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Abstrakt

Spinalni svalova atrofie (Spinal muscular atrophy; SMA) je nervosvalové onemocnéni s
autozomalné recesivnim typem dédicnosti. Postihuje a-motoneurony prednich miSnich
rohti, coz vede k progresivni svalové slabosti. Incidence nemoci je zhruba 1:10 000 a
frekvence prenaSect 1:40-1:60. SMA se déli na ¢tyfi typy na zakladé stupné projevu a
doby, kdy se objevi prvni ptiznaky. Doba doziti se lisi dle stupné SMA, pacienti s
nejzavaznéjsi formou se dozivaji kolem dvou let, ti s méné zavaznym typem SMA se
zpravidla doZivaji normalniho véku. Nemoc je zpiisobena mutaci genu SMN1, ktery lezi

na patém chromozomu, ve vétSiné pripadi se jedna o homozygotni deleci v tomto genu.

Klicova slova:
Spinalni svalova atrofie; neuromuskularni onemocnéni; alfa motoneurony; autozomalné

recesivni onemocnéni; SMN1; SMN2

Abstract

Spinal muscular atrophy (SMA) is an autosomal recessive neuromuscular disorder
which affects a-motor neurons in anterior horns of spinal cord resulting in progressive
muscle weakness. The estimated incidence is 1:10 000 and carrier frequency 1:40-1:60.
SMA is classified into four grades depending on the age of onset and its severity. Life
expectancy differs according to grade of SMA, patients suffering from the most serious
grades live about two years, milder could live to adulthood. This disorder is caused by
mutation of the SMN1 gene which is located on the fifth chromosome. In the majority of

cases the type of mutation is homozygous deletion in SMN1 gene.
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1. Uvod

Spindlni svalova atrofie (spinal muscular atrophy; SMA) je pojem oznacujici
skupinu geneticky podminénych onemocnéni, kterd zplisobuji ochabovani svall
z divodu Spatné funkce a odumirani motorickych neuront. Onemocnéni patii mezi
nejcastéjsi autozomalné recesivni dédicna onemocnéni, v jejichZ ramci je SMA L. typu,
neboli Werdnigliv-Hoffmann@v syndrom, nejc¢astéjSim onemocnénim vedoucim ke smrti
novorozenci. Po cystické fibroze je druhou nejcastéjsi autozomalné recesivni nemoci
zpusobujici vyrazné zkraceni zivota (Roberts et al. 1970, Sugarman et al. 2012).

Spinalni svalova atrofie se mlize projevit v rizné intenzité, délime ji proto na 4
zakladni typy, které budou zminény dale v praci. Nejvyssi incidenci ma SMA I. typu,
ktera postihuje novorozence. Primérna doba jejich doziti se pohybuje kolem dvou let.
Jednotlivé typy SMA se odliSuji rozsahem postizeni a dobou, kdy se objevi prvni
piiznaky, pricemZ pozdéjsi nastup onemocnéni je spojen s mensimi zdravotnimi
komplikacemi. Nemoc se mize projevit v jakémkoli véku, zejména SMA 1. typu limituje
postiZené jedince v pohybu, dychani, polykani.

Obvykle uvadéna frekvence prenasedii v populaci je 1:40-1:60. Udaj z roku 2012
uvadi frekvenci prenasecli ve Spojenych statech 1:54 (Sugarman et al. 2012). Incidence
nemoci je 1:10 026 (Prior et al. 2010), coz odpovida obvykle uvadénym tudajiim, které se
pohybuji od 1:6000-1:10 000 (Pearn 1978).

StéZejnimi geny pro SMA jsou geny SMN1 a SMNZ (survival of motor neuron gene
1 a 2) na chromozomu 5. Kéduji protein SMN (survival of motor neurone), jehoz
nedostatek vede k mnoha defektlim, zvlasté u motorickych neuront.

Prozatim je zndma jen symptomaticka lécba, kterd vede pouze ke zlehcovani
nasledki a projevii nemoci, nikoli k vyléceni.

Ve své praci se zamérim pouze na formy zavislé na genu SMN na chromozomu
5q13.2. Existuji i dalsi formy dédi¢nych onemocnéni motorickych neuront, které jsou
zplUsobeny mutacemi jinych gent. Jedna se naptiklad o spindlni a bulbarni svalovou

atrofii vAzanou na chromozom X a jiné.



2. Podstata onemocnéni

2.1 Fyziologické aspekty SMA

Kosterni svaly jsou aktivovany prostiednictvim motorickych neuronti
(motoneuronti). Motoricky neuron spolec¢né se vSemi svalovymi vlakny, které inervuje,
tvori motorickou jednotku. Polet svalovych vlaken, ktera jsou inervovana jednim
motoneuronem, miZze byt nékolik desitek az stovek. Alfa-motoneurony v prednich
miSnich rozich jsou kone¢nou drahou aktivace kosterniho svalstva (viz obr. 1).

Spoleénym znakem vSech typli SMA je svalova slabost, zplisobena ztratou
motorickych neuronii. Pokud chybi inervace svalti, svaly postupné ochabuji a atrofuji. U
denervovanych svali se ob¢as zachova malé mnoZstvi motorickych jednotek, tvofenych
jednim motorickym neuronem a jednim svalovym vlaknem, ty pak zptisobuji sporadické
Skubani (fascikulace, viz obr. 2) v prstech a jazyce, cehoZ se vyuZziva k diagnostice SMA

(Markowitz et al. 2004).

Motoneuron 1

Motoneuron 2

Sval —

‘ |
Q | ; J ;»,%-‘I—Svalové vlakno
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(f 4 ¥ :3,
\.‘\.o ./0 ) Son &
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Obr. 1: Inervace kosterniho svalu. Barevné jsou vyznaceny jednotlivé motoneurony a stejnou
barvou k nim prislusnd svalovd vldkna, dohromady tvofi motorickou jednotku.
(prevzato a upraveno z: http://droualb.faculty.mjc.edu/Course%20Materials/Physiology%

20101/Chapter%20Notes/Fall%202011/chapter_11%20Fall%202011.htm)

-2-



Svalova cCinnost se hodnoti pomoci elektromyografie (EMG), na zakladé
elektrickych signalli vychazejicich ze svalil. Vysledky EMG u déti se SMA ukazuji téZkou
denervaci, ktera je zplisobena sniZenym poctem motorickych jednotek (Hausmanowa-
Petrusewicz 1988 in Crawford et Pardo 1996). Tyto vysledky se samoziejmé lisi dle
zavaznosti SMA. U méné zavaznych pripadii prevladaji ve svalech velké motorické
jednotky a neni zde pfitomna abnormalni spontanni svalova aktivita, coz je zplisobeno
tim, Ze prezivsi axony reinervuji sousedni svalova vlakna, ktera nemaji své axony. U
zavaznéjsich pripadd diky EMG vidime fibrilacni potenciadl, zplisobeny nahle
denervovanymi svalovymi vlakny, prestoze motorické jednotky maji zachovanou svou
velikost. Existuje tedy spojitost mezi typem SMA a schopnosti motorickych neuront,

zahdjit v pripadé denervace sousednich svalovych vldken termindlni axonalni rlist

(Crawford et Pardo 1996).

50s

Obr. 2: EMG - fascikula¢ni potencidly. Tento zaznam ukazuje velké mnozstvi potencialt
s nepravidelnymi hodnotami. Podle rozdili ve vySce amplitud, lze usuzovat na vice

fascikulujicich motorickych jednotek (prevzato z Brown 1984).

2.2 Genetické aspekty SMA

Gen podminujici vznik SMA byl nalezen na chromozomu 5 konkrétné na jeho
dlouhém raménku v regionu 11.2-13.3 (Brzustowitcz et al. 1990). Chromozom 5 je
jeden z nejvétsich lidskych chromozomt, obsahuje mnoho intragenovych duplikaci a
proto jeho genova denzita neni priliS vysoka. Nejvice duplikaci se na chromozomu 5
vyskytuje v iseku o velikosti 1-2 Mb v oblasti 5q13.3 (Schmutz et al. 2004).

Presna lokalizace genu SMN byla provedena v roce 1995 kombinaci genetického a

fyzického mapovani DNA. V oblasti 5q13 byla identifikovana invertovana duplikace o
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velikosti 500 kb. V té se mimo jiné nachazi i gen SMN o velikosti 20 kb a to ve dvou
kopiich, znichZ je sohledem na vzdjemnou pozici jedna oznacena jako varianta
telomerickd, druha jako centromericka (Lefebvre et al. 1995).

Lefebvre et al. (1995) nasli oba dva geny podminujici SMA a taktéz prokazali, Ze
oba dva jsou exprimovany. Vzhledem k tomu, Ze centromericka varianta genu (SMNZ2)
byla pritomna jen u 95,5 % kontrolnich vzorkd, zatimco telomericka varianta (SMN1) u
100 %, predpoklada se, Ze telomericka varianta je ancestralni gen, z kterého duplikaci
vznikla pozdéji i varianta centromerickd. Gen SMN je sloZen z osmi exond, coZ bylo
objeveno pomoci genomové sekvencni analyzy (Lefebvre et al. 1995). O rok pozdéji vSak
Biirglen et al.(1996) uvadi, Ze je slozen z exonl deviti. Pro predejiti chaosu v ¢islovani
byl rozdélen exon 2 na 2a a 2b a ostatni exony zlstaly zachovany. Terminac¢ni kodén pro
protein SMN se nachazi v exonu 7, exon 8 je zodpovédny za pripojeni poly-A konce na
mRNA (Le et al. 2000).

Battaglia et al. (1997) nasli ortologni gen u krysy a dale se vénovali vyzkumu
exprese SMN v CNS u Kkrys, opic a lidi pomoci imunocytochemie a hybridizace in situ.
Transkript a proteinovy produkt genu SMN byl hojné, ale nerovhomérné pritomen
v oblastech mozku a michy.

Byl nalezen i mySi homologni gen SMN, ktery lezi na chromozomu 13
v konzervované syntenii slidskym chromozomem 5q13. Nebyl pozorovan Zadny
alternativni sestrih, na rozdil od lidského SMN. Aminokyselinova sekvence, kterou gen
koéduje je v 82 % shodna se sekvenci ¢lovéka. Duplikace SMA regionu u mysi nebyla

nalezena (DiDonato et al. 1997).

2.2.1 Evoluce genii SMN1 a SMN2

Dle molekularnich fosilii a molekularnich hodin se predpoklada, Ze duplikace
genu SMN se mohla objevit pred 3 miliony let, nicméné tyto pristupy neberou v potaz
moZnou sekven¢ni homogenizaci prostrednictvim genové konverze, tudiz byla pouzita
kvantitativni PCR a analyza alelickych variant, aby se prokazal/vyvratil diikaz duplikace
genu SMN u Simpanze, jakoZto nejbliz§iho pribuzného c¢lovéka. Studie odhalila, Ze
Simpanzi maji v diploidnim genomu 2-7 kopiif genu SMN, nicméné u nich nebyl nalezen
gen SMN2 - chybél mRNA produkt SMNA?7. Oproti tomu byl gen SMNZ2 objeven zatim u

vSech studovanych lidskych populaci. To znamena, Ze genova duplikace se objevila pired
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vice nez 5 miliony lety, jeSté pred rozdélenim Simpanze a c¢lovéka, ale gen SMNZ je

specificky pouze pro Homo sapiens (Rochette et al. 2001).

2.2.2 Rozdily mezi geny SMN1 a SMN2

Na chromozomu 5q13 jsou pritomny dva témér identické geny SMN - SMN1
neboli telomericka varianta, nékdy oznacovana jako SMNT, a SMNZ2 neboli centromericka
varianta, nékdy oznacovana jako SMNC (viz obr. 3). Tyto dva geny odliSuje pouhych 5
nukleotidii (jeden vintronu 6, dva vintronu 7, jeden vexonu 7 a jeden vexonu 8)
(Lefebvre et al. 1995; Biirglen et al. 1996). Exony genii jsou tedy rozdilné jen ve 2 bazich,
piicemz jedna z nich, zdména C>T v exonu 7, ovliviiuje sestifih mRNA. Zdména v exonu 8
lezi v 3 neprekladané oblasti. Transkript SMN1 je tedy kompletni, zatimco naprosta
vétSina transkriptu SMN2 (90 %) postrada exon 7. Tento odliSny transkript se nékdy
oznacuje jako SMNA7 (Lorson et al. 1999; Monani et al.1999). Zaména C>T u SMNZ2
neovliviiuje tedy kdéddovanou aminokyselinu, ale narusi zesilova¢ sestfihu (exonic
splicing enhancer; ESE), resp. dojde ke ztraté SF2/ASF-zavislého zesilovace sestrihu.
Alternativnim modelem je pak vznik hnRNP A/B-zavislého zeslabovace sestfihu (exonic
splicing silencer; ESS). K prvnimu modelu se po rozsahlém testovani priklani i Cartegni
et al. (2006). Jsou ale i studie, které vice podporuji druhy model, ktery rika, Ze zdména
vexonu 7 vede ke vzniku zeslabovace sestrihu, ktery vaze represor hnRNP Al. Byla
objevena silnd a specifickd interakce mezi hnRNP Al a exonem 7, coZ podporuje
myslenku, Ze setfih exonu 7 je potlacovan pri navazani hnRNP A1 a ESS (Kashima et
Manley 2003; Kashima et al. 2007). Transkript, kterému chybi exon 7, dava vznik méné
stabilnimu proteinu, ktery rychleji degraduje (Lorson et Androphy 2000).

Jak bylo uvedeno, zasadnim rozdilem mezi geny SMN1 a SMNZ je tedy silent C>T
tranzice v SMNZ, ktera urcCuje vystriZeni exonu 7. SMN1 s cytosinem na pozici 840
preferencné zahrnuje exon 7, coz vede k tvorbé nezkracené verze transkriptu a potazmo
proteinu, zatimco SMNZ s thyminem na této pozici pirevazné vystiihuje exon 7, a to vede
ke zkracené varianté transkriptu a nestabilni formé proteinu. Sestfih exonu 7 je
regulovan mnozstvim exonovych a intronovych sesttfihové regula¢nich sekvenci a také
trans-faktory, které se na né vazou. Byly identifikovany dvé regula¢ni oblasti v intronu
7, které ovliviiuji sestrih, a to nezavisle na bunécném typu. DalSi analyza ukazala, Ze
pokud v jedné z téchto oblasti doslo k deleci ¢i jiné mutaci, zvysilo se relativni mnozstvi
transkriptu genu SMN neobsahujictho exon 7. Naopak amplifikace vySe uvedenych
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oblasti mtliZze obnovit spravny sestfih SMN. Timto zplisobem byla objevena nova
intronova splicing enhancer sekvence leZici v poslednim intronu genti SMN (Gladman et
Chandler 2009).

Proto také absence SMN1 vede k projevu SMA, zatimco absence SMNZ nema
zadny fenotypovy projev. ProtoZe vSak malé mnozstvi funkéniho proteinu vznika i diky

SMN_Z2, ovliviiuje pocet kopii tohoto genu zavaznost nemoci (Lefebvre et al. 1997).

C —{ pa4c H NP H smNaH Hars: ——— Hats' H smNiH AP H pas |—T

840=T Pre-mRNA
| ) |
1228 2b3 4 5 6 7 8 1 2a 2b3 4 5 6 7 8
~90% ~10% 100%

LM mRNA l1[2a12b131415]61718]

l l

Nestabilni protein Stabilni protein

Obr. 3: Geny SMN1 A SMNZ se lisi pouze o nékolik bazi a z toho pouze dvé jsou pritomny v oblasti
exond. Kriticky je vSak nukleotid na pozici 840 v exonu 7, ovliviuje totiz sestfih mRNA, pricemz

posléze dochazi ke ztraté exonu 7 (prevzato a upraveno z Swoboda 2011).

JizZ v roce 1995 Gennarelli et al. identifikovali Ctyti rlizné izoformy mRNA genu
SMN. Tyto izoformy vznikly alternativnim sestfihem exonu 5 a 7 SMN1 a SMNZ2. Pozdéji
vSak diky analyze mRNA exprese genu SMN v bunkach z periferni krve u zdravych
jedinc(, prenasSecu i pacientli se SMA bylo objeveno 6-8 transkriptti genu SMN, vzniklych
alternativnim sestfihem ne/zahrnujicim exony 3, 5 a 7. Jedinci se SMA vykazovali vySsi
mnoZstvi sestfihovych variant a velmi malé nebo Zadné mnoZstvi exonu 7. VétSina
transkriptu SMN1 obsahovala vSechny exony - jeho délka byla 973 bp. Transkripty,
kterym chybél exon 7, byly dlouhé 919 bp, v piipadé absence exonu 5 pak mély 877 bp a
malé mnoZstvi transkriptu postradajictho exon 3 dosahovalo délky 722 bp. Pripadné
dalsi varianty transkriptli meély chybéjici exony 5 a 7 (823 bp) nebo 3 a 7 (718 bp).

V pripadé genu SMNZ postradala vétSina transkriptu exon 7, méné pak byl zastoupen
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transkript bez exonu 3 a 7 pripadné 5 a 7. Objevil se vSak i transkript bez vSech tf{ exonii
o délce 622 bp doprovazen transkriptem v plné délce a transkriptem bez exonu 3.
Nebyla vSak nalezena souvislost mezi jednotlivymi typy (pfipadné mnoZstvim) mRNA a
fenotypem SMA. Potvrdil se vSak rozdil v mnozZstvi transkriptu obsahujicim exon 7 u
normalnich jedinct, prenasecl a pacientti se SMA. Diky poméru mezi fragmentem s/bez
exonu 7 bylo zjiSténo, Ze pacienti se SMA se bliZi nule, prenaseci jedné a zdravi jedinci
vice neZ jedné (Jong et al. 2000).

Promotorova sekvence a aktivita je u obou variant gend témér identicka, oba maji
tedy velmi podobnou transkrip¢ni regulaci. Rozdil v mnoZstvi proteinu, ktery koduji, je
dan jinymi regulacnimi sekvencemi, nebo posttranskrip¢nimi regulacemi (Echaniz-

Laguna et al. 1999; Monani et al. 1999).

2.2.3 Mutace genu SMN1

Gen SMN1, ktery je zodpovédny za projev SMA, muZe byt nefunkcni zvice
divodi. 96,4 % pacientii nese homozygotni deleci, kterd zahrnuje exon 7 a 8,
v nékterych pripadech se jedna o izolovanou deleci exonu 7. Delece vSMN1 na obou
chromozomech se vyskytuje s vyssi frekvenci u pacientti se SMA 1. a II. typu (96 % resp.
94 9% pacientd) nez u téch se SMA IIL typu (86 % pacienti). Zbyvajici 3,6 % pacienti
ma deleci/konverzi na jednom chromozomu a bodovou mutaci na chromozomu druhém.
Bodovych mutaci bylo objeveno cca 23, z toho nejcastéji (v pétiné piipadii) se jedna o
missense mutaci ¢.815A>G vexonu 6, kterd zplisobuje zaménu aminokyseliny,
konkrétné p.Y272C (Wirth 2000).

Analyza bodovych mutaci byla provedena i v Ceské republice, konkrétné ve
Fakultni nemocnici v Motole a Fakultni nemocnici v Brné. Celkem bylo vySetfeno 301
pacientd se SMA, znichZz u 287 byla nalezena homozygotni delece v genu SMN1. U
zbylych 14 pacienti byla deleci postiZena heterozygotné pouze jedna alela. U 6 pacientti
z téchto 14 byla v nedeletované alele odhalena bodova mutace. Jednalo se o c.815A>G
(p-Y272C) shodné u tfech pacient, c.821C>T (p.T2741), c.98delT (p.I33IfsX6) a
c.562G>T (p.A188S). Posledni dvé uvedené mutace nebyly do té doby popsany a obé
byly pritomny u pacientii se SMA 1. typu. Mimojiné i tato studie potvrzuje, Ze zvySené
mnozstvi kopii SMNZ je asociovano s leh¢im projevem SMA (Zapletalova et al. 2007).

Pii genové konverzi se z genu SMN1 v podstaté stane gen SMNZ (protoZe se tyto

dva geny lisi prakticky jen exonem 7, staci, aby ten byl v SMN1 nahrazen), tim se také
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vysvétluje narlist kopii SMNZ2 u postiZenych jedinci, k ¢emuZ dochazi vice u pacientli
s SMA II. a III. typu (Campbell et al. 1997).

Bodové mutace funguji na bazi naruSeni zesilovace sestfihu (exonic splicing
enhancer), coZ posléze narusi normalni chod sestrihu. Jedina zaména nukleotidu u SMN2
zpUsobi vystrizeni exonu 7, tato zaména se vyskytuje v ramci heptamerového motivu
zesilovace sestrihu (Cartegni et Krainer 2002).

Molekularni analyza 42 pacientti, kterym chybél exon 7, ale ne exon 8 genu SMN1,
ukazala, Ze se jedna o hybridni gen SMN1/SMNZ2. Na zakladé rozdilG mezi introny 6 a 7 a
exonem 7 lze zjistit ptivod, bylo tedy zjiSténo, Ze exon 8 pochazi z genu SMN1 a zbyvajici
exony z genu SMNZ2. Priblizné u poloviny pacient byl nalezen shodny haplotyp, coz
napovida spole¢nému ptivodu (Hahnen et al. 1996).

Byly popsany téZ mutace v exonu 3. Sossi et al. (2001) popsali tfi nepribuzné
pacienty, ktefi nesli pouze jednu alelu SMN1 (druha byla deletovana) a dvé alely SMNZ,
pricemzZ u vSech ti{ byla v exonu 3 genu SMN1 odhalena nonsense mutace (u dvou z nich
shodna tranzice c.305G>A (p.Y102X) a u jednoho delece c.425del5). Pacient nesouci
deleci mél diagnostikovanu SMA L. typu, pacienti nesouci substituci jeden SMA II. typu a
druhy SMA III. typu. U vSech tfi pacientd byl v buiikdch pritomen trankript genu SMN1,
znéhoZ byl ovSem vystriZzen cely exon 3 - mutace zifejmé indukovaly mechanismus
tzv. exon skipping, cileného vystrizeni mutovaného exonu, coz v konecném dtisledku
vedlo kprodukci deformovaného proteinu SMN, ktery si vSak udrzel castecnou
funkcnost a mohl do jisté miry vyrovnavat chybéjici SMN1, resp. nizky pocet kopii SMNZ.
Prestoze by se dala predpokladat vaznéjsi forma fenotypu, fibroblasty téchto pacientt
vykazovaly velké mnozstvi jaderného SMN proteinu - gemi. Izoforma proteinu
postradajici oblast kddovanou exonem 3 tedy prispiva k tvorbé jaderného proteinového
komplexu, ktery mize byt diivodem mirnéjsiho fenotypového projevu (Sossi et al

2001).

2.2.4 Souvislost mezi genotypem a fenotypem

U vice nez 95 % (viz vySe: Wirth 2000 uvadi 96,4 %) pacienti dochazi
k homozygotni ztraté funkce genu SMN1, kdy exon 7 je deletovan nebo konvertovan na
SMNZ2. U zbylych pripadi je deletovana jedna kopie SMN1 a druha podléha jiné mutaci
(Lefebvre et al. 1995).



Vzhledem k tomu, Ze i pri ztraté funkce SMN1 dochazi k tvorbé velmi malého
mnozstvi proteinu SMN diky zbylému SMNZ2, miZeme hledat korelaci mezi mnoZstvim
SMNZ a stupném projevu SMA. Existuji dva typy alel SMNZ2 podle ptvodu: a) ptivodni
alely SMNZ2, b) alely SMNZ vzniknuvsi genovou konverzi. Ne vSechny alely SMNZ jsou
rovnocenné. Ty, které se vyskytuji u pacientii se SMA II. a IIl. typu jsou schopny
produkovat proteiny, které se poté formuji do gemt, zatimco alely SMN2 u pacientti
s SMA 1. typu takovéto proteiny nejsou schopné produkovat. PocCet kopii SMNZ2 muze
ovlivnit pocet gemi (Coovert et al. 1997).

Ve velmi ojedinélych pripadech se v rodinach, kde se vyskytovala SMA, objevili
jedinci s homozygotni deleci SMN1 bez jakychkoliv priznakti SMA. VSichni méli totiz
zvySené mnozstvi kopii SMNZ2, konkrétné pét. Dalo by se tedy usuzovat, Ze pét kopii
SMNZ stac¢i na kompenzaci ztraty SMN1 (Prior et al. 2004). Dalsi studie tii rodin
s asymptomatickymi nositeli homozygotni delece SMN1 ukazala, Ze pocet kopii SMNZ,
ktery se u jedinci bez projevli nemoci pohybuje od ¢tyr do péti, ovliviiuje fenotyp, ale
neni to jediny urcujici prvek. Vjedné rodiné se totizZ objevili tfi sourozenci se ¢tyimi
kopiemi SMNZ2, Zadnou kopii SMN1 a dva znich trpéli SMA III. typu, zatimco treti

neprokazovala Zddné symptomy nemoci (Jedrzejowska et al. 2008).

2.3 Protein SMN

Telomericka (SMN1) i centromericka (SMNZ2) varianta genu SMN kéduje 38 kDa
velky protein SMN (survival of motor neurone), ktery je sloZen z 294 aminokyselin.
Tento protein je vSudyptitomny v bunkach, vyskytuje se vjadru i v cytoplazmé (Liu et
Dreyfuss 1996). Protein pritomny vjadru se slucuje do specifickych struktur
nazyvanych gemy. Toto oznaceni vzniklo jako zkratka slov Gemini of coiled bodies
(,Blizenci“ Cajalovych télisek), protoZe se vétSinou nachazi vjejich tésné blizkosti.
Velikost gemi je priblizné 0,1-1 mikrometru (Liu et Dreyfuss 1996). Peptidy kédované
exony 2b, 3 a 6 hraji roli v rozloZeni SMN v burnice. Byl nalezen deviti aminokyselinovy
motiv v konzervované sekvenci kodované exonem 2b, ktery zprostredkovava umisténi
SMN v blizkosti Cajalovych télisek. Delece této domény dramaticky ovliviiuje aktivitu
SMN a vede k extenzivni bunécné smrti (Morse et al. 2007).

Protein je translatovan z obou gent, jak prokazal Coovert et al. (1997) pouZitim

skupiny anti-SMN protilatek. Pacienti s diagnostikovanou SMA I. typu maji nejmensi
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mnoZstvi gem, tudiZ na zakladé pocCtu gemi by se taktéZ dal diagnostikovat typ SMA.
Produkt genu SMNZ, protein bez sekvence kddované exonem 7, neni schopen vytvaret
gemy. Pri ztraté exonu 5 nebo pfi missense mutaci v exonu 3 dochazi k normalni tvorbé
gemu (Mohaghegh et al. 1999). O rok pozdéji vsak Le et al. uvadi, Ze izoformy SMN, které
nemaji exon 7, mohou také vytvaret gemy, i kdyz s niz8i u€innosti, ovSem izoformy SMN
postradajici exon 5 i 7 nikoli. Mutace na N-konci zptsobuji, Ze se SMN akumuluje v jadru,
tudiZ tato doména je zasadni pro spravnou distribuci proteinu SMN (Le et al. 2000).

Mutant SMN s tzv. dominantné negativnim ucinkem, kterému chybi prvnich 27
aminokyselin na N-konci, reorganizuje snRNP v jadru, dale také inhibuje pre-mRNA
sestrih, zatimco wild-type SMN stimuluje sestfih. SMN mutanty u pacienti se SMA
nedokazi stimulovat sestiih, z cehoZz vyplyva, Ze SMN hraje diileZitou roli ve vyrobé pre-
mRNA sestfihové maSinerie, a tedy v biogenezi mRNA (Pellizzoni et al. 1998).

Protein SMN je nejvice exprimovan v tkanich mozku, ledvin a jater, méné
v kosternim a srdecnim svalstvu, nejméné ve fibroblastech a lymfocytech. SniZeni
exprese proteinu SMN v miSe, kde mnoZstvi SMN proteinu je azZ stokrat nizsi (u pacientt
se SMA L. typu), vede pak k projeviim nemoci (Coovert et al. 1997). Neni zcela jasné, kde
a kdy je protein potrebny pri ontogenezi motorickych jednotek.

Na mySim modelu, ktery ma pouze jednu alelu genu SMN, lze demonstrovat
dtlezitost proteinu SMN. KdyZ u mysi homozygotné vyiradime tento gen z funkce, dojde
k velkym ztratdm bunék v embryonalnim vyvoji, coZ nasledné vede ke smrti embrya.
Gabanella et al. (2005) zpozorovali u mysi vyssi hladiny SMN béhem embryonalniho a
rané postnatalniho vyvoje CNS. Poté nasledoval pokles na bazalni hladinu SMN, nejprve
u michy a nasledné u mozkové tkané spolecné s nastupem myelinizace. Protein SMN je
velmi dileZity pro funkci a preziti bunék (Schrank et al. 1997).

Presna funkce proteinu SMN neni zcela jasna, prevladaji dva riizné nazory.
Prvni z nich rika, Ze SMN je nezbytny jako tzv. housekeeping protein v biogenezi snRNP
(small nuclear ribonucleoprotein) a sestfihu pre-mRNA. V bunkach se sniZenym
mnozstvim SMN tak dochazi k porucham ve skladani snRNP a tim padem i k porucham
ve splicingu (Wan et al. 2005).

Protein SMN tésné asociuje s proteinem SIP1 (SMN-interacting protein 1) a
dohromady s nékolika spliceosomalnimi snRNP proteiny vytvari specificky komplex.
Protein SMN miZe také pfimo interagovat se snRNP Sm proteiny a ma tedy dvé vazebna

mista - jedno pro SIP1 a druhé pro Sm proteiny (Liu et al. 1997).
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Proteiny SMN mezi sebou interaguji spole¢né se spliceozomdalnimi Sm proteiny
(tj. RNA vazajici proteiny) snRNP. Tento komplex hraje rozhodujici tlohu pii sestrihu
pre-mRNA. Poskozené SMN proteiny, objevujici se u pacientli se SMA, nejsou schopné se
navazat na proteiny Sm, zatimco normalni proteiny SMN jsou schopny oligomerizace a
pak maji mnohem vyssi afinitu k proteintim Sm (Pellizzoni et al. 1999).

SMN v cytoplazmé primo interaguje se spliceozomalnimi Sm proteiny a
usnadnuje jejich usporadavani na U snRNA (uridine-rich small nuclear ribonucleic acid).
SMN v jadru zprostiedkovava recyklaci pre-mRNA sestiihovych faktord. Monoklonalni
protilatky proti SMN inhibuji pre-mRNA sestfih, coz pridava dalsi funkci SMN v jadru -
ovlivnéni sestfihu modulaci Sm proteinového sloZeni U snRNP (uridine-rich small
ribonucleoprotein). Interakce SMN-Sm protein tedy neni omezena pouze na cytoplazmu
(Meister et al. 2000).

Lorson et Androphy (1998) prokazali pfimou schopnost proteinu SMN vazat
RNA, posléze i ssDNA a dsDNA. Usek proteinu, diky kterému ma takové schopnosti je
koédovan exonem 2. Tato doména je spolec¢na vice faktortim, které jsou schopné vazat

nukleové kyseliny.

Obr. 4: Tudor doména proteinu SMN. V dolni ¢asti obrazku je Cervené a modie vyznacen kladné
resp, zaporné nabity povrch, vpravo pak stejny pohled v provedni vlasenkové struktury

(prevzato z Selenko et al. 2001).
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Protein SMN obsahuje centralni Tudor doménu (viz obr. 4), ktera umoznuje SMN-
Sm proteinovou vazbu, bodova mutace c.400G>A (p.E134K) v této doméné znemoZiuje
vazbu, a tudiZ podminiuje vnik SMA. Struktura Tudor domény ma zaporné nabity povrch,
ktery interaguje s kladné nabitymi C-koncovymi argininy a glyciny Sm protein{i. Zdména
aminokyseliny nenarusi samotnou Tudor doménu, ale ma vliv na rozdéleni nabojli na
jejim povrchu (Biihler et al. 1999; Selenko et al. 2001). Nazev této domény pochazi od
tudor proteinu, coZ je protein, potfebny pii ontogenezi octomilky Drosophila
melanogaster, ktery obsahuje nékolik kopif této domény (Callebaut et Mornon 1997).

Sun et al. (2005) zkoumali, jestli missense mutace zplsobujici SMA, které
identifikovali, souvisi s interakcemi mezi proteinem SMN a dalSimi komponenty SMN
komplexu. Mutace G95R (¢.332C>G transverze v exonu 3) a A111G (c.283G>C transverze
vexonu 3) snizuji vazbu SMN k Sm proteiniim, coz potvrzuje, Ze Tudor doména je
esencialni vazebné misto pro protein SMN a Sm proteiny.

Na druhé strané stoji nazor, ktery na zakladé pozorovani demonstruje, Ze protein
SMN se akumuluje v axonech a riistovych kuzelech, coz znamena, Ze SMN miuze plnit
neuronalné a svalové specifické funkce (Fan et Simard 2002).

Komplex SMN a hnRNP R (heterogenous nuclear ribonucleoprotein R) asociuje
s mRNA B-aktinu a translokuje se do axoni motoneuronti. Nasledné by pak mohlo dojit
ke snizeni mnozstvi B-aktinu v rastovych kuzelech neuronti, tim padem i k redukci
axonalniho ristu u SMA (Rossoll et al. 2003).

Velké motorické neurony michy vykazuji nejvétSi mnoZstvi proteinu SMN,
spolecné sneurony prodlouzené michy, pyramidalnimi bunkami mozkové kiry a
Purkynovymi buritkami mozecku. Exprese probiha jiZ u osmitydenniho plodu a posléze
po celou dobu Zivota (Tizzano et al. 1998).

Protein s podobnou funkci byl objeven i u hlistice Caenorhabditis elegans a u
kvasinky Schizosaccharomyces pombe (Talbot et al. 1997), kde dostal nazev Yab8p. Je
strukturné i funkcéné velmi podobny proteinu SMN vysSich eukaryot, coZ potvrzuje jeho

dtlezitost pro Zivotaschopnost bunék (Hannus et al. 2000).
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3. Typy a déleni SMA

Spindlni svalova atrofie ma nékolik stupnl projevu. Zakladni déleni je na 4 typy,
které se liSi mirou rozsahu postiZeni a stupném zasaZeni svalové soustavy (Emery
1971). DalSim faktorem pro urceni typu SMA je doba, kdy se objevi prvotni priznaky.
Nékdy urceni konkrétniho typu SMA neni zcela jasné, symptomy se mohou mnohdy

prolinat, pripadné vyvoj nemoci nemusi byt vZdy zcela stejny.

Tab. 1: Déleni SMA a charakteristika jednotlivych typl (vytvoreno na zakladé udaji z Wang et al.
2007 a Arnold et al. 2015)

( offanak N doba d zastoupeni
typ prvni priznaky rozsah postizeni | doba doziti
SMA v %
[. infantilni akutni forma
do prvniho pil roku neschopnost
(Werdnig-Hoffmannova do 2 let 45%
Zivota sezeni bez opory
nemoc)
schopnost sedét,
2 roky - 25
II. intermedialni forma 7.-18. mésic véku neschopnost | 20%
et
chodit
I1I. juvenilni forma po 18. mésici véku q
0
(Kugelberg-Welanderové (obvykle pozdni schopnost chodit 30%
dospélosti
nemoc) détstvi/adolescence)
druha - treti dekada do
IV. adultni forma - <5%
Zivota dospélosti

3.1 Typ I - Akutni infantilni forma

Akutni infantilni forma, neboli SMA I. typu (MIM#253300) je nejcastéjSim typem
SMA a taktéZ jedno z nejcCastéjSich autozomalné recesivnich onemocnéni vedoucich ke
smrti novorozenct (Pearn 1978). SMA I. typu se nékdy nazyva Werdnig-Hoffmanova
nemoc, dle objevitelG G. Werdniga a ]. Hoffmanna, ktefi nemoc popsali v 90. letech 19.
stoleti. Ve svém vyzkumu popsali brzky projev nemoci, vyskyt u déti, které maji zdravé
rodice, progresivni slabost, tres rukou a smrt vraném détstvi jako nasledek selhani

dychani. Postihuje novorozence do 6. mésice. Primérna doba doziti postizenych jedinci
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je 2 roky. Pri¢inou smrti je nejcastéji selhani dychani nebo infekce dychacich cest. Délku
Zivota miize zvysit tracheostomie, ktera prinasi také urcitd rizika, nebo neinvazivni
ventilace (Bach et al. 2007). Diky pokroku lékarské péce a zpristupnéni neinvazivni
ventilace a gastrostomie od 90. let vyznamné vzrostla priimérna doba doziti pacientt
s SMA L. typu. Median doby doziti u pacientli narozenych mezi lety 1980-1994 byl 7,5
mésice, zatimco u pacientd narozenych od 1995-2006 vzrostl na 24 mésict (Oskoui et
al. 2007).

SMA L. typu lze rozdélit do tfech podkategorii - 1. postiZeni se projevi jeSté pred
porodem nebo tésné po ném, jedinec neni schopny udrzet hlavicku, 2. postiZeni se
projevi do 2. mésice véku, jedinec neni schopny udrzet hlavic¢ku, 3. postiZeni se projevi
pozdéji, jedinec je chopen udrzet hlavicku - nékteré z téchto déti jsou poté schopny
sedét s oporou (Bertini et al. 2005).

Zhruba v jedné tretiné piipadi dojde k odhaleni nemoci jiz v prenatalnim obdobi.
Projevuje se abnormdalnimi sniZenymi pohyby plodu (Pearn et Wilson 1973). Zvlasté u
matek, které jiz maji zkuSenost s prvnim ditétem postiZenym touto nemoci, se objevuje
vétsi obezretnost. Abnormality se mohou vyskytnout jiZ ve 4. mésici, kdy se zacina
projevovat inhibice riistu axonti a Schwannovych bunék motoneuronti (Chou et Fakadej
1971). U matek bez predchozich zkuSenosti Casto nedojde k vc¢asnému rozpoznani

piiznakd.

3.2 Typ II - Intermedialni forma

SMA II. typu (MIM #253550) je méné zavazna, postiZeny jedinec je schopen sam
sedét, vnékterych pripadech i spomoci stat, ojedinéle i chodit. Prvni ptiznaky se
projevuji mezi 7. a 18. mésicem véku. Obvykle se objevuje tres hornich koncetin a chybi
Slachové reflexy. V zavaznéjSich pripadech se muze objevit kyfoskoliéza a poruchy
pohyblivosti kloubli. Ochabnuti Zvykacich svalli ztéZuje prijem potravy, problémy
s polykanim se vyskytuji ziidka. Casto se objevuji fascikulace (zaskuby) jazyka. Projev
této formy se velmi 1isi u konkrétnich pacientd. Jedinci trpici SMA II. typu maji velmi
slabé meziZeberni svaly, proto dychaji prevazné branici. U nejvice postiZenych jedinci
se muze objevit respiracni selhani, kdy je nutno zavést mechanickou ventilaci. Chlapci

jsou postihovani ¢astéji a projevy jsou u nich zavaznéjsi. Castou piicinou smrti béhem
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adolescence je respiracni insuficience. Dle studie z roku 1996 se 98,5 % pacientli s SMA

II. typu doZije 5 let a 68,5 % i 25 let (Zerres et al. 1997).

3.3 Typ III - Juvenilni forma

Lidé postiZeni touto formou (MIM #253400) maji odliSné Kklinické projevy
onemocnéni, které se obvykle objevi po 18. mésici véku. Dle toho miizeme dale pacienty
rozdélit na pacienty s I[Ila SMA - s projevy do tri let, a pacienty s [IIb SMA - s projevy po
tretim roce véku. Mezi prvni priznaky patii Spatnad stabilita, problémova chiize do
schodli a dal$i projevy slabosti. Nékdy muze dojit ke ztraté schopnosti chodit, coz
obvykle prichazi s postupem nemoci. Délka Zivota neni vlivem SMA III. typu zkracena

(Zerres et al. 1997).

3.4 Typ IV - Adultni forma

Tento typ SMA (MIM#271150) se casto ani neuvadi v Kklasickém tiidéni.
Problémy se obvykle objevi az po 30. roce. Dle riizné postiZenych casti téla lze délit na
distalni a segmentalni, kdy v prvnim ptipadé je rozsireni ochabovani svalii symetrické,
v druhém naopak. Pacienti nemaji problémy s chiizi ani dychanim. Nezkracuje vék doziti
ani nijak vyrazné nelimituje postiZené. Je nejméné zavaznou formou SMA.

U SMA IV. typu byla prokdzana moZnost genové konverze - coZ podporuje
hypotézu, Ze genova konverze je Casto spojena sleh¢im typem SMA. Konkrétné se
jednalo o konverzi exonu 7, kdy exon 7 genu SMN1 byl nahrazen exonem 7 genu SMNZ2

(Mazzei et al. 2004).
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4. Diagnostika

Typickymi klinickymi ptiznaky, jak je jiz uvedeno vySe, jsou celkova slabost a
sniZzena hybnost jedince. Svalova slabost se lisi dle typu SMA a je doprovazena
fascikulacemi, samovolnymi zaskuby svalovych vldken. Fascikulace se velmi ziidka
objevuji u primarnich svalovych onemocnéni, u SMA svéd¢i o degeneraci bunék
pirednich miSnich rohii a objevuji se ve svalech koncetin a/nebo jazyka (Emery 1971).
klinickymi priznaky: Spatné dychani a polykani, problémy s vykaslavanim, slaba opora
hlavy, atrofie a fascikulace jazyka a taktéZ dychani pomoci branice. Intelektudlni ani

rozpoznavaci schopnosti nejsou zasazeny.

4.1 Prenatalni diagnostika

Prenatdlni diagnostika je velmi dilezitd, zejména u rodin s vysokym rizikem
onemocnéni. Diky ni totiZ 1ze nemoc véas odhalit a zahdjit opatfeni, jak nejdiive je to
mozné. BéZné metody jako RFLP a MLPA (Wang et al 2009) odhali sice pocet
SMN1/SMNZ2, nicméné nejsou schopny detekovat genovou konverzi. Existuji i metody,
které by byly schopné konverze odhalit, jako napriklad kapilarni elektroforéza, jsou ale

drazsi a komplikovanéjsi (Kekou et al. 2015).

4.2 Molekularni diagnostika

Molekularni diagnostika spociva v odhaleni nepfitomnosti exonu 7 a 8 genu
SMN1 pomoci analyzy PCR (Van der Staage et al. 1995). Rozdil jedné baze mezi exony 7
geni SMN1 a SMN2 umoziuje snadno rozlisit tyto dva geny pomoci PCR. Restrikéni
enzym Dral Stépi pouze PCR produkt SMNZ exonu 7. Pokud tedy chybi nevysStépeny exon
7 genu SMN1, mliZeme s jistotou potvrdit diagn6zu SMA. Takto se nicméné nedaji odhalit
prenaSeCi SMA, protoZe analyza PCR neni analyza kvantitativni a neodhali tak

heterozygotni deleci, kdy je pritomna jedna kopie genu SMN1 (Prior 2007) (viz obr. 5).
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4.3 Test na prenasecstvi

Rodi¢e postiZeného jedince jsou prenaSefi mutované alely genu, jen timto
zplsobem se muliZe s 25% pravdépodobnosti narodit dité, které bude mit postiZené obé
kopie genu SMN1 a s 50% pravdépodobnosti se narodi prenase¢ SMA. Zbyvajicich 25 %
pripada na pravdépodobnost narozeni zdravého jedince, kdy se sejdou dvé nemutované
alely genu SMN1. Velmi vzacné miZe dojit k mutaci v pribéhu tvorby vajicka/spermie,
potom staci, aby byl pienasec jen jeden z rodict. Wirth et al. (1997) uvadi, Ze k novym
mutacim - ke ztraté telomerické varianty genu SMN1 (resp. exonu 7 i 8) - dochaziu 2 %
piipadd. Z 340 rodin, kde se vyskytla SMA, odhalil 7 pripadd, kde u 4 znich Slo o
nerovnomeérny crossing-over a u ostatnich doslo k intrachromozomalni mutaci - deleci,
konverzi. Pét z pacientli mélo SMA 1. typu, jeden SMA II typu a jeden SMA III. typu.
Nerovnomérné rekombinace zplisobuji rozsahlejsi delece, jsou tedy spojeny se

McAndrew et al. (1997) popisuje kvantitativni PCR analyzu, ktera umoziuje
detekovat pocet kopii SMN1 a SMNZ2. Tato umoZiiuje odhalit jedince s heterozygotni
deleci v genu SMN1 a to tak, Ze je pfitomna pouze jedna kopie exonu 7 a 8 tohoto genu.
Tato analyza vyuZiva exonu z CFTR (cystic fibrosis transmembrane regulator) jako
standard k urceni relativni davky SMN1 a SMNZ a lze tak predejit zkresleni vzhledem ke
kolisajicimu poctu SMNZ2, coz umoZiiuje piesné rozlisit sloZzené heterozygoty od piripadi,
kdy SMA neni zavisld na chromozomu 5. Analyza normalnich jedinc a prenasSeci
ukazala, Ze pocet kopii SMN1 a SMNZ se pohybuje od Zadné aZ po dvé na chromozom a
Ze vétSina prenasectl nese jednu funkcni kopii SMN1 na neporuseném chromozomu.

Vroce 2002 prichazi Feldkotter et al. s novym, rychlym a vysoce spolehlivym
testem na zakladé LightCycler real-time PCR, ktery amplifikuje SMNI nebo SMNZ.
Specificita testu je 100 %, senzitivita 96,2 %. Kvantitativni analyza poctu kopii genu
SMN2 u 375 pacientl s riiznym typem SMA ukazala vyznamnou souvislost mezi poctem
kopii SMN2 a typem SMA. 80 % pacientli se SMA I. typu neslo jednu nebo dvé kopie
SMN2, 82 % se SMA I, typu neslo tii kopie tohoto genu a 96 % pacienti se SMA III. typu
mélo tri aZ ctyri kopie genu SMNZ. Mezi 113 pacienty se SMA L. typu se 9 z nich s jednou
kopii SMN2 doZilo méné nez 11 mésictli, 88 (z 94) se dvémi kopiemi SMNZ se dozZilo
méné nez 21 meésici a 8 (z 10) se tiemi kopiemi se doZilo od 33 do 66 mésicl. Na
zakladé poctu kopii SMNZ lze tedy vypocitat pravdépodobnost, zda se u pacienta
s homozygotni deleci SMN1 pozdéji vyskytne SMA L. typu, IL. typu, nebo IIL typu.
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SMA s typickymi/atypickymi pfiznaky

l

Test na detekci SMN1 genu » Homozygotni delece SMN1 detekovéana

A

Homozygotni delece SMN1 nedetekovana

potvrzeni 5q SMA diagndzy

y

Dalsi klinicka vysetfeni (EMG, NCS, CK)

A 4

Typické symptomy, neurogenni EMG, normalni CK

A 4

| pocet kopii SMN1 |

| 2 kopie SMIN1 | | 1 kopie SMN1 |
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neurogenni EMG, normalni CK
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» normalni CK

onemocnéni mozku nebo michy

Obr. 5: Schéma algoritmu diagnostiky SMA (prevzato a upraveno dle D’Amico et al. 2011)
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5. Moznosti lécby

Riizné zpusoby 1écby jsou momentalné ve vyvoji, nicméné tspéch 1éc¢eni kazdého
jedince zavisi predevSim na véasném odhaleni diagndzy, aby doslo k co nejmensi ztraté

motoneuront, ktera je nevratna.

5.1 Léciva

Butyrat sodny zvySuje mnoZstvi nezkraceného transkriptu SMNZ (neboli
proteinu, ktery zahrnuje translatovany exon 7) u pacientii se SMA, zvySuje mnozstvi
alternativniho sestiihu. Butyrat sodny zvysSuje mnozstvi specifickych SR proteinti, které
hraji dtlezitou roli vprocesu alternativniho sestfihu (Chang et al 2001). Taktéz
hydroxyurea (hydroxymocovina) modifikuje expresi SMNZ a zvySuje tak mnozstvi
proteinu SMN (Grzeschik et al. 2005). Mezi dalsi 1é¢ivé latky patii kyselina valproova,
ktera se pouziva naptiklad i k dlouhodobé 1écbé epilepsie, u pacientli se SMA zvysuje
mnoZstvi nezkraceného transkriptu SMNZ dva az ctyrikrat (Brichta et al. 2003). Kyselina
valproova patfi mezi inhibitory histondeacetylaz, které, jak nazev vypovida, brani
deacetylaci histonii, coZ obecné vede k vyssi expresi genii, konkrétné u SMNZ2 dochazi k
aktivaci promotoru genu a tim padem ke zvySeni jeho transkripce (Harahap et al. 2011)

(viz obr. 6).

@) |C|) H,C
/\)L OH OH
HsC 0° Na® H2N/\N/ HC I
H O
butyrat sodny hydroxyurea kyselina valproova

Obr. 6: Strukturni vzorce butyratu sodného, hydroxyurey a kyseliny valproové
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5.2 Regulace SMN

Vzhledem k tomu, Ze pacienti se SMA maji stale pritomnych nékolik kopii genu
SMNZ2, ktery kdéduje malé mnozZstvi plné funkéniho proteinu SMN, skryva se zde
potencial 1éCby. Stac¢i pouze upravit sestrih mRNA, aby nedochazelo k vyStépeni exonu 7,
diky ¢emuZ tak vznikne vice stabilniho SMN. Proto je toto jeden z cilli, kam sméruje

vyvoj metody léCby.

5.2.1 RNA regulace SMN2

Sestrih transkriptu SMNZ se da modulovat pomoci tzv. bifunkénich RNA.
Bifunk¢ni proto, Ze maji dvé ¢asti — antisense RNA sekvenci specifickou pro cilovy usek
RNA a RNA segment, ktery slouzi jako vazebné misto pro sestrihové faktory. Tyto
bifunkéni RNA jsou do buniky dopraveny pomoci adeno-asociovanych virovych vektoru.
Bifunk¢ni RNA ,zajisti“ zahrnuti exonu 7 do piepisované mRNA a tim i plné funkcni

protein SMN (Baughan et al. 2006) (viz obr. 7).

5'-bifunkéni RNA

Anti-sense
SMN Exon 6 SMN Exon 7
3'-bifunkéni RNA
Exon Splice Enhancers
Anti-sense
Splicing Machinery LTI
SMN Exon 6 _ SMN Exon 7

Obr. 7: Schéma bifunk¢énich RNA. Obecné je slozeni 3" i 5° bifunk¢nich RNA podobné, aZ na
zménénou orientaci ESE sekvenci - u 5" bifunk¢énich RNA jsou na 5" antisense oblasti a naopak

(SR - SR proteiny) (ptrevzato a upraveno z Baughan et al. 2006).

-20 -



5.2.2 Trans-splicing RNA

Tato metoda 1é¢by spociva v dodani syntetické RNA do RNA vzniknuvsi prepisem
z SMNZ2. Dodavand RNA se sklada ze tii ¢asti - specifické vazebné domény, kterad se
navaze na cilové misto, sestrihové domény, ktera reaguje s vybranym intronem a exonu
(ptipadné vice exont), které nahradi poSkozeny usek genu. Takto trans-sestfihnuta
chimerickd mRNA je posléze translatovana do funkéniho proteinu (Coady et al. 2007)

(viz obr. 8)

SMN2 pre-mRNA

tsRNA HAYHAY (PA) 3 Trans-splicing

vVD(Pv)N RNA
HA-R
SMN mRNA .
izoformy Predpokladané cis/trans-sestrihané produkty
PIna délka Exon 6 Exon7 g, | Exon8
SMNA? Exon 6 ......................... Stop Exon 8
Trans-sestfihany Exon 6 Exon 7 .| HA snop
produkt

Obr. 8: Schéma trans-splicingu. Trans-sestfihova RNA (tsRNAHA) se vaze na pre-mRNA (exony 6-
8) v oblasti intronu 6 diky komplementarité parovani bazi. Exon 7 SMN1 je obsazen v tsRNA
spole¢né s dvéma hemaglutininovymi epitopy (HA) a polyadenyla¢nim signdlem (pA). Primery
pro reverzni transkripci PCR jsou znazornény Sipkami. V dolni ¢asti obrazku jsou znazornény

rizné podoby mRNA v zavislosti na kombinaci primerd a moznych sestriht (Coady et al. 2007).
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5.3 Kmenové buiky

Lécba pomoci kmenovych bunék spociva v nahrazeni starych neuronti a podpoie
ristu novych nervovych bunék transplantaci bunék kmenovych. Kmenové buriky mohou
byt ziskany bud' zranim bunék in vitro, nebo aktivaci endogennich kmenovych bunék
v CNS.

V roce 2010 byla zverejnéna studie S. Corti et al., ktera se zabyvala problematikou
kmenovych bunék a SMA a testovala ji na mysSim modelu. Ve vysledcich studie uvadi, Ze
transplantované pluripotentni (posléze nervové) kmenové bunky migruji do
parenchymu a vytvari motorické neurony a poskytuji ochranu neuronti. Mysi se SMA

s témito burikkami pak vykazovali zlepSeny fenotyp a vyssi fitness.
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6.Zaver

Cilem prace bylo shrnout problematiku spindlni svalové atrofie a poukazat na
souvislost mezi genotypem a fenotypem jednotlivych typl tohoto onemocnéni. SMA je
zavazné genetické onemocnéni, které se miize projevit vjakémkoli véku a v riizném
rozsahu. Je nejcastéjsi geneticky podminénou nemoci vedouci ke smrti u novorozenci.

Zcela urcujici roli privzniku a rozvoji této choroby, stejné jako pro stupen
zavaznosti klinickych projevli, ma mnozstvi nezkraceného a plné funkcéniho proteinu
SMN v bunikdch organismu. U absolutni vétSiny pacienti se SMA doslo k homozygotni
ztraté funkce genu SMN1, proto se mnoZstvi funkéniho proteinu SMN odviji od mnoZstvi
kopif genu SMNZ. Alternativni sestfih transkriptu genu SMNZ2 vede k tomu, Ze pouze
mensi podil vznikajiciho proteinu SMN je stabilni a plné funkcni. Amplifikace SMNZ2
ovsem miiZze co do absolutniho mnozstvi funkéniho proteinu SMN tento jev
kompenzovat. Pét kopii SMNZ jiz plné nahradi ztratu SMN1. Pocet kopii SMNZ2 tedy do
znacné miry urcuje zavaznost klinickych projevii SMA a Ize jej, ovSem v omezené mifre,
vyuzit téZ v ramci diagnostiky a predikce vyvoje onemocnéni u konkrétniho pacienta.
Vysledny fenotyp ale ovliviiuji i jiné faktory, zejména typ mutace v SMN1. Mirnéjsi
fenotypovy projev a pozdéjsi projev nemoci je Casto spojeny s genovou konverzi.

PrestoZe gen podminujici tuto chorobu byl objeven pred dvaceti lety, stale jesté
neni znama metoda, kterd by vedla k vyléceni pacientti. Ve fazi vyvoje je vsak jiz nékolik
kandidatnich lécebnych postupt, které byly ispésné otestovany na zvirecich modelech,
a nyni probiha jejich klinické testovani. Stale se zdokonaluje symptomaticka 1écba, ktera

zvySuje vék doziti postizenych a vede ke zkvalitnéni jejich Zivota.
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