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1. WSTEP

Rdzeniowy zanik mig$niowy (ang. spinal muscular atrophy, SMA) jest heterogenna
grupa dziedzicznych chorob nerwowo-mig$niowych, w ktérych dochodzi do utraty neuronéow
ruchowych rdzenia krggowego. Najczestsza postacia w tej grupie chordb jest dziecigey
ksobny rdzeniowy zanik mig$niowy, dziedziczony jako cecha autosomalna recesywna.
Czgstos¢ wystgpowania choroby szacuje si¢ na 1 na 7-10 tysigcy urodzen, co odpowiada
czestosci nosicielstwa mutacji genowych 1 na 42 do 1 na 50 oséb. Po mukowiscydozie
stanowi najczestsza przyczyng zgondéw  dzieci z powodoéw choréb uwarunkowanych
autosomalnie recesywnie. Utrata motoneuronow rdzenia krggowego prowadzi w
konsekwencji do postgpujacego niedowtadu i zaniku migsni. W ostatnich latach wykazano, ze
w okoto 95% przypadkéw za wystapienie choroby odpowiedzialne sa mutacje genu SMN
(ang. survival of motoneuron), a $cislej kopii telomerowej tego genu, okreslanej jako SMN/
lub SMN®. Gen ten zlokalizowany jest w tak zwanym locus SMA umiejscowionym na
dlugim ramieniu chromosomu 5 (5ql13). Mimo wielu watpliwosci w odniesieniu do
patomechanizmu choroby analiza DNA stwarza mozliwo$¢ weryfikacji rozpoznania

klinicznego SMA, a takze diagnostyki prenatalne;.

2. KLASYFIKACJA

Poszczegdlne postacie SMA manifestuja si¢ podobnymi objawami klinicznymi, ale o
réoznym stopniu nasilenia, rozkladzie zanikéw migsni, sposobie dziedziczenia oraz podtozu
molekularnym. Najczgstszy w tej grupie chorodb, jest ksobny dziecigcy rdzeniowy zanik

migsni. Pozostate postacie wystgpuja rzadko.

Rycina 1

SMA 1 (choroba Werdniga-
Hoffmanna) - poczatek 0-6 miesiac
zycia




Obraz kliniczny ksobnego dziecigcego i mlodzienczego rdzeniowego zaniku migsni
charakteryzuje si¢ duzym zréznicowaniem poczatku i1 nasilenia objawdéw. Zgodnie z
ustaleniami Migdzynarodowego Konsorcjum SMA (1991) przyjmuje si¢ podziat choroby na
trzy podstawowe formy kliniczne (Tab. 1, Ryc. 1-3)

Rycina 2
SMA 2 (posta¢ posrednia) - poczatek 6-18
miesiac zycia

Rycina 3
SMA 3 (choroba Kugelberga
-Welander) -  poczatek

powyzej 18 miesiaca zycia

Dos¢ powszechnie stosuje si¢ rowniez klasyfikacje wg Zerres'a, w ktorej forme
tagodna (SMA 3) dzieli si¢ na dwie podgrupy: z zachorowaniem ponizej 3 rz (SMA3a) i
zachorowaniem powyzej 3 rz (SMA 3b). Podzial ten wiaze si¢ z obserwacja, ze w grupie
dzieci, u ktérych objawy kliniczne wystgpuja ponizej 3 roku zZycia, zdecydowanie wczesnie]
dochodzi do unieruchomienia.

Czg$¢ autorow wyroznia takze formg ostra 1 przewlekla choroby Werdniga-
Hoffmanna (1a i 1b). W postaci przewlektej (1b) dzieci przezywaja powyzej pigciu lat.

Dos$¢ trudna jest do ustalenia gérna granica wieku zachorowania w formie tagodne;.
Wedhug jednych autoréw jest to 20 rok zycia, wedlug innych - 30. Nalezy podkresli¢, ze

przypadki zachorowania powyzej 20 roku zycia naleza do rzadkosci.



Jak wspomniano powyzej, oprocz najczestszej dziecigeej i mitodzienczej formy
dosiebnej SMA wystgpuja inne postacie rdzeniowego zaniku migéni (tabela 5) .

W praktyce pediatrycznej warty zapamigtania jest odsiebny rdzeniowy zanik migsni.
W przeciwienstwie do dziecigcej formy dosiebnej oslabienie i1 zanik dotycza glownie migsni
odsiebnych. Molekularnie jest to heterogenna grupa choréb, z reguly o do$¢ tagodnym
przebiegu. Wyjatek stanowi postaé przeponowa, manifestujaca si¢ niewydolnoscia
oddechowa w okresie noworodkowym.

Wsrdéd postaci, w ktorych objawy kliniczne pojawiaja si¢ w wieku dojrzalym na
uwage zashuguje rdzeniowo-opuszkowy zanik migéni (choroba Kennedy’ego, ang. SBMA —
spino-bulbar muscular atrophy). Poza klasycznymi objawami dosiebnego oslabienia sity
migsniowej] w SBMA moga wystapi¢ objawy opuszkowe oraz szereg objawdw zwiazanych z
dysfunkcja receptora androgenowego (ginekomastia, nieplodnos¢). Posta¢ ta bywa btednie
rozpoznawana jako stwardnienie zanikowe boczne (SLA).

Pozostate postacie wystgpuja bardzo rzadko, czgsto sa to pojedyncze opisy w

literaturze (Uzupetnienie 11.1).

Tabela 1
Dosiebny dziecigey i mtodzienczy rdzeniowy zanik mig$ni - klasyfikacja kliniczna
Rozwo6j ruchowy .
Typ SMA Poczatek dziecka Okres przezycia

(Sl\(/)[ﬁaé ostra. choroba 0-6 m3 Nigdy nie siada 2-4 lata, w okoto 10%
\ger dniga-Hc’) ffmanna) samodzielnie kilkunastoletni
SMA 2 <18m3 Siada samodzielnie, |zalezny od powiklan, czgsto
(posta¢ posrednia) nie chodzi wieloletni
SMA 3 zalezny od powiktan, cz¢sto

osta¢ tagodna, choroba | >18mz o0dzi bez pomoc rzecigtny jak w populacji
posta¢ tagod horob 18mz | Chodzi bez p y | przecigtny jak w populacji
Kugelberga-Welander) ogoblnej

3. OBRAZ KLINICZNY

Obraz kliniczny rdzeniowego zaniku mig$ni jest bardzo zréznicowany pod wzgledem
poczatku 1 stopnia nasilenia objawdw. Pewne objawy wystepuja jednak we wszystkich
formach SMA, niezaleznie od wieku i zaawansowania choroby (Tabela 2). Nigdy natomiast

nie stwierdza si¢ zaburzen czucia, objawow piramidowych i m6zdzkowych.



Tabela 2.
Objawy kliniczne SMA

e Postgpujace, symetryczne oslabienie migéni, bardziej nasilone dosiebnie;
konczyny dolne sa bardziej zajgte niz konczyny gorne

Zaoszczgdzenie migsni przepony oraz migsni zewnetrznych gatki oczne;j
Wiotkie napigcie mig§niowe

Ostabienie lub brak odruchow glebokich

Drzenie palcow

Prawidtowy rozwoj umystowy

W najcigzsze] postaci SMA (choroba Werdniga-Hoffmanna) objawy kliniczne
wystepuja juz w okresie zycia plodowego (ostabienie ruchéow plodu). Po urodzeniu
noworodki otrzymuja zwykle niska punktacje w skali Apgar, czgsto wykazujac cigzka
niewydolno$¢ oddechowa. W badaniu stwierdza si¢ uogdlniona wiotko$¢, porazenie
czterokonczynowe, brak odruchow fizjologicznych. Konczyny dolne odwiedzione sa w
stawach biodrowych, zgigte w stawach kolanowych - leza w "pozycji zaby", nie stawiaja
oporu przy prostowaniu. Ruchy dowolne bywaja ograniczone do ruchéw dioni i stép. Brzuch
jest wzdety, przepona uniesiona wysoko, porazone mig¢$nie mi¢dzyzebrowe sa nieefektywne.
Dzieci te ptacza cicho, zwykle maja trudnosSci w ssaniu i potykaniu. Zalegajaca wydzielina
oraz porazenie migsni mi¢dzyzebrowych usposabiaja do cigzkich infekcji dolnych drog
oddechowych. Rokowanie w tej grupie chorych jest zle.

W nieco tagodniejszym wariancie tej postaci poczatek bywa trudny do uchwycenia.
Po 2-3 miesiacach pozornego zdrowia, rodzicdw i otoczenie zaczyna niepokoi¢ brak postepu
w rozwoju ruchowym dziecka. Znaczne ostabienie migéni osiowych powoduje, ze niemowlg
nie moze unies¢ glowy znad podtoza, nie moze przekrgcac sig z plecoOw na brzuch, nie siada.
Przy podciaganiu za r¢ce do pozycji siedzacej glowa opada do tylu. Dziecko posadzone
przyjmuje tzw. ,,pozycj¢ scyzoryka”, potozone na plecach — ,,pozycje¢ zaby”.

Czasem poczatek choroby jest ostry. Zdarza sig, ze rozwijajace si¢ zupelnie
prawidtowo niemowle z dnia na dzien traci aktywno$¢ ruchowa, staje si¢ wiotkie. Zwykle ma
to zwiazek czasowy z infekcja drég oddechowych badz przebytym szczepieniem.

Duza sktonno$¢ do nawracajacych infekcji drog oddechowych, a zwlaszcza zapalen
phuc powoduje, ze dzieci z SMA 1 gina z reguly w pierwszych 2-4 latach zycia. Dzieci, u
ktérych objawy stwierdzane sa od urodzenia, umieraja zwykle wczesniej. Czg§¢ pacjentow

(okoto 10%), u ktérych objawy choroby wystepuja okoto 3-6 mz, przezywa kilka, a nawet



kilkanascie lat. Sprawno$¢ ruchowa nie ulega poprawie, z czasem dochodzi do znacznego
zaniku mig$ni. Szybko rozwijaja si¢ przykurcze stawowe 1 skrzywienie krggostupa, stad
konieczno$¢ wczesnego zaopatrzenia ortopedycznego i rehabilitacji.

Rozwdj ruchowy dzieci z SMA 2 w pierwszym potroczu zycia z reguly nie odbiega od
normy. Wkrotce okazuje sig, ze nie moga one samodzielnie stana¢ i unies¢ cigzaru ciala, nie
potrafia chodzi¢. Z czasem zaznacza si¢ zanik migsni. Wczesnie 1 szybko rozwijaja sig
przykurcze stawowe : w stawach biodrowych, kolanowych oraz przykurcz $ciggien Achillesa.
Najgrozniejszym powiktaniem, niejednokrotnie decydujacym o zyciu, jest skrzywienie
krggostupa. Ostabienie migsni osiowych i1 unieruchomienie w pozycji siedzacej na wiele
godzin doprowadzaja do szybko postepujacej skoliozy i deformacji klatki piersiowe;.
Powiktania oddechowe, zwiazane z oslabieniem mig$ni migdzyzebrowych i zaburzeniem
stosunkéw anatomicznych narzadoéw klatki piersiowej, sa gtéwna przyczyna zgondéw w tej
grupie chorych. Z tego wzgledu tak istotna jest rehabilitacja i wczesne wkroczenie z
zaopatrzeniem ortopedycznym. Dlugo$¢ przezycia chorych z SMA 2 wynosi zwykle
kilkanascie lat i wydtuza si¢ wraz z rozwojem mozliwo$ci zapobiegania i leczenia powiktan.

Lagodna posta¢ rdzeniowego zaniku mig$ni- SMA 3 (choroba Kugelberga-Welander)
jest najbardziej zroznicowana pod wzgledem wieku wystapienia objawdéw klinicznych.
Zaliczane sa tu dzieci 1 mtodziez, ktérych rozwdj ruchowy w pierwszym roku zycia nie
odbiega od normy, o czasie zaczynaja siada¢ i chodzi¢. W pewnym wieku (od 18 mz do 20-
30 rz) pojawia si¢ oslabienie, dotyczace przede wszystkim migéni obrgczy biodrowe;.
Pierwsze dostrzegane trudnosci dotycza zwykle wchodzenia po schodach, wspinania si¢ na
stopien autobusu, wstawania z podtogi czy fotela.

W grupie tej wyroznia si¢ dwie formy: ostrzejsza 3a i tagodniejsza 3b. W grupie 3a
objawy mozna wychwyci¢ bardzo wczesnie. Dzieci te czgsto od poczatku chodza zle (chod
kaczkowaty), przewracaja si¢, wstaja z pomoca opierajac si¢ o przedmioty. Wczesniej w
porownaniu z grupa 3b traca zdolno$¢ samodzielnego chodzenia. W grupie 3b pierwsze
objawy moga by¢ bardzo dyskretne i dlugo nie zauwazane przez chorego i otoczenie. Dopiero
wyrazne ostabienie przy wykonywaniu codziennych czynnos$ci sklania ich do szukania
pomocy.

U chorych obserwuje si¢ drzenie palcow, fibrylacje na jezyku, fascykulacje migéni. Z
czasem pojawia si¢ zanik, dotyczacy przede wszystkim migsni dosiebnych. Moze
wystgpowaé przerost lydek, podobnie jak w dystrofii Duchenne'a i Becker'a. Przebieg
choroby jest powoli postepujacy, czasem przez wiele lat stacjonarny. Pogorszenie sprawnosci
zwykle wiaze si¢ z unieruchomieniem (ztamanie konczyny) lub infekcja, czgsto dochodzi do
niego w okresie dojrzewania, zwigzanego z intensywnym wzrostem i zmiana masy ciata. W
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grupie 3a chorzy zwykle przestaja chodzi¢ po kilku-kilkunastu latach, w grupie 3b zdolnos¢
chodzenia moga zachowac przez wiele lat. Rokowanie co do zycia w obu grupach jest dobre.
Jednak im wczes$niej dochodzi do unieruchomienia, tym wigksze ryzyko skrzywien

krggostupa 1 taczacych sig z tym powiktan oddechowych.

4. BADANIA DIAGNOSTYCZNE, LECZENIE I REHABILITACJA

Podstawg rozpoznania rdzeniowego zaniku migéni stanowia wyniki badan:
elektromiograficznego, histopatologicznego mig$nia i molekularnego. Wyniki pozostatych
badan sa nieswoiste dla SMA 1 moga by¢ istotne jedynie w rozpoznaniu ré6znicowym.

Obraz elektrofizjologiczny wskazuje na uszkodzenie neuronu obwodowego na
poziomie rogdw przednich rdzenia krggowego. Potencjaty jednostki ruchowej sa dlugie i
wysokie. Zapis wysitkowy jest zubozony. W postaci wczesnodziecigcej stwierdza sig
czynno$¢ spoczynkowa pod postacia rytmicznych, spontanicznych wytadowan jednostki
ruchowej o czestotliwosci 5-15 Hz. W formach przewlektych obserwuje si¢ gltéwnie
fascykulacje 1 dlugie potencjaly odnerwienia. Szybko§¢ przewodzenia ruchowego w
postaciach przewlekltych jest prawidlowa badz tylko bardzo nieznacznie zwolniona.
Natomiast w cigzkiej wezesnodziecigeej formie szybko$¢ przewodzenia bywa zwolniona.

Cecha charakterystyczna w obrazie histopatologicznym rdzeniowego zaniku mig$ni
jest obecnos¢ wiokien matych, uktadajacych si¢ w peczki obok wldkien o prawidlowej
srednicy 1 wldkien przerostych. W postaci ostrej dominuja widkna mate, okragle, z
centralnym jadrem, dobrze zachowana struktura oraz wldkna miotubopodobne. W postaci
tagodnej czesciej obserwuje si¢ widkna przeroste, z tendencja do fragmentacji oraz widkna
zanikte, o nieregularnych ksztattach.

Inne badania dodatkowe obejmuja oceng aktywno$ci kinazy kreatynowej, badanie
elektroencefalograficzne (EEG) 1 tomografi¢ komputerowa. Poziom kinazy kreatynowej
przewaznie jest prawidtowy, chociaz w formie tagodnej obserwuje si¢ czasem wzrost
aktywnosci. W postaciach wczesnodziecigcych badanie EEG wykazuje cechy opdZnionego
dojrzewania.

Do chwili obecnej nie udato si¢ opracowac skutecznego leczenia przyczynowego
SMA. Leczenie objawowe i zapobiegawcze pozostaje wciaz jedyna dostepna forma dziatania.

Gléwnym celem fizykoterapii jest zapobieganie powstawaniu przykurczy i skrzywien
kregostupa, a w tagodniejszych formach — wydluzenie czasu samodzielnego chodzenia i

samoobstugi.



Podstawowym problemem ortopedycznym pacjentéw z SMA jest niemozno$é
utrzymania pozycji siedzacej, skrzywienie kregostupa oraz przykurcze w stawach konczyn
dolnych. W formach wczesnodziecigcych czgsto obserwuje si¢ zwichniecie stawu
biodrowego, jedno- lub obustronne. Leczenie ortopedyczne obejmuje zarowno metody
zachowawcze (aparaty, gorsety ortopedyczne) jak i1 zabiegowe. Wskazane jest wczesne
wdrazanie leczenia ortopedycznego, pozwalajace na uniknigcie powiktan.

Najczestsza przyczyna niewydolnosci oddechowej w SMA sa infekcje uktadu
oddechowego. Wymagaja one intensywnej antybiotykoterapii i1 fizykoterapii. We wszystkich
postaciach choroby od najmtodszych lat nalezy wprowadza¢ ¢wiczenia oddechowe. W
okresie ostrego pogorszenia wydolno$ci oddechowej niejednokrotnie istnieja wskazania do
intubacji pacjenta i prowadzenia oddechu wspomaganego.

W chwili obecnej nie ma skutecznego leczenia farmakologicznego. Duze nadzieje
wiaze si¢ z substancjami zwigkszajacymi ekspresje kopii centromerowej genu SMN.
Prowadzone wczesniej liczne proby leczenia farmakologicznego (czynniki troficzne, leki
przeciwpadaczkowe) nie przyniosty oczekiwanych rezultatow.

Dos¢ powszechnie stosuje si¢ srednie dawki kreatyny (3-5g) oraz L-karnityny,
substancji istotnych w procesach energetycznych komoérki mig$niowe;j. Istotna czescia opieki
nad pacjentami z SMA jest wilasciwa dieta, dostosowana do potrzeb 1 wydatku
energetycznego. Nalezy unika¢ nadwagi, dodatkowo obciazajacej ostabiony aparat

mig$niowy.

5. PODSTAWY MOLEKULARNE SMA

Opracowanie jednolitych kryteriow oceny klinicznej pacjentow dotknigtych SMA oraz
rozwoj technik genetycznych umozliwity rozpoczgcie poszukiwania podtoza molekularnego
odpowiedzialnego za wystapienie choroby. W 1990 roku przy uzyciu analizy sprzgzen
markeréw chromosomowych wszystkie trzy typy SMA zostaly zmapowane na chromosomie
5q11.2-q13.2 co wskazywato, ze sa one chorobami allelicznymi. Dalsze badania oparte na
mapowaniu  fizycznym oraz na analizie wysoce polimorficznych  markerow
mikrosatelitarnych umozliwily zawgzenie badanego fragmentu do tzw. regionu SMA o
wielkosci okoto 1Mb. W poézniejszych pracach wykazano u czesci pacjentow obecnosé
delecji w tym regionie chromosomu dziedziczonych lub powstatych de novo. Region SMA
charakteryzuje si¢ wystgpowaniem dwoéch odwroéconych wzgledem siebie kopii tzw.
elementéw centromerowego (E€") i telomerowego (E*), kazdy po okoto 500 kb (Ryc. 4).
Kazdy z tych elementéw zawiera odpowiednio kopie gendéw: SMN (ang. survival of
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motoneuron), NAIP (ang. neuronal apoptosis inhibitory protein) i p44 (gen podjednostki p44
czynnika transkrypcyjnego TFIIH).
Caly region zawiera rowniez wiele sekwencji powtdrzonych, pseudogendéw,

retrotranspozondéw, ktoérych obecno$¢ czyni go niestabilnym 1 uniemozliwia utworzenie

zgodnej wersji mapy catego regionu.

pi4

NAIP

kopia telomerowa  (region objety delecja)

NAIP —  ang. neuronal apoptosis inhibitor protein
geny:  p44 - podjednostki p44 czynnika transkrypcyjnej TFIIH
SMN - ang. survival of motoneuron

HAF'S 4 H4F

HE-EEE

kopia centromerowa

NAIP

p44

Ryc.4 Schemat budowy regionu SMA

5.1.Gen SMN1

Z wymienionych gendw szczegdlna rolg¢ odgrywa gen SMNI, ktérego mutacje
powszechnie uznawane sa za czynnik odpowiedzialny za wystapienie choroby.
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W regionie SMA gen SMN reprezentowany przez dwie kopie: telomerowa — SMNI
(SMN“)(uwazana za whasciwy gen) oraz centromerowa — SMN2 (SMN“") bedaca
niepelnowartosciowym genem. Sekwencja obu gendw jest jednak wysoce homologiczna. Na
odcinku genu o dlugosci 20 kb stwierdzono réznice w 5 pozycjach majace charakter
substytucji. Kazda z kopii zbudowana jest z 9 eksondéw 1 ulega transkrypcji. Biatkowy
produkt genu centromerowego jest jednak niepetnowarto§ciowy i ma obnizona swoista
aktywnos¢.

We wszystkich typach SMA (1-3) defekt molekularny polega na delecji eksonu 7
kopii telomerowej 1 jest odpowiedzialny za okoto 95% przypadkéw SMA. W pozostatych 5%
przypadkéw wykazano wystgpowanie mutacji o charakterze substytucji lub matych delecji,
potozonych w réznych czgsciach genu, zaburzajacych prawidlowa ekspresje genu.

Delecje w obrgbie kopii centromerowej nie wywotuja objawow klinicznych 1
wystepuja u okoto 5% zdrowej populacji.

Rola mutacji w genie SMNI w patogenezie choroby nie jest podwazana, lecz mimo
postepu osiagnigtego w wyjasnieniu podtoza molekularnego SMA nadal pozostaje wiele
watpliwosci 1 niewiadomych, np. sporadyczne wystgpowanie delecji obu kopii SMNI u
haploidentycznego, ale asymptotycznego rodzenstwa (podwaza to role SMNI w patogenezie

choroby), czgsty brak w SMA korelacji genotyp - fenotyp.

5.2.Inne geny regionu SMA

Pozostatym genom regionu SMA przypisuje si¢ co najwyzej role¢ w modulowaniu
nasilenia objawow choroby. Przyjmuje si¢ przy tym, ze izolowane mutacje genéw NAIP 1 p44
nie sa w stanie samodzielnie wywota¢ objawow. NAIP w regionie SMA wystepuje w dwoch
kopiach, jednak kopia centromerowa, bgdac pseudogenem, nie wykazuje aktywnosci. U 45%
pacjentow z choroba Werdniga-Hoffmanna wykazano brak kopii telomerowej (NAIP'®), za§ w
postaciach lagodniejszych SMA delecje tego genu stwierdzono jedynie u 5-10% badanych.
Produkt ekspresji NAIP wykazuje czg¢§ciowa homologi¢ z biatkami baculowiruséw. Biatka te
s inhibitorami apoptozy i posiadaja zdolno$¢ supresji tego procesu w komodrkach ssakow w
warunkach in vitro. Doniesienia na ten temat uczynity NAIP atrakcyjnym kandydatem na gen,
ktérego defekt determinowatby SMA. Czeste wystepowanie uszkodzenia obu kopii NAIP w
zdrowej populacji oraz wspotwystepowanie delecji genu NAIP z SMNI sugeruje jednak
udzial tego pierwszego jedynie w modulowaniu ostros$ci choroby. Niektérzy autorzy
przypisuja podobna rol¢ genowi kodujacemu p44, podjednostke czynnika transkrypcyjnego
TFIIH. Udziat genu p44 w ksztalttowaniu fenotypu SMA nie zostat udowodniony 1 podobnie

11



jak w przypadku genu NAIP, obecnos$¢ delecji jednej z kopii moze wynikaé¢ jedynie z

fizycznej bliskosci z genem SMNI.

6. DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA

Do badania wykorzystywany jest DNA otrzymywany z leukocytow krwi obwodowej
osoby chorej. Alternatywnym materialem uzywanym do izolacji DNA moga by¢ plamy krwi
na bibutach uzywanych do noworodkowych testow przesiewowych, hodowle tkankowe,
material uzyty do badan histopatologicznych np. bioptaty migsni.

Identyfikacja mutacji u pacjentow z SMA umozliwia weryfikacj¢ rozpoznania
klinicznego jak tez daje mozliwos¢ oferowania rodzinom diagnostyki prenatalnej w
przypadku planowania ciazy, a w przysztosci moze mie¢ znaczenie w przypadku

podejmowania terapii genowe;.

6.1 Identyfikacja delecji eksonu 7

Poniewaz u okoto 95% pacjentow z SMA wykazano brak eksonu 7 w obu allelach
genu SMN“, rutynowa diagnostyka molekularna SMA opiera si¢ na sprawdzeniu u badanej
osoby obecnos$ci tego eksonu. Pierwszym etapem analizy jest wielokrotne powielenie przy
uzyciu techniki PCR (ang.polimerase chain reaction) fragmentu genu SMN, w ktoérym
wystepuje ekson 7. Dzigki specjalnie zaprojektowanym starterom oraz réznicy w sekwencji
migdzy kopia centromerowa, a telomerowa genu, mozliwe jest rozréznienie produktow obu

kopii (Ryc. 5).

Ryc. 5
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Wynik rozdzialu w elektroforezie na zelu agarozowym produktow powielenia i trawienia
enzymem restrykcyjnym Dra I eksonu 7 genu SMN: 1-3 pacjenci SMA (widoczny jest
jedynie fragment odpowiadajacy kopii centromerowej genu), 4 - osoba zdrowa (obecne sa
obie kopie genu), 5 - fragment nietrawiony, M - marker wielkosci. (U nosiciela defektywnego
allelu podobnie jak u osoby zdrowej widoczne sa 2 prazki odpowiadajace kopii telomerowe;j i
centromerowej genu SMA). Porownaj Uzupelnienia 12.5

Tok analizy polegajacy na identyfikacji delecji eksonu 7 w kopii telomerowej SMN1
stosowany jest rowniez w diagnostyce prenatalnej. W takim przypadku czgsto wykonywana
jest dodatkowo analiza sekwencji mikrosatelitarnych, celem ktorej jest wylaczenie
ewentualnego zanieczyszczenia materiatu badanego (trofoblastu) tkankami matki, co w
efekcie mogloby da¢ wynik fatszywie negatywny.

Badania prenatalne wykonuje si¢ w rodzinach, w ktérych potwierdzono rozpoznanie
SMA na poziomie molekularnym mozliwe jest wykonanie badan prenatalnych. Materiat
pochodzi z komorek trofoblastu ptodu pobranych przez ginekologa pod kontrola USG.
Biopsj¢ wykonuje si¢ w 10 — 12 tygodniu ciazy. Pobranie trofoblastu jest zwiazane z 0,5-1%
ryzykiem poronienia. Wynik badania molekularnego jest wydawany w kilka dni po
wykonaniu biopsji. Do konca 2002 r wykonano w Polsce 15 molekularnych badan

prenatalnych w rodzinach wysokiego ryzyka wystapienia rdzeniowego zaniku mig$ni.
6.2. Identyfikacja mutacji punktowych

Badanie molekularne wykrywajace obecno$¢ obecnosci delecji eksonu 7 genu SMN/
traktowane jest obecnie jako badanie przesiewowe w kierunku SMA. Dzigki takiemu
postgpowaniu mozna uzyska¢ molekularng weryfikacj¢ rozpoznania u okoto 95% chorych, u
ktorych delecja eksonu 7 wystepuje w obu allelach genu SMNI. Jednak brak tej delecji nie
wyklucza rozpoznania klinicznego choroby. Nalezy bowiem pamigtaé, ze okoto 5% chorych z
SMA jest nosicielami mutacji punktowej, nie wykrywanej w rutynowym badaniu
przesiewowym. W przypadkach spehiajacych kryteria Migdzynarodowego Konsorcjum
SMA, a nie wykazujacych delecji eksonu 7 genu SMNI, istnieja wskazania do rozszerzenia
diagnostyki molekularnej. Pierwszym etapem jest amplifikacja sekwencji kodujacych genu
SMNTI (eksony 1, 2A, 2B, 3, 4, 5, 6, 7), nastepnie analiza SSCP i analiza sekwencyjna (Ryc.
6) (Uzupetnienia 11.5)
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Ryc. 6
Wynik sekwencjonowania fragmentu eksonu 6 genu SMNI. Widoczna (strzatka)
mutacja punktowa zmiany sensu T274I (kodon 274:ATT).

Warto doda¢, ze mutacje punktowe genu SMN/ identyfikowane sa bardzo rzadko. Do
chwili obecnej opisano w literaturze 25 tego typu mutacji u 56 pacjentoéw. Wsrod opisanych
dominuja mutacje w obrebie eksonu 6 i1 7, kodujacych wazna funkcjonalnie domeng biatka

SMN, odpowiedzialna za jego oligomeryzacj¢ i wiazanie z substratami kompleksu SMN.

6.3. Badanie nosicielstwa delecji eksonu 7 genu SMN/

W zwiazku ze skomplikowana budowa regionu chromosomu, w ktorym jest
zlokalizowany gen SMNI ustalania nosicielstwa delecji eksonu 7 w rodzinach ryzyka SMA
jest praktycznie mozliwe jedynie z zastosowaniem metody ilosciowego PCR (ang. real time
PCR). Stosujac metodg ilosciowego fluorescencyjnego PCR pordéwnuje si¢ ilos¢ produktu
PCR genu SMNI (jednego lub dwoch alleli) z ilo$cia produktu amplifikacji wzorcowego genu
SMNI1, nie ulegajacego delecji (obraz amplifikacji dwoch alleli). Zastosowanie tej techniki
daje mozliwo$¢ pordwnania obrazu amplifikacji badanego i wzorcowego genu SMNI, a przez
to pordwnanie liczby alleli (Ryc.7). Ta metoda analizy DNA wykorzystywana jest przede
wszystkim w badaniach naukowych, a jej wdrozenie do badan rutynowych jest jeszcze

sprawa przysztosci.
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Ryc.7

Wynik badania nosicielstwa SMA metoda RT-PCR Badano liczbg kopii genu SMN/ u matki
dziecka, u ktorego w analizie DNA wykazano obecnos¢ delecji eksonu 7 w obu allelach genu
SMN1. Widoczne przesunigcie w liczbie cykli oznacza obecnos$¢ zarowno kopii prawidtowe]
jak 1 z delecja eksonu 7 (uktad heterozygotyczny). Badanie wykonane na amplifikatorze ABI
PRISM 7000 (Applied Biosystem).

7. CHARAKTERYSTYKA POLSKIEJ POPULACIJI SMA

W 1998 roku wprowadzono w Polsce badania molekularne do rutynowej diagnostyki
rdzeniowego zaniku migéni'. Do chwili obecnej weryfikacje molekularna choroby
przeprowadzono w grupie 460 pacjentow z podejrzeniem rdzeniowego zaniku mig$ni. Delecjg
eksonu 7 genu SMN! zidentyfikowano u 368 pacjentow czyli u 80% badanych. Prezentowana
grupa obejmowata wszystkich pacjentow skierowanych na badanie molekularne w kierunku
SMA. Badanie to wykonywano zatem nie tylko u chorych spehiajacych kryteria
diagnostyczne wg Miedzynarodowego SMA Konsorcjum, ale rowniez w ramach diagnostyki
réznicowej tzw. dziecka wiotkiego, zespotu dwuobrgczowego, czy w wielu innych
przypadkach watpliwych i trudnych diagnostycznie. Po klinicznej weryfikacji rozpoznania

delecjg eksonu 7 kopii telomerowej genu SMNI wykryto u okoto 96% chorych.

" Wynik realizacji grantu KBN nr 4 POSE 001 12 (kierownik prof.I. Hausmanowa-Petrusewicz)
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W badanym materiale najczestsza postacia okazala si¢ forma tagodna, stanowiac
blisko 43% (152/357) ogoétu przypadkow (Tab. 3). Wynik ten wydaje si¢ by¢ o tyle
interesujacy, ze forme t¢ uwaza si¢ w literaturze za wystgpujaca najrzadziej (1: 83 tys.).
Wysoki odsetek SMA3 wydaje si¢ by¢ jednak zwiazany przede wszystkim z niedostateczna
rozpoznawalno$cia choroby w okresie niemowlecym oraz ze specyfika osrodka (Zespotu
Badawczo-Leczniczego Chorob Nerwowo-Migsniowych), zajmujacego si¢ gltownie
diagnostyka oséb dorostych. Nie mozna jednoczesnie zupetnie odrzuci¢ tezy odmiennosci
fenotypowej naszej populacji. Pozostale formy choroby wystgpowaly odpowiednio z

czestoscia: SMAI1- 36,7% (131 pacjentow), SMA2- 20,7% (74 pacjentow)

Tabela 3

Rozktad zachorowan w poszczegolnych grupach z uwzglednieniem ptcei

Populacja SMA1 SMA2 SMA3a SMA3b Razem
kobiety 58 29 44 23 154
mezczyzni 73 45 42 43 203
razem 131 74 86 66 357

W analizowanym materiale zwraca rowniez uwage przewaga plci meskiej, dotyczaca
wszystkich (poza SMA3a) grup. W grupie 3b dwukrotnie rzadziej chorowaty kobiety.
Zjawisko to obserwowano od do$¢ dawna, dopatrujac si¢ ewentualnego ochronnego wptywu
estrogendéw. Interesujace wydaje si¢ spostrzezenie, ze podobna zalezno$¢ dotyczy réwniez
postaci ostrej — (M:K 5:4) i posredniej (M:K 3:2), cho¢ przewaga ptci mgskiej nie jest w tych

grupach tak zdecydowana.

Najczestsza mutacja (61%) w polskiej populacji chorych byta delecja obejmujaca
eksony 7 1 8 kopii telomerowej genu SMN. U 19% chorych, a zatem rzadziej w poréwnaniu z
piSmiennictwem, wystgpowatly duze delecje obejmujace swym zasiggiem gen SMNI 1 NAIP.
Czg$ciej natomiast - u 20% chorych (w literaturze- ok. 4,5%) stwierdzano delecje dotyczace
tylko eksonu 7 genu SMNI. Moze to dowodzi¢ odmiennos$ci genetycznej naszej populacji w

poréwnaniu z innymi populacjami kaukaskimi.

Duze delecje obejmujace gen SMNI i NAIP wystgpowaly gltéwnie w SMA1 (85%,
35/41), mate — czgSciej w SMA3 (55%, 25/45). W badanym materiale duze delecje (geny
SMNI, NAIP i ew. p44) wystepowaty u 36% (35/98) chorych z SMA 1. Natomiast utrata
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eksonu 7 z zaoszczgdzeniem eksonu 8 wystepowata zdecydowanie rzadziej w SMA1 (9%)
niz w SMA3 (31%). Mozna zatem wnioskowac, ze duze delecje warunkuja cigzki fenotyp,

natomiast mate wptywaja na ztagodzenie fenotypu choroby.

Tabela 4

Wielkos¢ delecji w regionie SMA w poszczeg6lnych grupach pacjentdow.

Typ SMA delecja genow delecja genu SMNI Razem
NAIP 1 SMN1 ekson 718 tylko ekson7
SMAI 35 54 9 98
SMA2 4 26 11 41
SMA3 2 53 25 80
razem 41 133 45 219

Rdzeniowy zanik mig$ni charakteryzuje duza rozpigto$¢ wieku zachorowania. W
badanym materiale u 1/4 chorych objawy kliniczne wystepowaty od urodzenia. W kilkunastu
przypadkach SMA 1 matki chorych odczuwaty ostabienie ruchéw plodu. Najstarsza badana

osoba, ze zweryfikowanym molekularnie rozpoznaniem, zachorowata w wieku 34 lat.

Na wiele lat przed okresem rozwoju biologii molekularnej dokonano obserwacji, ze w
1/3 rodzenstwa (dwoje lub wigcej chorych) dzieci chorowaty na rézny typ SMA. Fakt ten nie
znalazt do tej pory wytlumaczenia. Niewatpliwie duzy wplyw na przebieg choroby maja
czynniki zewnetrzne (uraz, gwattowny przyrost masy ciata). Ich wplyw nie ttumaczy jednak
wystgpowania przypadkow o skrajnie réoznym przebiegu (np. SMA 1 1 3) w jednym
rodzenstwie. W badanym materiale kliniczng zmienno$¢ wewnatrzrodzinng obserwowano w
1/3 rodzenstw (gtownie SMA postacie 2 i 3). W pozostatych rodzenstwach dzieci chorowaty

na ten sam typ SMA.

8. PATOLOGIA MOLEKULARNA

Mimo poznania budowy fizycznej regionu SMA 1 okreslenia, w wielu rodzinach,
zmian na poziomie DNA nadal niejasne sa mechanizmy odpowiedzialne za powstanie
poszczegoOlnych postaci SMA. Wystapienie choroby, z nielicznymi wyjatkami koreluje

jedynie z brakiem eksonu 7 w genie SMNI/. Na obecnym poziomie wiedzy znamy kilka
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czynnikow modyfikujacych fenotyp. Naleza do nich: 1) wielkos$¢ delecji w regionie SMA, 2)
liczba kopii centromerowych genu SMN, 3) konwersja czyli czgSciowe zastapienie kopii
telomerowej kopia centromerowa genu SMN, 4) poziom biatka SMN w komorce.

Wyniki badah nie wykazaty istnienia bezposredniej korelacji migdzy wielko$cia
delecji w regionie SMA a nasileniem objawdw choroby. Jednak delecje wigksze niz 70 kb,
obejmujace oprocz genu SMNI réwniez NAIP 1 p44, obserwowane sa czgs$ciej w ostrej formie
choroby.

Kopia centromerowa rdzni si¢ od kopii telomerowej jedynie 5 nukleotydami (w tym
dwoma w czeéci kodujacej). Jej nierdwnocennos¢ wynika z faktu, ze na skutek
alternatywnego sktadania powstaje transkrypt pozbawiony eksonu 5, 7, badz 5 1 7 oraz tylko
niewielka ilo§¢ mRNA pelnej dtugosci, analogicznego do transkryptu kopii telomerowe;.
Teoretycznie zatem zwigkszenie liczby kopii centromerowych mogloby powodowaé
zmnigjszenie lub nawet brak objawéw chorobowych.

W regionie SMA, oprocz wymienionych wyzej genow, wystgpuje szereg sekwencji
powtdrzonych, pseudogenow, retrotranspozonoéw. Wskutek tego obszar ten jest niestabilny
genetycznie. Dochodzi¢ moze w nim do czgsciowego zastgpowania kopii telomerowej kopia
centromerowa (tzw. konwersji genu). W zalezno$ci od wielkosci sktadowych powstaje wigc
gen hybrydowy przypominajacy bardziej kopig centromerowa badz telomerowa. Uwaza sig,
ze cigzka posta¢c - SMA 1, warunkowana jest rzeczywista delecja, natomiast formy
tagodniejsze konwersja sekwencji kopii telomerowej z centromerowa.

Wydaje sig, ze nasilenie objawdw klinicznych bezposrednio zalezy od poziomu biatka
SMN w komorce. U pacjentow z rdzeniowym zanikiem mig$ni, a zwlaszcza z SMA 1,
poziom biatka SMN jest znacznie obnizony. W komérkach rdzenia krggowego pacjentow z
najcigzsza forma choroby stwierdzono 100-krotne obnizenie poziomu tego biatka.
Lagodniejszego przebiegu choroby mozna oczekiwac u pacjentéw, u ktorych obserwuje si¢
wigksza liczbg kopii genu SMN2.

Analiza molekularna genu SMNI u pacjentéw z rozpoznaniem klinicznym SMA nie
rozwigzuje wszystkich probleméw diagnostycznych. Istnieje bowiem grupa pacjentéw z
SMA, w ktérej wystapienie choroby nie jest zwigzane z uszkodzeniem genu SMNI. Tym
niemniej analiza genu SMNI jest obecnie trwalym elementem nowoczesnej diagnostyki

klinicznej tej choroby.

9. ZAKONCZENIE
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Zrédlem informacji o chorobie dziecka sa dla rodzicow lekarze pediatrzy, neurolodzy
oraz dostgpne opracowania. Dostgpne publikacje, a takze przekazywane informacje, czgsto
nie odzwierciedlaja catej prawdy o chorobie i jej konsekwencjach dla rodziny. Dlatego tez tak
istotne jest skierowanie rodzicéw z dzieckiem chorym na SMA do genetyka klinicznego 1
objecie rodziny systemem poradnictwa genetycznego. Celem tego poradnictwa jest
przekazanie informacji dotyczacych wielu probleméw zwiazanych z ryzykiem wystapienia
choroby uwarunkowanej genetycznie w rodzinie. Po porad¢ moga zglasza¢ si¢ nie tylko
rodzice dziecka chorego ale tez ich krewni, ktérzy pragna pozna¢ ryzyko wystapienia
choroby u ich przysztego potomstwa.

Proponowane przez nas postgpowanie diagnostyczne opiera si¢ na analizie
molekularnej z mozliwo$cia wykazania delecji eksonu 7 w genie SMNI (Ryc. 8) Ten tok
postgpowania umozliwia weryfikacj¢ rozpoznania u okoto 95% chorych. Wykrycie mutacji w
obu allelach genu SMNI nie tylko potwierdza rozpoznanie kliniczne choroby u badanego
dziecka, ale tez daje mozliwo$¢ oszacowania prawdopodobienstwa wystapienia SMA u
kolejnego dziecka. Jest ono takie same jak w kazdym innym przypadku choroby o
autosomalnym recesywnym sposobie dziedziczenia 1 wynosi 25% (1:4). Prawdopodobienstwo
urodzenia zdrowego dziecka wynosi 75%.

Diagnostyka molekularna SMA umozliwia rowniez identyfikacj¢ mutacji w genie
SMNI u pozostatych 5% pacjentow, u ktorych nie wykrywa si¢ delecji eksonu 7 genu SMNI,
a defekt spowodowany jest wystgpowaniem mutacji punktowych. Wykrycie tych mutacji
wymaga jednak zastosowania sekwencjonowania wszystkich eksonow genu SMNI. Badania
tego typu trudne sa do przeprowadzenia na zasadach diagnostyki rutynowej SMA, nawet w
krajach Europy Zachodniej i USA.

Niewatpliwie najistotniejszym zadaniem badawczym pozostaje nadal problem
ustalania nosicielstwa delecji eksonu 7 w rodzinach ryzyka SMA. Okreslenie nosicielstwa ma
szczegblne znaczenie w przypadkach wystgpowanie delecji de novo (dotyczy 2% chorych na
SMA) tzn. powstalych w czasie gametogenezy i nie odziedziczonych od rodzicow.
Stwierdzenie delecji de novo ma wazne implikacje dla rodziny bowiem ryzyko urodzenia
kolejnego dziecka z SMA jest w takim przypadku znacznie nizsze (< 1%). Okre$lenie
nosicielstwa delecji eksonu 7 jest wazne réwniez w rodzinach, ktore stracily dziecko
podejrzane o SMA, a u ktérego nie wykonano za zycia badania molekularnego i brak jest
tkanek mogacych by¢ zrodtem DNA. Proponowanie diagnostyki prenatalnej w tych rodzinach
jest kontrowersyjne. Brak mozliwos$ci ustalenia nosicielstwa, w tym u krewnych chorego,
powoduje ze poradnictwo genetyczne w rodzinach SMA jest trudniejsze 1 nie daje pelnego
zakresu informacji jak ma to miejsce w innych chorobach o tym samym typie dziedziczenia.
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Nie jesteSmy w stanie okresli¢ nosicielstwa u rodzicéw i rodzenstwa chorego na SMA
dziecka. Badanie nosicielstwa delecji eksonu 7 mozliwe jest jedynie przy zastosowaniu
metody ilosciowego PCR. W chwili obecnej, ze wzgledu na wymagania sprzg¢towe i koszty
odczynnikow nie jest mozliwe do wykonania w analizie rutynowe;.

W chwili obecnej wyniki badania molekularnego nie daja mozliwos$ci prognozowania

przebiegu choroby.

% %k ok

Mimo ogromnego postepu medycyny i pojawienia si¢ nowych perspektyw zwigzanych
z rozwojem biologii molekularnej, postgpowanie terapeutyczne w SMA nie uleglo zmianie.
Duze nadzieje wiaze si¢ z probami zwigkszenia ekspresji kopii centromerowej genu SMN.
Wzmocnienie transkrypcji genu SMN2 lub zmiana procesu sktadania mRNA tak, by eksony 5
i 7 nie byly wycinane zaowocowalyby prawdopodobnie zwigkszeniem poziomu
pelnowarto$ciowego biatkka SMN w tkankach 1 zlagodzeniem przebiegu choroby. Jedna z
obiecujacych substancji wptywajacych na ekspresje SMN2 na poziomie molekularnym jest
maslan sodowy. Zwigksza on poziom pelnowartosciowego biatka SMN w liniach
komoérkowych limfocytow poprzez zmiang alternatywnego sktadania SMN2. W probach na
modelu zwierzgcym substancja ta wydaje si¢ tagodzi¢ objawy chorobowe i1 wydtuza¢ okres
przezycia chorych myszy. Niedaleka przyszto$¢ pokaze, czy stanie si¢ ona skutecznym i
bezpiecznym lekiem w terapii rdzeniowego zaniku migs$ni u czlowieka. Jednak do czasu
opracowania skutecznej terapii przyczynowej leczenie objawowe wciaz pozostaje jedyna

dostepna forma dziatania terapeutycznego.
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Ryc. 8

Schemat postgpowania w diagnostyce molekularnej SMA. Czgéci zacienione — etapy trudne

do wykonania w badaniu rutynowym.

PROBANT (podejrzenie SMA)

POBRANIE MATERIALU I IZOLACJA DNA

PRZESIEW W KIERUNKU DELECJI EKSONU 7 SMNI1

GENOTYP
Brak homozygotycznej
Delecja eksonu 7 w obu delecji eksonu7 SMNI lub
allelach genu SMN1 mutacja w jednym allelu
FENOTYP
weryfikacja rozpoznania -
EMG, biopsja mi¢Sniowa
SMA Zmiana rozpoznania
GENOTYP

SEKWENCJONOWANIE GENU SMNI

Mutacja punktowa (delecja
eksonu 7 w drugim allelu)

Brak mutacji
punktowej

U

U

POTWIERDZENIE ROZPOZNANIA
KLINICZNEGO SMA

WYNIK ANALIZY NIE POTWIERDZA
ANI NIE WYKLUCZENIA
ROZPOZNANIA SMA
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11. UZUPELNIENIA

11.1. Pozostate postaci rdzeniowego zaniku migs$ni
Tabela 5

Pozostate, poza dosiebnym dziecigcym i mtodzienczym SMA, postaci rdzeniowego zaniku

migsni
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Rozktad

Typ kliniczny Poczatek i przebieg kliniczny Dziedziczenie Gen i (lub) jego lokalizacja
zanikow
Dystalny rdzeniowy zanik mig$ni Odsiebny
(rdzeniowa forma choroby Charcot-Marie-
Tooth, ang.HMN — hereditary motor
neuronopathy):
e HMNI 3-4 dekada, ostabione odruchy, antycypacja AD ?
e HMN?2 2-4 dekada, do$¢ tagodny, kkd>kkg AD 12q23-24
e HMN 5 (gtownie mieéni konczyn 2 dekada, tagodny, kkg>>kkd AD p
gbrnych)
e HMN 7 (z zajeciem strun glosowych) 1-2 dekada, niedowtad strun glosowych, kkg>kkd, czasem ghuchota AD 2ql14
typu odbiorczego
e HMN J (ang. Jerash type) 1 dekada, kkd>kkg, po kilku latach objawy piramidowe AR 9p21
o  Rdzeniowy zanik migsniowy zwiazany z 1-2mz, kkg>kkd, cigzka niewydolno$¢ oddechowa zwiazana z AR gen IGHMBP2 (ang. immunoglobulin u-binding
pierwotng niewydolnoscia  oddechowa porazeniem przepony, czgsto ubytkiem i przemieszczeniem trzewi protein 2), h11q13.213.4
(przeponowy rdzeniowy zanik do klatki piersiowej
mig$niowy, ang. SMARD 1)
Rdzeniowo-opuszkowy zanik migéni (choroba [ Dosiebny |[30-50rz, objawy opuszkowe, ginekomastia (50%), zaburzenia XR Mutacja dynamiczna- (CAG)n>38 w genie AR
Kennedy’ego, ang. SBMA - spino-bulbar hormonalne —impotencja, bezptodno$¢, zaburzenia metaboliczne- (ang.androgen receptor, gen receptora
muscular atrophy) cukrzyca, hiperlipidemia, przebieg powoli postepujacy androgenowego), Xq12
Formy doroste rdzeniowego zaniku mig$ni: Dosiebny
e SMA4 wiek dorosty, powoli postgpujacy AR W niektorych przypadkach gen SMNI1
e SMAS wiek dorosty, czasem wysokie CK AD
Tylko konczyn dolnych Dosiebny | wrodzone, nie postgpujace, czasem przykurcze stawow skokowych AD 12g23-24
i kolanowych
Lopatkowo-strzatkowy Dosiebno- | 30-50 rz, powoli postgpujacy AD ?
odsiebny AR ?
Rdzeniowy zanik migéni konczyn dolnych Dosiebny | wrodzony, nie postepujacy, czasem przykurcze stawow AD 12q23-24
skokowych i kolanowych
Rdzeniowy zanik migéni z artrogrypoza i| Dosiebny [wrodzony, przebieg kliniczny jak w SMA I, artrogrypoza i XR Xpll.3-ql1.2

ztamaniami kos$ci

ztamania ko$ci

23



11.2 Wybrane pozycje pismiennictwa ICMDiK PAN, IPiN oraz IMID z zakresu SMA

l.

10.

11

12.

13.

14.

Hausmanowa-Petrusewicz 1 (1978) Spinal muscular atrophy — Infantile and Juvenile
Type, Springfield, Virginia

Hausmanowa-Petrusewicz I, Zaremba J, Borkowska J. et al. (1984) Chronic proximal
spinal muscular atrophy of childchood and adolescence: Sex influence. ] Med. Genet
21,477

Zerres K, Rudnik-Schoneborn S, Lutzenrath S, Borkowska J et al. (1998) A
collaborative study on the natural history of childhood and juvenile onset proximal
spinal muscular atrophy (type II and III SMA): 569 patients. J Neurol Science 146, 67

Zimowski JG, Mierzewska H (1998) Rdzeniowy zanik migsni — obraz kliniczny,
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Klinika Pediatryczna 6, 444
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11.3. Pobieranie i przestanie materialu na badanie genetyczne

DNA jest otrzymywany standardowo z leukocytow krwi obwodowej. W tym celu
nalezy pobra¢ kilka mililitrow (5-10ml) krwi do probowki zawierajacej 0,2 ml 0,5 M
EDTA (wersenian sodowy) o pH 8,0 i po szczelnym zamknigciu dobrze zamieszac.
Nastepnie nalezy odwirowaé leukocyty. Osad, bedacy podstawa preparatyki DNA, po
zamrozeniu w —70°C mozna przechowywac przez wiele miesiecy.

W przypadku gdy izolacja DNA jest wykonywana w innym laboratorium niz to, w
ktorym pobrano materiat do badan, krew powinna by¢ przestana w ciagu 48 godzin od
momentu pobrania . Przed wystaniem nalezy ja przechowywaé w temperaturze 4°C.

Poniewaz diagnostyka molekularna opiera si¢ na badaniu produktow PCR do analizy
wystarczaja iloSci DNA otrzymywane np. z plam krwi. Preparatyka DNA z takich plam
jest stosunkowo prosta, a pobranie kilku kropli krwi jest mniej obciazajace dla badanego.
Taki tryb postgpowania znacznie upraszcza rowniez ewentualne przesytanie materialu do

badan.

11.4. Osrodki wykonujace diagnostyke w kierunku SMA
- Ofrodek referencyjny diagnostyki kliniczne;j

*  Zespot Badawczo-Leczniczy Choréb Nerwowo-Migsniowych IMDiK PAN (02-097
Warszawa ul. Banacha 1 a,
- Oérodki wykonujace diagnostyke molekularng SMA

Zaktad Genetyki Instytutu Matki 1 Dziecka (01-211 Warszawa, ul. Kasprzaka 17),
Zaktad Genetyki Instytutu Psychiatrii 1 Neurologii (02-957 Warszawa, Al. Sobieskiego
1/9)

11.5. Sekwencjonowanie genu SMN].

Reakcje sekwencjonowania przeprowadzono metoda cykliczna z czterema
dideoksynukleotydotrifosforanami wyznakowanymi fluorochromami, przy uzyciu zestawu
do sekwencjonowania DNA Sequencing Kit (Applied Biosystems) zgodnie z zaleceniami
producenta. Jako starterow uzyto oligonukleotydow uzywanych w reakcji PCR Analizg
sekwencyjna przeprowadzona w automatycznym sekwenatorze ABI 310 (Applied

Biosystems). Liste stosowanych starteréw podano w Tabeli 6.
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Tabela 6

Lista starterow stosowanych w sekwencjonowaniu genu SMN/

Ekson Sekwencja nukleotydow

1 F 5’>-GCCGGAAGTCGTCACTCTT-3
R 5’-GGGTGCTGAGAGCGCTAATA -3’

2A  |F5-CTGATTAAACCTATCTGAACATG-3’
R 5’-CGTATGTTATCAATTCCTTTCCA-3’

2B |F5’-CTGTGCACCACCCTGTAACATG-¥’
R 5’-AAGGACTAATGAGACATCC-3’

3 F 5’>-CGAGATGATAGTTTGCCCTC-3’
R 5’-CTCATCTAGTCTCTGCTTCC-3’

4 F 5’>-CACCCTTATAACAAAAACCTGC -3°
R 5’-GAGAGGTTAAATGTCCCGA-3’

5 F 5’-TGAGTCTGTTTGACTTCAGG-3’
R 5’-TATCAAATTGTATGTGAAAGCA-3’

6 F 5’-CTCCCATATGTCCAGATTCTCTT-3’
R 5’-AAGAGTAATTTAAGCCTCAGACAG-3’

7 F 5’-AGACTATCAACTTAATTTCTGATC-3’
R 5’-GTAAGATTCACTTTCATAATGCTG-3’

11.6 Warunki identyfikacji delecji eksonu 7 w genie SMNI

Otrzymane DNA uzywano do powielenia sekwencji kodujacych — eksonu 7 genu
SMN z zastosowaniem nastgpujacej pary starteréw (11):

(R111) 5’-AGACTATCAACTTAATTTCTGATCA -3’
(X7-Dra) 5-CCTTCCTTCTTTTTGATTTTGTTT -3°.

Reakcj¢ PCR w objgtosci 25 ul wykonywano w amplifikatorze MJ Research 200
wedtug schematu: wstgpna denaturacja 95°C - 5 min, powielanie (35 cykli) w tym
denaturacja 94°C - 1 min, przylaczanie starterow 55°C - 1 min., synteza 72°C - 1 min,
synteza uzupehniajaca 72° C - 8 min. Produkty PCR trawiono enzymem restrykcyjnym
Dra I w temperaturze 37°C przez 2 godziny. Produkty trawienia rozdzielano w 2% zelu

agarozowym. Wyniki dokumentowano w systemie Gel Doc (BioRad)
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