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ANOTACE

Prace je vénovana neurodegenerativni chorobé, spindlni muskularni atrofii. Zabyva se geny
SMNI1 a SMN2 a jejich genetickymi mutacemi, které jsou za toto onemocnéni zodpovédné.
Zahrnuje vyznam vySetieni téchto genti u darcti gamet, diagnostiku, typy a moznosti 1écby

spinalni muskularni atrofie.

KLICOVA SLOVA

spinalni muskularni atrofie, geny, genetické mutace, darci gamet, laboratorni vysetieni
TITLE

Gamet donors SMN1 and SMN2 laboratory testing

ANNOTATION

The work is devoted to neurodegenerative disease, spinal muscular atrophy. It deals with the
SMN1 and SMNZ2 genes and their genetic mutations which are responsible for this disease. It
includes the importance of testing these genes for gamet donors, diagnosis, types and treatment

options of spinal muscular atrophy.
KEYWORDS

spinal muscular atrophy, genes, genetic mutations, gamet donors, laboratory testing
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TERMINOLOGIE

Alela: jedna z konkrétnich forem genu

Alfa-motoneuron: neuron v piednich rozich misnich

Amplifikace: zvySeni po¢tu kopii piislusného useku DNA pro dal$i vySetieni

Areflexie: vymizeni, nepfitomnost reflexi

Denaturace (DNA): rozpojeni obou komplementarnich fetézci a vznik jednovlaknového DNA
Exon: ¢ast genu u eukaryot, kterd obsahuje vlastni dédi¢nou informaci

Fascikulace: samovolné zaskuby svalovych vlaken, které nezptisobuji pohyb svalu jako celku,

ale mohou byt viditelné pod ktzi

Fenotyp: pozorovatelny vzhled ¢i vlastnost jedince, ktery je vysledkem jeho dédi¢nych vloh

genotypu a puisobeni prostiedi

Genotyp: souhrn vSech dédi¢nych vloh jedince ulozeny v genech
Heterozygot: jedinec, ktery ve svém genovém paru ma dvé rizné alely
Homozygot: jedinec, jehoz ob¢ alely sledovaného genu jsou stejné

Hybridizace: proces spojovani dvou komplementarnich vlaken DNA, takto mize hybridizovat

specificka sonda s vySetfovanym vlaknem DNA

Hyporeflexie: snizena intenzita reflexni odpovédi

Hypotonie: snizeny tonus (napéti) ve svalu

Intragenni mutace: malad mutace uvnitf genu, kterou 1ze rozpoznat napf. sekvenovanim

Intron: ¢ast genu u eukaryot, kterd neobsahuje vlastni dédicnou informaci nutnou pro tvorbu

bilkoviny a je kratce po transkripci do mRNA vystfizena

Kloubni kontraktura: trvalé postaveni kloubu v urcité poloze a porucha jeho pfirozené

pohyblivosti

Oogeneze: vyvoj vajicka ve vajecniku



Osteopordza: onemocnéni charakterizované ibytkem kostni hmoty, ,,fidnuti kosti‘

Primer: mald molekula potfebna k zahajeni syntézy makromolekuly, napt. oligonukleotid

specifické sekvence k syntéze DNA

Respiracni insuficience: dechova nedostatecnost
Sekvenovani: stanoveni potadi sekvence

Skolioza: patologické vychyleni patete do strany
Spermatogeneze: vznik spermii ve varlatech
Spermiogeneze: zavéreéna vyvojova etapa vyzravani spermii

Spliceosom: komplex specifickych bilkovin a RNA v bunééném jadie eukaryot, ktery realizuje

sestiith nové vznikajici RNA

Splicing: sesttih, vystfizeni intront

Svalovd atrofie: ubytek hmotnosti svalu

Transkripce: piepis dédi¢né informace z genu z DNA do RNA

Translace: pieklad dédi¢né informace ulozené v mRNA vzniklé transkripci genu v DNA pfi

tvorbé zcela urcité bilkoviny, jejiZ pfesna podoba z této informace vychazi [59]



UvVOD

Spinalni svalova atrofie (neboli spinalni muskularni atrofie, SMA) je nervosvalové
onemocnéni, které se vyznacuje degeneraci alfa-motoneuronil v ptednich rozich misnich. Tyto
motorické neurony V miSe pti SMA nefunguji normalné nasledkem nedostatku proteinu SMN

(survival motor neuron protein) a mohou odumirat, coz podnécuje svalovou slabost a atrofii.

Jednd se o autosomalné recesivni genetickou poruchu, ktera je zplisobena mutacemi
v genu SMN (survival motor neuron gene). Gen SMN, resp. protein SMN, ktery je kodovan
geny SMNZ1 (survival motor neuron gene 1) a SMNZ2 (survival motor neuron gene 2), zajist'uje
normalni pfezivani motoneuront piednich roht misnich. Nejcastéji dochazi k homozygotni
bialelické deleci exonu 7 v genu SMNL1, ktery se nachazi na chromozomu 5q13. V této oblasti
se gen vyskytuje ve dvou zna¢né podobnych kopiich, telomerni SMN1 a centromericky SMN2
gen. Rozdil mezi t€émito geny spociva pravé v exonu 7, jehozZ piitomnost je rozhodujici pro
tvorbu plné funkéniho a stabilniho proteinu SMN. Gen SMNI1 je nepostradatelny pro tvorbu
tohoto proteinu a je zodpovédny za toto onemocnéni. Gen SMNZ2 je postradatelny, slouzi jako
modifikator nemoci. Pocet jeho kopii do jisté miry ovliviiuje zavaznost pfiznakt, ¢im vice

kopii, tim o néco leh¢i prubéh SMA. Vétsina lidi ma dvé kopie kazdého genu.

SMA se rozdé€luje do Etyt zakladnich skupin podle intenzity postizeni a také na zakladé
veku, kdy onemocnéni nastoupi. V soucasnosti na toto onemocnéni existuje pouze podpurna

1é¢ba, ktera se snazi zpomalit jeho progresi.

VySetfeni onemocnéni se obvykle provadi v rodinach s vyskytem SMA a u dalSich
ptibuznych, u neptibuznych partnerii, kteti jsou prenase¢i SMA, u darct gamet, pro ucely

prenatalni diagnostiky aj.
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1 SPINALNI MUSKULARNI ATROFIE

1.1 Historie onemocnéni

Spinalni muskularni atrofie byla prvotné popsana v roce 1891 rakouskym neurologem
Guidem Werdnigem. Werdnig popsal dva bratry ve véku deseti mésicti, u kterych se projevila
svalova slabost. Jeden z nich nasledkem komplikaci zemiel ve véku tii let, druhy se dozil Sesti
let. Pfi pitve byla zjisténa degenerace prednich rohti miSnich. Mezi lety 1893 az 1900 némecky
neurolog Johan Hoffmann popsal dalsich sedm piipadi a doplnil je o nau¢né ilustrace. Ackoli
Werdnigovy i Hoffmannovy piipady byly stiedné zavazné, jejich jména jsou spojovana
s t¢Zkou formou tohoto onemocnéni, tzv. Werdnigiv-Hoffmannliv syndrom. TéZkou formu

SMA detailn¢ popsal Sylvestre a Beevor az o n¢kolik let pozdé;ji.

O popis mirné formy tohoto onemocnéni se zaslouzili Svédové Wohlfart, Fex a Eliasson
0 téméf pul stoleti pozdgji. Protoze vice detailt k mirnému typu SMA doplnil Kugelberg

a Welanderova, je tato forma také nazyvana Kugelbergiv-Welanderové syndrom.

V roce 1991 byla SMA klasifikovana do tfi hlavnich kategorii na zaklad¢ véku nastupu
nemoci a také podle maximalni motorické funkce. Nasledné byla piidana ¢tvrta kategorie,
adultni forma, pifi které onemocnéni nastupuje az v dospélosti. Dale byla zafazena také
kategorie 0, kdy potiZze jsou patrné jiz v prenatalnim obdobi a k imrti dochazi béhem nékolika

tydnil po narozeni.

Roku 1995 bylo zjisténo, ze 95 % piipadi SMA, nehledé na jeji typ, je zpisobeno
homozygotni deleci v genu SMNI, ktery se nachdzi na chromozomu 5q13. O dvanact let

pozdéji, tj. v roce 2007, byly publikovany standardy, jak peCovat o pacienty se SMA [1, 2].
1.2 Charakteristika onemocnéni

Spinalni svalové atrofie patii do skupiny dédi¢nych degenerativnich chorob, které
postihuji alfa-motoneurony ptednich rohd misSnich, coz vede k symetrické svalové slabosti
a atrofii. Casto je degenerace alfa-motoneuront piednich rohi mi$nich doprovazena také

degeneraci motorickych jader hlavovych nervu [3].

Spinalni svalové atrofie mizeme rozlisit na proximalni a distalni spinalni svalové atrofie
na zékladé¢ veéku vzniku, rychlosti progrese, lokalizace maxima postizeni a také podle zplisobu

dédicnosti [4].
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Proximalni spinalni svalové atrofie, kterymi se budu nadale v praci zabyvat, spadaji do
skupiny nervosvalovych onemocnéni, pro které je typickd progresivni svalova slabost jako
dasledek degenerace a ztraty motorickych neuronti v miSe a mozkovém kmeni. Proximalni typ
SMA je nejcastéjsi formou a ma genetickou vazbu na dlouhé raménko 5. chromozomu (oblast
5012.2-13.3), kde je lokalizovan gen SMN. Tento gen =zajiStuje normalni pfezivani
motorickych neuront ptfednich rohli misnich. U této formy lze prokdzat genetickym testem

mutaci v SMNL1 genu [3, 4].

Pii distalnich spinalnich svalovych atrofiich pfevazuje klinické postiZeni na okrajovych
neboli akralnich svalovych skupinach koncetin. Klinické projevy onemocnéni se miZzou
objevovat od détstvi az po dospé€lost a prub¢h je vétsinou benigni. Dédi¢nost je zpravidla
autosomalné dominantni, ale taktéz muze byt i autosomalné recesivni. Distalni spinalni svalové

atrofie miZzou byt zpiisobeny mutacemi v genu SMN1, né&které typy v§ak mizou byt X-vézané

[4].

SMA se obvykle rozdé€luje do ¢ty skupin v zavislosti na véku nastupu onemocnéni
ataké podle jeho zavaznosti. Tyto skupiny budou podrobnéji rozepsany v kapitole Typy
spinalni muskularni atrofie. Projevy tohoto onemocnéni tedy zavisi na typu SMA a jeho
zavaznosti. Mezi hlavni ptfiznaky patii svalova slabost a atrofie, tj. ubytek svalové hmoty,
postihujici zejména svalstvo dolnich koncetin a svaly dychaci. Tyto pfiznaky jsou spole¢né pro
vSechny Ctyfi typy. PostiZzeni byva vétSinou symetrické a progresivni. Onemocnéni komplikuje
ptipadi mize dochazet az k respiracni insuficienci, ktera je hlavni pfi¢inou pfedcasného umrti.
Intelekt pifi této nemoci neni postiZzen. Spindlni svalova atrofie je po Duchennové svalové
dystrofii druhou nejcastéjsi nervosvalovou nemoci u déti a je nejcast€jSim diivodem umrtnosti

kojenct na vrozené onemocnéni [3, 4].

SMA se diky udavané incidenci 1 : 6 000 az 1 : 10 000 fadi mezi vzacna onemocnéni.
V Ceské republice se tedy kazdoroéné narodi piiblizné deset déti s touto nemoci a celkové by

zde mélo byt n€kolik stovek pacientt s touto diagnézou [3].
1.3 Dédi¢nost onemocnéni

Ve vétsing ptipadi SMA se jedna o autosomalné recesivni (AR) dédi¢nost. Aby toto
onemocnéni vzniklo, musi dojit ke dvéma zménam, mutacim, na tirovni DNA, jelikoz jednou

zménoU V genu se onemocnéni neprojevi. Pti takovém typu dédi¢nosti je tedy mutovany gen
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ptenasen od obou rodicu, tzn., Ze dit¢ musi zdédit jednu mutovanou kopii genu od jednoho
rodice a druhou mutovanou kopii genu od druhého rodice, celkem tedy dvé defektni kopie genu
od rodicl, aby se projevil ucinek poskozenych gent. Nosi¢i jednoho defektniho genu
nevykazuji zadné symptomy, protoZe ke vzniku nemoci jsou zapotiebi dvé defektni kopie, jsou

to tzv. zdravi pfenaseci [4, 5].

U tohoto typu dédi¢nosti se onemocnéni zpravidla objevi naprosto necekané bez

ptedchoziho vyskytu (viz Obrazek 1) [4].

O O

O

manZelé

nemaocné dité

Obrazek 1 — Rodokmen rodiny s prvnim vyskytem onemocnéni. Upraveno podle: Zdroj obrazku [1]

Autosomalné recesivni dédicné onemocnéni je typické tim, Ze jsou muzi 1 Zeny postiZeni
se stejnou pravdépodobnosti. Rodie postizeného jedince jsou obyCejné zdravi prenaSeci.
V roding, kde jsou oba rodi¢e pienaseci tohoto onemocnéni, je 25 % pravdépodobnost, Ze jejich
dit¢ bude mit SMA, 50 % pravdépodobnost, Ze jejich dité bude pfenaSeCem SMA, ale nemoc
nepropukne a 25 % pravdépodobnost, ze dité¢ bude zdravé a nebude ani pfenaseCem SMA (viz
Obrazek 2) [4, 5].
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Obrazek 2 — Rodokmen rodiny s AR dédi¢nou nemoci. Upraveno podle: Zdroj obrazka [1]

Pokud se stane, zZe rodice postizené¢ho jedince jsou pifibuzni, je zde riziko, protoze
ptibuzni partneti mizou zdédit vlohu pro AR dédi¢né onemocnéni od jejich spolecného predka

(viz Obrazek 3) [4].

O

pacient
se SMA

Obrazek 3 — Rodokmen rodiny s AR dédi¢nou nemoci u ditéte ptibuznych partnerd, prvni projev
onemocnéni v roding. Oba rodie (bratranec a sestfenice) jsou zdravi pifenaseci, dispozici pro

onemocnéni zdédili po spoleéném predkovi (dédeckovi). Upraveno podle: Zdroj obrazki [1]
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2 SURVIVAL MOTOR NEURON (SMN) GEN A PROTEIN

2.1 Gen SMN1 a SMN2

V roce 1990 byl lokalizovan gen zodpovédny za spindlni muskuldrni atrofii na dlouhém
rameni chromozomu 5. O 5 let pozd¢ji byl tento gen izolovan a charakterizovan. Ziskal
oznaceni ,,survival motor neuron gene“, ,.gen regulujici pieziti motorickych neuront* (SMN

wrwe

homozygotni deleci v genu SMNI, ktery se nachazi na chromozomu 5q13 [1, 2].

Kauzalnim genem spinalni muskularni atrofie je SMN gen, ktery se vSak na
chromozomu 5ql13 nachazi ve dvou témét identickych kopiich, telomerni SMN1
a centromerické SMN2. Tyto dva geny, SMN1 a SMN2, se li$i pouze v péti nukleotidech.
Zasadni zménou je ta, lezici v sedmém z deviti exonl. Tato zména se nachazi v jednom
nukleotidu na zacatku exonu 7, pfesnéji na pozici +6 vexonu 7 (Ex7+6) - C u SMN1, T
u SMN2, a je klicova pii RNA splicingu genu SMN. Zména se neprojevuje pfi translaci, ale pfi
sestifihu mRNA. SMN1 mRNA obsahuje exon 7, jehoz ptitomnost je rozhodujici pro tvorbu
plné funkéniho a stabilniho proteinu SMN. SMN1 gen tento pln¢ funkéni a stabilni protein
SMN tedy poskytuje, zatimco u SMN2 mRNA je exon 7 vétsinou vyloucen a takto vznikly
protein postrada velky kus normalniho proteinu, neni plné funkéni a je rychle degradovan. Mala
¢ast, piiblizn€ 10 — 15 %, u které nedojde k vylouceni exonu 7, koduje normalni SMN protein
(viz Obrazek 4). Pro normalni pieziti motorickych neuront je potfebna alespon jedna kopie
genu SMN1, protoZe samotny SMN2 gen nedokdZe zajistit potfebné mnoZstvi pln€ funkéniho
SMN proteinu, ktery je nezbytny pro udrzeni Zivota motorickych neuronti. SMN2 gen sice
nedokéaze kompenzovat ztratu SMN1 u pacientd se SMA, avSak pocet kopii SMN2 dokaze do
jisté miry modifikovat zadvaznost onemocnéni. Pii modifikovani zavaZnosti a dob¢ pieZiti
mizou hrat také roli geny NAIP, GTF2H2 a H4F35, které se také nachazi v oblasti 5913 [1, 3,
5,6, 7].

Jak jiz bylo zminéno, tyto dva geny se lisi v péti nukleotidech. Oba, SMN1 i SMNZ2,
obsahuji 9 exontl a 8 intront. Dfive byl SMN gen rozdélen na 8 exonti pferusovanych 8 introny
a az pozdéji bylo zminéno, ze exon 2 je ve skutecnosti sloZzen ze dvou oddélenych exonti. Aby

se predeslo chaosu ohledné ¢islovani, rozdéluje se exon 2 na 2a a 2b (viz Obrazek 4) [8, 9].
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Centromericka kopie Telomerni kopie
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Piiblizné
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Priblizné Pnbhzue 100 %o
85 %
Nefunkéni ‘ Y Funkéni

SMN protein

Obrazek 4 — Schématicky diagram lidského SMN1 a SMN2 genu a vyslednych pre-mRNA. Upraveno
podle: Zdroj obrazka [2]

Jelikoz uc€innost sestfihu exonu 7 urcuje mnozstvi funkéniho SMN proteinu
produkovaného SMN2, staly se pfedmétem rozsahlych studii mechanismy, které jsou zékladem
alternativniho sestfihu exonu 7 v SMN1 a SMN2 mRNA. Jednim z diivodt byl rozhodujici
vyznam sestiihu exonu 7 v etiologii SMA a dale jeho role jako potencialniho cile terapeutického

zakroku prostfednictvim napravy splicingu [10].

Pfesny mechanismus zatazeni nebo vylouceni exonu 7 pii pre-mRNA splicingu je
diskutabilni. V roce 2002 Cartegni a Krainer uvedli, ze C-T nukleotidovy pfechod na pozici +6
vexonu 7 (Ex7+6) v SMN2 narusuje funkci zesilovace splicingu (ESE, exonic splicing
enhancer), ktery pomaha s podporou normalniho splicingu, pro tvorbu neporuseného SMN
proteinu. Tento splicingovy zesilovac je zavisly na splicingovém faktoru 2 (SF2, splicing factor
2), pozitivnim splicingovém faktoru, ktery je také znamy jako alternativni splicingovy faktor
(ASF, alternative splicing factor). SF2/ASF interaguje se tfidou U2 malych jadernych
ribonukleoproteini (U2 snRNP, small nuclear ribonuclear protein) a jeho pomocny faktor
(U2AF) uvnitf intronu 6 pomaha s odstranénim intronu a Uspé$nym pre-mRNA splicingem
béhem transkripce SMN1. Obnova tohoto SF2/ASF-zavislého zesilovace splicingu navratem
thymidinu na cytosin, na pozici +6 v exonu 7, v genu SMNZ2, opravi SMN2 splicing tak, aby
zahrnul exon 7 [8, 11].
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Kashima a Manley napadli hypotézu zesilovace splicingu S tim, ze C-T nukleotidovy
piechod v exonu 7 vytvaii zeslabovac splicingu (ESS, exonic splicing silencer) v SMN2, ktery
podporuje vylouceni exonu 7 vazbou na heterogenni jaderny ribonuklearni protein (hnRNP,
heterogeneous nuclear ribonuclear protein) Al, znamy téz jako splicingovy represorovy

protein. Ukazali, ze pfechod C-T v SMN2 zvysuje hnRNP A1 vazbu [8, 12].

Jednoduseji feeno, zatimco cytosin v exonu 7 SMNI1 genu tvofi tzv. zesilovac splicingu
(ESE, exonic splicing enhancer), ktery je vazan ASF/SF2 na podporu za¢lenéni exonu, thymin
na stejné pozici v exonu 7 SMN2 genu, nejen ze naruSuje ESE, ale také tvoii tzv. zeslabovac
splicingu (ESS, exonic splicing silencer), ktery je vazan hnRNP A1l a Sam68, které zptsobuji
zvySené vynechavani exonu. Dalsi studie identifikovaly jiné varianty SMN2, které zvySovaly
zaclenéni exonu 7 a byly spojeny se sniZenou zavaznosti onemocnéni u pacienti se SMA. Na

Obrazku 5 je znazornén pre-mRNA splicing SMN1 a SMN2 genu [10].

SMN1

SMN2

Obrazek 5 — Pre-mRNA splicing SMN1 a SMN2 genu. Zesilova¢ splicingu (ESE, zeleny) v SMN1,
ktery obsahuje nukleotid cytosin (C) na pozici 6 v exonu 7 (Ex7+6), je rozpoznan pozitivnim
splicingovym faktorem, SF2/ASF, ktery interaguje (vyrazna ¢erna Sipka) s na uridin-bohatymi malymi
jadernymi ribonukleoproteiny (U2 snRNP) k odstranéni intronu 6. Ostatni splicingové faktory, napft.
Tra2, ovliviiuji splicing interakcemi (tenka Cerna Sipka) s prvky zesilovace splicingu (ESE, zeleny),
nachazejicich se centralné uvnitf exonu 7. SR proteiny (serin/arginin-bohaté splicingové faktory)
muzou také projevit pozitivni splicingovy efekt. V. SMN2 ribonukleotid uridin (ptepsany z thymidinu)
na pozici 6 vexonu 7, upfednostiiuje vylouceni exonu 7, vazbou na heterogenni jaderny
ribonukleoprotein (hnRNP) A1, negativni splicingovy faktor. Navic SF2/ASF jiz nerozpoznava tuto
sekvenci. Vazba hnRNP Al zabrani také vazbé U2 snRNP. To ma za nasledek, ze pfiblizné 90 %
finalnich mRNA pfepisi SMN2 neobsahuji exon 7. Pozitivni splicingové faktory nize (tenka cerna
Sipka) jsou funk¢ni a mlizou vysvétlit zatazeni exonu 7 v pfiblizné 10 % SMN2 piepisii. Pfevzato

z: Zdroj obrazku [3]
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2.2 Protein SMN

SMN protein se nachazi v celé cytoplazmé a jadte vSech bunék lidského téla, presto pii
onemocnéni postihuje hlavné alfa-motoneurony piednich rohti miSnich. Byl také nalezen
v axonech motorickych neuront. Funkcéné je spojen s nékolika proteiny v multiproteinovém
SMN komplexu, ktery ma vliv zejména na sestfih pre-mRNA, mRNA transport a také na tvorbu
ristovych faktord [1, 3].

Protein SMN je nezbytny pro zivotnost motoneuront a pro ochranu pied apoptézou. Je
ptevazné produkovan genem SMNI1 a jen z malé ¢asti (10 — 15 %) je tvoifen genem SMNZ2 (viz
oddil Gen SMN1 a SMNZ2). Obecny proces, jak gen vytvati protein, je znazornén v Piiloze 1
[13].

SMA je zplisobena snizenou expresi SMN proteinu a zdvaznost onemocnéni souvisi se
stupném snizeni SMN proteinu u pacientti se SMA. Motorické neurony v mise tedy nemaji
dostatek tohoto proteinu a nasledkem toho dochazi ke svalové slabosti a atrofii. Rozhodujici
role RNA splicingu, v etiologii SMA, neni omezena regulaci zafazeni exonu 7, ale také
zahrnuje funkci SMN proteinu [5, 10].

SMN a nejméné dalSich osm proteini nazvanych Gemin 2 az Gemin 8 a Unrip tvofi
velky multiproteinovy kompex, zndmy jako SMN komplex (viz Obrazek 6). Jedina
molekularné definovana funkce SMN komplexu spocivd v biogenezi malych nuklearnich
ribonukleoproteinii (snRNP), které jsou zdkladnimi komponentami mechanismu pre-mRNA
splicingu. Spliceosomalni snRNP tfidy Sm jsou slozeny z jedné molekuly snRNA a sedmi

spole¢nych Sm proteint, stejn¢ jako pomocné faktory jsou specifické pro kazdou snRNA [10].
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Obriazek 6 — SMN komplex. SMN protein vaze Gemin 2, 3, 5, 7 a 8, zatimco Gemin 4 a 6 se spojuji
se SMN diky interakcim s Gemin 3, resp. 7. Gemin 8 také vaze Gemin 6 - Gemin 7 heterodimer
a zprostiedkovava spojeni Gemin 6, 7 a unrip se SMN. SMN protein oligomerizuje, pro jednoduchost

je zobrazen jako trimer, ackoliv mtize tvofit mnohem vétsi oligomerni struktury. Pievzato z: Zdroj
obrazku [4]

Uvniti jadra se protein lokalizuje na ne¢kolik malych struktur, zndmych pod pojmem
»gems“. Spliceosom je bunéénd organela v eukaryotickych bunkach, kterd provadi post-
transkripéni upravy pre-mRNA splicingu (sestfihu). Pro realizaci sestfihu pre-mRNA,
odstranéni intront, je tedy dilezitou strukturou. Tento dé&j je znazornén na Obrazku 7. Hlavnimi
komponentami spliceosomu jsou na uridin-bohaté malé jaderné ribonukleoproteiny, SNRNP.
Vadny SMN protein inhibuje biogenezi snRNP a tim mize zplsobit degeneraci motoneurontl,
ktera je pozorovéana u pacientii se SMA. Otazkou zlstava, pro¢ jsou motoneurony v miSe pfi
spindlni muskularni atrofii specificky zranitelné, kdyz se SMN protein nachézi ve vSech
somatickych bunkach. Studie ukazuji, ze SMN protein miize byt dilezitou soucasti urcitych

bunéénych funkci, které jsou unikatni pro motoneurony [8].
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Obrazek 7 — Spliceosom a pre-mRNA splicing. Hlavni funkci SMN komplexu je biogeneze snRNP,

které jsou zakladnimi slozkami pre-mRNA splicingu. Malé jaderné nukleoproteiny (snRNP) jsou

aktivni v rozpoznavani a odstrafiovani intrond z pre-mRNA v jadfe. Pfevzato z: Zdroj obrazku [5]

2.3 Genetické mutace

Spindlni svalové atrofie jsou zplsobeny
mutacemi v telomerni kopii genu SMN, tedy v genu
SMNI1, ale vSem pacientim Se SMA ziistava
centromericka kopie genu SMN, gen SMN2.
Témito mutacemi genu SMN1 dochazi k projeviim
SMA, avSak o fenotypu nic nevypovidaji.
Onemocnéni je u pacientt se SMA nejcasteji
zapticinéno homozygotni deleci exonu 7 nebo
souCasn¢ exond 7 a 8 vgenu SMNI. Jednad se

pfiblizn€ o 95 % piipadi. SMN gen se nachéazi na
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Obriazek 8 — Lidsky karyotyp, muzsky.

Pievzato z: Zdroj obrazki [6]



chromozomu 5 v oblasti 5912.2-13.3. Paty chromozom patii k vétsim lidskym chromozomim,
coz je patrné na Obrazku 8 [3, 4, 14].

SMA je autosomalné recesivni geneticka porucha. Dédi¢nost deleci, resp. mutaci, genu
SMNI je samoziejm¢e taktéz autosomalné recesivni. Pacienti se SMA pokazdé zdédi defektni
gen SMN1 od obou rodic¢t. Ve vétSing piipadii se jedna o delece nebo genové konverze. Deleci
se rozumi ¢aste¢né nebo Uplné odstranéni genu SMN1. Genové konverze spocivaji v “zaméné*
genu SMNI1 za SMN2 gen, ktery je mu velmi podobny. Dochazi k zdméné C za T v exonu 7
(viz Obrazek 9). Jelikoz pti deleci a taktéz genové konverzi chybi exon 7 SMN1 genu, obecné
se hovoii o homozygotni absenci tohoto exonu v SMNI1 genu. Dalsim, nepfili§ ¢astym, typem
mutaci, které zptisobuji SMA, jsou bodové mutace, které jsou taktéz znazornény na Obrazku 9.
Ty postihuji ziidka nékolik nukleotidd v SMNI1 genu. Vysledkem téchto mutaci je produkce
nefunk¢niho nebo nestabilniho proteinu SMN. Vzacné se vyskytuji tzv. de novo mutace, kdy

se prenaSeCstvi neprokaze ani u jednoho z biologickych rodic¢a pacienta [4, 5].

T f
!

DELECE

GENOVA .

KONVERZE :

BODO‘E mista bodovych

MUTACE mutaci, kfé‘l';i byla i
A zjisténa u genu L

SMIN1

Obrazek 9 — Delece, genova konverze gentt SMN1 a SMN2 a jednonukleotidové bodové mutace.

Upraveno podle: Zdroj obrazkl [7]

Nejcastéj$im typem mutaci v SMN1 genu, jak jiz bylo zminéno, jsou delece exonu 7
a/nebo 8, které byly zjistény u 95 % pacientli. Zbylych 5 % pacientl predstavovalo slozené

heterozygotni varianty s deleci nebo konverzi na jedné kopii SMN1 a bodovou mutaci na druhé.
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Pacienti s proximalnim typem SMA by méli byt jako prvné otestovani na delece exonu 7 — 8
v SMN1 [15, 16].

Pti vysetfeni SMA se zjistuje pocet kopii geni SMN1 a SMN2, kdy obvyklou metodou
pro toto stanoveni je MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification). Stanovuje se
pocet kopii exonli 7 a 8 genu SMNI1 a pocet exonit 7 a 8 SMN2 genu. U nékterych pacientl se
SMA vsak neni zjisténa homozygotni delece exonu 7 v genu SMNL. V takovych piipadech se
muze jednat o jinou mutaci, nejéastéji bodovou mutaci v genu SMN1 a tato mutace musi byt

diagnostikovana jinou metodou, napiiklad sekvena¢ni analyzou genu SMN1 [4].

Zavaznost onemocnéni Ve vétsing piipadd nepiimo souvisi s poctem kopii SMN2 genu.
Ptrestoze SMN2 gen produkuje méné normalnich, nezkracenych transkripti nez SMN1, pocet
kopii SMN2 modifikuje fenotyp. Ackoliv mutace SMN1 genu jsou pozorovany u vétSiny
pacientil, zadna korelace mezi fenotypem a genotypem nebyla ptivodné€ pozorovana, protoze
SMNI1 exon 7 chybi u vétSiny pacientll nezavisle na zavaznosti SMA. Tohle vedlo k faktu, ze
rutinni diagnostické metody nerozliSuji mezi deleci SMNI1 a konverzi, kdy SMN1 je nahrazen
kopii SMN2. Nékolik studii nasledné ukazalo, ze pocet kopii SMN2 do jisté miry modifikuje
zavaznost onemocnéni. Pii modifikaci fenotypu muze hrat také roli exprese dalSich gent v této
oblasti, napiiklad genu NAIP. Ukazalo se, Ze pacienti se SMA I1. typu nebo Ill. typu maji vice
kopii SMN2 nez u pacientll se SMA 1. typu. VétSina pacienttl se zavaznym typem onemocnéni
maji jednu nebo dvé kopie SMN2, mnoho pacienti se SMA Il. typu maji tii kopie SMN2
a pacienti s mirngjsim typem III maji tfi nebo Ctyii SMN2 kopie [3, 14].
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3 DARCI GAMET

3.1 Zenska pohlavni buiika

Zenské pohlavni buiiky neboli vajicka, se vytvateji ve vajeénicich v procesu oogeneze.
Zde také dochazi ke tvorbé hormont — estradiolu a progesteronu. Elementarni funkéni

jednotkou vaje¢niku jsou folikuly [17].

Folikuly, které obsahuji vajicko, jsou béhem reprodukéniho obdobi zeny v nékolika
stupnich vyvoje. Primordialni folikul, ktery vznika jiz v prenatalnim obdobi, obsahuje nezralou
diploidni pohlavni buniku — primarni oocyt. Pohlavni bunky se vytvaii v kiife vajecnikil z bunck
zarodecného epitelu — oogonii, které se mitoticky déli. PoCet oogonii se mitotickym délenim
zvysuje. Mitotické déleni probiha v prenatalnim obdobi az do 5. mésice intrauterinniho Zivota.
V tomto obdobi dosahuje maxima, kolem 7 milioni bunék, pak jejich pocet klesa. K zahajeni
oogeneze V primordidlnich folikulech doché4zi mezi 8. — 13. tydnem. Oocyty jsou vystaveny
prvni fazi redukéniho déleni. K dalSimu vyvoji dochazi az v puberté, pred prvni ovulaci. Béhem
folikularni faze se stavd dominantni pouze jeden zrostoucich folikuld, ostatni zanikaji.
K uvolnéni vaji¢ka z vyzralého Graafova folikulu dochézi ptiblizné 14. den od prvniho dne
menstruace pii 28dennim cyklu. Vajicko je nasledné zachyceno fimbriemi vejcovodu, a pokud
nedojde k oplozeni, vychazi pochvou z téla ven. Béhem ovulace se pravidelné stiida levé
apravé ovarium. K dokonceni prvniho redukéniho dé€leni dochézi pied ovulaci. Vznika
sekundérni oocyt, ktery jiz ma polovicni pocet chromozomii. Vzniké také polové télisko, které
nasledné rozpadne a zanikne. Druhé meiotické déleni sekundarniho oocytu setrvava v metafazi
a dokonci se az pii oplodnéni. Pokud dojde k oplozeni spermii, je déleni dokonéeno a vznika
ovum, které ma polovi¢ni poc¢et chromozoml — 22 somatickych a 1 pohlavni X-chromozom.
Po priiniku spermie do vajicka splynou chromozomalni vybavy a vznika zygota, ta obsahuje 46
chromozom?. Prvni pdlové télisko n€kdy vstupuje také do druhého meiotického déleni a vytvari
dveé polova téliska, ktera vSak nemaji vyznam jako pohlavni buiika. Pokud vSak oocyt neni
oplozen, nésledné zanikne, bez dokonceni druhého meiotického déleni. Z ovarii se béhem
reprodukéniho Zivota Zeny uvolni asi 450 oocytl. Na Obrazku 10 mizeme vidét pribéh

oogeneze [17, 18].

Zralé vajicko se fadi mezi nejvétsi bunky lidského téla, méfi 120 — 150 um. Kolem
vajicka, které je ohrani¢eno plazmalemou (oolemmou), vznikne obal tvofeny z glykoproteind

—zona pellucida. K ni ptiléha corona radiata, coz je vrstva folikularnich bunék. Tenké vybézky
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neboli mikroklky folikularnich bun€k corona radiata zasahuji do zona pellucida a vsouvaji se

mezi mikroklky oolemy vajicka. Na Obrazku 11 Ize vidét stavbu vajicka [19, 20].
3.2 Muzska pohlavni buika

Muzské pohlavni buiiky, spermie, se vytvaieji ve varlatech v procesu spermatogeneze.
Varlata mimo jiné produkuji pohlavni hormony. Hlavnim hormonem muzského reproduk¢éniho
systému je testosteron. Spermatogeneze probiha po cely Zivot muze a denné se tak vytvori
ptiblizn¢ 200 — 400 milionti spermii. K zaji§téni nizsi teploty (nez je teplota téla), ktera je
potiebna pro spravny vyvoj spermii, slouzi Sourek (scrotum), ktery se nachazi mimo bfisni

dutinu a ve kterém jsou varlata ulozena [17].

Spermatogeneze se sklada ze dvou typli bunééného déleni, z mitézy a meidzy. Na
zacatku spermatogeneze dochazi k mitotickému rozdé€leni spermatogonie (diploidni buriky) na
dvé dcefiné spermatogonie. Jedna z dcefinych bunék ziistdva soucésti populace kmenovych
bun¢k, které jsou ulozené v n€kolik fadach na bazalni membrané. Druhd spermatogonie se
dostava mezi Sertoliho buniky. Z nediferencované pohlavni buiiky spermatogonie se mitézou
vytvaii primarni spermatocyty. Dochézi k prvnimu meiotickému déleni tohoto primarniho
spermatocytu. Spermatogeneze se zastavuje v profazi I a prvni meiotické déleni je dokonceno
az v puberté, kdy opét stoupne produkce testosteronu. Vzniknou sekundarni spermatocyty a ty
nasledné podléhaji druhému meiotickému déleni a z kazdého z nich vznikaji dvé nezralé
pohlavni buniky, celkem tedy Ctyfi, spermatidy. Ty ndsledné ziskavaji charakteristicky tvar
a méni se na funk¢ni spermie (Spermiogeneze). Z jedné spermatogonie se zrodi ¢tyfi spermie
s 23 chromozomy (viz Obrazek 10). Pohlavni chromozom je X nebo Y a po splynuti s oocytem
tak vznikne bud’ plod zenského pohlavi, nebo muzského pohlavi. Pro zahéjeni spermatogeneze
Vv pubert¢ je nutna ptitomnost FSH (follicle stimulating hormone, folitropin), u dospélého muze
postacuje k udrZzovani spermatogeneze testosteron. Cely proces od pfemény spermatogonie ve
spermatocyt, az do stadia uvolnéni spermii, trva ptiblizné¢ 74 dnd. Spermie se shromazduji
Vv nadvarleti, odkud jsou pfi ejakulaci vypuzovany penisem a jsou soucasti ejakulatu [17, 18,
21, 22].

Zrald spermie je sloZena z hlavicky, kréku a bic¢iku, jeji délka dosahuje pfiblizné 50 az
60 um. Stavba spermie je znazornéna na Obrazku 11. Hlavicka se sklada z jadra a akrozomu,
ten naseda na jadro. Akrozom obsahuje enzymy, které umoziuji prinik spermie do vajicka.
Jadro obsahuje otcovsky geneticky material s haploidni sadou chromozomii a pohlavnim

chromozomem X nebo Y. Krcek, obsahujici mitochondrie a glykolytické enzymy umoziuje
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pohyb biciku. Bi¢ik je spojen s dolnim pélem hlavi¢ky v implantacni ryze ptes centriolu (kréek)
[22, 23].

spermatoganie

!
— mitdza

primarni oocyt
(oocytl. Fadu)

ooganie

polovétélisko

oocyk 1, Fadu

spermatida

vajicko %“Ri spermie
) TR
Obrizek 10 — Prib¢h oogeneze (A), spermatogeneze a spermiogeneze (B). Prevzato z: Zdroj obrazkt

(8l

Hlavitka
Corona radiata
'
Kriek
Mitochondrie l
Ocas
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Obrazek 11 — Stavba spermie (vlevo) a vajicka (vpravo). Pfevzato z: Zdroj obrazku [9]
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3.3 Darcovstvi
3.3.1 Pozadavky na darce

Aby byl zajemce/zajemkyné zatazen do programu darcovstvi, musi spliiovat piisna
kritéria, ktera jsou stanovena Evropskymi smérnicemi. Ne kazdy ¢lovek je pro tento program

vhodny [24].

Pro darovani vajicek se jednd zejména o tato kritéria:

- veék 18 — 32 let

- ukoncené stiedoskolské vzdélani (s maturitou)

- dobry zdravotni stav

- BMI (body mass index) index v normé (maximaln¢ 29)

- nekuracka

- pravidelnd menstruace

- bez dédi¢nych a psychiatrickych onemocnéni

- absence sexualné pfenosnych nemoci — AIDS (HIV) (human immunodeficiency
virus), Zloutenka B a C, syfilis, popt. HTLV (human T-cell leukemia virus)

- bez anamnézy drogové zavislosti

- bez anamnézy neplodnosti [24, 25].

Taktéz pro darovani spermii je tieba dodrzet tyto pravidla:

- vek 18 -39 let

- ukoncené stiedoskolské vzdélani (s maturitou)

- dobry zdravotni stav

- zodpovédnost a ochota zavazat se ke spolupraci minimalné€ na dobu 6 mésict

- Vvysoka kvalita spermatu

- bez dédi¢nych a psychiatrickych onemocnéni

- absence sexualné ptenosnych nemoci — AIDS (HIV), Zloutenka B a C, syfilis, popf.
HTLV

- bez anamnézy drogové zavislosti [24].
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3.3.2 Pravidla darcovstvi

Jak jiz bylo zminéno, pokud zijemce/zijemkyné¢ ma byt zafazen do programu

darcovstvi, musi spliiovat piisna kritéria, ktera jsou stanovena Evropskymi smérnicemi [24].

Darovani gamet, vaji¢ek i spermii, je v Ceské republice legalni, dobrovolné, bezpeéné
a je zaloZeno na principu anonymity mezi darcem (darkyni) a ptijemci darovanych pohlavnich

bunék a mezi darcem (darkyni) a ditétem narozenym z darovanych pohlavnich bunék [26].

Dércovstvi pohlavnich bunék je v Ceské republice bezplatné, avsak darctim (darkynim)
jsou kompenzovany tceln¢, hospodarné a prokazatelné vynalozené vydaje spojené s darovanim
[26].

Zakon, ktery se tyka zejména darcovstvi gamet a nakladani s nimi, je znan pod nazvem
»Zakon o zajisténi jakosti a bezpecnosti lidskych tkdni a bun€k urcenych k pouziti u ¢lovéka
a 0 zmeéné souvisejicich zakoni* (zdkon o lidskych tkénich a bunikéch). Jedna se o zakon ¢.
296/2008 Sb., ve znéni zakona ¢. 41/2009 Sb., zakona ¢. 281/2009 Sb., zdkona ¢. 375/2011 Sb.,
zakona €. 77/2012 Sb., zakona ¢. 64/2014 Sb. a zakona ¢. 136/2017 Sb. [27].

Zakon byl doplnén také Vyhlaskou ¢. 422/2008 Sb., ktera stanovuje blizsi pozadavky
pro zajisténi jakosti a bezpec€nosti lidskych tkani a bunék urcenych k pouziti u ¢lovéka, ve znéni

pozdé&jsich vyhlasek [28].
3.3.3 Darovani oocytt

Nejdiive musi zdjemkyné o darovani vajicek vyplnit dotaznik. Po vyplnéni dotazniku
nasleduje pozvéani na vstupni konzultaci, kde byva podrobné vysvétlen cely proces darovani
vajicek. Prob¢hne 1 konzultace s gynekologem, vcetné gynekologické prohlidky. Taktéz je
potiebna konzultace s klinickym genetikem. Ve stejny den se provadi odbér krve pro genetické
vySetfeni (pfitomnost patologickych mutaci, karyotyp), pohlavné ptenosné choroby, stanoveni
hormondlniho profilu. VySetiuje se také mo¢ na pfitomnost ndvykovych latek. Na zakladé¢

vysledku je vyhodnoceno, zda je dana osoba vhodnou darkyni [24, 25].

V ptipad¢ zarazeni do programu darcovstvi se na zakladé vysledkd hormonalniho
a ultrazvukového vySetfeni stanovi nejvhodné€j$i harmonogram a rozpis hormonalni piipravy.
Provadi se odbér krve pro sérologické vySetfeni. Dale se zahdji hormonalni stimulace, kdy
aplikace 1€kt vyvola tvorbu a zrani dostate¢ného poctu kvalitnich vajicek ve folikulech

vajeCniku. V pribéhu aplikace se neustdle kontroluje, zda je vSechno v porddku. Béhem
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stimulace se pfi kontrolach provadi odbér krve a ultrazvukové vySetfeni. Kontroly byvaji
obvykle 5. — 6. den cyklu a 8. — 9. den cyklu. Pfed odbérem vaji¢ek je nezbytné dodrzovat
pfesné Casovani a davkovani podavanych injekci a dalSich preparati. Odbér vajic¢ek (punkce)
se provadi v kratkodobé celkové anestezii. Odbér folikuldrni tekutiny se uskutecnuje pod
kontrolou ultrazvuku, kdy se pomoci punkéni jehly odsaje obsah folikulti (viz Obrazek 12). Po
odbéru vajicek zena zustava v klidu na lizku 2 - 3 hodiny a dale je doporucen klidovy rezim.

Opousténi kliniky vzdy musi probihat v doprovodu dospé€lé osoby [24, 25].

odsavani folikulu

déloha

UZ sonda

-

Obrazek 12 — Punkce folikuld pod ultrazvukovou kontrolou. Pievzato z: Zdroj obrazki [10]

Vajicka nelze po odbéru zmrazovat s dobrym vytéZzkem, tak jako u spermii, proto se
musi nejpozdéji do 16 hodin po tomto odbéru oplodnit, napiiklad v procesu IVF (in vitro
fertilization, in vitro fertilizace) nebo ICSI (intracytoplasmic sperm injection,

intracytoplazmaticka injekce spermie) [29].

Infekéni bezpecnost pii pfijeti darovanych oocytli je obdobna postupu darovanym
spermiim. Vaji¢ka se nemrazi pfed oplozenim kviili $patnym vysledkiim. Mrazi se aZ embrya,
ktera jsou uvolnéna k pfenosu az po vysetieni této darkyné€ na infekéni nemoci a po genetickém
vysetieni. Miize se vSak provadét 1 pfimy transfer nezmrazenych embryi, ale je zde malé riziko
infekce prenosnymi chorobami. Tento zpiisob vyzaduje jednoznacny pisemny souhlas
ptijemkyné. U pacientek, které chtéji darovat vajicka, se provadi test na pohlavné pfenosné
choroby (piedevsim HIV, syfilis, hepatitidy), tento test musi byt negativni. Je v§ak zde malé

riziko, ze se pacientka mohla nakazit pfed nékolika tydny a doposud nedoslo ke tvorbé

33



protilatek, které by test zaznamenal a pacientka se tak jevi jako negativni, pfiCemz je jiz
infekéni. Riziko prenosu infekce je vsak v pfipadé oocytli neprokazatelné. Naptiklad virus HIV
se nachazi v téle infikované osoby hlavné v bilych krvinkéach, proto se pod mikroskopem

prohlizi jak vaji¢ko, tak i embryo a zZadna bila krvinka se ptipadné neponechava [22, 29].
3.3.4 Darovani spermii

Zajemce o darovani spermii musi obdobné, jako zdjemkyné o darovani vajicek, nejdiive
vyplnit dotaznik. Dérci musi byt zdravi muzi, ktefi se k darovani spermatu ptihlésili zcela
dobrovolné. Po vyplnéni dotazniku se nasledn¢ domluvi termin pro vysetieni ejakulatu. Pied
odbérem se doporucuji 2 — 3 dny pohlavni abstinence, nemél by se konzumovat alkohol a také
by se ¢love€k mél vyhnout velké fyzické ¢i psychické namaze. Kvalitu spermatu mimo jiné

ovliviiuji nékteré dalsi faktory, napiiklad stres, drogy, koufeni, nachlazeni a infekce [26, 30].

Odbér se provadi v odbérové mistnosti kliniky. Pfi prvni navstéveé v centru se zpravidla
vySetfuje spermiogram (kvalita spermii). Vysledek musi byt v poraddku a odebrany ejakulat tak
musi odpovidat pozadované kvalité. Dale se odebira krev na genetické vySetieni a stanovuje se
karyotyp pro ovéteni, Ze chromozomy v bunikdch muZze jsou v poradku. Také se urcuje krevni
skupina a Rh faktor. Dilezité je zajisténi bezinfekénosti spermatu. Obvykle se provadi testy na
pohlavné ptenosné choroby — AIDS (HIV), syfilis, zloutenka B a C. V moci se stanovuje
patogen Chlamydia trachomatis a to pti kazdém vhodném odbéru ejakulatu. Pokud budou

vSechny vysledky negativni, miize se dana osoba stat darcem [26, 30].

Nasledné se provadi odbéry ejakulatu béhem maximalné dvou mésict, optimalnich je
pfiblizn¢ deset davek. Pii kazdém odbéru se opakuje vySetieni na Chlamydia trachomatis
v mo¢i a odbéry krve. Tyto vzorky se poté zamrazuji a uchovavaji se pti hlubokém mrazu
(- 196 °C). Pul roku po odevzdani posledniho vzorku musi darce podstoupit kontrolni odbér
krve pro vysetieni pohlavné pfenosnych chorob, zejména HIV, syfilis a hepatitidy. Negativita
testh totiz zpocatku neni rozhodna, protoze pii infikovani ¢loveéka v prvnich ne€kolika tydnech
dochazi teprve ke tvorbé protilatek. Tudiz na zacatku jich miize pouze velmi malo a test je
nezaznamena, avsak po nékolika mésicich by jejich hladina jiz byla zjistitelna. Negativita téchto
testti po Sesti mésicich po ziskani posledni davky ukazuje, ze v dobé odbérti spermatu darce
nebyl infekéni. Pokud je tedy vysledek v potadku po 180 dnech od posledniho odbéru, sperma

je uvolnéno z karantény a mtze byt pouzito [22, 29, 30].

34



3.3.5 Pro¢ darovat?

Kromé toho, ze darci gamet pomohou neplodnym parim V cesté k vysnénému ditéti,

ziskaji také cenné informace o svém zdravotnim stavu a reproduk¢énim zdravi [25, 26].

Piestoze je darcovstvi pohlavnich bunék v Ceské republice bezplatné, reprodukéni
kliniky kompenzuji naklady spojené s darovanim az do vySe 25 000 K¢ v piipadé darovani
vajicek. Registrovanym darctim spermatu nalezi finan¢ni ndhrada az do vyse 1 500 K¢ za jeden

odbér. Tyto ¢astky nejsou smérodatné a mohou se v jednotlivych reprodukénich klinikach lisit
[25, 26].

Darované gamety (vajicka, spermie) se pouzivaji v technikach asistované reprodukce.
Spermie od darce 1ze pouzit pro metody inseminace ¢i k in vitro fertilizaci (IVF). Vajicka od
darkyné se musi in vitro oplodnit metodami IVF ¢i ICSI. Takto vzniklé embryo nebo embrya
se nasledn¢ transferuji a nadbyte¢na se kryokonzervuji. Tyto techniky jsou vSak nad ramec této

bakalaiské prace [22].
3.4 VySetieni spinalni muskularni atrofie u darci gamet

Proximalni spinalni muskularni atrofie (SMA) je zavazné nervosvalové onemocnéni,
které se pienasi z rodi¢i na potomstvo autosomalné recesivné. SMA je charakterizovana
degeneraci alfa-motoneuronti pfednich roht miSnich, coz vede k progresivni proximalni
svalové slabosti a paralyze. Onemocnéni je zptisobené mutacemi v SMN genu, resp. SMN1
genu. Odhadovana incidence je 1 z6 000 az 10 000 narozenych a frekvence pfenasecu se
fibroze a je také jednou z Castych genetickych pfi¢in Umrtnosti kojenci. Molekularni
diagnostika SMA spociva v detekci absence exonu 7 v SMN1 genu. Homozygotni absence
detekovatelného exonu 7 v SMN1, ktera byla pozorovéana u vétSiny pacienttl, je pouzivana jako
spolehlivy a citlivy diagnosticky test pro SMA. VétsSina postizenych jedincti nema zZadnou kopii
SMN1, mnoho ptenasec¢ti ma 1 kopii SMNI1 a u té€ch, co netrpi SMA, se mohou vyskytovat 2
az 4 kopie SMN1. V mnoha ptipadech lidé nevi, Ze jsou pfenaSeci, dokud se jim nenarodi dité
postizené SMA. Cilem screeningu pienasec¢stvi vV populaci je identifikovat pary, u kterych hrozi
riziko postizeného ditéte onemocnénim SMA, coz umoziuje témto prenasecim Cinit

informované reproduk¢ni volby [31, 32, 33].

V zavislosti na etnické pfisluSnosti jsou rizika ptenaSec¢stvi pro SMA shodné jako

u cystické fibrozy. Mnoho pienasectt SMA ma heterozygotni deleci SMN1 genu. Tito jedinci

35



vétsinou nevi, Ze jsou pienaseci, protoze nedochazi k zadnym projeviim. Pokud jsou vsak oba
rodice prenaseci, je 25 % Sance, Ze jejich dité bude postizené SMA, viz autosomalné recesivni
dédic¢nost. Pokud ma partner pienasece 2 kopiec SMNI1, je riziko postizeného ditéte mensi nez
1 %. Riziko v8ak neni nulové, protoze mohou nastat Ctyfi situace, ve kterych mize byt rodic
pfenasecem SMA i se dvéma SMNI1 kopiemi. Za prvé, rodi¢ mize mit ,,2+0“ postaveni
prenasece. U téchto jedinct se zjisti, ze maji dvé kopie SMN1 na jednom chromozomu a zadné
kopie SMN1 genu na druhém chromozomu. ,,2+0“ pfenaseci nevykazuji pfiznaky SMA,
protoze maji dvé SMNI1 kopie, ale potencidlné¢ mtizou mit postizené dité, pokud piedaji
chromozom bez kopii SMN1 genu. Pfiblizné 3,8 — 4 % celkové populace mohou byt prenaseci
s touto formou ,,2+0%. Za druhé, genova konverze mezi SMN1 a SMN2 geny se miize nahodné
objevit v gameté, tim padem dochazi k zaméné¢ SMNI1 genu za podobny SMN2 gen, ktery
»prechazi“ na t&hotenstvi. Tato konverze by nebyla identifikovana jako SMNI1 delece
v rodi¢ovské krvi. Za tieti, existuji jedinci, ktefi jsou pfenaseci malych intragennich mutaci
SMA. Za ¢tvrté, u SMA existuji tzv. mutace de novo. Jedinec se dvéma kopiemi SMN1 neni
obvykle povaZzovan za prenasece. Pro nejbéZnéjsi typ pienaSecstvi SMA je typickd pouze jedna
kopie SMNL1. Screening nejcastéjsi mutace, tedy delece exonu 7 v SMN1, detekuje pfiblizné
94 % jedinc, ktefi jsou pienaseci tohoto onemocnéni. Urceni poctu kopii SMN1 je nezbytné

pro screening prenasece [34, 35].

Ptenase¢i SMA muizou byt rozdé€leni do 4 hlavnich genotypovych kategorii. Nejbéznéjsi
kategorie pfenasect ma ,,1+0* genotyp a predpoklada se ptitomnost jednoho funkéniho SMN1
genu na jednom chromozomu a delece SMN1 genu na druhém chromozomu. Genotyp ,,2+0%,
u kterého se predpoklada, ze jeden chromozom nese 2 funkéni kopie SMNI1, zatimco druhy
chromozom nenese Zadnou, je mnohem méné casty, ale prevalence zavisi na etnické
prislusnosti. Dalsi dvé kategorie s ,,1+1“ a,,2+1% genotypy predpokladaji, Zze jeden chromozom
ma nefunkéni SMNI1 gen sbodovymi mutacemi nebo mikrodelecemi, zatimco druhy
chromozom ma bud’ jednu nebo dvé funkéni kopie SMN1 genu. Tyto genotypy jsou vSak velmi

vzéacné a maji pouze maly efekt na hodnoceni detekce SMA pienasect [36].
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Obrazek 13 — Nejcastéjsi genotypy SMA pienaSecu. Pfevzato z: Zdroj obrazki [11]

Geneticky screening pfenaSecstvi na béZzna zavazna onemocnéni, jako je SMA, by mél
byt provadén u potencidlnich darci gamet, zejména kdyz je piijemce znamy pienase¢. Dalsi
divody pro testovani mohou zahrnovat ¢asny nastup symptomu u postizenych jedincd, jejich
vyrazné utrpeni, nedostatek dostupné 1é¢by a relativné vysokou frekvenci pienasect
onemocnéni. Riziko specifickych zdravotnich problémt potomkii darcth mize byt vyznamné
snizeno zahrnutim genetickych testi, napfiklad tedy zahrnutim jiz zminovaného screeningu
prenasectt spinalni muskularni atrofie, do darcovskych postupti. Diky tomu by mohla byt
posouzena zpiisobilost darce a také by se tak maximalizoval pozitivni vysledek pti asistovanych
téhotenstvich. Vyznamné pokroky v molekularni genetice a biologii vedly k uplatiovani
zvysujiciho se poctu testli pro znacny pocet genetickych onemocnéni. Ackoli neni mozné
vyloucit zakladni riziko v obecné populaci, kdy se dité muze narodit s genetickou poruchou, je
mozné provadét screening prenasecii na urc€itd onemocnéni, kterd omezuji pravdépodobnost
jejich vyskytu. Klinicka uzitecnost genetického testovani v reprodukéni mediciné by neméla

byt posuzovana podle schopnosti objevit pienasece, ale podle schopnosti piedchazet
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postizenym détem. Pii odhadovani pozdéjsiho rizika kazdé choroby se musi brat v potaz
pravdépodobnost, ze kromé darce mlze byt prenaseCem taktéz piijemce. Navic ndklady na péci

0 tyto postizené déti jsou drazsi nez provadét genetické testy na darcich [35, 37, 38, 39, 40, 41].

Bylo zaznamenano mnoho riznych metod pro stanovovani poctu kopii SMN1. Jednalo
se napiiklad o metodu SSCP (single-strand conformation polymorphism, jednovlaknového
konformaéniho polymorfismu), coz je jednoducha, velice senzitivni a efektivni technika
k detekci mutaci typu zamény jedné baze. Mezi dal§i zminované metody patiila polymerazova
fetézova reakce (PCR, polymerase chain reaction), metoda RFLP (restriction fragment length
polymorphism, polymorfismus délky restrik¢nich fragmentt), metoda DHPLC (denatured high
performance liquid chromatography, denaturaéni vysokotlakové kapalinové chromatografie)
a real-time kvantitativni PCR. Dale byla uvedena nova metoda MLPA (multiplex ligation-

dependent probe amplification) [42].

MLPA je moderni kvantitativni molekuldrni metoda. U ptipadi SMA zlepsuje
diagnostiku tim, ze zaroven identifikuje pocet kopii n€kolika cilovych sekvenci v genu SMN1
a v blizkych genech. Pouzitim MLPA v klinické diagnostice byly identifikovany céstecné
delece SMNI1. Tyto mutace by nebyly zaznamenany b&éznymi diagnostickymi metodami.
MLPA miize byt pouzita pro detekci deleci a duplikaci. MLPA je rychla diagnosticka metoda,
ktera kromé detekce homozygotni absence SMNI1 také odhaduje pocet SMN2 a identifikuje
jednotlivce s heterozygotni absenci SMN1, kteti mtizou potencialné mit SMA kvuli drobnym
intragennim mutacim ve zbyvajici SMNI1 kopii. Tito mozni slozeni heterozygoti mtizou byt
tedy okamzité identifikovani pro dalsi analyzy, jako je napf. sekvenovani kddujicich oblasti
SMNI nebo analyzy mRNA pro SMN1 a SMN2. To plati 1 pro dalsi kvantitativni metody,
napiiklad pro real-time PCR. Piestoze je MLPA spolehliva metoda, testy v klinickém prostiedi
by mély byt provadény alespon dvakrat. Také by tyto testy mély byt vzdy porovnany
s dvojitymi testy dobie charakterizovaného, znamého normalniho referencniho vzorku
a znamého referencniho vzorku pfenasece. Referencni vzorky by mély byt vzdy zahrnuty do

klinického testovani SMA s pouzitim MLPA [43].
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4 TYPY SPINALNI MUSKULARNI ATROFIE

Spinalni svalovéa atrofie muze byt rozdélena do Ctyt kategorii na zaklad¢ véku nastupu

onemocnéni a podle dosazené motorické funkce [44].

Nékolik studii predlozilo vztah mezi fenotypem a genotypem u pacienta se SMA, ktery
naznacoval, ze zvySeny pocet kopii SMN2 genu souvisi s mirngj$imi formami a udrzenim
motorickych funkci. Pacienti se SMA I. typu maji vétSinou skute¢nou homozygotni deleci
SMN1 a vlastni jednu nebo dvé SMN2 kopie. Mnoho jedinct s II. nebo III. typem SMA ma
absenci SMN1 nésledkem genové konverze SMN1 na SMN2, coz zvysuje pocet SMN2 kopii
a tyto osoby pak maji tii SMN2 kopie, v ptipadé¢ SMA 1I. typu, nebo tii az ¢tyii SMN2 kopie
pii SMA 1II. typu. Pacienti se SMA IV. typu maji Ctyfi nebo vice kopii. U jednotlivet, kteti
maji pét a vice kopii SMN2, byl pozorovan vyvoj velmi mirnych symptomt SMA. Vyssi pocet
SMN2 kopii u pacientli s mirngj$im fenotypem muze byt vysvétlen vySe zminénou teorii
genové konverze SMN1 na SMN2. Specificka korelace mezi poctem kopii SMN2 a zavaznosti

onemocnéni na individualni arovni v§ak nebyla prokazana [45, 46].

Odhadovana délka zivota zavisi na typu SMA. Jedinci se SMA I. typu se vétSinou
dozivaji kojeneckého veku, avSak diky soucasné hodnotné péci, zdravotnickym
a kompenza¢nim pomiickam se mlize délka Zivota zna¢né prodlouzit. Déti s timto typem SMA
se dozivaji déle hlavné zasluhou umélé plicni ventilace. V ptipadé SMA II. typu dochazi
k amrti v prvni az druhé dekadé¢ zivota, ale opét se vlivem péce muze zivot prodlouzit az do
tieti nebo ¢tvrté dekady. Pacienti se SMA III. typu se zpravidla dozivaji jesté déle a jedinci

s poslednim IV. typem SMA se dozivaji normalniho véku [47].

41 SMA I. typu — akutni infantilni forma (Werdnigiv-Hoffmanniv

syndrom)

24

ptredstavuje piiblizn€ 50 % pacientli s diagn6zou SMA. Obtize pii SMA L. typu jsou patrné jiz
pii narozeni, nebo se objevi do Sesti mesicii véku. Mezi hlavni pfiznaky patii hypotonie se
svalovou slabosti, kterd zpiisobi opozdéni motorického vyvoje a poruchy kontroly hlavy.
DalSimi projevy miiZze byt hyporeflexie ¢i areflexie, vyskytuji se také fascikulace jazyka.
U nékterych jedincii je tfeba pouZzit sondovani kvili problémim S polykdnim a piijmem

Y Vv

prenatalni nastup onemocnéni. Soucasné se zdvaznou slabosti a kloubnimi kontrakturami pti
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narozeni, byla tato forma oznacena jako SMN 0. U nékterych déti se také mizou ukazat kostni
zlomeniny a extrémné¢ tenka zebra. V rdmci SMA 1. typu miizou byt definovany tii podskupiny
lisici se zavaznosti klinickych ptiznakd. Prvni zahrnuje zavaznou slabost od narozeni nebo od
novorozeneckého obdobi a kontroly hlavy u téchto jedinci neni nikdy dosazeno. Druha
podskupina se od prvni li§i nastupem slabosti obvykle do 2 mésicti od novorozeneckého obdobi,
ale kontroly hlavy neni také nikdy dosazeno. Do treti podskupiny se zarazuji jedinci, u kterych
slabost nastupuje po novorozeneckém obdobi, ale je u nich dosazeno kontroly hlavy. Spontanni
pohyblivost je obecné Spatna. Slabost je vétSinou symetricka, vice proximalni nez distalni, dolni
koncetiny jsou vétSinou slabsi nez horni. Déti SMA 1. typu si nikdy nedokazi sednout bez
podpory. Aspira¢ni pneumonie je dtilezitou pfi¢inou nemocnosti a imrtnosti. Vétsina déti umira
do 18 mésicti véku. Byly také zaznamenany ptipady se zdvaznym SMA I. typu (hlavné nesouci
1 kopii SMN2), pii kterych jedinci méli navic srde¢ni vady. Zavedenim umélé plicni ventilace
1ze docilit vyrazného prodlouzeni véku, ale pacient je neustale zavisly na pomoci druhych.
Postupné vsak dochazi ke zhorSovani motorickych funkci, pouze u hornich koncetin zlstava
motorika zcasti zachovana. Dédi¢nost je zpravidla autosomalné recesivni, vyjimecné i X-
recesivni. Vhodnou diagnostikou je EMG (elektromyografické) vysetfeni nebo svalova biopsie
[3, 4, 44].

4.2 SMA I1l. typu — prechodna pozdné infantilni forma (chronicky typ

Werdnigova-Hoffmannova syndromu)

SMA 1II. typu je druhou nejcastéjsi a stfedn¢ tézkou klinickou formou, kterd je
charakterizovana nastupem mezi 7 a 18 mésici véku. Mezi projevy patii symetricka svalova
slabost (spise dolnich koncetin), hypotonie, hyporeflexie az areflexie. Pacienti dosahnou
schopnosti sedét bez podpory a né&kteti z nich jsou schopni stat, ale neziskdvaji schopnost
nezavislé chlize. Bézny je také jemny tfes hornich koncetin. Kloubni kontraktury a kyfoskolioza
je velmi Casta a miize se vyskytovat v prvnich 5 letech zivota u pacientt s vice zavaznym SMA
Il. typu. Vyskytovat se také muze slabé polykani, ale neni tak bézné, zatimco slabost zvykacich
svalll mnohem castéji postihuje schopnost jedince zvykat. Zavaznost SMA 11. typu je rizna, od
slabych déti, které jsou vice nachylné k respiracnim problémiim a Casnym skoliézam, po
relativné siln€j$i déti, které maji mnohem silngj$i trup, koncetiny 1 dychaci svaly. U slabSich
pacientll se muze vyvinout respiracni selhani, které vyzaduje mechanickou ventilaci. Dédi¢nost

u tohoto typu byva autosomalné recesivni, vzacné¢ X-recesivni, vyjimecné se vyskytuji
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I dominantn¢ prenosné formy. Chlapci byvaji postizeni castéji nez divky. Vhodnou

diagnostikou je EMG vysetieni a molekularné genetické vysetteni [3, 4, 44].

4.3 SMA IIl. typu - juvenilni/¢asné adultni forma (Kugelbergiiv-

Welanderové syndrom)

SMA III. typu se fadi mezi lehké, nepfili$ Casté, klinické formy S chronickym prib&hem.
K obtizim dochdzi az po prvnim roce zivota a nejcastéjsimi ptiznaky jsou poruchy chiize kvuli
symetrickému ¢i asymetrickému oslabeni hlavné dolnich koncetin. Rizikem jsou rozvoje
kontraktur a skoliozy. SMA tohoto typu zahrnuje klinicky heterogenni pacienty, kteti obvykle
dosahuji nezavislé chiize. Behem rané¢ho détstvi se vSak vyviji proximalni svalova slabost
a nekteti mohou potiebovat invalidni vozik jiz v détstvi, zatimco ostatni mizou pokracovat
v chlizi a zit produktivni dospély Zivot s mensi svalovou slabosti. U pacientt, kteti nemohou
chodit se Casto rozvijeji skoliozy a dal$i zdravotni problémy, které souvisi se Spatnou
pohyblivosti, a to napf. obezita ¢i osteoporéza. U mnoha také postupné dochazi K postizeni
proximalniho svalstva hornich konéetin, mimického svalstva a jazyka. Obvykle se vySetfuje
EMG a svalova biopsie. Dédi¢nost byva autosomalné recesivni, méné autosomalné dominantni

a X-vazana [3, 4, 44].
4.4 SMA IV. typu — vlastni adultni forma (Aranav-Duchenneiv syndrom)

SMA 1V. typu je lehkou klinickou formou toho onemocnéni S benignim prib&éhem.
K nastupu prvnich obtiZi dochazi v dospélosti (vice nez 18 let) a jedna se zejména o proximalni
svalovou slabost. Tato skupina zahrnuje pacienty, kteti jsou schopni chodit v dospélosti a jsou

bez respiracnich i nutri¢nich problému [3, 4, 44].

Vsechny ¢tyfi typy SMA jsou piehledné shrnuty v Tabulce 1.
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Tabulka 1 — Klasifikace a typické klinické projevy SMA. Upraveno podle: Zdroj tabulek [1]

Vék
Maximalni  Vék
Typ SMA nastupu Typické piiznaky nemoci
. funkce pFi amrti
nemaoci
svalova slabost a hypotonie, zhorSena
I typ (t&zk4) kontrola hlavy, slaby plac a kasel,
) ménénez2  potize s polykanim a kontrolou ustni
- 0-6 mésict nikdy nesedi
Werdnigiv- roky sekrece, ¢astd nemocnost v disledku
Hoffmanniiy syndrom nedostateéné ventilace a aspiraéni
pneumonie
opozdéni motorického vyvoje, nizké
nikdy vice nez 2 prirastky hmotnosti, mirny kasel,
I1. typ (stifedni) 7-18 mesict )
nestoji roky slaby ties rukou, kloubni kontraktury
a skolioza
II1. typ (mirna)
vice nez 18 schopny stat kolisava svalova slabost, v prib&éhu
Kugelbersgii . dosp¢lost ) .
ugelberguy- mésici a chodit Zivota ztrata schopnosti chiize
Welanderové syndrom
B normalni svalova slabost pfevazné pazi a
dospélost normalni ) )
, délka zivota  nohou, a to az po 20. — 30. roce zivota
adultni forma

4.5 Non-5g-formy SMA

Zminéné dédicné onemocnéni motoneurontl, spinalni muskularni atrofie, je zptisobené
mutacemi v genu SMN (SMN1). Je v§ak znamo mnoho dal$ich genetickych onemocnéni téchto
motorickych neuroni, které jsou zapfic¢inény mutacemi v jinych genech. Tyto geny se nachazi

mimo oblast genu SMN, nalézajicim se na chromozomu 5, a proto nesou oznaceni non-5¢-

formy SMA. Spoleénym znakem, 5q-SMA i non-5g-SMA, je naptiklad svalova slabost [5].

4.6 Moznosti lécby

Ptestoze doposud neexistuje kauzalni 1€cba spindlni muskularni atrofie, symptomaticka
terapie podstatné meéni kvalitu Zivota a veék doziti pacientli. Cilem symptomatické 1écby je
predejit kloubnim kontrakturdm, deformitdm patete, dechové nedostatecnosti aj. Dllezitym

prostiedkem symptomatické 1é¢by je kromé 1ékové a genové terapie i rehabilitace [3, 4, 13].
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Terapeuticky vyvoj pro SMA byl od objeveni genu v roce 1995 urychlen naptiklad diky
cilenym postuptim ke zvySeni mnozstvi SMN proteinu, ale také zasluhou rozvoje zvitecich

modelu [48].

vvvvvv

byly zaméfeny na inhibitory histonovych deacetylaz (HDAC, histone deacetylases)
a souvisejici mechanismy. Inhibitory histonovych deacetyldz jsou jednou skupinou 1éciv,
u kterych se zjistilo, ze zvySuji promotorovou aktivitu SMN2. Zékladnim epigenetickym
mechanismem pro regulaci genové exprese je acetylace a deacetylace vybranych lysint
v histonech chromatinu. HDAC jsou enzymy, které deacetyluji histony chromatinu a vytvari
tésn¢ stocenou, transkripcné potlacenou oblast chromatinu, a proto inhibitory téchto enzymi
aktivuji genovou expresi. Bylo zamysleno, Ze inhibice HDAC miZe indukovat transkripci
SMNZ2 a v disledku by se pak zvysilo mnozstvi celkovych SMN2 transkriptl, coz by vedlo
K vétsimu mnozstvi plné funkéniho SMN proteinu. Prvnim HDAC inhibitorem, ktery vedl ke
zvySeni SMIN2 transkripce, byl butyrat sodny. Nasledné byla ukazana zvySend exprese SMN2
I u fenylbutyratu, kyseliny valproové, trichostatinu A aj. HDAC inhibice vSak neni specificka
pro SMN2, a proto mize dochazet k vedlejSim ucinkiim. U vétSiny vSak zatim nebyl prokazan

dlouhodoby klinicky piinos pro pacienty se SMA [48, 49].

Antisense oligonukleotidova terapie je experimentalni metoda, kterd ma za cil
poskytnout synteticky fetézec nukleovych kyselin, ktery vaze specifické regulaéni misto na pre-
mRNA, ¢imZ modifikuje rozpoznavani exonu. Antisense (protismérné) oligonukleotidy jsou
sekvence oligonukleotidd, které jsou komplementarni k mRNA. Sparovani obou sekvenci
znemozni translaci mRNA a tim i expresi piislu§ného genu. Nusinersen (Spinraza) je antisense
oligonukleotid vyvinuty spolecnosti Ionis a Biogen, ktery se vaZze na SMN2 pre-mRNA
a opravuje splicing. To zvysi zahrnuti exonu 7 v SMN2 pre-mRNA, ¢imz se podpofi zvySeni
produkce plné€ funkéniho SMN proteinu. Nusinersen byl schvalen v USA pro pouziti vSech typa
SMA, zplsobenymi mutacemi na chromozomu 5q, vV roce 2016 a ke konci roku 2016 byl
predlozen Evropské 1ékaiské agenture (EMA, European medicines agency). Cena jedné injekce
byla stanovena na 125 000 $, coz je ptiblizné 3 250 000 K¢ [48, 49, 50].

Spinraza byla pro EU registrovana dne 30. kvétna 2017 a od toho data je i registrovanym
lékem v CR. Davkovani je dlouhodobé a sklada se znékolika davek nasycovacich
a udrzovacich. Tento 1€k neni hrazen ze zdravotniho pojiSténi pfi poskytovani ambulantni

zdravotni péce a jeho cena tedy neni regulovana. Lze vSak vyuzit Zdkona €. 48/1997 Sb.
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0 vefejném zdravotnim pojisténi a 0 zmén¢ a doplnéni neékterych souvisejicich zdkont, ve znéni
pozd¢jsich predpist. Ten umoziiuje, aby zdravotni pojistovna uhradila 1€k, ktery sice neni
hrazen, ale je jedinou moznosti pojisténce z hlediska jeho zdravotniho stavu. Pripravek
Spinraza tedy obsahuje 1é¢ivou latku nusinersen, ktera spada do skupiny 1é¢iv pod nazvem
antisense oligonukleotidy a slouzi k 1é€b& spinalni muskularni atrofie. Pfed podanim tohoto
ptipravku je nutné provést vySeteni krve a moci. Bylo totiz zjiSténo, ze 1éky z té skupiny
ovlivituji krevni desticky, které napomdhaji srazeni krve a také ovlivnuji funkci ledvin.
Spinraza se podava pomoci lumbalni punkce a provadi se vpichem jehly v bederni oblasti pateie

[51, 52, 53].

Dalsi experimentalni technikou je genova terapie, pii které se geny vkladaji do bunék
prostfednictvim virového vektoru. Geny muzou byt dodany systémové injekei vektori
intravendzn€ nebo piimo do mozkomiSniho moku k infikovani neuront. Genova terapie také
ukazuje slibné vysledky v piipadech SMA. Dosavadni zkuSenosti ukazaly, Ze 1écba je vice

efektivni, kdyz se zahaji co nejdiive [48, 49].
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5 DIAGNOSTIKA SPINALNI MUSKULARNI ATROFIE

Diagnostika tohoto onemocnéni se provadi v rodinach s vyskytem SMA a u dalSich
ptibuznych, u nepiibuznych partnerti, ktefi jsou pienasSeci SMA, u darci gamet, pro ucely
prenatalni diagnostiky aj. Diagnostika SMA je zalozena na anamnéze, klinickém vySetfeni
pacienta, pficemz by méla byt potvrzena genetickym testovanim. Genetické vySetieni se sklada
Z konzultace, klinického a laboratorniho vySetieni. Dale se provadi vySetteni EMG

(elektromyografie) a popft. také svalova biopsie [4].

Jak jiz vyplyva z nazvu bakalaiské prace, diagnostika bude zaméfena zejména na
vySetfeni prenaSecstvi u darcti gamet, nikoliv na vS§echny moznosti vysetieni SMA. Diagnostika
se bude tykat metody MLPA, ktera je hojné pouzivana pti vysetieni darci gamet, ale je také
vyuzivana pro pacienty se SMA. Nicmén¢ standardni postup pro diagnostické hodnoceni SMA,

nejen u pienasect, je znazornén v Ptiloze 2.
5.1 Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)

5.1.1 Primarni material

Jak jiz bylo zminéno dfive, u potencidlnich darct vajicek ¢i spermii se pied zafazenim
do programu darcovstvi provadi mimo jiné i odbér krve pro genetické vySetteni. Toto vySetieni
zahrnuje jak vySetfeni chromozomalni (cytogenetické), tak i vySetfeni molekuldrné-genetické.
Vysetfuje se nosiCstvi nejcastéjSich mutaci genu cystické fibrézy a pienaSecstvi spinalni
muskularni atrofie. Dédi¢nost obou téchto zavaznych onemocnéni je autosomalné recesivni.
Vysetifeni SMA se provadi s lidskou DNA odvozenou z periferni krve. Tato krev musi byt pro
analyzu nesrazliva (odbér do K3-EDTA, nebo citratu sodného) [54, 55, 56].

5.1.2 Metodika

MLPA je semi-kvantitativni metoda, ktera se vyuziva pro stanoveni relativniho poctu
kopii az 60 sekvenci DNA v jediné multiplexni PCR reakci. MLPA je schopna rozlisit sekvence
liSici se pouze jednim nukleotidem. Metoda je snadno pouzitelnd a muize byt provadéna
v mnoha laboratotich, protoZe vyZaduje jen zatizeni pro kapilarni elektroforézu a termocykler

[57, 58].

Principem MLPA je amplifikace (za pouziti jednoho paru primert PCR) az 60 sond.
Kazda z nich detekuje specifickou DNA sekvenci, kterd ma délku ptiblizn¢ 60 nukleotidd.
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Smés MLPA sond se pfidava ke vzorku po denaturaci

DNA. Kazda MLPA sonda je slozena ze dvou
oligonukleotidli, ty okamzit¢ hybridizuji k ptilehlym
cilovym sekvencim, aby doslo ke spojeni do jedné sondy.
Délka amplikonu je jedine¢na pro kazdou ze sond v MLPA
kitu. Nésleduje PCR reakce, kdy dochéazi k soucasné
amplifikaci vSech ligovanych sond pomoci stejného PCR
paru primerd. Jeden zPCR primerid je fluorescenéné
znaCeny pro vizualizaci amplifikacnich produkti
v pribéhu separace fragmentli. Separace se realizuje na
ptistroji kapilarni elektroforézy. Vysledkem separace je

specificky elektroforeogram. Relativni vySka kazdého

1 DNA denaturace

2 Hybridizace sondy
ke vzorku DNA

Ligace
3 hybridizovanych
sond

4

PCR amplifikace
ligovanych sond

Kapilarni
S5 elektroforéza PCR
produktu

piku jednotlivych sond ve srovnani s vySkou pikti sond

vV referenénich vzorcich DNA odrazi relativni pocet kopif, 6 AmbzigE }

jez odpovidaji cilové sekvenci ve vzorku. Pro analyzu
vysledkii se pouziva pocitatovy software. Jednotlivé
kroky MLPA jsou zjednodugené znazornény na Obrazku ~ OPrézek 14 —Jednotlivé kroky MLPA.

Upraveno podle: Zdroj obrazkt [12]
14 [57].

MLPA detekuje zmény v poc€tu kopii exonit 7 a § SMN1 a SMN2 u ptenaseci
onemocnéni spinalni muskularni atrofie (SMA). VétSina pacienti se SMA vykazuje
homozygotni deleci exonu 7 SMNI, nékteti vSak vykazuji kombinovanou heterozygotnost
s bodovou mutaci na jednom chromozomu a deleci ¢i genovou konverzi na druhém
chromozomu. Tato bodovd mutace timto testem nebude zaznamenidna a méla by byt
identifikovana pomoci sekvenovani. VétSina prenasect je identifikovana diky pritomnosti
jedné kopie SMN1 exonu 7. Néktefi v§ak miZou mit dvé kopie SMNT1 na jednom chromozomu
a na druhém chromozomu Zadnou (,,2+0“ genotyp). Analyzou nelze rozliSit genotyp ,,1+1%
a genotyp ,,2+0% (tichy prenasec), tudiz v obou situacich jsou detekovany dvé SMNI1 kopie, coz
vede k falesné negativnim vysledktim [55].

Pro zjisténi ,,statusu® SMA prenaSeCe je nejdulezitéjsi stanoveni poctu kopii SMNI
pomoci SMN1 exon 7 sondy. Tato sonda ma ligacni misto v tranzici C na T v exonu 7. Signal
ze sondy SMNI1 exon 8 udava pocet kopii SMN1 exonu 8. Asi 95 % vzorkll ma stejny pocet
kopii SMNI1 exonu 7 a exonu 8. Exon 8 SMN1 genu pfii vySetfeni potvrzuje pocet kopii genu

SMN. Pocet kopii SMN2, zjisténych SMN2 exon 7 sondou, ma vyznam pro pacienty se SMA,
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ale nema zadny vliv na prenase¢e SMA. Cim vice kopii SMN2, tim mirn&jsi piiznaky
onemocnéni. SMN2 exon 8 sonda pak vétsinou potvrdi vysledky stanoveni SMN2 exonu 7. Pi

MLPA by se mé¢ly pouzivat referen¢ni vzorky a pozitivni kontrolni vzorky DNA [4, 55, 56].

PienaSeci tedy maji vétSinou jednu normalni a jednu mutovanou kopii SMNI1
aneprojevuji se u nich zadné ptiznaky onemocnéni. Stanovenim poctu kopii SMN1 genu Ize

odhalit vétsinu pfenasectt SMA, nez se narodi postizené dité [56].
5.1.3 Interpretace vysledki

Ocdekavanymi vysledky jsou pocty kopii exonu 7 a 8 SMN1 genu:

- exon 7: 0 kopii, exon 8: 0 kopii — pozitivni nalez, diagnéza SMA
- exon 7: 0 kopii, exon 8: 1 - 2 kopie — pozitivni nalez, diagn6za SMA
- exon 7: 1 kopie, exon 8: 0 - 2 kopie — pienase¢ SMA

- exon 7: 2 kopie, exon 8: 0 — 2 kopie — pravdépodobné neni pienase¢ SMA [4].

Podrobnéjsi hodnoceni vySetiteni SMA metodou MLPA je znazornéno v Tabulce 2.
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Tabulka 2 — Hodnoceni vySetfeni SMA metodou MLPA. Upraveno podle: Zdroj tabulek [2]

Nalez Zavér Vysvétleni
SMA symptomy
SMN1 chybi, neni pfitomna zadnéa kopie SMN1 exonu 7. Absence
SMA pacient obou kopii SMN1 exonu 8 je potvrzenim.
SMNI1 exon 7: 0 kopii
SMNI1 exon 8: 0 kopii
SMA symptomy
SMN1 chybi, nejsou detekovany zadné kopie sekvence SMN1 exonu
; 7.V dusledku genové konverze, 1 nebo vice kopii SMN1 exonu 8
SMNI exon 7: 0 kopii | SMA pacient & P
jsou patrné zaclenény do SMN2 genu.
SMNL1 exon 8: 1 nebo
vice kopii
SMA symptomy Jestlize ma pacient piiznaky SMA, ale je pfitomna jen jedna kopie
SMNI exonu 7, miize pacient spadat do skupiny s kombinovanou
SMA pacient g 2 ” g e S0
heterozygozitou. Sekvenovanim by se mél odhalit defekt zbyvajici
SMNL1 exon 7: 1 kopie SMN1 kopie.
bez SMA symptomu
Jedna kopie SMN1 chybi, dana osoba je pienase¢. Neptitomnost
SMA pi‘enase¢ o 3 : .
SMNL exon 7: 1 kopie jedné kopie sekvence SMN1 exonu 8 je potvrzenim.
SMNL1 exon 8: 1 kopie
bez SMA symptomi
Jedna kopie SMN1 chybi, dana osoba je pfenasec.
a) Kvuli genové konverzi, 1 (nebo vice) kopii SMN1 exonu 8 byly
SMN1 exon 7: 1 kopie | SMA pFenaet zaélenény do SMIN2 genu.
a) SMN1 exon 8> 1
kopie b) SMN2 exon 8 kopii nahradila kopie SMN1 exonu 8.
b) SMN1 exon 8 =0
Rz et Pravdépodobné tato osoba neni pienaseg, ale je zde mala moznost, ze
pravdépodobné
neni SMA obé kopie SMN1 mohou lezet na jednom chromozomu (ptiblizné 3 —
prenasec 8 % prenasecu).

SMNL1 exon 7: 2 kopie
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6 ZAVER

Predlozena bakalaiska prace predstavuje problematiku dédi¢ného onemocnéni, spinalni
muskularni atrofie, ktera se se svou incidenci fadi mezi vzacné choroby. Prace se zaméiuje na
geny SMN1 a SMN2, jenz maji pti SMA klicovou roli. Pozornost je mimo jiné vénovana také

darctiim gamet a diagnostice pienasecstvi.

Prvni kapitola je zaméfena na historii onemocnéni. Dulezitymi milniky, které je tfeba
zduraznit, je rok 1891, ve kterém byla SMA poprvé popsana a taktéz rok 1995, kdy se zjistilo,
ze vétSina pripadi SMA je zptisobena homozygotni deleci v genu SMN1, nachazejicim se na
chromozomu 5g13. V prvni kapitole je také komentovana charakteristika onemocnéni a jeho
dédicnost. Dozvidame se zde naptiklad, Ze spinalni svalova atrofie je choroba, ktera postihuje
alfa-motoneurony ptednich roh misnich, coz vede ke svalové slabosti a atrofii. Dale je zde
zminéno, ze se SMA se rozd¢€luje do ¢tyt skupin podle véku néstupu onemocnéni a podle jeho

zavaznosti. Dédi¢nost tohoto onemocnéni je prfevazné autosomalné recesivni.

V dalsi ¢asti prace nalézame informace o genech SMN1 a SMN2 a proteinu SMN, ktery
je témito geny produkovan. Vyzdvihnuty jsou zejména rozdily mezi geny, které ovliviuji
mechanismus pre-mRNA splicingu, a tim i tvorbu pIné funk¢niho a stabilniho proteinu SMN.
Shrnuta je nepochybné také funkce proteinu SMN, resp. SMN komplexu, jehoz slozkou je pravé
zminény SMN protein. Soucasti tohoto useku jsou také genetické mutace genu SMN, které jsou

zodpovédné za vznik spindlni svalové atrofie.

Tteti kapitola se zabyva darcovstvim gamet, tzn. nalezitostmi spojenymi s darovanim
a taktéz samotnym pribéhem darovani. Pro spravné porozumeéni s danou tématikou je do
kapitoly zafazen také proces tvorby téchto gamet, tedy proces tvorby vajicek (oogeneze)
a spermii (spermatogeneze). DuleZitou soucasti je vySetieni SMA u darci gamet, kde je
zdlraznéno, ze je vhodné provadét genetické testy u potencidlnich darcli gamet, zejména kdyz
je pfijemce znamy pienase¢. DalSim argumentem, ktery zdavodiuje testovani, je napiiklad

¢asny nastup symptomil u postizenych jedincli a nedostatek dostupné 1écby.

Jak jiz bylo zminéno vyse, spinalni svalova atrofie miZe byt rozdélena do 4 skupin podle
véku nastupu onemocnéni a podle stupiili zavaznosti. Pravé toto rozdéleni je vysvétlovano ve
ctvrté kapitole, kde se kromé toho dozvidame 1 0 moZnostech 1écby. Nyné&j$i nadé€ji pro pacienty

se SMA je Nusinersen (Spinraza), coz je antisense oligonukleotid, ktery se vaze na SMN2
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mRNA a opravuje splicing. Tim podporuje zvySeni produkce plné funkéniho proteinu SMN,

ktery je nezbytny pro Zivotaschopnost motorickych neuronti.

Posledni ¢ast prace se zaméfuje na diagnostiku prenasecstvi SMA pomoci metody
MLPA, coZz je moderni kvantitativni molekularni metoda vyuzivana jak k diagnostice

pfenasedstvi, tak i u pacientu trpicich SMA.

Cilem bakalaiské prace bylo shrnout aktualni poznatky o nervosvalovém onemocnéni,
zvaném spinalni muskularni atrofie, dale objasnit a pfiblizit diskutovanou problematiku
testovani pienasecstvi této choroby u darcti gamet. Zavérem lze fici, ze diagnostika prenasect
SMA muze vyznamné omezit vyskyt tohoto zdvazného onemocnéni u potomku pii metodach

asistované reprodukce, aby se zefektivnil jejich pozitivni dopad.
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PRILOHY

Ptiloha 1 — Jak geny pracuji od DNA k mRNA a k proteinu. Prevzato z: Zdroj priloh [1]
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P¥iloha 2 — Diagnostické hodnoceni SMA. Upraveno podle: Zdroj priloh [2]




