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Den molekylergenetiske baggrund

for spinal muskelatrofi

Diagnostik, prognose og fremtidig behandling

Adjungeret professor Marianne Schwartz

H:S Rigshospitalet, Klinisk Genetisk Afdeling

Resumé

Proksimal spinal muskelatrofi (SMA) er en af de hyppigst fore-
kommende alvorlige genetiske sygdomme. Sygdommen skyldes
mangel pa genet SMN1. Kloning og karakterisering af SMN1 og
det naesten identiske nabogen SMN2 har givet en forstdelse af
sygdomsmekanismen. Generne koder for det samme protein, men
en enkelt baseforskel i generne medfarer den forskel i splejsnin-
gen af pree-mRNA’et, at 90% af det modne SMN2-mRNA ikke
indeholder exon 7-transkriptet. Det tilsvarende SMN2-protein er
ustabilt og ikke funktionelt. Det har vist sig, at stoffer som fenyl-
butyrat og valproat kan &ndre denne splejsning in vivo.

Proksimal spinal muskelatrofi (SMA) er en af de hyppigst
forekommende alvorlige genetiske sygdomme. Sygdommen
nedarves autosomalt recessivt, og med en incidens pa om-
kring 1:6.000 [1] forekommer den nasten lige si hyppigt som
cystisk fibrose. Anleegsbererhyppigheden er 1:35. SMA er
karakteriseret ved et fremadskridende tab af motoriske for-
hornsceller. Arsagen er en mangel pd SMNI-genet, hvilket
har fort til en enkel og sikker diagnostik. Den begyndende
forstielse af patofysiologien har ogs givet hdb om en mulig
behandling af sygdommen. I denne artikel fokuseres der pa
vor viden om den molekylergenetiske baggrund for SMA og
dennes betydning for diagnostik, prognose og en evt. farma-

kologisk behandling.

Klinisk inddeling af SMA

Inddelingen af SMA i tre typer, L, IT og III, er baseret pa debut-
alder og kliniske feerdigheder (Tabel 1) [2]. Hos patienter med
type I (Werdnig-Hoffmanns sygdom) debuterer sygdommen
inden seksméanedersalderen, og patienterne kommer aldrig til
at sidde selv, men der ofte inden for de forste to leveir. Hos
patienter med type II (intermedizr type) debuterer sygdom-
men for 18-maneders-alderen, de sidder selv, men far aldrig
gangfunktion. Den forventede livsleengde for type [I-patienter
er nedsat. Patienter med type III (Kugelberg-Welanders syg-
dom) er en mere heterogen gruppe, hvor sygdommen debute-
rer senere end i todrsalderen, og patienterne lerer at gi uden
stotte. De diagnostiske kriterier zendrer sig lobende, og der er
et tydeligt overlap mellem grupperne, iszer hvad angéar den
forventede livsleengde [3].

Tabel 1. Typeinddelingen af proksimal spinal muskelatrofi (SMA) pa
grundlag af [2].

Type Navn Debutalder Udvikling Levealder
| Werdnig-Hoffmann <6 mdr. Sidder aldrig <2 &r
] Intermedizere form  >6 mdr. Sidder, men >2 &r
ingen gangfunktion
1 Kugelberg-Welander >8 mdr. Star/gar Nar voksen-
alder
Genet

Ved hjelp af koblingsanalyser blev genet for SMA i 1990 loka-
liseret til kromosom 5q13 [4-7], men det blev forst isoleret og
karakteriseret i 1995 [8] og fik betegnelsen SMN1 (survival mo-
tor neuron 1). SMN1 er en del af en duplikeret og inverteret re-
gion. I denne region findes en nasten identisk kopi af SMNT
kaldet SMN2 (Figur 1). Begge gener bestir af otte exoner og
adskiller sig kun fra hinanden i fem ud af genernes ca. 28.000
basepar [9]. Genernes kodende dele er identiske pa ner et
basepar i exon 7 (Figur 1). Dette forer ikke til nogen forskel pa
de to proteiners aminosyresekvens, men giver anledning til
betydelige forskelle i splejsningen af pree-mRNA (se senere).

Proteinet

SMN-proteinet findes i alle veev, dog mest i rygmarven [10].
Studier af cellekulturer og forseg med transgene mus har vist,
at SMN-proteinet er nodvendigt for overlevelse. Immunhi-
stologisk farvning viser, at proteinet findes diffust i cyto-
plasma og i nuklezre strukturer kaldet GEMs (gemini of the
coiled bodies) [11]. Antallet af GEMs er korreleret til sygdom-
mens sverhedsgrad [12].

SMNT koder for et 294-aminosyrer-stort protein, der ikke
har sekvenslighed med andre kendte proteiner. Proteinet ind-
gar i splejsosomerne, som er komplekser af mange proteiner
og sma nuklezere RNA-molekyler (snRNA), der er involveret i

Exon 6 Exon 7 Exon 8
g C a a G SMN1
a T g g A SMN2

Figur 1. Forskellen p& SMN1 og SMN2 i den distale del af generne. Bogsta-
verne angiver de baser, der adskiller de to DNA-sekvenser fra hinanden.



746

VIDENSKAB OG PRAKSIS | OVERSIGTSARTIKEL

den korrekte splejsning af pree-mRNA til modent mRNA i
kernen [11]. Forbindelsen mellem denne funktion og atrofien
af de motoriske neuroner ved SMA er ikke klarlagt.

Diagnostik

Forskellen i de to SMN-geners DNA-sekvens gor det muligt at
skelne mellem disse ved en polymerasekadereaktion (PCR)-
baseret analyse, der er bade enkel og hurtig [13]. Over 95% af
alle patienter med SMA-type I og Il og over 85% af patien-
terne med SMA-type IIl er homozygote for mangel pd SMN1.
Ganske fa patienter er compound heterozygote med en dele-
tion af SMNT pa det ene kromosom og en punktmutation i
SMNI pa det andet kromosom [14, 15]. Mutationsanalyse af
disse patienter er mere vanskelig og er ikke omfattet af en
diagnostisk rutinetest.

Preenataldiagnostik og anlaegsbeaererdiagnostik

SMA nedarves autosomalt recessivt, og begge forzldre til en
patient vil normalt veere anlaegsberere. Ca. 2% af SMA-alle-
lerne er de novo-mutationer [16]. Risikoen for at f3 endnu et
barn med SMA er pd 25%. Preenatal diagnostik er mulig ved
en direkte test for SMNT pa DNA isoleret fra en chorionvillus-
biopsi taget i tiende graviditetsuge.

Raske saskende til en SMA-patient vil have ca. 67% risiko
for at veere anlaegsbzrere, og seskende til forzldre til en
SMA-patient vil have 507% risiko. Undersogelse for mangel
pa SMNI er mulig ved en semikvantitativ PCR-baseret test,
der danner grundlag for anleegsbzererdiagnostik af relevante
familiemedlemmer. Hyppigheden af anlegsberere er ca. 3%

[13].

Mutationsmekanismer

Mangel pd SMNT kan skyldes enten en deletion af SMN1, dvs.
at DNA-sekvensen rent fysisk mangler, eller fznomenet gen-
konvertering, dvs. at SMNT er blevet endret til SMN2, hvilket
er muligt pa grund af den store lighed mellem de to gener
[17, 18] (Figur 2). Herved kan der opsti kromosomer med to
kopier af SMN2 og intet SMNI. Det omvendte er naturligvis
ogsa muligt. Undersogelser har vist, at der eksisterer sygdoms-
kromosomer med nul kopier af SMN7 og 0, 1 eller 2 kopier
af SMN2, og at der findes normale kromosomer med en eller
to kopier af SMN1, 0g 0, 1 eller 2 kopier af SMN2Z [1, 19]
(Figur 2). Homozygot mangel pd SMN2 giver ikke sygdom.

SMN2

Med udviklingen af nye molekylzergenetiske test er det nu
muligt at bestemme det nojagtige antal SMNI- og SMN2-
kopier. Antallet af SMN2-kopier er direkte korreleret til typen
af SMA [17, 18, 20]. I en storre tysk undersogelse af 375 patien-
ter, der alle var homozygote for mangel pa SMN1, fandt man,
at 80% af alle patienterne med SMA-type I havde en eller to
kopier af SMN2, 82% af dem med type II havde tre SMN2-
kopier, og 96% af type IlI-patienterne havde tre eller fire
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Figur 2. A. Skitse af de forskellige mutationsmekanismer ved proksimal spinal
muskelatrofi (SMA). B. Illustration af de forskellige kombinationer af SMN1 og
SMN2 for henholdsvis normale kromosomer og kromosomer hos SMA-patienter.

SMN2-kopier [1, 21]. Der er aldrig rapporteret om patienter,
der var homozygot deleterede for bide SMNT og SMN2, og
man regner med, at denne genotype er letal. Antallet af
SMN2-kopier er ogsa korreleret til livslengden, der for type I-
patienter med kun én SMN2-kopi var 0-11 mdr., og for patien-
ter med to SMN2-kopier var <21 mdr. Antallet af SMN2-ko-
pier er sdledes prognostisk vejledende [1].

Musemodeller

Musens survival motor neuron (Smm)-gen er homologt til men-
neskets SMN, men mus har kun Sz og ingen homolog til
menneskets SMN2. Homozygot mangel pa Swz er letalt i
fosterstadiet. Knockoutmus, der er homozygote for deletion
af $mn (-/-), men er gjort transgene for humane SMN2-kopier,
har vist sig at overleve, og det kliniske billede hos disse mus er
helt athengigt af antallet af SMN2-kopier, i lighed med obser-
vationer hos mennesker. Mus med otte SMN2-kopier er
symptomfri, hvilket har underbygget hypotesen om, at for-
oget ekspression af SMN2 kunne vzre et muligt mél for be-
handling af patienter med SMA [22].

Alternativ splejsning

Som ovenfor nevnt er de to SMN-geners DNA-sekvenser
nasten identiske. Den eneste forskel i den del af generne, der
oversettes til protein, er, at i en af positionerne i exon 7 har
SMNI cytosin (C), hvor SMN2 har thymin (T). De to involve-
rede kodoner koder for samme aminosyre, men forskellen har
stor betydning for splejsningen af genernes pree-mRNA. Det
har saledes vist sig, at det pAgeldende basepar i SMN7 indgar i
en DNA-sekvens (exonic splicing enhancer (ESE)), der er ned-
vendig for bindingen af et af de proteiner, SF2/ASF, der er in-
volveret i den korrekte splejsning af pree-mRNA’et. T i denne
position i stedet for C medferer, at 90% af det modne SMN2-
mRNA ikke indeholder exon 7-transkriptet (A7mRNA) [23-
25] (Figur 3). Det tilsvarende SMN2-protein er et ustabilt, ikke
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Figur 3. Skitse af tredjedelen af SMN-genernes pree-mRNA'er og disses splejs-
ning. SMN2 mangler exonic splicing enhancer (ESE)-sekvensen, der binder
splejsningsfaktoren SF2/ASF. hTra2p1 er en svagere faktor, og kun ca. 10% af
SMN2-mRNA'et vil splejses til fuldlengde-mRNA (FL-SMN). SMNA7 mangler
exon 7-transkriptet.

funktionelt protein [26], der mangler den korrekte carboxy-
terminale del.

Forklaringen pé den observerede omvendte korrelation
mellem sverhedsgraden af sygdommen og antallet af SMN2-
kopier har vist sig at vere, at noget af SMN2-genets pree-
mRNA splejses korrekt, dvs. at det modne mRNA i nogle til-
felde beholder exon 7 (FL-mRNA, FL - fuldlzengde) og der-
ved koder for et funktionelt SMN-protein. Det er saledes
rimeligt at antage, at flere kopier af SMN2 ager maengden af
funktionelt protein hos patienterne, og det har da ogsa vist
sig, at antallet af SMN2-kopier er korreleret til antallet af
GEMs i kernen. Fuldsteendig mangel pd SMN er letal for alle
celler, og en nedsat maengde SMN berorer selektivt de motori-
ske forhornsceller.

In vivo-eksperimenter med fibroblastkulturer fra patienter
har vist, at korrekt splejsning af SMN2 er athengig af endnu
en faktor, hTra2f31 (Figur 3). Transfektion med et plasmidkon-
strukt, der indeholder genet for hTra231, gor det muligt at
overeksprimere denne faktor, siledes at der sker en nzesten
normal splejsning (>80%) af SMN2-genets pre-mRNA [27, 28].

Behandling

Det faktum, at alle SMA-patienter har mindst én SMN2-kopi
og dermed potentiale til at producere et korrekt SMN-protein,
har initieret en reekke eksperimenter i forseg pa at finde en
behandling for sygdommen. Rationalet har veret at foroge
mengden af korrekt SMN-protein ved at: 1) overeksprimere
SMN2-mRNA og 2) oge andelen af korrekt splejset SMN2-
mRNA (fuldlzengde SMN-mRNA (FL-SMN)).

En lang reekke kemiske forbindelser har veret afprovet i
béde cellekulturer og musemodeller. Stoffer som interferon
[29], natriumbutyrat [30], aclarubicin [31], valproat [32, 33] og
fenylbutyrat [34] har veret undersogt for deres evne til in vivo
bade at opregulere mangden af SMN2-mRNA ved at aktivere
promotorregionen og oge andelen af FL-mRNA.
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Bade aclarubicin, butyrat, valproat og fenylbutyrat har haft
de onskede virkninger. Aclarubicin er et kendt kemoterapeu-
tisk middel, og dets toksicitet gor det uanvendeligt til behand-
ling af bern med SMA.

Natriumbutyrat har vist sig at veere mere lovende bade i
forseg med cellekulturer og ved behandling af transgene mus,
hvor det har bevirket en tydelig foreget produktion af SMN-
proteinet i de motoriske forhomnsceller og mildnet de kliniske
symptomer hos musene [30]. Natriumbutyrat foreger forhol-
det mellem FL-SMN og A7mRNA mere effektivt end acla-
rubicin, samtidig med at det aktiverer transkriptionen af
SMN. Imidlertid nedbrydes det meget hurtigt i organismen,
og det er derfor ikke praktisk muligt at opna en effekt in vivo.
Fenylbutyrat har samme virkning som natriumbutyrat, men
nedbrydes ikke sd hurtigt. Fenylbutyrat har veret anvendt i
behandling af patienter med urinstofcyklusdefekter [35]. Be-
handling med fenylbutyrat af fibroblastkulturer fra 16 SMA-
patienter viste en signifikant foreget mangde af FL-SMN, en
foroget mangde af SMN-protein og et foreget antal GEMs
[34]. Den samme forskergruppe har nu offentliggjort resulta-
terne fra det forste kliniske studie [36]. Ti patienter med SMA-
type Il blev behandlet med fenylbutyrat i ni uger. Virkningen
pa muskelfunktionen (the Hammersmith functional motor scale
[37]) og muskelstyrke blev evalueret efter tre og ni uger. P&
trods af det lille antal patienter gav resultaterne begrundet for-
modning om, at fenylbutyrat har en gavnlig virkning. Forfat-
terne gor dog opmaerksom pa, at en dobbeltblind under-
sogelse er nodvendig, hvis man skal kunne dokumentere, at
de ojensynligt positive praeliminzre resultater er reelle.

Behandling af fibroblastkulturer fra SMA-patienter med
valproat har vist sig at forege mangden af bide SMN2-mRNA
og hTra231-mRNA, der er nedvendig for den korrekte splejs-
ning [32]. Valproat er velkendt fra behandling af epilepsi, det
er meget lovende som en mulig behandling af SMA-patienter,
og flere forsog er i gang.

Pa trods af vor viden om de genetiske drsager til SMA er
der stadig mange uleste sporgsmal. Der er ingen tvivl om, at
SMA skyldes mangel pd SMN1, men den fulde betydning af
SMN2 er ikke klar. Selv om der er en tydelig korrelation mel-
lem antallet af SMN2-kopier og SMA-typen, er denne korrela-
tion ikke entydig. Patienter med SMA-type I og tre SMN2-
kopier er beskrevet, ligesom der findes soskende, med samme
SMN-genotype, hvor den ene er syg, mens den anden er fuld-
steendig rask. Analyse af lymfoblastcellelinjer fra ni sidanne
diskordante soskendepar viste, at den raske seskende produ-
cerede en signifikant hojere mengde SMN-protein end den
syge. Dette tyder pa tilstedevarelsen af andre gener af betyd-
ning for SMA-fenotypen, sikaldte modificerende gener [38].
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