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Genetika spinalni muskularni atrofie

Genetics of spinal muscular atrophy

Souhrn

Spinalni muskularni atrofie (SMA) je zdvazné genetické onemocnéni. Nejcastéjsi forma SMA je
autozomalné recesivné dédénd, zplsobend homozygotni deleci ¢asti genu SMNT na dlouhém
raménku patého chromozomu. S frekvenci prenasect v kavkazské populaci pfiblizné 1 : 40 je to
druhd nejcastéjsi autozomalné recesivni détska choroba. Kauzalni gen SMNT byl popséan v roce
1995. Vysetfovan( poctu kopif tohoto genu je od té doby mozné provéadet riznymi technikami,
zlatym standardem je dnes metoda multiplexni na ligaci zavislé amplifikace sond. Pro predikci
vyvoje onemocnéni je zasadni také pocet kopif genu SMN2, tzv. pseudogenu. Fenotyp pacientd
ovlivauji i dalsi modifikatory. Genetické ambulance poskytuji rodindm poradenstvi a genetickou
konzultaci, v relevantnich pfipadech doporucuji vysetfeni prenasecstvi. S pfichodem moznosti
[écby pfi ¢asném nasazenf je rychlost a v¢asnost diagnostiky zasadni.

Abstract

Spinal muscular atrophy (SMA) is a severe genetic disorder. The most frequent form of SMA is
inherited in an autosomal recessive mode, caused by a homozygous deletion of a part of the
SMNT gene on the long arm of chromosome 5. Having frequency of carriers in Caucasian
population about 1:40, it is the second most common autosomal recessive disease of childhood.
The causal SMNT gene was found in 1995. Since then, investigation of the number of copies of
this gene has been performed by different techniques, the gold standard now being a multiplex
ligation-dependent probe amplification. To predict the development of the disease, it is crucial to
determine the number of SMN2 gene (so called pseudogene) copies, too. The patient’s phenotype
is also impacted by other modification factors. Clinical genetics offers counselling to the families
and, in relevant cases, recommends carrier testing. With the arrival of treatment possibilities in
early stages of the disease, the prompt and early diagnostics has become essential.
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Spinalni muskularni atrofie (SMA) je one-
mocnéni heterogenni nejen klinicky, ale
i geneticky. Do skupiny SMA patff nej¢astéjsf
proximalni forma SMA, distalni forma SMA,
progresivni bulbarni obrna détského véku,
skapulo-peronedlni forma SMA a facio-ska-
pulo-humerdlni forma SMA.

S pfichodem technik sekvenovani nové
generace se zrychlilo objevovéani novych
gend, jen mezi lety 2011-2014 bylo popsano
13 novych genl SMA. Patofyziologické jevy
souvisejici se SMA zahrnuji poruchy metabo-

lizmu a sestfihu RNA, axondlniho transportu,
vyvoje motoneurond a konektivity [1].

Ve vétsiné pfipadl (cca 95 %) se jedna
0 SMA autozomalné recesivni (AR), zpUso-
benou mutacemi v genu SMNT (survival of
motor neurons). Je to druhd nejcastéjsi le-
talni AR détska choroba po cystické fibréze,
s incidenci 1:6 000-10 000 zivé narozenych
a frekvenci heterozygot(i 1:40az 1 : 60.

Historie genetiky SMA se zacala psat
v roce 1995, kdy Suzie Lefebvre et al v Cell [2]
popsali metodami vazebné analyzy a kom-

binaci genetického a fyzikélniho mapovani
2 kandidatni geny na dlouhém raménku pa-
tého chromozomu v oblasti 5q13. Presnéji
feceno popsali 500 kilobazi (kb) dlouhou in-
vertovanou duplikaci a zpfesnili kritickou ob-
last na 140 kb v jeji telomerické ¢asti. Dva-
cet kb dlouhy gen v této oblasti chybél nebo
byl poruseny u velké vetsiny jejich pacient(.
V duplikované centromerické ¢asti deteko-
vali pfitomnost vysoce homologniho genu,
dnes oznacovaného jako pseudogen nebo
SMN2 gen.
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Obr. 1. Oblast invertované duplikace s geny SMNT a SMN2 na 5q chromozomu [29].
Fig. 1. Inverted duplication region with SMN7 and SMN2 genes on 5q chromosome [29].
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Obr. 2. Rozdilny sestfih SMINT a SMN2 [29].

Fig. 2. Different splicing of SMNT and SMN2 [29].

Sekvenacnimi technikami zjistili, Zze gen
SMN ma osm exon(. O rok pozdéji Burglen
et al [3] podrobnéjsi charakterizaci genu
ukazali, Ze jde ve skute¢nosti o exont 9, a ve
snaze zabrdnit nedorozumeénim rozdélili
exon 2 na 2a a 2b. Vétsina praci proto dnes
oznacuje jako zdsadni pro vznik onemoc-
néni pfitomnost nebo nepfitomnost exonu
7 z plvodniho znaceni (LRG_676t1 naopak
oznacuje jako kauzalIni zménu v exonu 8, pfi
celkovém poctu deviti exon(). V tradi¢nim
znaceni nenf exon 8 prekladan, stop kodon
se nachazi v sedmém exonu.

Duplikovand 500kb oblast vznikla v poz-
déjsim evolu¢nim obdobi u priméatd, ale
dva rozdilné SMN geny ma pouze ¢lovék [4]
(obr. 1).

Telomericky a centromericky SMN gen se
liSi v péti nukleotidech. Pro vznik onemoc-
néni je podstatna transla¢né tichd zdmena
v nukleotidu 873, v Sestém nukleotidu exonu
7, v kodonu 280 (C > T). Analyza RNA odha-
lila, ze v centromerické kopii genu dochazf
k odlisnému sestfihu exonu 7 (obr. 2).

AZ 90 % pre-mRNA genu SMNT je sestfi-
7eno na SMN protein s Uplnou délkou, za-
timco 80 % pre-mRNA genu SMN2 je sestfi-
7eno na SMN protein bez exonu 7. SMN bez
exonu 7 je nestabilnf a je rychle degradovan.

Modifikdtory fenotypu [5] ovliviuji expresi
a stabilitu RNA nebo proteinu, mohou to byt
faktory pUsobici v cis nebo trans, epigene-
tické faktory, proteiny téze drahy, jiné pro-
teiny a negenetické faktory nebo faktory
okolnfho prostfedf (nedostatecna vyziva, hy-

poxie). Jejich vyzkum vede k vyvoji cilené
terapie [6].

Hlavnim modifikdtorem zdvaznosti SMA je
SMN2 gen, a proto je také primarnim cilem
terapie. Mutace v SMN2 mohou mit vliv na
cis regula¢ni prvky a zvysovat nebo snizovat
hladiny transkript( o pIné délce. Jako protek-
tivni modifikator SMA pdsobf plastin 3 [7].

Zavaznost fenotypu u pacientl s ho-
mozygotni deleci zavisi na poctu kopif pseu-
dogenu, na tom, zda je pficinou postizenf
skute¢nd delece, nebo konverze telomerické
verze v centromerickou (obr. 3).

Korelace poctu kopii pseudogenu s mirou
postizenf viak nenf absolutnf, roli hraji dalsf
vyse zminéné faktory, jak genetické, tak fak-
tory prostiedi. Fenotyp zavaznéjsi, nez by se
ocekavalo u pacientd se 3 kopiemi SMN2, je
mozné vysvétlit hypermetylaci DNA, v jejimz
dlsledku je caste¢né inaktivovadna jedna
nebo vice kopif genu SMN2 [8]. Predikce vy-
voje na zékladé poctu kopif SMN2 je tak ob-
tiznd zejména u pacientl se tfemi kopiemi,
které se vyskytuji u viech typl zdvaZznosti
onemocnéni. Snaha o nalezeni biologickych
marker( je proto stale velkou vyzvou. Uka-
zuje se, ze pfitomnost varianty ¢.859G>C
v SMN2 vede k lepsi progndze u pacientd se
dvéma kopiemi SMN2, ktery v tomto pfipadée
produkuje vice transkript o pIné délce. Ne-
vysvetluje viak viechny pfipady [9].

Diskrepance mohou vysvéetlovat také dalsf
modifikujici geny (jak pozitivné, tak nega-
tivné). V neposledni fadé vysledky takovych
prazkum ovliviuji vysetfovaci metody, kva-

normalni SMN2 SMNT
5g chromozom = —
===
SMA typ |
SMAtypIII:-:-:'_:l

Obr. 3. Typy SMA podle zplisobu vyfazeni
funkeniho genu SMINT [29].

SMA = spindlni muskularni atroie

Fig. 3. SMA types based on the way of
disabling of functional SMNT gene [29].
SMA — spinal muscular atrophy

lita vySetfovanych vzork( DNA, pfitomnost
jednonukleotidovych polymorfisml apod.
Navic soucasné techniky umoznuji velmi
presné stanoveni poctu kopif 1-3, ale pfi
4 a vice kopiich je rozliseni vyrazné méne
presné. Calucho et al [10] provedli studii na
velkém poctu pacientd riznych etnik, kterou
pfipojili k datlim z databazi (celkem 3 459 pa-
cient(); na zakladé vysledkd se domnivaji, ze
predikovat vyvoj onemocnéni podle poctu
kopif SMN2 je mozZné, pfihlédne-li se k du-
kladnému klinickému vysetfeni a stanoveni
fenotypu. U viech jedincl se 4 a vice ko-
piemi se pfedpokladd, Zze budou typu II-1V,
tedy chodici. Vétsina pfipadd s jednou
a dvéma kopiemi rozvine fenotyp SMA |,
tedy nejzévaznéjsi formu postizeni. Vice
nez polovina pacientl se tfemi kopiemi pak
bude mit SMA typu II.

Céast pacientli ma deletovany pouze
exon 7, exon 8 je pfitomen. Je to zpUsobeno
vyse zminénou konverzi mezi geny SMNI
a SMN2, vznikem chimérického genu s exo-
nem 7 SMN2 genu a exonem 8 SMNT genu [11].
V obecné populaci je vy3si pocet kopif
SMNT spojen s nizSim poctem kopii SMN2,
dochazi tedy také ke konverzi SMN2 na
SMNT [12]. Pfitomnost dvou kopii SMNT na
jednom chromozomu je mozné v jiném scé-
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narivysvétlitjako ddsledek nerovhomérného
crossing-overu v oblasti, kde se vyskytujf re-
petice, a je tedy nachylna k rekombinacim.

Ke stanoveni poctu kopii SMNT se pou-
7iva zjistény pocet kopii exonu 7.V pfipadé
chimérického genu s chybéjicim exonem 8
SMNT stéle dochazi k tvorbé funkéniho pro-
teinu. Na svété je popsano nékolik malo
pfipadyd, kdy se za ddvod SMA povazuje
izolovand homozygotni delece exonu 8
SMNT genu, plvodné spojovand s mirnéjsi
formou onemocnéni [13]. Pozdéji byl publi-
kovén i pfipad SMA typu | s bilaterdIni atrofif
optiku, zplsobeny izolovanou homozygotni
deleci exonu 8 [14].

Delece pseudogenu SMN2 se vyskytuje
i u zdravé populace, v literatufe je viak po-
psan i jeden pfipad, kde je povazovéna za
pricinu SMA [15]. Jednalo se o SMA se sla-
bosti spise distalnich svall; obecné se o de-
leci SMN2 mluvi zejména v mozné souvislosti
se syndromem distélniho motorického neu-
ronu [16]. Delece SMN2 genu je popisovéna
u 5-9 % zdravé populace.

Pocet kopil SMN2 nehraje Zzadnou roli,
resp. nepfindsi zadnou informaci relevantni
pro stanoveni prenasecstvi [17].

Homozygotni delece SMNT i SMN2 je po-
vazovéna za embryonalné letdInf [18].

Néktefi autofi také dosli k ndzoru, Ze pocty
kopil nejen SMN2, ale také sousedniho genu
NAIP souviseji s vékem ndstupu nemoci [19].

Asi v 5% se u pacientd vyskytuje kombi-
nace delece na jedné alele a bodové mutace
na alele druhé, pacienti jsou slozenymi he-
terozygoty se stejnym zplsobem AR dédic-
nosti [20]. Za 2 % pfipadd odpovida vznik
mutace de novo, kdy jeden z rodicd nenf
prenasecem [21].

Nékteré mutace se vyskytuji opakované,
napf. duplikace 11 nukleotidt c.770_780 [22].

Molekularné geneticka
diagnostika - metody

Na zakladé rozdilt v sekvenci SMNT a SMN2
je mozné je rozlisit. Toho se vyuziva v dia-
gnostice SMA.

V soucasnosti je zlatym standardem vy3et-
feni delece exont 7 a 8 genu SMNT metodou
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) (obr. 4). Senzitivita metody je
100 %, specificita > 99 % (nepokryva bodové
mutace). Vysetfeni se provadi z DNA pa-
cienta izolované z leukocytd periferni krve,
pfipadné u prenatalniho vysetfeni z bunék
nativni plodové vody, nativnich choriovych
klkd, kultivovanych choriovych klkd nebo
kultivovanych bunék plodové vody.
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Obr. 4. Vyhodnoceni MLPA softwarem Coffalyser.net, pacientka s homozygotni deleci
exonll 7 a 8 genu SMNT a ttemi kopiemi SMN2, MLPA kit PO60.

Fig. 4. MLPA analysis using Coffalyser.net software; a patient with a homozygous de-
letion of exons 7 and 8 of the SMNT gene and three copies of the SMN2 gen; MLPA kit

P060.

Rodindm pacientl, u nichz se potvrdi ho-
mozygotni delece exonl 7 a 8 nebo jenom
exonu 7, je vhodné doporucit genetickou
konzultaci. Klinicky genetik poskytne gene-
tické poradenstvi, doporuci vysetfenf rele-
vantnich pfibuznych na pfenasecstvi.

Prenaseci heterozygotni delece exont 7
a 8 maji 50% riziko predani této delece po-
tomkdm. Dva partnefi-pfenaseci tedy maji
25% riziko, Ze se jim narodf dité postizené
SMA. Potvrzenym pfenasecdm proto ge-
netik doporucf vysetfenf partnera. Pokud je
jeden z partnerl prenasec delece a u dru-
hého se zjisti pfitomnost dvou kopii SMNT,
maji riziko postiZzeni ditéte 1: 2 035, v¢. zapo-
¢itani de novo mutacni frekvence [23].

Zjisti-li se (po vylouc¢eni moznosti nonpa-
ternity) u nékterého z rodi¢ll pacienta s ho-
mozygotni deleci SMNT, Ze ma 2 kopie SMNT,
jedna se s nejvyssi pravdépodobnosti o pfi-
pad maskovaného prenasecstvi, kdy obé
kopie SMNT jsou na jednom chromozomu,
zatimco na druhém je delece. Je pak velmi
vhodné vysetfit celou rodinu. Vétsinou se
dohleda pfibuzny se 3 kopiemi (néktery
7 prarodic nebo sourozencl postizeného
ditéte). Poradenstvi v takovych rodindch pak
musi upozornit na moznost, Ze déti jedincl
se tfemi kopiemi budou vystaveny rizikuy,

Ze se U nich kvantitativnimi metodami pfi-
padné prenasecstvi nerozezna [24].

V testovani prenasecstvi je tfeba mit na pa-
méti, Ze celd 2 % pfipadd SMA vznikaji v dd-
sledku de novo mutaci; je to kvdli jiz zminéné
pfitomnosti repetic, a tedy ¢astych nerovno-
mérnych crossing-over(l a rekombinac¢nich
udalostf v oblasti. K de novo mutacim dochazi
zejména béhem paterndlni meidzy. V popu-
laci nenf vyskyt 3 kopif SMNT u jedince vzécny
— jde asi 0 5 % normalnf populace. Vysetieni
prenasecstvi SMA se stéle ¢astéji stava sou-
¢asti prekoncepcni péce. V rodinéch, kde se
SMA vyskytlo, je klinickym genetikem nabi-
zeno rutinné. SMA zcela spliuje kritéria pro
populacni skrining prenasecstvi, nebot je
onemocnénim klinicky zavaznym, s vyso-
kou frekvenci prenasecl, s dostupnym tes-
tem o vysoké citlivosti i specificnosti, s moz-
nosti prenatdlni diagnostiky a s moznosti
genetického poradenstvi [25]. Pro pfenasece
je dostupné dalsi genetické sledovani a majf
k dispozici prenataini a preimplantacni dia-
gnostiku. Ani negativni skrining viak z vyse
uvedenych ddvodUd nevylouci pfenaselstvi
na 100 %. Dulezité je také veédomi, Ze testo-
vani je dobrovolné a zaklada se na informo-
vaném souhlasu a dtkladném pouceni o tom,
co jeho vysledky mohou Zzjistit.
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Cetnost vyskytu prenasecti je rizné u riz-
nych etnik. Pro kavkazskou populaci v se-
verni Americe se uvadi 2,7 %, pro afroame-
rickou 1,1 % a pro hispanskou dokonce 0,8 %.
Naopak vysoké frekvence alel s vice kopiemi
SMNT je v afroamerické populaci — 27 % ve
srovnani's 3,3-8,1 % [26].

V poradenstvi se setkdvame nejcastéji
s ptipadem zdravého jedince bez rodinné
anamnézy, jehoZ partner/ka naopak SMA
v rodinné anamnéze ma. Takovy jedinec ma
nejcastéji 2 kopie SMNT genu. Podle vypoctu
frekvence alel, ktery zahrnuje i jedince s he-
terozygotni bodovou mutaci, je frekvence
nosi¢l se dvéma kopiemi SMNT genu pfi-
blizné 5,5 % [27].

Souhrnné Udaje z roku 2017 [28] uvadéji
pro kavkazskou populaci frekvenci pfena-
secl s jednou kopii SMNT genu 2,2 %, pre-
nasecd se dvéma kopiemi SMNT (na jed-
nom chromozomu) je v kavkazské populaci
0,13 %, pficemz frekvence alel se dvéma ko-
piemi je 3,5 %. Incidence se odhaduje na
127829
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