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Aanvaard op 22 juli 1996

Neurodegeneratieve aandoeningen en de rol van trinucleotide-repeat-expansie.

[I. Moleculaire genetica

N.V.A.M.KNOERS EN H.P.H.KREMER

Het ontstaan van bepaalde erfelijke neurodegeneratieve
ziekten zoals de ziekte van Huntington kan in verband
worden gebracht met de expansie van specilieke DNA-
sequenties op diverse plaatsen in het genoom. In het
voorgaande arfikel werden de ziekten beschreven die sa-
menhangen met expansie van zogenaamde trinucleoti-
de-repeats. In dit artikel beschrijven wi de moleculair-
genetische kenmerken van deze ziekten.

REPEATS: MOLECULATRE BASISBEGRIPPEN

DNA is opgcbouwd uit ketens met een ruggengraat van
suikermoleculen (ribosen), gekoppeld door een anorga-
nische fosfaatgroep. De riboseketen heeft een richting:
een 5'-koolstofatoom in het molecuul 1s gekoppeld aan
een 3/ -koolstofatoom in het voorgaande ribosemolecuul.
De keten heeft dus aan het ene uiteinde nog een vrije 5'-
kant, aan het andere uiteinde een vrije 3’'-kant. Vanaf
ieder ribose-element steekt een base uit: adenine (A),
guanine (G), cytosine (C) of thymine (T) (figuur 1).
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Codon. De opeenvolging van deze ribonucleotiden
vormt een code waarbij een groep van 3 basen ¢en codon
vormt dal codeert voor één bepaald aminozuur. Opeen-
volgende codons vormen als het ware de letters die de
sequentie bepalen van de aminozuren in een eiwit. Unie-
ke sequenties geven aan waar op het DNA-molecuul be-
gonnen kan worden met het aflezen (de transcriptie) van
DNA naar ‘messenger’-RNA (mRNA). Op het mRNA
geeft een ATG-startcodon, coderend voor het amino-
zuur methionine, de plaats aan vanwaar de vertaling
(translatie) van mRNA naar het feitelyke eiwit kan be-
ginnen. Transcriptie en translatie lopen van de §'- naar
de 3'-kant van de keten. Een deel van het mRNA wordt
wel afgeschreven van het DNA, maar niet vertaald in
eiwit omdat het aan de 5’'-kant voor het ATG-startcodon
ligt, of helemaal aan het einde, aan de 3’-kant achter het
stopcodon. Deze uiteinden heten respectievelijk de §'-
UTR en de 3'-UTR (van ‘untranslated region’).

Exon en intron. Het voor eiwit coderend gebied wordt
exon genoemd. DNA bevat echter niet alleen coderende
delen. Het grootste deel van het molecuul bestaat zelfs
uit een zogenaamde intronsequentie: niet-coderende ge-
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FIGUUR I. De structuur van DNA. Een keten van door fosfaat-
groepen (P) verbonden ribosesuikers vormt de ruggengraat van

een enkelstreng van het DNA-molecuul. Daar de verbinding
tussen de fosfaaigroepen en de ribosen via zogenaamde 5'- en
3’-koolstofatomen loopt, heeft de keten als geheel een 5'-uit-
einde (bovenaan) en een 3'-uiteinde (onderaan), en zodoende
een ori€ntatie. Vanal een ander koolstofatoom steekt een base
ult (adenine (A), guanine (G), cytosine (C) of thymine (T)), die
gebonden i1s aan een complementaire base op de anti-parallelle
DNA-streng (dat is; met het §'-einde beneden en het 3'-einde
boven) die hier niet is weergegeven. Daarbij complementeren
A en T elkaar, evenals C en G. (Illustratie: R,P.Slagter.)

bieden die tussen de voor mRNA en eiwit coderende ge-
bieden kunnen liggen.

De meeste van onze genen bestaan op DNA-niveau
uit exonen gescheilden door intronen. Pas in het onrijpe
mRNA worden de mtronen uitgeknipt (‘gespliced’) en
worden de exonen aan elkaar geplakt tot één (rijp)
mRINA dat tot het gewenste eiwil kan worden vertaald.
Exon-DNA codeert dus voor het rijpe mRNA.

Herhaalsequenties. Op vele plaatsen in het DNA zit-
ten herhaalsequenties: repeterende combinaties van nu-
cleotiden. Bekend zijn bijvoorbeeld de zogenaamde di-
nucleotide-CA-repeats: lange opeenvolgende gebieden
met als code CACACACACA ... Het cxacte aantal re-
peats 1 zo’n gebied kan wisselen per chromosoom en
dus per individu, bijvoorbeeld 50 CA’s, ook aangeduid
met (CA)50, in een bepaald gebied op het ene chromo-
soom, en (CA)6o in hetzelfde gebied op een homoloog
chromosoom. Juist vanwege dit polymorfisme worden
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deze dinucleotide-repeats veel als unieke chromosoom-
merkers gebruikt in genetisch onderzoek. De biologi-
sche functie van dinucleotide-repeats is niet duidelijk, zo
ze al een functie hebben, maar meestal kunnen ze geen
kwaad als ze in een intron liggen. In een exon echter zul-
len ze niet aangetroffen worden, daar ze door hun varia-
bele lengte de normale exoncode kunnen verstoren, 1m-
mers, een (CA)6-sequentie bevat 12 basen en zal dus 4
complete codons bevatten, maar een (CA)7-sequentie
bevat 14 basen: 4 complete codons en 2 basen die ver-
volgens de gehele code aan de 3'-kant van de (CA)7-
repeat in de war zullen sturen.

Trinucleotide-repeats. Slechts repeterende sequenties
van 3 nucleotiden (of een veelvoud van 3 nucleotiden)
kunnen in exon-DNA bestaan: trinucleotide-repeats.
Het 1s de laatste jaren gebleken dat wanneer zo’n repeat
te lang gaat worden, dit gepaard kan gaan met neurolo-
gische en neurodegeneratieve aandoeningen. Ook in in-
tronen kunnen trinucleotide-repeats voorkomen. Het is
onduidelyk of ze in deze omgeving verschillen ten op-
zichte van bijvoorbeeld dinucleotide-repeats.

TRINUCLEOTIDE-REPEATS EN ZIEKTE
Nog onbegrepen 1s waarom alle tot nu toe bekende ziek-
ten die met expanderende trinucleotide-repeats samen-
hangen, neurologische aandoeningen zijn. Momenteel
kennen wij 4 groepen van zulke aandoeningen (figuur 2),

Geéxpandeerde CCG-repeat. De eerste groep wordt
gekenmerkt door een te lange CCG-repeatin de 5'-UTR
van mRNA en houdt in alle gevallen verband met een
zogenaamd fragiel gebied op het chromosoom waar het
gen ligt. Soms gaan fragiele gebieden gepaard met klini-
sche verschijnselen. Een voorbeeld is het fragiele-X-syn-
droom (FRAXA), cen veelvoorkomende vorm van
mentale retardatie en de eerste aandoening waarbij
zo'n expanderende trinucleotide-repeat gevonden werd,
door Rotterdamse genetici in 1991.! De term ‘fragiel’ ver-
wijst naar het cytogenetisch fenomeen van makkelijke
breckbaarheid van het chromosoom op de plaats van de
verlengde CCG-repeat onder laboratoriumcondities (re-
latieve deficiéntie aan thymidine of aan deoxycytidine).
Inmiddels blijken ook andere fragiele gebieden op het
X-chromosoom (FRAXE, met mentale retardatie) en op
chromosoom 11 (FRAI1B, zonder fenotypische ziekte)
een expanderende CCG-repeat in de §'-UTR te heb-
ben.?? Fragiele gebieden met verlengde CCG-repeats
worden ook in intron-DNA ver weg van bekende genen
gezien (FRAXF, FRAI16B), maar die afwijkingen zijn
niet met enige bekende ziekte in verband gebracht.
Geéxpandeerde CCG-repeats in de 5’-UTR van een gen
leiden tot een onderdrukking van mRNA-transcriptie en
daardoor tot deficiéntie van het genproduct.

Geéxpandeerde CTG-repeat. De tweede groep bevat
een geéxpandeerde CTG-repeat in de 3'-UTR van het
mRNA. De enige bekende aandoening met zo’n expan-
sie tot nu toe 15 dystrophia myotonica (DM), ofwel de
ziekte van Curschmann-Steinert,* een multisysteemaan-
doening van spieren, het endocriene systeem en moge-
lijk ook delen van de hersenen. Het is bij deze aandoe-
ning onduideljjk wat het effect van de genetische
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FIGUUR 2. Het verband tussen diverse erfeljke neurologische
aandoeningen en afwijkingen op DNA- en boodschapper-
RNA (mRNA)-niveau die te maken hebben met zogenaamde
trinucleotide-repeat-expansie. Een gen ligt in blokken, exonen
verspreid op de DNA-keten (5 blokken in de figuur), met daar-
tussen niet naar mRNA overgeschreven intronen (getrokken
lijn). Bij transcriptie {de vetgedrukte pijl) naar mRNA worden
de exonen samengevoegd tot één geheel. Binnen het mRNA
wordt echter maar een deel tot etwit vertaald, hetl zogenaamde
‘open reading frame’ {ORF; 3 niet-gearceerde blokken). De 2
gearceerde blokken heten respectieveljk 5'-UTR (van ‘un-
translated region’) en 3'-UTR, Op de DNA- en de mRNA-
streng is weergegeven welke ziekten met welke expanderende
repeats in verband staan: (1) diverse ‘fragile site’ repeats (van
CCQG, dat is cytosine-cytosine-guanine) in de 5'-UTR van ge-
nen op chromosoom X blijken samen te hangen met mentale
retardatie: FRAXA en FRAXE: (2) een GAA-repeat (guanine-
adenine-adenine) komt voor in het eerste intron van het X25-
gen op chromosoom 9, bij expansie leidend tot de ataxie van
Friedreich (FA); (3) in diverse genen komt cen CAG-repeat
(cytosine-adenine-guanine) voor in het ORF, leidend tot de
ziekten van Kennedy (DRPLA) en Huntington (HD), DRPLA
en de SCA1- en SCA3-varianten van autosomaal dominante
spinocerebellaire ataxiegn; (4) bij dystrophia myotonica (DM)
ligt een CTG-repeal (cylosine-thymine-guanine) in de 3°-UTR
van het gen dat codecrt voor DM-eiwitkinase; (5) niet met ziek-
te in verband gebrachte ‘fragile site’-CCG-repeats komen voor
in intron-DNA ver weg van bekende genen: FRAXF en
FRAIGB. (Illustratic: R.P.Slagter.)

verandering is op het genproduct, het DM-eiwitkinase.
Zowel onder- als overexpressie is gemeld, maar mogelijk
spelen heel andere mechanismen een rol.?

Creéxpandeerde CAG-repeat. De derde groep, waar-
over het hier vooral gaat, bestaat uit aandoeningen ver-
oorzaakt door een geéxpandeerde CAG-repeat in exon-
DNA dat tot eiwit vertaald wordt. In al deze gevallen zal
de CAG-repeat dus mee vertaald worden en in het eiwit
tot uttdrukking komen als cen polyglutaminereeks (het
codon CAG codeert namelijk voor glutamine). In deze
groep vallen de ziekte van Kennedy, de ziekte van Hun-
tington en de verschillende vormen van erfelijke aan-
doeningen van de kleine hersenen, zogenaamde heredo-
ataxieén (autosomaal dominante cerebellaire ataxieén;
ADCA’s), waarvan de klinische verschinselen in het
voorgaande artikel besproken zijn (tabel).

Karakteristick voor deze derde groep aandoeningen is
dat het om autosomaal dominante aandoeningen gaat
(behalve de X-gebonden overervende ziekte van Kenne-
dy), die meestal op volwassen leeftijd beginnen; dat het
allemaal aandoeningen zyn waarbij een selecte groep
van neuronen in het centrale zenuwstelsel degenereert;
en dat in families met deze aandoeningen vaker anticipa-
tie voorkomt, dat wil zeggen dat in latere generaties
de familie de ziekte op steeds vroegere leeltijd begint.’

Geéxpandeerde GAA-repeat. Zeer onlangs werd een
vierde groep gevonden met als representant de ataxie
van Friedreich. Ook deze aandoening blijkt te berusten
op een trinucleotide-repeat-expansie, maar het i1s de eer-
ste van dit soort ziekten die recessief autosomaal over-
erft. Bij de ataxie van Friedreich blijkt het te gaan om
een ge&xpandeerde GAA-repeat in intron 1 van éen
reeds gekarakteriseerd gen, X25.¢ Anticipatie is niet vast
te stellen bij een recessieve aandoening. Het betreft hier
wederom een ziekte die zich vooral manifesteert als een
aandoening van het centrale zenuwstelsel, met daarnaast
ook systemische afwijkingen zoals cardiomyopathie en
diabetes mellitus. De genotype-fenotypecorrelaties van
deze aandoening zijn nog onvoldoende uitgewerkt, Inte-

Aandoeningen met expanderende herhaalsequenties van CAG in het
DNA

aandoening chromosoom; CAG-lengte® genproducl/
gen eiwit
normaal  bij ziekte
zickte van X, AR 17-26 40-55 androgeen-
Kennedy receptor
ziekte van 4pl6.3; 10-29 36-121 hunting-
Huntington ITl5 (30-35)% tine
ADCA type 1
SCA-1 6p22-23; 6-39 40-81 ataxine-l
SCAI
SCA-3/MID  14q32.1; 12-40 61-84 ?
MIDI
DRPLA 12pl2-ter; 7-23 49-75 DRPLA-
DRPLA eiwit

CAG = cytosine-adenine-guanine; AR = androgeenreceptor; ADCA =

autosomaal dominante cerebellaire ataxie; SCA = spinocerebellaire

alaxie; MJD = ziekte van Machado-Joseph; 7 = onbekend; DRPLA =

dentatorubro-pallidoluysische atrolie.

*De CAG-lengte is uitgedrukt als het aantal CAG-kopieén,

+Tussen haakjes de repeatlengte van zogenaamde intermediaire allelen:
allelen die nog niel tot de ziekte leiden, maar die gemakkelijk expan-
deren tot een lengte die dat wel zou doen.
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Ned Tijdschr Geneeskd 1996 23 november;140(47) 2331



ressant is hier dat ‘ziekte’-allelen op X295 meestal GA A-
repeat-expansies bevatten, maar soms ‘gewone’ puntmu-
taties in X24.°

MOLECULAIRE EN KLINISCHE GENETICA VAN

CAG-EXPANSIES
De CAG-repeats die een rol spelen by de § reeds eerder
beschreven neurodegeneratieve aandoeningen blijken in
de normale populatie zeer polymorf te zijn. Het aantal
CAG-repeats (dat is de repeatlengte) is bij gezonde indi-
viduen variabel. Bij door de ziekte getroffen individuen
wordt deze populatievanatie als geheel gevonden bin-
nen families, maar ook in de populatie cellen van één in-
dividu. In de tabel worden de variaties in repeatlengten
bij gezonde mdividuen voor de betrokken ziektebeelden
weergegeven.

Opmerkelijk 1s dat de CAG-lengtevariatie per etni-
sche groep verschilt, Zo worden in de meeste westerse
landen waar de ziekte van Huntington een hoge preva-
lentie heeft, relatief veel lange normale repeats in het
IT15-gen gevonden (25-29 kopieén; zie de tabel), terwijl
die in Japan, waar deze ziekte zeldzaam is, nauwelijks
voorkomen.” Daarentegen worden bij Japanners repeat-
lengten in het DRPLA-gen gevonden die by de westerse
populatie zeer zeldzaam zijn.®® Mogelijk vormen deze
verschillen de basis voor de verschillen in prevalenties
tussen etnische groepen van deze neurodegeneratieve
aandoeningen.

Er bestaat slechts een smalle grens tussen de normale
CAG-repeatlengten en de ‘zieke’ repeatlengten. Op-
merkelijk 1s dat bij alle tot nu toe bekende CAG-repeat-
ziekten de normale repeatlengte de 35 kopieén niet
overschrijdt terwijl repeatlengten tussen de 36 en 40 al
met pathologische afwijkingen gepaard gaan. Alleen bijj
patiénten met de ziekte van Machado-Joseph liggen de
pathologische repeatlengten zeer veel hoger dan in het
normale gen (61-84 kopieén; zie de tabel).!0!3

Een belangryk kenmerk van normale CAG-repeats is
dat ze stabiel zin, dat wil zeggen dat de repeatlengte on-
veranderlijk 1s van generatie op generatie. Van de CAG-
repeats in het SCAz-gen (van spinocerebellaire ataxie ty-
pe 1) 1s bekend dat deze bi) 98% van de gezonde allelen
een onderbroken configuratie heeft: tussen 2 CAG-re-
peatreeksen bevindt zich tenminste een CAT-triplet.™
Bij de overige 2% van de normale allelen ontbreekt deze
CAT-interruptie. Deze 2% heeft altijd minder dan 21
CAG-repeats. Waarschijnlijk stabiliseert zo’n interrup-
tie de repeat.

Verlengde repeats daarentegen zijn instabiel en heb-
ben de neiging langer te worden van generatie op gene-
ratie. Vooral bi) paternale transmissie treedt expansie
op. Op Huntington-chromosomen bijvoorbeeld wordt in
68% van de vaderljke meiosen expansie gezien, terwijl
repeatexpansie bij maternale transmissie maar in 35%
van de gevallen plaastvindt.” De expansies betreffen per
generatie meestal slechts een paar repeats, maar kunnen
by uitzondering erg groot worden: een toename van
meer dan 70 repeats 1s bij de ziekte van Huntington en
b1 SCAI beschreven. Voor SCA3 en de ziekte van Ken-
nedy zijn dergelijjke lange expansies niet aangetroffen.
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Ook een korte contractie, een afname van het aantal
repeats van generatie op generatie, 1s mogelijk." Con-
tracties worden voornamelijfk waargenomen bij mater-
nale transmissie.

In een recent onderzoek wordt een hypothese voor de
expansie van de trinucleotide-repeats voorgesteld:'* mo-
gelijk vormen repeats een haarspeldstructuur die de nor-
male DNA-replicatie verstoort. Zodra het aantal niet-
onderbroken repeats een kritische drempelwaarde be-
reikt, kan een stabiele haarspeld in het betrokken DNA
worden gevormd, hetgeen leidt tot een vicieuze cirkel
van replicaticiouten en verdere expansie.

Alle genoemde neurodegeneratieve aandoemngen
beginnen doorgaans op volwassen leeftijd, maar de be-
ginleeftijden kunnen aanzienlijk variéren. Er bestaat een
sterk omgekeerd verband tussen de lengte van de CAG-
repeats en de beginleeftyjd: naarmate er meer repeats
zijn, treden de symptomen eerder op.'! 1-2* De langste re-
peats worden dan ook gevonden biyj getroffen kinderen.
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Aanvaard op 22 juli 1996

Neurodegeneratieve aandoeningen en de rol van trinucleotide-repeat-expansie.

[1I. Moleculaire pathofysiologie

H.P.H.KREMER EN N.V.A.M.KNOERS

Het ontstaan van bepaalde erfelijke neurodegeneratieve
ziekten zoals de ziekte van Huntington kan in verband
worden gebracht met de expansie van specificke DNA-
sequenties op diverse plaatsen in het genoom. In de
voorgaande twee artikelen werden de ziekten beschre-
ven, die samenhangen met expansie van zogenaamade tri-
nucleotide-repeats, alsmede de moleculair-genetische
kenmerken van deze zickten. In dit artikel geven wij
weer hoe men denkt dat de moleculair-genetische atwij-
kingen tot ziekte kunnen leiden (tabel).

MOLECULAIRE EN KLINISCHE GENETICA VAN

CAG-EXPANSIES
Instabiliteit en anticipatie. In de voorgaande artikelen
over herhalingen (‘repeats’) van DNA-stukjes bestaan-
de uil cytosine-adenine-guanine (CAG) 1 neurologi-
sche aandoeningen werd reeds gesproken over polymor-
fisme (variatie van repeatlengte tussen verschillende
chromosomen) en over instabiliteit (verandering van re-
peatiengte bij de meiose). Instabiliteit veroorzaakt anti-
cipatie (dat wil zeggen dat de aandoening 1n volgende
generaties op steeds jongere leeftijd voorkomt) en anti-
cipatie suggereert de aanwezigheid van een trinucleoti-
de-repeat-aandoening. Anticipatic wordt bij al deze
aandoeningen, met uitzondering van spinocerebellaire
ataxie type 3 (SCA3),! vaker gezien bij transmissie via
een vader die de aandoening heeft dan via een moeder
met de aandoening.>® Dit wordt verklaard door grotere

Zie ook de artikelen op bl. 2325 en 2320.
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— Wy

CAG-repeat-expansic bij paternale transmissie, die het
gevolg is van instabiliteit van de repeat tijdens spermato-
genese. Dat repeat-expansie voornamelijjk via paternale
transmissie optreedt, verklaart ook waarom de juveniele
gevallen van de ziekte van Huntington, SCAT of denta-
torubro-pallidoluysische atrofie (DRPLA) voorname-
lijk worden gevonden bij kinderen van vaders met de
aandoening.* 6%

Sporadische gevallen van de ziekte. Een ander gevolg
van de instabiliteit van geéxpandeerde CAG-repeats is
het védrkomen van sporadische gevallen, waarbij geen
van beide ouders van een patiént de ziekte hebben. Deze
schijnbare nieuwe mutaties zijn vooral voor de ziekte
van Huntington beschreven. Na de ontdekking van het
Huntington-ziektegen is duidelyjk geworden dat 1n deze
gevallen de vader van de patiént een CAG-repeatlengte
heeft tussen 30 en 35, een zogenaamd intermediair allel.”
Zo'n intermediair allel 1s reeds instabiel en expandeert
tijdens de mannelijke meiose tot een volledige mutatie,
waardoor het leidt tot de ziekte van Huntington bij de
nakomelingen. Aangezien deze kinderen met juveniele
Huntington zich niet voortplanten, zouden de allelen
met zeer lange repeats uit de populatie moeten verdwi)-
nen. Door instabiliteit en expansie wordt de pool van
lange repeats in de populatie echter voortdurend aange-
vuld.

Polymorfisme en mosaicisme. CAG-repeats Kunnen
zeer polymorf zijn, zowel in de totale populatie, als bin-
nen één familie. Blijkbaar gaan de bekende wetten van
Mendel hier niet meer op. Zelfs in de populatie cellen
van één individu varieert de repeatlengte: een verschin-
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