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Apstrakt

Spinalna mišićna atrofija (SMA) je autozomno 
recesivna neuromišćna bolest koju odlikuje 
progresivna denervacija skeletnih mišića usled 
propadanja alfa-motoneurona i sledstvena pojava 
hipotonije, mišićne slabosti, atrofije. Cilj  rada je 
da se pokaže potencijalni uticaj broja kopija SMN2  
na  razvoj jednog od tri tipa SMA.  Ispitivanjem 
je obuhvaćeno 74 pacijenta oba pola sa kliničkom 
dijagnozom SMA i to 44 (59.4%)  ženskog pola i 
30 (40.5%) muškog pola. Pacijenti su klasifikovani 
u određenu kategoriju SMA (tip 1, 2 ili 3). Glavni 
kriterijum za klasifikaciju bio je mogućnost 
samostalnog sedenja/hodanja.  Dijagnozu SMA 
tip 1 imalo je 8 (11.3%) pacijenata, SMA tip 2  
27 (38%), dok je SMA tip 3 imalo 36 (50.7%). 
Homozigotna delecije gena SMN1 bila je 
zastupljena kod 72/74 (97.2%) pacijenta, dok je 
kod preostalih detektovana jedna kopija ezgona 7 i 
8 SMN1 gena (heterozigotni status), u kombinaciji 
sa tačkastom mutacijom na drugom alelu. Broj 
kopija SMN2 gena je bio statistički značajno niži 
kod SMA tip 1 pacijenta nego kod SMA tip 2 i tip 
3 pacijenata (p<0.001). Broj kopija gena SMN2 
je u korelaciji sa težinom kliničke slike SMA, 
što se može koristiti kao jedan od prognostičkih 
parametara kod ovog obolenja.

Ključne reči: SMA, SMN1, broj kopija SMN2 
gena, homozigotna delecija.
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Abstract

Spinal muscular atrophy (SMA) is an autosomal rece-
ssive neuromuscular disease characterized by progressi-
ve skeletal muscle denervation due to deterioration of the 
alpha-motoneurons and consequently by the occurrence 
of hypotonia, muscle weakness, atrophy. The aim of our 
research is to demonstrate the potential impact of SMN2 
gene copies on the development of one of the three types 
of SMA patients in the period from 2001 to 2013 year. 
The study included 74 patients (44 females and 30 ma-
les) fulfilling clinical diagnostic criteria for SMA. The 
patients were classified in a particular category of SMA 
(type 1, 2 or 3). Ability to sit/walk unaided was taken as 
the main criterion in the patient classification. 8 patients 
were classified as type 1 (11.3%), 27 as type 2 (38%), 
while 36 (50.7%) as type 3 of SMA. Homozygous gene 
deletions SMN1 was represented  in 72/74 (97.2%) of 
the patients. Remaining two patients are compound he-
terozygotes with an absence of one SMN1 allele and a 
small mutation in the other. The number of SMN2 gene 
copies was significantly lower in SMA type 1 patients 
than in SMA type 2 and type 3 patients, which showed a 
highly statistically significant difference (p < 0.001). In 
this study we found that the number of copies of SMN2 
gene correlated with the phenotype of SMA patients by 
decreasing the severity, which can be used as one of the 
indispensable prognostic parameters of disease.

Key words: SMA, SMN1, SMN2 gene copy num-
ber, homozygous deletion. 

Uvod

Spinalna mišićna atrofija (SMA) je autozomno recesivna neuromišićna bolest koju odlikuje progresivna 
denervacija skeletnih mišića usled propadanja alfa-motoneurona i sledstvena pojava hipotonije, mišićne 
slabosti, atrofije. SMA je najčešće neuromišićno obolenje dečje dobi, nakon Dišenove mišićne distrofije sa 
prosečnom incidencijom od 1:6000 živorođene dece .1,2,3
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SMA se navodi kao jedan od vodećih naslednih uzroka smrti odojčadi, i važi za drugo najčešće fatalno 
obolenje dece nakon cistične fibroze.2,4,5 Obolenje se može javiti na rođenju ili u odraslom dobu. Tradicionala 
klasifikacija SMA uzima u obzir godine nastanka bolesti, godine preživljavanja, mogućnost kretanja i 
razvoj ostalih motornih funkcija.6,7

Ozbiljnost bolesti kao i kliničke manifestacije pokazuju kontinuirani raspon od blagih do veoma teških.8 

Karakteriše se progresivnom simetričnom slabošću mišića koja počinje proksimalno i koja ima tendenciju da 
se generalizuje. Slabost mišića je udružena sa atrofijom, hipotonijom, odsutnim ili smanjenim refleksima, 
fascikulacijama, kao i tremorom ruku. Pacijenti su očuvanih intelektualnih funkcija, a kontrakture i spinalni 
deformiteti su zajednička obeležja svih tipova bolesti. Najozbiljnija komplikacija su plućne infekcije i 
respiratorna insuficijencija. U odnosu na vreme nastanka, kliničku prezentaciju kao i maksimalni nivo 
postignute funkionalnosti, SMA se klasifikuje u sledeće tipove: SMA1, SMA2, SMA3. Na Internacionalnom 
konzorcijumu za spinalnu mišićnu atrofiju (ISMAC), koji je održan 1992. godine, postavljeni su kriterijumi 
na bazi kojih je izvršena klasifikacija SMA na tri osnovna tipa vezana za dečiji uzrast.8 Werdnig-Hoffmann-
ova bolest, SMA1 ili akutna infantilna forma bolesti, je najteži tip SMA. Najčešće se javlja u prvih šest 
meseci života, a glavna karakteristika je nemogućnost deteta da uspostavi miljokaz sedenja. Odlikuju je 
generalizovana mišićna slabost, hipotonija, nenapredovanje, dok slabost interkostalnih mišića rezultuje 
oslabljenom disajnom funkcijom. Smrt je u prve dve do tri godine života, a sa respiratornom podrškom 
granice preživljavanja mogu biti pomerene. Kod SMA2, simptomi počinju između 6. i 18. meseca života. 
Pacijenti razvijaju sposobnost sedenja, ali nikada ne uspostave miljokaz hodanja. Asisitirana ventilacija je 
često neophodna u kasnijim fazama bolesti. Tip 3, hronična juvenilna ili Kugelberg Welanderova bolest, 
počinje nakon 18 meseci života. Pacijenti mogu samostalno da hodaju, ali progresija mišićnih slabosti može 
da dovede do gubitka samostalnog hodanja.9 Prikazanoj klasifikaciji vezanoj za dečji uzrast se kasnije 
dodaje i SMA tip 4 u koju spadaju pacijenti koji imaju početak pojave simptoma u odraslom dobu (posle 
18. godine) i blag, hroničan tok bolesti sa slabom progresijom. Stoga je ovaj tip označen kao adultni oblik 
SMA. Oboleli su sposobni da hodaju u zrelom dobu i nemaju respiratorne i nutricione problem.10,11,12,13 

Gen za SMA mapira na hromozomu 5q13 i naziva se SMN (eng. survivor motor neuron).14,15 U genomu 
čoveka postoje dva tipa SMN gena koje se nalaze u dupliciranom regionu na 5q13: SMN1 gen lokalizovan je 
telomerno, dok je SMN2 gen smešten centromerno.16 Kod SMA pacijenta samo SMN1 pokazuje  mutaciju, 
dok je SMN2 gen neizmenjen. U 94% slučajeva radi se o homozigotnoj deleciji egzona 7 i 8 ili samo 
egzona 7 gena SMN1.17 U retkim slučajevima (~5%) tačkaste mutacije u jednom alelu SMN1 u kombinaciji 
sa delecijom na drugom odgovorne su za bolest. Takvi pacijenti su složeni heterozigoti.25 U određenim 
slučajevima je neophodno koristiti kvantitativne analize za određivanje broja kopija SMN1 gena, radi 
razlikovanja pacijenata sa jednom ili više kopija. Ukoliko je kod pacijenta dijagnostikovana jedna kopija 
gena SMN1, indikovano je raditi analizu prisutne SMN1 kopije u cilju identifikacije tačkaste mutacije i 
konačne potvrde dijagnoze.

Ono što dodatno doprinosi genetičkoj kompleksnosti SMA je visoka stopa de novo nastalih mutacija 
u genu SMN1 (~2%) koja je uzrok visoke učestalosti heterozigotnih nosilaca u opštoj populaciji (1/35).18 
Shodno tome, zaključuje se da je nedostatak SMN1 gena  glavni krivac za nastanak svih tipova SMA. 
Saznanje da je broj kopija SMN2 obrnuto proporcionalan težini fenotipa19 objasnilo je kako mutacija u 
istom genu može da dovede do razvoja različitih fenotipova u okviru jedne bolesti.

Osim kliničke slike, mišićne biopsije i elektromiografije, genetsko testiranje je ključni korak za dijagnozu 
ovog neuromišićnog obolenja. Do danas je razvijeno nekoliko različitih metoda za direktno analiziranje broja 
kopija gena.20,21,22 Međutim , najširu primenu poslednjih godina ima multipleks amplifikacija ligiranih proba 
(MLPA) tehnika. Ona se danas smatra zlatnim standardom u molekularnoj dijagnostici SMA, pružajući lak 
i brz sistem za analizu SMA regiona kod obolelih, kao i za detekciju zdravih nosilaca. 

Studije koje se bave analizom 5q13 regiona  pokazuju da broj individualnih kopija gena  SMN2 statistički 
značajno korelira sa fenotipom SMA pacijenata. Shodno ovom saznanju, cilj ovog rada je da ispitamo da 
li u grupi naših pacijenata broj kopija SMN2 gena bitno utiče na razvoj jednog od tri tipa SMA bolesti. 
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Materijal i metode

Istraživanje je obuhvatilo 74 pacijenta, 30 muškog pola i 44 ženskog pola (Grafikon 1). Na osnovu 
postojećih podataka i elemenata iz kliničke slike, nije bilo moguće jasno odrediti kom  tipu SMA pripadaju  
3 pacijenta. Ostali oboleli su ispunili uslove za klasifikaciju u tipove SMA. 

ženski pol
60%

muški pol
40%

Grafikon 1. Distribucija obolelih od SMA prema polu u ispitivanom uzorku
U studiji su uključeni pacijenti iz perioda od 2001 – 2013 godine sa Klinike za neurologiju i psihijatriju 

za decu i omladinu u Beogradu. 
Pacijenti su klasifikovani u određenu kategoriju SMA (tip 1, 2 ili 3) prema kriterijumima definisanim na 

Internacionalnom konzorcijumu za spinalnu mišićnu atrofiju.[8] Glavni kriterijum na osnovu kog su pacijenti 
klasifikovani u tipove bolesti se odnosio na mogućnost samostalnog sedenja/hodanja.  

MLPA je primenjena u cilju određivanja broja kopija SMN2 gena, kod  pacijenata sa prethodno utvrđenom 
homozigotnom delecijom gena SMN1 korišćenjem SSCP ili MLPA analize.[16] S obzirom da je MLPA 
relativna kvantifikaciona tehnika, svi testirani uzorci su poređeni sa referentnim uzorcima koristeći Coffalyser 
softver (MRC- Holland, The Netherlands). 

Za analizu podataka primenjene su metode deskriptivne statistike: aritmetička sredina, standardna devijacija, 
apsolutna i relativna učestalost. Za ispitivanje povezanosti među varijablama upotrebljen je Spirmanov 
koeficijent korelacije. Raspodela učestalosti homozigotnih delecija gena SMN1, kao i broja kopija gena 
SMN2 po različitim kliničkim tipovima ispitivanih SMA pacijenata su analizirani korišćenjem Hi-kvadrat 
(χ2) testa i Fisherovog testa tačne verovatnoće. Analiza je urađena sa prihvatanjem greške od 5% (α=0,05). 
U analizi je korišćen statistički IBM SPSS softver verzija 21.0.

Rezultati

Od ukupno 74   pacijenta obuhvaćenih istraživanjem, na  osnovu  postojećih  podataka , nije bilo moguće 
jasno  klasifikovati 3 pacijenta u određeni tip SMA. Dijagnozu SMA1 imalo je 8/71 (11.3% ) pacijenata, 
SMA2  27/71 (38%), dok je od  SMA tipa 3 obolelo 36/71 (50.7%) pacijenata (Grafikon 2). Medijana starosti 
iznosila je 15 godina (9-30 godina). 
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Grafikon 2. Zastupljenost  tipova SMA u istraživanju
Molekularna analiza sprovedena na prikazanom uzorku SMA pacijenata pokazala je prisustvo homozigotne 

delecije SMN1 gena kod 72/74 (97.2%) pacijenta, dok su preostala dva pacijenta bila heterozigoti sa jednom 
kopijom SMN1 gena udruženom sa tačkastom mutacijom na drugom alelu. 

U cilju ispitivanja učestalosti homozigotne delecije egzona 7 i delecije egzona 7 i 8 u različitim tipovima 
SMA, primenom Fisherovog testa tačne verovatnoće  pokazano je da ne postoji statistički značajna razlika 
u distribuciji delecija egzona 7 samostalno ili u kombinaciji sa egzonom 8 u odnosu na  tip SMA (p= 0.834).

Kod 2 od 74 analiziranih pacijenata nije uočeno prisustvo homozigotne delecije egzona 7 i 8 SMN1 
gena. Kod njih je, detektovana jedna kopija ezgona 7 i 8 SMN1 gena (heterozigotni status), u kombinaciji 
sa  tačkastom mutacijom na drugom alelu. Procentualna zastupljenost ovih heterozigota je bila 2.8. 

Tri pacijenta nisu klasifikovana u tip SMA, te tako njihov broj kopija nije analiziran. Osim kod njih, kod 
1 obolelog, sa kliničkom slikom SMA2, broj kopija ovog gena nije određen. Kod preostalih 70 pacijenata, 
broj kopija  SMN2 se kretao u intervalu od 1 do 4 sa sledećim učestalostima: jedna kopija je nađena kod 
1/70 (1.42%), dve kopije gena su nađene kod 7/70 ili (10%), tri kopije kod 43/70 (61.4%), dok su četiri kopije 
bile prisutne kod 19 od ukupno 70 pacijenta (27.1%). 

S obzirom na primarni cilj istraživanja, ispitivana je povezanost/korelacija broja prisutnih kopija gena 
iz 5q13 regiona na fenotipsku ekspresiju bolesti po tipovima SMA. Dve kopije SMN2 gena su nađene kod 
polovine analiziranih pacijenta sa akutnom formom - 4/8 (50 %) SMA tip 1 pacijenata u poređenju sa samo 
1/25 (4%) analiziranih pacijenata sa SMA tip 2 i dva ( 5.5%) SMA tip 3 pacijenata. Tri kopije SMN2 su 
nađene kod 23/26 (92%) SMA tip 2 pacijenata i kod  16/36 (44.4 %) pacijenata sa SMA tip 3. Četiri kopije 
SMN2 su bile najčešće kod bolesti sa najlakšom kliničkom slikom — detektovane su kod 17/36 (47.2%) 
analiziranih SMA tip 3 pacijenata u poređenju sa 1/26 (4%) analiziranih SMA tip 2 pacijenata i nijednim 
pacijentom SMA tip 1. Primenom Hi-kvadrat testa  dobijena je statististički visoko značajna razlika (p<0.001) 
distribucije SMN2 broja kopija u odnosu na tipove SMA. Broj kopija gena SMN2 je bio značajno niži kod 
SMA tip 1 pacijenta nego kod SMA tip 2 i tip 3 pacijenata.  (Grafikon 3.)
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Grafikon 3. Zastupljenost mutacija po tipovima SMA

Diskusija

U našoj studiji najviše pacijenata je bilo sa dijagnozom SMA tip 3 – 50.7%, a potom slede SMA tip 2 sa 
38% zastupljenosti i SMA tip 1 sa 8% učestalosti. Rezultati pokazuju da je u analiziranoj grupi pacijenata 
najučestalija najblaža forma bolesti, za razliku od SMA tip 1, što je verovatno povezano sa znatno lakšom 
kliničkom prezentacijom, dužim životnim vekom i mogućnošću preživljavanja. 

Dobijeni rezultati na ispitivanom uzorku SMA pacijenata iz Srbije, su pokazali prisustvo homozigotne 
delecije gena SMN1 kod ~ 97% obolelih (72/74) što je u skladu sa studijama u kojima se navodi zastupljenost 
delecije kod 95% do 98% pacijenata.23,24,25 Rezultati analize pokazuju visok procenat zastupljenosti 
homozigotne delecije gena SMN1 kod obolelih osoba i stoga nedvosmisleno potvrđuju da delecija ovog 
gena predstavlja glavni uzrok SMA.

Prema literaturnim podacima, oko 5% pacijenata su nosioci heterozigotne mutacije, odnosno SMN1 
delecije jednog alela i moguće tačkaste mutacije drugog.27,28 U našoj studiji, primenom MLPA metode, 
kod 2 (2.8%) pacijenta je utvrđeno prisustvo jedne kopije ezgona 7 i 8 SMN1 gena, kao i prisustvo tačkaste 
mutacije u drugom SMN1 genu i  na taj način potvrđena složena heterozigotnost, kao uzrok SMA.

Istraživanja ukazuju na češću pojavu složenih heterozigtnih mutacija kada je u pitanju konsangvinitet.
[29] Ukoliko to nije slučaj, pacijenti koji nemaju homozigotnu deleciju bi trebalo da budu testirani na složeni 
heterozigotni status u SMN1 genu radi preciznog genetskog savetovanja.  

U ispitivanoj grupi, delecija koja obuhvata egzone 7 i 8 je bila učestalija (77.9%) od delecije samo egzona 
7 (15%). Procentualna zastupljenost delecije egzona 7 u našem istraživanju je nesto veća u odnosu na do 
sada objavljene studije u kojima se kreće od 7% do 10% SMA.30,31,32 Analiza distribucije delecije egzona 7 
SMN1 pojedinačno i delecije oba egzona 7 i 8 kod pacijenata je pokazala da ne postoji statistički značajna 
razlika u tome koji tip delecije je prisutan u različitim SMA tipovima. Ovaj rezultat potvrđuje da je delecija 
samo egzona 7 dovoljna da dovede do razvoja SMA bilo kog tipa.

U analiziranoj grupi SMA pacijenata, broj kopija SMN2 gena u SMA regionu pokazuje bitne razlike 
među obolelima različitog fenotipa. Postoji veći broj kopija ovog gena u tipu 2 ili tipu 3 SMA, nego kod 
SMA tip 1, što je u saglasnostima sa aktuelnim studijama.33,23 Polovina pacijenata sa SMA tip 1 je imala 
dve kopije SMN2 gena, dok su oboleli od SMA 2 i SMA 3 posedovali tri ili četiri kopije (Grafikon 4). Tri 
kopije gena su dominirale kod pacijenata tipa 2 obolenja, dok su kod pacijenata sa najblažom  formom  
bolesti najučestalije bile četiri kopije SMN2 gena. Lakša forma bolesti koja je praćena većim brojem SMN2 
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kopija se može objasniti činjenicom da broj kopija SMN2 delimično kompenzuje deleciju SMN1 gena, te 
tako ima uticaj na ozbiljnost oboljenja.
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Grafikon 4. Distribucija broja kopija SMN2 gena po tipovima SMA
Ono što bismo izdvojili je zapažanje da se i tipu 2 SMA javljaju dva pacijenta sa 4 kopije gena. Objašnjenje 

koje može da sledi je da, iako je broj kopija SMN2 u korelaciji sa težinom bolesti, nije isključeno da same 
SMN2 kopije nisu funkcionalno ekvivalentne te tako produkuju različite količine funkcionalnog proteina 
SMN.34 Razvojem novih metoda za kvantitativno određivanje broja kopija gena pokazano je da između 
težine kliničke slike i broja genskih kopija SMN2 postoji inverzna korelacija, što pokazuju i rezultati naše 
studije.19,23,35,36

Zaključak

Ovim istraživanjem uspostavljena je značajna korelacija između broja kopija SMN2 gena  i fenotipa 
SMA pacijenata. Zasigurno je da postoje i drugi faktori koji mogu da utiču na kliničku ekspresiju bolesti, 
te stoga, uzimajući u obzir njenu genetičku osnovu, sve veću zastupljenost asimptomatskih heterozigotnih 
nosilaca delecije SMN1 gena u populaciji, ali i činjenicu da još uvek ne postoji adekvatna kauzalna terapija, 
genetsko testiranje treba da bude ključni korak za dijagnozu ovog neuromišićnog obolenja i za adekvatno 
genetsko savetovanje.
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