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Waar gaan we het vandaag (onder andere) over hebben? /

e Wie ben ik, waarom ben ik hier
e Een klein beetje middelbare school biologie
DNA — RNA — eiwit
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Hoe kom Ik In Staphorst terecht?

Zlekte van Huntington

\

Polyglutamine aandoening

\

Ataxia:
SCAl, SCA3, SCA7




Polyglutamine aandoeningen

Disorder Protein Norm. allele Disease Predicted
Allele protein size

Huntington's
d.” ] 4p16.3 Huntingtin 6-38 36-121 348 kDa

isease
Spi bell

S 6p23 Ataxin-1 6-44 40-81 87 kDa
ataxia type 1
Spinocerebellar ,

. 12¢24 Ataxin-2 15-29 35-59 140-150 kDa

ataxia type 2
Spinocerebellar

i . 14932 Ataxin-3 12-41 55-84 48 kDa
ataxia type 3
Spi bell ¥

pinocereberar 19p13 Alphay, Ca 4-17 20-30 280 kDa
ataxia type 6 channel
Spinocerebellar ,

. 3pl4 Ataxin-7 4-35 37-220 96 kDa

ataxia type 7
Spinocerebellar

pinc 6q27 TBP 25-42 45-63 42 kDa
ataxia type 17




e Eiwitten zijn de bouwstenen van ons lichaam

e Genen in het DNA bevatten de blauwdruk voor de eiwitten

e Fout in een gen =—=p fout in een eiwit

e Genen hebben een volume knop

o Ze staan alleen aan in weefsel waar het eiwit nodig is

 De polyglutamine eiwitten hebben een functie in de hersenen

 Fout in een polyglutamine eiwit==> hersenproblemen
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Van ieder gen heb je twee
varianten.

De een heb je van je vader
gekregen, de ander van je moeder




Dominante erfelijke aandoeningen /

Autosomaal dominant;
Als één van de ouders een
fout in een gen heeft, heeft
ieder kind 50% kans dit
foute gen te erven




Dominante erfelijke aandoeningen /

I I Autosomaal dominant;

Als één van de ouders een
fout in een gen heeft, heeft
ieder kind 50% kans dit

‘ foute gen te erven

lfl




Dominante erfelijke aandoeningen /

I I Autosomaal dominant;

Als één van de ouders een
fout in een gen heeft, heeft
ieder kind 50% kans dit

‘ foute gen te erven

lf .fl




Dominante erfelijke aandoeningen /

I Autosomaal dominant;

I Als één van de ouders een
fout in een gen heeft, heeft
ieder kind 50% kans dit

‘ foute gen te erven

lf .flol




Polyglutamine aandoeningen /

Niet ziek

Normaal eiwit

Fout eiwit Symptomen

277




Opeenhoping fout polyglutamine eiwit

' Gezonde mensen - 2 gewone eiwitten met minder dan 20 glutamines achter elkaar
|

|

|

| R |
2 normale huntingtine eiwitten: |

|

|

" N-[Eche e -C
: N- 25

De ziekte van Huntington - 1 gewoon en 1 eiwit met meer dan 39 glutamines achter elkaar

1 normaal huntingtine eiwit:

N- -C
1 gemuteerd huntingtine eiwit:
N-

lGeknipt

Verminderde celfunctie

Opeenhoping geknipt mutant eiwit




Wat willen we doen voor polyglutamine aandoeningen?

Minder schadelijk eiwit

of

Het eiwit minder schadelijk amen




Van gen naar eiwit — voor normale mensen /

-Celkern

Tijdelijke kopie van gen (RNA)

Cellichaam
(cytoplasma)

Eiwit fabriek OOQ“Q‘




Blauwdruk — DNA Boodschapper — RNA

4 letter code 4 letter code

CGAT CGAU

Een enkele streng

Twee strengen




Van blauwdruk naar boodschapper naar eiwit

DNA: TGGATATTATTGGAAAAGGAG




Van blauwdruk naar boodschapper naar eiwit /

Baseparen:
DNAC, G A, T
RNA:C,G,A, U

TGGATATTATTGGAAAAGGAG

VAV VLIV
RNA: UGGAUAUUAUUGGAAAAGGAG



Van blauwdruk naar boodschapper naar eiwit /

RNA: UGGAUAUUAUUGGAAAAGGAG

UGG AUA UUA UUG GAA AAG GAG




Van blauwdruk naar boodschapper naar eiwit

RNA: UGG AUA UUA UUG GAA AAG GAG
Eawit: W | L L E K E




Even herhalen

Blauwdruk, DNA code: CGAT
Boodschap molecuul, RNA code: CGAU

Eiwit bestaat uit aminozuren

leder aminozuur heeft zijn eigen drie letter code in DNA en RNA




Defenitie van Wikipedia:
RNAI is een proces dat plaatsvindt in levende cellen en daarmee
de activiteit van genen regelt

-2

T [WILD-TYPE HUNTINGTIN

NUCLEUS




AON of ASO - Antisense Oligonucleotide

mRNA

lmﬁs#m T rrreesren,

mRNA FITFTI T e . > \-\-"“u"»:.rrrrrrlﬂ“'“

RNA cleavage by RNase H

Translation

Jv AON
T I

x AUG :
mRNA -3 No translation

—
(e0s )
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\ele wegen leiden naar Rome

Niet allel specifiek — zowel het gewone eiwit
als het schadelijke eiwit worden verminderd

Allel specifiek — alleen het schadelijke eiwit
wordt verminderd

mRNA

5-m
5/ I -3

wild type huntingtin
< 35 glutamines

|
@c
Translation into
functional protein
<3
I -3
3
ranslation into

5 CAG's

> 39 CAG’s
Transl

functional protein

mutant huntingtin
> 39 Glutamines

"G




Niet allel-specifieke AONS

/4

< 35 CAG’s JYO\\
5~ -3
MRNA
S5-Iy
> 39 CAG's AXOL\

A

MRNA FTTTTTTTITIIITTITTITITIRIITTTIITIAIIITIITITITIIITITI L

l"##m e

mRNA AT T T T T e e — u.\-\J-‘"‘“‘:errmm
RNA cleavage by RNase H



\Wel allel-specifieke AONs

/4

< 35 CAG's
5- I -3

S - I -3
> 39 CAG's

MRNA

Schadelijk eiwitten en gewone eiwitten zijn eigenlijk hetzelfde

Schadelijk eiwit heeft alleen een beetje meer van hetzelfde



AONs die aan de CAGs binden




AONSs die aan de CAGs binden

a HTT
- 300bp
- 200bp
: ACT - 400bp
300bp - B - 300bp
D ass aun o auh D cus s Gas i

200bp - B - 200bp

100bp gDNA Mock | Mock Il Control 100nM gDNA Mock | Mock Il Control 100nM 100bp

ladder AON (CUG)7 AON (CUG)7 ladder

Control Fibroblasts HD

Exon 1 Exon 2
5-C-| | CAGCAGCAGCAGCAGCAG -TTI7-3'
Exon 1 Exon 2
5-C- =TTITT-3'

Evers et al., 2011, PLoS One



a ATXN3

100bp Mock | Mock Il Control 10nM 100nM 100bp Mock | Mock |l Control 10nM 100nM 100bp

ladder AON (CUG)? ladder AON (CUG)7 ladder

Control SCA3




(CUG)7 geschikt voor alle polyQ aandoeningen /

Targeting of CAG-Expanded Transcripts

a ATXN1
400bp -
300bp -

200bp -

400bp -
300bp -

200bp -

100bp Mock | Mock Il Control 10nM 100nM 100bp Mock | Mock Il Control 10nM 100nM  100bp

ladder AON (CUG) ladder AON (CUG) ladder

SCA1 DRPLA

100bp Mock | Mock Il Control 10nM 100nM 100bp Mock | Mock Il Control 10nM 100nM 100bp

ladder AON (CUG)? ladder AON (CUG)r ladder

SCA1 DRPLA
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Hoe bereiken de AONSs de plaats van bestemming?

Hersenen worden beschermd door de bloedhersenbarriere

Als AONs eenmaal in de hersenen zijn worden ze spontaan door
alle cellen opgenomen

Control AON - Alexa488 Merged



Een muis is geen mens




Tijdschema: Van ontdekking tot medicijn /

Ojaar: Ontdekking in het laboratorium

1-4 jaar: Werking achterhalen en toxiciteit in vitro

5-6 jaar: Werking achterhalen en toxiciteit in vivo (bijy  muis model)

7-10 jaar:Klinische proeven:
- Fase I: dosisbepaling op gezonde vrijwilligers
- Fase Il: doeltreffendheid bepalen kleine groep patiénten
- Fase lll: grote schaal patiénten

11-13 jaar: - Economische studies/ administratieve zaken

14-20 jaar: - Medicijn met octrooi op de markt




e Hoe gaat het verder na de onderzoeken?

e Hebben de resultaten van de onderzoeken van SCA3 en SCA1 ook effect voor
andere SCA types?

e Zijn de resultaten iets voor de toekomst of kunnen huidige patiénten er ook
nog voordeel van hebben?

e Zou de eventuele werking preventief zijn of ook herstellend?

 Hoe zijnjullie gekomen aan het materiaal voor onderzoek van de patiénten
van SCA3 en dus straks van SCAL.
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