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Spinalna misi¢na atrofija — molekularna
genetika u dijagnostici i terapiji

Nina Barisi¢, Vanja lvanovi¢, Ivan Lehman, Petra Grdan*

Spinalna misi¢na atrofija je autosomno recesivna bolest karakterizirana degeneracijom donjeg alfa- motoneurona. Bolest uzrokuje
mutacija gena SMNT koji se nalazi na kromosomu 5q, Ciji produkt je protein SMN (survival motor neuron). Gen SMN2 je kopija gena
SMNT, ali njegovom transkripcijom i translacijom nastaje samo 10-15% funkcionalnog proteina SMN zbog ,tihe” mutacije unutar
gena i iskljucenja egzona 7 iz translacijskog procesa. Mehanizam je poznat kao alternativni splicing. SMN2 je mocan modifikator
bolesti. Broj SMNZ2 kopija je znacajan za tezinu bolesti. Terapijski cilj je povecanje ekspresije i funkcije proteina SMN. Protusmjerni oli-
gonukleotidi (AON) usmjereni su na ukljucivanje egzona 7 u SMIN2 mRNA, popravak defekta RNA, aktivaciju transkripcije SMN2 te
spriecavanja degradacije SMN-a, $to dovodi do stvaranja stabilnog i funkcionalnog proteina. Ekspresija proteina SMINT povecava se
i u perifernim tkivima i u sredisnjem Zivéanom sustavu nakon i.m. primjene gena SMN pomocu adenovirusnog vektora AAV9,

znacajno produljujuci preZivijavanje u eksperimentalnih Zivotinja sa SMA-om. Ova jednostavna i prakticna metoda prijenosa gena

potencijalno je znacajna za lijecenje degenerativnih bolesti motoneurona u djece i odraslih.
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Spinalna misi¢na atrofija (SMA) nasljedna je bolest. Ujedno
je i naj¢eS¢a autosomno recesivna bolest koja uzrokuje
smrtni ishod u prvim godinama Zivota. Rije¢ je o bolesti
karakteriziranoj degeneracijom donjeg alfa-motoneurona.
Njezina je incidencija oko 1:6000 do 1:11000 Zivorodenih,
dok je prevalencija prenositelja (heterozigota) oko 1:40-50,
najc¢esce u bijelaca (1). S obzirom na patofizioloski proces
degeneracije donjeg motoneurona, klinicku manifestaciju
bolesti obiljezavaju hipotonija, hipo- ili arefleksija i misi¢na
slabost. U djece su najcesce spinalne misi¢ne atrofije koje
zahvacaju proksimalne skupine misic¢a (2). Novija istraziva-
nja upucuju na presinapticki poremecaj neuromuskularne
transmisije, nedostatak proprioceptivnih senzornih neurona
u kraljeznickoj mozdini, kao i na poremecaj u maturaciji
motorne jedinice/misi¢nog vlakna kao moguce patofizio-
loske procese u spinalnoj misi¢noj atrofiji te ulogu faktora
rasta slicnog inzulinu kao i superoksid dismutaze (3,4, 5, 6).
Jedan od prvih dogadaja koji se moZe uociti u eksperi-
mentalnom modelu misa sa SMA-om je poremecaj na razi-
ni neuromuskularne spojnice. Unato¢ cinjenici da je broj
NMS-a normalan, njihova struktura i funkcija su poremece-
ne, a izostaje i maturacija primitivne sinapse. Nakon toga
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slijedi gubitak neuromuskularne sinapse, denervaija misica i
razvoj SMA-a.

Lokalizacija proteina vazna je i za razumijevanje funkcije.
SMN se nalazi u granulama u Golgijevom aparatu. Elektron-
skim mikroskopom moze se pokazati da se SMN granule
transportiraju i migriraju strukturama unutar Golgijeva apa-
rata (7). Granule se ponasaju kao sekretorne, a blokiranje
sekrecije rezultira u smanjenoj razini SMN proetina u neuri-
tima, onemogucujuci rast te oponasajuci nedostatak protei-
na u neuronima.

Monogenske bolesti su ¢esto modulirane razli¢itim drugim
genetickim, epigenetickim i ekstrinzicnim faktorima, sto
dovodi do ekstenzivne fenotipske varijabilnosti i potencijal-
ne zastite od tzv. nekompletne penetracije. Analiza cijelog
transkriptoma, genoma, egzomai ili proteoma izrazito diskor-
dantnih fenotipova mogu omoguciti identifikaciju genskih
modifikatora (8).
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Dijagnoza se potvrduje molekularno genetickom analizom,
a dijagnosticki postupak obuhvaca i elektromioneurografiju
i analizu bioptata misica, koji su sukladni u 98% slucajeva.
Elektrofizioloski nalazi pokazuju znakove denervacije, koji se
manifestiraju spontanom aktivnoscu, fibrilacijama i fasciku-
lacijama te visokom amplitudom akcijskih potencijala mo-
tornih jedinica. Histopatoloski se nadu atrofitna misi¢na
vlakna s prisutnim tipnim grupiranjem, a u prednjim rogovi-
ma kraljezni¢ne mozdine znacajno je smanjen broj neuro-
na. Klini¢ki se razlikuju nekoliko tipova proksimalne SMA-a;,
SMAQ, I, 11, i tip IV, pri cemu je SMA 0 najtezi oblik bole-
sti koji se ocituje misi¢nom slabo3¢u vec pri rodenju. Prak-
ti¢nija podjela zasnovana je na dosegnutom stupnju mo-
torickog razvoja, odnosno ona razlikuje bolesnike koji ne
mogu sjediti ni stajati (engl. non sitter non walker), koji mogu
samostalno sjediti (engl. sitters) te one koji mogu hodati
(engl. walkers). SMA 1 ili Werdnig-Hoffmanova bolest najces-
¢ije oblik bolesti (509% SMA-a). Manifestira se u prvih 6 mje-
seci zivota, medutim simptomi su prisutni ve¢ unutarma-
ternicno i ocituju se oskudnim pokretima fetusa. Dob
prezivljavanja u prosjeku je do 2. godine Zivota, no na-
pretkom suportivne njege te formiranjem standarda lije-
¢enja ona se produljuje, i to u 32% do 2. godine Zivota, u
18% do 4. godine te u 8% do 10. godine Zivota (9). Rizik ra-
nog smrtnog ishoda smanjuje se u rodenih poslije 1995.
godine, cemu je posebno pridonijela primjena neinvazivne
ventilacije. U bolesnika je izraZzena teska hipotonija, koja je
simetri¢na, te tihi pla¢. Samostalno sjedenje nije moguce.
OteZano (paradoksalno) disanje uzrokovano je paralizom
interkostalnih misic¢a s postedenom dijafragmom. Fascikula-
cije jezika uzrokovane su bulbarnom denervacijom kao i
otezano sisanje i gutanje, a zbog ugrozenosti sigurnosti
didnih putova povecana je ucestalost aspiracija te poslje-
di¢nih pneumonija (2). U SMA bolesnika nalaze se katkada
udruzeni hipoplasti¢no lijevo srce, atrijalni i ventrikularni
septalni defekti, aritmije, sr¢ani blok i dilatativna kardiomio-
patija (10).

SMA Il. intermedijarni je oblik bolesti koji se javlja kasnije,
nakon tre¢eg mjeseca Zivota. Djeca mogu samostalno sjedi-
ti, neki ¢ak mogu i stajati, obi¢no uz pomoc¢ odgovarajucih
ortoza, dok samostalni hod nije moguc¢. Razvija se kifosko-
lioza, fini tremor, mogu biti prisutni i bulbarni simptomi kao
i razvoj respiratorne insuficijencije.

SMAIL ili Wohlfart-Kugelberg-Welanderova bolest klini¢ki je
heterogeniji oblik bolesti, ocituje se kada dijete prohoda,
obi¢no nakon 18 mjeseci Zivota. Moguce je dosedi sve stup-
njeve motori¢kog razvoja s kasnijom progresijom i potre-
bom za invalidskim kolicima. Takoder je mogu¢ razvoj sko-
lioze i znakova artropatije zbog hipotonije i povecanog
opterecenja zglobova.

SMA V. ili adultni oblik manifestira se u drugom desetljecu,
karakterizira ga blago progresivni tijek.
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MOLEKULARNA GENETIKA

Povijest genetike SMA-a pocinje 1990. godine kada je iden-
tificiran lokus 5g13 kao moguci geneticki uzrok spinalne
misi¢ne atrofije. Istrazivanja sljedecih 5 godina konacno do-
vode do otkri¢a gena SMN (survival motor neuron gene). Hu-
mani genom sadrzi vise kopija gena SMN. Normalno, jedan
kromosom sadrZi jednu kopiju gena koji nazivamo SMNT i
koji se nalazi na navedenom lokusu telomernije u odnosu
na jednu ili vise kopija gena SMIN2. SMINT i SMNZ2 razlikuju se
u 5 parova baza u egzonu 7 koji ne mijenja aminokiselinu, ali
mijenja modulator vezivanja (splicing modulator). Vecina
SMN2 transkripata ne sadrzi egzon 7 i stoga se SMN protein
ne moze efikasno oligomerizirati te je stoga degradiran.
Zanimljivo je da je razlika izmedu SMNT i SMN2 u samo 5
parova baza. Kopije gena SMN na 5. kromosomu javljaju se
samo u primata. Mi$ kao eksperimentalna Zivotinja ima
samo jednu kopiju koja se naziva Smn (11, 12). Gen SMN2
postoji samo u ljudi. Kako SMNT tako i SMIN2 sastoje se od
devet egzona i osam introna. Veli¢ina gena je oko 20 kb,
protein SMN sadrzi 294 aminokiseline. Velika vecina bole-
snika sa spinalnom misi¢nom atrofijom, njih oko 98%, ima
homozigotnu deleciju, reorganizacije ili to¢kaste mutacije
gena SMNI. Znacajno je da je u gotovo svih bolesnika
zadrzana barem jedna kopija gena SMN2 (2, 13). SMN2 pro-
lazi drukcijim putem transkripcije, $to nazivamo alternativni
splicing. Posljedi¢no tome, mRNA gena SMN2 ne sadrZi
egzon 7 (najcesce) ili egzon 5, a moguce i oba egzona, koji
su prisutni u MRNA gena SMNT. Alternativni splicing gena
SMNZ2 uzrokovan je jednim razli¢itim parom baza (od pet
postojecih) u egzonu 7. Postoje faktori koji se vezu na pre
MRNA sekvencu i uzrokuju pojacano (splicing enhancer) ili
smanjuju (splicing silencer) spajanje egzona ili introna. Dakle
postoje pozitivni ili negativni regulatori splicinga. Unutar
nekih od njih postoje inacice u pojedina¢nim nukleotidima
koje djeluju na aktivnost regulatora splicinga.

Protein koji nastaje translacijom alternativne mRNA naziva-
mo protein SMNA7, s obzirom na izostanak egzona 7.
SMNA7Y nije funkcionalan i podlijeZze brzoj razgradniji. Ipak,
oko jedne desetine premRNA gena SMN2 izrezuje se (spli-
cing) u protein SMN. Stovise, moguce je da se gen SMN2
LJspravno” translatira u protein SMN (a ne u SMNA7Y) i u vecoj
mjeri, Cak do 50%. Poznati su moguci molekularni mehaniz-
mi za alternativni splicing gena SMN (13, 14).

Protein SMN eksprimiran je u jezgri i citoplazmi svih so-
matskih stanica, ali u najvecoj koli¢ini nalazi se u alfa mo-
torickim neuronima. Njegova funkcija nije u potpunosti
razjasnjena. Sudjeluje u stani¢nim funkcijama obrade mRNA.
Interakcija SMN s geminom 2 osnova je za formaciju velikih
heteromernih kompleksa koji sudjeluju u biogenezi ribo-
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nukleoproteina. SMN je znacajan u transkripciji i rekombi-
naciji DNA, vezikularnom transportu i transdukciji signala.

Neke od tih funkcija karakteristi¢ne su za motoneurone, $to
je odgovorno za klinicku prezentaciju homozigotne dis-
rupcije gena SMNT, odnosno SMA. SMN je znacajan za ak-
sonski transport i razvoj neurona i neurita. Razina SMN-a
znacajno je visoka za vrijeme embrionalnog i fetalnog
razvoja i smanjuje se 2 tjedna postnatalno.

Toc¢na funkcija SMN2 je jos i sad nepoznata, no vjerojatno
ima ulogu u stani¢cnom metabolizmu. Delecija SMN2 udru-
Zena je s ve¢om ucestalos¢u ALS-a i boles¢u donjeg moto-
neurona.

SMN se kre¢e poput sekretornih granula i vjerojatno je sa-
stavni dio Golgijeva aparata, smanjenje sekrecije uzrok je
smanjenja SMN proteina. Superoksid dismutaza SOD 1 koja
uzrokuje obiteljski oblik ALS-a uzrokuje promjenu subcelu-
larne lokalizacije SMN proteina i onemogucuje regrutaciju
Cajalovih tjeleSaca, onemogucujuci formiranje nuklearnih
gemova.

Spoznaja o geneticko klinickom korelatu SMN - SMA od-
redila je dijagnosticki algoritam za spinalnu misi¢nu atrofiju.
U bolesnika s klinickim karakteristikama spinalne misi¢ne
atrofije potrebno je provesti geneti¢ku analizu za homozi-
gotnu deleciju gena SMNT. Bolesnici s klinickom slikom
SMA-a, koji su heterozigoti za deleciju gena SMNT kandidati
su za sekvenciranje postojece kopije gena, odnosno tra-
ganje za tockastim mutacijama. Ako se ne detektira delecija
gena SMNT, ponajprije je potrebno iskljuciti druge bolesti sa
slicnom klinickom manifestacijom. One obuhvacaju neuro-
patije (demijelinizirajuce i aksonalne), druge bolesti moto-
neurona (distalni SMA, spinalna misi¢na atrofija s respirator-
nim distresom (engl. spinal muscular atrophy with respiratory
distress) - SMARD), amiotroficka lateralna skleroza (ALS), bo-
lesti srediSnjeg Ziv¢anog sustava. Tada je potrebno sekven-
cirati obje kopije gena SMNI, ocekujuci sa znacajnom
vjerojatno$¢u homozigotne tockaste mutacije kao uzrok
bolesti. Ako se one ne potvrde, nije potvrdena ni dijagnoza
bolesti (SMA) (15). Molekularni mehanizmi disrupcije gena
SMNT ne mogu objasniti heterogenost klinicke slike SMA-a.
Proucavanjem nestabilne regije na lokusu 5g13 humanog
genoma utvrdena je mogucnost postojanja visestrukih pre-
slika gena SMNZ2. Ubacivanje viSestrukih kopija humanog
gena SMN2 (njih 8) u genom misa s homozigotnom dele-
cijom misjeg gena Smn sprjecava ekspresiju bolesti. Prou-
Cavanjem genoma bolesnika sa SMA-om utvrdeno je da je
teZina bolesti obrnuto proporcionalna s brojem kopija gena
SMN2, koji stoga sluzi kao biomarker teZine bolesti. Bolesnci
koji boluju od SMA-a tip 1 sadrzavaju dvije kopije gena SMN
2, SMA tip 2 sadrzi dvije ili tri kopije, dok SMA tip 3 sadrZi
tipi¢no tri ili vise kopija gena SMN 2. Bolesnici s pet ili vise
kopija gena SMN 2 su asimptomski, ali u njih postoji 50%
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vjerojatnosti da su nositelji mutacije. Navedeni odnos nije
uvijek linearan ni prognosticki znacajan, $to pretpostavlja
ulogu i drugih ¢imbenika u modifikaciji korelacije genotip -
fenotip. Identificirane su inacice gena SMN 2 koje rezultiraju
povecanom produkcijom SMN proteina pune duljine. Po-
put inacice 859G>C u egzonu 7 gena SMN, koja produljuje
SMN proteinski transkript za 20% i nalazi se u bolesnika s
blagim fenotipom, a ocituje se u 2 kopije u tipu 3b, u 2 ko-
pije u tipu 2 i ne pojavljuje se u tipu 1. Produljenje transkrip-
ta za 25% rezultira normalnim fenotipom. Postoje i modi-
fikatori koji se nalaze izvan SMN lokusa, te tako uzrokuju da
haploidenti¢ni srodnici s istim brojem kopija imaju razlicitu
tezinu bolesti. Glasnicki RNA plastina 3 znacajno je povisen
u blagim oblicima bolesti, no visoke vrijednosti plastina se
nalaze u zenske djece s tezim SMA fenotipom. Moguce je da
je plastin 3 modifikator genske ekspresije s nepotpunom
penetrantracijom ovisan o spolu.

Prenositelji imaju jedan mutirani alel gena SMNT, a u 2-4%
rije¢ je o svjezoj mutaciji. No postoje prenositelji 240, {j.
imaju oba SMN1 alela na jednom kromosomu, a mutirani na
drugom. Skrining za prenositelje primjenjuje metodu osjet-
livu na dozu kojom se odreduje broj SMNT1 kopija. Ucesta-
lost prenositelja ovisna je o etnickom podrijetlu. Metodom
se otkriva 71-94% prenositelja jer se ne mogu identificirati
2+0 prenositelji koji imaju 2 kopije gena SMNT na jednom
kromosomu 5, a deleciju na drugom (16).

SMARD distalni je oblik spinalne misi¢ne distrofije udruzene
s paralizom oSita. Uzrokovana je mutacijom gena za immu-
noglobulin p-binding protein 2 (IGHMBP2), smjestenog na
kromosomu 11q13.2. Gen se sastoji od 15 egzona, dok pro-
tein IGHMBP2 sadrzi 993 aminokiseline ¢ija se uloga ocituje
u procesiranju mMRNA i regulaciji transkripcije DNA te sintezi
imunoglobulina. Klini¢ki je karakteriziran intrauterinim zao-
statakom u rastu, nedonosenosc¢u, slabim pla¢em, defor-
mitetima stopala, progresivnom slaboscu distalnih skupina
misica, disfunkcijom autonomnog ziv¢anog sustava, respi-
ratornom insuficijencijom (1. do 6. mjeseca zivota) uzroko-
vanom paralizom osita te posljedi¢no tome potrebom za
ireverzibilnim strojnim disanjem. Prognoza je losa, medutim
nakon progresije do 2. godine Zivota, bolest ima relativno
stacionaran tijek (17, 18, 19).

TERAPIJSKI PRISTUPI — EKSPERIMENTALNE
| KLINICKE STUDIJE

Terapijski pristupi brojnih multicentri¢nih klini¢kih i eksperi-
mentalnih studija baziraju se na nekoliko mehanizama: neu-
roprotekcija, povecanje misicne snage i mase, povecanje
transkripcije gena SMN2 u SMN protein i ostali mehanizmi,
ukljucujudi terapiju mati¢nim stanicama, no zasada jo3$
nema ucinkovite terapije (20).
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Neuroprotekcija uklju¢uje mehanizme uklju¢ivanja egzona
7 u SMN2 mRNA transkripte, aktivaciju promotora trans-
kripcije SMN2 te sprjecavanje degradacije proteina SMN.

Riluzol, inhibitor presinapti¢kog oslabadanja glutamata, po-
kazao je umjeren neuroprotektivni u¢inak u sedmero SMA 1.
bolesnika te produljenje Zivotnog vijeka u troje bolesnika
do 64 mjeseci, no bez povoljnog ucinka na kakvocu Zivota
(20, 21). Pozitivan ucinak utvrden je i primjenom gabapenti-
na u SMA 1.1 lll. bolesnika tijekom 12 mjeseci, takoder djelo-
vanjem na smanjenje oslobadanja glutamata. Tireotropin-
rilizing hormon (TRH), koji ima neurotroficki u¢inak na doniji
motoneuron doveo je do znacajnog poboljsanja u Sestero
SMA bolesnika kroz 5 tjedana njegove primjene. Olesoksim,
molekula sli¢na kolesterolu, koja blokira apoptozu modula-
cijom permeabilnosti mitohondrijskih tranzicijskih pora, tre-
nutno je u fazi ispitivanja (20).

Albuterol, kao i drugi beta-agonisti, poticu ukljuc¢ivanje eg-
zona 7 u SMN2 transkripte i djeluju kao stimulatori gena
SMNZ2, dovode do povecanja misi¢ne snage i mase te
poboljsanja plu¢ne funkcije. Izvrsene su otvorene studije s
13-ero, odnosno 23-je bolesnika (u dobi od 30 mjeseci do 6
godina) koji boluju od SMA-a Il. ili lll., tijekom 6 odnosno 12
mjeseci. Takoder se ispituje pozitivni ucinak albuterola na
povecanje midi¢ne snage u bolesnika oboljelih od DMD,
LGMD-a i FSHD -a (20, 22, 23). Osnovni molekularni meha-
nizmi koji vode k povecanju transkripcije gena SMN2 u pro-
tein SMN su: ukljucivanje egzona 7 u SMN2 mRNA transkrip-
te, aktivacija promotora transkripcije gena SMN2, modula-
cija translacije proteina SMN kao i sprjecavanje degradacije
proteina SMN.

Aklarubicin je tetraciklinski citostatik za koji je utvrdeno da
povecava ukljucivanje egzona 7 u mRNA gena SMN2, no
zbog svoje toksi¢nosti nije prihvatljiv. Za natrij butirat je
utvrdeno da utjeCe na acetilaciju histonskih proteina, ¢ime
povecava ekspresiju gena SMNZ2 i uklju¢ivanje egzona 7, no
zbog kratkog poluvijeka u ljudskoj plazmi ne moze imati
prakticnu primjenu. Epigeneticki modifikatori povecavaju
ekspresiju gena SMN in vivo i in vitro, $to je povezano s
povecanom acetilacijom histona i remodeliranjem kroma-
tina koji okruzuje promotor gena SMN. Ohrabrujudi rezultati
s modifikatorima acetilacije histona doveli su do otkrica
spojeva koji bi mogli imati slican uc¢inak kao sto je hidroksi-
ureja koja djeluje kao inhibitor deacetilacije histona, inhi-
birajuc¢i RNA reduktazu, a djelotvorna je osobito u SMA 1 (20).
Valproi¢na kiselina koja je otprije poznata kao antiepileptik,
osim $to ima sli¢no djelovanje kao i natrij butirat, djeluje na
upregulaciju nekih antiapoptotickih faktora kao sto su Bcl-2
i Bcl-xl te smanjuje degeneraciju motornih neurona, atrofiju
misica i motori¢ku disfunkciju u SMA miseva. U kontrolira-
nim prospektivnim studijama pri ispitivanju ucinka na SMN
1, 2 i 3 u kombinaciji s L-karnitinom nije nadena razlika u
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usporedbi s placebom (24). Nacela terapije obuhvacaju ko-
rekciju aberantnog spajanja i manipulaciju transkripcije te
stabilizaciju mRNA i SMN.

Protusmijerni oligonukleotidi (AON) pobudili su veliku po-
zornost u lijec¢enju SMA-a, ali i drugih neuromusklularnih
bolesti zbog svojeg ucinka na ukljucivanje egzona 7 u SMN2
mRNA, popravak defekta RNA, aktivacije promotora trans-
kripcije SMN2, sprjecavanja degradacije i povecanje kolicine
proteina SMN, $to posljedi¢no dovodi do stvaranja stabil-
nog i funkcionalnog proteina, prelaze krvno-mozdanu ba-
rijery, a u tijeku su ispitivanja njihove primjene u perifernim
tkivima (25). Detektrirani su modifikatori spajanja odnosno
tericki blok koji povecava retenciju egzona i rezultiraju u
mRNA sekvenci pune duljine. ASO-i kojima je cilj djelovanje
na odgovarajuce motive omogucili su odrZzanje/rescue nor-
malizaciju fenotipa na eksperimentalnim modelima (26).

Intervencije kojima je cilj ispravljanje aberantnog spajanja
sastoje se U promoviranju retencije egzona 7 i povecanju
kolicine SMN2 pune duljine. UtiSivaci prekrajanja su osnovni
cili AON-a jedan od njih nalazi se na SMN2 intronu 7.
Utisavanje navedenog motiva omogucuje retenciju egzona
7 i produkciju SMN proteina (27). Fosforodiamidat morfoli-
no oligonukleotidi omogudili su spasavanje fenotipa u
teskom obliku SMA-a u eksprimentalnoj Zivotinji nakon in-
tracerebroventrikularne primjene te znacajno produljenje
Zivota.

Nuspojave terapije AON-a, koja se treba primjenjivati jedan
put na mjesec, bile su uglavnom povezane s disfunkcijom
autonomnog sustava (prijapizam, retencija, opstrukcija cri-
jeva i nekroza prstiju).

Lijecenje hiperoksijom u miseva povecali su ukljucivanje
egzona 7 gena SMN2 u skeletne misice, $to je rezultiralo
povecanjem motoricke funkcije (28).

Rezultati istrazivanja genske terapije, sluzedi se lentivirusom
AAV9 SMN1 kao vektorom, kao i mati¢nim stanicama, gdje
se iz pluripotentnih stanica generiraju motoneuroni kao i
njihova primjena u ljudskoj populaciji tek se ocekuju (29).
Dosadasnji rezultati upucuju na to da se ekspresija SMN
proteina znacajno povecava i u perifernim tkivima i u
sredidnjem Zivéanom sustavu nakon im. primjene gena
pomocu AAV9, produljujuci prezivljavanje do 163 dana
umjesto 12 bez terapije nakon i.m. primjene, a nakon iv.
do 400 dana. Nakon i.m. primjene dolazi do retrogradnog
aksonalnog transporta virusa do motoneurona (30).

Virus posjeduje sposobnost prelaska krvno mozdane bari-
jere i rezultira brzom ekspresijom i uspjesnim prijenosom u
motoneurone u razli¢itim regijama kraljezni¢ne mozdine.
Preklinicka istraZivanja upucuju na sigurnost self comple-
mentary (sc) AAV9 SMN. Postoji mogucnost da ¢e jednokrat-
na doza biti dovoljna za dugotrajnu ekspresiju.
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ZAKLJUCAK

Spinalna misi¢na atrofija (SMA) nasljedna je bolest koja je
ujedno i najcesca autosomno recesivna bolest $to uzrokuje
smrtni ishod u prvim godinama zivota. Gubitak ili mutacija
gena SMNT uzrokuje SMA. Vecina bolesnika sa spinalnom
misi¢cnom atrofijom ima homozigotnu mutaciju delecije,
reorganizacije ili tockaste mutacije gena SMN1. Skrining za
prenositelje primjenjuje metodu osjetljvu na dozu kojom se
odreduje broj SMN1 kopija. Genska terapija SMA-a obuhvaca
metode reparacije i nadoknade/zamjene mutiranog gena
viralnim vektorom. Ukljucivanje egzona 7 u SMN2 mRNA
transkripte, aktivacija promotora transkripcije gena SMN2,
modulacija translacije proteina SMN kao i sprjecavanje de-
gradacije proteina SMN molekularni su mehanizmi pove-
¢anja transkripcije gena SMNZ2 u protein SMN. Klini¢ka
istrazivanja genske terapije u bolesnika sa SMA-om, sluzeci
se lentivirusom AAV9 SMN1 kao vektorom, kao i mati¢nim
stanicama, gdje se iz pluripotentnih stanica generiraju mo-
toneuroni su u tijeku i njihovi se rezultati tek ocekuju s na-
dom da ¢e biti dugotrajno uspjesni.
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Spinal muscular atrophy — molecular genetics
in diagnosis and therapy

Nina Barisi¢, Vanja lvanovi¢, Ivan Lehman, Petra Grdan

Spinal muscular atrophy is an autosomal recessive disorder characterized by lower alpha motor neuron degeneration. In most cases,

the disease results from homozygous deletions involving exon 7 of the “survival of motor neuron” (SMN) gene at locus 5q13. The

SMN2 geneis a copy of the SMINT gene, which generates approximately 10%-15% of the correctly spliced transcript because the gene

contains asingle silent nucleotide transition in exon 7, leading to frequent skipping of this exon during RNA splicing. The mechanism

is known as alternative splicing. Increase in the SMN levels has a marked impact in experimental models. This simple and practical

method of transferring genes may have a potential for use in the treatment of motoneuron disease in children and adults.

Keywords: muscular atrophy, spinal; motor neurons, gamma; molecular biology; diagnosis; therapy
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