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Introductie
Duchenne spierdystrofie (Duchenne Muscular Dystrophy, DMD) is een van de
meest voorkomende letale erfelijke ziekten van de kindertijd. Deze ziekte komt
voor bij ongeveer een op 3500 levendgeboren jongens en wordt veroorzaakt door
mutaties van het DMD gen. Dit gen codeert voor het eiwit dystrofine en is gelegen
op de korte arm van de X chromosoom. Op het moment is er veel onderzoek naar
gen- en genetische therapieén voor DMD. Hiervoor is het onder andere belangrijk
te weten hoeveel dystrofine nodig is om de progressieve spierzwakte die
kenmerkend is voor Duchenne tegen te gaan en/of om verbetering in spierfunctie
te geven.

In deze scriptie wil ik nagaan of het mogelijk is om non-random X-inactivatie bij
muismodellen te gebruiken om te bepalen hoeveel dystrofine er nodig is voor een
therapeutisch effect bij de behandeling van Duchenne spierdystrofie.

X-inactivatie
X chromosoom inactivatie (XCI) is het fenomeen in vroege vrouwelijk embryo
cellen waarbij één van de twee X chromosomen random transcriptioneel
stilgelegd wordt. Deze keus wordt overgeérfd in alle dochtercellen’. Het
menselijke Y chromosoom bevat slechts een beperkt aantal genen. Deze genen
zijn betrokken in bepaling van het geslacht en spermatogenese of hebben X
gelinkte homologenz. Het X chromosoom draagt echter bij tot ongeveer 5% van
het menselijke genoom3. Door XCl is er dosis compensatie tussen vrouwen (XX)
en mannen (XY).

Nadat XCl compleet is, wordt de heterochrome geinactiveerde staat van de
inactieve X overgeérfd via mitose* en gehandhaafd, hoewel sommige loci
reactiveren naarmate een hogere leeftijd bereikt wordt>®. Desondanks is XCl over
het algemeen erg stabiel’.

X-inactivatie staat onder controle van het X-inactivatie center (Xic). Het Xic
reguleert het tellen van het aantal X chromosomen en bevat het niet coderende
Xist RNA gen. Een gevolg van deze regulerende werking is dat XCl alleen plaats
vindt indien meerdere X chromosomen aanwezig zijn. Tevens zorgt het ervoor dat
maar €én X chromosoom actief blijft. Zo zal bijvoorbeeld bij personen met het
syndroom van Klinefelter (XXY) één van de X chromosomen geinactiveerd
worden en bij personen met het triple-X syndroom (XXX) twee van de X
chromosomen worden geinactiveerd

XCI start met de ophoping van Xist langs de toekomstige inactieve X. Dit is het
gevolg van geslacht-specifieke inductie van Xist transcriptie op de toekomstige
inactieve X%. In de vroege stadia wordt Xist expressie gereguleerd door het Tsix
gen. Tsix is een lang, niet coderend RNA, welke voornamelijk in de kern
werkzaam is en in tegengestelde richting afgelezen wordt over het Xist gen. Tsix
heeft het DXPas34 element nodig voor zijn functie®. Deletie van dit element geeft
niet-random XCl van de gemuteerde X en een defect in ingeprinte XCI'°. In
gedifferentieerde cellen wordt Xist onderdrukking op het actieve X chromosoom
gemedieerd via DNA methylatie.



DNA methylatie vindt plaats via verschillende stappen. Zoals gezegd speelt het
Xist een rol bij de eerste fasen. Xist RNA hoopt zich op op de toekomstige
inactieve X. Zo ontstaat een kern compartiment dat niet afgeschreven kan
worden. Polycomb complexen worden vervolgens gerekruteerd naar het Xist
bedekte chromosoom en zorgen voor histone modificaties over het gehele
chromosoom.

De inactieve X is niet geheel inactief: ongeveer 15% van de genen ontsnapt XCI
en komen tot expressie op beide chromosomen. Welke genen ontsnappen en
welke stilgelegd worden is individueel verschillend'!. De meeste van de genen die
ontsnappen liggen op de korte arm van het X chromosoom.

Welk chromosoom actief en welke geinactiveerd wordt, is random bepaald.
Paring van Xic loci op beide chromosomen en wisselende stadia van het X
chromosoom voor de inactivatie hebben mogelijk een rol in het mechanisme van
de random keuze.

Regulatie van random inactivatie

Hoe random X-inactivatie precies tot stand komt is onduidelijk tot op heden.
Hoogst waarschijnlijk zijn vele regulatoire systemen betrokken bij de initiatie van
XCI met tellen en keuze. Er zijn enkele hypothesen over de totstandkoming van
XCI.

Mogelijk bestaat er een autosomale blokfactor welke een X chromosoom tegen
inactivatie beschermd (fig 1a). Een mogelijk element hiervoor is het eerder
genoemde DXPas34, welke een locatie 3’ van Xist heeft'?. DXPas34 bevat vele
CTCF en YY1 bindingsplaatsen welke nodig zouden kunnen zijn voor structurele
rollen voor Xic regulatie of kunnen werken als blokfactor'.

Gebaseerd op het blokfactor model is een symmetriebrekend model ontstaan
waarin vele oplosbare moleculen kwantitatief verspreid worden op Xa door
moleculaire interacties’ (fig 1b). Door clustering van deze moleculen ontstaat een
complex welke het chromosoom beschermd tegen inactivatie. De nabijheid van
de Xic loci zou ervoor zorgen dat een bindingsevenwicht snel genoeg ontstaat om
zo onderscheid te maken tussen een actief geblokkeerd en een inactief niet
geblokkeerd X chromosoom.

X chromosomen zouden onderscheidbaar kunnen zijn voor inactivatie door het
aannemen van wisselende stadia (fig 1c¢). Cohesie van zuster chromatiden is
verschillend gereguleerd tussen twee vrouwelijke X chromosomen'. Er zou een
inherent verschil kunnen zijn tussen twee genetisch identieke chromosomen in
minstens een deel van de celpopulatie. De stadia zouden kunnen resulteren in
verschil tussen blokfactor binding of Xic transcriptie.

Communicatie over en weer van X chromosomen via Xic-Xic paring is
waargenomen15'16. Hier komt een model uit voort waarin regulatie van XCI door
communicatie van de Xics bestaat'’ (fig 1d). Xic communicatie zou hierbij het
binden van een blokfactor kunnen stimuleren.

Elk mechanisme van XClI tellen en keuze heeft een stochastisch element. Het zou
mogelijk kunnen zijn dat een X chromosoom simpelweg geinactiveerd wordt door
een zekere waarschijnlijkheid zodat het X chromosoom geinactiveerd wordt ofwel
actief blijft (fig 1e).



Tot op heden zijn de moleculaire eigenschappen van de factoren betrokken bij
het telproces onbekend. Naast een autosomale blokfactor zou een X gelinkte
competentie factor kunnen bestaan'. De moleculaire basis is complex en het is
moeilijk om de modellen te onderscheiden als er geen analyse kan bestaan van
de moleculaire componenten. Het blokfactor model lijkt aannemelijk mede
doordat het methyl-DNA bindende eiwit Mbd2 zorgt voor Xist repressie'®. Verder
is het bij muizen zo dat mutaties op chromosoom 15, 10 en 5, genoemd de X-
inactivatie autosomale factoren Xiaf1, Xiaf2 en Xiaf3*' het verwachte inactivatie
patroon verstoren zonder verdere verstoring te geven van het X chromosoom. De
hypothese hierbij is dat de mutatie een autosomale blokfactor betreft.

Fig 1: mechanismen van random X-inactivatie
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Oorzaken van non-random inactivatie

Zoals gezegd vind XCI in het algemeen random plaats vroeg tijdens de
embryogenese. De stabiele handhaving door de celdelingen resulteert in vrouwen
welke mozaiek zijn voor populaties van cellen met het vaderlijke of het moederlijk
X chromosoom actief. Dit omdat XCI gebeurd op verschillende tijdstippen in
voorlopercellen van verschillende weefseltypen'®.

Er zijn meerdere mechanismen bekend welke resulteren in afwijkingen van de
random inactivatie.

In muizen vindt primaire niet-random inactivatie plaats in extra-embryonisch
weefsel waar de vaderlijke X altijd geinactiveerd wordt>?°. Bij mensen is in het
algemeen geen inprinting, er zijn echter gevallen bekend van niet-random
inactivatie in trofoblastisch extraembryonaal weefsel?’ (= in de buitenste laag van
de blastula welke zorgt voor innesteling in het baarmoederslijmvlies).

Niet-random inactivatie kan het resultaat zijn van mutaties in genen welke
betrokken zijn bij X-inactivatie, zoals mutaties in Xist of het antisense Tsix*.

Verdrongen inactivatie kan ook het gevolg van selectie zijn (zie fig 2). De mate
van de selectiedruk is gerelateerd aan het belang en de cellulaire lokalisatie van
het genproduct, het type mutatie en of het gen ontsnapt van de inactivatie®.
Extensieve chromosomale rearrangements lijden tot selectie voor de minste
verstoring in gendosage. Zo worden X chromosomen met grote deleties met
voorkeur geinactiveerd (fig 2a), terwijl bij een gebalanceerde translocatie in het
algemeen de normale X geinactiveerd wordt (fig 2b)*. In X-chromosomale
aneuploidieén zorgt een telmechanisme ervoor dat slechts een enkel X
chromosoom actief is (fig 2c¢). In vrouwen met chromosoomafwijkingen waarbij
een van de chromosomen is aangedaan zal het normale X chromosoom de
actieve worden (fig 2d).

Daarnaast wordt natuurlijke verhoogde verdringing van X-inactivatie gezien in
perifere bloedcellen bij oudere vrouwen. De oorzaak hiervan is nog niet geheel
duidelijk (fig 3). Selectie zou de oorzaak kunnen zijn van de verhoogde
verdringing met de leeftijd door een selectie proces tegen of voor een actief X
chromosoom welke een of enkele bepaalde gen(en) draagt® (fig 3a). Dit zou het
geval kunnen zijn bij een mutatie in een gen welke betrokken is bij de handhaving
van inactief stadium.



Fig 2: het telmechanisme en non-random inactivatie door selectie
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Elk proces welke een vermindering in het aantal precursor cellen geeft kan lijden
tot een grotere waarschijnlijkheid van ogenschijnlijke verdrongen X-inactivatie.

Dit zou het geval kunnen zijn bij tweelingen hoewel bij zelfs een erg grote reductie
in de embryo precursor pool een extreme verdringing slechts zelden gezien
wordt?®. Verdringing wordt vaker gezien bij de aanwezigheid van trisomie
mozaicisme waarbij de trisomische lijn zich voornamelijk in de placenta
bevindt?®?’.

Depletie van de stamcelpool over de tijd zou tevens een oorzaak van de
verhoogde verdringing in het bloed met de leeftijd kunnen zijnzs. Hierbij wordt
aangenomen dat ofwel het maternale ofwel het paternale X chromosoom een
voordeel heeft boven de andere waarbij deze vaker verloren gaat indien deze
actief aanwezig is (fig 3b).

Afwijkingen van de random inactivatie kunnen lijden tot de expressie van
recessieve aandoeningen in heterozygote vrouwen. Verdrongen X-inactivatie is
zo gerelateerd aan een aangedaan fenotype bij draagsters van bepaalde X-
gelinkte ziekten zoals haemofilie, Duchenne spierdystrofie, myotubulaire
myopathie en de ziekte van Fabry?®. Het wordt ook gezien in draagsters met X-
gelinkte mentale retardatie. Een hogere frequentie van verdrongen inactivatie
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wordt gezien bij patiénten met invasief ovarium kanker en borstkanker bij jonge
vrouwen®3'32 " De verdrongen XCl in het bloed met de leeftijd zou mogelijk ook
de consequentie kunnen zijn van de manifestatie van X-gebonden ziekten bij
oudere vrouwen. Hierbij valt bijvoorbeeld te denken aan late-onset manifestaties
van X-gebonden sideroblastische anemie® en glucose-6-fosfataat
dehydrogenase deficiency®.

Fig 3: mogelijke oorzaken van de verhoogde verdringing in perifere
bloedcellen bij oudere vrouwen
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Fig 3a: een verworven mutatie zorgt ervoor dat verdringing van X-inactivatie plaatsvindt door selectie ten
nadele van de actieve gemuteerde X
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Fig 3b: door depletie van de stamcel pool over de tijd doordat een bepaald actief X chromosoom (met
voorkeur) vaker verloren gaat ontstaat een verschuiving van random (50/50) situatie
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X-inactivatie bij muizen en mensen

De eerste hypothese over XCl is ontstaan bij muizen®. Sindsdien is de muis een
veel gebruikt model voor het bestuderen van X-inactivatie hoewel er meerdere
verschillen bestaan tussen inactivatie bij mens en muis.

Het lijkt zo te zijn dat bij muizen minder genen inactivatie ontsnappen dan bij
mensen. Dit komt overeen met de ontwikkeling van het Turner syndroom bij een
vrouw die een geslachtschromosoom mist in contrast tot een normaal fenotype bij de
chromosomaal vergelijkbare muis®. Het verschil zou kunnen ontstaat doordat de
genen die bij de vrouw normaliter nog tot expressie komen van de geinactiveerde X
essentieel zijn terwijl dit bij de muis niet het geval is. Hierbij zouden dan de missende
genen van de inactieve X bij de vrouw zorgen voor een afwijkend fenotype.

Zoals al eerder gezegd is er variéteit tussen het imprenten van inactivatie. Bij muizen
is er voorkeur van vaderlijke X-inactivatie in extraembryonaal weefsel®’. Bij mensen
zijn er enkele gevallen bekend van inprinting in (trofoblastisch) extraembryonaal
weefsel maar is dit in het algemeen niet het geval®®. De extraembryonale weefsels
zijn de eerste die inactivatie ondergaan bij muizen, de imprinting gaat verloren tegen
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de tijd dat de somatische weefsels inactivatie ondergaan39. De afwezigheid van
inprinting bij mensen zou een gevolg kunnen zijn van een vertraging in het tijdstip
van inactivatie tot het moment dat het inprinting verlies al geweest is. Het zou ook
veroorzaakt kunnen worden door verschillen tussen de initiéle gebeurtenissen van
inactivatie.

Vrouwelijke embryonale stemcellen van muizen ondergaan inactivatie tijdens in vitro
differentatie. Manipulatie van deze cellen door transgene insertie en homologe gen
targeting, gecombineerd met de mogelijkheid tot reconstitutie maakt het mogelijk in
vivo studies bij muizen als modelsysteem te gebruiken.

Muismodellen voor X-inactivatie

Het X-controlling element (Xce) reguleert bij muizen X chromosoom keuze via
verschillende allelen®. De vier allelen, Xce?, Xce™ Xce®, Xce® vergroten de
waarschijnlijkheid dat een X chromosoom actief blijft. Het Xce geeft niet
random X-inactivatie bij Xce heterozygote vrouwtjes maar random inactivatie
bij Xce homozygote vrouwtjes*'. Hierbij bestaat een hypothese van een
blokfactor welke het sterkste Xce allel bindt (zie fig 4). Hierbij zijn Xce® en Xce
zwakkere allelen dan Xce® en Xce®.

b

Fig 4. model van Xce gereguleerde inactivatie
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Fig 4a: niet random inactivatie door het binden van een blokfactor op het sterkste Xce allel
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| Fig 4b: random inactivatie door het binden van een blokfactor op een van beide Xce allelen
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Er zijn verschillende muismodellen mogelijk waarbij mutaties leiden tot een
selectieve X-inactivatie (tabel 1). Deze mutaties betreffen de regulerende
allelen Xist*, Xite**, Tsix** of DXPas34*. Indien een van deze allelen gemuteerd
is zal dit afwijkingen van random inactivatie geven met een patroon van
ongeveer 80:20 tot 90:10.
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Tabel 1: overzicht muismodellen met mutatie voor non-random XCI
Deletie Inactivatie

Xist Wild type allel

Xist promotor Gemuteerd allel

Xite Gemuteerd allel

Tsix Gemuteerd allel

DXPas34 Gemuteerd allel

Duchenne spierdystrofie

Duchenne spierdystrofie is een X gebonden recessieve ziekte met een gebrek aan
functioneel dystrofine. Voor het ontwikkelen van nieuwe therapieén is het van belang
om te weten hoeveel genproduct noodzakelijk is voor een therapeutisch effect. Om
dit te onderzoeken kun je theoretisch denken aan het gebruik van X-inactivatie.

De primaire oorzaak van deze ziekte is een mutatie in het DMD gen dat codeert voor
dystrofine, wat essentieel is voor de structuur en functie van spieren46. Daarnaast
worden meerdere andere kortere iso-vormen van dystrofine worden ook
afgeschreven van het DMD gen via verschillend promotor gebruik. De promotoren
produceren eiwit iso-vormen van 260, 140, 116 en 71 kDa (Dp260, Dp140, Dp116,
Dp71)°*®°. Deze iso-vormen komen in verschillende weefsels tot expressie. Zo komt
Dp 260 vooral in de retina tot expressie‘”. Dp140 is gelokaliseerd in de hersenen en
nieren*®*°. Dp116 in Schwann cellen®®. Dp71 komt tot expressie in bijna alle weefsels
behalve skeletspieren51.

Het dystrofine eiwit interacteert met meerdere onderdelen van het dystrophin
glycoprotein complex (DGC). Het DGC is een groot complex van membraan-
geassocieerde eiwitten. Dit complex bestaat uit dystrofine, dystroglycanen,
sacroglycanen, sarcospan, syntrofinen en a dystrobrevine. Het functioneert als een
mechanisch alswel signalerende link tussen de extracellulaire matrix en het
cytoskelet52. Er is een groeiend aantal eiwitten welke geassocieerd zijn met het DGC
in de spiercel zoals nNOS en laminine-2.

Mutaties in het dystrofine eiwit resulteren in membraan schade met infiltratie van
immuuncellen met chronische inflammatie, necrose en ernstige spierdegeneratie (zie
fig 5)°>°*. Doordat dit in al het spierweefsel van het lichaam plaats zal vinden ontstaat
het beeld van progressieve spierdystrofie. Regeneratie vindt maar zeer beperkt
plaats.
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Fig 5: Spiervezels van een gezond individu en DMD patiént

Gezonde DMD spiervezels met
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Immuno-histochemische kleuring met Dys2 aankleuring van interne dystrofine elementen
Uit: Development of an antisense-mediated exon skipping therapy for DMD; making sense out of nonsense™

DMD kinderen tonen vroeg symptomen van spierdegeneratie, ontwikkelen vaak
contracturen en verliezen de mogelijkheid om te lopen tussen een leeftijd van zes en
twaalf jaar. Een meisje is normaliter niet aangedaan door de ziekte. Dit omdat het
een recessieve X gebonden ziekte is en een vrouwelijke draagster in geval van
random inactivatie dystrofine productie heeft tot hoeveelheden van ongeveer 50%
van normaal (zie fig 6). Tevens zou het mogelijk kunnen zijn dat een regulatie
mechanisme ter compensatie van de dystrofine hoeveelheden aanwezig is waardoor
een draagster verhoogde eiwitproductie vertoond zodat normale hoeveelheden
dystrofine geproduceerd worden. Toch hebben sommige vrouwen manifestaties van
de ziekte gzie fig 7)**. Manifesterende draagsters vertonen niet random inactivatie in
het bloed™.

De meeste patiénten overleden voorheen rond de leeftijd van twintig jaar door
respiratoir falen of hartproblemen. Door symptoombehandeling met corticosteroiden
tegen de ontsteking, thuisbeademing voor het respiratoir falen en ACEremmers ter
verlaging van de cardiale pre- en afterload is de levensverwachting toegenomen met
tien tot twintig jaar, er zijn op dit moment patiénten die de leeftijd van veertig
overschreden hebben. Mogelijk valt nog meer winst te behalen met de ontwikkeling
van therapieén op genetisch niveau. Hierbij zal het produceren van functioneel
dystrofine in DMD patiénten een doel zijn. Onbekend is hoeveel dystrofine er nodig is
voor normale spierstructuur en functie.

Fig 6: Dystrofine productie

XX or XY Normale dystrofine productie

XY Afwezige dystrofine productie

X*X Ongeveer 50% dystrofine productie
verdrongen XCI > X*X  Ongeveer 5-40% dystrofine productie

*Mutant DMD gen

Fig 7: Spiervezels van gezonde individu, DMD patiént en random draagster
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Immuno-histochemische kleuring met Dys2 aankleuring van interne dystrofine elementen
Uit: Development of an antisense-mediated exon skipping therapy for DMD; making sense out of nonsense>
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Muismodellen voor Duchenne spierdystrofie

Om na te gaan of non-random X-inactivatie bij muismodellen te gebruiken is
om te bepalen hoeveel dystrofine er nodig is voor effect bij de behandeling
van DMD wil ik hieronder eerst een overzicht geven van de bestaande
muismodellen voor DMD.

Mutaties in het DGC verstoren het complex en leiden tot spierdystrofie. Er zijn
een paar natuurlijk voorkomende modellen van DGC geassocieerde
spierziekten. Zo is er de dystrofine deficiénte mdx-muis voor DMD. Dit model
komt echter slechts gedeeltelijk overeen met de menselijke ziekte. Aanvullend
zijn meerdere andere DMD muismodellen ontwikkeld voor dystrofine en
andere onderdelen van het DGC als wel voor het gehele DMD gen (zie voor
overzicht tabel 2).

Dystrofine
De mdx (X chromosome linked muscular dystrophy) muis mist dystrofine als

resultaat van een puntmutatie in exon 23 of het dystrofine gen®®. Hoewel dit
model een waardevol model voor DMD is, is de progressieve spierzwakte
milder dan bij mensen in de meeste spieren®’. The mdx muis toont tekenen
van spierdystrofie maar weinig zwakte en een haast normale levensduur.
Alleen het diafragma is bij deze muis ernstig aangedaan.

De mdx muis past zich aan op de spierdegeneratie met een uitbreiding van de
satellietcellen en spierhypertrofie. Transcriptie factoren lijken belangrijk te zijn
voor deze regeneratie. Muizen zonder spier specifieke transcriptie factor MyoD
(MyoD/Mdx) tonen een deficiéntie in regeneratie met ernstigere spierdystrofie®®.
Muizen deficiént in myocyt nuclear factor Mnf (Mnf/Mdx), welke selectief tot
uiting komt in satelliet cellen, tonen een exacerberend dystrofisch fenotype
door verlies van satelliet cel functie®.

Een andere mogelijke verklaring voor het milde fenotype van de mdx muis is
dat het homologe eiwit utrofine compenseert voor het gebrek aan dystrofine.
Muizen met gebrek aan zowel dystrofine als utrofine (utrn”/mdx) tonen vele
tekenen van DMD bij mensen®. Zo vertonen ze ernstige progressieve
spierdystrofie welke resulteert in een vroegtijdige dood. Tevens bestaat een
heterozygote utrofine dystrofine muis (utrn*/mdx), deze vertoond tevens een
vrij goed gelijkend beeld van DMD bij mensen maar leeft langer in vergelijking
met de homozygote utrofine deficiénte muis®’.

De Mdx*“¥*<Y muizen zijn gegenereerd door het gebruik van chemische
mutatie met N-ethyl nitrosurea®. Hierdoor komen bepaalde dystrofine iso-
vormen niet meer tot expressie. Zo heeft de Mdx*¥ een deficiéntie van de
kortere vormen door mutatie aan het 3’ eind van het dystrofine gen.
Afwezigheid van alle dystrofine isovormen en utrofine (Utrn”/Mdx>“)
verslechtert het fenotype niet in vergelijking met de utrn™/mdx muis®®. Muizen
met gerichte Dp71 inactivatie (Dp71™") vertonen geen duidelijk fenotype®.

Door insertie van de ROSARgeo vector aan het 3’ eind van het DMD gen is een
muismodel (Dmd™**®%*°) ontwikkeld welke vergelijkbaar is met de Mdx®¥ muis.
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De mutatie betrekt alle bekende dystrofine isovormen. Door kleuring van 13-
galactosidase activiteit onstaat een model voor dystrofine expressie®®.

Er is tevens een dystrofine gen knock-out muis (Mdx52) geproduceerd door
deletie van exon 52 van dystrofine. Deze muis heeft een vergelijkbaar
fenotype met de mdx muis®®.

Dystrobrevine
Mutaties van meerdere DGC componenten lijken spierdystrofie te

veroorzaken. Zo ontwikkelen muizen deficiént in a-dystrobrevine (Abdn™) een
milde dystrofie®’.

DMD gen
Er zijn tevens muis modellen gegenereerd door deletie van het gehele DMD

gen. Een is de DMD floxed muis waarin de gehele regio van het DMD gen
geflankeerd word door twee loxP sites en expressie in de hersenen tegelijk
wordt geinactiveerd. In de DMD floxed muis is de full-length dystrofine
expressie in de hersenen geinactiveerd maar is er geen effect op de andere
isovormen® . Een ander model is de DMD null muis waarbij het DMD gen
geheel verwijderd is. De DMD null mouse heeft geen enkele expressie van
zowel full-length als kortere vormen van dystrofine®.

In aanvulling is er een muismodel voor DMD gemaakt met een geintegreerde
en functionele kopie van het volledige menselijke DMD gen (hDMD). Dit is
gedaan door fusie van een gist met daarin het volledige humane gen met een
embryonale stamcel van een muis®.
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Tabel 2: overzicht muismodellen voor Duchenne spierdystrofie

Genotype referentie | LEVENSduur Skelet dystrofie Cardiomyopathie
Mdx ses7 | > 1jaar +/++ +
Mdx %Y (Dp 260) e | > 1jaar +/++ +
Mdx**¥ (Dp71,116,140,260) e | > 1jaar +/++ +
Mdx*®¥ (Dp140, 260) & | >1jaar H++ ¥
Mdx>Y 62 | > 1jaar +/++ +
Dmdmdx—Bgeo e | > 1 jaar +/++ +
Mdx52 e | > 1jaar +/++ -
Dp71” s | > 6 maanden - -
Mnf/mdx s9 | ~ 3 weken +++ ?
MyoD/Mdx sg | > 1jaar +++ +++
Utrn” 6 | >1jaar - _
Utrn™/Mdx s | 4-20 weken e+ .
Utrn™"/Mdx 61 | > 1jaar ++ ++
Utrn™/Mdx>V e | 4-20 weken +++ et
Adbn” &7 | > 1jaar + +
Adbn”/Mdx 7 | >8—10 maanden | ++ ++
Adbn”/Mdx/Adbn o | >3-11 weken it it
DMDfloxed e | > 1jaar - -
DMDnull e | > 1jaar +/++ +
hDMD 6o | > 1jaar - -

De bepaling van de benodigde hoeveelheid dystrofine

Een mutatie van het DMD gen lijkt geen invloed te hebben op de wijze van X-
inactivatie. In het algemeen is het X-inactivatie patroon in de spier bij een DMD
mutatie random (50:50). Een uitzondering hierop zijn de manifesterende vrouwen
waar zowel patronen van hoge verdringing (90:10) als random patronen gezien
worden. Hierbij is echter geen duidelijke relatie gevonden tussen de patronen en het
gedeelte dystrofine negatieve spiervezels’®’".

Een goede verklaring voor de onduidelijke relatie tussen fenotype en X-inactivatie
patroon bij manifesterende draagsters is tot heden niet te geven. Dit komt mede door
het gebrek aan goed onderzoek hierna. Zo is bijvoorbeeld niet gekeken naar het
patroon van X-inactivatie in spiervezels welke verloren zijn gegaan en naar mogelijke
variatie in het expressie patroon tussen verschillende spieren en longitudinaal in een
spiervezel. Mogelijk spelen abnormaliteiten in de distributie van dystrofine alswel het
totale expressie nivo een belangrijke rol in de ontwikkeling van myopathie.
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Bij niet manifesterende draagsters lijkt het gedeelte rest dystrofine overeen te komen
met de relatieve activatie in spieren van het X chromosoom welke het ongemuteerde
allel bevat. Zo wordt bij immunohistochemische dystrofine evaluatie bij niet
manifesterende dragster een mozaiek patroon gezien van dystrofine positieve en
negatieve vezels, waarbij de laatste 15-30% uitmaken van alle vezels. Kwantitatieve
evaluatie van dystrofine vertoonde een verlaagde hoeveelheid’?. Aangenomen wordt
dan ook dat 50% van de normale dystrofine hoeveelheid voldoende is om
prominente spiervezel necrose en klinische symptomen te voorkomen. Therapieén
welke zorgen voor een verhoging van de hoeveelheid functioneel dystrofine bieden
dus mogelijk een uitkomst, mogelijk zelfs indien de hoeveelheid functioneel dystrofine
ruim onder de normale waarden ligt.

Muismodel voor bepaling van de benodigde hoeveelheid dystrofine
Zoals eerder genoemd zijn er verschillen tussen X-inactivatie bij muizen en
mensen. Zo is bekend dat bij muizen minder genen aan X-inactivatie
ontsnappen en er imprenting van inactivatie is met voorkeur voor de vaderlijke
X in extra-embryonaal weefsel. Ondanks deze verschillen is de muis een goed
model voor het proces van X-inactivatie.

Bovenstaand overzicht van bestaande muismodellen toont dat er geen
muismodel bestaat dat geheel overeenkomt qua genotype en fenotype met de
menselijke ziekte DMD. Een gelijke mutatie lijkt zich anders te presenteren bij
muizen. De modellen die de meeste fenotypische overeenkomsten vertonen
zijn de muizen met naast een mutatie van het DMD gen een additionele
mutatie in utrofine, a-dystrobrevine, MyoD of Mnf (de Utrn™/Mdx, Utrn*"/Mdx,
Utrn”/Mdx*®V, Adbn™/Mdx, Adbn”/Mdx/Adbn, Mnf/mdx, en MyoD/Mdx muizen).

Om goed onderzoek te kunnen doen naar therapeutische effecten is een
langere levensduur van de muizen wenselijk. Om deze reden heeft het gebruik
van de fenotypisch lijkende Utrn*/Mdx en MyoD/Mdx muizen de voorkeur.

Bruikbare modellen voor selectieve X-inactivatie zijn muizen met een mutatie
in de Xist, Xite, Tsix of DXPas34 allelen of door selectie van zwakke en sterke
Xce allelen. Hierbij valt een verwacht non random patroon te verkrijgen van
80:20 tot 90:10.

Voor bepaling van de minimale hoeveelheid functioneel dystrofine waarbij
geen klinische symptomen gezien worden, kan gebruik gemaakt worden van
muismodellen van DMD waarbij selectieve inactivatie toegepast wordt.
Zodoende kan een benadering van de nodige hoeveelheid worden gegeven.
Hierbij dient de spierfunctie met de hoeveelheid dystrofine gecorreleerd te
worden. Hieronder (tabel 3) zijn enkele mogelijkheden aangegeven voor het
DMD muismodel Utrn**/Mdx .
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Tabel 3: mogelijkheden voor bepaling benodigde hoeveelheid
Muismodel (kruising) Verwachtte hoeveelheid dystrofine
Utrn*"/Mdx x AXist 1-30%

Utrn*/Mdx x A Xist promotor 1-30%

Utrn*"/Mdx x A Xite 1-30%

Utrn*"/Mdx x A Tsix 1-30%

Utrn*"/Mdx x A DXPas34 1-30%

Utrn™"/Mdx/Xce® x Xce* 1-30%

Utrn*"/Mdx/Xce® x Xce® 5-40%

Utrn*"/Mdx/Xce® x Xce® 10-50%

Utrn*"/Mdx/Xce® x Xce® 5-40%

Utrn*/Mdx/Xce” x Xce® 10-50%

Utrn*/Mdx/Xce® x Xce® 10-50%

Bij deleties van Xist, de Xist promotor, Xite, Tsix en DXPas34 wordt een X-inactivatie
patroon gezien van 90:10-80:20">"*">"®_ Gemiddeld is hierbij dus rond de 15%
dystrofine aanwezig met wisselende deviaties van het gemiddelde.

Bij kruising tussen verschillende Xce allelen is het verschil in sterkte van het allel
bepalend voor het patroon in Xinactivatie. Zo zal bij kruising tussen het zwakke Xce?
allel en het sterke Xce allel een patroon van rond de 20:80 ontstaan en bij kruising
tussen Xce® en Xce® een patroon van omstreeks 25:75%041,

Conclusie
Voor de start van gen- en genetische therapieen bij de spierdystrofie van
Duchenne is het van belang te weten hoeveel dystrofine nodig is om de
progressieve spierzwakte tegen te gaan en/of om verbetering in spierfunctie te
geven. Om deze hoeveelheid te bepalen kan gebruik worden gemaakt van non-
random X-inactivatie op een DMD muismodel met evaluatie van spierfunctie en
de hoeveelheid dystrofine.
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