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RESUMO

A atrofia muscular espinal (AME) é uma das doendasheranca autoss6mica
recessiva mais frequentes, com uma incidéncia adtirde 1 em cada 10.000 nascidos vivos.
A AME se caracteriza por degeneracao de neurdnm®sres na medula espinal, causando
fraqueza progressiva de membros e tronco, segwedatrdfia muscular. Os pacientes s&o
classificados em AME tipo |, AME tipo Il e AME tipbl, baseado na idade de inicio dos
sintomas e na evolucédo clinica. As trés formascaa#nsdo causadas por alteracdes no gene de
sobrevivéncia do neurdnio motor (SMN1), que apriesema copia homdéloga (SMN2). Em
torno de 95% dos pacientes com AME sdo homozigo#ma auséncia do exon 7 do gene
SMN1, devido a uma delecdo desse gene ou a umarsdiovpara SMN2. A auséncia de
SMN2 ndo tem consequéncias clinicas e é encontesdaaproximadamente 5% dos
individuos normais, mas o numero de cépias de Skid@ula o fendtipo de pacientes com
AME. Devido a este espectro uniforme de mutacd@nalise molecular realizada mais
frequentemente é a deteccdo de delecdes e corwelade&xons 7 e/ou 8 dos genes SMN1 e
SMN2 nos pacientes com suspeita clinica de AMEteéNigabalho, um protocolo baseado no
sistema TagMarf foi desenvolvido e comparado com a metodologia RIER-RFLP
(restriction fragment length polymorfignatilizada no laboratério, avaliando o potencial d
aplicacdo no diagndstico molecular de pacientes édiiE. Amostras de DNA de 100
individuos com suspeita clinica de AME foram armalés pelos dois métodos. Amostras
suspeitas de apresentar conversdo foram analigatasequenciamento direto de DNA.
Homozigotos para a auséncia do exon 7 do gene Shidin identificados em 58 casos
(58%), sendo a maioria devido a delecdo desse Pestes pacientes, 56 foram classificados,
de acordo com os critérios diagnésticos revisados AME, e distribuidos da seguinte forma:
26 (46,4%) do tipo |, 16 (28,6%) tipo Il e 14 (Z&Ptipo 1. Oito casos de conversdo do gene
SMNL1 para SMN2 foram encontradas entre os pacientedistribuicdo desses casos entre as
trés formas clinicas foi a seguinte: 4 pacientesipto Ill, 3 do tipo Il e 1 do tipo I. Cinco
casos de homozigotos para auséncia do gene SMIdgh fadentificados entre os demais
individuos. A comparacdo do método PCR-RFLP conétodo baseado no sistefiagMar?’
descrito neste estudo mostrou que ambos foramiéispe@ precisos para essas analises. No
entanto, o ensaidagMarf foi mais sensivel e mais rapido e parece ser utnduédequado
para o diagnostico de AME.
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ABSTRACT

Spinal muscular atrophy (SMA) is one of the mo&gtrent autosomal recessive
disorder with an estimated incidence of 1 case &che10,000 live-births. SMA is
characterized by degeneration of motor neuronsha gpinal cord, causing progressive
weakness of the limbs and trunk, followed by mustiephy. Patients have been classified in
type -1l SMA based on age at onset and clinicalrse. All three types of SMA are caused
by alterations in the survival motor neuron gen®IN8) that also have a homologous copy
named SMN2. About 95% of SMA patients show homomggabsence of SMN1 exon 7 due a
deletion of this gene or a conversion into SMN2e Hvsence of SMN2 is found in about 5%
of individuals with no clinical phenotype, but nuembof SMN2 copies modulates the
phenotype of SMA patients. Considering this unifommtation spectrum, direct molecular
genetic testing consists basically of detectingtilghs and conversions of exons 7 and 8 of
these genes in SMA patients. In this work, we dgvel real time PCR TagM&method and
compared with the most commonly used PCR restricfrmagment length polymorphism
(PCR-RFLP) assay, evaluating the potential applinabf molecular diagnosis of SMA
patients. DNA samples from 100 individuals withnaal features of SMA were analyzed by
both methods. Besides, patients DNA samples cargiconversion event were analysed by
direct DNA sequencing. Homozygous for SMN1 exorbgemce were identified in 58 cases
(58%) being the majority due to gene deletion agttecases of gene conversion. From those,
56 were classified, according to the revised diagocariteria, and distributed as follows: 26
(46.4%) SMA type |, 16 (28.6%) SMA type Il and 126(0%) SMA type lll. In addition, gene
conversion was observed in 4 SMA type | patientSMA type Il and 1 SMA type Il patient.
Among the remaining individuals five samples wevarfd to be homozygous for absence of
SMN2 gene. Comparing PCR-RFLP method and the metlasdd on the TagM&rsystem
describe in this study, we verify that both wereqgwe and specific for these analyses.
However, the TagMdhassay was faster and more sensitive than PCR-RRHRvas shown
to be a suitable method for the diagnosis of SMA.
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1. INTRODUCAO

1.1. Atrofia muscular espinal

A atrofia muscular espinal (AME), principal causangtica de morte infantil, € uma
doenca de heranca autossomica recessiva decaleedeggeneracdo dos neurdnios motores da
medula espinal (Lunn e Wang, 2008). A AME estdeeas doencas autossOmicas recessivas
mais comuns, afetando aproximadamente 1 em 10.&8fldos vivos e com uma frequéncia

de portadores de aproximadamente 1:50 (Ogino eoWiR002).

1.1.1.Breve histérico da AME

A AME infantil (a forma mais grave da doenca) fasdrita pela primeira vez por
Werdnig e Hoffmann em trabalhos publicados em 189893 (Kostovat al, 2007). Neste
ultimo, Hoffman descreve sete casos da doenca atnogiamilias diferentes. A descri¢cdo da
forma branda de AME foi resultado de estudos deekiggg e Welander que buscaram
diferenciar pacientes com AME de pacientes comrafiat muscular. Este trabalho foi
publicado em 1956 e descrevia 12 casos de AME (Kaegge Welander, 1956). A definicdo
de uma terceira forma clinica de AME, intermediasaduas outras ja conhecidas, foi feita por
Dubowitz em 1960. Neste trabalho, pacientes corormd intermediaria de AME foram
observados em uma ala para pacientes com distnofsgular nadQueen Mary’s Hospital for

Children(Kostovaet al, 2007).



1.1.2.Manifestacdes clinicas

Os aspectos clinicos da doenca sdo causados bastegpela perda progressiva dos
neurbnios motores no corno anterior da medula akpileséo ocasiona fraqueza simétrica e
atrofia dos musculos voluntarios proximais das @&rioracos e, eventualmente, de todo o
tronco durante a progressao da doenca (Veiridl, 2006a). Os musculos proximais sdo mais
afetados que os distais e os membros inferioresnsd® fracos que os superiores (Zerres e
Davies, 1999). A gravidade fenotipica da AME ¢ &at&t variavel e o curso da doenca é
diferente do quadro de progresséo constante wstowgras doencas dos neurdnios motores
(Kostovaet al, 2007).

A eletroneuromiografia (ENMY{>de pacientes com AME mostra um padrdo de
denervagdo sem envolvimento sensorial ou sem digdioumarcante da velocidade de
conducdo nervosa (Wirtlet al, 2006a). A histopatologia dos musculos esqueletide
pacientes mostra fibras atroficas com ilhas deaditiripertréficas (Lunn e Wang, 2008). A

histopatologia da medula espinal mostra perda gomge neurbnios motores na regido do

corno anterior (Lunn e Wang, 2008).

1.1.3.Formas clinicas

A AME foi previamente dividida em trés formas otiaé: aguda ou doenca de
Werdnig-Hoffmann (AME tipo ), intermediaria ou ciiéa (AME tipo Il) e juvenil ou doenca

de Kugelberg-Welander (AME tipo Ill). Os critéripara essa classificagdo estdo baseados na



idade de inicio da manifestacdo dos sintomas, rspala doenca e na expectativa de vida dos

pacientes (tabela 1) (Zerres e Davies, 1999).

Tabela 1: Critérios de classificacdo para AME

Tipo OMIM* Idade de inicio Mais alta funcéo alcancada  Expigetae vida
tipo | 253300 0 a 6 meses nao senta até 2 anos

tipo Il 253550 7 a 18 meses senta, ndo fica em pé dolescéncia ou adulto
tipo Il 253400 acima dos18 meses  fica em pé emaani normal

thttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/query?db=0OMIM.

A AME tipo | é a forma mais comum e mais grave ddEA Os pacientes com essa

forma clinica comecam a manifestar os sintomasotbipa, paralisia flacida simétrica,

auséncia de controle do movimento da cabeca, traugerior em “forma de sino” e

fasciculacGes da lingua) antes dos 6 meses de (Hade e Wang, 2008). Esses pacientes nao

sdo capazes de sentar sem suporte e morrem agnos e idade (Zerres e Davies, 1999). A

morte geralmente é decorrente de dificuldades sigirezdo e de alimentacdo ou devido a

infeccdes respiratérias (Lunn e Wang, 2008).

A AME tipo Il é a forma intermediaria, com progré@éesmais lenta do que a AME

tipo | e com prognéstico variavel (Panoztal, 2001). O inicio dos sintomas ocorre entre 7 e

18 meses (Zerres e Davies, 1999). Os pacientesagazes de manter-se sentados sem auxilio

e alguns deles sédo capazes de, com suporte nasspéoar de pé (Lunn e Wang, 2008).

Tremores das méos sdo comuns. A expectativa detandaém é varidvel e alguns pacientes



atingem a adolescéncia e a vida adulta (Zerresvee§al999). Insuficiéncia respiratoria é
uma causa de morte frequente (Lunn e Wang, 2008).

Pacientes com o tipo Il mostram grande heteroglewe de sintomas (Farrar al,
2009). Eles geralmente conseguem caminhar sozidtgisns necessitam o uso de cadeira de
rodas na infancia, enquanto outros caminham e témwda adulta produtiva com fraqueza
muscular minima (Lunn e Wang, 2008). Os sintomasM& tipo Il se manifestam depois
dos 18 meses e a expectativa de vida é normale@erbavies, 1999).

Dentre os pacientes com AME, aproximadamente 6@¢lsdsificados como tipo |

e a segunda forma mais frequente é o tipo Il (Ogildilson, 2002).

1.2.Genética molecular da AME

O locusdas AME foi localizado no cromossomo 5q11.2-gi8&ustowicz,et al,
1990; Melki,et al, 1990). O gene encontra-se em uma regido gendroioplexa contendo
multiplas copias de sequéncias repetitivas, pserdrsge sequéncias do tipo retrotransposons
(Panozzoet al, 2001). Rearranjode novotambém foram identificados em pelo menos 2%
dos pacientes com AME, o que pode ser explicadm ipstabilidade da regido (Melkt al,
1994; Wirtet al, 1997). Estas ocorréncias de mutagiesiovopodem explicar 0 menor risco
de recorréncia que o esperado de 25% (Paretzalg 2001).

Caracterizagfes subsequentes tmwus de AME revelaram um segmento
cromossdmico duplicado e invertido (figura 1), cattanento (com tamanho por volta de 500
kb) contendo 4 genes, entre eles o gene de sobrev@/do neurbnio motosirvival of motor

neuron- SMN) (Lefebvreet al, 1995).
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Figura 1: Mapa genético dolocus da AME. As copias do gene SMN estdo localizadas em
um segmento cromossémico duplicado e invertidoromossomo 5g11.2-q13.3. SMNL1 esta
localizado na copia telomérica, enquanto SMN2 lest#izado na copia centromeérica. Outros
genes, vizinhos as copias SMN estdo representddoiechas na parte inferior indicam a
direcéo de transcricdo de cada gene.

1.2.1.Gene SMN

O gene SMN foi identificado como o gene associadd/i& (Lefebvreet al, 1995).
O gene esta dividido em 9 éxons (1, 2a, 2b, 3 a 8ompreende uma regidao de
aproximadamente 20 kb (Burglet al, 1996). Um cddon de parada, localizado no final do
éxon 7, encerra a regidao codificadora de 1,7 kbrdlBo et al, 1996). Este gene apresenta
duas cépias homologas: uma telomérica (SMN1, OMIB0D3I54) e outra centromérica
(SMN2, OMIM 601627). As duas cépias homdlogas difiefam-se em apenas cinco trocas de
bases na regido 3’, sendo uma localizada no iftyama no éxon 7, duas no intron 7 e uma
no éxon 8 (figura 2). Os dois genes sao transceit@pesar de uma das trocas de bases estar
localizada dentro da regido codificadora, nenhulteasao aminoacido codificado (Lefebwee
al., 1995; Burgleret al, 1996). Estas trocas de bases podem ser utilizsdasdiferencia-los

em analises moleculares (Wirth, 2000).



cbédon de parada
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Figura 2: Diferencas nucleotidicas encontradas ergras copias SMN1 e SMNZASs trocas
de bases que diferenciam as cépias SMN1 e SMN@2 gstitadas. A flecha indica a posicéo
do cédon de parada.

A causa das trés formas clinicas de AME esta miada diretamente com
alteracdes no gene SMN1, apesar de terem sido eadas delecbes em todos 0s genes
localizados ndocusda AME (Lefebvreet al, 1998). Em torno de 95% dos pacientes com
AME sdo homozigotos para auséncia do éxon 7 do §éiédl, causada principalmente por
delecdo desse gene (Coblaral, 1995; Hahnert al, 1995; Rodriguest al, 1995; Velasco
et al, 1996; Simarcet al, 1997). Os outros pacientes apresentam ausénganoSMN1 em
um alelo e uma mutacéo de ponto no outro alelar@is raramente, mutacées de ponto nos
dois alelos (Wirthet al, 1999; Wirth, 2000; Suet al, 2005). Cerca de 40 mutacdes raras ja
foram identificadas até o momento, sendo que adgramaioria sdo mutacdes de sentido
trocado, que alteram a funcéo da proteina SMN @roes al, 1998; Buhleret al, 1999; Sun
et al, 2005).

Entre esses pacientes homozigotos para auséncgerd® SMN1, cerca de 90%
apresentam auséncia dos éxons 7 e 8, enquant@gpaede 10% apresentam auséncia apenas

do éxon 7 (Wirth, 2000). A base molecular para é#tsmo fendmeno é a conversdo génica,



um mecanismo mutacional comum na regido da AMEogusa a conversdo do gene SMN1
para SMN2 ou vice-versa (Hahnehal, 1996; van der Steeg al, 1996; Burghes, 1997). A
regido da conversao pode abranger o gene SMNdrdgaiapenas uma parte dele (Bussagjlia
al., 1995; Hahnewt al, 1996).

A auséncia do gene SMN2 ndo tem consequénciasadire € encontrada em
aproximadamente 5% dos individuos normais (Panetzal, 2001). Porém, o numero de
copias SMN2 modula o fendtipo de pacientes com AME&pP que os niveis do seu produto
estdo inversamente correlacionados com a gravidiwiea da doenca (Pricet al, 2004;
Wirth et al, 2006b). Pacientes com formas mais brandas de AptEsentam um numero
maior de copias do gene SMN2, como resultado detesvede conversdo génica. Até o
momento, ndo existem relatos de delecao dos da@salos genes SMN1 e SMN2, sugerindo
gue esse genotipo resultaria em um feto ndo vi@aglozzeet al, 2001).

Estudos moleculares em familias com AME revelarans dipos de ocorréncias
incomuns. A primeira sdo os eventos de mutagdonovoem SMN1, encontrados em
aproximadamente 2% dos casos de AME, uma taxaddegaando comparada com a de
outras doencas autossOmicas recessivas (\@&fidh, 1997). Essa elevada taxa de mutagfies
novoem SMN1 pode explicar a alta frequéncia de portxloa populacdo em geral, apesar
da letalidade da doenca. As mutac@es novosao, provavelmente, resultados do grande
namero de seqUéncias repetidas em todocas da AME, o que predispbe esta regido a
cruzamentos desiguais e eventos de recombinacdseg@inda ocorréncia incomum € a
possibilidade de variacdo do nimero de copias de 8IN1 em um cromossomo. Cerca de
4% da populacdo normal apresenta trés copias del§JMNAndrewet al, 1997). Portanto,

um portador pode apresentar um cromossomo com aiyias do gene SMN1 e o outro



cromossomo sem o0 gene SMN1 (Mailnedral, 2001). A ocorréncia de dois genes SMN1 em
um Unico cromossomo tem graves implicacbes do atftarmento genético, pois, em testes
para dosagem de SMN1, um portador com dois gen@$lS#vh um Gnico cromossomo tem o

mesmo resultado que outro individuo ndo portader apresenta um gene SMN1 em cada

cromossomo (Wirtlet al, 1997).

1.2.2.Correlacao genotipo-fenadtipo

Vérios estudos mostraram que o numero de copi&MiN2 influencia a gravidade da
AME (Campbellet al, 1997; Feldkotteet al, 2002; Wirthet al, 2006b). Individuos normais
apresentam até trés copias do gene SMN2 e ceréaad@0% desses individuos ndo tém
nenhuma coépia deste gene. Uma ou duas coépias de2 3diaim encontradas em 95% dos
pacientes com AME tipo |, enquanto que 100% dogep#es com o tipo Il apresentavam trés
ou mais copias do gene (Mailmat al, 2001). Além disso, trés casos raros de individuos
assintomaticos e homozigotos para a auséncia o $f&N1, mas com cinco copias do gene
SMN2 foram descritos (Pricet al, 2004). Estes casos ilustram o potencial terap@uwto
aumento do numero de coépias e, consequentementexmteassdo do gene SMN2 na
diminuicdo da gravidade da doenca. A ocorrénciairdenimero maior de copias do gene
SMN2 é resultado de eventos de conversdo génicgede SMN1 para o gene SMN2
(Burghes, 1997). Assim, a maioria dos pacientes btk tipo | apresenta delecdes reais do
gene SMN1, enquanto a maioria dos pacientes com AMEIl ou Il ndo apresenta 0 gene
SMNL1 devido a conversédo para SMN2. Esses resultaddsem foram descritos em modelos

animais (Hsieh-Let al, 2000; Monankt al, 2000).



1.2.3.Splicing alternativo

A troca de uma C por uma T na posi¢cdo +6 do éx¢m840C>T) ndo resulta na
troca do aminoacido codificado, entretanto, interf@osplicing correto do éxon 7. Essa troca
€ responsavel por usplicing alternativo, especifico para o gene SMN2, quelteesia perda
do éxon 7 (Lorsoret al, 1999). A proteina truncada resultante néo é nadie € degradada
rapidamente (Changt al, 2004; Vitteet al, 2007). Contrapondo-se ao gene SMN1, que
produz somente transcritos intactos, o gene SMi8yzr 10% de transcritos intactos e 90%
de transcritos que perderam o éxon 7 (Waithl, 2006a).

Dois modelos foram propostos para explicar o efeitntorio da troca ¢.840C>T na
inclusdo do éxon 7 em transcritos do gene SMN2.ri@gxro propde que essa troca seja
resultante da interrupcao de um amplificadosplécing exdnico gxonic splicing enhancer
ESE), uma sequéncia do DNA que promove a inclusdoéxbon 7 através do seu
reconhecimento pelo fator dglicing 2 ou fator desplicing alternativo ¢§picing factor 2 or
alternative splicing factor SF2/ASF) (Cartegni e Krainer, 2002). A interréapgo ESE inibe
o recrutamento do SF2/ASF, impedindo o reconhedinda sitio desplicing a jusante do
éxon 7 e a montagem do espliceossomo, 0 que rewlexclusdo do éxon 7 do transcrito
(Cartegniet al, 2006). A segunda hipétese € geracdo um silencideaeplicing exénico
(exonic splicing silencer ESS) (Kashima e Manley, 2003). Este ESS inilmelaséo do éxon
7 por ligacdo de ribonucleoproteinas nuclearesrégiaeas Al heterogeneous nuclear
ribonucleoproteinAl — hnRNP Al), que impedem estericamente a formdg&pliceossomo
neste sitio. Esses modelos ndo excluem um ao @utpodem ocorrer simultaneamente

(Sumner, 2007). Entretanto, 0 mecanismo exato gterrdina a inclusdo ou exclusdo do éxon



7 durante csplicing do pré-mRNA ainda ndo esta completamente defiflidon e Wang,
2008).

O splicing dos transcritos do gene SMN2 pode ser dito tecipedcfico,
considerando-se que ele depende da concentracatifedentes fatores deplicing nos
diferentes tipos celulares. O padraospéicing em neurdnios motores ainda € desconhecido

(Sumner, 2007).

1.2.4.A proteina SMN

A proteina SMN, formada por 294 aminoacidos e campeso molecular de 38
kDa, é o produto do gene SMN1 e, em menores nideiggene SMN2 (Ogino e Wilson,
2004). Ela é expressa em todos os tecidos sora&iémaltamente conservada desde levedura
até os seres humanos (Lunn e Wang, 2008). A peof&liIN esta presente no citoplasma e no
ndcleo das células. No nucleo, elas estdo locaszaan estruturas chamadas gémeos de
corpos enoveladosgémini of coiled bodies — gejnsque sdo observadas proximas ou
completamente sobrepostas aos corpos de Caja¢ (Rieyfuss, 1996). O nUmero gemsem
células de pacientes com AME, assim como o numeracdpias do gene SMN2, esta
inversamente correlacionado com a gravidade dacdgétatriziet al, 1999).

O complexo SMN interage com varias proteinas deptexos ribonucleoprotéicos
diversos, os quais estdo envolvidos em aspectdmtdss do processamento do RNA. O
complexo SMN pode, entdo, ter um papel em varigeass do metabolismo do RNA,
incluindo o splicing do pré-RNA, a transcricdo e o metabolismo do RN#ossémico

(Sumner, 2007). Atualmente, a funcado do complexdNShelhor caracterizada é a montagem
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e a regulacdo da estabilidade de uma classe dspedé complexos RNA-proteina, as
ribonucleoproteinas nucleares pequenamall nuclear ribonucleoproteins -snRNP)
(Pellizzoni et al, 1998; Yonget al, 2004). As snRNP s&do componentes essenciais do
espliceossomo, um grande complexo RNA-proteinacgtadisa csplicing do pré-mRNA (pré
RNA mensageiro) em todas as células (Will e Luhmad01).

A deficiéncia de uma proteina que desempenha ung@dunecessaria para todas as
células, mas ocasiona, especificamente, a deg@&weds; neurbnios motores € uma questao
gue ainda nao foi esclarecida. A busca de uma €éuad&ional para a proteina SMN, restrita
aos neurdnios motores, demonstrou que a proteiid &V presente em dendritos e axonios,
sugerindo um papel no transporte do RNA através al@mios (Bechadest al, 1999;
Pagliardiniet al, 2000). Um estudo com cultura de células neurastasgrvou que a proteina
é localizada em granulos nos axénios e no coneedeimento de neurbnios motores, e que
granulos contendo SMN exibiam movimentos bidireaisrrapidos (Zhangt al, 2003). A
principal descoberta que corrobora a hipétese deapel da proteina no transporte axonal de
MRNA (RNA mensageiro) é a sua interacdo com hnRiNR, ligam-se a regido 3’ ndo
traduzida do mRNA d@-actina (Rossolket al, 2003). Essa interacdo € necesséria para o
transporte eficiente de mMRNA ¢laactina e o crescimento dos cones dos neuréniosresot
(Sumner, 2007). Neurdnios motores isolados de cdongos deficientes em SMN
apresentaram axonios curtos e cones de crescirmamores, ambos os quais eram deficientes
em mRNA daB-actina (Rossolet al, 2003). Um modelo deebrafishdeficiente na proteina
SMN apresentou um déficit especifico no crescimeatimnal de neurdnios motores

(McWhorteret al, 2003).
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A proteina truncada é detectada raramente em sébtuatecidos derivados de
pacientes ou de modelos animais de AME, indicando eja é altamente instavel (Sumner,
2007). Essa instabilidade € provavelmente causald@ahabilidade diminuida da proteina de
oligomerizacdo e associacdo com seus parceirogagid (Lorsoret al, 1998; Cifuentes-
Diaz et al, 2001). A instabilidade da proteina truncada prathupelo gene SMN2 pode ser
explicada pelo fato que o éxon 7 da proteina SMilffica dominios que sé&o importantes para
a oligomerizacdo e que a excisdo ou mutacdo deste produz uma proteina sem a
capacidade de oligomerizar-se, tornando-se alvodefgradacdo (Kostovat al, 2007).
Entretanto, essa proteina parece reter alguma cinglglade e melhorar o fendtipo em
modelos de camundongos com AME, quando expressavans elevados (Let al, 2005).

Os niveis da proteina SMN sé&o regulados duranteserdolvimento, apresentando
altos niveis de expressao no periodo embrionatma diminuicdo destes niveis no periodo
pos-natal (La Bellat al, 1998; Monaniet al, 2000; Jablonkat al, 2001). Possivelmente, o
processo da doenca comeca quando os niveis de Sliddnb a uma quantidade minima
critica e a gravidade das manifestacfes da doepgnde, em parte, da época de inicio desse

decréscimo no desenvolvimento (Sumner, 2007).

1.2.5.Modelos animais

Grande parte do conhecimento atual sobre AME féddobatravés de estudos em
modelos animais. Varios organismos sdo usados ocoodelos animais para AME, sendo que
todos tém apenas um gene SMN, que € equivalers®/idil em seres humanos (Rochedte

al., 2001; Burghes e Beattie, 2009). Em todos os @gwws, a perda do SMN leva a
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letalidade ainda no periodo embrionario. A situagénética que ocorre em pacientes com
AME foi reproduzida em camundongos transgénicaavasr da introducdo do gene SMN2
humano em animais sem o gene SMN. Quando o nuneecdmlas SMN2 € baixo (dois), os
camundongos desenvolvem a doencga, ao passo qualmera elevado de copias SMN2
(oito) resulta em fenotipo normal (Hsieh-ti al, 2000; Monankt al, 2000). A expressao do
transcrito SMN intacto em neurdnios de camundongoms um impacto substancial na
atenuacdo do fenotipo grave de AME. Um estudoeéssamte demonstrou que um pequeno
aumento da expressdo neuronal de SMN diminui o @anoélulas do neurénio motor em
camundongos com AME e estende a sua sobreviv8aawmi(inaet al, 2008). Por outro lado,
altos niveis de expressdo de SMN em musculos étposl isoladamente ndo resultam em
nenhuma melhora do fenétipo de camundongos do@iéesilinaet al, 2008).

Uma gama de fenétipos podem ser obtidos atravésmtoole dos niveis de SMN ou
através da introducao de transgenes adicionaisasemralongos (DiDonatet al, 2001; Leet
al., 2005; Changet al, 2008; Gavrilinaet al, 2008). A introducdo de oito copias de SMN2
recupera completamente camundongos com AME, dugiescdesultam em camundongos
doentes que morrem aos cinco dias de idade (Hsieh-&l, 2000; Monaniet al, 2000) e a
introducdo de apenas uma cépia € letal ainda nodmeembrionéario (McGoverat al, 2008).
Desta forma, estes dados demonstram que pequemias¢cas nos niveis de SMN podem ter

um forte impacto sobre o fenétipo (Gavriliegal, 2008).
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1.3.Diagndstico molecular da AME

O diagnostico molecular de aproximadamente 95% mhisentes com AME é
realizado pela analise da auséncia do éxon 7 de gMN1l. Os pacientes restantes
apresentam mutacdes de ponto raras e mais difleeidentificar. Uma analise quantitativa

dos genes SMN1 e SMN2 permite a deteccdo de pogsedautros rearranjos nesta regiao.

1.3.1.Analise da auséncia de SMN1 em homozigose

Delecbes em homozigose dos éxons 7 e 8 de SMNIrpseledetectadas por varios
métodos, sendo que os dois principais sdo PCR-§fa@¥merase chain reaction - single-
strand conformation polymorfigme PCR-RFLP golymerase chain reaction - restriction
fragment length polymorfisgm

A andlise por PCR-SSCP (Matthgs al, 1996) tem a vantagem conseguir detectar
mutacdes de ponto no fragmento amplificado da mefemma que as dele¢des, porém o
método também detecta polimorfismos neutros. Emotde 4% de membros assintomaticos
de familias de pacientes com AME apresentam umantarpolimorfica do éxon 7 do gene
SMNL1 que apresenta o0 mesmo padrao de uma delechoreazigose no gel de SSCP (Wang
et al, 1996). Atualmente, esse método foi praticamentestguido por PCR-RFLP, mas
continua sendo utilizado para individuos que ndesgmtam auséncia de ambas as copias de
SMNL1 (Ogino e Wilson, 2004).

O método laboratorial mais usado para confirmaiagribstico de AME é 0 ensaio

gualitativo de PCR-RFLP, que detecta a auséncia@mozigose de SMN1 (van der Steege
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al., 1995). Esse método se baseia na separacdo desSEINL e SMN2 através das trocas de
bases nos éxons 7 e 8. O tratamento do éxon 7 cemilanuclease de restricBoa | atua
somente sobre os produtos de PCR do gene SMN2jadawim sitio de restricdo gerado pela
amplificacdo com @rimer reverso (van der Steegéal, 1995). O tratamento do éxon 8 com
a enzimaDde | também atua sobre o produto de amplificacdo dee g&VIN2, produzindo
fragmentos menores do amplicon pela presenca dsitionde reconhecimento dessa enzima

(Schefferet al, 2001).

1.3.2.Analise quantitativa dos genes SMN

A analise qualitativa para a deteccdo de delecdemneersdes do gene SMN1 néo
permite diferenciar individuos portadores, com agemma coOpia do gene SMN1, de
individuos com duas ou mais copias desse genemPamda andlise quantitativa, além da
identificacdo de portadores, possibilita a idecdififio de eventos de conversdo génica, a
guantificagcdo do namero de copias do gene SMN®reserjuentemente, uma correlacdo com
a gravidade da doenca. Varios métodos ja foranzadibs para essa analise quantitativa, por
exemplo, analise por PCR-RFLP quantitativa compati{McAndrew et al, 1997), anélise
por PCR quantitativo em tempo real ( Feldkodéteal, 2002; Anhufet al, 2003; Gomez-Curet
et al, 2007) e andlise por amplificagcdo multiplex pondas de ligacaon{ultiplex ligation-
dependent probe amplificatior MLPA) (Arkblad et al, 2006; Scarciollaet al, 2006;

Zapletaloveet al, 2007).

15



1.3.3.Analise das mutacfes de ponto

A analise de mutagfes de ponto ndo € uma rotinaimoaferecida em laboratoérios
(Ogino e Wilson, 2004). MutacOes de ponto no gel®S sdo responséaveis por AME na
minoria dos pacientes. O célculo de uma frequéglolaal dessas mutacdes raras, baseado em
dados da literatura, é dificil de ser realizadmgato de que as mutacdes ja identificadas ndo
englobam o numero total de pacientes clinicamergen lraracterizados com AME.
Homozigotos para a auséncia do gene SMN1 forantifidadas em 92% de 525 pacientes
com AME, enquanto 3,4% apresentavam mutacdes de gord,6% ndo tiveram nenhuma
mutacdo identificada (Wirthet al, 1999). Além disso, as mutacdes identificadasoesta
distribuidas em todo o gene (Wirth, 2000; Ogino dsdv, 2004), o que implica na
necessidade do sequenciamento direto de DNA do gemeleto, tornando o procedimento

caro e trabalhoso.

1.4.Estratégias terapéuticas para AME

Atualmente, ndo existe tratamento para pacientes AME. O manejo clinico
consiste no tratamento ativo de infeccdes respiaat@ prevencao de deformidades do tronco
através do uso de suporte ou fusdo espinal (Dildagtaal, 2003). Entretanto, a elucidacao
dos mecanismos moleculares da AME e das basesutarkes dosplicing alternativo do éxon
7 do gene SMN2 esta possibilitando o desenvolvimdaetabordagens terapéuticas através da
modulacéo da regulacéo dplicing da transcricdo e/ou da traducéo (Wathal, 2006a).

Vérias estratégias foram consideradas até o momento
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(a) Elevacéao dos niveis endbdgenos de proteinaangaecada por SMN2 através da:
» Ativacdo da transcricdo do gene SMN2 via promotor
v Inibidores de histonas desacetilases (HDACI): htdgirde sédio, acido
valproico, fenilbutirato, acido hidroxamico subdawilida (suberoylanilide
hydroxamic acid- SAHA), M344 (um novo HCACI sintetizado) (Chaeg
al., 2001, Brichtaet al, 2003; Andreasset al, 2004; Hahneret al, 2006;
Riesslancet al, 2006).
v' Componentes que regulam a metilacdo do DNA do pmmdo gene
SMN2: acido valproico (Detickt al, 2003).
v' Qutras substancias: interferon (Baron-Delageal, 2000), indoprofeno
(Lunn et al, 2004), hidroxiuréia (Grzesch#t al, 2005).
* Restauragdo do corretplicingdo pré-mRNA do gene SMN2
v' Com HDACI: butirato de sédio, acido valpréico, SAHM344 (Changet
al., 2001; Brichteet al, 2003; Hahnewt al, 2006; Riesslandt al, 2006).
v' Pequenas moléculas de RNA anti-senso (Skatda, 2003; Singhet al,
2006).

» Ativacdo da traducdo e estabilizacdo da proteindN Siélva através de
fosfatases e cinases (Grimméral, 2005) ou fatores modificadores de AME
(Helmkenet al, 2003).

e Supressao do codon de parada em SMN2 com aminsiglexts para alongar
a proteina truncada e melhorar sua estabilidadds(@varoftet al, 2005;

Mattis et al, 2006).
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(b) Compensacao da deficiéncia de proteina SMNtg@m@pia com células tronco
(Kerr et al, 2000) e terapia génica (DiDonabal, 2003)

(c) Melhora da viabilidade de neurdnios motoreawets de caminhos alternativos,
como fatores neurotroficos (Lesbordetsal, 2003), compostos neuroprotetores (Haddad
al., 2003) e exercicios regulares (Grondetrdl, 2005).

A descoberta de substancias quimicas que témjaleafaapacidade de efetuar uma
das estratégias mencionadas acima parece promi&sdratanto, a maioria dos compostos
identificados até o momento ndo sao apropriadas f@aapia para AME por longos periodos
devido as suas propriedades farmacologicas desfesier incluindo toxicidade e outros

efeitos indesejados (Wirtt al, 2006b).

1.5. Justificativa

A AME é estimada como a segunda doenca genétichedenca autossdmica
recessiva mais frequente, ficando atras apenabmad cistica. Além disso, ela é a principal
causa genética de morte infantil. A analise mobegpidra a deteccao de delecdes e conversdes
no gene SMN1, situagcdo que ocorre na grande maloggacientes com AME, é uma forma
efetiva para confirmar o diagndstico em pacientem suspeita clinica da doenca. A
metodologia geralmente empregada para isso é sampar PCR-RFLP. Apesar do método
PCR-RFLP ser especifico e preciso para o diagmostmecular de AME, ele envolve vérias
etapas em sequéncia, o que torna essa metodalag@ahiosa e demorada. Além disso, este
método necessita uma maior quantidade de amostrgueo pode ser um problema,

considerando que grande parte dos pacientes séga&si recém-nascidas.
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2. OBJETIVOS

2.1.0Objetivo geral

Desenvolver um protocolo, baseado no sistdmgMarf, para analisar os genes

SMN1 e SMN2 de pacientes com suspeita clinica d&AMompara-lo com a metodologia

de PCR-RFLP.

2.2.0bjetivos especificos

Introduzir uma metodologia por PCR em tempo reatehda no sistema
TagMarf para a amplificacdo e deteccéo dos genes SMNINZS

Analisar as amostras de pacientes com suspeitaeclitte AME pela nova
metodologia e pela técnica de PCR-RFLP;

Comparar os resultados obtidos nas duas metodslegierificar a precisdo da
técnica desenvolvida.

Identificar pacientes com AME homozigotos para séagia do gene SMN1 na
amostra analisada e estimar a frequéncia de evdatosnversdo génica nesses
pacientes por sequenciamento direto de DNA,;

Verificar, através de dados clinicos disponiveigjigtribuicdo dos pacientes

identificados e a ocorréncia de conversao enttegagormas clinicas de AME.
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CAPITULO |

Os resultados do presente trabalho estdo apressntgadeguir na forma de um
manuscrito que serad submetido para publicacdo viataeBMC Medical Genetigscujas

instrugc”)es se encontram em anexo.
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ABSTRACT

Background: Spinal muscular atrophy (SMA) is an autosomal reigeshereditary disorder
caused by alterations of the survival of motor naur(SMNJ). SMA patients are classified in
type -1l SMA based on the severity of symptomsl aage of onset. About 95% of SMA
cases are caused by homozygous absence @M, due adeletion or a conversion into
SMN2. PCR-based methods have been widely usednietigeesting for SMA. In this work,
we develop a TagMé&nreal time PCR method and compared with the mosmeonly used
PCR restriction fragment length polymorphism (PCR:R) assay, in order to evaluate the
potential application of the new protocol in dir€tlA testing.

Methods: DNA samples of 100 individuals with clinical suspias of SMA were analyzed by
PCR-RFLP and TagM&real time PCR assay.

Results: We identified 58 patients (58%) that are homozygoughe absence @MN2lexon

7, being most cases due to gene deletion and eéglkt due to gene conversion. We classified
56 confirmed SMA patients according to the revidehnostic criteria for SMA and found
that 26 (46.4 %) type | SMA patients, 16 (28.6 %pet Il SMA patients, and 14 (25.0 %) type
Il SMA patients. Additionally, we observed 8 cas#sggene conversion that were 4 cases of
type I, 3 cases of type Il and 1 case of type | Spétients. Among the remaining individuals
we detected 5 homozygous samples for absence o23jédNe.

Conclusion: Protocol described here is precise and specifiermdomparing to PCR-RFLP.
However the TagMahassay was faster and more sensitive and was st suitable for

the diagnosis of SMA.
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BACKGROUND

Spinal muscular atrophy (SMA) is a genetic disordbaracterized by symmetric
proximal muscle weakness due to a degeneratioheoamterior horn cells of the spinal cord
[1]. SMA is an autosomal recessive disease withreagdence of 1 in 10,000 and a carrier
incidence of 1 in 50 [2]. SMA is classified intoréle clinical types [3, 4]. Type | [Werdnig-
Hoffman disease, Online Mendelian Inheritance innM@MIM) 253300], the most severe
form, is characterized by muscle weakness and bymotvithin the first days/months of life,
resulting in death before the age of 2 years. TWp®©MIM 253550) is characterized by
proximal muscle weakness with onset before the cige8 months, inability to walk, and
variable survival. Type 1l (Kugelberg—Welander eise, OMIM 253400) shows proximal
muscle weakness after the age of 18 months withvalrto the adulthood.

The genomic locus of the disease is at 5q11.2-q&RI8n a region characterized by a
large inverted duplication of 500 kb element [Sjcluded in this region is the SMA-
determining gene, the survival motor neuron gesidl), which is also duplicated and both
copies are expressed [6]. The t&®Nare highly homologous and differ by a few nuclées
changes within their 3’ regions. These differenicesxons 7 and 8 are used to distinguish the
telomeric SMN1, OMIM 600354) from the centromer&8VNcopy SMN2 OMIM 601627) in
DNA analysis [7]. Despite the high homology betwéaese two genes, jJuSMNL1is required
for the survival of motor neurons. In about 95%pafients, the pathogenic mutation consists
of homozygous functional absence of exon 7 and 8nty exon 7, of th6MN1gene due to
deletion or conversion t8MN2 respectively [5, 8-12]. The remaining cases anapound

heterozygotes for a deletion/conversion of 8WN1allele and a small intragenic mutation of
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the other allele, or more rarely, intragenic matasiin both alleles [135MNZ2is present in all
patients but is unable to fully compensate for lo6SMN1 A transition 840C>T in exon 7
leads to exon skipping [14, 15]. As a result, nicmtscripts frorSMN2lack exon 7, and the
resultant truncated protein appears biochemicailltable and is rapidly degradedvivo [16,
17]. SMN2is unrelated to the disease and deletion of B)IN2alleles occurs in about 5—
10% of unaffected individuals [18]. NevertheleS$IN2is considered a disease-modifying
gene because its copy humber relates with thesssaverity and survival of affected patients
[12, 13, 19, 20].

Direct DNA testing for detecting homozygo8&1N1loss is an effective method for
molecular diagnosis of SMA patients and has beafelyiused for confirmation of clinical
diagnosis. Because the vast majority of sympton&tié\ patients are homozygous MN1
exon 7 deletion/conversion, almost all geneticstdet SMA are designed to identify the
homozygous absence 8MN1exon 7. Although single-strand conformation polypiasm
(SSCP) [21] and sequencing can be employed, thgmeohse chain reaction-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) assay igerily one of the most commonly
used methods [22]. This test is well establishedl iarroutinely performed in our laboratory.
In this study, we develop a method based on res ffagMafi PCR technology for the
detection of SMA patients that are homozygousS®N1 gene absencélhis method was
based upon the fact th&MVN1 exon 7 differs fromSMN2 exon 7 by a single nucleotide
change, and specific probes will only det8&N1or SMN2sequence. We compared this test
with the PCR-RFLP method and evaluate benefits dralbacks such as specificity,

sensitivity, and sample processing time.
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METHODS

Subjects and DNA samples

We included in our study 100 unrelated individued$erred to Medical Genetics
Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre BAT for genetic investigation due to
clinical features of SMA. Majority of cases (80) n@eborn in Rio Grande do Sul state while
18 were from other states of Brazil and two weoafBolivia. The study was approved by the

ethic committee of HCPA.

Genomic DNA were isolated from peripheral bloodtbg salting-out procedure [23].
DNA concentration was estimated by QuantiTds DNA BR Assay kit (Invitrogen,
Carlsbad, USA) in the Qubit (Invitrogen, Carlsb&kgA). DNA was then diluted to 50 nd/
and 10 ngdl in water. Controls’ samples were also used thihoug the study. These samples
were (1) a individual with the presence of b8MN genes, (2) a homozygous for the absence

of theSMN2gene, and (3) a homozygous for the absence @NH¢lgene.

PCR-RFLP analysis

The presence or absence of exons 7 andSvii1landSMN2genes of DNA samples
was firstly determined by PCR-RFLP analysis as iptesly described [22]. PCR
amplification of exons 7 and 8 @MN genes was carried out in a total volume of 25

containing 20QuM of each dNTP, 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM K@&QO nM of each
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primer, 1,5 mM MgCJ, 1,25 UTaq DNA polymerase, 100 ng of genomic DNA. In the PCR
amplification of exon 8, 4% (v/v) of dimethylsulfilbe (DMSO) was also added in the
analysis. Amplification conditions were initial dgnration at 94°C for 10 minutes, then 32
cycles of denaturation at 94°C for 1 minute, anngaht 57°C (exon 7)/58° C (exon 8) for 1
minute and extension at 72°C for 1 minute, followsda final extension at 72°C for 10
minutes. Exon 7 was amplified with a forward intrénprimer named R111 [5] and a
mismatched reverse exon 7 primer namedDX&-[22], that creates Bra | restriction site in
the SMN2product. Exon 8 was amplified with a forward prrm@amed 541C960 and a reverse
primer named 541C1120 [5]. Both PCR products walsaquently digested wilbde | that
produce smaller fragments when acting ®NN2 product. The digestion rections were
performed with 10 units of restriction enzymBsa | for the exon 7 an®de | for the exon 8,

at 37°C for at least 2 hours. Digested PCR prodwete analyzed by electrophoresis in a 3%

(w/v) agarose gel and visualized by ethidium brasthining under UV light.

TagMan® analysis

Probes and primers were designed using the PriereES Software v.3.0 (Applied
Biosystems, Foster City, USAZMN1and SMN2specific probes were labeled with 6FA
and NEDM fluorescin dye at the 5" end respectively using position +6 in exon 7 as the
target nucleotide. Both probes contain a minor geobinder (MGB) and a nonfluorescent

guencher (NFQ) at the 3’ end. Sequences of prianaigprobes are shown in table 1.
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PCR was carried out in the 7500 Fast Real-Time Bg&em (Applied Biosystems,
Foster City, USA) using a 96-well format. PCR reactfor detection ofSMN1lexon 7 was
performed in a total volume of 4, containing 6ul of TagMar® Genotyping PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA), 900 ndfl each primer, 250 nM dBMNXEx7
probe, 0,3ul of Eukaryotic 18S rRNA TagM&hEndogenous Control (VIRZMGB Probe,
Primer Limited; Applied Biosystems, Foster City, A)Sand 20 ng of genomic DNA.
Amplification was performed as follows: activatiohAmpEras& UNG function at 50°C for
2 min, AmpliTag Gol& activation at 95°C for 10 min, followed by 40 ogslof melt at 95°C
for 15 s, and annealing/extension at 62 °C for &.rRor SMN2exon 7, we use@MNZ2x7-

anti probe and same amplification conditions, ekéepan annealing/extension temperature

of 60°C.

DNA samples of homozygous patients 8vIN1or SMN2deletions were analyzed for
the respective probes in order to estimate theienite of cross hybridizations between the
SMNlandSMN2genes and respective probes. In order to moni@iR Efficiency we added
an internal control in each well. This control waskaryotic 18S rRNA gene (Part No.
4319413E) (Applied Biosystems, Foster City, USAll amplification was also monitored.
Amplification data were analyzed using the Sequebegection Software v.1.4.0 (Applied

Biosystems, Foster City, USA).
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Direct DNA sequencing

Controls’ samples with different genotypes detedigdPCR-RFLP (in the previous
analysis) were submitted to PCR amplification aivéal DNA sequencing to validate our
protocols. In addition, we confirmed samples fromlAS patients showing a conversion
profile, with absence only of thEMN1exon 7 and not th&MN1exon 8, by direct DNA
sequencing.

Exon 7 and exon 8 d3MN genes were amplified using same primers used R-PC
RFLP analysis. Amplification conditions used werksoathe same except for primer
concentration that was 600 nM of each primer irs@&a800 nM, and DNA quantity, 50 ng
instead of 100 ng. Following PCR amplification, gd&s were purified using 2.5 U of
Exonuclease | (USB Corporation, Cleveland, USA) an@5 U of Shrimp Alkaline
Phosphatase (USB Corporation, Cleveland, USA) 8€3dr 30 minutes and 80°C for 15
minutes. Purified amplicons were sequenced withDB& Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, A)Saccording to manufacturer’s
recommendations. Sequencing products were purifie@thanol/ethylenediamine tetracetic
acid (EDTA) precipitation, resuspended in formamigelution, separated by capillary
electrophoresis in the ABI Prism 3¥@Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
USA) and analyzed with Sequencing Analysis SoftwaBe3.1 (Applied Biosystems, Foster

City, USA).
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RESULTS

TagMan® analysis

The proposed TagM&nanalysis was introduced and applied to a serie©NA
samples from patients with clinical features of SMAe simultaneous amplification in each
of the internal control prevented the occurrencdatde positives. The standardization was
performed through control DNA samples of each peofietect in PCR-RFLP analysis.
Controls were submitted to direct DNA sequencinige tgold standard in confirming
nucleotide sequence, to confirm genotypes (datasmmivn). Control DNA samples were used
for the establishment of each TagMamssay. Besides, the method purpose here was
compared to results of previously applied PCR-RHERlysis and a full concordance was

observed.

TagMan® analysisversus PCR-RFLP

After establishment of the TagManassay and analysis of all samples by both
procedures, we evaluated the two methods accotdisgme aspects. The complexity of the
procedures was considering taking into accouneudfit protocol steps and duration of each
procedure was estimated. We found that both metlaodsaccurate and reproducible for
detection of homozygouSMN1loss and molecular diagnosis of the vast majarftysMA
patients. After the optimization step, TagMaanalysis was considerably faster than PCR-

RFLP analysis. Another advantage of the TagMassay was the higher sensitivity achieved
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by the technique that allows the use of a small®ADyuantity, 20 ng instead of 100 ng
required by PCR-RFLP. The PCR-RFLP analysis regquaelarger number of steps and
therefore greater sample manipulation. After angatfon, PCR products are analyzed by
electrophoresis, followed by RFLP and another sfepsolving generated fragments again by
electrophoresis. This means that a result is hartbet produced within a day while the

TagMarf assay is able produce a result within 3 or 4 hours.

Analysis of SMN genes in DNA samples

We analyzed 100 DNA samples by both methods (t@8plend found 58 (58.0%)
homozygous for absence 8MN2lexon 7. Besides the detection of SMA patientsughothe
analysis of exon 7 in this work we also evaluatedne8 of theSMN genes by PCR-RFLP
analysis. Analysis of exon 8 demonstrated the pasef this exon iSMN1in 8 of the
confirmed SMA patients (13.8%), indicating the atence of gene conversion events in these
patients. One of these patients shows a homozydeletion ofSMN2exon 8. Moreover, we
found 5 individuals among the 42 remaining indiduwith complete deletion of tH&MN2
gene. A representation of the result obtained ameaethod is illustrated in figures 1 and 2.

We classify 56 confirmed SMA patients accordingh® revised diagnostic criteria for
SMA advocated by the European Neuro Muscular CEENMC) [3, 4], which depend upon
age of onset and achievable motor milestones. Tatienqts could not be classified due to lack
of clinical information. We have then found 26 @%) type | SMA patients, 16 (28.6%) type
Il SMA patients and 14 (25.0%) type Ill SMA patisnAdditionally, we observed 8 cases of

gene conversion (4 SMA type lll, 3 SMA type Il ah@MA type | patient).
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DISCUSSION

Molecular analysis to detect the absenc8MN1has been proven to be a specific tool
for diagnosis of SMA patients [2, 7, 8, 10, 11, ACR-RFLP assay is still currently one of
the most commonly used methods in the geneticngdtr SMA [22]. This approach was
proven to be highly specific and sensitive previpy24]. In this study, we present the
development and implementation of a protocol basethe real time TagM&nPCR for the
molecular diagnosis of SMA.ifral PCR products are bo8MNlandSMN2genes, but probes
only detectSMN1exon 7 ofSMN2exon 7 in each assay, due to a single nucleotfterehce
betweenSMN1 exon 7 andSMN2exon 7. In case of a homozygous absenc&MN1 or
SMN2 no PCR product would be generated in their respeassay.

Comparing PCR-RFLP and TagM&h methods, we found that the last one is
considerably faster and requires smaller DNA amouhian PCR-RFLPThese aspects
become particularly relevant in the diagnosis digmais with SMA type |, which is frequently
investigated in newborn#\n assay more analytically sensitieé these patients is required
when the available DNA quantitis small. TagMar? assay provides a simple and fast
diagnosis in urgent cases. PCR-RFLP method consfstsulti-step protocol that is more
time-consuming.

Results obtained by TagM&3massay were exactly the same as those results from
conventional PCR-RFLP. Then we were able to co®dnd8 patients with SMA. In the
remaining patients, occurrence of intragenic mateti cannot be ruled out once these
sequence variations correspond to about 4% of rpgatie some studies [7, 25-27]. Using

available clinical data, we were also able to dsvitbnfirmed SMA patients according to
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clinical types, being type | SMA the most frequanthis sample, followed by type Il and type
lll. SMA type | is in general the more frequentrforof the disease in studies carried out
worldwide [7-9, 11, 13]. We have also identifiedases of gene conversion, which represents
13.8% of confirmed patients. This frequency is greement with a preview study where
conversion events were found in 12% of SMA patidg@is As expected, these conversion
events in our sample occurred in milder patient$h V@8MA type Il or type Ill. Conversion
events were represented by 28.6% of SMA type Hiepés and by 18.8% from SMA type I
patients. These results endorse the fact that@aase in the number of SMN2 copies, in this
case resulting from conversion of SMN2 into SMNDJies, is responsible for a less severe
phenotype in SMA patients [12, 19, 28-31]. Onlyage of gene conversion was detected in a
SMA type | patient, but this sample have also shbamozygous deletions &VIN2exon 8,
which may be the cause of occurring a more sevieeaqiype. In addition, we have found 5

homozygous individuals for the absence&stN2gene.
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CONCLUSIONS

We describe here a new protocol based on the Ta§e\gstem that was compared to
PCR-RFLP, the most commonly used method for moéaliagnosis of SMA patients. Both
methods were demonstrated to be specific and jgrézithe detection of homozygous samples
for the absence of SMN1 gene exon 7, a situatiah ¢an be found in the great majority of
SMA patients. However, the new TagMasystem was shown to be simpler, faster and more
sensitive then PCR-RFLP. Therefore, the procedeseribed here can be successfully applied
to cases that limited amount of biological samplavailable as well as to cases that a result is

required within a short period of time.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 - PCR-RFLP analysis of exons 7 and &roducts were resolved by electrophoresis
in 3% (w/v) agarose gel. A) Exon 7 - Lane 1. abseoicSMN1 (indicative of SMA), lanes 2
and 4: presence of exon 7 in at least one allethe®MN1andSMN2genes, lane 3: absence
of SMN2 lane 5: 100 bp molecular marker. B) Exon 8 - LAnd.00 bp molecular marker,
lane 2: absence &VINJ] lanes 3 and 5: presence of exon 8 in at leastaltele of SMN1and

SMN2genes, lane 4: absenceSNIN2

Figure 2 - TagMan® assay ofSMN1 gene.The sample 1 is a DNA sample of an individual
with the SMN1gene present, which shad8MN1and internal control 18S amplification. The
sample 2 is a DNA sample of a patient with 8dN1absent (indicative of SMA), which only
show the amplification of the internal control 18Bhe other lines without amplification

represent the negative control.
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TABLES

Table 1. Primers and probes used foBMN1 and SMN2 detection by TagMar®® analysis

Component Sequence (5> 3) Position
Primers
SMNex7-F AAT GCT TTT TAA CAT CCA TAT AAAGC nt 117-142
SMNex7-R CTT AAT TTA AGG AAT GTG AGC ACC nt 237-260
Probes
SMNZEx7 6FAM-CAG GGT TC* AGA CAA A-MGB-NFQ nt 206-221
SMN2x7-anti  NED-ATT TTG TCTA* AA ACC C-MGB-NFQ nt 208-223

* denotes specific nucleotides that identyIN1or SMN2alleles.
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Table 2. Analysis of SMN genes in DNA samples

Clinical subtype NC RP SMN1 SMN2 Total
I Il 1] exon7 exon8 exon7 exon8
n =26 (%) n =16 (%) n =14 (%) n=2 (%) n = 42)( n =100 (%)
25 (96.2) 13 (81.2) 10 (71.4) 2 (100) - A A P P 50 (50)
0 3(18.8) 4 (28.6) 0 - A P P P 7(7)
1(3.8) 0 0 0 - A P P A 1(1)
- - - - 5(11.9) P P A A 5(5)
- - - - 37 (88.1) P P P P 37 (37)

NC = samples of patients not classified due to tHallinical information; RP = samples of remaingtients - SMA not confirmed,;

A = absent; P = present
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Figure 1
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Figure 2
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DISCUSSAO

Andlises moleculares que identificam amostras hagotas para auséncia do éxon 7
do gene SMN1, situacdo ocorre em cerca de 95% adsmies com AME, sdo eficazes e
especificos para a confirmacéo do diagnosticoadidesses pacientes com AME (Coblkeén
al., 1995; Velascet al, 1996; Simarcet al, 1997; Wirth, 2000; Semprimt al, 2001; Ogino
e Wilson, 2002). A analise por PCR-RFLP, desendalvem 1995, € atualmente um dos
métodos mais usados nos testes moleculares pdeat#icacdo de pacientes com AME (van
der Steegeet al, 1995). O teste mostrou-se eficiente em um estypge avaliou sua
especificidade e sensibilidade (ét1al, 2003). O nosso estudo descreveu o estabelecimento
de um protocolo baseado no sistefimMarf por PCR em tempo real para o diagnéstico
molecular da AME. Nesse método, os produtos fiobiglos da reacdo de PCR sdo amplicons
tanto do gene SMN1 quanto do SMN2, mas as sondaeficentes so se ligam e detectam o
éxon 7 de um deles (SMN1 ou SMN2) em cada ensaga Especificidade da sonda se deve a
troca de um nucleotideo nesse éxon que diferessiesegenes. A ocorréncia de eventos de
delecdo ou conversao nos 2 alelos de algum dos denebservada nas amostras quando
nenhum produto de PCR era detectado em seu ragpensaio.

Comparando a metodologia PCR-RFLP, que ja& estavabedscida, com a
metodologia usando o sistemiagMarf, padronizada nesse estudo, verificamos que aailtim
€ mais rapida e exige uma quantidade menor de DiNdue a analise por PCR-RFLP. Estes
aspectos tornam-se particularmente relevantes agndstico de pacientes com AME tipo |,
que se manifesta em recém-nascidos. Um ensaidiemaliais sensivel é necessario para

esses pacientes quando a quantidade de DNA dispo@iipequena. O ensaiagMarf
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fornece um diagndstico simples e rapido em casgentes. O método de PCR-RFLP consiste
em um protocolo mais complexo com um nimero ma®rethpas, um tempo maior de
processamento e maior manipulacédo da amostra. disao, este método requer uma etapa de
digestdo enzimética, e a digestao incompleta dudupss de PCR pode resultar em resultados
falso-negativos.

Nesse estudo 100 amostras de individuos que apaeaen sintomas e suspeita
clinica de AME foram analisados por ambos os mé&o@s resultados obtidos pelo método
TagMarf foram iguais aos resultados obtidos pela anatiseencional por PCR-RFLP. Entre
0s 100 individuos, 58 foram identificados como hpigotos para auséncia do éxon 7 do gene
SMN1, confirmando a suspeita clinica inicial. Noacipntes restantes, ainda existe a
possibilidade de ocorréncia de mutacbes de ponigueocorresponde a cerca de 4% dos
pacientes em alguns estudos (Wirth, 2000; Ogino issovW 2004; Sunet al, 2005;
Zapletalovaet al, 2007). A partir dos dados clinicos disponiveis,pacientes confirmados
com AME foram classificados nas trés formas climidascritas nesse trabalho. Conforme
esperado, pacientes do tipo | foram mais frequestéenencontrados na amostra estudada,
seguido por pacientes tipo Il e pacientes com @ llipda doenca foram menos frequente. A
AME tipo | também foi a forma clinica mais encontaem outros estudos (Cobbenal,
1995; Hahneret al, 1995; Velascet al, 1996; Wirthet al, 1999; Wirth, 2000).

Oito casos de conversédo génica de SMN1 para SMNinf@ncontrados entre os
pacientes, 0 que representa 13,8% dos casos cadfisnEsta frequéncia esta de acordo com
um estudo anterior que encontrou essa situaca@gwoldos pacientes com AME (Hahretn
al., 1995). Como esperado, 0s eventos de conversdoagéocorreram em pacientes com

fenotipos menos graves na nossa amostra, classificamo tipos Il e Ill. Entre os pacientes
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com AME tipo lll estudados, 28,6% apresentaramentvde conversao e entre 0s pacientes
com AME tipo Il, o evento ocorreu em 18,8% dos eatss. Estes resultados reafirmam o fato
de que um aumento do nimero de copias do gene SMINR: caso decorrente da conversao
de copias SMN1 para SMN2, é responsavel por untifenénenos grave em pacientes com
AME (Hahnenet al, 1996; Burghes, 1997; Feldkottetral, 2002; Prioret al, 2004; Wirthet

al., 2006b; Watihayatet al, 2009). Apenas um caso de conversao génica fectdeto em um
paciente com AME tipo |. Porém, esta amostra aptesgambém uma dele¢cédo do éxon 8 do
gene SMN2, o que pode ser a causa desse fendtigogneeve, apesar da ocorréncia da
conversao. Além disso, foram encontrados na amestwalada cinco individuos homozigotos

para auséncia do gene SMN2.
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CONCLUSOES
As conclusdes obtidas através deste estudo foram:

v" O método de PCR em tempo real baseado no sistaqidar? mostrou-se adequado para
deteccdo de homozigotos para a auséncia do eéxorg&m SMN1, situacdo que ocorre na
grande maioria dos pacientes com AME;

v' A comparacdo das metodologias empregadas nestiaststrou que tanto a analise por
RFLP quanto a analise por PCR em tempo real fospaaificas e precisas na deteccéo de

pacientes com AME, porém a segunda mostrou-segsimajges, rapida e sensivel.

v' Homozigotos para a auséncia do éxon 7 do gene SbiNdentificado em 58 casos entre

0s 100 individuos analisados, confirmando a suséitica inicial nesses pacientes.
v" A AME tipo | foi a forma clinica mais frequente (866) na nossa amostra 26 pacientes.
v Oito casos de conversao génica de SMN1 para SMN2nfadentificados, sendo que a
distribuicdo deles entre as formas clinicas f@gumte: 4 em pacientes com AME tipo I,

3 em pacientes com AME tipo Il e em 1 paciente édik tipo I.

v' Homozigotos para a auséncia do gene SMN2 foraett@etos em 5 casos.
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Reference Manager

Article within a journal
1. Koonin EV, Altschul SF, Bork BRCAL1 protein products: functional motifs. Nat Genet
1996,13:266-267.
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Article within a journal supplement

2. Orengo CA, Bray JE, Hubbard T, LoConte L, Si#itl: Analysis and assessment of ab
initio  three-dimensional  prediction, secondary  strieture, and  contacts
prediction. Proteins1999,43(Suppl 3):149-170.

In press article
3. Kharitonov SA, Barnes PQlinical aspects of exhaled nitric oxideEur Respir Jin press.

Published abstract

4. Zvaifler NJ, Burger JA, Marinova-Mutafchieva Taylor P, Maini RN:Mesenchymal
cells, stromal derived factor-1 and rheumatoid arthitis [abstract]. Arthritis Rheum1999,
42:5250.

Article within conference proceedings
5. Jones X:Zeolites and synthetic mechanismsin Proceedings of the First National
Conference on Porous Sieves: 27-30 June 1996; rBailé. Edited by Smith Y. Stoneham:
Butterworth-Heinemann; 1996:16-27.

Book chapter, or article within a book

6. Schnepf E:From prey via endosymbiont to plastids: comparative studies in
dinoflagellates. In Origins of Plastids. Volume 2nd edition. Edited by Lewin RA. New
York: Chapman and Hall; 1993:53-76.

Whole issue of journal
7. Ponder B, Johnston S, Chodosh L (Etts)ovative oncology.In Breast Cancer Re£998,
10:1-72.

Whole conference proceedings
8. Smith Y (Ed):Proceedings of the First National Conference ondesrSieves: 27-30 June
1996; Baltimore Stoneham: Butterworth-Heinemann; 1996.

Complete book

9. Margulis L:Origin of Eukaryotic CellsNew Haven: Yale University Press; 1970.
Monograph or book in a series

10. Hunninghake GW, Gadek JEhe alveolar macrophage.In Cultured Human Cells and
Tissues.Edited by Harris TIR. New York: Academic Press93:94-56. [Stoner G (Series
Editor): Methods and Perspectives in Cell Biologgl 1.]

Book with institutional author

11. Advisory Committee on Genetic Modificatiodnnual ReportLondon; 1999.

PhD thesis

12. Kohavi R: Wrappers for performance enhancement and obliviousdecision
graphs.PhD thesisStanford University, Computer Science Departm£85.

Link / URL

13.The Mouse Tumor Biology Databasghttp://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do]

61



Preparing illustrations and figures

Figures should be provided as separate files. Egete should comprise only a single file. Th
is no charge for the use of color.

Please read our figure preparation guideliftedetailed instructions on maximising the que
of your figures,

Formats
The following file formats can be accepted:
» EPS(preferred format for diagrams)
» PDF (also especially suitable for diagrams)
* PNG (preferred format for photos or images)
* Microsoft Word (figures must be a single page)
* PowerPoint (figures must be a single page)

- TIFF
. JPEG
- BMP

* CDX (ChembDraw)
* TGF (ISIS/Draw)

Figure legends

The legends should be included in the main mamistext file immediately following th
references, rather than being a part of the figilee For each figure, the following inforation
should be provided: Figure number (in sequencaguarabic numerals ke. Figure 1, 2, 3 etc
short title of figure (maximum 15 words); detailegend, up to 300 words.

Please note that it is the responsibility of the abor(s) to obtain permission from the
copyright holder to reproduce figures or tables that have previobgen published elsewhere.

Preparing tables

Each table should be numbered in sequence usidgcAmamerals (i.e. Table 1, 2, 3 etc.). Tal
should also have a titldat summarizes the whole table, maximum 15 wordsgailzd legend
may then follow, but should be concise.

Smaller tables considered to be integral to theusenpt can be pasted into the end of
document text file, in portrait format (note thabkeson a landscape page must be reformi
onto a portrait page or submitted as additionakjil These will be typeset and displayed ir
final published form of the article. Such tables@d be formatted using the 'Table object’
word processing pgram to ensure that columns of data are kephedigvhen the file is se
electronically for review; this will not always libe case if columns are generated by sir
using tabs to separate text. Commas should nosé@ w indicate numerical valug3olor anc
shading should not be used.

Larger datasets can be uploaded separately asiomddlifiles. Additional files will not b
displayed in the final, published form of the ddjcbut a link will be provided to the files
supplied by the author.

Tabular data provided as additional files can deaged as an Excel spreadsheet (.xIs) or co
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separated values (.csv). As with all files, please the standard file extensions.

Style and lanquage

General

Currently, BMC Medical Geneticxan only accept manuscripts written in English. Spel
should be US English or British English, but nohixture.

Gene names should be in italic, but protein praglsbbuld be in plain type.

There is no explicit limit on the length of artislsubmitted, buauthors are encouraged to
concise. There is no restriction on the numberigiirés, tables or additional files that can
included with each article online. Figures and e@aldhould be sequentially referenced. Aut
should include all relevant supporting data withhearticle.

BMC Medical Geneticsvill not edit submitted manuscripts for style anguage; reviewers m
advise rejection of a manuscript if it is comproaaidy grammatical errors. Autfsoare advise
to write clearly and simply, and to have theirdetichecked by colleagues before submission. In-
house copyediting will be minimal. Namative speakers of English may choose to make fua
copyediting service.

Abbreviations
Abbreviatons should be used as sparingly as possible. Tdeye defined when first used ¢
list of abbreviations can be provided precedingatimowledgements and references.

Typography

Please use double line spacing.

Type the text unjustified, without hyphenating weat line breaks.

Use hard returns only to end headings and paragyaphto rearrange lines.

Capitalize only the first word, and proper noumsthe title.

All pages should be numbered.

Use theBMC Medical Geneticeeference format.

Footnotes to text should not be used.

Greek and other special characters may be incluflggu are unable to reproduce a partic
special character, please type out the name afytimdol in full.

Please ensure that all special characters used asenbeddedin the text, otherwise they will
be lost during conversion to PDF.

Units
S| Units should be used throughout (liter and matarpermitted, however).
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