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AGORA data- and biobank

Aetiologisch Onderzoek naar Genetische en Omgeving Risicofactoren voor Aandoeningen bij kinderen

* Klinische informatie (medische dossiers)
* DNA (bloed of speeksel)
* Vragenlijsten van ouders
o Familiegeschiedenis en
gezondheid en leefstijl tijdens de zwangerschap
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Presenter-notities
Presentatienotities
AGORA staat voor etiologisch onderzoek naar genetische en omgevings­risicofactoren voor aandoe­ningen bij kinderen. In AGORA verzame­len we namelijk gegevens van kinderen met aangeboren aandoeningen en hun ouders. We verzamelen klinische informatie uit de medische dossiers. Dit is informatie over de diagnose en over het verdere verloop van de aandoeningen. Ook verzamelen we bloed of speeksel van de kinderen en hun ouders, waar we erfelijk materiaal, of DNA, uit kunnen halen. En we vragen ouders om vragenlijsten in te vullen over familiegeschiedenis en gezondheid en leefstijl tijdens de zwangerschap. Met al deze informatie doen we onderzoek naar de verschillende aangeboren aandoeningen. Deze aandoeningen ontstaan als er iets mis gaat tijdens de ontwikkeling van een kind tijdens de zwangerschap. Daarom wil ik u nu eerst een filmpje laten zien van Youtube waarin u kunt zien hoe de ontwikkeling van een kind tijdens de zwangerschap plaatsvindt. 


Embryologie

https://www.youtube.com/watch?v=8312a32dcQc&t
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Presenter-notities
Presentatienotities
Het begint allemaal met de eisprong waarbij het eitje uit het ovarium komt en in de eileider.
Als er zaadcellen in de eileider komen, proberen deze de eicel te bereiken. Als het een zaadcel lukt om de eicel te bevruchten, smelt het erfelijke materiaal, dus het DNA, van de vader en de moeder samen. 
Dit DNA speelt een hele belangrijke rol in de ontwikkeling, omdat het als het ware de bouwtekening van het kind bevat. Dus de instructies hoe het gemaakt moet worden.
Als een eicel bevrucht is, gaat de cel delen. Dus hij splitst in twee cellen. Die 2 splitsen weer in 4, enzovoorts. En al die cellen gaan samen bepaalde vormen aannemen.
Ongeveer 2 weken na de bevruchting, dus in week 4 van de zwangerschap, vindt de innesteling in de baarmoeder plaats. En dan begint de ontwikkeling pas echt.
De periode van week 5 tot en met 10 noemen we de embryoanale periode. Alle belangrijke organen beginnen te groeien, zoals de hersenen, het ruggemerg en het hart. Het hart begint te kloppen. 
Door de placenta en navelstreng stroomt bloed van de moeder. Zo krijgt het embryo de voedingsstoffen die het nodig heeft. Maar ook schadelijke stoffen waar de moeder aan blootgesteld wordt tijdens de zwangerschap kunnen zo het embryo bereiken.
Botten en spieren beginnen zich te ontwikkelen, onder een huid die nog heel dun is.
Aan het eind van week 10 wordt het embryo een foetus genoemd en is het ongeveer 3 cm lang.
In de 3 weken daarna begint de foetus steeds meer op een mens te kijken. De armen en benen worden langer en beginnen te bewegen en de foetus wordt steeds groter. Aan het eind van het eerste trimester is de foetus al 7,5 cm en zijn alle belangrijke organen aangelegd. Meestal gaat dit allemaal goed, maar soms gaat er iets mis. 

https://www.youtube.com/watch?v=8312a32dcQc&t

Urethrakleppen

https://www.youtube.com/watch?v=aNtMQRHcKLY
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Presenter-notities
Presentatienotities
Bijvoorbeeld bij de ontwikkeling van de nieren en urinewegen. Hier ziet u de nieren en de blaas. In de urinebuis van jongens kunnen zich kleppen ontwikkelen die daar niet horen. Door deze kleppen kan de urine niet goed uit de blaas stromen. Dit veroorzaakt druk op de blaas, de urineleiders en de nieren. Hierdoor kan het ook zo zijn dat de nieren zich niet goed ontwikkelen. Daarom hebben jongens met urethrakleppen meer kans op nierproblemen in de toekomst.

https://www.youtube.com/watch?v=aNtMQRHcKLY

Urethrakleppen en de nieren
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Presenter-notities
Presentatienotities
Daar ging ons onderzoek over. Door de kleppen kan de urine niet goed uit de blaas stromen en ontstaat er druk op de nieren, 
maar bij de ene jongen leidt dit wel tot nierproblemen en bij de andere niet. 
We wilden graag weten of er misschien een genetisch verschil zit tussen deze jongens, dus een verschil in het DNA, de bouwtekening zoals ik het eerder genoemd heb. 


Erfelijk materiaal en SNPs

83 jongens 152 jongens
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Presenter-notities
Presentatienotities
Zoals u misschien wel weet bestaat het erfelijke materiaal uit een lettercode van 4 letters, A, C, T en G. Het menselijk genoom bestaat uit zo’n 3,2 miljard van deze letters. Op de meeste plekken zijn deze letters bij iedereen hetzelfde. Maar er zijn ook verschillen tussen mensen. Dit noemen we SNPs. Er zijn zo’n 5 miljoen SNPs bekend. Deze variaties tussen mensen bepalen bepaalde eigenschappen zoals oogkleur en haarkleur, maar ze kunnen ook de vatbaarheid voor bepaalde ziekten verklaren. Wij wilden dus graag weten of er ook SNPs zijn die bepalen welke jongens met urethrakleppen wel en welke geen nierproblemen ontwikkelen. 
Om dit te onderzoeken hebben we gebruik gemaakt van DNA van jongens met urethrakleppen uit AGORA. We hadden DNA van 83 jongens met urethrakleppen die later nierproblemen hadden ontwikkeld, en 152 jongens met urethrakleppen zonder nierproblemen. 


83 jongens
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31 SNP (37%) | — ] 17 SNP (11%)
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Presenter-notities
Presentatienotities
Met een zogenaamde genoombrede associatiestudie hebben we het DNA van deze 2 groepen jongens met elkaar vergele­ken. We hebben voor ongeveer 200.000 SNPs gekeken hoe vaak deze voorkwamen in beide groepen.
Als je dat doet krijg je dit soort plaatjes. Dit noemen we een Manhattan plot, omdat het wel wat weg heeft van de skyline van Manhattan. Op de x-as ziet u de chromosomen. Elke stip is een SNP, en hoe hoger de stip ligt, des te meer verschil zit er in hoe vaak de SNP voorkomt in beide groepen. Hier ziet u dan een soort piekje, wat wil zeggen dat er een aantal SNPs bij elkaar liggen met veel verschil tussen de groepen. 
Dat was inderdaad zo, want de hoogste SNP kwam voor in 37% van de jongens met nierproblemen, en in 11% van de jongens zonder nierproblemen. Zo’n verschil wijst er op dat deze SNP wel eens de kans op nierproblemen zou kunnen verhogen. Hierna gingen we kijken in welk gen deze SNP lag.


Genen en CDH12
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Presenter-notities
Presentatienotities
Het menselijke genoom bevat zo’n 20.000 genen. Dit zijn stukjes van het DNA die coderen voor een eiwit. 
De SNP die wij gevonden hadden bleek te liggen in het gen CDH12. Dit gen codeert voor een eiwit dat nog nooit beschreven was in relatie tot de nierontwikkeling. Om nu te kijken of CDH12 betrokken zou kunnen zijn bij de nierontwikkeling, wilden we graag weten of CDH12 tot expressie komt tijdens die nierontwikkeling. Ik zal even uitleggen wat dat betekent, tot expressie komen. 


Genexpressie
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Presentatienotities
Elke cel in het menselijk lichaam bevat in principe hetzelfde DNA met dezelfde 20.000 genen. Maar de ene cel heeft een heel andere functie en ziet er heel anders uit dan de andere cel. Hier ziet u bijvoorbeeld een hersencel, een spiercel en een zaadcel. Dat deze cellen er zo anders uitzien, ondanks dat ze dezelfde genen bevatten, komt doordat niet in elke cel al die 20.000 genen tot expressie komen. Afhankelijk van de cel waarin het DNA zich bevindt, komen verschillende genen tot expressie. Dit betekent dat in de ene cel een bepaald eiwit wel gemaakt wordt, en in de andere cel niet. Om invloed te kunnen hebben op de nierontwikkeling, moet CDH12 dus tot expressie komen tijdens die nierontwikkeling.



Expressie van CDH12
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Presenter-notities
Presentatienotities
Op internet zijn grote databases met expressie informatie. Daaruit bleek dat CDH12 tijdens de ontwikkeling het sterkst tot expressie komt in het oog, maar ook in de nieren. Dit hebben we zelf ook aangetoond met kleuringen voor het eiwit waar CDH12 voor codeert. Hier ziet u dat het eiwit bruin wordt aangekleurd. Dan ziet u dat CDH12 inderdaad tot expressie komt in het oog en in de nieren. Dus het zou betrokken kunnen zijn bij de nierontwikkeling.


Mechanisme van CDH12

Variant ™ ™
verhoogde o1 MCPIP —> CDH12 — MOMOOVE _ Nier-
druk infiltratie schade
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Presenter-notities
Presentatienotities
We hebben ook al een hypothese hoe onze SNP invloed zou kunnen hebben in jongens met urethrakleppen. Er is namelijk een proces genaamd monocyt infiltratie, 
en bij kinderen met een andere aangeboren vernauwing aan de urinewegen is aangetoond dat meer monocyt infiltratie leidt tot meer nierschade. 
Deze studie heeft ook aangetoond dat de expressie van het gen MCP1 verhoogd is in deze weefsels. Het lijkt er dus op dat de verhoogde druk leidt tot meer MCP1, en dat dit monocyt infiltratie en zo nierschade verhoogt. 
MCP1 zou dit wel eens kunnen doen via MCPIP, bleek uit een andere studie. 
Weer een andere studie heeft gekeken welke eiwitten aan MCPIP binden, en 1 van deze bleek CDH12 te zijn. 
Dus onze hypothese is dat in jongens met urethrakleppen, de druk zorgt voor meer MCP1. MCP1 zorgt dan via MCPIP en CDH12 voor meer monocyt infiltratie en meer nierschade. 
In dragers van de variant in CDH12 die wij gevonden hebben, is er meer expressie van CDH12 en daarom meer monocyt infiltratie en meer nierschade.
Maar dat is een hypothese die natuurlijk nog verder onderzocht moest worden. Dat heeft Jaap gedaan, en daar zal hij nu iets over vertellen.
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