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Hoofdstuk 1. Introductie

Amyotrofische Laterale Sclerose (ALS) is een zepstige aandoening waarbij de
zenuwcellen die de spieren aansturen langzaammadatéPatiénten met ALS bemerken
meestal als eerste spierzwakte. Er ontstaan bipembd problemen met het lopen, praten en
slikken of het dichtdoen van knoopjes. De ziekteriggressief en uiteindelijk kunnen alle
spieren in het lichaam zwak worden. Patiénten ni&§ Romen te overlijden aan zwakte van
de ademhalingsspieren.

Ongeveer 1 op de 1.000 mensen in Nederland oveajd ALS. De ziekte komt iets vaker
voor bij mannen en begint meestal rond het zestigsensjaar. Gemiddeld komen patiénten
3,5 jaar na het begin van de klachten te overlijdegar er zijn ook patiénten bekend die meer
dan 10 jaar met de ziekte leven. Het beloop varohes van persoon tot persoon. De oorzaak
van ziekte is onbekend en er is slecht 1 middetidatiekteprogressie enigzins remt.

ALS kan voorkomen als een erfelijke of sporadiszie&te. Bij ongeveer 5% van alle ALS-
patiénten komt de ziekte in de familie voor. Er dex meer dan 10 verschillende soorten
familiaire ALS (FALS) onderscheiden. Bij meer dai?%4 van deze families met ALS is de
genetische afwijking die de ziekte veroorzaakt angekend.

Er wordt gedacht dat sporadische ALS (SALS) eenptexe ziekte is en dat wil zeggen dat
de ziekte ontstaat door een combinatie van eréehgnleg en blootstelling aan
omgevingsfactoren. Ondanks veel onderzoek is hegnowg niet veel bekend. Het doel van
dit proefschrift is om genetische risicofactoremwtamiliaire en sporadische

ALS te identificeren.

Hoofdstuk 2. Grootschalige screening naar mutati€®D1 laat aanwijzingen zien voor
genetische heterogeniteit in ALS

Bij ongeveer 20% van de patiénten met FALS kunmanwgaties worden gevonden in het
gen voorSOD1. In de praktijk lijkt het zo te zijn dat deze miiga in Nederland zeer
zeldzaam zijn. In dit hoofdstuk hebben we het DNamalyseerd van 55 patiénten met FALS
en van 451 patiénten met SALS. Hierin werd 1 metgévonden bij een familiaire ALS
patiént en 2 bij sporadische ALS. We konden vematgaantonen dat de frequentie van
SOD1 mutaties in Nederland significant lager is thadle meeste Westerse landers
0,0004 voor FALS (21,9% versus 1,8%)Rr 0,005 voor SALS (2,5% versus 0,4%).
Het feit dat er verschillende vormen van ALS zindat de frequentie van het voorkomen
van deze vormen verschilt tussen landen heeft gemoloor het opzetten van genetische
associatiestudies. Dit is een mogelijke verklamagrom resultaten van genetische
associatiestudies niet altijd eenduidig zijn gewees

Hoofdstuk 3FUS mutaties in FALS in Nederland

Mutaties in heFUSgen kunnen ook FALS veroorzaken. In dit hoofdstoilgseerden we 52
patiénten voor mutaties in dit gen. Bij 4 patiénteerd een mutatie gevonden, maar er werden
ook enkele genetische varianten gevonden die ga@ebonde mensen voorkwamen. Dit
suggereert dat niet alle veranderingefrUiStot ziekte leiden.

Patiénten met mutaties KUSlijken een korte ziekteduur te hebben met relatieihig
betrokkenheid van het centraal motorisch neuron.

Hoofdstuk 4. ALS-FTD in een grote familie met FAES een K17ANG mutatie




. Prospectieve
ALS Studie

Nederland

g Oktober 2010
Mutaties in heANG gen zijn beschreven bij ALS-patiénten, maar oolgaswond bij
gezonde controlepersonen. Dit wekt de suggestiaidaalleANG mutaties pathogeen zijn.
In dit hoofdstuk laten we een familie zien met &4171 ANG mutatie die segregeert met
ziekte in de stamboom. Eén van de patiénten in figaiie kreeg als eerste klacht

verschijnselen die passen bij de ziekte van Paskinater ontstond er ook spierzwakte met
hyperreflexie en frontotemporale dementie.

Hoofdstuk 51TPR2 als risicogen voor SALS:; een genoomwijde assoahitiie

Technische en wetenschappelijke vooruitgang hehbemogelijk gemaakt om vrijwel alle
frequente genetische variatie (SNPs) in het genameen persoon te typeren in een
experiment. Door middel van deze techniek is hegehix om de frequentie van deze
varianten tussen patiénten en controles te vekgalijgenoomwijde associatiestudie
(GWAYS)). In dit hoofdstuk worden de resultaten eam GWAS bij 461 SALS-patiénten en
450 controlepersonen beschreven. De 500 SNPs ni@agsteP-waarden werden opnieuw
geanalyseerd in een 2e cohort en uiteindelijk wedkemeest veelbelovende SNPs in een 3e
cohort getoetst. Dit leidde tot een significantsoagatie voor een SNP ITPR2 metP = 3,28

x 10° enP = 0,01 na Bonferroni correctie.

ITPR2 is een regulator van intracellulair Ca2+®betrokken bij glutamaat gemedieerde
neurotransmissie. Hogere expressie van ITPR2, geaign bij ALS patiénten in deze studie,
leidt tot apoptose, waarvan gedacht wordt dat @éetelangrijke rol speelt bij
motorneuronsterfte. Gezien het feit dat ITPR2 e¢speelt bij glutamaat, Ca2+ en apoptose,
is het een sterk kandidaatgen voor ALS.

Hoofdstuk 6. Genetische variatiePP6 is geassocieerd met een verhoogd risico voor ALS
Om additionele genetische risicofactoren voor SA¢ &lentificeren, hebben we data van
twee GWASs gecombineerd en alle SNPs met0,01 in beide studies geanalyseerd in een
onafhankelijke populatie. In deze studie werde®Z1.3ALS-patiénten en 1.916
controlepersonen geincludeerd en werd een signtBaassociatie gevonden voor rs10260404
metP = 5,04 x 1& met een odds ratio van 1,30 (95% CI 1,18 — 1@8}e SNP ligt in het
DPP6 gen, dat betrokken is bij de regulatie van biololgésactiviteit van neuropeptiden door
precursoreiwitten om te zetten naar de actieve \@nrmice versa.

Hoofdstuk 7. Lagere expressie MalFAP3 verlengt de overleving bij SALS

In dit hoofdstuk wordt een studie beschreven me&t dan 4 verschillende GWASs. Er
werden analyses uitgevoerd om SNPs te identificéi@het risico op ALS verhogen en of
genetische varianten het fenotype van de ziektedmbeinvioeden. Er werden in totaal
288.357 SNPs getest bij 1.821 SALS-patiénten eb&cntrolepersonen afkomstig uit de
Verenigde Staten en Europa. Er werd een signifecassociatie gezien met SNP rs1541160
in hetkKIFAP3 gen me® = 1,84 x 10°). Patiénten die homozygoot waren voor het gunstige
allel (CC) hadden een langere overleving (14,0 meah

Verdere analyse liet zien dat rs1541160 in linkdigequilibrium is met rs522444 in de
promoter van het gen en dat het gunstige allelspeseserd is met een verlaagde expressie van
KIFAP3.

Hoofdstuk 8. Copy-number variatie bij SALS, een@@n-wijde studie

Copy-number variatie (CNV) vormt een belangrijkerbran variatie binnen het genoom. De
techniek waarmee GWASs worden uitgevoerd maakbdlemogelijk om deze vorm te
bestuderen. CNVs beinvloeden de expressie van genkmnnen het risico op ziekte
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beinvioeden. In dit hoofdstuk is er een genoom-evgtlidie uitgevoerd naar de invlioed van
CNVs op SALS.

Er werden in totaal 2.328 CNVs gevonden bij 810viiadien. Geen van de geidentificeerde
CNVs was significant geassocieerd met SALS. Inaloteerden 406 duplicaties of deleties in
genen gevonden die alleen bij SALS-patiénten voarken.

Er werden 390 heterozygote deleties gezien bij SpaEnten, waarvan er 155 alleen bij
patiénten werden geobserveerd (40%). Bij de caspiebsonen werden er 323 heterozygote
deleties gezien, waarvan er slechts 51 (16%) allgerontrolepersonen werden
geobserveerd. Dit verschil is statistisch significmetP = 2,15 x 10'%. De genen die
exclusief bij ALS-patiénten waren gedeleteerd bgtrokken bij oxidatieve phosphorylatie,
regulatie van actine cytoskelet en cytokine-cytekieceptorinteracties.

We concluderen dat er geen frequente CNVs betrokigemij SALS, maar wellicht dat
meerdere zeldzame deleties een rol spelen bij theganese.

Hoofdstuk 9. Genoom-wijde associatiestudie ideseirt 19p13.3 (UNC13A) en 9p21.2 als
risicofactoren voor amyotrofische laterale sclerose

In deze studie is er een GWAS uitgevoerd bij 2 828nten met SALS en 9.013
controlepersonen. Alle SNPs met é&q 1,0 x 10-4 werden geanalyseerd in een tweede
onafhankelijke cohort van 2.532 SALS-patiénten €46 controlepersonen. Analyse van de
genogom-wijde data toonde een significante asseciatdr 1 SNP, rs12608932, niet 1,30

x 107,

Deze SNP toonde robuuste replicatie in het tweetiert metP = 1,86 x 1 en een
gecombineerde analyse over beide fase®ga®,53 x 10. Deze SNP, rs12608932, is
gelokaliseerd op chromosoom 19p13.3 en ligt inhesgaiotype blok binnen de grenzen van
UNC13A, dat de release van neurotransmitters zoals gadgabij de neuromusculaire
overgang reguleert.

Follow-up van de overige SNPs liet een genoomwgdiBcant resultaat zien voor 2 andere
SNPs (rs2814707 mét= 7,45 x 10, en rs3849942 mé = 1,01 x 10) in de
gecombineerde analyse. Deze SNPs liggen op chramo8p21.2 in een LD-blok in een
regio waarvoor een verband is beschreven met fain@lALS met frontotemporale dementie
in meerdere families.

Hoofdstuk 10. Analyse vaRGGY als een risicofactor voor SALS

Een GWAS in een populatie van 386 SALS-patiénteB4hcontrolepersonen uit de

VS toonde een significante associatie aan met igehetvariatie iFGGY (FLJ10986).
Daarnaast werden er 66 additionele kandidaatrebesshreven. Gezien het grote aantal
hypotheses dat getoetst wordt in een GWAS, is amédtlijke replicatie van groot belang. In
dit hoofdstuk hebben we de geassocieerde SNPsAmaeikaanse GWAS getoetst in
genetische heterogene populaties uit Nederlandj@elweden en lerland. In totaal konden
we gegevens analyseren van 1.883 patiénten en 2ddddlepersonen.

Er werden geen significante resultaten gevonden de® geassocieerde SNP$BGY:
rs6700125RK = 0,56), rs6690993F(= 0,30), rs10493256°(= 0,68), rs6587852(= 0,64),
rs1470407R = 0,28) en rs333662P(= 0,44). Analyse van de overige 66 kandidaatloci
toonde ook geen associatie met de ladgstaarde voor rs777259® € 0,14). We
concluderen dat genetische variatié&-®BGY geen risicofactor is voor SALS in Europese
populaties.
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Hoofdstuk 11. Zeldzame mutatiesANG predisponeren voor ALS en de ziekte van
Parkinson

In dit hoofdstuk hebben we h&NG gen gesequenced bij 15.152 personen en laten aten d
zeldzame mutaties in dit gen een risicofactor zgar ALS en PD. Een significante clustering
van mutaties in ANG werd geobserveerd in vergelgkmet controlepersonen voor FALS
metP = 8,07 x 10", SALS metP = 5,28 x 10f en PD meP = 3,91 x 10". Na verwijderen

van zogenaamde low-frequency polymorphisms toondé/se dat de zeldzame mutaties een
zeer significant risico met zich mee dragen (oddi® > 25).

Functionele studies lieten zien dat mutaties insiggtaal peptide leiden tot aggregaten in het
cytoplasma, waarbij er colokalisatie is met TDP-43.

Hoofdstuk 12. Verhoogde serumwaarde van angiogdnjd.S, maar niet bij de ziekte van
Parkinson

Genetische associatiestudies hebben aangetoontlitities inANG een risicofactor zijn

voor zowel ALS als de ziekte van Parkinson. Er hipgere serumwaarden van angiogenine
beschreven bij SALS-patiénten. In dit hoofdstukbebwe serum angiogenine niveaus
bepaald bij 265 SALS-patiénten, 163 PD-patiénted@hcontrolepersonen. Statistische
analyse toonde significant hogere angiogenine vegeadn bij patiénten met SALB € 1,74

x 10°), maar niet bij patiénten met PB £ 0.72). De hogere expressie van angiogenine zou
een compensatoir mechanisme van het perifeer zéelselskunnen zijn.

Hoofdstuk 13DPP6 is geassocieerd met een verhoogd risico op prageesspinale
spieratrofie (PSMA)

Een GWAS liet zien dat genetische variati®PP6 is geassocieerd met een verhoogd risico
op SALS. PSMA is een ziektebeeld dat klinisch eth@agisch overeenkomsten vertoont
met ALS. In dit hoofdstuk laten we zien dat vaedtiDPP6 ook een risicofactor is voor
PSMA.

Hoofdstuk 14. Discussie

De belangrijkste conclusies van dit proefschrif:zi

1. SOD1 mutaties zijn zeldzaam in Nederland in vergelijkmgt andere landen.
(Hoofdstuk 1).

2. Mutaties inrFUSkunnen late-onset, autosomaal dominante SMA veaterz
(Hoofdstuk 2).

3. We laten segregatie van een KARIG mutatie zien in een grote familie met familiaire
ALS (Hoofdstuk 3).

4. We beschrijven een patiént met ALS en frontotemrale dementie en tekenen van
parkinsonisme met een K1ANG mutatie (Hoofdstuk 3).

5. Polymorphismen iKIFAP3 zijn geassocieerd met een langere overleving biiSA
(Hoofdstuk 7).

6. Zeldzame CNVs zijn mogelijk betrokken bij SALUSopfdstuk 8).

7. Polymorphismen iWNC13A en op chromosoom 9p21 zijn een risicofactor voor
SALS (Hoofdstuk 9).

8. Zeldzame mutaties NG geven een groot risico op ALS en PD (Hoofdstuk

11).

9. Mutaties in het signaalpeptide VANG leiden tot eiwitaggregaten met TDP-43
(Hoofdstuk 11).

10. Serum angiogenine niveaus zijn verhoogd bij SAHoofdstuk 12).




