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SKROTY UZYWANE W TEKSCIE
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WSTEP

1. WSTEP.

Rdzeniowy zanik migsni (ang. spina muscular atrophy, SMA) jest
heterogenna grupa choréb nerwowo-migsniowych, w ktorej dochodzi do utraty
motoneurondw rdzenia kregowego. Utrata motoneuronéw prowadzi w konsekwencji
do postepujacego niedowtadu i zaniku mig¢sni.

Najczestsza choroba w tej grupie schorzen jest dosiebny dziecigcy
i miodzienczy rdzeniowy zanik miesni. Choroba dziedziczona jest jako cecha
autosomalna recesywna. Czgstos¢ jej wystgpowania szacuje si¢ na 1 na 7-10 tysigcy
urodzen, co odpowiada czgstosci nosicielstwa zmutowanego genu od 1 na 42 do 1
na 50 osob. Po mukowiscydozie stanowi najczgstsza przyczyn¢ zgondw dzieci
z powodu chordb genetycznych uwarunkowanych autosomalnie recesywnie.

Niniejsza praca poswigcona jest klinicznym i genetycznym aspektom tej

wiasnie choroby.

1.1 Przeszio sto lat historii lub kto mial racje...

Pierwsze znane i udokumentowane opisy rdzeniowego zaniku mig¢s$ni
zawdzigczamy Werdnigowi, austriackiemu lekarzowi z Instytutu Patologii
Uniwersytetu w Grazu (113, 114) oraz Hoffmannowi z  Kliniki Erba
w Heidelbergu (61-63). W 1891 roku Werdnig opisal dwdch braci z postgpujacym
ostabieniem sily mig¢sniowej zaobserwowanym okolo 10 miesiaca zycia,
poczatkowo dotyczacym glownie migsni konczyn dolnych, a nastgpnie
obejmujacym mig¢snie osiowe i migsnie dosiebne konczyn gérnych. U pierwszego
z braci dodatkowo wystepowalo wodogltowie. Dziecko zmarfo z powodu krztusca
w 3 roku zycia. Badanie autopsyjne rdzenia kregowego ujawnito zanik komoérek
rogdw przednich i korzeni przednich, zwlaszcza w odcinku zgrubienia szyjnego
i ledzwiowego. Natomiast badany migsien (m. brzuchaty tydki) wykazywal,
zdaniem Werdniga, cechy zaniku prostego. Drugi z chlopcow zmarl w 6 roku zycia.
W badaniu anatomopatologicznym, podobnie jak w pierwszym przypadku, Werdnig

stwierdzit zanik komdrek rogéw przednich oraz zmiany zwyrodnieniowe korzeni
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przednich. W migsniach obserwowal glownie zanik prosty, ale takze przerost
niektorych wiokien, co jego zdaniem sugerowalo proces mieszany.

Hoffmann opisal 7 dzieci z 4 rodzin. Rowniez i w tych przypadkach
pierwsze symptomy choroby w postaci ostabienia sity migsniowej (gtéwnie konczyn
dolnych) i zahamowania rozwoju ruchowego dziecka obserwowane byly w wieku
kilku miesigcy, a dzieci przezywaly od 14 miesi¢gcy do 5 lat. Badania autopsyjne
wykazaly zmiany zwyrodnieniowe komoérek rogéw przednich rdzenia krggowego
oraz znaczny zanik wiokien migsniowych.

Chociaz Werdnig i Hoffmann opisali przypadki o przebiegu raczej
przewleklym, odpowiadajace we wspotczesnej klasyfikacji formie posredniej SMA,
to nazwa choroby Werdniga-Hoffmanna okresla si¢ zwykle postaé ostra — SMAI.
Prawdziwie ostrg forme, z objawami w okresie okotoporodowym, prawdopodobnie
jako pierwszy opisal francuski neurolog Sevestre w 1899 roku (105). Przedstawit
on przypadek 2,5-miesigcznego niemowlecia, z  wiotkim  porazeniem
czterokonczynowym, bez zajgcia migsni twarzy i przepony. U 2 z 6 pozostalego
rodzenstwa wystgpowaly podobne objawy. Podobiefistwo obrazu klinicznego
i rodzinne wystgpowanie choroby sugeruja rdzeniowy zanik migs$ni. Jednak brak
badan anatomopatologicznych nie pozwala na postawienie pelnego rozpoznania.
Pierwszy udokumentowany przypadek formy wrodzonej przedstawit Beevor w 1902
roku (8). Opisal on przypadek niemowlgcia z wiotkim porazeniem
czterokonczynowym, ktéore zmarlo w wieku 2 miesigcy. Badanie autopsyjne
wykazalo znaczny zanik komorek rogow przednich rdzenia kregowego. U 3
z pozostatego 7 rodzenstwa wystgpowaty podobne objawy.

Prawdziwy przelom przyniosto wprowadzenie do praktyki neurologicznej
badania elektrofizjologicznego. Dzigki zastosowaniu elektromiografii Kugelberg
i Welander wyodrebnili z grupy dystrofii fagodna forme¢ rdzeniowego zaniku migsni,
nazywang obecnie SMA3 lub chorobg Kugelberga-Welander (70, 71). W 1956 roku
opisali oni grupg 12 chorych - 8 megzczyzn i 4 kobiet (co wydaje si¢ by¢ znamienne
w $wietle pozniejszych obserwacji przewagi pici meskiej w formie tagodnej). Wiek
zachorowania w ich materiale siggat od 2 do 17 roku zycia. Rozwdj ruchowy
w pierwszym roku zycia nie odbiegal od normy. Pierwszymi objawami byly
trudnosci z wchodzeniem po schodach, z wstawaniem z podlogi. Klinicznie

dominowal zanik i ostabienie mig$ni obrgczy biodrowej. Przebieg byt powoli
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postepujacy. Chorzy przez wiele lat zachowywali zdolno$é¢ samodzielnego
chodzenia (7 w okresie 20-letniej obserwacji, jeden z pacjentéw przez ponad
czterdziesci lat). W kilku przypadkach zwracata uwage bardzo powolna progresja
objawow mimo do$é wczesnego poczatku. Jedna z pacjentek, ktéra zachorowata
okoto 3 roku zycia, w wieku 23 lat wciaz dojezdzata do pracy rowerem okoto 30-40
km dziennie, pracujac przy tym na pelnym etacie. Jest to jeszcze jeden dowdd,
ze wiek wystapienia pierwszych objawow nie zawsze koreluje z nasileniem
objawow klinicznych.

Ta niezwykle istotna z punktu widzenia historii SMA praca byla kolejna
przyczyna polemik dotyczacych jednorodnosci nozologicznej rdzeniowego zaniku
miegsni. Jedna choroba - wiele fenotypow czy wiele choréb o podobnym obrazie
klinicznym? To klasyczne pytanie podzielilo §wiat medyczny na dwa obozy,
wdzigcznie okreslone przez Dubowitza;jako ,,lumpers and splitters” (37).

Teoria genetycznej etiologii choroby miafa licznych zwolennikow juz
w najwczesniejszym okresie badan nad SMA. Na rodzinne wystepowanie choroby
zwracano uwage od pierwszych jej opisow. W tytule swej pierwszej publikacji
Werdnig uzy! okreslenia ,,dziedziczny zanik migs$ni” (hereditire....Muskelatrophie).
W zestawieniu 13 przypadkow z 1911 roku, weryfikowanych anatomopatologicznie,
rodzinne wystgpowanie choroby stwierdzono az u 6 chorych (4). Jednak nawet
ustalenie sposobu dziedziczenia stwarzalo pewne trudnosci. Analiza niektorych
rodowodéw sugerowata dziedziczenie autosomalne dominujace z niepeina
penetracja. Za ta teoria przemawial fakt wystepowania objawéw nie tylko
u rodzenstwa, ale takze u dalszych krewnych (wujowie, ciotki). Dysponujac
wspolczesng wiedza nietrudno wytlumaczyé poczatkowe watpliwosci. Mozliwosé
spotkania si¢ w :;jednej rodzinie wigcej niz 2 nosicieli wydaje si¢ prawdopodobna,
zwlaszcza biorac pod uwage stosunkowo wysoka czesto$é nosicielstwa SMA
w populacji. To prawdopodobienstwo wielokrotnie wzrasta w matzenstwach
spokrewnionych. W obszernej analizie 112 przypadkow dunskich Brandt
jednoznacznie sugerowal dziedziczenie autosomalne recesywne choroby (11). Jako
jeden z argumentéw wysuwal wysoki procent matzefistw spokrewnionych, 5-8
krotnie wyzszy w porownaniu z przeci¢tnym dla populacji. Nie analizowal on

postaci tagodnej, wowczas jeszcze nie opisane;.
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Szczegolne watpliwosci, co do jednorodnosci nozologicznej i tym bardziej
genetycznej rdzeniowego zaniku migéni, rodzila duza zmienno$¢ fenotypowa
choroby (od najcigzszej postaci wrodzonej do lagodnych  postaci
poznomlodzienczych). Sprawe¢ komplikowala niejasna klasyfikacja, wynikajaca
z trudnosci w okresleniu klarownej granicy w obrazie klinicznym poszczegdlnych
form. W 1961 roku Byers w niezwykle wnikliwej i ciekawej analizie 52
przypadkow, obejmujacych wedtug wspolczesnej klasyfikacji SMA1 i SMA2, méwi
chyba jako pierwszy o pewnym ,continuum” wieku zachorowania i nasilenia
objawow klinicznych (23). Prezentuje on nawet omawiane przypadki wedlug wieku
zachorowania - poczatek w okresie ptodowym, od urodzenia, 2 tygodnie, 6 tygodni,
az do 2 lat po urodzeniu. Podobnie Dubowitz, w pracach z 1964 roku, zwraca uwage
na niemoznos¢ dokonania wyraznego podzialu na poszczegélne formy SMA (35,
36). Posta¢ miodziencza nie jest jednak w tych pracach uwzgledniana. Autorzy
traktuja jq;jako oddzielna:;jednostke chorobowa.

Za pelna ;jednorodnoscia nozologiczng wszystkich trzech postaci opowiada
si¢ juz Hausmanowa-Petrusewicz w pracy z 1966 (53). Analizuje ona grupg¢ 83
pacjentow, w tym takze przypadki z klasyczna (wg wspoélczesnej klasyfikacji)
postacia 3b. Jednorodno$¢ wynikow badan biochemicznych, elektrofizjologicznych
i histopatologiczych przemawia jej zdaniem za homogennos$cia grupy. Podejmuje
takze kwesti¢ homogennosci genetycznej. Wysuwajac argument zmiennos$ci
wewnatrzrodzinnej oraz obrazu klinicznego ;jako pewnej ciaglej, bez wyraznej linii
podzialu na poszczegélne formy, dos$¢ jednoznacznie opowiada si¢ po stronie
Hlumpersow”. W pracy Zaremby z 1983 roku, dokonujacej pelnej analizy
genetycznej 247 przypadkow przewleklej formy SMA (obecne b, 2 i 3), autor
wnioskuje, ze wszystkie te postaci uwarunkowane sg jednym i tym samym genem
(121).

Do zwolennikéw teorii genetycznej heterogennosci choroby nalezy zaliczy¢
takich autoréw jak Becker, Emery, Zellweger (6, 7, 40, 120). Takze Pearn,
na podstawie analizy genetycznej 124 przypadkow twierdzil, ze SMAI reprezentuje
oddzielna genetycznie grupe (92).

Tak wigc zagadka dotyczaca mono- czy tez poligenowego dziedziczenia

rdzeniowego zaniku migéni pozostawala nierozwigzana przez ponad trzy
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dziesieciolecia od momentu opisu formy lagodnej, bedac wdzigcznym tematem
kolejnych analiz i niekonczacych si¢ polemik.

Prawdziwy przelom nastapil w momencie zmapowania wszystkich trzech
postaci do dlugiego ramienia chromosomu pigtego (5q11.2-13.3). Dokonaly tego
w 1990 roku niemal réwnoczesnie dwa niezalezne zespoly - amerykanski i francuski
(12, 82). Okazalo si¢, ze SMA to jedna choroba o zréznicowanym fenotypie.
Wstepnie triumfowali ,,Jumpersi”.

Wkrotce jednak powrdcito nurtujace zarowno genetykow jak i klinicystow
pytanie o pochodzenie zmiennosci fenotypowe;.

W 1995 roku zidentyfikowano gen SMNI (ang. survival of motor neuron 1)
(73), ktérego mutacje odpowiedzialne sa za wystapienie objawow klinicznych
rdzeniowego zaniku migéni. Okazalo si¢, ze ma on swego sobowtéra - niemal
identyczny gen SMN2, ktérego mutacje pozostaja bezobjawowe. Ten rézniacy si¢
zaledwie pigcioma nukleotydami duplikat w wyniku alternatywnego skladania traci
niemal catkowicie ekson 7, niezbgdny dla prawidlowego funkcjonowania bialka
(74).

Upadia jedna z wczesniejszych koncepcji, ze za zmienno$¢ fenotypowa
odpowiedzialne sg rozne mutacje genu podstawowego. Okazalo si¢, ze okoto 98%
stanowig delecje eksonu 7 lub 7 i 8 genu SMNI (50, 73, 97). Tak homogenne
podloze genetyczne, przy tak zréznicowanym fenotypie, musialo sugerowa¢ wplyw
innych genow.

Kolejne badania przynosity nowe informacje. Skomplikowana uktadanka
zaczela tworzy¢ calos$é. Region, w ktoérym lezy gen SMNI (tzw. ’region SMA”), jest
niestabilny genetycznie. Moze w nim wystgpowal szereg rearanzacji. Migdzy
innymi cze$¢ kopii genu SMNI moze zostaé zastapiona genem SMN2, moze
wystepowac nie jedna, a kilka kopii genu SMN2. Rok 2002 przynidst wyniki badan
375-osobowej grupy chorych, ktére dowodza bezposredniej zaleznosci migdzy
liczbg kopii SMN2 a nasileniem objawow (42). Im wigcej kopii genu zastgpczego,
tym tagodniejsza postaé choroby.

Tak wigc zmienno$¢ fenotypowa okazata si¢ efektem wspotgry dwoch
genéw - podstawowego SMNI i towarzyszacego SMN2, kombinacji ich liczby (0-5
kopii SMN2) i struktury (geny hybrydowe, mutacje punktowe). A - patrzac z punktu

widzenia rachunku prawdopodobienstwa - kombinacji tych jest wiele.

10
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1.2 Jedna choroba - wiele postaci

Obraz kliniczny rdzeniowego zaniku migéni charakteryzuje si¢ bardzo
zroznicowanym wiekiem wystapienia choroby i szerokim spektrum nasilenia
objawéw. Choroba moze rozpoczaé si¢ zarowno w okresie ptodowym jak i w wieku
mlodziefczym czy nawet dojrzatym. Tak duza zmienno$¢ fenotypowa narzucita
koniecznos¢ wprowadzenia prostej i praktycznej klasyfikacji, ktora jednoczesnie
miataby pewng wartos¢ rokownicza. Migdzynarodowe Konsorcjum SMA przyjeto
podzial na trzy podstawowe formy kliniczne, przedstawione w tabeli 1 (86).
W klasyfikacji tej podstawowym kryterium roznicujacym jest wiek wystapienia
pierwszych objawdw i stopien rozwoju ruchowego dziecka. Z praktyki wiadomo,
ze taki podzial jest nieprecyzyjny. W kazdej z form wyrézni¢ mozna przypadki
ostre, lagodniejsze i takie, ktore trudno definitywnie zaliczy¢ do ktorejkolwiek
grupy. Dubowitz proponowat na przykiad wyrdznienie 10 podtypéw w obrebie
kazdej z grup (1.1-1.9; 2.1-2.9, 3.1-3.9), co pozwolitoby na precyzyjne okreslenie
stanu dziecka i rokowania (37). Teoretycznie przyjmuje si¢ bowiem, ze im
wczesniejszy poczatek, tym ci¢zszy przebieg i gorsze rokowanie. Jak uczy jednak
doswiadczenie, dlugosé przezycia i postgp choroby nie sa prosta funkcja wieku
zachorowania, zaleza od wielu czynnikow zewngtrznych i innych nieznanych
jeszcze mechanizmow.

Z drugiej jednak strony pewne objawy wystepuja we wszystkich formach
SMA, niezaleznie od wieku zachorowania i stopnia zaawansowania zmian.
Do objawow tych nalezy:

e postepujace, symetryczne ostabienie migs$ni, bardziej nasilone dosiebnie;
konczyny dolne sa bardziej dotknigte niz konczyny gorne

¢ wiotkie napigcie

e ostabienie lub brak odruchow glebokich

e drzenie palcow

e brak zajecia mig$ni przepony oraz mig¢sni zewnetrznych gatki ocznej

e prawidlowy rozwoj psychiczny

11
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Typ SMA |Poczatek |Rozwdj ruchowy dziecka | Okres przezycia
SMAI 0-6 mz Nigdy nie siada 2-4 lata, w okoto 10%
samodzielnie kilkunastoletni
SMA2 <18 mz |Siada samodzielnie, nie zalezny od powiktan,
chodzi czesto wieloletni
SMA3 >18 mz | Chodzi bez pomocy zalezny od powiklan,
czgsto przecigtny jak w populacji

Tabela I Rdzeniowy zanik mig$ni - klasyfikacja kliniczna

W praktyce klinicznej czgsto bywa stosowany podzial SMA 3 na dwie podgrupy

(klasyfikacja wg Zeress’a):

SMA3a, zachorowanie 18 mz — 3 rz, unieruchomienie zwykle po kilku

latach trwania choroby

SMA3b, zachorowanie powyze] 3 rz, zdolno$¢ chodzenia zachowana

na ogot przez wiele lat

Pelne kryteria diagnostyczne rdzeniowego zaniku migs$ni wg Migdzynarodowego

Konsorcjum SMA przedstawiono w rozdziale 10.
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Charakterystyka poszczegélnych form SMA

SMAI (choroba Werdniga-Hoffmanna)

W najciezszej postaci SMA objawy kliniczne wystgpuja:;juz w okresie zycia
ptodowego (ostabienie ruchow ptodu). Po urodzeniu noworodki otrzymuja zwykle
niska punktacje w skali Apgar, czgsto wykazuja cechy cigzkiej niewydolnosci
oddechowej. W badaniu stwierdza si¢ hipotonig, obnizong spontaniczng aktywnos¢,
porazenie czterokoficzynowe, brak odruchow fizjologicznych. Konczyny dolne
odwiedzione sa w stawach biodrowych, zgigte w stawach kolanowych - leza
w "pozycji zaby", nie stawiaja oporu przy prostowaniu. Przy unoszeniu dziecka
(reka pod klatka piersiowa) tulow tworzy ostry tuk, konczyny zwisaja w pozycji
wyprostnej, glowa opada. Ruchy dowolne bywaja ograniczone do ruchéw dtoni
i stop. Brzuch jest wzdety, przepona uniesiona wysoko, porazone mig$nie
miedzyzebrowe sg nieefektywne. Dzieci te placza cicho, zwykle maja trudnosci
w ssaniu i potykaniu. Zalegajaca wydzielina oraz porazenie migsni
migdzyzebrowych usposabiaja do cigzkich infekcji dolnych drég oddechowych.
Rokowanie w tej grupie chorych jest zle.

W nieco lagodniejszym wariancie tej postaci poczatek bywa trudny
do uchwycenia. Po 2-3 miesiagcach pozornego zdrowia, rodzicéw i otoczenie
zaczyna niepokoi¢ brak postgpu w rozwoju ruchowym dziecka. Znaczne ostabienie
migsni osiowych powoduje, ze niemowlg nie moze unies¢ glowy znad podloza, nie
moze przekrecac si¢ z plecow na brzuch i na odwr6t, nie siada. Przy podciaganiu
za rgce do pozycji siedzacej glowa opada do tylu. Dziecko posadzone przyjmuje
tzw. ,,pozycj¢ scyzoryka”, potozone na plecach - ,,pozycj¢ zaby”.

Czasem poczatek choroby ;jest ostry. Zdarza sig, ze rozwijajace si¢ zupetnie
prawidlowo niemowl¢ z dnia na dzien traci aktywnos$¢ ruchowa, staje si¢ wiotkie.
Zwykle ma to zwiazek czasowy z infekcja drog oddechowych badz przebytym
szczepieniem.

Przykurcze nie sa objawem dominujacym w SMAIL. Czgsto jednak
stwierdza si¢ ograniczenie odwodzenia w stawach biodrowych oraz wyprostu

w stawach lokciowych i kolanowych. Zanik migsni w tej formie choroby
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maskowany jest zwykle tkankg tluszczowa. Charakterystyczne jest drzenie
paluszkow. Odruchy glebokie sg przewaznie nieobecne.

Mieénie przepony, twarzy i migsnie gatkoruchowe sg zaoszczedzone. Nie
stwierdza si¢ zaburzen czucia i objawow piramidowych. Rozwdj psychiczny jest
prawidlowy, czgsto bardzo dobry.

Duza skionno$¢ do nawracajacych infekgji drog oddechowych, a zwlaszcza
zapalen pluc powoduje, ze dzieci z SMAI ging z reguty w pierwszych 2-4 latach
zycia. Dzieci, u ktorych objawy stwierdza si¢ przy urodzeniu, umieraja zwykle
wczesniej. Czes$é pacjentow (okoto 10%), u ktérych poczatek choroby przypada
zwykle na 3-6 mz, przezywa jednak kilka, a nawet kilkanascie lat. Ich sprawnos¢
ruchowa nie ulega poprawie, z czasem dochodzi do znacznego zaniku migsni.
Szybko rozwijaja si¢ przykurcze stawowe i skrzywienia kregostupa, stad
konieczno$¢ wczesnego zaopatrzenia ortopedycznego i rehabilitacji. Pagjenci ci

tworza grupe 1b tzw. chroniczna posta¢ choroby Werdniga-Hoffmanna.

Fot.1
SMA 1 (choroba
Werdniga-Hoffmanna)

SMA2 (posta¢ posrednia)

Rozwdj ruchowy dzieci z SMA2 w pierwszym pétroczu zycia z reguly nie
odbiega od normy. Glow¢ podnosza o czasie, przekrecaja si¢ z plecOw na brzuch,
siadaja. Czg$¢ z nich zaczyna raczkowaé. Na tym etapie rozwdj zostaje
zahamowany. 7Z czasem okazuje si¢, ze nie moga samodzielnie stana¢ i unies$¢
cigzaru ciala, nie potrafig tez chodzi¢. Czg¢$¢ z nich przestaje samodzielnie unosi¢

glowe. W cigzszych przypadkach opdznienie rozwoju ruchowego widoczne jest na
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wczesniejszym etapie. Niektore z tych dzieci zaczynaja siada¢ z bardzo duzym
op6znieniem np. w 18 mz. Podobnie jak w postaci ostrej, ostabienie migsniowe jest
symetryczne, dosiebne i bardziej nasilone w konczynach dolnych. Sila migsni
obreczy barkowej bywa nieco lepsza.

W postaci posredniej SMA wystgpuje znaczna wiotkoS¢ migSniowa oraz
wiotkos$¢ stawow. Odruchy glebokie sa z reguty zniesione badz znacznie ostabione.
Obserwuje si¢ drzenie palcow i fibrylacje na;jezyku. Z uptywem czasu zaznacza si¢
zanik miesni. Wczesnie i szybko rozwijaja sie¢ przykurcze stawowe: w stawach
biodrowych, kolanowych oraz przykurcz $ciggien Achillesa. NajgroZniejszym
powiklaniem, niejednokrotnie decydujacym o zyciu, jest skrzywienie kregostupa.
Ostabienie migsni osiowych i unieruchomienie w pozycji siedzacej na wiele godzin
doprowadzaja do szybko postepujacego skrzywienia kregostupa 1 deformacji klatki
piersiowej.  Powiklania oddechowe, zwiazane z oslabieniem migs$ni
miedzyzebrowych i zaburzeniem stosunkow anatomicznych narzadow klatki
piersiowej, sa glowna przyczyna zgonow w tej grupie chorych. Wynika stad
koniecznos¢ weczesnej rehabilitacji i1 zaopatrzenia ortopedycznego. Diugosé
przezycia chorych z SMA 2 wynosi zwykle kilkanascie lat i wydluza si¢ wraz

z rozwojem mozliwosci zapobiegania i leczenia powiktan.

Fot. 2
SMA 2
(posta¢ posrednia)
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SMA3 (choroba Kugelberga-Welander)

Lagodna posta¢ rdzeniowego zaniku migéni charakteryzuje si¢ najwigkszym
zroznicowaniem poczatku wystapienia objawow klinicznych. Do tej grupy zaliczane
sq dzieci i mtodziez, ktorych rozwdj ruchowy w pierwszym roku zycia nie odbiegat
od normy, ktére o czasie zacz¢ly siada¢ i chodzi¢. Pierwsze objawy pod postacia
ostabienia, dotyczacego przede wszystkim migsni obr¢czy biodrowej, pojawiaja si¢
pomiedzy 18 miesiacem a 20-30 rokiem zycia. Pierwsze dostrzegane trudnosci
dotycza zwykle wchodzenia po schodach, wspinania si¢ na stopien autobusu,
wstawania z podlogi czy fotela.

W grupie tej wyréznia si¢ dwie formy: ostrzejsza 3a i lagodniejsza 3b.
W grupie 3a objawy niejednokrotnie mozna uchwyci¢ bardzo wczesnie. Dzieci te
czesto od poczatku chodza Zle (chod kaczkowaty), przewracaja si¢, wstaja opierajac
sie¢ o przedmioty. Wczesniej w poréwnaniu z grupa 3b traca zdolnos¢
samodzielnego chodzenia. W grupie 3b pierwsze objawy moga by¢ bardzo
dyskretne i dlugo nie zauwazane przez chorego i otoczenie. Dopiero wyrazne
ostabienie przy wykonywaniu czynnosci dnia codziennego sklania ich do szukania
pomocy.

W pierwszym okresie choroby odruchy gl¢bokie moga by¢ zachowane. Jako
pierwszy zanika odruch kolanowy. Obserwuje si¢ drzenie palcow, fibrylacje na
jezyku, fascykulacje migéni. 7Z czasem pojawia si¢ zanik, dotyczacy przede
wszystkim mig$ni dosiebnych. Ponadto moze wystgpowac przerost tydek, podobny
do przerostu w dystrofii Duchenne'a i Becker'a. Nie stwierdza si¢ zaburzen czucia,
objawow piramidowych ani zaburzen funkcji zwieraczy.

Przebieg choroby jest powoli postgpujacy, czasem przez wiele lat
stacjonarny. Pogorszenie sprawnosci zwykle wiaze si¢ z unieruchomieniem
(ztamanie konczyny) lub infekcja, czg¢sto dochodzi do niego w okresie dojrzewania,
kiedy nastgpuje intensywny wzrost i zmiana masy ciata. W grupie 3a chorzy zwykle
przestaja chodzi¢ po kilku - kilkunastu latach, w grupie 3b zdolnos¢ chodzenia moga
zachowa¢ przez wiele lat. Rokowanie co do zycia w obu grupach jest dobre. Im
wczesniej jednak dochodzi do unieruchomienia, tym wigksze ryzyko skrzywien

kregostupa i taczacych si¢ z tym powiktan oddechowych.
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Fot.3
SMA 3 (choroba
Kugelberga-Welander)

1.3 SMA , 2i3 jako choroba alleliczna

W 1990 roku wszystkie trzy postaci choroby zmapowano do dlugiego
ramienia chromosomu 5 (5q11.2-13.3) (12, 82). Odkrycie to pozwolito definitywnie
ujednolicié t¢ heterogenna klinicznie ;jednostke chorobowa. Jak wiadomo, w erze
rozwoju biologii molekularnej nie zdarza si¢ to czgsto. Przywolajmy choéby jeden
przyklad - neuropatii uwarunkowanych genetycznie, gdzie niemal kazdy miesiac

przynosi odkrycie nowego genu.

Dalsze badania, oparte na mapowaniu fizycznym oraz na analizie wysoce
polimorficznych markerow mikrosatelitarnych umozliwity zawegzenie badanego
fragmentu do tzw. regionu SMA o wielkosci 1 Mb. Region ten charakteryzuje si¢
wystepowaniem dwoch odwroconych wzgledem siebie kopii:  telomerowej
(potozonej blizej telomeru chromosomu) i centromerowej (polozonej blizej
centromeru), kazda po okoto 500 kb (ryc.l). W 1995 roku w regionie SMA
w obrebie kazdego z fragmentéw zidentyfikowano 3 geny: SMN. (survival of motor

neuron, gen warunkujacy przezycie motoneuronéw), NAIP (neuronal apoptosis
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inhibitor protein, gen biatka hamujacego apoptoz¢ neuronéw) i gen p44 (gen
podjednostki p44 podstawowego czynnika transkrypcyjnego TFIIH) (19, 73, 98).
W 1998 roku w regionie SMA stwierdzono obecno$é czwartego genu H4F5 (102).
Wszystkie cztery geny wystgpuja w dwoch kopiach: telomerowej i centromerowe;.
Kopie poszczegdlnych gendéw réznia si¢ migdzy soba pojedynczymi podstawieniami
nukleotydowymi. Obie kopie genu SMN - SMNI (telomerowa) i SMN2
(centromerowa), o wielkos$ci 20 kb kazda, sktadaja si¢ z 9 eksonéw (ryc.2) i koduja
transkrypt wielkosci 1,7 kb. Za powstanie objawow choroby odpowiedzialne sg
mutacje w obrgbie kopii telomerowej genu SMN (SMNI). Delecje eksonu 7 i 8
(w czgscei przypadkow tylko 7) kopii telomerowej genu SMNI obecne sg u 95-98%
pacjentow z SMA. Mutacje kopii centromerowej (SMN2) nie sa patogenne
i wystepuja w 5% zdrowej populacji (73).

B
|
1

Ry .1 Schemat budowy regionu SMA (5q11.2)

Produkty pozostatych trzech genéw: NAIP, p44 i H4F5 pelnig
prawdopodobnie rol¢ modyfikujaca. Szczegélnie interesujacy wydaje si¢ byé
z punktu widzenia patogenezy choroby gen NAIP. Produkt ekspresji tego genu
wykazuje cze$ciowa  homologi¢ z biatkami baculowirusow. Biatka te sa
inhibitorami apoptozy i maja zdolno$¢ hamowania tego procesu w komorkach
ssakdw in vitro. Jednak stosunkowo czgste wystgpowanie mutacji w obrebie genu
NAIP w zdrowej populacji sugeruje ;jedynie jego udziat w modulowaniu przebiegu

klinicznego choroby. Mutacje genow NAIP, p44 i H4F5, bez mutacji w obrgbie
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genu SMNI, nie wywoluja samodzielnie objawéw rdzeniowego zaniku mig$ni.
Mutacje obejmujace te geny sa znacznie rzadsze. Delecje kopii telomerowej genu

NAIP wystgpuja z rézng czestoscia, w zaleznosci od populacji.

Ryc. 2 Schemat budowy genu SMN. W schemacie nie uwzgledniono intronow.
Cyframi zaznaczono kolejne eksony, liniami - miejsca przylaczania bialtka Sm
i SIP1 oraz domene oligomeryzacji biatka SMN.

1.4 Mutacje genu SMN 1 — podstawowe w patogenezie SMA

Jak wspomniano powyzej, istotne z punktu widzenia patogenezy SMA sa
jedynie mutacje genu SMNI. U okoto 90-98% pacjentow stwierdza si¢ brak eksonu
7 tego genu. Wydaje si¢, ze do utraty eksonu 7 moze dochodzi¢ na drodze dwoch
réznych mechanizmow: rzeczywistej delecji lub konwersji sekwencji kopii
telomerowe] i centromerowe] genu SMN. W drugim przypadku badania
z zastosowaniem markera C272 wykazaly obecnos$¢ locus kopii SMNI przy
jednoczesnie stwierdzanej homozygotycznej delecji tego genu, co sugerowalo
czgSciowe zastapienie go kopig centromerowa. Obecnie uwaza sig, ze ciezka postaé
- SMAI1, warunkowana jest rzeczywista delecja, natomiast formy lagodniejsze

(SMAZ2 i 3)- konwersja sekwencji kopii telomerowej z centromerowa (25).

U 2-5% pacjentow z rdzeniowym zanikiem mig$ni znajdowane sg inne
mutacje wewnatrzgenowe. Dotychczas opisano w literaturze 27 takich mutacji (22,
51, 73, 80, 88,115, 116). Najczgstsza z nich, zidentyfikowana u 9 pacjentow to
Y2721 (116). Wigkszo$¢ mutacji punktowych mapowato si¢ do eksonu 6 i 7,

regionu wysoce konserwowanego ewolucyjnie, a stanowiacego domen¢ wiazania
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biatka Sm oraz oligomeryzacji biatkka SMN, niezbg¢dnych do prawidlowego

funkcjonowania produktu genu.

1.5 Korelacje fenotypowo-genotypowe

Jak si¢ wydaje, przebieg kliniczny rdzeniowego zaniku migsni
uwarunkowany jest przede wszystkim poziomem biatka SMN w tkankach. Badania
ilosciowe wykazaly niemal zupelny brak biatka SMN u chorych z SMA 1 oraz
czesciowy jego niedobor w formach tagodnych (32, 72).

Biatko SMN powstaje w wyniku ekspresji obu genow: SMNI 1 SMN2 (73).
Wskutek alternatywnego skiadania (ang. alternative splicing) z genoéw SMNI
i SMN2 tworzy si¢ kilka typow mRNA. W przypadku kopii SMNI - 90% stanowi
transkrypt peinej dlugosci, 10% - transkrypt pozbawiony eksonu 5. W wyniku
skiadania kopii SMN2 powstaje transkrypt pozbawiony eksonéw 5 i 7 oraz okoto
10% mRNA peinej dlugosci, analogicznego do transkryptu kopii SMNI (ryc.3).
Ekson 7 koduje domeng¢ oligomeryzacji biatka SMN, podstawowa dla ;jego
funkcjonowania (78). Biatko pozbawione tej domeny (a wigc 90% produktu kopii
SMN?2) jest nieaktywne. Jednak zwielokrotnienie liczby kopii centromerowych lub
powstanie genow hybrydowych (skladajacych si¢ z czesci SMNI i SMN2 tzw.
konwersja) umozliwia czg¢sciowe wyréwnanie niedoboru pelnowartosciowego
biatka SMN (25, 42).
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Ryc. 3 Oba geny SMNI i SMN2 ulegaja ekspresji. Wskutek alternatywnego
skladania eksonéw tylko 10% produktu genu SM/V2 stanowi pelnowarto$ciowe

biatko.

Istnieje wiele dowodow prawidlowosci przedstawionego rozumowania.

Badania ilosciowe prowadzone u pacjentow z homozygotyczna delecja genu
SMNI wykazaly obecnos$¢ srednio 2,4 kopii centromerowych (od 0,7 do 3,5)
u pacjentow z SMAL, 3,6 (od 2,5 do 4,6) w grupie z SMA2 i 4,1 (od 3,4 do 5,2)
u pacjentow z SMA3 (109). Wynika stad, ze w przypadkach z lagodng forma
choroby brakujace kopie SMNI zostaja zastapione przeci¢tnie dwoma kopiami
SMN2. Nigdy nie opisano takze przypadku z homozygotyczna delecja zaréwno
kopii SMN1 jak i SMN2, co sugeruje letalno$¢ takiej mutacji.

Kolejnym dowodem wplywu liczby kopii centromerowych na fenotyp
choroby jest model zwierzgcy SMA - mysz transgeniczna (64, 84, 85). Myszy
posiadaja tylko jedna kopi¢ genu Smn, ktorej delecja jest letalna w okresie
ptodowym (103). Linia zwierzat, ktéorym udato si¢ wprowadzi¢ ;jedna kopi¢ SMN2
prezentowata objawy cigzkiego rdzeniowego zaniku migsni z tetraplegia

1 zaburzeniami oddychania. Zwierzg¢ta te gingly wkrotce po urodzeniu. Myszy
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z kilkoma ludzkimi kopiami SMN2 rozwijaly si¢ natomiast prawidlowo, nie

wykazujac zadnych objawdéw chorobowych .

W przypadku konwersji kopia SMNI zostaje czg¢sciowo zastapiona kopia
SMN2, co na poziomie ekspresji zwykle powoduje powstanie transkryptu
podobnego do mRNA kopii centromerowej. W rzeczywistosci ekspresji ulegaja
niejako 4 kopie SMN2, co skutkuje najcz¢sciej lagodnym fenotypem.

Z dotychczas prowadzonych badan wynika takze, ze duze delecje
obejmujace swym zasig¢giem nie tylko gen SMNI, ale i NAIP (oraz ew. gen p44)
zdecydowanie czgsciej wystgpuja u pacjentéw z SMAIL. Dane na ten temat
sq zréznicowane w literaturze (20, 97, 111). Czg$¢ autoréw podaje wystgpowanie

delecji NAIP u czterdziestu kilku procent pacjentow z SMAL i kilkunastu z SMA3.

1.6 Bialko SMN zaangazowane w procesie metabolizmu RNA.

Produktem ekspresji genu SMN. jest biatko SMN o cigzarze 38kDa,
skladajace si¢ z 294 aminokwasow (73). Biatko to, wraz z kilkoma innymi, tworzy
wielobialkowy kompleks, obecny zar6wno w cytoplazmie w postaci rozproszone;j,
jak 1 w jadrze komérkowym, w strukturach ;jadrowych zwanych “gems” (gemini
to coiled bodies) (76). Nazwa tych struktur zwigzana jest z podobienstwem
w zakresie ksztaltu, wielkosci (0,1-1um), a takze reakcji na czynniki srodowiskowe

do opisanych w 1903 roku “coiled bodies” (CBs).

W kompleksie biatko SMN wspélwystepuje z co najmniej szescioma
innymi biatkami: Gemina 2 (znana do niedawna jako SIP1 - SMN interacting
protein 1), Gemina 3 (bialko dpl103, RNA helikaza nalezaca do rodziny biatek
DEAD-box), Geminami 4, 5, 6 i 7 (2, 28, 29, 48, 77, 95). Oddziatywuje takze
z wieloma innymi biatkami - substratami kompleksu: snRNP (ang. small nuclear
rybonucleoproteins), snoRNP (ang. small nucleolar rybonucleoproteins:
fibryllaryna, GAR1), coiling (49, 94, 96). Substraty te charakteryzuje obecnosé
domeny bogatej w argining i glicyng¢ (ang. RG-rich domain), warunkujacej

prawdopodobnie oddzialywanie z kompleksem.

Wydaje si¢, ze kompleks SMN w cytoplazmie zaangazowany jest przede

wszystkim w tworzenie spliceosomu, podstawowego narzgdzia w obrobce
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potranskrypcyjnej (43, 44). Spliceosom jest kompleksem odpowiedzialnym
za skladanie pre-mRNA, czyli wycinanie intronéw. Zbudowany jest on z snRNP,
tzw. snurps. Kazdy spliceosomalny snRNP sklada si¢ z jednego lub dwoch snRNA
(U1, U2, US, U4/6), jednego z o$miu niespecyficznych bialek Sm (B, B’, D1, D2,
D3, E, F i G) oraz polipeptydow specyficznych tylko dla danego snRNP.
Za biogenez¢ snRNP odpowiedzialny jest wiasnie kompleks SMN. Umozliwia on
wigzanie transkrybowanego w jadrze i przetransportowanego do cytoplazmy
spliceosomalnego RNA z biatkami Sm, obecnymi tylko w cytoplazmie. Ulegajac
jeszcze wielu modyfikacjom spliceosom podaza do jadra, gdzie bierze udzial

w skladaniu pre-mRNA.

Jak si¢ wydaje, rola kompleksu SMN nie ogranicza si¢ jedynie
do biogenezy snRNPs, zaangazowanych w alternatywne skladanie. Wydaje sig,
ze w jadrze bialko to jest bezposrednio zaangazowane w skladanie pre-mRNA oraz
transkrypcj¢ i metabolizm rybosomalnego RNA. Poprzez oddzialywanie z RNA
polimerazag II bierze udzial w transkrypcji (96). Wspotdziatajac z GARI
i fibrillaryna, specyficznymi markerami snoRNP, zaangazowane jest w metabolizm
rybosomalnego RNA (67, 94). Wiadomo, ze oddzialywuje takze z biatkami
zwigzanymi z procesem apoptozy: Bcl-2 i p5S3 (65, 119). Mozliwo$¢ udziatu biatka
SMN w regulacji apoptozy potwierdzaja takze ostatnie prace (112). Nadekspresja
biatka SMN w liniach komoérkowych efektywnie blokuje zainicjowany proces
$mierci komorki.

Poznawanie coraz to nowych substratow biatkka SMN wydaje si¢
przemawia¢ za jego wielofunkcyjnoscia. Tym bardziej zaskakuje fakt, ze tak
specyficzny tkankowo fenotyp wywolany jest niedoborem biatka tak uniwersalnego

i waznego w zyciu kazdej komorki.
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1.7 Badania genetyczne we wspolczesnej diagnostyce SMA

Do polowy lat dziewigédziesiatych ubieglego stulecia rozpoznanie
rdzeniowego zaniku migsni stawiano na podstawie obrazu klinicznego oraz wyniku
badania elektrofizjologicznego i histopatologicznego migsnia. Po identyfikacji genu
SMNI klasyczny schemat diagnostyczny zostal poszerzony o badanie molekularne.
Okazatlo si¢ bowiem, ze wysoki odsetek mutacji stanowi delecja eksonu 7 na obu
allelach. Dalo to mozno$¢ opracowania szybkiego 1 wiarygodnego testu
genetycznego. Test ten, oparty na technice PCR, wykrywa homozygotyczna delecje
eksonu 7 genu SMN/ (110). Nie daje natomiast mozliwosci identyfikacji innych niz

delecje mutacji oraz okreslenia stanu nosicielstwa SMA.

Z uplywem czasu badanie molekularne ze wzglgdu na swoja
nieinwazyjno$¢ oraz wyzsza czulo$é i specyficznos¢ w poréwnaniu z klasyczna
diagnostyka, zaczgto traktowaé jako badanie przesiewowe w kierunku SMA.
Schemat diagnostyczny, w ktérym badanie genetyczne stawiane jest na pierwszym
miejscu jest dyskusyjny, ale nie bezpodstawny. Musi on ;jednak uwzgledniaé fakt,
ze brak delecji czyli prawidlowy wynik badania genetycznego nie wyklucza
rozpoznania. Kilka procent przypadkow zwiazanych jest przeciez z innymi niz
delecje mutacjami genu SMNI. W praktyce brak delecji jest najczgsciej

interpretowany jako podstawa do wykluczenia choroby.

Nadal nie rozwiazany zostal problem diagnostyki chorych spetniajacych
kryteria diagnostyczne SMA, a nie wykazujacych homozygotycznej delecji w genie
SMNI. Molekularne potwierdzenie rozpoznania SMA, zwigzanego z mutacja
w genie SMNI, jest bardzo istotne dla poradnictwa genetycznego. Daje mozliwosé
udzielenia wlasciwej porady genetycznej oraz oferowania diagnostyki prenatalnej.
Poszukiwanie mutacji punktowej w kazdym przypadku nie wykazujacym delec;ji;jest
jednak zbyt kosztowne i pracochionne. Opracowanie i wdrozenie testu
przesiewowego (opartego np. na badaniu ilo§ciowym) niezwykle utatwitoby zadanie
genetyka, jasno okreslajac wskazania do poszerzonej diagnostyki molekularne;.

Kolejnym wyzwaniem stojacym przed diagnostyka molekularng jest
opracowanie rutynowego testu na nosicielstwo. Czestos$é nosicielstwa zmutowanego
genu SMNI ocenia si¢ od 1 na 42 do na 1 na 50 oséb w zdrowej populacji.

W przypadku rodzin ryzyka (rodzenstwo, ciotki, wujowie) czgstos¢ nosicielstwa jest
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znacznie wyzsza. Choé ze wzgledu na charakter dziedziczenia ryzyko wystapienia
choroby u krewnych jest niewielkie, to jednak wyzsze niz w zdrowej populacji.
Istotny jest takze czynnik psychologiczny. Rodziny pacjentéw stojg wobec trudnej
do pokonania bariery wiasnego strachu przed zachorowaniem lub posiadaniem
chorego potomstwa. Wprowadzenie badan nosicielstwa zmutowanego genu
ulatwiloby poradnictwo genetyczne, takze w rodzinach, w ktérych dziecko zmarto z
podejrzeniem SMA, a nie zabezpieczono materialu do badania genetycznego.
Wdrozenie testu na nosicielstwo do rutynowej diagnostyki ograniczyloby
wykonywanie badan prenatalnych z przyczyn psychologicznych, umozliwiloby

takze wykrywanie mutacji de novo (ok. 2% przypadkéw SMA)
¥

25



CELE PRACY

2. CELE PRACY
Cele pracy:
2.1 Aspekty praktyczne

2.1.1. Ocena czestosci wystepowania delecji eksonu 7 genu SMNI w

polskiej populacji chorych.
2.1.2. Opracowanie schematu diagnostyki molekularnej SMA.
2.2 Cele poznawcze

2.2.1 Charakterystyka fenotypu i genotypu polskiej populacji chorych na

rdzeniowy zanik migéni, z uwzglednieniem przypadkow atypowych.
2.2.2 Ocena korelacji fenotypowo-genotypowych.

2.2.3 Poszukiwanie mutacji punktowych w grupie chorych spehniajacych
kryteria diagnostyczne Migdzynarodowego Konsorcjum SMA, a nie

wykazujacych homozygotycznej delecji w genie SMN1.

2.2.4 Opracowanie metody badania nosicielstwa zmutowanego genu

SMN1 w rodzinach ryzyka.

Cele pracy podzielitam na dwie grupy: aspekty praktyczne i cele poznawcze.
W pierwszej czgsci skupilam si¢ na problemach, ktoérych rozwigzanie moze
przynies¢ wymierne korzysci w procesie diagnostycznym chorych z klinicznym
podejrzeniem SMA oraz w poradnictwie genetycznym. Cele poznawcze obejmuja
opracowanie badania nosicielstwa zmutowanego genu, poszukiwanie mutacji
punktowych w polskiej populacji chorych na SMA oraz analiz¢ fenotypu, genotypu
i korelacji fenotypowo-genotypowych pacjentéw z rdzeniowym zanikiem migs$ni.
Opracowanie metody badania nosicielstwa SMA traktuje jako cel poznawczy pracy,
cho¢ wdrozenie tej metody do rutynowej diagnostyki mogloby w sposéb istotny
wplyna¢ na poradnictwo genetyczne. Tematyke analizy fenotypowej podejmowano
juz wielokrotnie. Jednakze poznanie podloza molekularnego SMA umozliwilo
weryfikacj¢ dotychczasowych danych oraz poszerzenie analizy o aspekty

genetyczne.
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3. MATERIAL L METODY

3.1. Badana grupa

Przebadano grupe 442 chorych skierowanych na badanie molekularne
z podejrzeniem SMA, w tym grupe 291 pacjentéw zarejestrowanych w Zespole
Badawczym Choréb Nerwowo-Migéniowych IMDIK PAN i Klinice Neurologii
Akademii Medycznej w Warszawie oraz 151 chorych kierowanych na w/w badania
z klinik i oddziatéw neurologii dziecigcej, pediatrii i intensywnej opieki medycznej

z calej Polski w latach 1998 - 2001.

Badania finansowane byly z grantu KBN N° 4POSE 001 12 oraz grantu
promotorskiego KBN N 4P0OSE 134 21.

W pierwszej grupie pacjentow zebrane informacje kliniczne pochodza
z historii chordb, kart Poradni Choréb Migsni, konsultacji wlasnych oraz
rodowodéw zgromadzonych w Pracowni Neurogenetyki Zespolu Badawczego
Chorob Nerwowo-Migsniowych. Informacje kliniczne dotyczace drugiej grupy
pochodza z ankiet wypetnianych przez lekarzy kierujacych na badanie molekularne.
Przypadki bez podstawowych informacji klinicznych nie zostaly w pracy
uwzglednione. Podawane w pracy numery rodzin sa tozsame z numerami

rodowodéw w Pracowni Neurogenetyki.
Materiat:

» Czestos¢ wystegpowania delecji eksonu 7 oceniano na podstawie analizy danych
291 pacjentow zarejestrowanych w Pracowni Neurogenetyki. Przypadki spoza
naszego osrodka wylaczono z oceny ze wzgledu na brak mozliwosci weryfikacji

rozpoznania.

» Oceng¢ fenotypu polskiej populacji pacjentow z SMA przeprowadzono w grupie
357 pacjentow (wszystkich z potwierdzona delecja lub mutacja punktowa
w genie SMNI).

» Oceng¢ genotypu polskiej populacji pacjentéw przeprowadzono w grupie 219
chorych z petna ocena wielkosci delecji w regionie SMA (analiza eksonu 7 i 8

genu SMN1 oraz eksonu 5 genu NAIP)
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» Poszukiwanie mutacji punktowych wraz z dokladng analizg kliniczng
przeprowadzono w grupie 9 chorych, spelniajacych kryteria diagnostyczne

SMA, a nie wykazujacych homozygotycznej delecji w genie SMNI.

» Ilosciowa oceng liczby kopii genu SMN/ i SMN2 przeprowadzono w grupie
14 0s6b (2 osoby zdrowe bez danych na wystgpowanie SMA w rodzinie; 2
nosicieli — rodzice dziecka chorego na SMAI; 1 osoba zdrowa z
homozygotyczna delecja kopii centromerowej, 9 oséb z podejrzeniem

mutacji punktowej, badanych pod katem oceny heterozygotycznosci).

3.2 Metody
W pracy umiescitam metodyke tylko tych badan, ktére przeprowadzatam

samodzielnie*.

3.2.1 Identyfikacja delecji w genie SMN, NAIP

3.2.1.1 Izolacja DNA 7 krwi pelnej

Preparaty DNA uzyskiwano z leukocytow krwi obwodowej, pobranej do
probowek zawierajacych EDTA. Preparatyk¢ wykonano z zastosowaniem metody
stopniowego wysalania bialek nasyconym roztworem NaCl wg Millera
i wsp. (83). DNA zawieszano w buforze TE (bufor TE: 10 mM TRIS, 1 mM EDTA

pH 8) i przechowywano w temperaturze — 20° C lub +4° C.

3.2.1.2 Badanie przesiewowe w kierunku delecji eksonu 7 genu SMN.I

Powielanie DNA metodg PCR
Otrzymane DNA uzywano do powielenia sekwencji kodujacych — eksonu 7

genu SMN 1. Zastosowano nastgpujaca par¢ starterow:
ekson 7 - (RI111) 5’-AGACTATCAACTTAATTTCTGATCA -3’

(X7-Dra) 5-CCTTCCTTCTTTTTGATTTTGTTT -3’

*Przesiewowy test na obecnos$¢ delecji eksonu 7 genu SMN! oraz czg$¢ badan majacych na
celu identyfikacje delecji eksonu 8 genu SMN! i eksonu 5 genu NAIP przeprowadzono w Zakladach
Genetyki Instytutu Matki i Dziecka oraz Instytutu Psychiatrii i Neurologii. Dzigkuj¢ dr Wojciechowi
Wiszniewskiemu i dr Januszowi Zimowskiemu za udost¢pnienie wynikéw tych badan.
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Wszystkie opisane reakcje PCR wykonywano przy uzyciu starterow
wykonanych  przez  Pracowni¢  Sekwencjonowania DNA i1  Syntezy
Oligonukleotydow Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w amplifikatorze MJ
Research PTC 200.

Reakcje PCR prowadzono w objgtosci 25 1 wedlug schematu:

e Wstepna denaturacja w temp. 95° C przez Smin

e Powielanie (35 cykli)

Denaturacja w temp. 94° C przez 1 min
Przylaczanie starterow w temp. 55°C przez 1 min
Synteza w temp. 72° C przez 1 min

e Synteza uzupelniajaca w temp. 72° C przez 8 min

Produkty PCR nastgpnie trawiono enzymem restrykcyjnym Dral

w temperaturze 37°C przez 2 godziny w celu rozréznienia kopii telomerowej

od centromerowej. Produkty trawienia rozdzielano elektroforetycznie na 2%

zelu agarozowym.

1 2 3 4 5 M

Ryc. 4 Wynik rozdzialu elektroforetycznego produktéw amplifikacji eksonu 7
genu SMN, trawionych enzymem restrykcyjnym Dra I: 1-3 pacjenci z SMA
(widoczny jest jedynie fragment odpowiadajacy kopii centromerowej genu), 4 -
osoba zdrowa (obecne s3 obie kopie genu), S5 - fragment nietrawiony, M -
marker wielkosci.

3.2.1.3 Badanie w kierunku delecji eksonu 8 genu SMN1

Powielanie DNA metoda PCR
Otrzymane DNA uzywano do powielenia sekwencji kodujacych — eksonu 8
genu SMN . Zastosowano nast¢pujacqg pare starterow:

ekson 8 - F 5’-GTAATAACCAAATGCAATGTGAA -3’
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R 5’-CTACAACACCCCTTCTCACAG -3’

Reakcje PCR prowadzono w objetosci 25 pl wedtug schematu:
e Wstepna denaturacja w temp. 95°C przez 5min
¢ Powielanie (35 cykli)

Denaturacja w temp. 94°C przez 1 min

Przylaczanie starterow w temp. 55°C przez 1 min

Synteza w temp. 72° C przez 1 min
e Synteza uzupelniajaca w temp. 72° C przez 8 min
Produkty PCR nastgpnie trawiono enzymem restrykcyjnym Ddel
w temperaturze 37° C przez 2 godziny w celu rozréznienia kopii telomerowej
od centromerowej. Produkty trawienia rozdzielano elektroforetycznie na 2%

zelu agarozowym.

SMN1

SMN?2

Ryc. 5 Wynik rozdzialu elektroforetycznego produktéw amplifikacji eksonu 8
genu SMNI, trawionych enzymem restrykcyjnym Ddel. 1-3 pacjenci z SMA
(widoczny jedynie fragment odpowiadajacy kopii centromerowej genu), 4 -
osoba zdrowa (obecne obie kopie genu), 5 - osoba chora z izolowana utrata
eksonu 7, a zachowanym eksonem 8, co moze swiadczy¢ o obecnosci konwersji
genu SMN (widoczne obie kopie genu), 6 - produkt PCR nietrawiony, 7 - czysta
kontrola, M - marker wielkosci eksonu 8 SMNI

3.2.1.4 Badanie w kierunku delecji eksonu 5 genu NAIP

Powielanie DNA metoda PCR

Otrzymane DNA uzywano do powielenia sekwencji kodujacych — eksonu 5
i 13 genu NAIP. Powielenie eksonu 13 traktowane jest jako kontrola wewngtrzna
prawidlowego przeprowadzenia reakcji — sekwencje sa identyczne w kopii
telomerowej i centromerowej. Ekson 5 obecny jest tylko w kopii telomerowe;.

Zastosowano nastgpujace pary starterow:

ekson 5 F 5’- AAAGCCTCTGACGAGAGGATC - 3’

R 5’- CTCTCAGCCTGCTCTTCAGAT - 3’
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ekson 13 F 5’- ATGCTTGGATCTCTAGAATGG - 3’
R 5’- CCAGCTCCTAGAGAAAGAAGGA -3’

Reakcje PCR prowadzono w objetosci 25 pl wedtug schematu:
e Wstepna denaturacja w temp. 95° C przez Smin
e Powielanie (30 cykli)

Denaturacja w temp. 94°C przez 1 min

Przytaczanie starterOw w temp. 58°C przez 1 min

Synteza w temp. 72° C przez 1 min
¢ Synteza uzupetniajaca w temp. 72° C przez 8 min

Produkty trawienia rozdzielano elektroforetycznie na 2% zelu agarozowym

ekson 5

eksonl3

Ryc. 6 Wynik rozdzialu elektroforetycznego produktéw amplifikacji eksonu 5
i 13 genu NAIP. Ekson 13, obecny w obu kopiach genu - telomerowej
i centromerowej, traktowany jest jako kontrola wewnetrzna reakcji. Brak
produktu amplifikacji eksonu 5, obecnego tylko w Kkopii telomerowej genu,
swiadczy o delecji. 1-3 - osoby chore na SMA (widoczny tylko prazek
odpowiadajacy eksonowi 13), 4-5 - osoby zdrowe (widoczne oba prazki),
6 - osoba chora, z prawidlowym genem NAIP (widoczne oba prazki), 7 - préoba
kontrolna, M - marker wielkosci
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3.2.2. Poszukiwanie mutacji punktowych w genie SMN1
3.2.2.1. Powielanie DNA metodq PCR
Otrzymane DNA uzywano do powielenia sekwencji kodujacych — eksonu 1,
2A, 2B, 3,4, 5, 617 genu SMN przy zastosowaniu nastgpujacych par starterow (wg
Parsons, 1998):
ekson 1 F 5’-GCCGGAAGTCGTCACTCTT-3’
R 5’-GGGTGCTGAGAGCGCTAATA -3’
ekson 2A F 5’-CTGATTAAACCTATCTGAACATG-3’
R 5’-CGTATGTTATCAATTCCTTTCCA-3’
ekson 2B F 5’-CTGTGCACCACCCTGTAACATG-3’
R 5’-AAGGACTAATGAGACATCC-3’

ekson 3 F 5’-CGAGATGATAGTTTGCCCTC-3’

R 5’-CTCATCTAGTCTCTGCTTCC-3’
ekson 4 F 5’>-CACCCTTATAACAAAAACCTGC -3’

R 5’-GAGAGGTTAAATGTCCCGA-3’
ekson 5 F 5’-TGAGTCTGTTTGACTTCAGG-3’

R 5°-TATCAAATTGTATGTGAAAGCA-3’
ekson 6 F 5’-CTCCCATATGTCCAGATTCTCTT-3’

R 5’-AAGAGTAATTTAAGCCTCAGACAG-3’
F’5’-GTTTACTGGATATAAACAATATC-3’
ekson 7 F 5’-AGACTATCAACTTAATTTCTGATC-3’
R 5’-GTAAGATTCACTTTCATAATGCTG-3’
Dla eksonu 6 zaprojektowano drugi starter F (F’), poniewaz pierwszy nie obejmowat
calego regionu kodujacego na koncu 5°.
Reakcj¢ PCR prowadzono w obj¢tosci 100 pl wedtug schematu:
e Wstepna denaturacja w temp. 94° C przez 5Smin
e Powielanie (35 cykli)
Denaturacja w temp. 94° C przez 1 min
Przylaczanie starteréw w temp. 55° C przez 1 min
Synteza w temp. 72° C przez 2 min
e Synteza uzupelniajaca w temp. 72° C przez 8 min

Produkty powielania oczyszczano z zastosowaniem zestawu QIA Quick Purification

Kit (Qiagen).
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3.2.2.2 Sekwencjonowanie produktow PCR

Analize sekwencyjna przeprowadzona w automatycznym sekwenatorze ABI
310 (Perkin Elmer). Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono metoda cykliczna
z czterema dideoksynukleotydotrifosforanami wyznakowanymi fluorochromami,
przy uzyciu zestawu do sekwencjonowania DNA Sequencing Kit (Perkin Elmer)
zgodnie z zaleceniami producenta. Jako starterow uzyto oligonukleotydow

uzywanych w w/w reakcji PCR

3.2.3 Ilosciowa ocena liczby kopii telomerowych i centromerowych przy uzyciu

techniki ,,real-time PCR”

3.2.3.1 Powielanie metodq ,,real-time PCR”

Otrzymane DNA oczyszczano przy uzyciu filtrow (Millipore). Stgzenie
DNA mierzono spektrofotometrycznie (spektrofotometr Gene Quant II firmy
Pharmacia) przy dlugosci fali 260 nm. Uzyskane DNA uzywano do powielenia
sekwencji kodujacych eksonu 7 genu SMN/ i SMN2 z zastosowaniem nast¢pujacych
par starterow oraz sondy TagMan MGB, zaprojektowanych w programie Primer
Express (Applied Biosystem):
SMNI:
F 5’- TTAACATCCATATAAAGCTATCTATATATAGCTATCTAAG -3’
R 5’- CACCTTCCTTCTTTTTGATTTTGTCTG -3’
SMN?2:
F 5°- TTAACATCCATATAAAGCTATCTATATATAGCTATCTAAA-3’
R 5’- CACCTTCCTTCTTTTTGATTTTGTCTA -3’
Sonda TagMan MGB wyznakowana 6-FAM ™
5S-TTTTAACTTCCTTTTATTTTCCTTACAGGG-3’

Reakcj¢ RT-PCR prowadzono w objgtosci 50 1 (osobno dla SMNI i SMN2),

zawierajacej : 25 | TagMan Universal PCR Master Mix (firmy Applied
Biosystem), 900 nmol kazdego ze starteréw, 200 nmol sondy TagMan, 25 ng DNA.
Reakcj¢ PCR wykonywano w aparacie ABI Prism 7000 Sequence Detection System

wedlug schematu:
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e Aktywacja UNG w temp. 50° C przez 2 min
e Wstepna denaturacja w temp. 95° C przez 10 min
e Powielanie (40 cykli)
Denaturacja w temp. 95° C przez 15 s
Przylaczanie starterow i synteza w temp. 60° C przez 1 min
Jako system zewnetrznej kontroli uzyto genu RN-azy (jedna kopia genu) (zestaw
Taq Man RN-ase P Control Reagents System firmy Applied Biosystem). Reakcje

prowadzono wg podanego powyzej schematu w objgtosci 50 1.

3.2.3.2 Interpretacja wynikow

Technika ,real-time PCR” (ilosciowy PCR, PCR w czasie rzeczywistym)
pozwala na iloSciowa oceng¢ produktu reakcji PCR. Tym samym technika staje si¢
niezwykle przydatna w ocenie dawki genu. Podstawowym parametrem ocenianym
w tej metodzie jest warto$¢ C (ang. treshold cycle, cykl progowy) - cykl, w ktérym
reakcja zachodzi w sposob liniowy, a tym samym liczba powstatych w tym okresie
czasteczek jest wprost proporcjonalna do wyjsciowej liczby czasteczek (zgodnie
z wzorem N = Ny (1+E)", gdzie N - badana liczba czasteczek, Ny - wyjsciowa liczba
czasteczek, E - wydajnos¢ reakcji - stala w okresie liniowego przyrostu, n - liczba
cykli). Porownujac zalezno$¢ C badanego genu (SMNI/ lub SMN2) i RN-azy
do zaleznosci C genu wzorcowego i RN-azy mozemy oceni¢ dawke¢ badanego

genu (1, 2, 3 lub wigcej kopii).
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Ryc. 7 Wynik amplifikacji metoda , real-time PCR”, wykonanej na aparacie
ABI Prism 7000%, z uzyciem sondy TaqMan dla genéw SMNI, SMN2 i RN-azy.
Trzy krzywe (kazda w trzech powtorzeniach) odpowiadaja kolejno wynikom
amplifikacji genéw: RN-azy, SMN2 i SMNI. Zwraca uwage réoznica C; dla
genow SMNI i SMN2, swiadczaca o roznej wydajnosci reakcji (stosowano
identyczne stezenia DNA). Stad koniecznos$¢ zastosowania kontroli zewnetrznej
(w tym przypadku zastosowano gen RN-azy).

3.2.4 Analiza statystyczna

Analiz¢ statystyczna korelacji pomigdzy wielkoscig delecji a nasileniem
objawow klinicznych SMA w grupie 219 chorych przeprowadzono przy uzyciu

systemu SAS z wykorzystaniem doktadnego testu Fishera.

*Bardzo dzigkuje firmie Applied Biosystem za udostgpnienie sprzetu, instruktaz i zyczliwos$é
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4. WYNIKI

4.1 Czestos¢ wystgpowania obuallelicznej delecji eksonu 7 genu SMNI
w polskiej populacji chorych na SMA

Do chwili obecnej zgromadzitam dane 442 pacjentow z podejrzeniem
dosiebnego rdzeniowego zaniku miegsni, u ktorych przeprowadzono weryfikacje
molekularng rozpoznania. Delecj¢ eksonu 7 w obu allelach genu SMNI
zidentyfikowano u 356 pacjentow czyli u 80% (80,54%) badanych. Prezentowana
grupa obejmowata wszystkich pacjentow skierowanych na badanie genetyczne
w kierunku SMA. Badanie to wykonywano zatem nie tylko u chorych spelniajacych
kryteria diagnostyczne wg Migdzynarodowego SMA Konsorcjum, ale rowniez
w ramach diagnostyki dziecka wiotkiego, zespolu dwuobrgczowego czy w wielu

innych przypadkach watpliwych i trudnych diagnostycznie.

Jak wspomniano w rozdziale 3.1, badang grupg zawgzono do 291 pacjentow.
Po ponownej analizie danych klinicznych, elektrofizjologicznych i/lub
histopatologicznych, diagnoz¢ dosiebnego rdzeniowego zaniku mig¢sni podtrzymano
u 269 chorych. W tej grupie delecj¢ eksonu 7 genu SMN/ wykazano w 260
przypadkach, co stanowi okoto 96,5% (96,65%) badanych.

W pozostatych 9 przypadkach istnialo wysokie prawdopodobienstwo, ze
za objawy kliniczne odpowiedzialne s3 mutacje punktowe. Mutacje te wystepujace
w ukladzie heterozygotycznym z delecja nie s identyfikowane w rutynowym tescie
molekularnym. W zwiazku z tym grupa ta zostala zakwalifikowana do dalszych
badafi molekularnych, ktorych celem ostatecznym byla genetyczna weryfikacja
rozpoznania klinicznego SMA (identyfikacja mutacji punktowych). Analiz¢ danych
klinicznych oraz wyniki rozszerzonej diagnostyki molekularnej przedstawiono

w podrozdziale 4.6.

Po powtdrnej analizie danych 291 przypadkow w dwudziestu dwoch
zmieniono rozpoznanie. W grupie tej dominowatlo SMA odsiebne (9 przypadkow,
w tym 2 z artrogrypoza), a ponadto objawy uszkodzenia OUN (5 przypadkow),
dystrofie migsniowe (3 przypadki), neuropatic wrodzone (2 przypadki), zanik

pojedynczych migsni (2 przypadki), MND (1 przypadek).
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Nie stwierdzono delecji w genie SMNI w 143 osobowej grupie kontrolnej
(rodzice, zdrowe rodzenstwo), poza jednym przypadkiem (informacja
od J. Zimowskiego). Homozygotyczng delecj¢ eksonu 7 wykryto u mtodszej siostry
dziecka z SMA 3a. Dziewczynka w chwili badania nie wykazywata zadnych

objawow Kklinicznych choroby. Badano ja jednak jako kilkumiesigczne niemowle.

4.2 Schemat diagnostyki molekularnej SMA

Ponizej przedstawiono proponowany schemat diagnostyki molekularnej
chorych z podejrzeniem SMA.

Wysoki odsetek delecji w polskiej populacji chorych na SMA pozwala
traktowa¢ badanie oparte na metodzie PCR jako bardzo czuly test przesiewowy.
Niewielki odsetek przypadkow wywolany jest mutacjami punktowymi,
wystepujacymi w ukladzie heterozygotycznym z delecja. W celu ich wykrycia jako
kolejny etap rozszerzonej diagnostyki molekularnej proponujemy badanie ilosciowe
liczby kopii genu SMNI. Chorzy z dwukrotnie obnizong liczbg kopii telomerowych
w poréwnaniu z kontrolg sg potencjalnymi heterozygotami i u nich wskazane jest
sekwencjonowanie genu. Identyfikacja mutacji punktowej ostatecznie potwierdza
rozpoznanie rdzeniowego zaniku mig¢sni.

Prawidlowy wynik badania ilosciowego oraz brak identyfikacji mutacji
punktowej nie wykluczaja jednak choroby (sytuacja zaznaczona w schemacie

gwiazdka). Szerszy komentarz na ten temat zamieszczono w dyskusji.
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4.3 Fenotyp polskiej populacji chorych na SMA : uwzglednieniem

zmiennosci wewngqtrzrodzinnej i przypadkow atypowych

Rozklad zachorowan w poszczegolnych grupach z uwzgl¢dnieniem plci

W badanym materiale najczestsza postacia okazala si¢ forma lagodna —
SMAJ3, stanowigc blisko 43% (152/357) ogotu przypadkow (Tabela II).

Pozostate postacie choroby wystgpowaty odpowiednio z czgstoscia:

SMAL1 - 36,7% (131 pacjentéw) oraz SMA2 - 20,7% (74 pacjentow).

W analizowanym materiale zwracata rGwniez uwagg przewaga plci meskiej,
dotyczaca wszystkich grup (poza SMA3a). W grupie 3b dwukrotnie rzadziej
chorowaly kobiety. Zjawisko to obserwowano od dos¢ dawna. Interesujace wydaje
si¢ spostrzezenie, ze podobna zaleznos$¢ dotyczy rowniez postaci ostrej (M:K = 5:4)
i posredniej (M:K = 3:2), cho¢ przewaga plci meskiej nie jest w tych grupach tak
zdecydowana.

Tabela II

Rozklad zachorowan w poszczegolnych grupach z uwzglednieniem plci

SMAI SMA?2 SMA3a SMA3b RAZEM

KOBIETY 58 29 44 23 154
ME CZY NI 73 45 42 43 203
RAZEM 131 74 86 66 357

Wiek zachorowania

Rdzeniowy zanik migsni charakteryzuje duza rozpigtos¢ wieku
zachorowania. W najci¢zszych przypadkach pierwsze objawy choroby stwierdza si¢
w okresie zycia plodowego (ostabienie ruchéw plodu), w najtagodniejszych -
w wicku mlodzienczym lub nawet dorostym. W badanym materiale jedynie
u kilkorga chorych (3%) objawy stwierdzane byly w momencie urodzenia. Dzieci te
rodzity si¢ w cigzkim stanie ogélnym, z niewydolnosciag oddechowa. U ponad 25%
chorych objawy stwierdzano w pierwszym lub drugim miesiacu zycia. Byla to
przede wszystkim wiotko$¢, niedowlad konczyn dolnych oraz niewydolnos¢

oddechowa w przebiegu zapalenia dolnych drég oddechowych. Kolejny szczyt
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zachorowan, dotyczacy okoto 10% pacjentow, to szdsty - siodmy miesiac zycia.
Brak postepu w rozwoju ruchowym dziecka sklanial rodzicow lub lekarzy
pierwszego kontaktu do zasiggania opinii neurologow. Wydaje si¢, ze Ow szczyt
odzwierciedla raczej zwigkszenie czgstosci stawianych w tym wieku rozpoznan,
anizeli rzeczywisty wzrost zachorowan. W tej grupie w kilku przypadkach wigzano
poczatek choroby z infekcja, w dwoch ze szczepieniem przeciwko polio. W formie
posredniej jako wiek zachorowania podawano najczesciej siodmy (6% wszystkich
zachorowan) i 11-12 miesiac zycia (5%). W formie lagodnej pierwsze objawy
stwierdzano najczesciej w 12-13 miesigcu zycia (okolo 6%) oraz po ukonczeniu
2 roku zycia (okoto 7%). Powyzej 3 roku zycia wiek zachorowania rozkladat si¢ w
latach rownomiernie, az do 15-16 roku. Powyzej tego wieku nowe przypadki
zachorowan stwierdzono bardzo rzadko, szczegélnie wsrod dziewczat. Najstarsza

badana osoba zachorowata w wieku 34 lat (przypadek rodzinny).
Zmienno$¢ wewngtrzrodzinna

Istotnym elementem oceny fenotypu jest analiza chorych rodzenstw.
W badanym materiale obserwowano 68 rodzenstw (145 pacjentow). W dwudziestu
jeden  przypadkach  (30,88%)  stwierdzono  wystgpowanie  zmiennosci
wewnatrzrodzinnej tzn. przebiegu choroby réznego pod wzgledem poczatku
i nasilenia objawow. Dominowato wspolistnienie u rodzenstw SMA typu 2 1 3a
(7 par) lub 3a i 3b (7par), a wigc postaci niezbyt odmiennych fenotypowo (fot. 4).
W kilku rodzenstwach obserwowano wyst¢powanie postaci posredniej i lagodnej
z zachorowaniem powyzej trzeciego roku zycia (4 rodzenstwa). Tu rozbieznos¢
fenotypowa byla rzeczywiscie duza. W rodzinie nr 531 (ryc.8) jedno z chorych
dzieci zachorowato w 10 miesigcu zycia, drugie w 9 roku zycia. W rodzinie 529
(ryc.9) u chlopca chorob¢ rozpoznano w 12 roku zycia, podczas gdy dwoje
miodszego rodzenstwa bylo unieruchomione od urodzenia. W rodzinie 351 (ryc.10)
jedna z dziewczynek zachorowata w 15 miesigcu zycia, u drugiej, przez wiele lat

traktowanej jako osoba zdrowa, pierwsze symptomy wystapily w 16 roku zycia.
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Fot. 4

Zmiennos$¢
wewnatrzrodzinna. Bracia
chorzy na SMA. U starszego
pierwsze objawy choroby
wystapily w 6-ym roku zycia,
u mlodszego - w wieku 12
miesigcy

W rodzenstwach chorujacych na rézne typy SMA nie obserwowano wplywu
plci na przebieg choroby. Na 21 rodzenstw 9 bylo mieszanych (brat i siostra).
W 4 rodzenstwach lagodniej chorowali chlopcy, w 5 - lagodniejszy przebieg

obserwowano u dziewczynek.

Ro6zne formy SMA, obserwowane w rodzenstwach, przedstawiono w tabeli III.
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Nrrod. Megzczyzna  Kobieta Tabela III

51 3a, 3b Wspolwystepowanie roznych postaci
choroby w rodzenstwach chorych

52 2.3a na SMA. W tabeli uwzgledniono ple¢
chorych.

55 2,3a

236 3a, 3b, 3b

279 2,3a 3a
287 3a 3b
319 3a 3b
340 2,3b

341 2,3a

351 3a,3b
450 3a, 3b

466 la, 1b

510 2,3a

528 3a,3b

529 2,3b 2
531 2 3b
562 3b 2
719 3a 2,2
769 2 3a
771 1,2

793 2 1b
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Ryec. 8 Rodzina 531. Wspolwystepowanie SMA 2 i 3b w jednym rodzenstwie

Ryc. 9 Rodzina 529. U chlopca chorobg¢ rozpoznano w wieku 12 lat (SMA 3b).
Dwoje mlodszego rodzenstwa nigdy samodzielnie nie chodzilo

Ryc. 10 Rodzina 351. Starsza siostra zachorowala w wieku 15 miesigcy - od
poczatku chodzila zle. U mlodszej siostry pierwsze symptomy choroby
wystapily w 16 roku zycia.
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Objawy kliniczne

Analiza obrazu klinicznego wykazala bardzo wysoka homogenno$¢ rodzaju
objawéw klinicznych (rozklad ostabienia i zaniku migsni), uwidaczniajaca si¢
zwlaszcza na tle duzego zréznicowania wieku wystapienia choroby i stopnia
nasilenia objawow. U wszystkich pagjentow obserwowano ostabienie sity
migsniowej, bardziej nasilone dosiebnie. Zaj¢te byly przede wszystkim migsnie
obreczy biodrowej, migsnie osiowe i migsnie obrgczy barkowej. Oslabienie
najwczesniej i najsilniej wyrazone bylo w migs$niach konczyn dolnych, zawsze
symetryczne. U zadnego z badanych przeze mnie pacjentow nie stwierdzatam
zajecia miesni twarzy. Wystgpowanie nietypowego rozkladu ostabienia i zanikow
oraz asymetria objawoéw dotyczyly wylacznie przypadkéow bez potwierdzenia
genetycznego. Z drugiej strony u szesciu chorych, z potwierdzonym molekularnie
rozpoznaniem, wystgpowaly objawy nietypowe dla SMA. Rozklad ostabienia
i zaniku byl u nich jednak typowy dla dosiebnego SMA. Dokladng analiz¢

przypadkow z objawami atypowymi przedstawiono ponizej.
Analiza przypadkéw atypowych z mutacja w genie SMN/

W analizowanych materiale 357 przypadkow z klinicznymi objawami SMA,
zweryfikowanych molekularnie, u 6 chorych stwierdzono objawy atypowe (Tabela
IV), spelniajace kryteria wykluczenia wg Migdzynarodowego Konsorcjum SMA.
W 2 przypadkach byla to oligofrenia, w 3 artrogrypoza (w jednym przypadku
z towarzyszaca wada serca), w 1 cechy uszkodzenia OUN. W kazdym z tych
przypadkow wystgpowal ponadto typowy dla dosiebnego SMA rozklad ostabienia

i zanikow
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Tabela 1V.
Analiza przypadkow SMA z objawami atypowymi

Pacjent Rod SMA R/S  Rok.ur | Objawy atypowe Objawy
typowe
dla SMA

1 648 2 S 1990  Oligofrenia, oczoplas Tak

2 - 2 S 1994  Oligofrenia Tak

3 662 1 S 1998  Artrogrypoza Tak

4 775 1 R 1998  Artrogrypoza Tak

5 - 1 S 1998 Artrogrypoza, wada serca  Tak

6 736 3b S 1983  Objawy uszkodzenia OUN  Tak

(wygoérowane odruchy
glebokie, stopotrzas)

Legenda: rod.- rodowo6d
R/S- przypadek rodzinny/sporadyczny

Szczegdtowe dane Kkliniczne dotyczace analizowanych przypadkow
przedstawiono ponize;j.

Pacjent 1

ur. 1990; rodowod 648 (fot. 5)

Chlopiec urodzony z ciazy drugiej, prawidlowej. Porod odbyt si¢ silami
natury, bez powiklafi. Przy urodzeniu chlopiec wazyt 3500g, zostal oceniony na 10
pkt w skali Apgar. Z pierwszej ciazy urodzit si¢ zdrowy brat. Wywiad w kierunku
choréb nerwowo-migsniowych w rodzinie byt negatywny. Do 7-8 miesigca zycia
chtopiec rozwijal si¢ prawidtowo. Glowg dzwigal o czasie, siadal w 7 miesigcu
zycia, raczkowal. Od okolo 8 miesiaca zycia nastapilo zahamowanie rozwoju
ruchowego. W 15 miesigcu zycia chlopiec probowat chodzi¢ przy $cianie, nigdy
jednak nie osiagnat zdolnosci samodzielnego chodzenia. Juz w tym wieku zwracat
uwage opOzniony rozwo6j psychiczny. Poczatkowo rozpoznawano mozgowe
porazenie dziecigce. W 8 roku zycia chlopiec byl hospitalizowany. Woéwczas
w badaniu neurologicznym stwierdzono z odchyleni: duza kyfoskoliozg, oczoplas,
wiotko$¢, niedowlad czterokonczynowy, brak odruchow glgbokich. Chlopiec
nie chodzil, siadal z duzym trudem, stabo dzwigal glowe. W badaniach

dodatkowych: zwracato uwage prawidlowe stgzenie CK (341U), zapis neurogenny w
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EMG, zmiany neurogenne w biopsji mig$niowej, obnizenie ilorazu inteligencji (IQ -

60). Badanie molekularne wykazato delecj¢ eksonu 7 genu SMN/

Fot. 5
SMA 2 z objawami

atypowymi
(oligofrenia, oczoplas)

Pacjent 2

ur. 1994

Chlopiec urodzony z cigzy czwartej. Przebieg ciazy byl prawidtowy, matka
dobrze czula ruchy plodu. Przy urodzeniu chlopiec wazyl 3400 g. W pierwszym
potroczu zycia rozwoj ruchowy nie odbiegal od normy. Wiotko$¢é zauwazono w 6
miesigcu zycia. Chlopiec siadal w wieku 6 miesigcy, nigdy nie chodzit
samodzielnie. Od poczatku obserwowano op6zniony rozwdj umystowy.

W badaniu molekularnym stwierdzono homozygotyczng delecj¢ eksonow 7

i 8 genu SMN1, przy prawidtowym genie NAIP.

Pacjent 3

ur. 1998, rodowod 662

Dziewczynka urodzona z cigzy drugiej prawidlowej. Pordd odbyt si¢ sitami
natury, o czasie. Przy urodzeniu dziecko oceniono na 10 pkt w skali Apgar. Wywiad
rodzinny w kierunku chordb nerwowo-mig¢$niowych byl negatywny. Dziewczynka
byla badana w wieku 5 miesigcy. W badaniu przedmiotowym zwracata uwage
znieksztalcona klatka piersiowa oraz przykurcze w stawach nadgarstka.

W badaniu molekularnym stwierdzono homozygotyczna delecj¢ eksonu 7

genu SMN|.
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Pacjent 4

ur. 1998, rodowod 775

Chilopiec urodzony z ciazy drugiej, prawidtowej. Matka dobrze czula ruchy
ptodu. Siostra chtopca zmarta w wieku czterech miesigcy z rozpoznaniem choroby
Werdniga-Hoffmanna. Chiopiec urodzit si¢ sitami natury, o czasie, z masq ciala
3110 g. W badaniu przedmiotowym stwierdzono uogdlniong wiotko$¢, przykurcze
w stawach nadgarstka tokciowych, i kolanowych, brak odruchéw glebokich.

Badanie molekularne wykazato delecj¢ eksonu 7 i 8 genu SMNI.

Pacjent 5

ur. 1998

Chlopiec urodzony z cigzy trzeciej, porodu pierwszego, w 38 tygodniu cigzy.
Dwie poprzednie cigze matki zakonczyly si¢ niepowodzeniami - poronieniami
samoistnymi. Ze wzgledu na brak postgpu porodu, przy obcigzonym wywiadzie
potozniczym, ciaz¢ zakonczono cigciem cesarskim. Dziecko urodzito si¢ w zlym
stanie ogolnym (4-5-5-5 pkt w skali Apgar), z masa ciala 2350 g. Ze wzgledu na
niewydolno$¢ oddechowa i hipoksemi¢ zostalo zaintubowane w 3 minucie Zycia.
W badaniu przedmiotowym stwierdzono uogolniong wiotkos¢, brak odruchéow
glebokich, przykurcze w stawach kolanowych i lokciowych oraz wyrazny szmer
skurczcowy nad sercem. W badaniach dodatkowych nie stwierdzono
nieprawidlowosci w USG przezciemigczkowym, natomiast w USG serca zwracat
uwage duzy ubytek przegrody miedzyprzedsionkowej (hemodynamicznie wspolny
przedsionek) oraz szeroka t¢tnica plucna z cechami nadcisnienia ptucnego.

Badanie molekularne wykazalo delecj¢ eksonow 7 1 8 genu SMN! oraz

eksondw 51 6 genu NAIP

Pacjent 6

ur. 1983, rodowod 736

Chlopiec urodzony z ciazy drugiej. Z wywiadu wynika, ze w pierwszym
roku zycia dziecko rozwtjato si¢ prawidlowo. Ze wzgledu na wzmozone napigcie
i przykurcze stawowe u chlopca rozpoznano moézgowe porazenie dziecigce,
z powodu ktorego byt rehabilitowany. Od okoto siedemnastego roku zycia chlopiec

zaczal odczuwaé¢ kurcze mig¢s$ni oraz mrowienia w obrebie konczyn dolnych,
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po dluzszym wypoczynku. Mial klopoty z wchodzeniem po schodach. W badaniu
przedmiotowym stwierdzono prawidtowy chod, zard6wno na palcach jak i na pigtach,
podnoszenie z siadu na podlodze bez podparcia. Na jezyku widoczne byly
fibrylacje. W obrebie konczyn gornych stwierdzono bardzo dobra silg migsniowa,
przy zywych odruchach glgbokich. Obserwowano fascykulacje i drzenie palcow.
W obrebie konczyn dolnych zwracat uwage zanik migsni, dotyczacy gléwnie czesci
dosiebnych konczyn, ostabienie zginaczy stawu biodrowego, przy dobrej sile
w pozostatych grupach mig¢sni. Ponadto stwierdzono wygorowane odruchy glebokie,
obustronny stopotrzas, brak odruchéw podeszwowych. W badaniach dodatkowych
zwracal uwage neurogenny zapis w EMG. Badanie molekularne wykazalo delecj¢

eksonu 7 genu SMNI.

4.4 Genotyp polskiej populacji chorych na SMA - wielkos¢ delecji
w regionie SMA

Najczestsza mutacja, wystepujaca u 60% analizowanej populacji, byla
delecja eksonu 7 1 8 kopii telomerowej genu SMNI. U 19 % chorych wystgpowaly
duze delecje, obejmujace swym zasiggiem gen SMN i1 NAIP. Az 21% chorych
wykazywalo delecje dotyczace tylko eksonu 7 genu SMN/ (ryc. 11).

.

Ryc. 11 Wielkos¢ delecji w regionie SMA w polskiej populacji chorych na SMA.
W schemacie genu SMN zaznaczono eksony 7 i 8.
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4.5 Korelacje fenotypowo-genotypowe

Duze delecje w regionie SMA zwigzane z ci¢zkim fenotypem

W analizowanym materiale stwierdzono istotng statystycznie zalezno$é
pomig¢dzy wielkoscia delecji w regionie SMA a nasileniem objawéw klinicznych
(p<0,001). Duze delecje, obejmujace swym zasiggiem geny SMNI i NAIP,
wystepowaly u ponad 35% (35,71%) chorych z forma ostra choroby i zaledwie u 5%
(5,21%) z postacia fagodna. Z drugiej strony izolowana utrata eksonu 7 stanowita az

50% mutacji w SMA3b i tylko 9% (9,18%) w SMALI (tabela V).

Analizujac te same dane w kontekscie wielkosci delecji w poszczegolnych
postaciach SMA ustalono, ze az 85% duzych delecji dotyczylo chorych z SMAI,
a tylko 9% (9,76%) chorych z SMA2 i 5% (4,88%) chorych z SMA3. Natomiast
55% (55,56%) matych delecji taczyto si¢ z forma tagodna, a odpowiednio 20%
i 24% z postacia ostra i posrednia choroby (tabela V).

Podobne zaleznosci stwierdzono analizujac wielkos$¢ delecji w regionie SMA
w grupie chorych plci meskiej i zenskiej, z wyjatkiem postaci 3b. Izolowana utrata
eksonu 7 genu SMN] wystepowala znacznie czgsciej u kobiet z forma 3b (66,67%),
niz u me¢zczyzn (40%) (tabela VI i VII).
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Interpretacja zamieszczonych danych w tabelach V,V1i VII:

Pierwszy rzad kazdej z rubryk zawiera bezwzglegdna liczbg przypadkow SMA,
umiejscowiona w danej rubryce zaleznie od postaci choroby i wielkosci delecji. Drugi rzad cyfr to
procent, jaki stanowi dana liczba przypadkow w stosunku do catosci. Trzeci rzad to odsetek, jaki

stanowi okres$lona liczba przypadkoéw w danym wierszu, czwarty- odsetek w danej kolumnie.
Np.

Typ Del.NAIP i SMNI1

SMAIl (35 - liczba przypadkéw SMALI z delecja obejmujgcag gen SMNI i NAIP
15,98 - %, jaki stanowi 35 przypadkow w calej grupie badanej (35/219)
35,71 - %, jaki stanowi 35 przypadkéw w grupie chorych z SMA1(35/98)

85,37 - %, jaki stanowi 35 przypadkéw w grupie z delecjq obejmujacg gen
SMN1i NAIP(35/41)

Tabela V.
Zalezno$¢ miedzy wielkoscia delecji w regionie SMA a fenotypem
Typ Del.NAIP i SMNI [Del 718 SMNI Del.7 SMN1 Razem
SMAI 35 54 9 98
15,98 24,66 4,11 44,75
35,71 55,10 9,18
85,37 40,60 20,00
SMA?2 4 26 11 41
1,83 11,87 5,02 18,72
9,76 63,41 26,83
9,76 19,55 24,44
SMA3 |3a |1 38 9 48
0,46 17,35 4,11 21,92
2,08 79,17 18,75
2,44 28,57 20,00
3b |1 15 16 32
0,46 6,85 7,31 14,61
3,13 46,88 50,00
2,44 11,28 35,56
Razem 41 133 45 219
18,72 60,73 20,55 100,00
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Tabela VL.
Zalezno$¢ migdzy wielkoscig delecji w regionie SMA a fenotypem u chorych plei
meskiej.
Typ Del.NAIP i Del 718
SN SN Del.7 SMN1 Razem
SMAI 19 32 58
15,08 25,40 5,56 46,03
32,76 55,17 12,07
90,48 41,03 25,93
SMA2 1 16 8 25
0,79 12,7 6,35 19,84
4,00 64,0 32,0
4,76 20,51 29,63
SMA3 |3a 0 19 4 23
0,0 15,8 3,17 18,25
0,0 82,61 17,39
0,0 24,36 14,81
3b 1 11 8 20
0,79 873 6,35 15,87
5,00 55,0 40,00
4,7 14,10 29,63
Razem 21 78 27 126
16,67 61,90 21,43 100,00
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Tabela VII.

Zalezno$¢ migdzy wielkoscia delecji w regionie SMA fenotypem

u chorych plci zenskiej
Del. NAIP 1

Typ Del 71 8 SMNI | Del.7 SMNI Razem
SMN1

SMAL 16 22 2 40
17,2 23,66 2,15 43,01
40,0 55,0 5,0
80,00 40,0 11,11

SMA2 3 10 3 16
3,23 10,75 3,23 17,2
18,75 62,5 18,75
15,0 18,18 16,67

SMA3 |3a 1 19 5 25
1,08 20,43 5,38 26,88
4,0 76,0 20,0
5,0 34,55 27,78

3 |0 4 8 12

0,0 43 8,6 12,9
0,0 33,33 66,67
0,0 7,27 44,44

Razem 20 55 18 93
21,51 59,14 19,35 100,00
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4.6 Mutacje punktowe u chorych nie wykazujqcych homozygotycznej
delecji wgenie SMNI1. Analiza przypadkow.

Zgodnie z przedstawionymi wczesniej zalozeniami, w przypadkach
spetniajacych kryteria diagnostyczne wg Migdzynarodowego Konsorcjum SMA,
a nie wykazujacych homozygotycznej delecji eksonu 7 genu SMNI, poszerzono
diagnostyke molekularng celem identyfikacji malych mutacji wewnatrzgenowych.
Jako metod¢ przesiewowa wprowadzono ilosciowa oceng liczby kopii genu SMN/
(przy uzyciu techniki ,real-time PCR”). Test ten opierat si¢ na zalozeniu, ze mutacje
punktowe wystepuja w ukladzie heterozygotycznym z delecja na drugim allelu.
Zatem chorzy, u ktérych podejrzewano mutacje punktowe, powinni mie¢ tylko:jedng
kopi¢ genu SMNI. Wstgpne badania ilosciowe wykazaly u 4 z 9 badanych chorych
dwukrotnie zmniejszona liczbg kopii telomerowych w poréwnaniu z kontrola (osoba
zdrowa, ktora nie jest nosicielem). U tych chorych kontynuowano diagnostyke,
poddajac analizie sekwencyjnej regiony kodujace genu SMNI. Jedynie u jednego
z nich zidentyfikowano mutacj¢ punktowa.

Tabela VIII przedstawia zbiorcze dane analizy ilosciowej genu SMNI. Jako

kontrole zewnetrzng zastosowano gen RN-azy.
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Tabela VIII.

Analiza ilosciowa genu SMNI! u pacjentéw podejrzewanych o mutacje punktowe.
Roéznica jednego cyklu pomiedzy pacjentami (1, 2, 3, 4) i zdrowa kontrola (10)
wskazuje na dwukrotnie mniejszg ilo§¢ produktu reakeji (czyli dwukrotnie mniejsza
liczbe kopii SMNI), a tym samym wysoce prawdopodobny uklad heterozygotyczny z
delecja na jednym allelu i potencjalng mutacja punktowg na drugim. Podobne wyniki
z dwukrotnym zmniejszeniem ilosci produktu reakcji w poréwnaniu ze zdrows
kontrola uzyskano u nosicieli SMA.

) C dia Cr dla .
Pacjent C Interpretacja
SMNI RN-azy
1 31,95 23,28 8,67  podejrzenie mutacji punktowe;j -
w wyniku sekwencjonowania
31,67 23,22 8,45  zidentyfikowano mutacje T2741
2 31,75 23,07 8,68  podejrzenie mutacji punktowej, metoda
bezposredniego sekwencjonowania nie
31,51 23,21 8.3 zidentyfikowano mutacji punktowej
3 31,41 23,09 8,32  podejrzenie mutacji punktowej, metoda
bezposredniego sekwencjonowania nie
31,45 ? ? zidentyfikowano mutacji punktowe;j
415 34,33 25,92 8,41  badano DNA zmarlej dziewczynki;
podejrzenie mutacji punktowej, metoda
34,29 25,74 8,55  bezposredniego sekwencjonowania nie
zidentyfikowano mutacji punktowej
6 31,91 2491 7 wynik zblizony do uzyskanego od
zdrowej kontroli, objawy raczej nie
31,79 24,79 7 zwigzane z mutacja SMN/
7 30,26 22,63 7,63  wynik zblizony do uzyskanego od
zdrowej kontroli, objawy raczej nie
30,07 22,55 7,52  zwiazane z mutacja SMN/
8 31,85 24,66 7,19  wynik zblizony do uzyskanego od
zdrowej kontroli, objawy raczej nie
31,73 24,48 7,25  zwiazane z mutacja SMN]
9 30,78 23,48 7.3 wynik zblizony do uzyskanego od
zdrowej kontroli, objawy raczej nie
30,83 23,49 7,34  zwiazane z mutacja SMN/
10 32,17 24,94 7,23  kontrola, osoba zdrowa (nie nosiciel)
32,28 24,82 7,46
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Mutacj¢ punktowa zmiany sensu (T2741) zidentyfikowano u pacjenta 1.

Pacjenci 2, 3, 4 i 5 (pacjenci 4 i S ;jako rodzenstwo rozpatrywani sa razem)
posiadali dwukrotnie zmniejszong liczb¢ kopii genu SMNI, jednak analiza
sekwencyjna nie wykazala u nich obecnosci mutacji punktowe;.

Pacjenci 6, 7, 8 i 9 majg prawidlowa liczb¢ kopii genu SMNI, w zwiazku
z czym malo prawdopodobny jest zwiazek wystgpujacych u nich objawéw
z mutacjami genu SMNI. Dla upewnienia si¢, réwniez i u nich przeprowadzono
sekwencjonowanie 8 eksonéw kodujacych genu, nie identyfikujac ;jednak Zadnej
mutacji patogenne;.

Ponizej przedstawiono analiz¢ omawianych przypadkow.

SMA zwigzane z wspélistnieniem delecji z mutacja punktowa T274

Pacjent 1

ur. 1986 (rodowdd 546)

Dziewczynka urodzona z cigzy trzeciej, porodu pierwszego prawidlowego,

czasie, z masa urodzeniowa 2540 g. Po urodzeniu dziecko w stanie ogdlnym

srednim, ocenione na 6 pkt w skali Apgar. Dwie poprzednie cigze matki dziecka
zaKonczyly sie poronieniami samoistnymi w pierwszym trymestrze cigzy. Rodzice
dziewczynki byli zdrowi, niespokrewnieni. Wywiad rodzinny nie byl obciazony
wystepowaniem choréb nerwowo-mig¢sniowych. Przebieg ciazy byl prawidlowy.
Ruchy ptodu matka czuta dobrze. W pierwszym roku zycia dziewczynka rozwijala
si¢ prawidlowo. Dziecko siedzialo w 6 miesiacu zycia, zaczglo samodzielnie
chodzi¢ przed 12 miesigcem zycia. Okolo 2 roku zycia dziewczynka zacze¢la potykac
si¢, upada¢. Pojawily si¢ trudnosci z wchodzeniem po schodach, wstawaniem
z podlogi. Z powodu narastajacych objawow dziewczynka hospitalizowana w 5 roku
zycia. Woéwczas z odchylen w badaniu neurologicznym stwierdzono: drzenie j¢zyka,
znaczng wiotkos¢, drzenie palcow, osltabienie zginaczy stawu biodrowego
i prostownikow kolan, brak odruchéw kolanowych. Zwracala uwagg¢ znaczna
hiperlordoza, koslawos¢ kolan i plaskostopie. Chéd byl kaczkowaty. Dziewczynka
nie potrafila chodzi¢ na pigtach, stabo chodzila na palcach. Wstawala z bardzo
duzym trudem wspinajac si¢ po sobie, siadata przewracajac si¢ na bok.

W badaniach dodatkowych nie stwierdzono odchylen w podstawowych

badaniach biochemicznych, dotyczacych takze CK i aldolazy. Zapis EMG
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wskazywal na uszkodzenie neuronu obwodowego na poziomie rogéw przednich
rdzenia  kregowego. Obraz  histopatologiczny =~ wycinka  migSniowego
(m. czworoglowy wuda) odpowiadal zanikowi neurogennemu z wzorem
obserwowanym w chorobie Werdniga-Hoffmanna. W EEG stwierdzono zapis w
granicach normy dla wieku. W badaniu psychologicznym dziewczynka wykazywala
przecigtny poziom rozwoju umystowego (IQ 97).

Na podstawie obrazu klinicznego oraz wynikéw badan dodatkowych
rozpoznano dosiebny rdzeniowy zanik migsni typu 3a. Badanie molekularne nie
wykazalo obecnosci delecji eksonu 7 genu SMNI. W zwigzku z powyzszym
rozszerzono diagnostyk¢ molekularna o sekwencjonowanie genu SMNI, co

umozliwilo identyfikacj¢ mutacji punktowej T2741 (C854T) w eksonie 6 (ryc.12).

CATACTG GCTATTATATC

Ryc. 12 Mutacja zmiany sensu T2741. Miejsce mutacji zaznaczono strzalka.
Zamiana cytozyny w tyming w pozycji 854 w eksonie 6 genu SMN powoduje na
poziomie aminokwasowym zamian¢ treoniny w izoleucyng. Mutacja ta
zlokalizowana jest w regionie tworzacym wazn3a funkcjonalnie domeng
oligomeryzacji i wigzania z substratami biatka SMN.

Pacjenci 2,3,4i 5.

SMA zwigzane z mutacjami w obrgbie sekwencji promotorowych lub

intronowych genu SMN1?

Pacjent 2

ur. 1985 (rodowdd 569)

Dziewczynka urodzona z ciazy drugiej, prawidlowej, w stanie dobrym, z
masg urodzeniowa 2800 g. Pordd odbyt si¢ przez cigcie cesarskie. Dziecko siadalo

w 7-8 miesigcu zycia, stawalo w 9 miesiacu zycia, chodzi¢ zaczelo z niewielkim
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opoznieniem okolo 17-18 miesigca Zzycia, od poczatku niepewnie i kotyszaco.
Dziewczynka zawsze biegala mniej sprawnie, wchodzita po schodach z trudem.
Rodzice dziecka byli zdrowi, mlodzi, niespokrewnieni. Wywiad rodzinny
w kierunku choréb nerwowo-mig$niowych byt negatywny. Choroba miata przebieg
stacjonarny. Dziecko hospitalizowano w 10 roku zycia. Wtedy w badaniu
neurologicznym z odchylen stwierdzono obnizenie napigcia mig¢sniowego,
oslabienie zginaczy stawu biodrowego, stabe odruchy kolanowe. Dziewczynka
siadata dos¢ dobrze, wstawala z niewielkim trudem, gorzej chodzila na pigtach.

W badaniach dodatkowych stwierdzono nieznacznie podwyzszone wartosci
kinazy kreatynowej i aldolazy (CK 43,27 IU; norma 0-34; aldolaza 19,0 IU; norma
0-8). Zapis EMG wskazywal na uszkodzenie neuronu obwodowego na poziomie
rogow przednich rdzenia krggowego, dotyczace :jedynie odcinka ledzwiowego.
Obraz kregostupa w badaniu radiologicznym byl prawidlowy. Obraz
histopatologiczny wycinka mig¢sniowego (m. czworoglowy uda) odpowiadatl
zanikowi neurogennemu. W EEG stwierdzono zapis w granicach normy dla wieku.
W badaniu psychologicznym dziecko wykazywalo przecigtny poziom rozwoju
umystowego (IQ 96).

Caltos¢ obrazu klinicznego sugerowala rozpoznanie rdzeniowego zaniku
migs$ni, postaci tagodnej — SMA3a. Zwracal uwagg stacjonarny przebieg choroby
przy stosunkowo wczesnym poczatku oraz ograniczenie procesu (w badaniu
elektrofizjologicznym) do konczyn dolnych.

Badanie genetyczne nie wykazato homozygotycznej delecji w genie SMN1.
W zwiazku z tym rozszerzono diagnostyk¢ molekularng poszukujac mutacji
punktowych. Analiza ilosciowa wykazala obnizong liczb¢ kopii genu SMNI,
co moze wskazywa¢ na uklad heterozygotyczny mutacji punktowej z delecja na
jednym z alleli. Pelna analiza sekwencji 8 kodujacych eksonow genu SMN

nie wykazatajednak obecnosci mutacji punktowe;j.

Pacjent 3

ur. 1992 (rodowdd 644)

Dziewczynka urodzona z cigzy pierwszej, prawidlowej, porodu powiktanego
zakazeniem wewnatrzmacicznym (zielone wody ptodowe), z masa ciata 3100 g.

Przy porodzie dziecko ocenione na 8 pkt w skali Apgar. Rodzice byli zdrowi,

57



WYNIKI

niespokrewnieni. Wywiad rodzinny w kierunku choréb nerwowo-migsniowych byt
negatywny. W 2 miesigcu zycia rozpoznano zwichnigcie lewego stawu biodrowego,
leczone poduszkg Frejki. Dziewczynka siadata w 9 miesiacu zycia, chodzila w 20
miesiacu zycia. Latwo si¢ przewracata. Dziecko hospitalizowano w 6 roku zycia. W
badaniu neurologicznym stwierdzono z odchylen: wiotkie napigcie w zakresie
konczyn gornych i dolnych, stabsze przywodziciele ramienia, zginacze
i odwodziciele stawu biodrowego, zginacze kolan i zginacze grzbietowe stopy.
Ponadto zwracata uwage poglebiona lordoza ledZwiowa oraz nieco kaczkowaty
chéd, niemozliwy na pigtach. Dziewczynka nie potrafila biega¢, miata duze
trudnosci z wchodzeniem po schodach.

W badaniach dodatkowych nie stwierdzono odchylen w podstawowych
badaniach biochemicznych, w tym CK i aldolazy. Zapis EMG wskazywal na
uszkodzenie neuronu obwodowego na poziomie rogéw przednich rdzenia
kregowego. Badanie histopatologiczne migsnia nie bylo miarodajne. W badanym
wycinku stwierdzono obecnos¢ tkanki lacznej i tluszczowej, bez wildkien
mi¢sniowych.

Rozpoznanie rdzeniowego zaniku migsni typ 3a postawiono na podstawie
obrazu klinicznego i wyniku badania elektrofizjologicznego. Badanie genetyczne
nie wykazalo homozygotycznej delecji w genie SMNI. W zwigzku z tym
rozszerzono diagnostyke molekularng poszukujac mutacji punktowych. Analiza
ilosciowa wykazata obnizona liczb¢ kopii genu SMNI, co moglo wskazywaé na
uklad heterozygotyczny z delecja na ;jednym z alleli. Pelna analiza sekwencji 8

kodujacych eksonéw genu SMN nie wykazala jednak obecnosci mutacji punktowe;.

Pacjenci4i$

(rodowod 664)

Dziewczynka (ur. 1998, zm. 2000), urodzona z cigzy drugiej, prawidlowej, z
masg ciala 3910 g. Ciaze zakonczono cigciem cesarskim ze wzgledu na
krétkowzrocznosé matki. Przy porodzie dziewczynke oceniono na 9 pkt w skali
Apgar. Matka dobrze czula ruchy ptodu. Rodzice nie byli spokrewnieni. Wywiad w
kierunku chorob nerwowo-mig$niowych w rodzinie byt negatywny. Dziewczynka
nigdy nie dzwigata glowy, nigdy nie siadata. Czgsto zapadala na infekcje gérnych i

dolnych drog oddechowych W 4 miesigcu zycia u dziecka rozpoznano dysplazje
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stawow biodrowych, leczona poduszka Frejki. Dziewczynk¢ badano neurologicznie
w 12 miesiacu zycia. Stwierdzono wowczas duza wiotkos¢, opadanie glowy,
tetraparez¢ - przy czym konczyny dolne byly niemal catkowicie porazone, brak
odruchoéw glebokich. Migénie twarzy nie byly objete procesem chorobowym.
Rozwo6j psychiczny byl prawidlowy. Dziecko zmarlo w wieku 21 miesigcy z
powodu zapalenia pluc.

U chorej nigdy nie wykonano badania elektrofizjologicznego. Badanie
autopsyjne mig¢snia czworogltowego uda wykazalo obraz odpowiadajacy zmianom
obserwowanym w SMAI,

Badanie genetyczne nie wykazalo obecnosci homozygotycznej delecji
eksonu 7 genu SMN].

Chlopiec (ur. 2001), urodzony z ciazy trzeciej, prawidlowej, z masa
urodzeniowa 3480 g. Przy porodzie dziecko ocenione na 9 pkt w skali Apgar. Do 3
miesigca zycia, zdaniem matki, chlopiec rozwijat si¢ prawidtowo, dzwigat glowg.
Potem nastapito zahamowanie rozwoju ruchowego. Dziecko badano neurologicznie
w piatym miesiagcu zycia. Stwierdzono wowczas uogolniona wiotkos¢, brak
odruchéw glebokich, dziecko w pozycji na brzuchu nie wunosilo glowy.
Konsultowane ponownie w wieku 18 miesi¢gcy. W tym okresie chlopiec byl bardzo
wiotki, nie siedzial i nie chodzil samodzielnie, glowa cz¢sto mu opadata. Do 22
miesigca zycia nie wystgpowaly infekcje drog oddechowych, nie wymagal
antybiotykoterapii. W 22 miesiacu zycia rozwinglo si¢ zapalenie pluc, wymagajace
oddechu wspomaganego, powiklane sepsa i ostrym zapaleniem otrzewnej. Po
krotkim okresie poprawy miala miejsce kolejna infekcja dolnych drog
oddechowych. Chtopca ponownie badano w wieku 2 lat. Dziecko bylo woéwczas
przytomne, wyniszczone, wymagajace oddechu zast¢pczego, bardzo wiotkie, z
masywnym niedowladem czterokonczynowym.

Badanie genetyczne nie wykazatlo homozygotycznej delecji w genie SMNI.
W zwiazku z tym rozszerzono diagnostyk¢ molekularng poszukujac mutacji
punktowych. Analiza ilosciowa wykazata obnizong liczbe¢ kopii genu SMNI,
co wskazywalo na uklad heterozygotyczny z delecja na ;jednym z alleli. Pelna
analiza sekwencji kodujacych 8 eksonéw genu SMN nie wykazala:jednak obecnosci
mutacji punktowej. Zalozono hodowle fibroblastoéw celem kontynuacji diagnostyki

molekularnej w os$rodku zagranicznym.
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Fot. 6
2-letni chlopiec z SMA1. Badanie genetyczne nie wykazalo obualleliczne;j
delecji w genie SMNI.

Jedynie w 1 z przedstawionych powyzej 5 przypadkéow, z wysoce
prawdopodobnym udzialem malej mutacji w patogenezie choroby (zmniejszona
liczba kopii SMNI), zidentyfikowano mutacj¢ punktowa. Wydaje sig¢, ze
w pozostatych przypadkach za objawy choroby odpowiedzialne sa mutacje polozone
w obrebie sekwencji promotorowych badz intronowych genu. Druga przyczyna
niepowodzenia moze by¢ zawodnosé stosowanej metody bezposredniego
sekwencjonownia. W metodzie tej analizowane sa obie kopie genu SMN, co przy

skomplikowanej budowie regionu SMA moze dawaé wynik falszywie ujemny.

Pacjenci6,7,8,9

SMA nie zwigzane z mutacjami genu SMNI

Pacjent 6

ur. 1994 (rodowod 739)

Dziewczynka urodzona z cigzy pierwszej, o czasie, z urodzeniowa masa ciata
2030 g. Z przyczyn spotecznych przebywala w domu dziecka od 2 roku zycia.
Dziecko zaczeto chodzi¢ z duzym opdznieniem, okolo 4 roku zycia, poczatkowo
z balkonikiem, potem samodzielnie. Chod od poczatku byl kaczkowaty.
Hospitalizowana w 6 roku zycia. W badaniu neurologicznym stwierdzono

z odchylen wiotkie napigcie, ostabienie migsni obrgczy biodrowej, brak odruchow
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kolanowych. Konczyny dolne byly szczuple, z przeprostami w kolanach, stopy
konsko-szpotawe. Chod byl kaczkowaty, na szerokiej podstawie, utrudniony
na palcach i na pigtach. Dziewczynka wstawata z pozycji kucznej wspinajac si¢ po
sobie. Zwracata uwage pogl¢biona lordoza lgdZzwiowa i kyfoza krzyzowa.

W badaniach dodatkowych nie stwierdzono odchylen w podstawowych
badaniach biochemicznych, w tym CK i aldolazy. Zapis EMG wskazywal na
uogoblnione uszkodzenie neuronu obwodowego na poziomie rogéw przednich
rdzenia krggowego. Rtg odcinka lgdzwiowego wykazat tarn dwudzielng. Wynik
badania rezonansu magnetycznego odcinka lgdZwiowego i piersiowego byt
prawidlowy. Obraz histopatologiczny wycinka mig$niowego (m. czworoglowy uda)
odpowiadat zanikowi neurogennemu.

Na podstawie obrazu klinicznego oraz wynikéw badan dodatkowych
rozpoznano dosiebny rdzeniowy zanik migéni typu 3a. W wywiadzie zwraca uwagg
znacznego stopnia opdznienie rozwoju ruchowego oraz wspolwystgpowanie wad
rozwojowych.

Badanie genetyczne nie wykazalo homozygotycznej delecji w genie SMNI.
Pomimo prawidlowego wyniku analizy ilosciowej rozszerzono diagnostyke
molekularng poszukujac mutacji punktowych. Pelna analiza sekwencji kodujacych 8

eksonow genu SMN nie wykazata jednak obecnosci mutacji punktowe;.

Pacjent 7

ur. 1968 (rodowod 706)

Dziewczynka urodzona z cigzy siddmej prawidtowej. Porod odbyt si¢ sitami
natury. Matka dobrze czula ruchy ptodu. Wywiad rodzinny w kierunku choréb
nerwowo-migsniowych byl negatywny. Rodzice zdrowi, niespokrewnieni. Rozwdj
ruchowy dziecka byl nieco opdézniony. Dziewczynka siadata samodzielnie w 8
miesigcu zycia, chodzila w 20 miesigcu zycia. Od poczatku chodzita Zle,
kaczkowato. Czgsto si¢ przewracala, nie mogta samodzielnie wstaé. Przestata
chodzi¢ w 5 roku zycia. Od 7 roku zycia porusza si¢ tylko na wozku. Badana w 22
roku zycia. Wowczas nie siadata samodzielnie, nie chodzita, glowa czgsto opadata,
rgce pozostawaly nadal dos¢ sprawne. Ponadto zwracalo uwage duze skrzywienie

krggostupa. Rozwdj umystowy byl prawidlowy.
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W badaniach dodatkowych nie stwierdzono odchylen w podstawowych
badaiach biochemicznych. Poziom CK i aldolazy byl prawidlowy. Zapis EMG
wskazywat na uogolnione uszkodzenie neuronu obwodowego na poziomie rogéw
przednich rdzenia kregowego. Obraz histopatologiczny wycinka mig$niowego
(m.czworoglowy uda) odpowiadat zanikowi neurogennemu.

Na podstawie obrazu klinicznego oraz wynikow badan dodatkowych
rozpoznano dosiebny rdzeniowy zanik mig¢s$ni typu 3a.

Badanie genetyczne nie wykazato homozygotycznej delecji w genie SMNI.
Pomimo prawidlowego wyniku analizy ilosciowej rozszerzono diagnostyke
molekularna, poszukujac mutacji punktowych. Petna analiza sekwencji kodujacych

8 eksonow genu SMN nie wykazata jednak obecnosci mutacji punktowe;.

Pacjent 8

ur. 1964 (rodowdd 692)

Pacjentka urodzona z ciazy drugiej prawidlowej, z masa ciala 3500 g.
Rozwdj ruchowy w pierwszym roku zycia przebiegal bez odchylen. Wywiad
rodzinny w kierunku choréb nerwowo-migsniowych byl negatywny. W 20 roku
zycia, po porodzie, wystapily pierwsze trudnosci z wchodzeniem po schodach.
W pozniejszym okresie objawy stopniowo nasilaly sig.

W badaniach dodatkowych nie stwierdzono odchylen w podstawowych
badaniach biochemicznych (CK i aldolaza w normie). Zapis EMG wskazywal na
uogolnione uszkodzenie neuronu obwodowego na poziomie rogéw przednich
rdzenia krggowego. Nie wykonywano badania histopatologicznego wycinka
mig$niowego.

Na podstawie obrazu klinicznego oraz badania elektrofizjologicznego
rozpoznano SMA3b. W wywiadzie zwraca uwagg pozny poczatek choroby.

Badanie genetyczne nie wykazalo homozygotycznej delecji w genie SMNI.
Pomimo prawidlowego wyniku analizy iloSciowej rozszerzono diagnostyke
molekularna, poszukujac mutacji punktowych. Pelna analiza sekwencji kodujacych

8 eksondéw genu SMN nie wykazala:;jednak obecnosci mutacji punktowej.
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Pacjent 9

ur. 1964 (rodowdd 660)

Pacjent urodzony z ciazy czwartej. Brak danych o rozwoju ruchowym
w pierwszym roku zycia. Okolo 6 roku zycia wystapily kurcze tydek oraz
postepujace ostabienie sity migsniowej, poczatkowo obejmujace migsnie obrgczy
biodrowej (trudnosci z wchodzeniem po schodach, wstawaniem, bieganiem),
a nastepnie migsnie obreczy barkowej. Wywiad rodzinny w kierunku choréb
nerwowo-migsniowych byt negatywny. Rodzice pacjenta nie byli spokrewnieni.
Chory hospitalizowany w 33 roku zycia. W badaniu neurologicznym stwierdzono
z odchylen pogi¢bienie kyfozy piersiowej i lordozy lgdzwiowej, drzenie palcow,
ostabienie i zanik mig¢sni o rozkladzie dwuobrgczowym (konczyny dolne bardziej
zajete niz konczyny gorne), ostabienie odruchéw glgbokich w konczynach goérnych,
zniesione odruchy kolanowe i skokowe, przerost mig¢sni podudzi. Pacjent chodzit
z pomocg laski, nie stawal na pigtach i palcach.

W badaniach dodatkowych zwracaly uwage podwyzszone wartosci CK
i aldolazy (CK 336 IU, aldolaza 38,5 IU). Dwukrotnie przeprowadzane badanie
elektrofizjologiczne (1998, 1999) wskazywalo na znacznego stopnia uszkodzenie
neuronu obwodowego na poziomie rogéw przednich rdzenia krggowego. Pacjent nie
wyrazil zgody na biopsj¢ migsniowa.

Na podstawie obrazu klinicznego oraz badania elektrofizjologicznego
rozpoznano dosiebny SMA3b.

Badanie genetyczne nie wykazato homozygotycznej delecji w genie SMNI.
Pomimo prawidlowego wyniku analizy ilosciowe] rozszerzono diagnostyke
molekularna, poszukujac mutacji punktowych. Petna analiza sekwencji kodujacych

8 eksonow genu SMN nie wykazala jednak obecnosci mutacji punktowe;.

63



Tabela IX
Analiza przypadkow SMA nie wykazujacych obuallelicznej delecji w genie SMN1

Legenda: M- pte¢ meska
K- pte¢ zenska
neur- zapis/obraz neurogenny
N-norma
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4.6 Nosicielstwo

Opracowanie wiarygodnego testu na nosicielstwo zmutowanego genu SMNI
utrudnia ztozonos$¢ budowy regionu SMA. Nowe mozliwosci badania nosicielstwa
pojawily si¢ w momencie opracowania techniki iloSciowej — ,real - time PCR”.
W stosowanej metodzie celem badania ;jest ilosciowa ocena produktu reakeji PCR
osoby badanej i osoby zdrowej (nie nosiciela). Dwukrotne zmniejszenie ilosci kopii
genu SMNI osoby badanej w poréwnaniu z osoba zdrowa jest rownoznaczne
ze stwierdzeniem ukladu heterozygotycznego z delecja na jednym z alleli, a wigc
ze stanem nosicielstwa.

Podstawowym elementem umozliwiajacym prowadzenie dalszych badan bylo
zaprojektowanie  starterow  (ryc.13), rozrézniajacych kopi¢ telomerowa
od centromerowej genu SMN. Zaprojektowane startery charakteryzuja si¢ wysoka
swoistoscia. W zadnym z kilku analizowanych przypadkéw z homozygotyczng
delecja kopii telomerowej nie uzyskano produktu dla SMNI, z kolei u osoby
zdrowej, ale wykazujacej homozygotyczna delecj¢ kopii centromerowej,

nie uzyskano produktu dla SMN2.

Gen SMN1

ATGTCTATAT AGCTATITTI
AAAAATTGTAGGTATATITC GATAGATATA TATOGATAGA TACAGATATATOGATAAAAA AAATTGAAGG

TTTAGACAAAATCAAAAAGA AGGAAGGTGC TCACATTTOCT
AAAATAAAAGGAATGACCCA AAGTCTTGTITTAGITTIICT TOCTTCCACG  AGTGTAAGGA

Gen SMN2

ATATCTATAT AGCTATTITI -
AAAAATTGTA GGTATATTTC GATAGATATA TATOGATAGA TACAGATATATOGATAAAAA AAATTGAAGG

TTITAGACAAA ATCAAAAAGA AGGAAGGTGC TCACATITCCT
AAAATAAAAGGAATGACCCA AAATCTTGITT TAGITITICT TOCTTCCAOG  AGTGTAAGGA

Ryc.13  Startery zaprojektowano na granicy intronu 6 i eksonu 7. Kreska
zaznaczono granic¢ miedzy intronem a eksonem, Kkolorem czerwonym zaznaczono
starter 5°, niebieskim - 3°, na zielono zaznaczono sekwencj¢ sondy TagMan
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Jak si¢ okazalo, istotny wplyw na wydajnos¢ reakcji ma czystos¢ i jako$¢
stosowanego DNA. By zminimalizowa¢ ilo$¢ zanieczyszczen uzyto filtrow
do oczyszczania DNA. Zastosowano takze niskie stgzenia DNA (10-25 ng
na reakcjg). Dzigki tym dzialaniom uzyskana wydajno$¢ reakcji stala sig
proporcjonalna do ilosci uzytego DNA (zastosowanie kolejnych rozcienczen daje
wprost proporcjonalne obnizenie ilosci uzyskiwanego produktu) (ryc.14). Bardzo
wysoka jest rowniez powtarzalnos¢ wyniku - badanie kazdego analizowanego DNA
przeprowadzano w trzykrotnych powtorzeniach.

Niewielka, ale zauwazalna zmienno$¢ wydajnosci reakcji w zaleznosSci
od stosowanego DNA wymogla zastosowanie systemu zewngtrznej kontroli. Jako
gen wzorcowy zastosowano gen RN-azy, wystgpujacy w pojedynczej kopii. W
analizie wynikow nie poréwnuje si¢ bezposrednio C genu badanego i wzorcowego
SMNI1, ale roznice C dla SMNI i RN-azy badanego DNA do réznicy C dla SMNI
1 RN-azy wzorcowego DNA.

Wynik graficzny badania iloSciowego osoby zdrowej, nie bgdacej nosicielem
i nosiciela delecji w genie SMNI przedstawiaja ryciny 15 i 16. Rdznica jednego
cyklu migdzy C nosiciela i osoby zdrowej oznacza dwukrotnie mniejsza ilo$¢
produktu reakcji. Taki wynik jest rOwnowazny z wyjsciowa dwukrotnie mniejsza
liczba kopii genu SMN/ u badanego nosiciela w poréwnaniu z osobg zdrowa, nie
bedaca nosicielem.

Do chwili obecnej badaniami metoda ,,real-time PCR” objeto niewielka
grupe pilotazowa, obejmujaca w sumie 14 0sob, z czego u 9 chorych podejrzewano
mutacje punktowe. W badanej grupie dwukrotne obnizenie liczby kopii genu SMNI
stwierdzono w 7 przypadkach - u 5 chorych z objawami SMA i 2 rodzicoéw chorego
dziecka (potencjalnych nosicieli zmutowanego genu). Wyniki badan pacjentow,
u ktérych podejrzewano wystapieniec mutacji punktowych przedstawiono
w podrozdziale 4.6.

Uzyskane wyniki sa wynikami wstgpnymi i wymagaja prowadzenia dalszych

prac, przede wszystkim nad standaryzacja.
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Ryc. 14 Stosujac DNA w ilosci:12,5 ng, 25 ng i 50 ng uzyskano trzy
krzywe. Réznica jednego cyklu dla kolejnych stezen Swiadczy

o uzyskaniu iloSci produktu wprost proporcjonalnej do wyjsciowego
stezenia DNA

Ryc. 15 Wynik badania iloSciowego genu SMN/ i RN-azy osoby zdrowej -
nie nosiciela. Roznica C 6,9.
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Ryc. 16 Wynik badania iloSciowego genu SMNI i RN-azy
nosiciela delecji w jednym allelu genu SMNVI. Réznica C 8,1
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5. DYSKUSJA

Obserwowany w ostatnich latach rozwqj technik biologii molekularne;
przyczynit si¢ w bardzo istotny sposob do poszerzenia wiedzy o rdzeniowym zaniku
migsni. Jeszcze 13 lat temu nie bylo wiadomo, czy SMA to jedna choroba
heterogenna klinicznie, czy tez kilka choréb o podobnej symptomatologii. Zaledwie
przed 7 laty zidentyfikowano gen SMNI, ktorego mutacje sa odpowiedzialne za
wystapienie objawow rdzeniowego zaniku migsni. Od tego czasu nasza wiedza
wzrasta w blyskawicznym tempie. PoznaliSmy czynniki modyfikujace fenotyp.
Coraz lepiej znane sg sktadowe i funkcje kompleksu biatka SMN. Stworzono model
zwierzgcy choroby. A wreszcie - podejmowane sg proby terapeutyczne, majace na
celu nasilenie ekspresji genu SMN2 i tym samym zwigkszenie poziomu
deficytowego biatka SMN w tkankach.

Jakie implikacje praktyczne daje zdobyta wiedza? Jak dotad — umozliwia
przede wszystkim udoskonalanie diagnostyki. Wysoka homogennos¢ podloza
molekularnego rdzeniowego zaniku migs$ni pozwolila na opracowanie szybkiego
i wiarygodnego testu genetycznego. Test ten stal si¢ podstawa weryfikacji
podejrzenia rdzeniowego zaniku mig¢sni, a;jego negatywny wynik w praktyce zaczal
by¢ utozsamiany z wylaczeniem choroby.

Warto zada¢ sobie zatem pytanie o czgstos¢ wystgpowania obualleliczne;j
delecji w polskiej populacji chorych na SMA. Czy ;jest ona réwnie wysoka jak
w innych populacjach? Jakie ryzyko blgedu ponosimy wykluczajac SMA po
uzyskaniu negatywnego wyniku badania genetycznego?

Na podstawie przeprowadzonej analizy oszacowano czgstos¢ wystgpowania
homozygotycznej delecji eksonu 7 genu SMNI w polskiej populacji chorych
na SMA na okolo 96,6 %. Czegstos¢ wystgpowania tej mutacji w populacjach
europejskich ;jest bardzo zréznicowana - od 77% w Chorwacji (104) do 98,6%
we Francji (73) (dane dla poszczegdlnych populacji podano w tabeli [X). Trudno
ocenié¢, na ile zréznicowanie to wynika z rzeczywistych roznic populacyjnych,
a na ile z doboru badanej grupy. Na przyklad w populacji tureckiej czestosé
wystgpowania homozygotycznej delecji oszacowano w jednym osrodku na 85%,
w drugim na 93% (41, 101). W najblizej spokrewnionych z populacja polska -

stowackiej i rosyjskiej, odsetek delecji oszacowano odpowiednio na 88,4% i 96%
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(46, 122). Z kolei w populacji chinskiej mutacja ta wystgpowala z czgstoscia 86,7%
(117). Inne wyniki uzyskano badajac chorych na SMA rasy czarnej w RPA (107).
Szacunkowy odsetek delecji wyniost tam 61%. Autorzy zwracali jednak uwage
na wystepujace u wielu chorych ostabienie migsni twarzy, nietypowe dla omawianej
postaci choroby. By¢ moze otrzymany wynik zwigzany byl zatem z niewlasciwym
doborem grupy. Analizie poddano prawdopodobnie réwniez chorych z odmienng
fenotypowo i genotypowo forma SMA.

Tabela IX.

Czestos¢ wystepowania delecji eksonu 7 genu SMNI u chorych

na SMA w réznych krajach

Kraj Czgstos¢ wystgpowania delecji eksonu 7  Pismiennictwo

genu SMNI w populacji SMA

Francja 98,6% 73
Wielka Brytania  97,8% 80
Polska 96,6% obecna praca
Rosja 96% 46
Holandia 93% 110
Turcja 93%, 85% 41,101
Hiszpania 91% 111
Niemcy 90% 50
Stowacja 88,4% 122
Chiny 86,7% 117
Bulgaria 85% 68
Chorwacja 7% 77
RPA 61% 107

Biorac pod uwagg¢ bardzo wysoki procent SMA3 w polskiej grupie,
oszacowany odsetek delecji moze by¢ nawet zanizony. Wirth w 2000 roku
podsumowala dane z kilku krajow europejskich, obejmujace w sumie grupe 1122
pacjentow (116). Sredni odsetek delecji dla wszystkich trzech postaci wynosit 91%,

podczas gdy w postaci tagodnej mutacja ta stanowila tylko 74% (93). Wydaje sig,
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ze SMA3 zwiazana jest z homozygotycznymi delecjami eksonu 7 genu SMNI
rzadziej niz SMALI, zatem wysoki udzial postaci lagodnej w badanej grupie mogt
wplyna¢ na obnizenie uzyskanej czgstosci delecji.

Czy uzyskany w Polsce wynik 96,6% moze wplyna¢ na schemat diagnostyki
rdzeniowego zaniku mig¢$ni?

Wobec braku polskich badan epidemiologicznych przyjmijmy, ze czgstos¢
wystgpowania SMA w polskiej populacji jest podobna do czgstosci opisywanej
w literaturze anglosaskiej i wynosi okoto 1 na 7-10 tysigcy urodzen. Zakladajac,
ze w Polsce rodzi sie rocznie okoto 400 tysigcy dzieci, mozna zalozy¢, ze 40-55
z nich zachoruje na SMA. U jednego lub dwojga z tej grupy wynik badania
genetycznego okaze si¢ nieinformatywny. Analiza molekularna nie wykaze
homozygotycznej delecji eksonu 7 genu SMNI. Czy zatem wykluczajac SMA
na podstawie negatywnego wyniku badania genetycznego ponosimy wysokie ryzyko
bledu? Rozpatrujac zagadnienie w aspekcie populacyjnym nalezy stwierdzic,
ze raczej nie. Jednak, jak wykazuje nasze doswiadczenie kliniczne, np. rodzenstwa
z SMAL1 lub dziewczynki z potwierdzona mutacja punktows, warto pamigtac,
ze negatywny wynik testu molekularnego w kierunku SMA nie wylacza
rozpoznania.

Wykonanie przesiewowego testu genetycznego na obecnos¢ delecji w genie
SMNI, pozwala na rozpoznanie choroby w 96,6% przypadkéw. Wysoki odsetek
delecji w polskiej populacji moglby uzasadniaé wprowadzenie schematu
diagnostycznego, w ktorym w wybranych przypadkach klinicznych zespotu dziecka
wiotkiego, diagnostyke rozpoczynano by od wykonania przesiewowego testu
genetycznego na obecno$¢ delecji w regionie SMA. Propozycja ta, zakltadajaca
odwrdcenie obowigzujacego schematu, moze wydawacé si¢ kontrowersyjna,
przemawiajg za nia jednak silne argumenty natury praktycznej. Szacuje sig¢, Ze
w okoto 75% przypadkow przyczyna zespotu wiotkiego dziecka sa encefalopatie
(lub wady wrodzone OUN), zespoly dysgenetyczne oraz SMA. Klasyczna
diagnostyka choréb nerwowo-mig¢sniowych, oparta na metodach inwazyjnych
(EMG, Dbiopsja migsniowa), wykonywana jest glownie w  osrodkach
wysokospecjalistycznych, co w naturalny sposob ogranicza :jej dost¢pnosé.
Zastosowanie badan molekularnych mogloby w sposob znaczacy uprosci¢ proces

diagnostyczny i w wielu przypadkach umozliwi¢ postawienie rozpoznania.
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Kwalifikacja do wykonania przesiewowego testu na obecno$¢ delecji eksonu 7 genu
SMNI powinna opiera¢ si¢ na caloksztalcie wywiadu i obrazu klinicznego. Wsréd
zasadniczych elementéw przemawiajacych za mozliwoscia SMA u dziecka
wiotkiego, a co za tym idzie wskazujacych na potrzeb¢ przeprowadzenia
diagnostyki molekularnej w kierunku SMA, wymieni¢ nalezy: symetryczne
ostabienie sily migsniowej i brak odruchow gl¢bokich u dziecka nie wykazujacego
cech dysmorfii oraz dodatni wywiad rodzinny. Roéwnolegle z badaniem
genetycznym nalezy przeprowadzi¢ diagnostyk¢ OUN oraz badanie kariotypu.

O ile wykonanie testu genetycznego w poczatkowym etapie diagnostyki
zespolu dziecka wiotkiego moze by¢ uzasadnione, to w przypadku zespotu
dwuobrgczowego badaniem wstgpnym powinno by¢ oznaczenie stg¢zenia kinazy
kreatynowej (z reguly prawidlowego w SMA, znacznie podwyzszonego
w dystrofiach mig$niowych) oraz wykonanie badania elektrofizjologicznego.
Odréznienie procesu miogennego od neurogennego w EMG jednoznacznie
ukierunkowuje proces diagnostyczny. Sens rozpoczynania diagnostyki od testu
genetycznego dodatkowo podwaza wyzsze ryzyko uzyskania wyniku
nieinformatywnego. W formie lagodnej homozygotyczna delecja eksonu 7 genu
SMN| stanowi nizszy odsetek mutacji niz w SMAL.

Jak wspomniano w podrozdziale 4.1, grupe kontrolna stanowilo 143
czlonkéw rodzin chorych (rodzice, rodzenstwo). Homozygotyczng delecj¢ eksonu 7
genu SMNI stwierdzono jedynie u kilkumiesigcznej, bezobjawowej w chwili
badania siostry dziecka z SMA3. Wydaje si¢, ze brak symptomow choroby
u dziewczynki zwiazany ;jest raczej z wezesnym wiekiem badania. Z doswiadczenia
wynika, ze dzieci z forma tagodna choroby czgsto nie wykazuja zadnych odchylen
w badaniu neurologicznym w pierwszym roku zycia. W $wietle opisanych
w literaturze przypadkéw zdrowego rodzenstwa z delecja uzyskane wyniki moga
stanowi¢ przedmiot dyskusji. Biorac pod uwagg tak szerokie spektrum wieku
zachorowania oraz wystgpowanie zjawiska zmiennosci wewnatrzrodzinnej ryzyko
zachorowania osoby z delecja w genie SMNI jest bardzo wysokie i wykluczenie
choroby wymagatoby wieloletniej obserwacji. Z drugiej strony, analizujac zlozonos¢
budowy regionu SMA, nie mozna wykluczy¢ sytuacji, w ktorej kilkakrotnie
zwigkszona liczba kopii genu SMN2 niweluje obecnosé delecji SMNI.

72



DYSKUSJA

W pracy przedstawiono propozycj¢ schematu diagnostyki molekularnej
w kierunku SMA. Wysoki odsetek homozygotycznej delecji eksonu 7 genu SMN/
w polskiej populacji dowodzi, ze stosowany test dobrze spelnia funkcj¢ testu
przesiewowego, weryfikujac ponad 96% przypadkéw SMA. Gdyby diagnostyke
molekularng rozszerzy¢ o badanie ilosciowe kopii genu SMN1, czulos¢ weryfikacji
molekularnej wzrostaby o kolejne 2-3%. Niestety ze wzglgdu na wysoki koszt
analizy w chwili obecnej nierealne wydaje si¢ by¢ wprowadzenie badania
ilosciowego w diagnostyce wszystkich przypadkow skierowanych na test
genetyczny w kierunku SMA. Wydaje si¢ jednak, ze rozszerzenie diagnostyki
molekularnej w wybranych przypadkach jest uzasadnione. Prawidlowy wynik
analizy ilosciowej nie wyklucza ;jednak choroby. Teoretycznie mozliwe jest
wystapienie mutacji punktowych na obu allelach. W takim przypadku analiza
iloSciowa wykazalaby prawidlowg liczb¢ kopii genu SMNI. Niezidentyfikowanie
mutacji punktowej, przy zastosowaniu metody bezposredniego sekwencjonowania,
takze nie wylacza SMA. Za objawy moga by¢ odpowiedzialne mutacje lezace
w sekwencjach promotorowych lub intronowych genu. Ponadto w stosowanej
metodzie analizowane s3 obie kopie genu - telomerowa i centromerowa,
co dodatkowo utrudnia interpretacjg.

Ciekawe rezultaty przyniosta analiza fenotypowa polskiej populacji chorych.
Wysoki odsetek (43%) w badanej grupie stanowili chorzy z postacia tagodna.
Rozwaza¢ mozna kilka interpretacji tego zjawiska. Wysoki odsetek SMA3 moze
by¢ zwigzany:

e 7 rzeczywista odmiennoscia polskiej populacji w poréwnaniu z innymi
populacjami kaukaskimi. Tez¢ t¢ potwierdzalby wysoki odsetek
izolowanego braku eksonu 7 genu SMNI, swiadczacy rowniez o odrgbnosci
genotypowej

e Specyfika osrodka badawczego (Kliniki Neurologicznej i Zespotu
Badawczego Chorob Nerwowo-Migsniowych). Diagnostyka w trybie
hospitalizacji obejmuje pacjentdéw powyzej 3-ego roku zycia. Dzieci
mlodsze trafiajaq jedynie na konsultacje. Tym samym przypadki ostre sg
rzadziej diagnozowane.

e 7 niskim odsetkiem pacjentow kierowanych na badanie molekularne

w kierunku SMA z regionalnych oddzialéw pediatrycznych i oddziatow
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intensywnej opieki medycznej. Wydaje sig, ze czgs$¢ dzieci wiotkich umiera

z powodu niewydolnosci oddechowej bez dalszej diagnostyki.

Dwa ostatnie punkty uwazamy za rzeczywista przyczyng obserwowanej
struktury populacji SMA. Brak co prawda w literaturze badan epidemiologicznych,
dotyczacych czestosci i rozkladu zachorowan wsérdd chorych ze zweryfikowanym
molekularnie rozpoznaniem SMA. Mozna jednak przeanalizowaé struktur¢ grup
objetych diagnostyka molekularna. I tak w populacji francuskiej posta¢ ostra
stanowila 45%, lagodna tylko 15% badanych przypadkéw (73). W niemieckiej -
czestos¢ SMAI szacowano na okoto 55%, SMA3 - na 20% (50,115, 116).
W angielskiej grupie chorych SMAL1 stanowito 38%, SMA3-17% (97). Ale juz
w pracy prezentujacej wyniki badan w populacji chinskiej czgstos¢ postaci ostrej
oceniono na 18%, postaci tagodnej i doroslej z potwierdzong delecja az na 41%
(26). Powyzsze dane moga sugerowa¢ modyfikujacy wplyw opieki zdrowotnej
na strukture grupy objetej badaniem. W Polsce brak ;jest ;jednoznacznych danych
dotyczacych zapadalnosci na SMA. W ciagu roku weryfikowanych ;jest pozytywnie
okoto 30 chorych skierowanych z podejrzeniem rdzeniowego zaniku migs$ni.
Z pewnoscig cze$é przypadkow (dotyczy to prawdopodobnie kilkunastu osob)
pozostaje nie rozpoznanych. W wigkszosci sa to chorzy z cigzkim przebiegiem
choroby, leczeni w regionalnych oddzialach szpitalnych. Moze o tym $wiadczyé
wysoki odsetek (64%) SMA]l w 90-osobowej grupie dzieci, z potwierdzonym
molekularnie rozpoznaniem SMA, a kierowanych spoza naszego osrodka.

Za wysoki odsetek SMA3 w badanym materiale odpowiada¢ moze przede
wszystkim specyfika naszego osrodka oraz niedostateczna rozpoznawalnos¢ SMAI
w okresie niemowlecym. Nie mozna jednak zupelnie odrzuci¢ hipotezy
o odmiennosci fenotypowej naszej populacji. Bundey sugerowala czestsze
wystepowanie formy lagodnej w krajach Europy Srodkowo-Wschodniej (14).
Badanie Spieglera na populacji Polski Centralnej tezy tej ;jednak nie potwierdzily
(106).

Bardziej miarodajne wyniki moze da¢ analiza przeprowadzona za kilka lat,
po wigkszym rozpowszechnieniu testu genetycznego.

Istotnym elementem dyskusji nad fenotypem SMA w polskiej populacji jest
wystepowanie zjawiska zmiennosci wewnatrzrodzinnej. W analizowanym materiale

wspotwystepowanie roznych form SMA u jednego rodzenstwa dotyczylo 30%
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badanych molekularnie rodzenstw. Odsetek ten jest porownywalny ze stwierdzanym
w poprzednich badaniach (59). Zjawisko zmiennosci wewnatrzrodzinnej dotyczy
jednak przede wszystkim form przewleklych. Niewystarczajaca ilos¢ informacji
o podlozu molekularnym zmiennosci wewnatrzrodzinnej nie pozwala na szersza
dyskusj¢ tego tematu. W niektérych rodzenstwach weryfikacji genetycznej
dokonano tylko u jednego z dzieci. Uniemozliwia to ocen¢ potencjalnych
czynnikow modyfikujacych przebieg kliniczny choroby, takich jak rozleglos¢
delecji, liczba kopii centromerowych, czy wreszcie poziom biatka SMN. Badania te
nalezaloby przeprowadzié¢ przede wszystkim w rodzinach, w ktorych wspdlistnieja
odlegte fenotypowo formy. W przypadku badanej grupy chodzi o rodzenstwa
ze wspdlistnieniem typu 2 i 3b. O ile w pozostatych przypadkach istotne znaczenie
mogt mie¢ wpltyw czynnikow zewngtrznych (jak chociazby szybki przyrost masy
ciala w okresie wzrostu lub unieruchomienie z powodu innej choroby), o tyle
w przypadku fenotypow 2 i 3b nie powinien on odgrywa¢ decydujacej roli. Problem
zmiennosci wewnatrzrodzinnej we wspolczesnej literaturze w zasadzie jest
pomijany. Nie znalaztam prac, w ktérych na poziomie molekularnym usilowanoby
wyjasnic¢ t¢ réznorodnosc.

Biorac pod uwage zlozonos¢ budowy regionu SMA, za wystapienie
zmiennosci wewnatrzrodzinne] odpowiada¢ moze szereg czynnikow, takich jak
chociazby rearanzacje zachodzace w okresie gametogenezy czy mozaikowosc.
Wyjasnienie tego fascynujacego zagadnienia wymaga z pewnoscig dalszych,
szeroko zakrojonych badan.

W badanym materiale obserwowano zmniejszony procent zachorowan plci
zenskiej na wszystkie typy SMA, najbardziej widoczny w grupie 3b. Zjawisko to,
niezwykle ciekawe biorac pod uwage autosomalny recesywny sposob dziedziczenia,
obserwowano od wielu lat. Juz w pracach Kugelberga i Welander, opisujacych
posta¢ tagodna, choroba dotyczyla kobiet dwukrotnie rzadziej (71). Podobne
zaleznosci obserwowano rowniez w polskiej populacji chorych na SMA3b (56, 58).
Zjawisko to wigzano z ochronnym wplywem poziomu estrogendéw i FSH. Znaczacy
spadek zachorowan na SMA wsréd dziewczat powyzej 8 roku zycia i zupelny brak
nowych zachorowan po ukonczeniu 13 roku zycia wydawal si¢ korelowaé

ze wzrostem st¢zenia Zzenskich hormonéw plciowych w okresie dojrzewania.
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Jak dotychczas brak w piSmiennictwie publikacji dotyczacych
molekularnego podioza obserwowanych zaleznosci. Przeprowadzona przez nas
analiza pozawala jedynie na ocen¢ wielkosci delecji u chorych z SMA3b,
w zaleznosci od pici. W grupie kobiet z SMA3b obserwowano wyzszy odsetek
(66%) izolowanej utraty eksonu 7 w poréwnaniu z grupa mezczyzn (40%).
Izolowana utrata eksonu 7 (,}agodniejszy genotyp”) czgsciej wiazala si¢
z tagodniejszym fenotypem. Ze wzgledu na stosunkowo niska liczebno$¢ badanej
grupy trudno jednoznacznie ocenié, czy obserwowana przez nas roznica moze mie¢
zwiazek z niZzsza zachorowalnoscia kobiet na SMA3b. Z pewnoscig istotne
znaczenie dla wyjasnienia zaleznosci pomigdzy podlozem molekularnym
a zroznicowaniem zachorowalnosci u obu pici miatoby badanie poziomu ekspresji
genu SMN, jak rowniez lepsze poznanie funkcji biatka SMN.

Kolejnym istotnym elementem charakterystyki fenotypowej badanej plci,
obok zmienno$ci wewnatrzrodzinnej i zrdznicowania plci, jest wystgpowanie
objawow atypowych. Objawy te, stanowiace wg Mig¢dzynarodowego Konsorcjum
SMA kryteria wykluczenia (uposledzenie umystowe, artrogrypoza, cechy
uszkodzenia OUN), stwierdzono u 6 chorych, z potwierdzonym molekularnie
rozpoznaniem SMA. W kazdym z tych przypadkow moga si¢ rodzi¢ watpliwosci co
do etiologii tych objawow (wspdtistnienie innych schorzen czy nietypowy przebieg
choroby podstawowej).

Opisani w podrozdziale 4.3 chorzy z niepelnosprawnoscia intelektualng
prezentowali klinicznie obraz dosiebnego rdzeniowego zaniku migs$ni typu 2.
Wydaje si¢, ze oligofrenia jest u nich objawem wspolwystepujacym. Czgstosé
wystepowania uposledzenia umystowego w populacji szacuje si¢ na 1%.
Wystapienie dwoch przypadkéw w populacji 357 chorych miesci si¢ w granicach
ryzyka populacyjnego.

Dane kliniczne na temat pacjentow z artrogrypoza (podrozdziat 4.3)
pochodzity z ankiet, stad trudno oceni¢ faktyczny stan kliniczny. We wszystkich
trzech przypadkach faczyty si¢ jednak z forma ostra, wrodzona. W takich
przypadkach mozna traktowac artrogrypozg¢ jako powiklanie ucisku powlok
matczynych na wiotki, staby ptdéd. U jednego z pacjentow stwierdzono ponadto
wadg¢ serca. Badanie molekularne wykazalo obecnos¢ duzej delecji, obejmujace;j

takze gen NAIP.
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W literaturze opisanych jest kilka przypadkow artrogrypozy z obualleliczng
delecja w regionie SMA (9, 17). We wszystkich tych przypadkach artrogrypoza byta
jedynie objawem towarzyszacym cigzkiej wrodzonej formie SMA, okreslanej przez
Dubowitza mianem SMAO (38). Dzieci te od urodzenia wykazywaly cechy
niewydolnosci oddechowej, wiotko$¢ i masywny niedowlad czterokonczynowy,
u jednego dziecka wspdtwystgpowata wada serca. W kilku przypadkach matki
odczuwaly wyrazne ostabienie ruchéow plodu. U wszystkich dzieci obserwowano
typowy elektromiograficzny i/lub histopatologiczny obraz SMA. Nie mozna
wykluczyé, ze fenotypowym efektem skrajnego obnizenia poziomu biatka SMN jest
posta¢ SMAO, w ktorej artrogrypoza i wada serca stanowig cz¢$¢ obrazu
klinicznego. W $wietle powyzszych artrogrypoz¢ wystgpujaca u naszych pacjentow
nalezatoby uznac¢ za objaw choroby podstawowe;.

W ostatnim z prezentowanych atypowych przypadkéw objawy uszkodzenia
gornego motoneuronu wystapily na wiele lat przed symptomami fagodnej postaci
SMA. Tak dtugi okres dzielacy poczatek objawdéw uszkodzenia gérnego i dolnego
motoneuronu przemawia raczej za wspolwystgpowaniem dwoéch odrgbnych
jednostek chorobowych, anizeli za atypowym przebiegiem rdzeniowego zaniku
migsni. Analize 14, potwierdzonych w badaniu molekularnym, przypadkéw
atypowych (w tym 7 ze wspolistniejacymi objawami uszkodzenia OUN)
przedstawita Rudnik-Schoneborn (99). Siedmiu pacjentdéw z tej grupy prezentowato
objawy uszkodzenia OUN. Autorka wigze wystgpujace u nich symptomy przede
wszystkim z niedotlenieniem okotoporodowym.

Wydaje si¢, ze zardwno niepelnosprawnos¢ intelektualna, jak i objawy
uszkodzenia OUN, wystepujace u naszych pacjentow, nalezy traktowac nie jako
przejaw choroby podstawowej, lecz schorzenia wspdlistniejacego. Z kolei
artrogrypozg, o ile wystepuje u dzieci z formg wrodzona, mozna traktowac ;jako
nastgpstwo wczesnego rozpoczecia si¢ procesu chorobowego, juz w okresie
plodowym. Na obecnym etapie wiedzy o roli biatka SMN nie jestesmy jeszcze
w stanie okresli¢, czy:jego skrajny niedobor wywotuje zaburzenia czynnosci innych,
oprdcz rdzenia, narzadéw. Doktadne poznanie roli biatka SMN z pewnoscig utatwi
w przysztosci klasyfikacje nietypowych objawow.

Interesujacym aspektem charakterystyki genetycznej badanej grupy

pacjentow jest rozklad wielkosci delecji w regionie SMA, odbiegajacy od
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przecigtnego dla populacji kaukaskiej. W analizowanym materiale rzadziej
obserwowano duze delecje obejmujace gen NAIP. Z drugiej strony wyzszy odsetek
stanowila izolowana utrata eksonu 7. Do takich rezultatdw przyczynila si¢ na
pewno struktura badanej grupy, z wysokim odsetkiem SMA3 i niskim SMAI. Mysle
jednak, ze nie mozna wykluczy¢ odrgbnosci genetycznej polskiej populacji.
Przecietny odsetek izolowanej utraty ekonu 7 dla populacji kaukaskiej wynosi okoto
5% (46, 75, 108). Wystepujacy u nas bardzo wysoki odsetek tej mutacji (21%)
zdecydowanie wyréznia polska populacje chorych na SMA. Analiza haplotypu
polskich rodzin z SMA przeprowadzona w 1995 roku wykazata identyczny haplotyp
sprz¢zony z choroba w 25% badanych chromosomoéw (13). Wynik ten sugeruje
wystgpowanie efektu zalozyciela. Efekt ten moglby rowniez tlumaczy¢ dane
uzyskane w naszej analizie.

Odrebnosci  genetyczne, dotyczace wielkosci delecji w regionie SMA,
obserwowane sa réwniez w wielu innych populacjach. W populacji arabskiej, w
ktorej zdecydowanie dominuje postaé ostra SMA, duze delecje z zajgciem genu
NAIP stanowia 75-100% mutacji u chorych na SMAI (1, 100). W Turcji delecje te
zidentyfikowano u 75% chorych na SMAI i 33% na SMA2 (101). W populacji
chinskiej izolowana utrata eksonu 7 stanowita 7,9%, a duze delecje zidentyfikowano
w zaledwie kilku przypadkach (26).

Zalezno$¢ nasilenia objawoéw klinicznych od wielkosci delecji  byta
wielokrotnie analizowana od czasu identyfikacji genow w regionie SMA. Nigdy nie
znaleziono bezposredniej korelacji migdzy typem choroby a wielkoscig delecji.
Okazalo si¢ zreszta, ze izolowana utrata eksonu 7 czgsto odpowiada nie rzeczywistej
delecji, lecz konwersji genu. Istotny wplyw na przebieg kliniczny choroby ma
réwniez liczba kopii centromerowych. W uzyskanych przez nas wynikach istnieje
jednak wyrazna tendencja wspolistnienia duzych delecji z postacia ostra (85%
duzych delecji wystgpowato u chorych z SMA1), a matych z tagodng (50% utraty
eksonu 7 wystapito w formie 3b).

Jednym z celéw pracy byla identyfikacja matych mutacji wewnatrzgenowych
genu SMN oraz ich wplyw na fenotyp choroby. Analizowano dziewigcioosobowa
grupe pacjentow nie wykazujacych homozygotycznej delecji w genie SMNI,
a spelniajacych kryteria diagnostyczne SMA. We wszystkich przypadkach
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na podstawie obrazu klinicznego oraz badan dodatkowych (EMG i/lub biopsja
migs$niowa) rozpoznano dosiebny rdzeniowy zanik migsni.

W przedstawionej grupie, zgodnie z wczesniejszymi zalozeniami,
rozszerzono diagnostyke molekularng celem poszukiwania mutacji punktowych (czy
innych matych mutacji wewnatrzgenowych). Spodziewajac si¢, ze mutacje
punktowe beda wystepowaly w ukladzie heterozygotycznym z delecja na drugim
allelu, wprowadzono metod¢ ilosciowej oceny kopii genu SMNI. Dzigki temu
stwierdzono u 5 pacjentow (w tym jedno rodzenstwo) dwukrotnie zmniejszong
liczbe kopii genu. Kolejnym krokiem bylo zastosowanie analizy sekwencyjnej
eksonow kodujacych genu SMN. Sekwencjonowaniu poddano takze DNA chorych
z prawidlowa liczba kopii genu. Istnialo bowiem minimalne ryzyko, ze mutacje
punktowe wystepuja na obu allelach lub w ukladzie heterozygotycznym mutacji
punktowej na jednym allelu z dwoma kopiami genu SMNI na drugim .

Ostatecznie zidentyfikowano jedna mutacj¢ punktowa zmiany sensu T2741.
Mutacja ta zostala po raz pierwszy opisana w 1997 roku (51) . Do chwili obecnej
opisano ja u 5 chorych (51,88,115). We wszystkich przypadkach dotyczyla
pacjentow z fenotypem posrednim lub fagodnym choroby (SMA 2 lub 3).

Mutacja T274l jest zlokalizowana w regionie konserwowanym ewolucyjnie
(migdzy 258 a 277 podstawnikiem), ktory tworzy wazna funkcjonalnie domeng
bialkka SMN odpowiedzialng za jego oligomeryzacj¢ i wiazanie z substratami
kompleksu SMN. Zamiana hydrofilowej treoniny na hydrofobowa izoleucyng
w takim regionie zaburza strukturg i funkcjonowanie biatka. Wigkszos$¢ z 27 (22, 51,
73, 88, 115,116) opisanych do tej pory mutacji punktowych i matych delecji dotyczy
w/w regionu. Stwierdzenie mutacji punktowej T2741, wyst¢pujacej w ukltadzie
heterozygotycznym z delecjq na drugim allelu, nie pozwala na:jednoznaczna ocen¢
jej wplywu na fenotyp pacjentki. Istotnym elementem modyfikujacym poczatek
1 nasilenie objawow jest liczba kopii SMN2. W pracy opisujacej trzy przypadki
z mutacjami T2741 jeden z pacjentéw, prezentujacy form¢ posrednia, mial jedna
kopi¢ genu SMN2, dwoch pozostatych z tagodnym fenotypem SMA 3 — dwie kopie
genu SMN2. Prawdopodobne jest, ze rowniez u omawianej dziewczynki, poza
mutacja punktowa T2741 w jednym allelu i delecja genu SMN/ w drugim, wystgpuje
jedna lub dwie kopie SMN2.
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Osobnego komentarza wymagaja wyniki negatywne. U czesci pacjentow,
u ktorych nie zidentyfikowano mutacji punktowych, mozemy dostrzec pewna
atypowos¢ obrazu klinicznego lub niedociagnigcia diagnostyczne. Rozpoznanie
SMA u rodzenstwa z SMA1 (pacjenci 4 i 5, podrozdzial 4.6), mimo klasycznego
obrazu klinicznego i histopatologicznego mig¢snia, moze by¢ dyskusyjne ze wzgledu
na brak diagnostyki elektrofizjologicznej, W przypadku 6 przebieg choroby byt
modyfikowany wspolistnieniem wady rozwojowej. Trudno tez oceni¢, na ile istotny
wplyw na przebieg rozwoju dziecka mogly mie¢ zaniedbania opiekuncze. Chociaz
w czesci przypadkow rdzeniowego zaniku migsni obserwuje si¢ opdznienie rozwaju
ruchowego, to ;jednak osiagni¢cie zdolnosci samodzielnego chodzenia w wieku
czterech lat nie jest typowe dla klasycznego SMA. W przypadku 8 zwraca uwage
pozny poczatek choroby, po 20 roku zycia. Zmniejsza to prawdopodobienstwo
zwigzku choroby z mutacja w genie SMNI, jednak go nie wyklucza. Pierwsze
symptomy choroby u najstarszego opisanego w literaturze pacjenta wystapily w 47
roku zycia (30). W analizowanej grupie najstarsza pacjentka zachorowala w wieku
34 lat. Czgstos¢ obuallelicznej delecji w grupie chorych z pdZznym poczatkiem jest
jednak duzo nizsza w poréwnaniu z cala populacja chorych na SMA (10, 30, 122).
W przypadku pacjenta 9 watpliwosci moga budzi¢ wysokie wartosci CK (nie
przekraczajace ;jednak dziesigciokrotnego poziomu normy, co stanowi kryterium
wykluczenia SMA). Z obserwacji wynika jednak, ze podwyzszony poziom CK
bywa stwierdzany w grupie z postacia tagodna, pseudodystroficzna (59).

W przypadkach, w ktérych stwierdzono obnizona dawka genu, rozwazy¢
mozemy kilka przyczyn nie wykrycia mutacji punktowej. Po pierwsze nasi pacjenci
moga cierpie¢ na inng chorob¢ nerwowo-mig$niowa i dodatkowo by¢ nosicielami
delecji w genie SMNI. Po drugie, co wydaje si¢ by¢ bardziej prawdopodobne, brak
identyfikacji mutacji punktowej mogt by¢ spowodowany niedoskonatoscia
stosowanej metody - bezposredniego sekwencjonowania. Uzywajac tej techniki
w rzeczywistosci sekwencjonujemy bowiem obie kopie genu- SMNI i SMN2. Nie
ma technicznej mozliwosci ich odréznienia. Uzyskany sygnal pochodzi zatem
z dwoch genow. Klasyczna interpretacja takiego wyniku, przez poréwnanie
sekwencji i wysokosci pikow, moze okaza¢ si¢ zawodna. Uniemozliwia ona
identyfikacj¢ chociazby delecji obejmujacej ;jedynie ekson 5 i 6, ze wzgledu na

obecnos¢ identycznego sygnatu z drugiej kopii genu. Zrodtem kolejnych niescistosci

80



DYSKUSJA

jest takze ograniczenie sekwencjonowania do sekwencji kodujacych genu.
Uniemozliwia to identyfikacj¢ mutacji w obrgbie sekwencji intronowych,
zaburzajacych skladanie pre-mRNA. Na uniknigcie ograniczen zwiazanych
z metoda bezposredniego sekwencjonowania pozwala amplifikacja cDNA genu
SMNI metodg RT-PCR. Metoda ta wymaga jednak zywych linii komdrkowych
badanego pacjenta.

Objawy kliniczne u chorych z prawidlowym wynikiem molekularnego
badania ilosciowego wynikaja najprawdopodobniej z mutacji innych genéw niz
SMNI. Teoretycznie mozliwe jest rowniez wystgpowanie dwoch kopii genu SMN!
na jednym allelu i mutacji punktowej na drugim lub mutacji punktowych na obu
allelach. Prawdopodobienistwo takiego zdarzenia jest jednak minimalne.
W badaniach niemieckich osiemnastoosobowej grupy pacjentéw, z prawidlowa
dawka genu SMNI, u zadnego z badanych nie wykazano mutacji punktowej (115).
Wydaje si¢ zatem, Ze patogeneza choroby u tych chorych (stanowiacych w populacji
polskiej okoto 1,5% ) nie wiaze si¢ z genem SMN 1. Niewykluczone, Zze za powstanie
fenotypu SMA odpowiedzialne sa mutacje innych genow kompleksu biatka SMN.

Brak metody badania nosicielstwa zmutowanego genu SMN/ stanowi istotny
problem, z ktorym styka si¢ kazdy genetyk kliniczny. W przypadku rodzicow
posiadajacych chore dziecko, ze zweryfikowanym molekularnie rozpoznaniem,
porada genetyczna nie nastrgcza trudnosci. W zwigzku ze znikomym,
dwuprocentowym odsetkiem nowych mutacji, rodzice sa niemal pewnymi
nosicielami. Ryzyko posiadania chorego dziecka wynosi 25%. Mozliwe jest
wykonanie badania prenatalnego. Problem komplikuje si¢, gdy po porade
genetyczng zwraca si¢ rodzina chorego na SMA - rodzenstwo, rodzenstwo
rodzicow, czasem rodzic z nowym partnerem lub sam chory, planujacy zatozenie
rodziny. Ze wzgledu na typ dziedziczenia i czgsto$¢ nosicielstwa w populacji,
ryzyko wystapienia choroby u ich potomstwa jest stosunkowo niewielkie.
Stwierdzenie to czesto nie likwiduje obaw zglaszajacych si¢ osob, poddanych duzej
presji psychicznej. Niepokdj bywa czasem tak silny, ze zmusza do przeprowadzenia
badann prenatalnych, wcigz obcigzonych pewnym ryzykiem powiklan.
Ograniczeniem stosowania tej metody s3 rowniez wzgledy ekonomiczne. Innym
problemem, nierzadko spotykanym w praktyce klinicznej, jest udzielenie porady

genetycznej rodzicom dziecka z podejrzeniem SMA, ktére zmarlo bez diagnostyki
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molekularnej i od ktorego nie zabezpieczono materialu do badania. Oferowanie
diagnostyki prenatalnej w takim przypadku jest niezwykle dyskusyjne. Wykazanie
nosicielstwa zmutowanego genu SMNI u obojga rodzicow bardzo uprosciloby
poradnictwo genetyczne.

W kontekscie powyzszych rozwazan szczegolnej wagi nabiera kwestia
opracowania wiarygodnej i powtarzalnej metody badania nosicielstwa, ktora mozna
by wykorzysta¢ w rutynowej diagnostyce. W pracy uzyto nowej metody ilosciowej
oceny dawki genu ,real-time PCR” z uzyciem sondy Ta Man. Metoda badania
nosicielstwa SMA z wykorzystaniem ,real-time PCR”, przeprowadzona :;jednak
na innym aparacie, z zastosowaniem innych sond i starteroéw, zostala opisana po raz
pierwszy w ubieglym roku (42). Podstawowa =zaleta metody :jest szybkosé
przeprowadzenia badania. Poza czaso- i pracochlonng wstepna faza przygotowania
DNA (izolacja, oczyszczenie, pomiar st¢Zenia, rozcienczenie) wynik mozemy
interpretowa tuz po zakonczonej amplifikacji, bez koniecznosci dodatkowych
procedur np. rozdzialu elektroforetycznego, barwienia. Prostota interpretacji
pozwala na zminimalizowanie ryzyka przypadkowego biedu. Dodatkowo
wiarygodno$¢ wyniku mozna zwigkszy¢ powtarzajac 2-3 krotnie badanie kazdego
DNA.

Istotng wadq metody jest mozliwos¢ uzyskania wyniku fatszywie ujemnego.
Wedlug badan niemieckich na okoto 2,4% chromosomow wystepuja dwie kopie
genu SMNI (42), co obniza czulos¢ metody do okoto 95,2%. Na obnizenie czulosci
o kolejne 1,5% ma wplyw mozliwo$¢ nosicielstwa mutacji punktowych, nie
wykrywanych za pomoca omawianej metody. W chwili obecnej nie dysponujemy
metoda catkowicie pewnej oceny stanu nosicielstwa.

Poza badaniem nosicielstwa ,,real-time PCR” mozna wykorzysta¢ do oceny
heterozygotycznosci w przypadkach podejrzewanych o mutacje punktowe. W chwili
obecnej rutynowe badanie heterozygotycznosci nie ;jest mozliwe ze wzgledu na
wysoki koszt. W przyszlosci mozna by jednak przeprowadzaé badanie iloSciowe
w przypadkach nie wykazujacych homozygotyczej delecji, minimalizujac
mozliwos¢ przeoczenia SMA na poziomie molekularnym.

Metoda ,real-time PCR” umozliwia rowniez ocen¢ liczby kopii
centromerowych genu SMN, co moze stanowi¢ potencjalny wykladnik rokowniczy

(im wiecej SMN2 tym tagodniejszy przebieg choroby). Powyzsze zastosowanie
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(poza warto$ciag poznawcza) wydaje si¢ mie¢ w chwili obecnej marginalne
znaczenie praktyczne. Przebieg choroby najczgsciej koreluje z wiekiem wystapienia
objawow. Stad wiek wystapienia pierwszych symptoméw pozwala, przynajmniej
w przyblizeniu, oceni¢ rokowanie. Nie jest jednak wykluczone, ze wraz z rozwojem
technik molekularnych, zakres badan przesiewowych wieku noworodkowego
znacznie si¢ rozszerzy. Wprowadzenie przesiewowego testu na obecnos¢ delecji
w genie SMNI wiazaloby si¢ z potrzeba opracowania badania oceniajacego
rokowanie. Badaniem tym moglaby by¢ ilosciowa ocena liczby kopii genu SMN2,
co uzasadnia dalsze prace nad udoskonalaniem tej metody.

Dynamiczny rozwdj biologii molekularnej w ostatnim dziesigcioleciu
umozliwil dokonanie prawdziwego przetomu w dziedzinie badan nad SMA. Kazdy
kolejny rok przynosi zardbwno nowe odkrycia, jak tez i nowe wyzwania. Mam
nadziej¢, Ze niniejsza praca stanowi pewnego rodzaju rekapitulacj¢ wiedzy
z ostatnich kilku lat.

Jako lekarz chcialam, by prowadzone przeze mnie badania mialy pewien
wymiar praktyczny, czego wyrazem jest proba modyfikacji schematu diagnostyki
molekularnej SMA, poszukiwanie mutacji punktowych czy badanie nosicielstwa.
Z drugiej strony analiza materialu zaowocowala wynikami o znaczeniu
poznawczym (odrgbnos¢ genotypowa, mutacje punktowe), a przed wszystkim
przyniosta szereg pomystéw kontynuacji badan dotyczacych zmiennosci
wewnatrzrodzinnej, przewagi liczebnej plci meskiej, poszukiwania mutacji
punktowych z wykorzystaniem RT-PCR.

Utrzymanie obecnego tempa rozwoju wiedzy na temat rdzeniowego zaniku
migsni pozwala zywié nadziej¢ nie tylko na dalszy rozwoj diagnostyki, lecz rowniez

na dokonanie si¢ przelomu terapeutycznego.
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PODSUMOWANIE

6. PODSUMOWANIE

. Czesto$é homozygotycznej delecji genu SMNI w polskiej populacji chorych
na dosiebny rdzeniowy zanik migsni wynosi 96,6%. Okoto 2% (5/269) stanowia
przypadki, ktorych patogeneza zwiazana jest prawdopodobnie z mutacjami
punktowymi. Objawy rdzeniowego zaniku migs$ni u pozostatych 1,5% chorych
nie sa zwigzane z mutacjami genu SMN/

. Fenotyp (typ ohjawow- rozkiad ostabienia i zaniku migsni) polskiej populacji
chorych z SMA jest jednorodny. Jedynie u ok. 1,5% pacjentow (6/357)
obserwowano objawy atypowe, zwiazane raczej ze wspolwystgpowaniem innych
jednostek chorobowych. Stopieri nasilenia objawow jest bardzo réznorodny,
skorelowany zwykle z wiekiem wystapienia pierwszych symptomow (poczatek
od okresu ptodowego do 34 roku zycia). Uwage zwraca wysoki odsetek
przypadkow tagodnej postaci choroby (43%), zwiazany raczej z doborem
materiatu. We wszystkich grupach obserwuje si¢ przewage liczebna pici
meskiej. W postaci 3b mezczyzni choruja dwukrotnie rzadziej niz kobiety.
W 30% chorych rodzenstw wystepuje zjawisko klinicznej zmiennosci
wewnatrzrodzinnej.

. Genotyp polskiej populacji chorych, uwzgledniajac doboér grupy, rozni si¢ od
obserwowanych w innych populacjach kaukaskich. Wysoki odsetek (21%)
stanowi izolowana utrata eksonu 7 genu SMNI. W korelacji z wynikami badan
haplotypu polskiej populacji chorych na SMA wynik ten moze sugerowal
wystepowanie efektu zalozyciela

. Stwierdzono istotng statystycznie korelacje migdzy wielkoscia delecji a postacia
SMA. Duze delecje wystepuja gléwnie u chorych z postacia ostra, male
towarzyszg najczesciej SMA3. Dla obiektywnej oceny korelacji fenotypowo-
genotypowych konieczna jest ocena innych czynnikéw modyfikujacych fenotyp.
. W 9 przypadkach, spelniajacych kryteria diagnostyczne SMA, a nie
wykazujacych homozygotycznej delecji, poszukiwano matych mutacji
wewnatrzgenowych. Zidentyfikowano jedna mutacj¢ punktowa zmiany sensu
T2741. Czterech pacjentow, ze wzgledu na obnizong dawke genu SMNI
w badaniu ilosciowym, nadal podejrzewanych jest o mutacje punktowe,
nie zidentyfikowane prawdopodobnie ze wzglgdu na niedoskonalosé

stosowanych metod.
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6. Opracowano wstepnie metode¢ badania nosicielstwa, oparta na nowej technice
molekularnej - ,real-time PCR”. Dalszych prac wymaga standaryzacja
wynikow. Ze wzgledu na szybkosé, duza wydajnos¢, tatwos¢ interpretacji
wydaje si¢ ona najlepsza potencjalnag metoda oceny stanu nosicielstwa, a takze
heterozygotycznosci w przypadkach podejrzewanych o mutacje punktowe.
Mozliwos$é wystapienia dwoch kopii SMN/ na jednym allelu oraz niemozno$¢
wykrycia ta metoda nosicielstwa mutacji punktowych obniza czulo$¢ metody
do okoto 93,7%. Przedstawiona metoda moze okaza¢ si¢ réwniez przydatna
w ocenie rokowania, ze wzgledu na mozliwos$¢ oceny liczby kopii genu SMN2.

Nadal trudna do pokonania barier¢ stanowi wysoki koszt badania.
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8. STRESZCZENIE

Dosiebny dziecigcy i miodzienczy rdzeniowy zanik mig$ni (SMA) jest
chorobg genetycznie uwarunkowana, dziedziczona jako cecha autosomalna
recesywna. Czestos¢ wystgpowania tej jednostki chorobowej szacuje si¢ na 1 na 7-
10 tysiecy urodzen, co odpowiada czgstosci nosicielstwa 1 na 42-50 oséb
w populacji. SMA spowodowany jest utrata motoneuronéw rdzenia krggowego,
co w konsekwencji prowadzi do postgpujacego ostabienia i zaniku migsni. Chorobg
charakteryzuje duza zmiennos¢ fenotypowa — od formy ostrej, rozpoczynajacej si¢
w pierwszych miesigcach zycia — SMAI, poprzez form¢ posrednia — SMA2,
po form¢ mtodziencza o péznym poczatku — SMA3.

Wszystkie trzy postaci SMA zmapowano na dtugim ramieniu chromosomu 5
(5q13). W obszarze tym zidentyfikowano cztery geny (SMN, NAIP, p44, H4F5)
obecne w dwoch kopiach: telomerowej (SMNI) i centromerowej (SMN2). Genem
determinujgcym wystapienie objawow SMA jest gen SMNI. Wedlug danych
z literatury u okoto 95% chorych stwierdza si¢ homozygotyczny brak (delecja lub
konwersja) eksonu 7 kopii genu SMNI, u okoto 2% inne mutacje wewnatrzgenowe.
Pozostate 2-3% przypadkow nie jest zwigzana patogenetycznie z mutacjami genu
SMNI. Utrata kopii centromerowej (SMN2) nie wywoluje objawow SMA -
homozygotyczny brak kopii centromerowej stwierdza si¢ u 5% zdrowej populacji.
Wydaje si¢, ze za zréznicowanie obrazu klinicznego choroby odpowiedzialnych jest
kilka czynnikow (wielkos¢ delecji w regionie SMA, liczba kopii centromerowych,
konwersja genu SMN), wplywajacych na ostateczny poziom biatka SMN
w komorce.

Wysoka homogennos$¢ podloza molekularnego umozliwita opracowanie
szybkiego i wiarygodnego testu genetycznego, opartego na technice PCR. Test ten
stal si¢ podstawa diagnostyki rdzeniowego zaniku migsni, a jego negatywny wynik
w praktyce zaczal by¢ traktowany jako podstawa do wykluczenia choroby. Jednak
niewielki odsetek przypadkdow  wywolany jest mutacjami punktowymi, nie
wykrywanymi w rutynowej diagnostyce. Stosowany test genetyczny jest rowniez

nieprzydatny w ocenie stanu nosicielstwa zmutowanego genu.
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Celem pracy byla:

1. ocena czestosci wystgpowania homozygotycznej delecji eksonu 7 genu SMNI
w polskiej populacji chorych na SMA

2. ocena fenotypu i genotypu z uwzglednieniem zmiennosci wewnatrzrodzinnej
i przypadkow atypowych

3. poszukiwanie mutacji punktowych w grupie bez homozygotycznej delecji

4. ocena korelacji kliniczno-genetycznych

5. opracowanie metody badania nosicielstwa zmutowanego genu SMNI/

w rodzinach ryzyka

Badana grupa obejmowata 442 pacjentéw, kierowanych na badanie

molekularne w kierunku SMA.

Analiza molekularna obejmowata:
1. oceng wielkosci delecji w regionie SMA (ekson 7 i 8 genu SMNI oraz ekson 5
genu NAIP) przy uzyciu techniki PCR,
2. poszukiwanie mutacji punktowych z zastosowaniem sekwencjonowania 8
eksonow kodujacych, poprzedzonego ilosciowa oceng kopii genu SMNI
3. badanie nosicielstwa zmutowanego genu SMN! z uzyciem metody iloSciowego

PCR (,,real-time PCR”)

Na podstawie przeprowadzonej analizy oszacowano czgsto$¢ wystgpowania
homozygotycznej delecji eksonu 7 genu SMNI na okoto 96,6%, co odpowiada
sredniemu odsetkowi tej mutacji w krajach Europy Zachodnie;.

W charakterystyce fenotypu polskich pacjentow zwracal uwage wysoki
odsetek formy lagodnej oraz przewaga liczebna plci meskiej we wszystkich typach,
przede wszystkim jednak w formie 3b. Pomimo bardzo rbéznego wieku
zachorowania stwierdzono wysokga homogenno$¢ objawow klinicznych, dotyczaca
przede wszystkim symetrii i stopnia zajecia poszczegdlnych grup migsniowych.
W szesciu przypadkach na 357 pozytywnie zweryfikowane molekularnie
stwierdzono objawy atypowe: niepelnosprawnos¢ intelektualng, artrogrypoze, wade
serca, objawy piramidowe, wspolwystepujace z klasycznym obrazem SMA. W 30%

chorych rodzenstw obserwowano wystgpowanie zmiennosci wewnatrzrodzinnej.

99



STRESZCZENIE

Najwi¢ksze zroznicowanie dotyczylo 4 rodzenstw, w ktdrych wspolwystepowata
forma 2 i 3b. Nie obserwowano wptywu plci na to zjawisko.

W analizie wielkosci delecji w regionie SMA zwracata uwage wysoka
czestos¢ izolowanego braku eksonu 7, zwigzanego prawdopodobnie w czgsci
przypadkéw z konwersja genu, a nie rzeczywista delecja. Stwierdzono istotng
statystycznie korelacj¢ mi¢dzy wielkoscia delecji w regionie SMA a nasileniem
objawow klinicznych. Duze delecje, obejmujace swym zasi¢giem geny SMNI
i NAIP, zwiazane byly najczesciej (w 85%) z ostra forma choroby. Z drugiej strony
az 50% mutacji w postaci tagodnej stanowita izolowana utrata eksonu 7 genu
SMNI.

W grupie 9 chorych nie wykazujacych homozygotycznej delecji eksonu 7,
a spelniajacych kryteria diagnostyczne wg Mig¢dzynarodowego Konsorcjum SMA
poszukiwano mutacji punktowych. Stosujac metode¢ ,,real-time PCR” wyloniono
grupe 5 pacjentow z jedng kopia genu SMNI (potencjalni nosiciele mutacji
punktowych na jednym allelu i delecji drugiego). W wyniku sekwencjonowania
zidentyfikowano u jednego z nich mutacj¢ punktowa zmiany sensu T2741, zwiazang
si¢ ze stosunkowo tagodnym fenotypem (SMA3a). Patogeneza choroby
w pozostatych 4 przypadkach zwiazana:jest prawdopodobnie z mutacjami w obrgbie
introndw badz sekwencji promotorowych genu. Objawy kliniczne chorych
z prawidlowa liczba kopii SMN! w badaniu iloSciowym najprawdopodobnie;
sa spowodowane mutacjami innych niz SMNI genow.

W prébach nad opracowaniem metody badania nosicielstwa defektywnego
genu wykorzystano nowa technik¢ - ,real-time PCR”. Zaprojektowano startery,
rozrozniajace kopie genu SMNI i SMN2 z wysoka swoistoscig. U potencjalnych
nosicieli (rodzice chorych dzieci) uzyskano dwukrotnie nizsza liczb¢ kopii genu
SMNI w porownaniu ze zdrowa kontrola. Uzyskane wyniki sg ;jednak wynikami
wstepnymi. Metoda wymaga dalszych prac, przede wszystkim nad standaryzacja
wynikow. Ze wzgledu na swa prostot¢ oraz niewielkg czasochlonno$é¢ wydaje si¢

by¢ obiecujacym testem przesiewowym na nosicielstwo.
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9. SUMMARY

Proximal spinal muscular atrophy (SMA) is an autosomal recessive
neuromuscular disorder, with a prevalence of approximately 1/10 000 and a carrier
frequency of 1/42- 1/50. The disease is caused by the loss of the lower motorneurons,
leading to progressive muscle weakness and atrophy. SMA is subdivided into three
clinical forms on the basis of age at onset and achieved milestones: acute (SMAL1),
intermediate (SMA2) and mild (SMA3). In 1990 all three forms were mapped by
linkage analysis to the long arm of chromosome 5 (5q11.2-13.3). Four genes, all
present in at least two copies- telomeric and centromeric, have been identified in
critical SMA region: SMN, NAIP, p44 and H4F5. Deletions of the telomeric copy of
SMN gene (SMNI) appeared to be directly involved in SMA. About 95% of SMA
patients display homozygous absence of exon 7 SMNI gene, whereas 2% present
compound heterozygosity with a subtle mutation on one chromosome and deletion
on the other one. About 2% of SMA patients are unlinked to chromosome 5q13.

Before the era of molecular genetics, the diagnosis was based on clinical
features, muscle biopsy and electrophysiological findings. The homogeneity of
molecular pathology made it possible to design a reliable diagnostic test based on
PCR technique. It has become a screening test in SMA diagnostic procedure and its
negative result is identified with exclusion of the disease. Small percentage of cases
is caused by small intragenic mutations, not detected in routine PCR test. The PCR

method is also useless as a carrier-screening test.

The aim of the study was:

1. To evaluate the frequency of homozygous deletion of exon 7 SMNI gene in
population of Polish SMA patients

2. To characterise phenotype and genotype of Polish SMA patients with regard to
intrafamilial heterogeneity and atypical cases

3. To determine frequency, type and relation of SMA phenotype to small intragenic
SMNI mutations in a group of 9 SMA patients who did not reveal homozygous
absence of exon 7 SMNI gene.

4. To correlate phenotype in relation to genotype

5. To design the carrier test of mutated gene in high risk families
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The material consisted of 442 patients with suspected SMA.

Molecular analysis included:
1. Estimation of deletion size in SMA region, using PCR method
2. Searching for point mutation using direct sequencing of 8 coding exons,
preceded by quantitative assay of SMNI copy for identification of SMA
compound heterozygotes

3. Designing the screening-carrier test with the use of real time PCR

The frequency of homozygous absence of exon 7 SMNI gene was estimated
to be about 96,6% in Polish SMA population. This is similar to average percentage
of this mutation in Western European countries. High percentage of mild form and
higher prevalence of males was noted in all three types. This is especially the case in
SMA 3b. Despite differences in age of onset, high homogeneity of clinical symptoms
was noticed, concerning mainly symmetry and degree of muscle weakness. In six of
357 genetically verified SMA cases atypical symptoms were present (coexisting with
classical SMA ). These were intellectual impairment, artrogryposis, heart defect and
piramidal signs. Intrafamilial heterogeneity was observed in 30% of SMA siblings.
This clinical heterogeneity was most pronounced in four pairs of siblings with
coexisting of SMA2 and 3b. There was no sex influence seen in families with
intrafamilial clinical variability. The analysis of deletion size in SMA region showed
high percentage of exon 7 but not exon 8 of SMN/ gene absence. Positive correlation
between deletion size in SMA region and severity of the disease was found. Large-
scale deletions, including SMN and NAIP genes, were associated (in 85%) with the
severe form of the disease (SMA1). As much as 50% of mutations in mild form were
represented by isolated absence of exon 7 SMN! gene, connected probably (at least
in some cases) with gene conversion. In the group of 9 non-deleted patients, fulfilling
diagnostic criteria of International SMA Consortium, point mutations were searched
for. Real-time PCR analysis revealed that four of these nine patients possessed only
one copy of SMNI gene. It seems that they are compound heterozygotes. In one of
these four cases we identified missence mutation T2741, connected with relatively

mild phenotype (SMA3a). Other three patients could carry mutations in promotor
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region or intronic sequences. Clinical symptoms of the patients with normal number
of SMN1I copies in quantitative analysis are most probably caused by mutations in
genes unlinked to 5q13. In experiments leading to establish carrier-state of defective
gene new technique of quantitative assay- real time PCR was used. The attempt of
designing primers distinguishing SMNI from SMN2 was successful. Preliminary
results seem to be promising. The number of SMNI1 copies was two times lower (in
comparison to control) in potential SMA carriers- the parents. However this method
needs to be improved especially in result standardisation. Because of its simplicity

this technique seems to be promising carrier-screening test.
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10. SPIS TABEL, RYCINI FOTOGRAFII

Ryciny: str.
Ryc.1 Schemat budowy regionu SMA 18
Ryc.2 Schemat budowy genu SMN 19
Ryc.3 Ekspresji ulegajg oba geny SMN 21
Ryc.4 Wynik poszukiwania delecji eksonu 7 genu SMN/ 29
Ryc.5 Wynik poszukiwania delecji eksonu 8 genu SMN/ 30
Ryc.6 Wynik poszukiwania delecji eksonu 5 genu NAIP 31
Ryc.7 Wynik amplifikacji metoda ,,real-time PCR” dla genow

SMN1, SMN2 i RN-azy 35
Ryc.8 Rodowod 531 43
Ryc.9 Rodowad 529 43
Ryc.10. Rodowodd 351 43
Ryc.11 Wielkosé delecji w regionie SMA w polskiej

populacji chorych na SMA 48
Ryc.12 Mutacja punktowa zmiany sensu T274I1 56
Ryc.13 Umiejscowienie sekwencji starterow oraz sondy

Ta Man uzytych do badania ilosciowego 65
Ryc.14 Wynik analizy ilosciowej przy zastosowaniu

kolejnych rozcienczen DNA 67
Ryc.15 Wynik analizy ilosciowej osoby zdrowe;j,

nie nosiciela 67
Ryc.16 Wynik analizy ilosciowej nosiciela 68
Tabele:
Tabela I Klasyfikacja SMA 12
Tabela II Rozktad zachorowan w polskiej populacji na rozne

typy SMA z uwzgl¢dnieniem pici 39
Tabela III Rozktad zachorowan w rodzenstwach na r6zne

typy SMA z uwzglednieniem plci 42

Tabela IV Analiza przypadkow atypowych z delecja w genie SMNI 45

Tabela V Zaleznos¢ migdzy wielkoscia delecji w regionie
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SMA a fenotypem 50
Tabela VI Zalezno$¢ miedzy wielkoscia delecji w regionie
SMA a fenotypem u chorych pici meskiej 51
Tabela VII  Zalezno$¢ migdzy wielkoscia delecji w regionie
SMA a fenotypem u chorych plci zenskiej 52
Tabela VIII  Analiza iloSciowa genu SMNI w przypadkach
podejrzewanych o mutacje punktowe 54
Tabela IX Przypadki SMA nie wykazujace delecji w genie SMNI 64
Tabela X Czestos¢ wystepowania delecji wsrdd chorych

na SMA w krajach europejskich 70
Fotografie:
Fot.1 SMA1 14
Fot.2 SMA 2 15
Fot.3 SMA 3 17
Fot.4 Zmienno$¢ wewnatrzrodzinna 41
Fot.5 SMA 2 z objawami atypowymi 46
Fot.6 Pacjent z SMAI, nie wykazujacy obuallelicznej delecji

w genie SMN/ 60
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11. KRYTERIA DIAGNOSTYCZNE WEDLUG MIEDZYNARODOWEGO
KONSORCJUM SMA (1992)

KRYTERIA WLACZENIA
L Kryteria kliniczne
Wiek zachorowania:
e SMAI (forma ostra) - poczatek ponizej 6 mz
e SMA? (forma posrednia) - poczatek ponizej 18 mz
e SMA3 (forma tagodna) - poczatek powyzej 18 mz
Ostabienie migs$ni:
e oslabienie mig$ni konczyn i tutowia (migsnie dosiebne bardziej zajgte niz
odsiebne, konczyny dolne stabsze niz koficzyny gorne)
e symetryczne
uwagi: zanik migsni czgsto niewidoczny w SMAI
Objawy towarzyszace
e fibrylacje na jezyku, drzenie rak
uwagi:
e drzenie rak obserwowane jest czgsto w SMA 213
e w SMAI bywa obserwowane ograniczenie odwodzenia w stawach oraz
wyprostu w stawie kolanowym i tokciowym
Przebieg
e w SMALI i 2 zahamowanie rozwoju ruchowego :
Dzieci z SMA1 nigdy samodzielnie nie siadaja
Dzieci z SMA2 nigdy samodzielnie nie stoja i nie chodza
Pacjenci z SMA3 osiagaja zdolnos¢ samodzielnego stania i chodzenia
e w SMAI zgon zwykle ponizej 2 roku zycia
e w SMA2 zgon zwykle powyzej 2 roku zycia
e w SMAS3 zgon po osiagnigciu wieku dorostego
uwagi: niektorych pacjentéw trudno zaklasyfikowaé ;jednoznacznie do okreslonej

grupy
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II. Kryteria diagnostyczne
Eektrofizjologia:

e nieprawidlowa czynno$¢ spoczynkowa np. fibrylacje, dodatnie potencjaly,
fascykulacje

e zwiekszony czas trwania i amplituda pojedynczej jednostki ruchowe;

Histopatologia mig¢$nia:

e grupy wiokien zanikltych, zaréwno typu 1;jak i 2

e wldkna przeroste typu 1

e type grouping” w przypadkach przewleklych

KRYTERIA WYLACZENIA

L Kryteria kliniczne

e oslabienie migsni zewngtrznych oka, przepony, mig$nia sercowego lub
znacznego stopnia ostabienie migsni twarzy

Objawy towarzyszace

e zaburzenia czucia

e objawy uszkodzenia OUN

e artrogrypoza

e zajecie innych cze$ci uktadu nerwowego lub narzadéw np. zaburzenia widzenia,

styszenia

II. Kryteria diagnostyczne
Biochemia:

e aktywnos$¢ CK>10 razy powyzej normy

e niedobor dystrofiny

e niedobor heksosaminidazy

Eektrofizjologia:

e zmniejszona szybko$¢ przewodzenia ponizej 70% dolnych wartosci normy

e nieprawidlowe potencjaly czuciowe
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