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Overview

e Uitleg exon skippen (15-20 minuten)
e WWaarom zou het werken?
e Hoe werkt het
e VVoor verschillende mutaties
e Overwegingen
e \/ragen over exon skippen

e “Mijn kind heeft mutatie xxx”
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Dystrofine

A‘
Dystrophin
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Dystrofine gen

D XSG XX € dX €1 X €X €
X €X @i X €P) XX €D ¥X €XX €X €X €X €K
€X €X €X €K €X € €X € €X €K €X €X €X
X IEEG €X € € 3K € =X
€4l X € K € EX € G 1A B> I THE B>
IH€CGIE4 @A EDDE IE W 36
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Splicing

Introns

Gene (DNA)

Splicing  messenger RNA
EpAN 1 02[3]4(5167]8

RNA copy (pre mRNA) dystrophin protein
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Duchenne: code verstoord

D XSG XX € dX €1 X €X €
X €X @i X €P) XX €D ¥X €XX €X €X €X €K
€X €X €X €K €X € €X € €X €K €X €X €X
X €X €& X €4 X €K HK €» =X
€4l X € K € EX € G 1A B> I THE B>
IH€CGIE4 @A EDDE IE W 36
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Duchenne: Code verstoord

Dystrofine niet functioneel
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Becker: code behouden

D XSG XX € dX €1 X €X €
X €X @i X €P) XX €D ¥X €XX €X €X €X €K
€X €X €X €K €X € €X € €X €K €X €X €X
X €X €& X €4 X €K ) 52 29 53 4
€4l X € K € EX € G 1A B> I THE B>
IH€CGIE4 @A EDDE IE W 36
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Becker: code behouden

Dystrofine deels functioneel
Minder schade
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Exon skippen: code herstellen

(on 45 < Bron 47 < Bon52 > Exon53 4
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Exon skippen voor A exon 48-50 ////

D XSG XX € dX €1 X €X X
X €X € XX €B XX €D ¥X €XX €X €X €X €K
€4X € €X €K €X € €X € €X €K €X €X €X
X €X €8 X €4 X €K HK € =X
€4l X € K € EX € G IA B> 2y THE B>
IHGCGIEX4 @A EDDE IE W 36
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Exon skippen voor A exon 46-48 ////

D XSG XX € dX €1 X €X X
X €X € XX €B XX €D ¥X €XX €X €X €X €K
€4X € €X €K €X € €X € €X €K €X €X €X
41 Q@ 42Q 43044 4Q 45 <X € X € =X
€4l X € KK &€ EX € G IA B> I THE B>
IHGCGIEX4 @A EDDE IE W 36
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cron skippenvoor Aexon 45:54

D XSG XX € dX €1 X €X X
X €X € XX €B XX €D ¥X €XX €X €X €X €K
€4X € €X €K €X € €X € €X €K €X €X €X
) 41 Q 424 431 44 4

EX €1 Kk &€ EX €X Gb IA By 3D IH B>
G EX 4 d A EDEE I8 | 36
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Exon skippen voor A exon 46-50 ////

1 22434454 617 $3€o¢ 104 110124€ 134 144

X €X @i X €B) XX €D ¥X €XX €X €X €X €K
€X € €X €K €X € €X € €X €K €X €X €X
aaxdéedad HK €» =X
€l X € EK € EX €X G 1A By I THE B>
IK€CGIEX4 d A EDDE I8 W 36
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Toepasbaarheid

hotspot
Exon All mutations Deletions
51 14% 21%
45 9.0% 13%
93 8.1% 12%
44 7.6% 11%
50 3.8% 5.6%
43 3.1% 4.5%
8 2.0% 2.9%

Annemieke Aartsma-Rus Aartsma-Rus Hum Mutat 2009, 30:293-9



Overwegingen voor deleties //

e Deleties clusteren in hotspots

e Meestalis skippen 1 exon genoeg

e Some moeten er 2 of meer exonen worden
geskipt

e Dubbelskippen lukt in gekweekte cellen

e Moeilijker in muizen en honden

* Optimale dosering? Veiligheid?
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Kleine mutaties ////

PRXaECEECECAD X € (X €@ X X &
& X ¢l X €O X @) ¥X X X X €X &K
X €X €X €K €X €X X €X €X X €& € X &
X X € X €3 IX €K €X €I €D FK € BX
€@ K € KK € X X G & B 3 XD
MERXaGEDZARZ D X @D X3
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Kleine mutaties ////

PRXECECECAD X € X @ X & &
X X €l EX € X €D IX €X €X €X €X €K
€X €X €X €K €X €X €X €X €X €X €X €X €X
X X €4 X €4 X €K €X €I €D BX € BX
V50l 55 € 56 o7 & 55 59 Qo0& 61 3 62163 P64 9 65166 §
MEEXKaG@DZERBZDDXE @D XA
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Overwegingen voor kleine mutaties /

e Voor ‘in-frame’ exonen skippen van 1 exon

e Voor ‘uit-frame’ exonen skippen van 2 of meer
exonen nodig (meerderheid)

e Kleine mutaties clusteren niet

e Voor stop mutaties is Translarna™/Ataluren
goedgekeurd (~50% van kleine mutaties) — maar
niet beschikbaar in Nederland
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Overwegingen duplicaties //

Duplicaties van 1 exon

e In celkweek vaak beide geskipt (code verstoord)
e In dieren en mensen?

Grotere duplicaties (meerdere exonen)

eCompetitie tussen originele en dubbele exon

X €8 il €4 X €K €X 7oN 2 I I I €X €
) 42 43R 4514647448 45464748 49< 50 4
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Toepasbaarheid overwegingen 2

A

hotspot

Exon All mutations Deletions Duplications Small mutations
51 13.0% 19.1% 0.3% 3.0%
45 8.1% 11.8% 0.2% 2.2%
53 7.7% 11.4% 0.1% 1.5%
44 6.2% 8.85 0.4% 2.7%
46 4.3% 6.2% 0.2% 1.6%
52 4.1% 5.7% 0.5% 2.3%
50 4.0% 5.6% 0.2% 1.9%

Annemieke Aartsma-Rus Aartsma-Rus Hum Mutat 2009, 30:293-9



Toepasbaarheid //

Uit-frame mutaties: Duchenne (locatie maakt niet uit); Voor
therapie maakt wel uit: na skippen moet dystrofine cruciale
domeinen bevatten

* Boot bindende domein (dystroglycan domein)
* Exon 64-70

* Een anker bindende domein (actine domains)
* Exon 2-9 OF exon 32-45

* Een derde van het tussenstuk

* Deleties tussen exon 11 en 63 moeten niet groter zijn
dan 36 exonen
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Ten siote y

 Exon skippen leidt tot productie Becker achtige dystrofines
Maar

e Becker patienten maken dystrofine vanaf geboorte

* Duchenne patienten maken dystrofine na behandeling

* Duchenne patienten maken minder dystrofine
(momenteel)

* Tijd van ingrijpen bepaalt therapeutisch effect
 Spier kwaliteit

 Verloren functie komt niet terug
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