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A SPINALIS IZOMATROPHIAT MEGHATAROZO SURVIVAL
MOTONEURON GENEK KVANTITATIV ANALIZISE

NAGYMIHALY Mariann', HERCZEGFALVI Agnes?, TIMAR Lészl63, KARCAGI Veronika'
'Orszdgos Kérnyezet-egészségigyi Intézet, Molekuldris Genetikai és Diagnosztikai Osztdly, Budapest
2Magyar Reformdtus Egyhdz Bethesda Gyermekkérhéza, Neurolégiai Osztdly, Budapest

30rszdgos Gyermek-egészségigyi Intézet, Genetikai Tandcsadds, Budapest

A spinalis izomatrophia (SMA) az egyik leggyakoribb
autoszomdlis recessziven 6rokl6ds betegség, eléfordulési
gyakorisdga 1/10 000, mig hordozésdgi frekvencidja kdzel
1/35. A betegséget a survival of motoneuron (SMN) ubiqui-
ter fehérje hidnya okozza, amelyet a homolég SMN1 és
SMN2 gének kédolnak. A 7. exon egyetlen nukleotid
polimorfizmusa miatt az SMN2 génrél kevesebb feljes
hosszUsdgu transzkriptum termel&dik, amely nem képes
megakaddlyozni a motoneuronok pusztuldsat a
fizioldgidsan elsfordulé géndézisban. Az SMN2 gén képia-
szama ugyanakkor befolydsolja a termel6d8 SMN fehérje
mennyiségét és ily médon a fenotipus sulyossdgat. Az SMN
géndézis-analizissel meghatdrozhaté az SMN1 gén képia-
szdma és ezdltal azonosithatéak a hordozdk, valamint a
heterozigéta deletiét hordozd betegek. Beszémolunk az
SMNT1 gén képiaszdménak real-time PCR-technikdn alapuléd
meghatdrozésdrél 56 SMA L, II. és lll. tipust beteg, 159
sz0l8 és egészséges csalddtag, valamint 152 bizonytalan
diagnézist SMA-beteg esetében. A csalddtagok kézil 91
esetben azonositottuk a hordozéi éllapotot és 56 beteg
esetében megerésitettik az SMN1 7. exon homozigéta
deletiéjat. Kolén kiemelendd, hogy 12 beteg esetében
Ssszetett heterozigéta dllapotot detektaltunk, amely
valészinUsiti, hogy spinalis izomatrophidban szenvednek. Az
SMN2-képiaszdm meghatdrozdsét 94 beteg esetében
végezitk el, és szoros dsszefiggést kaptunk a képiaszédm és
a betegség fenotipusa kézétt. A betegség genetikai komp-
lexitédsa és a hordozésdg nagy ardnya miatt pontos kockd-
zatbecslésre és genetikai tandcsaddsra van szikség az érin-
tett csalddok esetében. Ezek az U] eredmények korszer(sitik
az SMA hazai diagnosztikai munkdjét, kilénss tekintettel a
pontos genetikai tanécsaddsra, valamint segiti a betegek
bevondsdét a j6vEbeli terdpids vizsgdlatokba.

Kulcsszavak: spinalis izomatrophia, real-time PCR,
SMNT és SMN2 gének képiaszdm-meghatdrozésa
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Spinal muscular atrophy (SMA) is one of the most common
autosomal recessive diseases, affecting approximately one
in 10.000 live births and with a carrier frequency of approx-
imately one in 35. The disease is caused by a deficiency of
the ubiquitous protein survival of motor neuron (SMN),
which is encoded by the SMN1 and SMN2 genes. Due to a
single nucleotide polymorphism in exon 7, SMN2 produces
less full-length transcript than SMN1 and cannot prevent
neuronal cell death at physiologic gene dosages. On the
other hand, the copy number of SMN2 affects the amount
of SMN protein produced and the severity of the SMA phe-
notype. SMN gene dosage analysis can determine the copy
number of SMN1 to detect carriers and patients heterozy-
gous for the absence of SMN1 exon 7. This study provides
copy number estimation of SMN1 gene by real-time PCR
technique in 56 SMA type L., II., lll. patients, 159 parents
and healthy relatives and in 152 undefined SMA patients.
Among the family members, 91 carriers have been detected
and in 56 patients homozygous deletion of SMN1 exon 7
has been confirmed. Moreover, in 12 patients compound
heterozygosity of SMN1 exon 7 mutation has been detected,
thus providing the possible diagnosis of SMA. In 94
patients, copy number of SMN2 has also been evaluated
and a good correlation has been found with the phenotype
of the disease. Due to the genetic complexity and the high
carrier frequency, accurate risk assessment and genetic
counselling are particularly important for the families. These
new results provide improvement of the diagnostic service in
SMA in Hungary with focus on proper genetic counselling
and possible enrolment of the patients in future therapeutic
inferventions.

Keywords: spinal muscular atrophy, real-time PCR,
copy number analysis of SMNT and SMN2 genes
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A spinalis izomatrophia (SMA) a masodik leg-
gyakoribb, autoszomalis recessziv médon 6rok-
16d6 betegség. Kialakuldsat a gerincveli o-moto-
neuronok degenericidja okozza, amelynek kovetkez-
ménye a fokozatosan silyosbodé izomsorvadas, majd
az esetek tobbségében az izomzat teljes bénuldsa. A
haldl oka 1égzési elégtelenség, illetve ebbdl eredden,
a visszatérd légzdszervi fertdzések kovetkeztében ki-
alakul6 tid6gyulladas. Az izomgyengeség szimmet-
rikus, kezdetben a végtagok, majd a torzsizomzat bé-
nuldsa kovetkezik be. A bénulés tisztdn motoros jel-
legi, az intellektus ép. A betegség hordoz6sigi gya-
korisdga 1:35'#, igy atlagosan mintegy 10 000 gyer-
mekbdl egy sziiletik SMA betegséggel.

A spinalis izomatrophia kiilénb6zé fenotipusos
megjelenésti formdit négy csoportra lehet osztani
(I-IV. tipus), a klinikai tiinetek megjelenésének
id6pontja és silyossaga, a maximalis motoros telje-
sitmény és az élettartam alapjan®~'! (1. tablazat).

A betegség legstilyosabb, fatdlis formdja az
SMA 1. tipusa, a Werdnig—Hoffmann-kor (OMIM
253300). A tiinetek 4ltalaban mar az els6 honapok-
ban, de hat hénapos kor el6tt biztosan jelentkeznek,
a beteg nem képes onalléan feliilni és kétéves kora
elott életét veszti.

Az SMA 1I. tipusa vagy intermedier formaja, a
Fried—Emery-kor (OMIM 253550) valamivel ké-
s6bb, masfél éves kor el6tt kezdddik és enyhébb le-
folyasu. A gyermekek megtanulnak segitség nélkiil
ilni, de nem képesek ondlléan 4llni €s jarni. A ha-
14l altaldban 10-12 évesen kovetkezik be.

Az SMA 1IL. tipusa a Kugelberg—Welander-kor
(OMIM 253400). A tiinetek mindig masfél éves kor
utan, altalaban haroméves kor koriil kezdenek ki-
alakulni. Nem halédlos kimeneteld, de a betegek ifju
koruktol kezdve kerekes székhez kotottek.

Ujabban megkiilonboztetik az SMA IV. tipust is,
amely az SMA feln6ttkori formdja, enyhe izom-
gyengeséggel. A tiinetek 30 éves kor utdn jelent-
keznek.

Az SMA-betegek koriilbeliil 60%-a az 1. tipusba,
mig a fennmarad6 40% a I1., illetve a IIL.-IV. tipus-
ba sorolhaté.

Az SMA mind a négy formdja az 5q13 kromo-
szomarégidhoz kothetS. A betegséget az esetek

ROVIDITESEK

AglCA (C272) = mikroszatellita marker.

C212 = mikroszatellita marker.

Ct = (threshold cycle/crossing point) kiiszobciklus.

DNS = dezoxiribonukleinsav.

EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav.

PCR = polimeraz lancreakcid.

RCN = relativ képiaszdm.

RFLP = restriction fragment length polymorphism.

RNP = ribonukleoprotein.

SMA = (spinal muscular atrophy) spinalis izomatrophia.

SMNI1 = (survival of motor neuron) gén telomer kopidja.

SMN?2 = (survival of motor neuron) gén centromer
kopidja.

snRNP = (small nuclear ribonucleoprotein) kis sejtmagi
ribonukleoprotein.

SYBRGreen I = a DNS két szdla kozé interkaldlédo
fluoreszcens festék.

UsnRNP = (uridine rich small nuclear ribonucleoprotein)
uridingazdag kis sejtmagi ribonukleoprotein

94%-dban a survival of motoneuron 1 (SMNI;
OMIM 600354) gén homozigéta deletidja okozza!'2.
A betegek tovabbi 4%-a compound heterozigdtanak
(az egyik allélon deletio, mig a madsikon intra-
genikus pontmutacié) bizonyult, mig a fennmaradé
2%-ban nem volt kimutathaté muticié6 az SMNI1
génben'3. A mutdci6 kovetkeztében az SMN génrdl
atir6d6 protein nem képes betdlteni a gerincveldi
motoneuronok miikodéséhez alapvetSen sziikséges
szerepét, amely a vazizomzat fokozatos sorvadasa-
hoz, majd a sulyosabb esetekben 1€gzési elégtelen-
ség kovetkeztében haldlhoz vezet.

Az SMNI1 ¢és centromerikus homoldgja, az
SMN2 gén az 5q13 kromoszémarégidban helyezke-
dik el. Az SMN gén kilenc exonbdl 4ll (1, 2a, 2b és
3-8). A két SMN-génkodpia szekvencidja ot nuk-
leotidban tér el (harom intronikusan és ketté exo-
nikusan, a 7. és 8. exonban). Mindkét génrdl 1,7 kb-
os transzkript keletkezik, amelyekbdl az alternativ
splicing sordn kiilonb6z6 izoformdk (splicing-
varidnsok) jonnek 1étre. Az SMN2 gén 7. exonjdban
a 840C>T tranzici6 kovetkeztében a 7. exon kivago-

1. tablazat. Az SMA betegség csoportositisa a nemzetkozi SMA-konzorcium ajdnldsa dltal

Tipus Betegség neve Kezdet (hénap) Motoros teljesitmény Haldl (év)
I Werdnig-Hoffmann-kér <6 nem Ul fel segitség nélkdl <2
Il. Fried—Emery-koér <18 nem jér segitség nélkul >2
M. Kugelberg-Welander-kér >18 felall, megy felnsttkorban
V. felnéttkori forma >30 felall, megy normdlis élettartam
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dik a splicing soran, igy nem képzddik teljes méretti
transzkript; ezaltal a réla atir6dé fehérje instabil és
nem tudja betolteni funkcidjat. Az SMN2 gén eseté-
ben igy csak 10-20%-ban termelddik teljes méretd
SMN-transzkript, a fennmaradé 80-90%-ndl a 7.
vagy a 8. exon, illetve mindkettd hidnyzik. Az érett
SMN fehérje 294 aminosavbdl all és 38 kDa silyu.
Egészségesek esetében az SMN fehérjék jelentds ré-
sze tehdt az SMN1 génr6l szdrmazik, mig az SMN2
génrdl jelentdsen kevesebb mennyiségli mikods fe-
hérje termelddik. Az SMN1 géntermék elengedhe-
tetleniil fontos a motoneuronok normélis miikodésé-
hez, ezzel szemben az egészséges egyének 5-10%-
aban az SMN2 gén mindkét kopidja hidnyzik'+ 5.
Ennek értelmében a betegséget az SMN fehérje hia-
nya, illetve csokkent mennyisége okozza. Az SMA-
betegek genetikai analizise és az SMN-homol6gok
kiilonbségei alatimasztjdk az SMNI1 gén 7. exon-
janak jelentds szerepét a betegség kialakitasaban.
Az SMN2 gén a harom, illetve négy silyossagi for-
ma kozti fenotipusbeli eltérések kialakitasaért fele-
16s. Minél nagyobb az SMN2 gén kdpiaszdma
(1-4), annal enyhébb lefolyasu a betegség, mivel a
részlegesen funkcionald, ugyanakkor tobb génkopia
révén nagyobb mennyiségben termel6dott SMN fe-
hérje részlegesen kompenzalni képes az SMN1 gén
altal termelt ,,val6di” fehérje hianyat'e-19.

Az SMN fehérje fontos szerepet jatszik a ribo-
nukleoproteinek (RNP) 6sszeszerelésében, nukle-
ocitoplazmikus, dendritikus, axondlis transzport-
jukban. A gerincvel6i motoneuronok dendritjeiben
és axonjaiban cytoskeletalis fehérjékkel egyiitt ta-
lalhat6. Az SMN fehérje a neuritek mozgékony
granulumaiban lokalizal6dik, aktivan transzporta-
l6dik neuronalis folyamatokhoz és motoneuron-
specifikus funkciot 1at el?. Az SMN fehérje megvé-
di a neuronokat a virus altal indukalt apoptdzistdl,
és kulcsszerepet jatszik az RNS-metabolizmusban,
komplexet képezve a spliceoszomalis kis sejtmagi
ribonukleo-proteinekkel (snRNP)?'. A 38 kDa to-
megli SMN fehérje minden szoveti sejt citoplazma-
jaban és a sejtmagjaban megtaldlhatd. A fehérje
expresszidja szovetenként valtozd, legnagyobb az
agyban, a gerincvelSben €s az izomban, legkisebb a
Ilymphocytdkban és a fibroblastokban.

CélkitGzések

Mivel a betegség hordozésaganak gyakorisidga a
populédciéban igen nagy (1/35), a megel6zés szem-
pontjabol indokolt a spinalis izomatrophidban
szenvedd betegek csalddtagjai esetében a hordozo-
ség szlirése, amely nemcsak a csaldd érdeke, hanem
tarsadalmi érdek is, hiszen az SMA-betegség jelen-
leg nem gy6gyithaté. Ez a vizsgélat olyan pdroknak

nyujt segitséget, ahol az egyik fél, illetve mindkét
fél rokona SMA-betegségben szenvedett. Az iga-
zoltan hordozok esetében megtorténhet az SMA-
muticié szempontjdbol negativ elStorténetli hazas-
tars genetikai vizsgalata is. Mindezek fontos szere-
pet jatszanak a betegség ismétlodési kockdzatdnak
csokkentésében.

A jelenleg alkalmazott direkt mutdciéanalizissel,
amely PCR-RFLP technikdn alapszik, az SMN1
gén 7. és 8. exonjdnak jelenléte vagy hidnya mutat-
hat6 ki. Belsd kontrollként az SMN2 pszeudogén
jelenlétét vizsgaljuk. Ha a beteg DNS-mintdjdban
homozigéta formaban hidnyzik az SMN1 gén 7. (és
8.) exonja, akkor igazolt az SMA-betegség moleku-
laris diagnézisa. Ez a mdédszer azonban nem ad
lehet8séget a hordozdk, illetve a compound (Ossze-
tett) heterozigétdk kimutatdsdra, hiszen a hetero-
zigbta dllapot rejtve marad.

A laboratérium szdmos olyan DNS-mintaval
rendelkezik, amelyek jelenlétében a klinikai diag-
nozis egyértelmlien spinalis izomatrophidra utal,
azonban a rendelkezésre dall6 géndiagnosztikai
modszerekkel ez nem tdmaszthatdé ald. Irodalmi
adatok alapjan a betegek mintegy 4%-aban pont-
mutécidk talalhatéak az SMN1 génben (az egyik
sziildi allélon), azonban ezek mindig a gyakori
exondeletidkkal (mdsik allélon) egyiitt fordulnak
el6. A real-time PCR-mddszerrel lehetdség van a
compound (Osszetett) heterozigéta betegek azono-
sitdsara. A pontos genetikai diagndzis aldtdmaszta-
séhoz sziikség van a régié szekvendldséra is, ame-
lyet nemzetk6zi kooperdcidban valdsitunk meg.

A betegség silyossdgat befolydsolja, hogy az
adott egyén hany darab SMN2 génkopiat hordoz,
igy a kiilonboz6 silyossdgi csoportba tartozé bete-
gek SMIN2 képiaszdmadnak statisztikai analizisével
alatamaszthat6 az SMN2 gén fenotipus-mdédosité
hatdsa. A fenotipus és genotipus kozti korreldcid is-
merete nemcsak a genetikai tandcsaddshoz, hanem
a kifejlesztés alatt 4116 terdpids eljardsok késébbi
klinikai kiprébdldsihoz is fontos informdcio.

Munkdénk sorén kvantitativ real-time PCR-méd-
szerrel (Light Cycler, Roche Magyarorszag Kft.)
vizsgaltuk mind a hirom kérdésfelvetést. A mdd-
szer az SMIN1 és SMN2 gén képiaszdmanak pontos
meghatdrozasan alapul.

Betegek és médszerek

BETEGEK

Az SMA-betegek elssorban a Magyar Reforméatus
Egyhdz Bethesda Gyermekkérhdza Neuroldgiai

Osztalyar6l, az Orszdgos Gyermek-egészségiigyi
Intézet genetikai tandcsadasardl, illetve az orszag
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valamennyi kérhdzanak neuroldgiai osztalyairdl és
genetikai tandcsadasairdl érkeztek. A betegek a
nemzetk6zi SMA-konzorcium kritériumainak meg-
feleltek, és klinikailag a felsorolt kritériumok alap-
jan soroltdk be O&ket a kiilonboz6 fenotipus-
csoportokba. A humangenetikai torvénynek megfe-
leléen (2008. évi XXI. torvény A humdngenetikai
adatok védelmérdl, a humangenetikai vizsgalatok
és kutatasok, valamint a biobankok miikodésének
szabdlyairdl) a betegek beleegyezd nyilatkozat ki-
toltésével hozzdjarultak a genetikai vizsgdlat elvég-
zéséhez.

DNS-MINTAK

A DNS-izoldlds EDTA-val alvadésgétolt vérbol
tortént, standard protokoll szerint?>. A DNS-kon-
centracié mérését NanoDrop2000 spektrofotomé-
terrel (Bio-Science Labormiiszer Kft.) végeztiik. A
PCR-analizis sordn csak azokat a mintdkat haszndl-
tuk, amelyek tisztasdga, azaz a 260/280 nm-en mért
optikai denzitds (OD 260/280 nm) értéke 1,75-1,95
kozott, illetve az OD 260/230 nm értéke >2,00 volt.
A DNS-mintdk végkoncentracidja 10 ng/ul.

KVANTITATV REAL-TIME PCR

A PCR sordn az SMN1 és SMN2 géneket, illetve
bels6 kontrollként a human szérumalbumin génjét
amplifikdltuk ugyanazon DNS-mintdban, de kiilon
kapillarisban Roche LightCycler 2.0 real-time
PCR-késziilékkel (1. abra). Az SMN1 gén ampli-
fikacioja soran alkalmazott kiils6 standard minta
olyan egészséges egyéntdl szarmazott, aki két kopi-
dban hordozza az SMNI1 gént, de az SMN2 génre
nézve homozigéta deletids (ezzel kizarhat6 az
SMN?2 gén amplifikicidja, igy az esetleges kereszt-
reakcié). Az SMN2 gén analizise sordn pedig kiils6
standardként olyan SMA-beteg DNS-mintdjat hasz-
naltuk, aki a haplotipus-analizis (AglCA, C212
mikroszatellita markerek) alapjdn kétkopidsnak bi-
zonyult a SMN2 génre nézve.

A kvantitativ real-time PCR-analizis sordn olyan
primereket alkalmaztunk, amelyek specifikusan
amplifikdljdk az SMN1 és SMN2 géneket. Az
SMN1 és SMN2 génképidk elkiilonitése olyan
forward és reverz primerekkel torténik, amelyek az
SMNI1 és az SMN2 génkopidk baziskiilonbségeinél
kotédnek. Az SMN1 gén amplifikdcidja soran al-
kalmazott forward primer: SMNIex7forw 5’-TTTA-
TTTTCCTTACAGGGTTTC-3’ és reverz primer:
SMNlint7rev 5’-GTGAAAGTATGTTTCTTCCAC-
GTA-3’. Az SMN2 gén amplifikacidja soran alkal-
mazott forward primer: SMN2ex7forw 5’-TTTA-
TTTTCCTTACAGGGTTTTA-3’ és reverz primer:
SMN2int7rev 5’-GTGAAAGTATGTTTCTTCCAC-

GAC-3’. A belsd kontrollként hasznalt human szé-
rumalbumingén amplifikdciéja sordn alkalmazott
forward primer: ALBexI2forw 5’-AGCTATCCG-
TGGTCCTGAAC-3’ és reverz primer: ALBexI2rev
5-TTCTCAGAAAGTGTGCATATATCTG-3’. A pri-
merek specifikussdgat multiplex PCR-rel, illetve
hibridizaciés probdk alkalmazdsdval ellendriz-
ték*23. Fluoreszcens jelol6ként SYBRGreen I festé-
ket hasznaltunk. A PCR-reakci6 végtérfogata 10 pl
volt Kkapillarisonként, amelyek egyenként 1 pl
FastStart DNA SybrGreen I PCR Master Mixet
(Roche Diagnostics), 4 mM MgCl,-ot, 10 pmol pri-
mert és 15 ng genomikus DNS-t tartalmaztak. A
PCR-koriilmények: 95 °C 10°, amelyet 35 ciklus
95°C 10°,58 °C5°, 72 °C 25 kovetett. A kvanti-
fikacios programot az olvadasigorbe-analizis ko-
vette: 15”7 denaturdcié 95 °C-on, 30’” annealing 55
°C-on, az olvadasi hdmérséklet 85 °C-ig 0,1 °C/s-
onként ndvekedett.

AZ ADATOK ERTEKELESE

Az SMNI1 és SMN2 gének képiaszamat az 6sszeha-
sonlité threshold cycle (Ct) mddszerrel mért érté-
kek alapjan hataroztuk meg:

AACt = [ACt, - (standard)-ACt, (stan-
dard)]-[ACt, . (ismeretlen)-ACt (ismeretlen)].

A relativ képiaszam (RCN): 2-44Ct Ez alapjan a
vart RCN-érték két SMN-génkdpiat hordozé egyé-
nek esetében 1, egy génkopidt hordozéknal 0,5, mig
az SMNI, illetve az SMN2 génekre nézve homozi-
goéta deletidt hordozdk esetében az RCN=0. A mért
eredmények alapjan az egy SMN-génkdpiat hordo-
z6k esetében az RCN-érték 0,41-0,56, két génkdpia
esetében 0,80-1,09, a harom génkdpiaval rendel-
kez6knél 1,40-1,67, mig négy génkdpia esetén az
1,90-2,19 tartomdnyba esett. A moddszer specifi-
kussaga 100%-os, mig szenzitivitdsa csak 95%, mi-
vel az egészséges populdcié mintegy 5%-dban egy
kromoszoman két SMN1 génkdpia fordul eld. Ilyen
esetben az egyik allélon deletiét hordoz6 egyént
egészséges, két kopia SMN1 génnel rendelkezének
detektdlndnk. Olvaddspontméréssel ellendrizhetd a
reakcio specifikussaga, azonosithatéak a reakcio-
termékek, illetve a primer dimerek és egyéb mel-
léktermékek (2. abra).

Eredmények

HORDOZOSAGSZURES

Szazotvenkilenc esetben vizsgaltuk meg az SMN1
gén kopiaszamat a 7. exon jelenlétére SMA L., II. és

III. tipusu betegséggel érintett csalddok tiinetmen-
tes csaladtagjai esetében. A mérések alapjan a gene-
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1. abra. SMNI és albumingének amplifikdcios gorbéje real-time PCR-mddszerrel
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2. abra. SMNI és albumingének olvaddspontgirbéje

tikailag bizonyitottan SMA-betegségben szenvedd
csaladok tiinetmentes csalddtagjai koziil 91 hordo-
z6t azonositottunk; 6k sziilok, illetve a beteg vagy a
szll6k testvérei voltak. A sziil6k esetében a geneti-

2. tablazat. SMA-csalddok real-time PCR-vizsgdlati eredményeinek dsszesitése

kai eredmények a varakozasnak
megfeleltek, hiszen a de novo mu-
taciok kialakulasanak gyakorisaga
ebben a betegségben csak 2%%*. A
testvérek esetében azonban a hor-
dozoi statust nem ismertiik, ennek
a priori valészintisége Y2, illetve
/3 volt. A mutaciét nem hordozé
hozzatartozok koziil 202, két
SMNI1 génképiat hordozé és hat,
harom SMNI1 génképiat hordozo
egyént azonositottunk. Az SMA-
betegség tlineteit mutaté betegek
koziil 56 SMNI homozigéta de-
letioval rendelkezd egyén DNS-
vizsgélatat végeztilk el, megerd-
sitve ezzel a hagyomdnyos PCR-
RFLP technikaval kapott eredmé-
nye-ket. A vizsgélatok eredmé-
nyeit a 2. tablazat tartalmazza.

COMPOUND HETEROZIGOTA BETEGEK
AZONOSITASA

A laboratérium szdmos olyan
DNS-mintéaval rendelkezik, ahol a
klinikai diagndzis SMA-betegség-
re utal, azonban az eddig rendel-
kezésre allo6 PCR-RFLP diagnosz-
tikai modszerrel ezt nem lehetett
alatamasztani, hiszen a moddszer

kizardlag a homozigédta deletiok kimutatasara alkal-
mas. Mivel ezek a betegek spinalis izomatrophia tii-
neteivel keriiltek hozzank genetikai vizsgélatra, az
irodalomban leirt esetek alapjan feltételezhetd volt,

0 SMN1 1 SMNT 2 SMN1 3 SMN1 Osszes
SMA |. csalédok szUl8k - 33 - - 33
egészséges csalddtagok - 28 31 - 59
betegek 30 - - - 30
SMA II. csalddok szUl8k - 6 1 - 7
egészséges csalddtagok - 7 7 - 14
betegek 13 - - - 13
SMA II. csaladok sz0l8k - 7 - - 7
egészséges csalddtagok - 4 14 1 19
betegek 13 - - - 13
Bizonytalan csalddok  szUl8k - 6 13 1 20
betegek - 12* 136 4 152
AACt-érték 0,00-0,00 0,41-0,56 0,80-1,09 1,43-1,49 367
Mean=SD 0,45+0,005 0,92+0,01 1,45+0,01

*Compound heterozigéték
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sz

hogy a masik 5q13 alléljukon 1évé SMN1 génben
patogén pontmuticiét hordoznak, amennyiben a
klinikai diagnézis helyes?* 2. Ezt a feltételezést
vizsgédlva 152 bizonytalan diagn6zisu beteg eseté-
ben végeztiik el az SMN1 gén képiaszam-meghata-
rozasat, €s 12 esetben mutattuk ki a compound
heterozigéta allapotot, azaz megallapitottuk, hogy
egy kopidaval rendelkeznek az SMNI1 gén 7.
exonjabol. A vizsgélat akkor teljes kord, ha megtor-
ténik a feltételezett pontmuticié azonositasa az
SMNI1 gén szekvendldsaval, amely jelenleg folya-
matban van. A tobbi beteg esetében el kellett vetni
a spinalis izomatrophia diagnézisat. A vizsgalatok
eredményeit szintén a 2. tablazat tartalmazza.

FENOTIPUS-ELOREJELZES AZ SMN2 GEN
KOPIASZAMA ALAPJAN

Kordabban mar bizonyitottak kiilonb6zé populaci-
okban az SMN2-képiaszam é€s a betegség sulyossa-
ga kozotti forditott korrelaciot!® 4. Magyar betege-
ink esetében is meg kivantuk vizsgdlni a témaval
foglalkozé tudomdanyos cikkekben megjelent meg-
allapitas érvényességét. Az SMN2 gén kdpiaszam-
meghatdrozdsat 94 SMA 1., II. és III. tipusu beteg
esetében végeztik el. Analiziseink értelmében az
SMA 1. tipust betegek 82%-a két SMN2 génkopiat,
az SMA 1L tipusu betegek 72%-a hdrom, mig az
SMA III. tipust betegek 92%-a harom vagy négy
SMN2 génkopiat hordoz. A kvantitativ analizis
eredményeit a 3. abra mutatja be.

Az SMA-betegség tiineteivel diagnosztizalt be-
tegek koziil nem taldltunk olyanokat, akik az SMIN2
gén 7. exonjdra nézve homozigéta deletiét hordoz-
tak volna, mivel ez a kombindci6 embrionalisan
letalis?®. A mérések alapjan a genetikailag bizonyi-
tottan SMA-betegségben szenvedd csalddok tiinet-
mentes tagjai koziil négy olyat azonositottunk, akik
homozigéta formaban hordoztak az SMN2 7. exon
homozigéta deleti6jat; bizonyitva ezzel, hogy a
centromerikus génképia deletiéja nem jar egyiitt
SMA fenotipussal' 13,

Megbeszélés

Az SMNI1 génnek létezik homolég kopidja, az
SMN2 (OMIM 601627) gén, amelynek szekvenci-
dja csak ot bazispar eltérést mutat az SMN1 génhez
képest'+ 15, A bazispar-kiilonbségek koziil ketts a 7.
és a 8. exonban helyezkedik el, amely lehet6vé te-
szi az SMN1 és SMN?2 gének elkiilonitését, és alap-
jaul szolgdl a jelenlegi, a betegség felderitésére al-
kalmazott géndiagnosztikai mddszereknek. A két
génrdl hasonlé szerkezetli fehérjék (splicingva-

307 0 1 SMN2 képia
[0 2 SMN2 képia
25-] E 3 SMN2 képia
_ B 4 SMN2 képia
5 20-
£
O
N
% 15-
(o))
o
[}
@10
5_
0 [
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3. abra. SMN?2 gén kdpiaszdm-megoszldsa a kiilonbozé
sulyossdgi formdk kozott

ridnsok) expresszalédnak, csak kiilonb6z6 aranyok-
ban: az SMNI1 génrdl 100%-ban normélis méretd,
miikodSképes fehérje termel6dik, mig az SMN2
géntermékek csak 10%-a képes ellatni a funkcidjat,
a transzkriptek 90%-abol a splicing soran kivagodik
a 7. exon és ennek kovetkeztében csonkolt, miko-
désképtelen fehérje keletkezik. Az SMN2 gén, az
SMN1 génnel ellentétben, a betegek esetében soha
nem sériilt, egészséges egyének 5%-dban azonban
hianyzik'* 5. Az SMN2 gén a hdrom, illetve djab-
ban négy stlyossagi forma kozti fenotipusbeli elté-
rések kialakitasaért felel6s. Minél magasabb az
SMN?2 gén képiaszama (1-4), annal enyhébb lefo-
lyasu a betegség.

Munkank sordn két kozleményben megjelent,
kiilonbozd real-time PCR-eljardst® 23 alapul véve
allitottuk be az SMN1 és SMN2 gének képiaszam-
meghatarozdsat. A kvantitativ real-time PCR-
tesztet olyan primerek alkalmazasaval valdsitottak
meg, amelyek specifikusan amplifikaljak az SMN1
és SMN2 gének kulcsfontossagu szerepet jatszo 7.
exonjait. Mivel az SMA hordozésagi gyakorisdga a
populaciéban mas autoszomadlis recessziv betegsé-
gekhez képest nagy, a megel6z€és szempontjabdl
fontos a genetikai szlir6vizsgalatok elvégzése az
érintett csalddokban. Bedllitottuk a relativ kvanti-
fikdciés moddszert a hordozdsdg sziirésére az
SMNI1 gén koépiaszam-meghatarozasaval, igy val-
lalhatjuk az SMA-betegség 4ltal érintett csaladok
egészséges tagjainak a muticiészirését. A pozitiv
esetekben a hazastars vizsgalatat is fel kell ajanla-
ni, hiszen a populdciéban igen nagy a muticié gya-
korisdga. Mindezek prevencidt biztositanak a
csaladtervezdk szamara, hiszen résziikre — a muta-
ci6 hordozdsa esetén — preanatalis vizsgdlatot kell
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felajanlani. Kordbban ugyanis csak akkor tudtunk
ilyen vizsgalatot végezni, ha mar egy beteg gyer-
mek megsziiletett.

Fontos eredményiink tovdbb4, hogy a genetikai-
lag eddig nem azonositott SMA-betegek koziil sza-
mos esetben (12) sikeriilt a compound (Osszetett)
heterozigéta allapot detektdldsa, az Gjonnan beve-
zetett kvantitativ analizisek segitségével. A pontos
genetikai diagnosztizalds, az intragenikus pontmu-
taci6 azonositdsa a kozeljovoben torténik meg. Mi-
vel a betegség hordozdsdgi gyakorisdga a populdci-
6ban (1:35) nagy, ezért ritka esetekben mds neu-
romuscularis betegségben szenvedd beteg is com-
pound heterozigdtidnak detektdlhatd, igy nélkiiloz-
hetetlen a teljes gén DNS-szekvendldsdnak elvégzé-
se az intragenikus pontmutédcid azonositdsdra. A bi-
zonytalan diagnézisi SMA-betegek ilyen mdédon
tortént genetikai azonositdsa igen fontos a genetikai
tandcsadas szempontjdbol, amely segitséget nyujt a
hordozé sziil6knek az djabb gyermek vallaldsdban.
A korabbi, nem kvantitativ médszerrel ezt a csopor-
tot mint bizonytalan SMA-betegeket soroltuk be, és
résziikre nem volt lehetséges tovdbbi genetikai ta-
nicsadds. Figyelembe kell azonban venni, hogy mi-
vel az emberek 5%-dban egy kromoszoman két
SMN1-képia is el6fordulhat, ezért a kvantitativ
real-time PCR-mddszer szenzitivitdsa csak 95%-
os3. Azokat a bizonytalan klinikai diagndzisu bete-
geket, akikrdl a kvantitativ PCR-analizis alapjan ki-
deriilt, hogy két képia SMN1 7. exonnal rendelkez-
nek — tehdt nagy valdszinliséggel nem SMA-be-
tegeknek tekinthetéek — klinikailag tovabb kell
vizsgdlni a neuromuscularis betegség azonositdsa
érdekében.

Az SMN2 gén képiaszdmanak meghatdrozdsara
is vallalkoztunk; ennek révén viszonylagos fenoti-
pus-eldrejelzést is adhatunk a betegek esetében. A
mérések alapjén a genetikailag bizonyitottan SMA-
betegségben szenvedd csalddok tiinetmentes csaldd-
tagjai koziil négy, nulla SMN2-génkopidt hordozot
azonositottunk; bizonyitva ezzel, hogy a centro-
merikus génkopia deletidja nem jar SMA-fenoti-
pussal'* 5. Az eredmények alapjan a magyar SMA-
betegek esetében is igazolhatd, hogy az SMA 1. tipu-
st betegekhez képest az SMA 11, illetve III. tipusa-
ban az SMN2 gén nagyobb kopiaszama figyelhe-
t6 meg?. Ennek magyardzata, hogy az SMN?2
pszeudogénr6l 10-20% aranyban termel6dd teljes
méretli, mikodoképes SMN fehérje a nagyobb ké-
piaszam miatt részlegesen kompenzalni képes a hi-

anyz6 SMNI gén transzkriptumat'®-'°. A korrelaci6
az SMN2-kopiaszdmok és a tilélési idétartamok ko-
z0Ott azonban nem teljesen linearis, atfedd értékeket
is tapasztaltak, ezért felvet6dik, hogy a stlyossagot
ez idaig ismeretlen faktorok, illetve mas gének is be-
folyasoljak. Ezért a moédszer a fenotipus pontos
el6rejelzésére nem alkalmas, csak tdmpont lehet a
klinikus és a sziil6 szdmara. Fontos szempont tovab-
b4, hogy a betegek a kozeljov6ben bevonhatéak
lesznek kiilonbozo terdpids modszerek kidolgozasa-
ba és azok kiprébédlasaba?®-32, amelynek elGfeltétele,
hogy milyen fenotipusba sorolhatdak, illetve, hogy
hany képia SMN2 génnel rendelkeznek.

A kiterjedt vizsgélat eredményeinek szoérdsa a
nemzetkozi publikdciéban megadott tartomanynak
megfelel® 23, tehat a médszer a nagyszami mérés
alapjan validédltnak tekintheté. A laboratériumban
folyamatban van a real-time PCR-rel kapott ered-
mények tovabbi validdldsa j eljarassal, a multiplex
ligaciofiiggd probaamplifikacié (MLPA) mdédszer-
rel33%. Az MLPA-mddszer elénye, hogy lehetd-
séget ad az SMN-régidban tortént géndtrendezd-
dések, illetve a deletio kiterjedésének pontos detek-
talasara is. Sajnos azonban ez a médszer sem alkal-
mas az SMN1 génben kialakult pontmutécié kimu-
tatdsdra.

A spinalis izomatrophia gyakori és rendkiviil st-
lyos orokletes betegség. Az SMA-betegek csaldd-
tagjai esetében egyre gyakrabban meriil fel az igény
a hordozosag sziirése irant. Az Gjonnan bevezetett
kvantitativ vizsgdlatok segitséget nyujtottak, illetve
nydjthatnak a jovSben is a betegségben szenvedd
csalddok szdmdra a korszertibb genetikai diagnosz-
tizalashoz, az ismétl6dési kockazat csokkentéséhez,
valamint a jovébeni megfeleld terdpids médszerek
kivélasztasdhoz.

KOSZONETNYILVANITAS

A szerz6k koszonetiiket fejezik ki a spinalis
izomatrophidban szenvedd csalddoknak vérmintdik
biztositasaért. Ugyancsak koszonet illeti az orszag
valamennyi gyermekgydgydszat, neurologusat és
gyermekneuroldgusit, hogy a betegeket diagnoszti-
kai célbdl hozzank kiildték. A laboratériumi mun-
kaban nyudjtott kivalo segitségért hdldsak vagyunk
Czimbalmos Andrasné, Gonczi Jézsefné és Gogo-
lak Ferencné szakasszisztensnéknek.

A munkat a GVOP (GVOP-3.2.1-2004-04-0078/
3.0), az OEP és az Eurépai Unié6 FP6 TREAT-
NMD No.036825 palyadzata timogatta.
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