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Outline	
• 	Introduc>e	

• 	Genen	en	eiwiAen	
• 	Waar	gaat	het	mis	bij	Duchenne?	

• 		Gen	therapie	
• 	Gen	addi>e	

• 	Exon	skippen	
• 	Genome	edi>ng	

• 	Stop	codon	readhtrough	

Hoe?	
Status?	
Mitsen	en	maren	
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Biologie	101	

•  Ons lichaam bestaat vooral uit eiwitten 

•  Genen bevatten blauwdruk voor eiwitten 

•  Fout in gen à Fout in eiwit 

•  Pathologie hangt af van functie eiwit en waar   
 eiwit wordt geproduceerd 

•  Dystrofine: expressie in spier en brein 

•  Problemen in spier (hart, glad en skelet) & brein 
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Spieren	en	zenuwen	

•  Ons lichaam bestaat voor >30% uit spieren 

•  >750 verschillende skelet spieren 

•  Spieren kunnen verlengen en verkoren worden 
 na signaal vanuit het brein 

•  Iedere spiervezel heeft een eigen zenuw 
 (motorneuron) 

•  Als spierweefsel verloren gaat: verlamming 

•  Als zenuwen verloren gaan: verlamming 
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Duchenne:	geen	dystrofine	

Gezond 	 	Duchenne 	 								Becker	
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DMD:	geen	dystrofine	

•   Dystrofine stabiliseert spiervezels tijdens 
 contractie 

•   Zonder dystrofine zijn spiervezels heel gevoelig 
 voor schade 

•   Chronische ontsteking, littekenweefsel vorming 
 en remming van spierherstel en uiteindelijk 
 verlies van spiermassa en spierfunctie 
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Gene>sche	therapieen	

•   DNA niveau 

•  Gen toevoegen 

•  Genome editing 

•   DNA transcripten aanpakken (RNA)  

•  Splice modulatie (exon skippen) 

•  Stop codon readthrough  
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Gen	addi>e	
•   Toevoegen functioneel gen aan spiervezels 

•   Dit gen wordt gebruikt voor dystrofine aanmaak 

•   Genen zitten in de celkern 

•   Miljarden celkernen per spier  

•   Niet genoeg om een celkern in een spier te raken 

•   Hoe kunnen we genen toedienen? 
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Virale	vectoren	

•    Virussen kunnen genetisch materiaal naar  weefsels 
 brengen 

•    Virussen gebruiken om dystrofine gen toe te dienen 
 aan spieren 

•   Welk virus?  

•   Adeno associated virus 

•   Enige virus dat efficient spieren kan infecteren 

•   Niet ziekteveroorzaken 

•   Virale genen eruit – dystrofine gen erin (echter..) 
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Dystrofine	gen	is	nogal	groot	

•   AAV is heel klein (20 nm, 0.00002 mm) 

•   Capaciteit voor DNA is beperkt 

•   Dystrofine gen en code is te groot (500 en 3 keer)  

•  Microdystrofine maken 

•  Alleen cruciale domeinen 

•  Is dit functioneel?  
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Microdystrofines	in	klinische	studies	
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Status	quo	gen	therapie		
•   3 trials met micro-dystrofine gaande 

•   Pfizer (12 pat, lage en hoge dosis) 

•   6 patienten laagste 2 doses ontvangen; geen resultaten  

•   Solid (16 pat, 4 doses) 

•   Tijdelijk on hold  

•   Laagste dosering: <5% microdystrofine in <10% vezels 

•   Plannen voor behandeling hogere dosering 

•  Sarepta/Ohio (12 pat, 1 dosis) 
•  4 patienten behandeld (dosis 4 keer hoger dan Solid); 

Eerste resultaten gepresenteerd 
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Sarepta/Ohio	microdystrofine	
•   4 patienten behandeld (3-4 jaar oud) 

•   200,000 miljard virus deeltjes/kg  

•   Voorbehandeling met hoge dosering steroiden  

•   Biopten genomen na 90 dagen 

•  Microdystrofine gezien 

•  >70% vezels positief (patient 4: bijna 100%) 

•   >40% dystrofine (patient 4: >100%) 

•   Follow up gaande en behandeling extra patienten 

•   Tijdelijk on hold – onzuiverheid in productieproces 
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Wat	moet	er	nog	opgelost	worden?	

•   Manufacturing (dosering is heel hoog) 

•   Immuun reactie tegen AAV  

•   Hoe lang blijft spier microdystrofine maken? 

•  Immuun reactie: herhalen behandeling niet mogelijk  

•   Functionaliteit micro-dystrofine 

•   Veiligheid op korte en lange termijn 

•  Behandeld met heel veel virussen 

•  Lange termijn veiligheid is nog niet zeker 
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Gene>sche	therapieen	
•   DNA niveau 

•  Gen toevoegen 

•  Genome editing 

•   DNA transcripten aanpakken (RNA)  

•  Splice modulatie (exon skippen) 

•  Stop codon readthrough  
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Splicing	

Exons	 Introns	
1 

3 
5 

6 

7 Gene	(DNA)	

RNA	copy	(pre	mRNA)	

messenger	RNA	

1 - - - - - - - - - 79   

	dystrophin	protein	

Splicing	
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4 

3 4 5 6 7 1 2 
1 2 3 4 5 6 7 8 
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Dystrofine	exonen	
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Duchenne: code verstoord 
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Exon	48-50	dele>e	

Code	verstoord	à	onleesbaar	

Exon 46 Exon 47 Exon 51 Exon 52 ? 

Eiwit	vertaling	stopt	vroeg>jdig	

Dystrofine	niet	func>oneel	
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Becker: code behouden 
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Becker:	code	behouden	

Eiwit	vertaling	gaat	door	

Dystrofine	deels	func>oneel	

Exon 46 Exon 47 Exon 52 Exon 53 

Code	niet	verstoord:	blij\	leesbaar	
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Exon	skippen	

Exon 52 Intron 51 Intron 47/50 Exon 47 Exon 51 Intron 52 AON 

Exon	46	 Exon	47	 Exon	52	

Gene>sche	code	hersteld	

Deels	func>oneel	dystrofine	kan	gemaakt	worden	
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Muta>e	specifieke	aanpak	

Exon	 All	muta:es	 Dele:es	
51	 14%	 21%	
45	 9.0%	 13%	
53	 8.1%	 12%	
44	 7.6%	 11%	
50	 3.8%	 5.6%	
43	 3.1%	 4.5%	
8	 2.0%	 2.9%	

Bladen	et	al,	Hum	Mut	2015	
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Status	quo	
•   Exon 51 skip AONs ontwikkeling verst ontwikkeld 

•   Drisapersen en eteplirsen 

•   Drisapersen getest in >300 DMD patienten 

•   Mogelijk trager ziektebeloop 

•   Veligheidsproblemen 

•   Niet goed gekeurd 

•   Ontwikkeling gestopt (Prosensa/GSK/BioMarin) 
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Eteplirsen	is	goedgekeurd	in	de	VS	

•  Gebaseerd	op	minimale	toename	dystrofine	(<1%)	

•  Nog	geen	func>onele	effecten	aangetoond	
•  Sarepta	moet	voor	2021	func>oneel	effect	aantonen	

•  Niet	goedgekeurd	in	Europa	
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Status	Quo	
•   Eteplirsen studies (Sarepta) 

•   Betere exon 51 AONs 

•  Wave (veilig à nu testen voor functioneel effect) 

•  Sarepta (testen voor functioneel effect) 

•    Gen therapie: exon 2 skip AON-gen (Audentes) 

•   Exon 53 en exon 45 AON studies 

•  Sarepta (53: 1% en 45: <1% dystrofine) 

•  NS-Pharma (53: 4-5% dystrofine) 

•  Daiichi Sankyo (45: <<1 % dystrofine) 

•    Preclinisch: exon 44, 50, 52 en 55 skippen   
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Exon	skippen	hordes	
•    Mutatie specifieke aanpak (kleine subgroepen)  

•    Wekelijkse behandeling nodig 

•    Niet goedekeurd in Europa 

•   Heel duur in de VS 

•    Controversiele goedkeuring in VS 
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Gene>sche	therapieen	
•   DNA niveau 

•  Gen toevoegen 

•  Genome editing 

•   DNA transcripten aanpakken (RNA)  

•  Splice modulatie (exon skippen) 

•  Stop codon readthrough  



Genome	edi:ng	en	CRISPR/Cas9	



Waarom	zou	je	DNA	knippen?	

•  DNA	bevat	eiwit	blauwdrukken	
•  DNA	schade	is	niet	goed	
•  Lopen	con>nue	DNA	schade	op	
•  Wordt	zo	snel	mogelijk	gerepareerd	



DNA	repair	mechanisms	

Uitwisseling	(delende	cellen)	
Foutloos	herstel	

Lijm	(niet	delende	cellen)		
Uiteindes	aan	elkaar	geplakt	
Informa>e	gaat	verloren	

Herstel	

DNA	schade	herstel	systemen	



Exon	skippen	vs	genome	edi>ng	
Exon	skippen	

Genome	edi>ng	



CRISPR/Cas	9	voor	DMD	

•  Exon	skippen	is	>jdelijk	effect	

•  Herhaaldelijk	toedienen	

•  Code	herstellen	op	DNA	à	permanent	effect	

•  Kan	met	genome	edi>ng	

•  Voordelen	tov	exon	skippen:	

•  Eenmalige	behandeling	

•  Kunt	meerdere	exonen	verwijderen	

•  Werkt	ook	voor	duplica>es	



En	het	werkt!	In	muizen…	
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Wat	is	er	gedaan	in	muizen?	
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Resultaten	in	muizen	
Locale	toediening	
DNA	en	RNA	analyse	

Locale	toediening	
Eiwit	analyse	

Nelson	et	al.,	Science	2016;	351:	403-7	



Wat	is	er	in	muizen	bereikt?	

•  Target	dele>e	gemaakt	

•  Dystrofine	hersteld	

•  Maar	

•  Efficien>e	nog	beperkt	

•  Systemische	toediening	las>g:	AAV	nodig	



Waarom	zijn	mensen	zo	enthousiast?	
•  Poten>eel	van	de	techiniek	
•  Gericht	ingrijpen	op	DNA	
•  Mogelijkheden	die	er	eerst	niet	waren	

•  Model	systemen	maken	(cellen	en	diermodellen)	

•  Therapie?	

•  Makkelijk	(in	cellen)	
•  Veel	voorbeelden	dat	het	werkt	in	DMD	modellen	
•  Media	hype	

•  Voorbeeld:	recente	paper	in	Science	

•  Locale	behandeling	(4	honden)	en	systemisch	(2	honden)	

	



Media	hype	



Poten>eel	

•  Exon	skippen	is	>jdelijk	effect	

•  Herhaaldelijk	toedienen	

•  Code	herstellen	op	DNA	à	permanent	effect	(?)	

•  Kan	met	genome	edi>ng	

•  Voordelen	tov	exon	skippen:	

•  Eenmalige	behandeling	(is	dat	echt	zo?)	

•  Kunt	meerdere	exonen	verwijderen	(inefficient)	

•  Werkt	ook	voor	duplica>es	



Wat	moet	nog	worden	gedaan/uitgezocht?	
•  Toediening	

•  Moet	Cas9	en	guideRNA	toedienen	aan	alle	spieren	

•  AAV	vectoren	nodig	

•  Zal	minder	efficient	zijn	dan	gen	addi>e	

•  Twee	componenten	systeem	en	twee	stappen	nodig	

•  Produc>e	
•  Efficien>e	

•  Momenteel	vrij	laag	
•  Veiligheid	

•  Hoe	specifiek	zijn	de	Cas9	enzymen?	

•  AAV	vectoren	integreren	in	DNA		



“CRISPR	Cure”	

•  Gene>sche	code	is	hersteld	
•  Becker	ach>g	eiwit	–	deels	func>oneel	
•  Dus	geen	genezing/cure	
•  Stops	spierdystrofie	niet	

•  Tijd	van	behandeling		
•  Verlies	van	spierweefsel	en	func>e	is	niet	reversibel	

•  Code	herstellen	in	vet/bindweefsel	leidt	niet	tot	
dystrofine	produc>e	

•  Vroeg	behandelen	

		

	



Genome	edi>ng	bij	embryo’s	

•  Moet	weten	dat	moeder	draagster	is	
•  Als	je	dit	weet,	kun	je	ook	embryo	selec>e	doen	
•  Minder	risico	en	minder	invasief	
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Gene>sche	therapieen	

•   DNA niveau 

•  Gen toevoegen 

•  Genome editing 

•   DNA transcripten aanpakken (RNA)  

•  Splice modulatie (exon skippen) 

•  Stop codon readthrough  



Stop	codon	read	through	

1	 79	
Cell ignores new stop signal 
Complete protein is made 



Translarna:	goedgekeurd	voor	DMD	

Cell ignores new stop signal 
Complete protein is made 



Stand	van	zaken	in	NL	voor	translarna	

•  Goedgekeurd	in	Europa	voor	ambulante	pa>enten	van	
2	jaar	en	ouder	

•  Orale	toediening	
•  Alleen	voor	stop	muta>es	(13%	van	pa>enten)	
•  Beschikbaarheid	varieert	per	land	($$$)	
•  In	Nederland	niet	goedgekeurd	door	ZIN	
•  Aangevraagd	door	PTC	à	afgekeurd	

•  Opnieuw	aangevraagd	(met	nieuwe	gegevens)	à	?	
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Samenvaung	

•   Goed gekeurde genetische therapieen 

•  Eteplirsen (VS) en Translarna (Europa) 

•  Beide niet op de markt in Nederland 

•   Genetische therapieen in klinische studies 

•  Gen additie, exon skippen, translarna 

•   Genetische therapieen in pre-klinische fase 

•  Genome editing 


