KRATKE SDELENI

Ovlivnéni exprese mRNA genu SMN2
inhibitory histonovych deacetylaz
a jejich vliv na fenotyp spinalni svalové

atrofie I. a Il. typu

Regulation of mRNA expression of the SMN2 gene by histone
deacetylase inhibitors and their influence on the phenotype of

type | and Il spinal muscular atrophy

Souhrn

Spinalni svalova atrofie (SMA) 1. a Il. typu (Werdnigova-Hoffmannova choroba) je zévazné autozo-
malné recesivné dédicné nervosvalové onemocnéni détského véku. Kauzalni gen SMN (survival mo-
tor neuron) je duplikovéan v telomerické (SMN1) a centromerické (SMN2) kopii. Inhibitory histono-
vych deacetylaz fenylbutyrat (PBA) a kyselina valproové (VPA) mohou modifikovat sestfihovy vzorec
genu SMN2 u SMA pacientl zvysenim hladiny transkripéniho produktu genu SMN2 o plné délce,
a tim zvysit i mnoZstvi SMN proteinu. Cilem nasi pilotni studie bylo otestovat vztah mezi poc¢tem ko-
pif genu SMN2, zménami exprese mRNA genu SMN2 a klinickymi vysledky u malého souboru pa-
cientll se SMA 1. a II. typu na medikaci PBA (N = 6) nebo VPA (N = 11). Klinicky efekt byl hodnocen
pomoci Hammersmith funkeni motorické skély pred zahajenim a po 8 tydnech medikace. 2 pacien-
ti ze 4 ve skupiné medikované PBA a 5 pacientl z 11 ve skupiné s VVPA vykazovalo zvyseni o 3 ne-
bo 4 body Hammersmith 3kaly. U 4 pacient(l doslo ke zvy3eni o 4 body Hammersmith skaly, ale jen
u 2 z nich k vyznamnéjsimu nardstu hladiny mRNA genu SMN2 o plné délce. Dosazené vysledky
prokazaly opodstatnénost budoucich rozsahlejsich intervencnich klinickych studif s inhibitory histo-
novych deacetyldz.

Abstract

Spinal muscular atrophy (SMA) type | and Il (Werdnig-Hoffmann disease) is a serious autosomal re-
cessive neuromuscular disease in children. The SMA causing gene — survival motor neuron gene (SMN)
is duplicated, with telomeric copy (SMN1) and centromeric copy (SMN2). Histone deacetylase inhibi-
tors phenylbutyrate (PBA) and valproic acid (VPA) can modify the pattern of SMN2 splicing in SMA
patients towards increase of full-length SMN2 mRNA and amount of the SMN protein. The aim of our
study was to correlate SMN2 gene copy numbers and changes in expression of full length mRNA with
clinical outcomes in small groups of SMA type | and Il patients treated with PBA (N = 6) or VPA
(N = 11). The Hammersmith functional motor scale was evaluated at baseline and after 8 weeks of
medication. 2 patients out of 4 in the PBA group and 5 patients out of 11 in the VPA group showed
an increase of 3 or 4 points in the Hammersmith scale. 4 patients showed the increase of 4 points in
the Hammersmith scale but only 2 had significantly increased levels of full-length SMN2 mRNA. The
results obtained during therapy justify future interventional trials with histone deacetylase inhibitors.
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OVLIVNENI EXPRESE MRNA GENU SMN2 INHIBITORY HISTONOVYCH DEACETYLAZ

Uvod

Spinalni svalova atrofie (SMA) I. a Il. typu
(¢asné infantilni a chronickd détska forma
Werdnig-Hoffmannovy choroby) je zévazné
autozomalné recesivné deédicné onemoc-
néni détského véku s progredujici degeneraci
motoneuronl prednich rohl misnich. Kili-
nicky je SMA charakterizovana Ubytkem sva-
lové hmoty, svalovou slabosti a respiracni
insuficienci vedouci k pred¢asnému dmrti.
Tyto problémy jsou u typu SMA | markantni
do 6 mésict Zivota, nékdy prakticky ihned
po narozeni, U typu SMA Il se inicidlné pro-
jevuji do 2. roku Zivota. V dalsim prdbéhu je
pacient ohrozen recidivujicimi pneumoniemi,
rozvojem slachovych kontraktur a deformit
skeletu. Frekvence onemocnénti je 1 : 6000
porodd [1].

SMA je zpUsobena v cca 95 % pfipadu
homozygotni deleci 7. exonu genu SMN1
(survival motor neuron 1), kterd ma za na-
sledek deficit genového produktu SMN pro-
teinu, nezbytného pro preziti motorickych
neuronl prednich rohd misnich. Ve stejné
chromozomalni oblasti (5q13) se nachazi
také jedna nebo vice kopii genu SMN2.
Gen SMN2 se ve své koduijici oblasti lisi od
genu SMN1 pouze jednou nukleotidovou za-
ménou. V dusledku této zamény je ale cca
80 % pre-mRNA genu SMN2 sestfizeno za
vzniku mRNA s deleci exonu 7. Translaci ta-
kové mRNA vznika zkraceny protein, ktery
je nestabilni a podléha rychlé degradaci.

Experimentalni studie prokazaly, Ze nékteré
farmakologicky aktivni latky mohou modi-
fikovat sestfihovy vzorec genu SMN2 u SMA
pacientl zvySenim hladiny transkrip¢niho
produktu genu SMN2 o plné délce (tj. obsa-
hujici exon 7), a tim zvysit i mnoZstvi funk-
¢niho SMN proteinu. Jedna se o inhibitory
histonovych deacetyldz fenylbutyrat sodny
(PBA) a kyselinu valproovou, respektive val-
proat sodny (VPA), které jsou nyni ve svété
testovany z hlediska mozné terapie SMA
[2]. Gen SMN2 muze byt u clovéka pfito-
men ve vice kopiich. Pacienti s vice neZ 2 ko-
piemi maji obvykle mirnéjsi fenotypové pro-
jevy a jejich odpovéd na medikaci PBA a VPA
by také teoreticky méla byt lepsi [3].

Andreassi poprvé prokazal, ze PBA signi-
fikantné zvysuje expresi genu SMN2. Na
bunécnych fibroblastovych kulturach odvo-
zenych od 16 pacientl se SMA bylo meto-
dou real-time PCR prokdzano zvySeni ex-

prese mRNA genu SMN2 o plné délce 0 50 a7
160 % u typu SMA | a 0 80-400 % u typU
SMA Il a lll. Obecné byla zaznamenana vy-
raznéjsi odpovéd na aplikaci PBA u bunéc-
nych kultur pacient( s vice nez 2 kopiemi
genu SMN2. Metodou Western blotu byla
prokdzana také zvysena hladina SMN pro-
teinu [3]. Dal3i studie prokézala, Ze peroralni
aplikace PBA pfimo u pacient( s verifikova-
nou SMA vede k signifikantnimu zvysenf
hladiny funk¢niho SMN proteinu v leukocy-
tech testovanych pacientd. Tento ddkaz vy-
tvoril raciondlni predpoklad pro budouci
klinické hodnoceni PBA u pacientli se SMA
[4]. Bezpecnost a nezavazné vedlejsi Ucinky
PBA v terapeutickych davkach i pfi dlouho-
dobém podavéni u détskych pacientl vcetné
kojencd, byly prokazany dlouholetym celo-
svétovym pouzivanim v terapii poruch me-
tabolizmu cyklu urey s hyperamonemif [5].

Prvni klinické hodnoceni medikace PBA
provedené Mercurim u 10 détskych pacientl
se SMA II. typu, prokdzalo vyznamné zlep-
Seni motorickych funkci, které bylo patrné jiz
po 3 tydnech medikace v davce 500 mg/kg/
/den a jeSté markantnéjsi po ukoncenf 9ty-
denniho intermitentniho 1écebného sché-
matu. Déle bylo zaznamenano zvyseni vi-
taIni kapacity plic (FVC). Efekt medikace byl
zvIasté vyrazny u déti ve véku do 5 let, které
jesté nebyly postizeny deformitami pohybo-
vého aparatu a respiracni insuficienci — kom-
plikacemi omezujicimi moznosti efektivni re-
habilitace. Nebyly pozorovany vyraznéjsi ne-
Zadouci ucinky medikace PBA [6]. Nasledna
randomizovana, dvojité zaslepena a place-
bem kontrolovand multicentricka studie se
souborem 107 pacientd, kterym byl podavan
PBA (500 mg/kg/den) nebo placebo v inter-
mitentnim rezimu (7 dni medikace/7 dni
bez medikace) po dobu 13 tydnd vsak ne-
prokazala statisticky vyznamné zvyseni
hodnoty funk¢ni motorické skély zavedené
v londynské nemocnici Hammersmith Hos-
pital, kterd je uzndvéna jako dostatecné
senzitivni a spolehlivy nastroj pro objektivi-
zaci vyvoje motorickych funkci u pacientt
se SMA II. a lll. typu v multicentrickych in-
tervencnich studiich, nenf vak vhodna pro
hodnoceni pacientli se SMA |. typu [7,8].
Americti autofi pouzivaji Hammersmith mo-
torickou Skalu také v modifikované verzi [9].

Kyselina valproova funguje rovnéz jako
inhibitor histonovych deacetylaz a podobné

jako PBA zvysuje expresi genu SMN2 ve fib-
roblastovych bunécnych kulturdch pacientd
se SMA [10]. Klinicky efekt VPA byl testo-
van u dospélych i détskych pacientd [11].
Nejrozsahlejsi multicentricka studie probiha
v soucasnosti v USA. Jednd se o 2. fazi kli-
nického hodnoceni dc¢inku VPA v kombinaci
s karnitinem (studie CARNI-VAL) u déti se
SMAII. a lll. typu ve véku 2-17 let [12].

Primarnim cilem nasi pilotni studie bylo
otestovat vztah mezi poctem kopifi genu
SMN2, zménami exprese mRNA genu SMN2
a klinickymi vysledky u malého souboru pa-
cientl se SMA I. a ll. typu na medikaci PBA
nebo VPA. DalSim cilem bylo vytvofit prak-
ticky algoritmus sledovani pacientl na kli-
nické a molekularné biologické Urovni, zhod-
notit pfipadné nezadouci Ucinky medikace
a potvrdit bezpecnost aplikace PBA a VPA
u pacientd se SMA.

Material a metodika

V nasi prospektivni oteviené pilotni klinické
studii jsme po dobu 8 tydnl aplikovali PBA
u skupiny 6 pacientd se SMA 1. a Il. typu
(4 chlapci a 2 divky) ve véku 12 mésict az
5 let (medidn 4 roky) a VPA u skupiny 11 pa-
cientt se SMA II. typu (5 chlapct a 6 divek)
mezi 5-16 lety véku (medidn 9 let). Pfi za-
fazeni pacientll do PBA nebo VPA skupiny
jsme se fidili vékem pacientd, kdy podle za-
hrani¢nich autord se PBA jevi vhodnéjsi spise
pro mensi déti do 2 eventudlné 5 let véku
[6,12]. Vstupnimi kritérii byly klinicky feno-
typ SMA I. nebo Il. typu, homozygotni de-
lece 7. exonu genu SMN1 a normalni hod-
noty krevniho obrazu a biochemického scree-
ningu. Vylucujicimi kritérii byly pokrocilé
kontraktury a deformity skeletu, elevace ja-
ternich transaminaz nebo jiné zjisténé me-
tabolické odchylky, akutni infekty a lékové
alergie v anamnéze. Klinické vysledky byly
na molekularné biologické drovni korelovany
s poctem kopii genu SMN2 a zménami ex-
prese mRNA genu SMN2.

PBA byl podavan ve formé preparatu
Ammonaps (vyrobce Swedish Orphan In-
ternational AB, Svédsko) jako granulat ne-
bo tablety v celkové davce 500 mg/kg/den,
rozdélené do 4 ekvivalentnich davek, po-
davanych béhem dne ve 4hodinovych in-
tervalech (v 7, 11, 15 a 19 hodin). Pacienti
se SMA I. typu byli na domaci umélé plicni
ventilaci a PBA jim byl aplikovan pomoci

414

Cesk Slov Neurol N 2007; 70/103(4): 413-418




OVLIVNENI EXPRESE MRNA GENU SMN2 INHIBITORY HISTONOVYCH DEACETYLAZ

Tab. 1. Hammersmith SMA funkéni motoricka skala. Minimum 0 bodd, maximum 40 bodd [8].

1 bod

0 bodu

podpora 1 rukou
podpora 1 rukou

podpora 2 rukama
podpora 2 rukama

2 body
1 sed na ,Zabdka"/sed na zidli bez drzeni
2 dlouhé sezeni (bez drzeni)
3 polovi¢ni obrat z polohy na zéddech (na obé strany)
4 dotkne se jednou rukou hlavy (v sedg)
5 dotknout se hlavy obéma rukama (v sedé)
6  obréti se z polohy na bfise na zada — pres P
7 obrati se z polohy na bfise na zada — pres L
8  obrati se z polohy na zddech na bficho — pres P
9  obréti se z polohy na zadech na bficho — pres L
10  lehne si ze sedu (bezpecné)
11 vzepre se sdm na predloktich s hlavou vzhiru
12 zvede hlavu v leZe na bfise (ruce podél téla)
13 vzepfe se sdm na predloktich a kolenou s hlavou vzhdru
14 vzepre se sém na natazenych pazich s hlavou vzharu
15 posadi se z lehu na zadech
16 plazise
17  zvedne hlavu v leZe na zadech
18  stoji s drzenim se jednou rukou
19  stoji samostatné déle nez 3 sekundy
20  udéld samostatné vice nez 4 kroky

otodf se pouze na jednu stranu neprovede
tklon hlavy k ramenu neprovede
Uklon hlavy k ramenu neprovede
tlaci na ruku neprovede
tlaci na ruku neprovede
pritahuje se rukou neprovede
pritahuje se rukou neprovede
- neprovede
udrzi se kdyz se do této pozice dostane pasivné neprovede
- neprovede
udrZi se kdyZ se do této pozice dostane pasivné neprovede
udrzi se kdyz se do této pozice dostane pasivné neprovede
pres leh na brise neprovede
plazf se 2 metry neprovede
pres Uklon hlavy do strany neprovede

stojf s minimalnim podpiranim trupu

méné nez 3 sekundy
2-4 kroky

stoji s podporou

v kyclich a kolenou
na okamzik
neprovede

perkutdnni gastrostomie (PEG) jako granu-
lat smichany s tekutou nebo kasovitou stra-
vou. VPA byl podavan ve formé preparatu
Convulex CR tablety (vyrobce Gerot Phar-
mazeutika GmbH, Rakousko) 2x denné v cel-
kové davce 20 mg/kg/den a sérova hladina
VPA byla udrzovana v terapeutickém roz-
mezi 50-100 ug/ml. ProtoZe se jednalo o po-
uZiti PBA a VPA v neregistrované indikaci,
byla splnéna ohlaSovaci povinnost a pouzit
preparatll nahlaseno Statnimu Ustavu pro
kontrolu 1é¢iv (SUKL). Rodice viech détskych
pacientd podepsali informovany souhlas se
zafazenim do studie. Protokol studie byl
schvalen etickou komisi Fakultni nemocnice
Brno.

Klinicky efekt byl hodnocen pomoci Ham-
mersmith funk¢ni motorické skaly pred
zahdjenim a po 8 tydnech medikace. Pro-
vedeni testu lékafem nebo fyzioterapeu-
tem je jednoduché a casové nendrocné, trva
cca 10-15 minut. Hodnoti se provedeni
20 rdznych motorickych tkond ve 3bodové
stupnici. Pacient ziskd 2 body za samostatné
provedeny ukon, 1 bod v pfipadé, ze po-
hyb provede s asistenci a O v pripadé, ze
pozadovany pohyb neprovede ani s pomoci
vysetfujictho. Vyjimky v tomto hodnoceni

jsou u jednotky 1 a 2, kdy pacient obdrzi
0 bodu za provedeni pohybu pfi asistenci
obéma rukama a v jednotce 18, kdy pacient
obdrzi 1 bod za minimalni podporu v ob-
lasti hrudniku a 0 bodU pfi podpore v ob-
lasti kycli nebo kolen. Celkové skére muize
dosahovat hodnot od minima 0 do maxima
40 bodl. VSechny ¢asti testu museji byt
provadény bez korzetu nebo ortéz (tab. 1)
[8].

Vstupni vy3etfeni pred nasazenim medi-
kace u kazdého pacienta se SMA II. typu
zahrnovalo provedeni Hammersmith funk-
¢ni motorické skaly (T0), zékladniho labora-
torniho vy3etfeni (krevni obraz + bioche-
micky screening) a molekuldrné biologic-
kych testd se zamérfenim na stanoveni
poctu kopii genu SMN2 a bazalni exprese
pIné délky a sestfihové varianty mRNA genu
SMN2 v leukocytech metodou real-time PCR.
Pacienti se SMA I. typu nemohli byt funk-
¢né hodnoceni pomoci Hammersmith
Skaly, kterd je pro kojence a batolata s takto
tézkym motorickym postizenim nevyhovu-
jici. Béhem celé doby medikace byly v 1- az
2tydennich intervalech, podle dostupnosti
pacientd, provadény kontrolni odbéry s vy-
Setfenim krevniho obrazu, biochemie, u pa-

cientd s medikaci VPA také hladiny VPA
a dale byly kvantifikovany zmény exprese
mRNA genu SMN2 metodou real-time PCR.
Po 8 tydnech medikace bylo provedeno kon-
trolni vyhodnoceni Hammersmith funkeni
motorické Skaly (T1). Jako signifikantni
zlepSeni bylo povazovano zvy3eni o 3 a vice
bodu.

Metodika molekularné
genetickych analyz
Pocet kopil genu SMN2 byl ur¢en metodou
real-time PCR za pouziti sondy technologie
MGBr specifické pro gen SMN2. Vysledky
real-time PCR byly vyvhodnoceny metodou
2% (komparativni ct metoda pro relativni
kvantifikaci), kterd vyjadfuje pocet kopif zkou-
maného genu vzhledem k poctu kopii refe-
ren¢niho genu a normalizuje tuto hodnotu
k poctu kopii kalibra¢niho vzorku. Jako re-
ferencni gen byl pro vyhodnoceni pouzit
gen pro albumin a jako kalibrator vzorek se
2 kopiemi genu SMN2 [13,14].
Kvantifikace mRNA genu SMN2 o plné
délce a s deleci exonu 7 pred terapii a v pra-
béhu terapie PBA nebo VPA byla prove-
dena metodou real-time PCR po predchozi
reverzni transkripci. Primery byly navrZzeny
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Tab. 2. Pfehled pacientl s medikaci PBA a VPA. Tu¢né jsou vyznaceni pacienti, u kterych doslo ke zvy3eni hodnoty
Hammersmith funkcni motorické skaly o 3 a vice bodu.

Pacient Rok Fenotyp Pocet kopii Medikace Hammersmith Hammersmith
narozeni SMA genu SMN2 skala-TO skala-T1
1. 2002 | 2 PBA / /
2. 2004 | 2 PBA / /
3. 2000 Il 3 PBA 25 28
4. 2002 Il 3 PBA 28 32
5. 2002 Il 3 PBA 25 25
6. 2004 I 3 PBA 25 25
7. 1990 Il 3 VPA 14 14
8. 1990 Il 3 VPA 22 26
9. 1992 Il 4 VPA 15 15
10. 1996 I 3 VPA 15 15
11. 1997 Il 3 VPA 23 27
12. 1997 Il 4 VPA 30 30
13. 1998 I 3 VPA 23 23
14. 1999 Il 3 VPA 28 31
15. 2000 Il 3 VPA 26 29
16. 2001 I 3 VPA 25 29
17. 2000 Il 4 VPA 30 31

Vysvétlivky: SMA — spinal muscular atrophy, SMNZ2 - survival motor neuron 2, PBA — fenylbutyrét sodny, VPA — valprodt sodny

relativni mnozstvi mRNA

B SMN - pInd délka
B SMN - delece e. 7

¢islo odbéru

Graf 1. Pacient 8. Zmény hladiny mRNA genu SMN2 o plné délce, mRNA genu
SMN2 obsahuijici deleci exonu 7 a mRNA genu GAPDH v pribéhu terapie VPA
(vyhodnoceno vzhledem k genu HPRT a normalizovano k odbéru pred terapii —

odbér 1).

specificky pro spojeni exont 7 a 8 v piipadé
mRNA o pIné délce a exonll 6 a 8 v pfipa-
dé mRNA s deleci exonu 7. Narust produk-
td PCR byl detekovan fluorescencni bar-
vickou Sybr Green. Ziskana data byla ana-

lyzovédna metodou 2, kterd v tomto pfi-
padé vyjadiovala relativni expresi zkouma-
ného genu vzhledem k expresi referen¢niho
genu a normalizovala tuto hodnotu k ex-
presi u kalibra¢niho vzorku. Jako referen¢ni

gen byl pouZit gen pro hypoxantin guanin
fosforibozyltransferazu (HPRT) a glyceralde-
hyd-3-fosfatdehydrogenazu (GAPDH) jako
kalibrator vzorek pred zacatkem terapie.

Vysledky

Vsech 6 pacientl ve skupiné medikované
PBA a 11 pacientt ve skupiné s VPA ukon-
Cilo 8tydenni sledovanf klinickych a labora-
tornich parametrd a déle pokracuji v zave-
nezadouci Ucinky, které by byly divodem
preruseni medikace. U pacientd medikova-
nych PBA se jako jediny problém jevila ne-
prijemné horka chut preparatu, u pacientd
ktefi uzivali VPA, u nékterych pacientd po-
tom zvy3ena chut k jidlu spojena s narlstem
télesné hmotnosti. U Zadného ze sledova-
nych pacientl jsme nezaznamenali elevaci
jaternich transamindz nebo jiné odchylky
v biochemickém screeningu nebo krevnim
obraze.

Klinicky vykazovali 2 pacienti ze 4 ve sku-
piné medikované PBA a 5 pacientliz 11 ve
skupiné s VPA vyznamné zvyseni hodnoty
Hammersmith skaly, to znamend o 3 a vice
bodl. Celkové tedy bylo zlepSeni moto-
rickych funkci zaznamenano u 7 pacientd
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(41 % viech pacientl, 47 % pacientd u kte-
rych bylo mozno hodnotit Hammersmith
Skalu). Dalsich 8 pacientli nevykazovalo vy-
znamnou zménu. U 2 pacientd se SMA . typu
nebylo mozno pfipadnou zménu funkéniho
motorického stavu kvantifikovat, nedoslo vsak
u nich k viditelné progresi hypotonie a sva-
lové slabosti. U zadného z pacientd nedo-
Slo ke klinickému zhorsenf (tab. 2). Maly po-
et pacientd v obou skupindch neumozrio-
val spolehlivé statistické zhodnoceni.

Na molekularni Grovni byly u 2 pacientd
s fenotypem SMA | detekovany 2 kopie genu
SMN2. V pfipadé 15 pacientl s fenotypem
SMA 1. typu byly u 12 prokdzény 3 kopie
a u 3 pacientl 4 kopie genu SMN2 (tab. 2).
K vyznamnéjsSimu narlstu hladiny mRNA
genu SMN2 o plné délce (na vice nez 200 %
pavodni hodnoty ve vice nez 1 odbéru v pri-
béhu terapie PBA nebo VPA) doslo u 2 pa-
cientd. Oba tito pacienti vykazovali zaroveri
vyznamné zvyseni hodnoty Hammersmith
Skély (pacienti 8 a 16, tab. 2, obr. 1 a 2).
U ostatnich pacientd nedoslo v prabéhu te-
rapie k vyznamnéjsim zménam exprese genu
SMN2 (obr. 3). Na obrézcich 1, 2 a 3 jsou
graficky zobrazeny zmény relativniho
mnozstvi MRNA genu SMN2 o pIné délce,
mRNA genu SMN2 obsahuijici deleci exonu 7
a v pripadé obrazku 1 a 2 také zmény mRNA
genu GAPDH.

Diskuse

Spindlni svalova atrofie I. a Il. typu je kau-
zaIné nelécitelné letaIni onemocnéni. Velka
pozornost je proto celosvétové vénovana
moznostem zmirnéni tézkého fenotypu SMA
a zpomaleni rapidni progrese modifikaci se-
stfihového vzorce genu SMN2 inhibitory his-
tonovych deacetyldz. V nasi pilotni klinické
a molekularné biologické studii jsme pozo-
rovali, Ze medikace PBA a VPA m(Ze souvi-
set s klinickym benefitem cca u 40 % testo-
vanych pacient(, ktefi se jevili jako respon-
défi na lécbu témito preparaty. Analyzou
mMRNA, ktera byla izolovana z leukocytt peri-
fernfkrve, jsme detekovali vyznamnéjsi zvy-
Senf hladiny mRNA genu SMN2 o plné délce
jen u 2 lécenych pacient, ktefi soucasné
vykazovali zvyseni hodnoty Hammersmith
skaly o 4 body. Tyto vysledky jsou v souladu
se zahrani¢nimi studiemi, které popisujf zlep-
Seni motorickych funkci spise u jednotlivych
pacientd, zatimco v rozséhlejsi kontrolované

relativni mnozstvi mRNA

B SMN - pInd délka
B SMN - delece e. 7
GAPDH

¢islo odbéru

Graf 2. Pacient 16. Zmény hladiny mRNA genu SMN2 o pIné délce, mRNA genu
SMN2 obsahujici deleci exonu 7 a mRNA genu GAPDH v prubéhu terapie VPA
(vyhodnoceno vzhledem k genu HPRT a normalizovano k odbéru pred terapii —

odbér 1).
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Graf 3. Pacient 15. Zmény hladiny mRNA genu SMN2 o pIné délce a mRNA genu
SMN2 obsahujici deleci exonu 7 v prabéhu terapie VPA (vyhodnoceno vzhle-
dem k genu HPRT a normalizovano k odbéru pred terapii — odbér 1).

studii nelze tento efekt spolehlivé statisticky
prokazat [6,7,11].

Prakticky algoritmus sledovéani pacientt
se SMA I. a Il. typu na klinické a moleku-
larné biologické Urovni se ndm osvédcil jako
vhodny pro rozsahlejsi kontrolované studie.
Problémem je, Ze pro objektivni hodnoceni
motorickych funkci u pacientd s fenoty-
pem SMA I. typu nelze pouzit Hammersmith
skélu. Je sice mozno pouzit skalu TIMP (Test

of Infant Motor Performance), kterd se viak
v praxi neosvédcila. Hodnoceni pripadného
pozitivniho efektu medikace je tak u téchto
pacientd pouze subjektivni. Potvrdili jsme
bezpecnost a nezavazné vedlejsi tcinky me-
dikace PBA i VPA. Vlyhodou PBA a VPA je,
Ze tyto prepardty jsou dostupna farmaka
s dobre znamymi farmakokinetickymi i far-
makodynamickymi vlastnostmi, dlouhodobé
pouzivand v jinych indikacich. Vzhledem
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k tomu, Ze klinicky efekt je mozno proka-
zat jen u Casti pacientl se SMA, jevi se zfej-
mé do budoucna perspektivnéjsi nova ge-
nerace inhibitorl histonovych deacetyldz,
jako benzamid M344 nebo kyselina sube-
roylanilid hydroxamova (SAHA), které mno-
hem efektivnégji stimulujf expresi genu SMN2.
Bude v3ak zifejmé trvat dlouhou dobu nez
klinickd hodnoceni téchto farmak umozni
jejich schvéleni pro pouziti v humanni me-
diciné [15-18].

Rozsédhlejsi multicentrické kontrolované
studie budou nutné pro nalezeni odpovédi
na fadu otdzek, které dosud zUstavaji ne-
zodpovézeny [19]. Neni jasné, které faktory
determinuji individuaIni odpovéd na medi-
kaci inhibitory histonovych deacetyldz, proc
se néktefi pacienti jevi jako respondéri, za-
timco u jinych nenf Zadny efekt medikace
patrny. M0zZe se napfiklad uplatfiovat indi-
vidudlni metabolizmus a farmakokinetika
PBA a VPA. Teoreticky by méli na medikaci
inhibitory histonovych deacetyldz lépe rea-
govat pacienti s vétsim poctem kopii genu
SMN2, coZ se na nasem malém souboru
nepodafilo prokdzat. Nikdo dosud nesta-
novil, jak vysoké zvy3eni hladiny mRNA genu
SMN2 o pIné délce, a tim i funkéniho SMN
proteinu, je nutné, aby skute¢né mohlo do-
jit ke zlepseni klinického stavu pacienta. Déle
neni jasné, pro které pacienty je vhodnéjsi
medikace VPA, event. v kombinaci s karni-
tinem a u kterych m0ze byt efektivnéjsi PBA,
ktery je ovéem finan¢né mnohem naklad-
néjsi. Otazkou také je, v jakém véku ditéte
ma tato medikace smysl, zda mUze byt pfi-
nosem i u pacientd, u kterych jiz doslo k za-
niku velkého poctu motorickych neurond.
Na zodpovézeni téchto otdzek budou za-
méreny planované mezindrodni multicen-
trické studie, které budou v zemich Evropské
unie koordinovany v ramci projektu Evrop-

ského neuromuskularniho centra TREAT-
NMD [20].
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