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Spinalni svalova atrofie (SMA) je autosomalné recesivni neuromuskularni onemocnéni asociované s
genem SMN1L. Onemocnéni je charakterizované progresivni symetrickou svalovou slabosti a atrofii.
SMA je dle klinické zavaZnosti rozdélena do Ctyr typl — typ | (OMIM# 253300), typ | (OMIM# 253550),
typ lll (OMIM# 253400) a typ IV (OMIM# 271150). Gen SMN1 (OMIM# 600354) a jeho témér identicka
kopie gen SMN2 (OMIM# 601627) jsou lokalizovany na chromosomu 5q13.2. Kédujici sekvence obou
genl se lisi jednou nukleotidovou zaménou lokalizovanou v exonu 7, kterd neméni kdédovanou
aminokyselinu, ale modifikuje sestfih mMRNA — gen SMN2 produkuje pfevaziné transkript s deleci exonu
7, jehoz translaci vznika nestabilni a nefunkcni protein. Kromé transkriptu obsahujiciho deleci exonu 7
produkuje gen SMN2 i malé mnoZstvi transkriptu o pIné délce a tedy malé mnozstvi funkéniho proteinu
SMNZ2. Mnoho studii prokdzalo, Ze pocet kopii genu SMN2 méni zadvaznost onemocnéni (pacienti s vice
kopiemi SMIN2 maiji mirnéjsimi fenotypy SMA)3.

Celkem 95% pacientl s SMA ma homozygotni deleci exonu 7 genu SMN1. Zbyvajicich 5% pacient(
predstavuje heterozygoty nesouci deleci exonu 7 na jednom chromosomu a patogenni variantu jiného
typu na druhém chromozomu?®.

Odhadovani incidence SMA: 1/10 000

Odhadovana frekvence vyskytu prenasect SMA v evropskych populaci je pfiblizné 1/37 jedincd.

Molekularné geneticka diagnostika SMA je nejcastéji provadéna metodou MLPA (Multiple Ligation-
dependent Probe Amplification). Molekularné geneticka diagnostika SMA ma svlj kéd vykonu ve
Stratifikaci odbornosti 816 (https://www.vzp.cz/poskytovatele/informace-pro-praxi/vykazovani-a-
uhrady/informace-pro-poskytovatele-hrazenych-sluzeb-v-odbornosti-816-laborator-lekarske-
genetiky) — vykon 94970.

Molekularné genetickou diagnostiku SMA musi mit provadéjici zdravotnickd laboratof akreditovanou
dle CSN EN ISO 15 189:2013 dle ustanoveni §28-29 zakona 373/2011 Sb.

Princip MLPA: MLPA je zaloZena na amplifikaci sond, z nichZ kazda detekuje specifickou sekvenci DNA.
MLPA sonda se sklada ze dvou oligonukleotid(, které hybridizuji k sousedicim cilovym sekvencim DNA
a nasledné jsou spojeny ligaci. VSechny ligované sondy jsou soucasné amplifikovany s pouZitim
stejného pdaru primer(. Jeden zprimerd je fluorescencné znaceny, coZ umoznuje vizualizaci
jednotlivych produktt PCR kapilarni elektroforézou. Obecné je MLPA sloZena z nasledujicich kroku: (1)
denaturace vzorku DNA, (2) hybridizace sond kdenaturovanému vzorku DNA, (3) ligace
hybridizovanych sond, (4) amplifikace ligovanych sond, (5) separace produktl PCR kapilarni
elektroforézou, (6) analyza vysledkl pomoci software. Vysledky MLPA urcuji relativni pocet kopii
cilové sekvence v testovaném vzorku DNA vzhledem k referenénim DNA.

V soucasné dobé jsou k dispozici dvé MLPA diagnostické soupravy pro identifikaci poctu kopii genu
SMN1 a SMIN2, které maji prohlaseni o shodé CE-IVD — SALSA® MLPA’ Probemix P060-B2 SMA Carrier
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a SALSA® MLPA® Probemix P021-B1 SMA (www.MRC-Holland.com) a tyto by mély byt pouzivany i
v ramci Ceské republiky.

SALSA° MLPA’ Probemix P060-B2 SMA Carrier je CE-IVD diagnostickd souprava pro detekci po¢tu kopii
exonu 7 a 8 genu SMN1 za Uc¢elem stanoveni prenasecéstvi SMA a diagndzy SMA. Tuto soupravu lze také
pouzit pro detekci poctu kopii exonu 7 a 8 genu SMN2, jako interpretacni pomucky pfi stanoveni poctu
kopii genu SMN1. Kit obsahuje 21 MLPA sond — 2 sondy specifické pro exon 7 nebo exon 8 genu SMN1,
2 sondy specifické pro exon 7 nebo 8 genu SMN2 a 17 referenénich sond, které detekuji sekvence mimo
geny SMN1/SMN2. https://www.mrcholland.com/product/P060/1056

SALSA’ MLPA° Probemix P021-B1 SMA je CE-IVD diagnosticka souprava pro detekci poctu kopii genu
SMN1 za ucelem stanoveni diagndzy SMA a prenasecstvi SMA. Tato souprava muze byt pouZita i pro
detekci poctu kopii genu SMN2 za ucelem zjisténi progndzy onemocnéni a vhodnosti terapie zalozené
na modifikaci sestfihu mRNA genu SMN2. Obsahuje 32 MLPA sond — 2 sondy specifické pro exon 7
nebo exon 8 genu SMN1, 2 sondy specifické pro exon 7 nebo 8 genu SMN2, 17 sond detekujici sekvence
pfitomné v obou genech (nejméné jedna sonda na exon); 1 sondu pro gen NA/P a 10 referencnich sond
detekujicich sekvence mimo geny SMN1/SMN2. https://www.mrcholland.com/product/P021/634

Pro obé vyse uvedené diagnostické soupravy plati nasledujici:

e KaZdy z genl SMN1 (LRG_676; NG_008691.1) a SMN2 (LRG_677; NG_008728.1) ma 9 exonl,
které jsou u obou kit tradiéné ¢islovany 1, 2a, 2b, 3-8. Cislovani exonl v referenénich
sekvencich je 1-9.

e Vstupnim materidlem pro analyzu je lidska DNA izolovana z periferni krve, kultivovanych i
nekultivovanych amniocytl, kultivovanych i nekultivovanych choriovych klkd, fetdlni krve,
krevnich skvrn (napt. z novorozenecké screeningové karticky), event. z dalSiho materidlu.

e Oligonukleotidy jednotlivych sond specificky nasedaji do mist, ve kterych geny SMIN1 a SMIN2
maji odlisShou sekvenci; tj. do oblasti tranzice C>T v exonu 7 (zaména ménici sestfih mRNA genu
SMN2) resp. G>A v exonu 8.

e Sonda specificka pro exon 7 genu SMN1 stanovuje pocet kopii exonu 7 genu SMN1, coi je
zasadni pro stanoveni pirenasecstvi a diagnostiku SMA.

e Signal sondy specifické pro exon 8 genu SMN1 stanovuje pocet kopii exonu 8 genu SMN1.
Signal sondy specificky pro exon 8 genu SMN1 nelze ale pouzit pro kvantifikaci poctu kopii
SMIN1, jelikoz mutace v exonu 8 nemaji patogenni efekt na vysledny protein. STOP kodon je
na konci exonu 7.

e Sondy pro exon 7 a exon 8 genu SMN2 identifikuji pocet kopii exonu 7 resp. exonu 8 genu
SMN2, tento vysledek ale neovliviiuje identifikaci pfenasec¢li SMA a ani pfimo nesouvisi se
stanovenim genetické diagndzy SMA.

Diagnosticka souprava SALSA® MLPA® Probemix P060-B2 SMA Carrier by dle doporuéeni vyrobce
neméla byt pouzivana pro stanoveni poctu kopii genu SMN2 za ucelem zjisténi prognézy SMA a
poctu kopii genu SMN2 je uréena diagnosticka souprava SALSA° MLPA® Probemix P021-B1 SMA.
V Fadé laboratofi se viak standardné pouziva diagnosticka souprava SALSA” MLPA® Probemix PO60-B2
SMA Carrier jak pro stanoveni prenasSecstvi SMA a diagnostiku SMA, tak zaroven pro stanoveni poctu
kopii SMN2. Pokud se takto déje, méla by mit laborator na vzorcich s rliznym pocétem kopii genu SMN2
(napr. DNA vzorky z mezinarodni biobanky www.coriell.org) ovéreno, Ze ji vypracovany postup umozni
odecet vyssiho poctu kopii genu SMN2 (tj. 3, 4, event. 5).

Diagnosticka souprava SALSA®” MLPA® Probemix P021-B1 SMA kromé sond specificky rozlidujicich gen
SMIN1 a SMIN2 obsahuje sedm sond, které nespecificky detekuji gen SMN1 a SMN2 v oblasti exonu 7,
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intronu 7 a exonu 8. U normalnich jedincd, ktefi nesou dvé kopie SMN1 a dvé kopie SMN2, tyto sondy
detekuji celkem Ctyfi genové kopie. V pfipadé homozygotni delece SMN1, mohou byt tyto sondy
pouzity k presnéjsimu urceni poctu kopii SMN2. Dalsich deset sond detekuje exon 1-6 genu
SMN1/SMN2 a identifikuje tak vzorky pacient( se ziskem nebo ztratou téchto exond, jakoZ i vzacné
prenasece SMA, ktefi maji dvé kopie exonu 7 genu SMN1, ale jeden z genl SMN1 je nefunkéni z dGvodu
delece exonu 1-6. JelikoZ tyto sondy detekuji jak SMN1, tak SMN2, delece exont 1-6 detekovana témito
sondami by méla byt povaZovana za patogenni pouze v zdvislosti na fenotypu pacienta a dalSich

genetickych ndlezech.

Naprosto zasadni pro spravny vysledek celé analyzy je vybér vhodnych referencnich DNA. Pro vybér
vhodnych referencnich DNA z vlastni kolekce vzorkd muze slouzit referencni DNA, ktera je soucasti
diagnostické soupravy (obsahuje dvé kopie SMN1 a SMN2), a DNA zbiobanky Corriell
(www.coriell.org). Pocty kopii exonu 7 a 8 genu SMN1 a genu SMN2 identifikované v rliznych vzorcich
DNA z biobanky Corriell jsou uvedeny v popisech jednotlivych SALSA® MLPA® probemix SMA. Pro
stanoveni prenasecstvi SMA a diagnostiku SMA se nejcastéji jako referencni vzorky pouzivaji DNA
s dvéma kopiemi genu SMN1 a SMN2. Pokud by byla diagnosticka souprava SALSA® MLPA® Probemix
P060-B2 SMA Carrier pouZita i pro stanoveni poctu kopii genu SMN2 za ucelem zjisténi progndzy
onemocnéni a vhodnosti terapie, je nezbytné zaradit referencni vzorky s vice kopiemi genu SMN2.
Referencéni DNA z diagnostické soupravy MLPA nebo z Coriell biobanky by mély slouzit jen pro
pocatecni experimenty, tj. do doby nez se jako vhodné reference vyberou DNA z vlastnich vySetfenych
vzorkd.

Vysledky MLPA jsou zpracovavany pomoci software Coffalyser.Net, ktery kromé vlastni analyzy dat
automaticky provadi i kontrolu mnozstvi DNA vstupujici do reakce, denaturace a ligace. Pouze data,
kterd spliuji poZadavky na kvalitu, jsou vhodnd pro interpretaci vysledk.
https://www.mrcholland.com/

Oblast chromosomu 5q13, ve které jsou lokalizovany geny SMN1/SMN2, je velmi nestabilni
s vyskytem deleci, duplikaci a genovych konverzi. Pro interpretaci vysledku je proto tfeba mit na
paméti nasledujici:

e Pro spravnou interpretaci vysledku je naprosto zasadni spravny vybér referencnich DNA.

e 95% pacientli s SMA mda homozygotni deleci exonu 7 genu SMN1. U zbyvajicich 5% pacientu se
vyskytuje delece exonu 7 na jenom chromosomu a patogenni sekvencni varianta malého
rozsahu na chromosomu druhém. Detekce téchto zmén je mozna sekvencni analyzou, ktera je
ale komplikovana pritomnosti vysoce homologniho genu SMN2. MiZe se vyskytnout i rozsahla
delece v oblasti exonu 1-6, pro jeji detekci je vhodna diagnostickd souprava SALSA® MLPA®
Probemix P0O21-B1 SMA.

e V pfipadé pouZiti diagnostické soupravy SALSA® MLPA® Probemix P021-B1 SMA je tfeba pfi
interpretaci vysledk( mit na paméti moznost vyskytu tfeti varianty genu SMN — SMN1/2A7-8.
Tato varianta obsahuje exony 1-6, jeji klinicky vyznam vsak dosud neni znam.

o U priblizné 95 % vzorkl pocet kopii detekovany sondami pro exon 7 a exon 8 genu SMN1 je
identicky. U zbyvajicich 5% vzorkd konverze mezi geny SMN1 a SMN2 vede ke vzniku
chimérniho genu, ktery obsahuje sekvenci exonu 7 z SMN1 a exonu 8 z SMNZ2. Vyslednym
produktem takového hybridniho genu je pIné funkéni protein.

e Pfitomnost vice nez dvou kopii genu SMN1 nebo uplné absence genu SMN2 u zdravych jedincl
je relativné bézny jev.

e Ackoliv vzacné, mohou se vyskytovat prenaseci SMA se dvéma kopiemi exonu 7 genu SMN1.
V téchto pfipadech je tfeba zvazit moznost vyskytu obou kopii SMN1 na jednom chromosomu.
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U slozitéjsich vystupl mulze byt pro spravnou interpretaci vysledkd nezbytna analyza
rodicovské DNA k urceni vazebné faze.

Vysledek MLPA miZe byt ovlivnén dalSimi variantami v cilové sekvenci DNA nebo v jeji
blizkosti.

Obr. Mozné vysledky molekuldrné genetické diagnostiky SMA po provedeni MLPA
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Poznamka:

Spole¢nost Iékarské genetiky a genomiky CLS JEP ptipravuje doporuéeni pro molekuldrné genetickou
analyzu genu SMIN1 pro identifikaci patogennich variant malého rozsahu.



Spole¢nost lékafské genetiky a genomiky CLS JEP sleduje aktudlni rozvoj technik pouZivanych pro
molekuldrné genetickou diagnostiku SMA. V této souvislosti budou provadény i moiné revize
predloZzeného doporuceni.



