麟的伴侶。運麟因您們的悉心教導成為一個

敬人有禮的年青人。 能成為您們家庭的一員，我深感榮幸。

您們克苦耐勞的性格我也深感佩服。怕熱的奶奶在悶熱的廚房炒飯炒麵而汗流浹背，老爺

在看似數不盡的爐頭上孜孜不倦烹煮佳餚的情景令我倍感難忘。除了認真工作，我從您們

身上也看到一家人相親相愛的重要性。

我非常感謝你們這幾年來對我博士學習研究的支持。幸運如我這個鬼妹也不賴， 雖然我

們帶給你們另一個孫女(第六個!)，但人生往往是出乎意料的!

(Thanks Wing Hon for the translation, see you soon in Portugal!)

Lieve mamma, jij hebt altijd je best gedaan te proberen te begrijpen waar mijn onderzoek over ging. 
Nu hoef je het niet meer te onthouden, maar kan je het nalezen (Engels is toch je favoriete taal? Haha). 
Ik vind het knap hoe je ons vijven hebt opgevoed. Je ervaringen komen nu mooi van pas voor al je 
kleinkinderen! Dank voor je steun, zeker in de laatste fase! Hou van jou.
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Mijn lieve broers, wat hebben wij toch een leuke tijd gehad op ’t Grachtje over met z’n allen! Met 
zijn vijven op een kamer, waarbij het gieren en brullen was als er één een windje had gelaten! Om de 
vijf dagen ‘jouw’ dag om te bepalen wat er gekeken werd op tv, zodat er geen ruzie ontstond. Om de 
beurt met een matras de trap afglijden! En uiteraard, wie het hardst praatte (oftewel schreeuwde) werd 
gehoord! Soms leek het wel of wij het huis afbraken, hahaha! Geweldig! Jullie hebben mij geholpen te 
komen waar ik nu ben en ik ben jullie dan ook zeer dankbaar en hou heel veel van jullie! Florian, mijn 
jongste grote broer, dank voor je geloof en vertrouwen in mij! We zien elkaar helaas niet meer zo vaak, 
maar je bent en blijft mijn lieve broer! Rosella, ik zie je nog paniekeren om een lieveheersbeestje, haha 
(zijn ook wel nare torretjes!). Kies je eigen pad, dan kom je zeker goed terecht! Robin, mijn oudste 
grote broer, ouder zijn zegt niet meer dat je persé wijzer bent, maar zo slim als ‘Robijntje’ zal ik nooit 
zijn :p. Gelukkig kan ik ook nog altijd met al mijn klusvragen bij jou terecht. Je hebt een mooi huis 
gemaakt, maar respect voor Ylva dat ze het al die jaren heeft volgehouden in de troep. Gelukkig is dat, 
nu (kleine) Eline er is, grotendeels voorbij! Timbert, mijn lieve grote broer, waar ik altijd op kon reke-
nen als ik iets artistieks moest voortbrengen, haha. Ik ben blij dat ik jou tijdelijk kon ‘vervangen’ toen je 
naar Australië ging :p. Toch richting meer vastigheid, nu met Dali erbij, maar geweldig dat je toch nog 
tijd vind om opdrachten binnen te halen. Geen zorgen, voor je het weet bent je FIRE en kan je volop 
van het (Amsterdamse) leven genieten, samen met ons! Caspar, mijn lieve grote broer en Marjolein, 
mijn lieve jonge schoonzus, dank voor jullie eeuwige steun, begrip en aanmoediging! Zonder jullie was 
deze rit een heel stuk zwaarder geweest. Wat een geweldige tijd met jullie in Amsterdam! ‘Waarom?! 
Wat had je gedacht!?’ Haha! In dat mooie rustige Vleuten hebben jullie geen oorknoppen meer nodig! 
Ik kon (en kan) altijd bij jullie terecht en voel me dan ook volledig thuis bij jullie, zeker in jullie mooie 
nieuwe huisje! Ik ben blij dat wij weer onbezorgd kunnen afspreken en genieten! Leuk voor Noa en de 
kleine meid-in-de-maak! Marjolein, redder in nood voor het oppassen! Mijn dank is groot! Caspar, je 
hebt gelijk gehad, die paar dagen extra zijn het waard geweest, haha!
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‘‘Have you ever loved someone so much you’d give an arm for? Not the expression. No, literally 
give an arm for! When they know they’re your heart and you know you are their armor. And 
you will destroy anyone who would try to harm her! ’’ 

Eminem

Wan Lun (Wannie), jij hebt het behoorlijk zwaar te verduren gehad met mij tijdens mijn promotie. 
Je vertelde me laatst pas wat je dacht toen ik 6 jaar geleden zei dat ik een PhD wilde doen; ‘die is gek’. 
Tja, ik dacht dat je dat al van mij wist na al die jaren, haha. Dankjewel lieverd voor al je geduld, steun, 
aanmoediging en de troostende knuffels die ik soms gewoon nodig had als het allemaal voor mijn 
gevoel tegen zat. Ik vond het geweldig om in Toronto ‘mijn’ wereld met je te kunnen delen. Gelukkig 
ook voor jou nog een kaartje voor het feest (gratis!) weten te bemachtigen. Feestje was goed, maar 
het eten was het waard hè! Jouw aanwezigheid maakte het congres voor mij wel leuker. Maar goed, jij 
maakt mijn leven sowieso veel leuker en gezelliger! We hebben de zware tijden nu eindelijk achter de 
rug! Gelukkig ben jij al sinds de zomer bachelor of science (én meester in de rechten). Ik ben dan ook 
super trots op jou dat jij je door de studie heen hebt geslagen! Maar helaas voor jou, je binge watch 
avonden zitten er op (suffe snarling!), ik kom er weer bij op de bank haha. Ik ben je eeuwig dankbaar 
voor alles wat je voor me hebt gedaan en doet, lieverd. Zoals je al weet; jij bent het beste wat mij is 
overkomen. Maar sinds 1,5 jaar heb je daar concurrentie bij: Miyo, Chiu Chiu, mijn lieve meid. 
Wat een snuffie ben jij ook. Jij maakt het leven nóg veel leuker, haha. Als een aapje bij me hangen en 
de hele dag ‘Ha-jo’ roepen. Jouw onbezorgdheid en ongedwongen plezier helpen mij mijn stress en 
zorgen weer te relativeren. Ik heb alles wat ik nodig heb; ik heb jullie! En ik hou heel veel van jullie! 
‘’I’m with you’’ ;)
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