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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 I., II., III. 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
interventions.

Keywords: spinal muscular atrophy, real-time PCR, 
copy number analysis of SMN1 and SMN2 genes

A spinalis izomatrophia (SMA) az egyik leggyakoribb
autoszomális recesszíven öröklôdô betegség, elôfordulási
gyakorisága 1/10 000, míg hordozósági frekvenciája közel
1/35. A betegséget a survival of motoneuron (SMN) ubiqui-
ter fehérje hiánya okozza, amelyet a homológ SMN1 és
SMN2 gének kódolnak. A 7. exon egyetlen nukleotid
polimorfizmusa miatt az SMN2 génrôl kevesebb teljes
hosszúságú transzkriptum termelôdik, amely nem képes
megakadályozni a motoneuronok pusztulását a
fiziológiásan elôforduló géndózisban. Az SMN2 gén kópia-
száma ugyanakkor befolyásolja a termelôdô SMN fehérje
mennyiségét és ily módon a fenotípus súlyosságát. Az SMN
géndózis-analízissel meghatározható az SMN1 gén kópia-
száma és ezáltal azonosíthatóak a hordozók, valamint a
heterozigóta deletiót hordozó betegek. Beszámolunk az
SMN1 gén kópiaszámának real-time PCR-technikán alapuló
meghatározásáról 56 SMA I., II. és III. típusú beteg, 159
szülô és egészséges családtag, valamint 152 bizonytalan
diagnózisú SMA-beteg esetében. A családtagok közül 91
esetben azonosítottuk a hordozói állapotot és 56 beteg
esetében megerôsítettük az SMN1 7. exon homozigóta
deletióját. Külön kiemelendô, hogy 12 beteg esetében
összetett heterozigóta állapotot detektáltunk, amely
valószínûsíti, hogy spinalis izomatrophiában szenvednek. Az
SMN2-kópiaszám meghatározását 94 beteg esetében
végeztük el, és szoros összefüggést kaptunk a kópiaszám és
a betegség fenotípusa között. A betegség genetikai komp-
lexitása és a hordozóság nagy aránya miatt pontos kocká-
zatbecslésre és genetikai tanácsadásra van szükség az érin-
tett családok esetében. Ezek az új eredmények korszerûsítik
az SMA hazai diagnosztikai munkáját, különös tekintettel a
pontos genetikai tanácsadásra, valamint segíti a betegek
bevonását a jövõbeli terápiás vizsgálatokba.

Kulcsszavak: spinalis izomatrophia, real-time PCR, 
SMN1 és SMN2 gének kópiaszám-meghatározása
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A spinalis izomatrophia (SMA) a második leg-
gyakoribb, autoszomális recesszív módon örök-

lôdô betegség. Kialakulását a gerincvelôi α-moto-
neuronok degenerációja okozza, amelynek következ-
ménye a fokozatosan súlyosbodó izomsorvadás, majd
az esetek többségében az izomzat teljes bénulása. A
halál oka légzési elégtelenség, illetve ebbôl eredôen,
a visszatérô légzôszervi fertôzések következtében ki-
alakuló tüdôgyulladás. Az izomgyengeség szimmet-
rikus, kezdetben a végtagok, majd a törzsizomzat bé-
nulása következik be. A bénulás tisztán motoros jel-
legû, az intellektus ép. A betegség hordozósági gya-
korisága 1:351–4, így átlagosan mintegy 10 000 gyer-
mekbôl egy születik SMA betegséggel. 

A spinalis izomatrophia különbözô fenotípusos
megjelenésû formáit négy csoportra lehet osztani
(I.–IV. típus), a klinikai tünetek megjelenésének
idôpontja és súlyossága, a maximális motoros telje-
sítmény és az élettartam alapján5–11 (1. táblázat).

A betegség legsúlyosabb, fatális formája az
SMA I. típusa, a Werdnig–Hoffmann-kór (OMIM
253300). A tünetek általában már az elsô hónapok-
ban, de hat hónapos kor elôtt biztosan jelentkeznek,
a beteg nem képes önállóan felülni és kétéves kora
elôtt életét veszti.

Az SMA II. típusa vagy intermedier formája, a
Fried–Emery-kór (OMIM 253550) valamivel ké-
sôbb, másfél éves kor elôtt kezdôdik és enyhébb le-
folyású. A gyermekek megtanulnak segítség nélkül
ülni, de nem képesek önállóan állni és járni. A ha-
lál általában 10-12 évesen következik be. 

Az SMA III. típusa a Kugelberg–Welander-kór
(OMIM 253400). A tünetek mindig másfél éves kor
után, általában hároméves kor körül kezdenek ki-
alakulni. Nem halálos kimenetelû, de a betegek ifjú
koruktól kezdve kerekes székhez kötöttek. 

Újabban megkülönböztetik az SMA IV. típust is,
amely az SMA felnôttkori formája, enyhe izom-
gyengeséggel. A tünetek 30 éves kor után jelent-
keznek. 

Az SMA-betegek körülbelül 60%-a az I. típusba,
míg a fennmaradó 40% a II., illetve a III.-IV. típus-
ba sorolható.

Az SMA mind a négy formája az 5q13 kromo-
szómarégióhoz köthetô. A betegséget az esetek

94%-ában a survival of motoneuron 1 (SMN1;
OMIM 600354) gén homozigóta deletiója okozza12.
A betegek további 4%-a compound heterozigótának
(az egyik allélon deletio, míg a másikon intra-
genikus pontmutáció) bizonyult, míg a fennmaradó
2%-ban nem volt kimutatható mutáció az SMN1
génben13. A mutáció következtében az SMN génrôl
átíródó protein nem képes betölteni a gerincvelôi
motoneuronok mûködéséhez alapvetôen szükséges
szerepét, amely a vázizomzat fokozatos sorvadásá-
hoz, majd a súlyosabb esetekben légzési elégtelen-
ség következtében halálhoz vezet. 

Az SMN1 és centromerikus homológja, az
SMN2 gén az 5q13 kromoszómarégióban helyezke-
dik el. Az SMN gén kilenc exonból áll (1, 2a, 2b és
3–8). A két SMN-génkópia szekvenciája öt nuk-
leotidban tér el (három intronikusan és kettô exo-
nikusan, a 7. és 8. exonban). Mindkét génrôl 1,7 kb-
os transzkript keletkezik, amelyekbôl az alternatív
splicing során különbözô izoformák (splicing-
variánsok) jönnek létre. Az SMN2 gén 7. exonjában
a 840C>T tranzíció következtében a 7. exon kivágó-

RÖVIDÍTÉSEK 

Ag1CA (C272) = mikroszatellita marker.
C212 = mikroszatellita marker.
Ct = (threshold cycle/crossing point) küszöbciklus.
DNS = dezoxiribonukleinsav.
EDTA = etilén-diamin-tetraecetsav.
PCR = polimeráz láncreakció.
RCN = relatív kópiaszám.
RFLP = restriction fragment length polymorphism.
RNP = ribonukleoprotein.
SMA = (spinal muscular atrophy) spinalis izomatrophia.
SMN1 = (survival of motor neuron) gén telomer kópiája.
SMN2 = (survival of motor neuron) gén centromer 

kópiája.
snRNP = (small nuclear ribonucleoprotein) kis sejtmagi 

ribonukleoprotein.
SYBRGreen I = a DNS két szála közé interkalálódó 

fluoreszcens festék.
UsnRNP = (uridine rich small nuclear ribonucleoprotein) 

uridingazdag kis sejtmagi ribonukleoprotein

1. táblázat. Az SMA betegség csoportosítása a nemzetközi SMA-konzorcium ajánlása által

Típus Betegség neve Kezdet (hónap) Motoros teljesítmény Halál (év)

I. Werdnig–Hoffmann-kór <6 nem ül fel segítség nélkül <2

II. Fried–Emery-kór <18 nem jár segítség nélkül >2

III. Kugelberg–Welander-kór >18 feláll, megy felnôttkorban

IV. felnôttkori forma >30 feláll, megy normális élettartam
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dik a splicing során, így nem képzôdik teljes méretû
transzkript; ezáltal a róla átíródó fehérje instabil és
nem tudja betölteni funkcióját. Az SMN2 gén eseté-
ben így csak 10-20%-ban termelôdik teljes méretû
SMN-transzkript, a fennmaradó 80-90%-nál a 7.
vagy a 8. exon, illetve mindkettô hiányzik. Az érett
SMN fehérje 294 aminosavból áll és 38 kDa súlyú.
Egészségesek esetében az SMN fehérjék jelentôs ré-
sze tehát az SMN1 génrôl származik, míg az SMN2
génrôl jelentôsen kevesebb mennyiségû mûködô fe-
hérje termelôdik. Az SMN1 géntermék elengedhe-
tetlenül fontos a motoneuronok normális mûködésé-
hez, ezzel szemben az egészséges egyének 5-10%-
ában az SMN2 gén mindkét kópiája hiányzik14, 15.
Ennek értelmében a betegséget az SMN fehérje hiá-
nya, illetve csökkent mennyisége okozza. Az SMA-
betegek genetikai analízise és az SMN-homológok
különbségei alátámasztják az SMN1 gén 7. exon-
jának jelentôs szerepét a betegség kialakításában.
Az SMN2 gén a három, illetve négy súlyossági for-
ma közti fenotípusbeli eltérések kialakításáért fele-
lôs. Minél nagyobb az SMN2 gén kópiaszáma
(1–4), annál enyhébb lefolyású a betegség, mivel a
részlegesen funkcionáló, ugyanakkor több génkópia
révén nagyobb mennyiségben termelôdött SMN fe-
hérje részlegesen kompenzálni képes az SMN1 gén
által termelt „valódi” fehérje hiányát16–19. 

Az SMN fehérje fontos szerepet játszik a ribo-
nukleoproteinek (RNP) összeszerelésében, nukle-
ocitoplazmikus, dendritikus, axonális transzport-
jukban. A gerincvelôi motoneuronok dendritjeiben
és axonjaiban cytoskeletalis fehérjékkel együtt ta-
lálható. Az SMN fehérje a neuritek mozgékony
granulumaiban lokalizálódik, aktívan transzportá-
lódik neuronalis folyamatokhoz és motoneuron-
specifikus funkciót lát el20. Az SMN fehérje megvé-
di a neuronokat a vírus által indukált apoptózistól,
és kulcsszerepet játszik az RNS-metabolizmusban,
komplexet képezve a spliceoszomális kis sejtmagi
ribonukleo-proteinekkel (snRNP)21. A 38 kDa tö-
megû SMN fehérje minden szöveti sejt citoplazmá-
jában és a sejtmagjában megtalálható. A fehérje
expressziója szövetenként változó, legnagyobb az
agyban, a gerincvelôben és az izomban, legkisebb a
lymphocytákban és a fibroblastokban. 

Célkitûzések

Mivel a betegség hordozóságának gyakorisága a
populációban igen nagy (1/35), a megelôzés szem-
pontjából indokolt a spinalis izomatrophiában
szenvedô betegek családtagjai esetében a hordozó-
ság szûrése, amely nemcsak a család érdeke, hanem
társadalmi érdek is, hiszen az SMA-betegség jelen-
leg nem gyógyítható. Ez a vizsgálat olyan pároknak

nyújt segítséget, ahol az egyik fél, illetve mindkét
fél rokona SMA-betegségben szenvedett. Az iga-
zoltan hordozók esetében megtörténhet az SMA-
mutáció szempontjából negatív elôtörténetû házas-
társ genetikai vizsgálata is. Mindezek fontos szere-
pet játszanak a betegség ismétlôdési kockázatának
csökkentésében.

A jelenleg alkalmazott direkt mutációanalízissel,
amely PCR-RFLP technikán alapszik, az SMN1
gén 7. és 8. exonjának jelenléte vagy hiánya mutat-
ható ki. Belsô kontrollként az SMN2 pszeudogén
jelenlétét vizsgáljuk. Ha a beteg DNS-mintájában
homozigóta formában hiányzik az SMN1 gén 7. (és
8.) exonja, akkor igazolt az SMA-betegség moleku-
láris diagnózisa. Ez a módszer azonban nem ad
lehetôséget a hordozók, illetve a compound (össze-
tett) heterozigóták kimutatására, hiszen a hetero-
zigóta állapot rejtve marad. 

A laboratórium számos olyan DNS-mintával
rendelkezik, amelyek jelenlétében a klinikai diag-
nózis egyértelmûen spinalis izomatrophiára utal,
azonban a rendelkezésre álló géndiagnosztikai
módszerekkel ez nem támasztható alá. Irodalmi
adatok alapján a betegek mintegy 4%-ában pont-
mutációk találhatóak az SMN1 génben (az egyik
szülôi allélon), azonban ezek mindig a gyakori
exondeletiókkal (másik allélon) együtt fordulnak
elô. A real-time PCR-módszerrel lehetôség van a
compound (összetett) heterozigóta betegek azono-
sítására. A pontos genetikai diagnózis alátámasztá-
sához szükség van a régió szekvenálására is, ame-
lyet nemzetközi kooperációban valósítunk meg. 

A betegség súlyosságát befolyásolja, hogy az
adott egyén hány darab SMN2 génkópiát hordoz,
így a különbözô súlyossági csoportba tartozó bete-
gek SMN2 kópiaszámának statisztikai analízisével
alátámasztható az SMN2 gén fenotípus-módosító
hatása. A fenotípus és genotípus közti korreláció is-
merete nemcsak a genetikai tanácsadáshoz, hanem
a kifejlesztés alatt álló terápiás eljárások késôbbi
klinikai kipróbálásához is fontos információ. 

Munkánk során kvantitatív real-time PCR-mód-
szerrel (Light Cycler, Roche Magyarország Kft.)
vizsgáltuk mind a három kérdésfelvetést. A mód-
szer az SMN1 és SMN2 gén kópiaszámának pontos
meghatározásán alapul. 

Betegek és módszerek

BETEGEK

Az SMA-betegek elsôsorban a Magyar Református
Egyház Bethesda Gyermekkórháza Neurológiai
Osztályáról, az Országos Gyermek-egészségügyi
Intézet genetikai tanácsadásáról, illetve az ország
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valamennyi kórházának neurológiai osztályairól és
genetikai tanácsadásairól érkeztek. A betegek a
nemzetközi SMA-konzorcium kritériumainak meg-
feleltek, és klinikailag a felsorolt kritériumok alap-
ján sorolták be ôket a különbözô fenotípus-
csoportokba. A humángenetikai törvénynek megfe-
lelôen (2008. évi XXI. törvény A humángenetikai
adatok védelmérôl, a humángenetikai vizsgálatok
és kutatások, valamint a biobankok mûködésének
szabályairól) a betegek beleegyezô nyilatkozat ki-
töltésével hozzájárultak a genetikai vizsgálat elvég-
zéséhez.

DNS-MINTÁK

A DNS-izolálás EDTA-val alvadásgátolt vérbôl
történt, standard protokoll szerint22. A DNS-kon-
centráció mérését NanoDrop2000 spektrofotomé-
terrel (Bio-Science Labormûszer Kft.) végeztük. A
PCR-analízis során csak azokat a mintákat használ-
tuk, amelyek tisztasága, azaz a 260/280 nm-en mért
optikai denzitás (OD 260/280 nm) értéke 1,75–1,95
között, illetve az OD 260/230 nm értéke >2,00 volt.
A DNS-minták végkoncentrációja 10 ng/µl.

KVANTITATÍV REAL-TIME PCR

A PCR során az SMN1 és SMN2 géneket, illetve
belsô kontrollként a humán szérumalbumin génjét
amplifikáltuk ugyanazon DNS-mintában, de külön
kapillárisban Roche LightCycler 2.0 real-time
PCR-készülékkel (1. ábra). Az SMN1 gén ampli-
fikációja során alkalmazott külsô standard minta
olyan egészséges egyéntôl származott, aki két kópi-
ában hordozza az SMN1 gént, de az SMN2 génre
nézve homozigóta deletiós (ezzel kizárható az
SMN2 gén amplifikációja, így az esetleges kereszt-
reakció). Az SMN2 gén analízise során pedig külsô
standardként olyan SMA-beteg DNS-mintáját hasz-
náltuk, aki a haplotípus-analízis (Ag1CA, C212
mikroszatellita markerek) alapján kétkópiásnak bi-
zonyult a SMN2 génre nézve.

A kvantitatív real-time PCR-analízis során olyan
primereket alkalmaztunk, amelyek specifikusan
amplifikálják az SMN1 és SMN2 géneket. Az
SMN1 és SMN2 génkópiák elkülönítése olyan
forward és reverz primerekkel történik, amelyek az
SMN1 és az SMN2 génkópiák báziskülönbségeinél
kötôdnek. Az SMN1 gén amplifikációja során al-
kalmazott forward primer: SMN1ex7forw 5’-TTTA-
TTTTCCTTACAGGGTTTC-3’ és reverz primer:
SMN1int7rev 5’-GTGAAAGTATGTTTCTTCCAC-
GTA-3’. Az SMN2 gén amplifikációja során alkal-
mazott forward primer: SMN2ex7forw 5’-TTTA-
TTTTCCTTACAGGGTTTTA-3’ és reverz primer:
SMN2int7rev 5’-GTGAAAGTATGTTTCTTCCAC-

GAC-3’. A belsô kontrollként használt humán szé-
rumalbumingén amplifikációja során alkalmazott
forward primer: ALBex12forw 5’-AGCTATCCG-
TGGTCCTGAAC-3’ és reverz primer: ALBex12rev
5’-TTCTCAGAAAGTGTGCATATATCTG-3’. A pri-
merek specifikusságát multiplex PCR-rel, illetve
hibridizációs próbák alkalmazásával ellenôriz-
ték3, 23. Fluoreszcens jelölôként SYBRGreen I festé-
ket használtunk. A PCR-reakció végtérfogata 10 µl
volt kapillárisonként, amelyek egyenként 1 µl
FastStart DNA SybrGreen I PCR Master Mixet
(Roche Diagnostics), 4 mM MgCl2-ot, 10 pmol pri-
mert és 15 ng genomikus DNS-t tartalmaztak. A
PCR-körülmények: 95 °C 10’, amelyet 35 ciklus 
95 °C 10’’, 58 °C 5’’, 72 °C 25’’követett. A kvanti-
fikációs programot az olvadásigörbe-analízis kö-
vette: 15’’ denaturáció 95 °C-on, 30’’ annealing 55
°C-on, az olvadási hômérséklet 85 °C-ig 0,1 °C/s-
onként növekedett.

AZ ADATOK ÉRTÉKELÉSE

Az SMN1 és SMN2 gének kópiaszámát az összeha-
sonlító threshold cycle (Ct) módszerrel mért érté-
kek alapján határoztuk meg:

∆∆Ct = [∆Ctalbumin(standard)–∆Ctsmn1(stan-
dard)]–[∆Ctalbumin(ismeretlen)–∆Ctsmn1 (ismeretlen)]. 

A relatív kópiaszám (RCN): 2-∆∆Ct. Ez alapján a
várt RCN-érték két SMN-génkópiát hordozó egyé-
nek esetében 1, egy génkópiát hordozóknál 0,5, míg
az SMN1, illetve az SMN2 génekre nézve homozi-
góta deletiót hordozók esetében az RCN=0. A mért
eredmények alapján az egy SMN-génkópiát hordo-
zók esetében az RCN-érték 0,41–0,56, két génkópia
esetében 0,80–1,09, a három génkópiával rendel-
kezôknél 1,40–1,67, míg négy génkópia esetén az
1,90–2,19 tartományba esett. A módszer specifi-
kussága 100%-os, míg szenzitivitása csak 95%, mi-
vel az egészséges populáció mintegy 5%-ában egy
kromoszómán két SMN1 génkópia fordul elô. Ilyen
esetben az egyik allélon deletiót hordozó egyént
egészséges, két kópia SMN1 génnel rendelkezônek
detektálnánk. Olvadáspontméréssel ellenôrizhetô a
reakció specifikussága, azonosíthatóak a reakció-
termékek, illetve a primer dimerek és egyéb mel-
léktermékek (2. ábra).

Eredmények

HORDOZÓSÁGSZÛRÉS

Százötvenkilenc esetben vizsgáltuk meg az SMN1
gén kópiaszámát a 7. exon jelenlétére SMA I., II. és
III. típusú betegséggel érintett családok tünetmen-
tes családtagjai esetében. A mérések alapján a gene-
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tikailag bizonyítottan SMA-betegségben szenvedô
családok tünetmentes családtagjai közül 91 hordo-
zót azonosítottunk; ôk szülôk, illetve a beteg vagy a
szülôk testvérei voltak. A szülôk esetében a geneti-

kai eredmények a várakozásnak
megfeleltek, hiszen a de novo mu-
tációk kialakulásának gyakorisága
ebben a betegségben csak 2%24. A
testvérek esetében azonban a hor-
dozói státust nem ismertük, ennek
a priori valószínûsége ½, illetve 
2/3 volt. A mutációt nem hordozó
hozzátartozók közül 202, két
SMN1 génkópiát hordozó és hat,
három SMN1 génkópiát hordozó
egyént azonosítottunk. Az SMA-
betegség tüneteit mutató betegek
közül 56 SMN1 homozigóta de-
letióval rendelkezô egyén DNS-
vizsgálatát végeztük el, megerô-
sítve ezzel a hagyományos PCR-
RFLP technikával kapott eredmé-
nye-ket. A vizsgálatok eredmé-
nyeit a 2. táblázat tartalmazza.

COMPOUND HETEROZIGÓTA BETEGEK

AZONOSÍTÁSA

A laboratórium számos olyan
DNS-mintával rendelkezik, ahol a
klinikai diagnózis SMA-betegség-
re utal, azonban az eddig rendel-
kezésre álló PCR-RFLP diagnosz-
tikai módszerrel ezt nem lehetett
alátámasztani, hiszen a módszer

kizárólag a homozigóta deletiók kimutatására alkal-
mas. Mivel ezek a betegek spinalis izomatrophia tü-
neteivel kerültek hozzánk genetikai vizsgálatra, az
irodalomban leírt esetek alapján feltételezhetô volt,

2. ábra. SMN1 és albumingének olvadáspontgörbéje

2. táblázat. SMA-családok real-time PCR-vizsgálati eredményeinek összesítése

0 SMN1 1 SMN1 2 SMN1 3 SMN1 Összes

SMA I. családok szülôk – 33 – – 33
egészséges családtagok – 28 31 – 59
betegek 30 – – – 30

SMA II. családok szülôk – 6 1 – 7
egészséges családtagok – 7 7 – 14
betegek 13 – – – 13

SMA III. családok szülôk – 7 – – 7
egészséges családtagok – 4 14 1 19
betegek 13 – – – 13

Bizonytalan családok szülôk – 6 13 1 20
betegek – 12* 136 4 152

∆∆Ct-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 heterozigóták

1. ábra. SMN1 és albumingének amplifikációs görbéje real-time PCR-módszerrel
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hogy a másik 5q13 alléljukon lévô SMN1 génben
patogén pontmutációt hordoznak, amennyiben a
klinikai diagnózis helyes24, 25. Ezt a feltételezést
vizsgálva 152 bizonytalan diagnózisú beteg eseté-
ben végeztük el az SMN1 gén kópiaszám-meghatá-
rozását, és 12 esetben mutattuk ki a compound
heterozigóta állapotot, azaz megállapítottuk, hogy
egy kópiával rendelkeznek az SMN1 gén 7.
exonjából. A vizsgálat akkor teljes körû, ha megtör-
ténik a feltételezett pontmutáció azonosítása az
SMN1 gén szekvenálásával, amely jelenleg folya-
matban van. A többi beteg esetében el kellett vetni
a spinalis izomatrophia diagnózisát. A vizsgálatok
eredményeit szintén a 2. táblázat tartalmazza.

FENOTÍPUS-ELÔREJELZÉS AZ SMN2 GÉN 

KÓPIASZÁMA ALAPJÁN

Korábban már bizonyították különbözô populáci-
ókban az SMN2-kópiaszám és a betegség súlyossá-
ga közötti fordított korrelációt13, 24. Magyar betege-
ink esetében is meg kívántuk vizsgálni a témával
foglalkozó tudományos cikkekben megjelent meg-
állapítás érvényességét. Az SMN2 gén kópiaszám-
meghatározását 94 SMA I., II. és III. típusú beteg
esetében végeztük el. Analíziseink értelmében az
SMA I. típusú betegek 82%-a két SMN2 génkópiát,
az SMA II. típusú betegek 72%-a három, míg az
SMA III. típusú betegek 92%-a három vagy négy
SMN2 génkópiát hordoz. A kvantitatív analízis
eredményeit a 3. ábra mutatja be.

Az SMA-betegség tüneteivel diagnosztizált be-
tegek közül nem találtunk olyanokat, akik az SMN2
gén 7. exonjára nézve homozigóta deletiót hordoz-
tak volna, mivel ez a kombináció embrionálisan
letális26. A mérések alapján a genetikailag bizonyí-
tottan SMA-betegségben szenvedô családok tünet-
mentes tagjai közül négy olyat azonosítottunk, akik
homozigóta formában hordozták az SMN2 7. exon
homozigóta deletióját; bizonyítva ezzel, hogy a
centromerikus génkópia deletiója nem jár együtt
SMA fenotípussal14, 15. 

Megbeszélés

Az SMN1 génnek létezik homológ kópiája, az
SMN2 (OMIM 601627) gén, amelynek szekvenci-
ája csak öt bázispár eltérést mutat az SMN1 génhez
képest14, 15. A bázispár-különbségek közül kettô a 7.
és a 8. exonban helyezkedik el, amely lehetôvé te-
szi az SMN1 és SMN2 gének elkülönítését, és alap-
jául szolgál a jelenlegi, a betegség felderítésére al-
kalmazott géndiagnosztikai módszereknek. A két
génrôl hasonló szerkezetû fehérjék (splicingva-

riánsok) expresszálódnak, csak különbözô arányok-
ban: az SMN1 génrôl 100%-ban normális méretû,
mûködôképes fehérje termelôdik, míg az SMN2
géntermékek csak 10%-a képes ellátni a funkcióját,
a transzkriptek 90%-ából a splicing során kivágódik
a 7. exon és ennek következtében csonkolt, mûkö-
désképtelen fehérje keletkezik. Az SMN2 gén, az
SMN1 génnel ellentétben, a betegek esetében soha
nem sérült, egészséges egyének 5%-ában azonban
hiányzik14, 15. Az SMN2 gén a három, illetve újab-
ban négy súlyossági forma közti fenotípusbeli elté-
rések kialakításáért felelôs. Minél magasabb az
SMN2 gén kópiaszáma (1–4), annál enyhébb lefo-
lyású a betegség.

Munkánk során két közleményben megjelent,
különbözô real-time PCR-eljárást3, 23 alapul véve
állítottuk be az SMN1 és SMN2 gének kópiaszám-
meghatározását. A kvantitatív real-time PCR-
tesztet olyan primerek alkalmazásával valósították
meg, amelyek specifikusan amplifikálják az SMN1
és SMN2 gének kulcsfontosságú szerepet játszó 7.
exonjait. Mivel az SMA hordozósági gyakorisága a
populációban más autoszomális recesszív betegsé-
gekhez képest nagy, a megelôzés szempontjából
fontos a genetikai szûrôvizsgálatok elvégzése az
érintett családokban. Beállítottuk a relatív kvanti-
fikációs módszert a hordozóság szûrésére az
SMN1 gén kópiaszám-meghatározásával, így vál-
lalhatjuk az SMA-betegség által érintett családok
egészséges tagjainak a mutációszûrését. A pozitív
esetekben a házastárs vizsgálatát is fel kell ajánla-
ni, hiszen a populációban igen nagy a mutáció gya-
korisága. Mindezek prevenciót biztosítanak a
családtervezôk számára, hiszen részükre – a mutá-
ció hordozása esetén – preanatalis vizsgálatot kell

3. ábra. SMN2 gén kópiaszám-megoszlása a különbözô
súlyossági formák között
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felajánlani. Korábban ugyanis csak akkor tudtunk
ilyen vizsgálatot végezni, ha már egy beteg gyer-
mek megszületett. 

Fontos eredményünk továbbá, hogy a genetikai-
lag eddig nem azonosított SMA-betegek közül szá-
mos esetben (12) sikerült a compound (összetett)
heterozigóta állapot detektálása, az újonnan beve-
zetett kvantitatív analízisek segítségével. A pontos
genetikai diagnosztizálás, az intragenikus pontmu-
táció azonosítása a közeljövôben történik meg. Mi-
vel a betegség hordozósági gyakorisága a populáci-
óban (1:35) nagy, ezért ritka esetekben más neu-
romuscularis betegségben szenvedô beteg is com-
pound heterozigótának detektálható, így nélkülöz-
hetetlen a teljes gén DNS-szekvenálásának elvégzé-
se az intragenikus pontmutáció azonosítására. A bi-
zonytalan diagnózisú SMA-betegek ilyen módon
történt genetikai azonosítása igen fontos a genetikai
tanácsadás szempontjából, amely segítséget nyújt a
hordozó szülôknek az újabb gyermek vállalásában.
A korábbi, nem kvantitatív módszerrel ezt a csopor-
tot mint bizonytalan SMA-betegeket soroltuk be, és
részükre nem volt lehetséges további genetikai ta-
nácsadás. Figyelembe kell azonban venni, hogy mi-
vel az emberek 5%-ában egy kromoszómán két
SMN1-kópia is elôfordulhat, ezért a kvantitatív
real-time PCR-módszer szenzitivitása csak 95%-
os3. Azokat a bizonytalan klinikai diagnózisú bete-
geket, akikrôl a kvantitatív PCR-analízis alapján ki-
derült, hogy két kópia SMN1 7. exonnal rendelkez-
nek – tehát nagy valószínûséggel nem SMA-be-
tegeknek tekinthetôek – klinikailag tovább kell
vizsgálni a neuromuscularis betegség azonosítása
érdekében. 

Az SMN2 gén kópiaszámának meghatározására
is vállalkoztunk; ennek révén viszonylagos fenotí-
pus-elôrejelzést is adhatunk a betegek esetében. A
mérések alapján a genetikailag bizonyítottan SMA-
betegségben szenvedô családok tünetmentes család-
tagjai közül négy, nulla SMN2-génkópiát hordozót
azonosítottunk; bizonyítva ezzel, hogy a centro-
merikus génkópia deletiója nem jár SMA-fenotí-
pussal14, 15. Az eredmények alapján a magyar SMA-
betegek esetében is igazolható, hogy az SMA I. típu-
sú betegekhez képest az SMA II., illetve III. típusá-
ban az SMN2 gén nagyobb kópiaszáma figyelhe-
tô meg27. Ennek magyarázata, hogy az SMN2
pszeudogénrôl 10-20% arányban termelôdô teljes
méretû, mûködôképes SMN fehérje a nagyobb kó-
piaszám miatt részlegesen kompenzálni képes a hi-

ányzó SMN1 gén transzkriptumát16–19. A korreláció
az SMN2-kópiaszámok és a túlélési idôtartamok kö-
zött azonban nem teljesen lineáris, átfedô értékeket
is tapasztaltak, ezért felvetôdik, hogy a súlyosságot
ez idáig ismeretlen faktorok, illetve más gének is be-
folyásolják. Ezért a módszer a fenotípus pontos
elôrejelzésére nem alkalmas, csak támpont lehet a
klinikus és a szülô számára. Fontos szempont továb-
bá, hogy a betegek a közeljövôben bevonhatóak
lesznek különbözô terápiás módszerek kidolgozásá-
ba és azok kipróbálásába28–32, amelynek elôfeltétele,
hogy milyen fenotípusba sorolhatóak, illetve, hogy
hány kópia SMN2 génnel rendelkeznek. 

A kiterjedt vizsgálat eredményeinek szórása a
nemzetközi publikációban megadott tartománynak
megfelel3, 23, tehát a módszer a nagyszámú mérés
alapján validáltnak tekinthetô. A laboratóriumban
folyamatban van a real-time PCR-rel kapott ered-
mények további validálása új eljárással, a multiplex
ligációfüggô próbaamplifikáció (MLPA) módszer-
rel33–35. Az MLPA-módszer elônye, hogy lehetô-
séget ad az SMN-régióban történt génátrendezô-
dések, illetve a deletio kiterjedésének pontos detek-
tálására is. Sajnos azonban ez a módszer sem alkal-
mas az SMN1 génben kialakult pontmutáció kimu-
tatására. 

A spinalis izomatrophia gyakori és rendkívül sú-
lyos örökletes betegség. Az SMA-betegek család-
tagjai esetében egyre gyakrabban merül fel az igény
a hordozóság szûrése iránt. Az újonnan bevezetett
kvantitatív vizsgálatok segítséget nyújtottak, illetve
nyújthatnak a jövôben is a betegségben szenvedô
családok számára a korszerûbb genetikai diagnosz-
tizáláshoz, az ismétlôdési kockázat csökkentéséhez,
valamint a jövôbeni megfelelô terápiás módszerek
kiválasztásához. 

KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS
A szerzôk köszönetüket fejezik ki a spinalis
izomatrophiában szenvedô családoknak vérmintáik
biztosításáért. Ugyancsak köszönet illeti az ország
valamennyi gyermekgyógyászát, neurológusát és
gyermekneurológusát, hogy a betegeket diagnoszti-
kai célból hozzánk küldték. A laboratóriumi mun-
kában nyújtott kiváló segítségért hálásak vagyunk
Czimbalmos Andrásné, Gönczi Józsefné és Gogo-
lák Ferencné szakasszisztensnôknek. 
A munkát a GVOP (GVOP-3.2.1-2004-04-0078/
3.0), az OEP és az Európai Unió FP6 TREAT-
NMD No.036825 pályázata támogatta.
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