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Вариант-модификатор тяжести спинальной мышечной атрофии 5q с.859G>C SMN2  
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Введение. Поиск модификаторов тяжести спинальной мышечной атрофии (СМА 5q), а также изучение известных модификаторов 
в различных когортах пациентов остаются актуальной задачей из-за невозможности объяснить клиническое разнообразие СМА 
5q лишь вариациями копий гена SMN2. В ряде работ была описана ассоциация варианта c.859G>C в экзоне 7 SMN2 с более мягким 
клиническим фенотипом СМА 5q из-за увеличения включения экзона 7 в транскрипт гена SMN2 и, следовательно, генерирования 
большего количества функционального белка SMN. 
Цель исследования: изучить модифицирующее действие варианта c.859G>C в клинической структуре СМА 5q у российских 
пациентов.
Материалы. Поиск варианта c.859G>C p.(Gly287Arg) гена SMN2 проведен у 488 неродственных пациентов, направленных с 2020 
по 2022 гг. на молекулярно-генетическую диагностику СМА 5q в лабораторию ДНК-диагностики  ФГБНУ МГНЦ. Контрольную 
группу составили 200 образцов ДНК жителей РФ с 2 копиями SMN1 и 2 копиями SMN2. 
Методы: мультиплексная проба-зависимая лигазная реакция с последующей амплификацией (MLPA). 
Результаты: частота c.859G>C гена SMN2 у российских пациентов со СМА 5q составила 0,2%. Таким образом, оценить влияние 
c.859G>C в качестве фактора, модифицирующего фенотип СМА 5q, не представляется возможным из-за крайне низкой частоты 
встречаемости данного варианта.
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Variant modifier of the severity of spinal muscular atrophy 5q C.859G>C SMN2 in Russian patients
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Background. The research and study spinal muscular atrophy (SMA 5q) severity modifiers in different patient cohorts remains a crucial 
task. In practice it is not possible to explain the clinical diversity of SMA 5q only by variations of SMN2 copies. For the c.859G>C variant 
in exon 7 of SMN2, several studies have described an association with a milder clinical phenotype of SMA due to increased inclusion of 
exon 7 in the SMN2 gene transcript and generation of more functional SMN protein. 
Aim: to explore the modifying effect of the c.859G>C variant in the clinical structure of SMA 5q in Russian patients.
Materials. The search for the c.859G>C p.(Gly287Arg) variant in SMN2 gene was performed in 488 unrelated patients referred for 
molecular genetic diagnostics of spinal muscular atrophy from 2020 to 2022 to the laboratory of DNA diagnostics in the Research 
Center for Medical Genetics, Moscow. The control group consisted of 200 DNA samples from residents of the Russian Federation with 
2 copies of SMN1 and 2 copies of SMN2.
Methods. Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA).
Results. The frequency of c.859G>C SMN2 in Russian patients was 0.2%. In summary, it is not possible to assess the effect of c.859G>C 
as a factor modifying the phenotype of SMA due to the extremely low frequency of this variant.
Keywords: spinal muscular atrophy 5q, SMN2, modifying factor c.859G>C.
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Введение

Проксимальная спинальная мышечная атрофия 
5q (СМА 5q) –  прогрессирующее аутосомно-рецес-
сивное нервно-мышечное заболевание, возникающее 
вследствие деградации α-мотонейронов передних ро-
гов спинного мозга. Частота заболевания варьирует 
в различных популяциях от 1:6000 до 1:10 000 человек 
[4], в России по данным Zabnenkova V.V c cоавт. (2016) 
была рассчитана как 1 на 5184 новорожденных. Одна-
ко согласно информации пилотных проектов по нео-
натальному скринингу она составляет 1 на 7700–7900 
[5], а по данным скрининга 2023 г. частота в России 
составила 1 случай на 10 789 новорожденных [6]. Вы-
деляют 4 клинических типа СМА (I-IV) в зависимо-
сти от возраста манифестации заболевания и приоб-
ретения двигательных навыков при естественном те-
чении болезни [3].

Ген белка выживаемости мотонейронов (survival 
motor neuron) имеет теломерную (SMN1) и центромер-
ную (SMN2) копии [1,2]. Оба гена состоят из девяти эк-
зонов (1, 2a, 2b, 3-8) с различием в 5 нуклеотидов в по-
следовательностях ДНК интрона 6 (In6, G/A), экзона 
7 (Ex7, C/T), интрона 7 (In7+100, A/G; In7+214, A/G) 
и экзона 8 (Ex8, G/A). Клинически значимым разли-
чием последовательностей двух генов является един-
ственный нуклеотид c.840C>T в экзоне 7 SMN2, кото-
рый нарушает работу экзонного энхансера сплайсинга 
(ESE). Вариант приводит к альтернативному сплайсин-
гу мРНК, существенному снижению функционального 
полноразмерного белка (FL-SMN) и резкому увеличе-
нию продукции SMNΔ7 (продукт центромерной копии 
гена, лишенный экзона 7). Из-за отсутствия в большей 
части транскрипта  SMN2 экзона 7, псевдоген экспрес-
сирует лишь 10% FL-SMN в отличие от SMN1, в нор-
ме экспрессирующего 100% белка [7].

Описаны различные положительные модифици-
рующие факторы генетической и экзoгенной приро-
ды, оказывающие влияние на тяжесть течения и воз-
раст клинического проявления заболевания [8]. Мно-
жество работ [9-11] посвящено поиску модификаторов, 
которые могут влиять на фенотип СМА посредством 
воздействия на экспрессию гена SMN. Один из них, 
вариант c.859G>C p. (Gly287Arg) гена SMN2, распо-
ложен в составном регуляторном элементе сплайсин-

га в центре экзона 7 и обнаружен у пациентов с отсут-
ствием копий экзона 7 гена SMN1 и более легкой, чем 
ожидалось исходя из числа копий SMN2, формой СМА 
[12,13]. Наблюдается аддитивный эффект на фенотип 
в зависимости от того, обнаружен ли вариант c.859G>C 
в одной или большем числе копий SMN2 [14]. Экспе-
риментально на системе миниген показано, что вари-
ант с.859G>C SMN2 приводит к увеличению включе-
ния экзона 7 (до 70%) во время сплайсинга пре-мРНК, 
по сравнению с минигеном SMN2 дикого типа (уровень 
включения 50%) [15]. Однако механизм этого явления 
остается не до конца ясен. Prior T.W. с соавт. (2009) вы-
двигают гипотезу, что данная замена создает новый мо-
тив распознавания последовательности для SF2/ASF – 
сайта связывания богатых серином/аргинином бел-
ков (SR), что способствует сплайсингу пре-мРНК [15].   
Vezain с соавт. (2010) показывают, что c.859G>C раз-
рушает сайт связывания гетерогенного ядерного рибо-
нуклеопротеина (гяРНП) A1-зависимого сайленсера, 
но не исключают и возможность появления энхансе-
ра, распознаваемого активатором сплайсинга, отлич-
ным от SF2/ASF [12].

Спектры и частоты вариантов в локусе SMN раз-
личаются в разных популяциях, поэтому актуальным 
остается как изучение известных модификаторов, так 
и поиск новых.

Целью работы является изучение влияния вариан-
та c.859G>C на разнообразие клинических фенотипов 
СМА 5q у российских пациентов.

Материалы и методы

Поиск варианта c.859G>C p.(Gly287Arg) гена SMN2 
проведен у 488 неродственных пациентов, направлен-
ных с 2020 по 2022 гг. (до начала масштабных пилот-
ных проектов по скринингу новорожденных) на мо-
лекулярно-генетическую диагностику СМА в лабора-
торию ДНК-диагностики ФГБНУ МГНЦ, у которых 
была выявлена делеция экзона 7 гена SMN1 в гомози-
готном состоянии. Генотипы пациентов, медиана и ди-
апазон возраста обращения представлены в табл. 1. 
Контрольная группа представлена образцами ДНК 
200 жителей РФ с 2 копиями SMN1 и 2 копиями SMN2.
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ДНК была выделена из цельной крови, забранной 
в пробирку с ЭДТА, с использованием набора Wizard® 

GenomicDNAPurificationKit (PROMEGA, USA) соглас-
но протоколу производителя. Для определения чис-
ла копий генов SMN1 и SMN2 был использован на-
бор SALSA MLPA Probemix P060 (MRC Holland, Ни-
дерланды) согласно протоколу фирмы производителя.

Для регистрации варианта c.859G>C p.(Gly287Arg) 
SMN2 была разработана система, основанная на 
мультиплексной проба-зависимой лигазной реак-
ции с последующей амплификацией (MLPA-систе-
ма) (рисунок). Для визуального разделения теломер-
ной и центромерной копий гена выбраны точки раз-
личия c.840C>T ex7 SMN2 и с.835-44G>A int6 SMN1. 
Дизайн олигонуклеотидных проб для лигирования  
(табл. 2) и универсальных праймеров (табл. 3) вы-
полнен в лаборатории ДНК-диагностики ФГБНУ  
«МГНЦ», синтез – ЗАО «Евроген», г. Москва.  Муль-
типлексная лигазная реакция проводилась на програм-
мируемом термоциклере «ДНК-технология» (Россия) 
в 2 этапа: лигирование с последующей ПЦР. 

Результаты детектировали методом электрофоре-
за в 8% полиакриламидном геле (ПААГ) с соотноше-
нием акриламида (АА): бисакриламида (БА) 29:1,3. 
В качестве маркера молекулярного веса использова-
ли ДНК фага l.

Результаты

Вариант c.859G>C в гетерозиготном состоянии 
обнаружен у двух пробандов с 0 копий ех7 гена SMN1 
и 3 копиями ех7 SMN2. Оба пациента мужского пола, 

первый – из Республики Крым, обратившийся за ди-
агностикой в возрасте 14 лет. Второй мужчина 22 лет 
из Пермского края.

Возраст обращения за диагностикой пациен-
тов с тремя копиями SMN2 в исследуемой выборке 
(N=300) варьирует от 4 месяцев до 42 лет, медиана со-
ставила 8 лет 5 месяцев. Очевидно, что оба пациента 
обратились за диагностикой в более позднем возрас-
те, чем ожидалось. Однако наблюдаемое число паци-
ентов с вариантом c.859G>C SMN2 слишком невели-
ко для статистического анализа.

Лишь 0,2% российских пациентов с делецией эк-
зона 7 SMN1 в гомозиготном состоянии имеют ва-
риант c.859G>C SMN2. Таким образом, частота дан-
ного варианта у российских пациентов ниже, чем 
в исследованных когортах пациентов других стран 
(табл. 4). Необходимо отметить, что в нашем иссле-
довании не выявлено ни одного гомозиготного но-
сителя варианта. 

По данным M. Calucho с соавт. (2018), в когорте 
из 625 испанских пациентов со СМА аллельная часто-
та c.859G>C составляет 1,04%. Вариант выявлен у 4 па-
циентов со II типом СМА с делецией 7ех и 2 копиями 
SMN2 в гетерозиготном состоянии, у 4 пациентов с III 
типом СМА с двумя копиями SMN2, у троих из них 
в гомозиготном состоянии. Еще 2 человека с III типом 
имеют вариант в одной из трех копий SMN2. Среди об-
разцов 94 ДНК пациентов из Франции с гомозиготной 
делецией гена SMN1 Vezain M. с соавт. (2010) обнару-
жили c.859G>C гена SMN2 у двух пациентов мужско-
го пола, страдающих СМА типа IIIa. Первый пациент 
имел две копии гена SMN2 и  вариант c.859G>C в обе-

Рисунок. А – MLPA-система с указанием различия последовательностей генов SMN1 и SMN2: c.840C>T экзона 7 SMN2 и с.835-
44G>A интрона 6 SMN1. Красным выделен вариант с.859G>C SMN2. Б – Результат использования MLPA-системы, визуализиро-
ванный в ПАА-геле: 1. контрольный образец, норма, генотип SMN2-GG, SMN1-GG; 2. контрольный образец, делеция гена SMN1, 
генотип SMN2-GC; 3. контрольный образец, норма, генотип SMN2-GG, SMN1-GG, генотип SMN2-GC;  4-8. анализируемые образ-
цы;  9. маркер молекулярного веса

Figure 1. A – MLPA system indicating the difference in the sequences of the SMN1 and SMN2 genes: c.840C>T exon 7 SMN2 and  
c.835-44G>A intron 6 SMN1. The variant c.859G>C SMN2 is highlighted in red. B – The result of using the MLPA system, visualized in PAA 
gel: 1. control sample, norm, genotype SMN2-GG, SMN1-GG; 2. control sample, deletion of the SMN1 gene, genotype SMN2-GC; 3. con-
trol sample, norm, genotype SMN2-GG, SMN1-GG, genotype SMN2-GC; 4-8. analyzed samples; 9. molecular weight marker
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их копиях. У пациента 2 было три копии SMN2 и  вари-
ант  c.859G>C в одной из них. Частота составила 1,6%. 
В выборке из 217 пациентов из США [9] у 2 человек 
выявлена замена c.859G>C, частота – 0,7%. У первого 
пациента подтверждены 2 копии SMN2 и установлена  
СМА типа IIIa. У второго пациента было определе-
но наличие c.859G>C в двух копиях SMN2, СМА типа 
IIIb. В другой выборке из 44 пациентов из США [15] 
у 3 человек выявлен вариант c.859G>C, частота со-

ставила 4,55%. Первый случай – 42-летняя пациент-
ка со СМА типа IIIb, имеющая гомозиготную замену 
c.859G>C в двух копиях SMN2. У 31-летней женщи-
ны с верифицированным диагнозом СМА типа IIIa 
подтверждены 2 копии SMN2 и носительство вариан-
та в гетерозиготном состоянии. У третьего пациента 
мужского пола 29 лет со СМА типа IIIb было показа-
но наличие 3 копий SMN2, в одной из которых выяв-
лен изучаемый вариант.

Таблица 1. Генотипы и возраст пациентов при обращении за генетическим тестированием на СМА 

Table 1. Genotypes and age of patients when applying for genetic testing for SMA

Количество обратившихся Число копий SMN1 Число копий 
SMN2

Возраст поступления  
на диагностику

Медиана возраста  
обращения

2 чел. 0 1 6 дней – 3 мес. 8 дней 1 мес. 22 дня

101 чел. 0 2 2 дня – 36 лет 5 мес. 17 дней

300 чел. 0 3 4 месяца – 42 года 8 лет 5 мес.

84 чел. 0 4 12 дней – 53 года 17 лет 5 мес.

1 чел. 0 5 38 лет –

Таблица 2. Последовательности олигонуклеотидных проб и условия лигирования для MLPA

Table 2. Oligonucleotide sample sequences and ligation conditions for MLPA

Название Последовательность олигонуклеотидов tо лиги-рования

MSMNMOD_FG GTTCGTACGTGAATCGCGGTAC GCTTTTTAACATCCATAT 
AAAGCTATCTATATATAGCTATCTATG

62

MSMNMOD_FA GTTCGTACGTGAATCGCGGTAC AAAATGCTTTTTAACATC
CATATAAAGCTATCTATATATAGCTATCTATA

62

MSMNMOD_RG GGAAGGTGCTCACATTCCTTAAATTAAG TTTTATTTTCGA
TGCGATCCGATGCCTTCATG

62

MSMNMOD_RC CGAAGGTGCTCACATTCCTTAAATTAA GATGCGATCCGAT
GCCTTCATG

62

MSMNMOD_L TCTATATAGCTATTTTTTTTAACTTCCTTTATTTTCCTTACAG
GGTTTCAGACAAAATCAAAAAGAA

62

Таблица 3. Последовательности универсальных праймеров для второго этапа реакций MLPA 

Table 3. Sequences of universal primers for the second stage of MLPA reactions

Название Последовательность олигонуклеотидов

UniSH GTTCGTACGTGAATCGCGGTAC

UniRMY CATGAAGGCATCGGATCGCATC

Таблица 4. Частота варианта c.859G>C у пациентов со СМА 5q в разных странах

Table 4. Variant c.859G>C frequency  in patients with CMA 5q in different countries

Страна Испания [18] Франция [12] США [9,15] Россия, собственные данные

Аллельная частота, % 1,04% 1,6% 0,7% [9] и 4,55% [15] 0,2%
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Такое различие в частотах может быть связано с на-
личием эффекта основателя в тех популяциях, где дан-
ный вариант является распространенным, что не про-
тиворечит предположению о том, что он является ре-
зультатом гомологичной рекомбинации [14]. Так, у 11 
пациентов со СМА испанского, итальянского, дат-
ского и чилийского происхождения углубленный ана-
лиз всей области SMN2 позволил идентифицировать 
специфическую последовательность, названную Smn2-
859C.1, имеющуюся у всех пациентов в неравновесном 
сцеплении с вариантом c.859G>C. Также установлен 
гаплотип Smn2-859C.2 в цис-конфигурации по отно-
шению к Smn2-859C.1, создающий комплексный ал-
лель. Данные гаплотипы различаются, но идентичный 
блок не менее 8848 п.н. вокруг c.859G>C присутству-
ет в обоих. Этот факт указывает на возможное про-
исхождение комплексного аллеля в результате гомо-
логичной рекомбинации, что подразумевает событие 
двойного кроссинговера. Ни у одного пациента не бы-
ло обнаружено варианта c.859G>C в ассоциации с ка-
ким-либо другим гаплотипом, независимо от их этни-
ческой принадлежности, что может указывать на об-
щее происхождение.

Характеристика гаплотипов в работе S. Bernal с со-
авт. (2010), показала, что 10 неродственных пациентов 
из Испании с изучаемым вариантом имеют общий ал-
лель в многокопийном маркере C272. Анализ маркера 
C212 позволил выявить минимальную разницу в разме-
ре двух аллелей, редко ассоциированных с SMN2 у па-
циентов со СМА без с.859G>C, что авторы объясняют 
проскальзыванием при репликации в предыдущем по-
колении. Таким образом, неравновесие сцепления ва-
рианта c.859G>C с данными аллелями свидетельству-
ет о том, что причиной распространенности данного 
варианта является эффект основателя у пациентов ис-
панского, итальянского, датского и чилийского про-
исхождения [16].

Частота встречаемости варианта c.859G>C SMN2 
в популяционной базе данных gnomAD различает-
ся в различных этнических когортах и колеблется 
от 0,005% в азиатских популяциях до 0,82% среди юж-
ных европейцев [17]. При картировании и выравнива-
нии на референсный геном последовательностей генов 
локуса SMN, полученных в результате NGS-секвениро-
вания, возможны ошибки, связанные с наличием мно-
жества гомологичных последовательностей в данном 
локусе. Поэтому мы изучили прямую частоту вариан-
та в контрольной группе из 200 человек, имеющих 2 
копии SMN1 и 2 копии SMN2. В итоге были выявлены 
3 носителя c.859G>C SMN2 в гетерозиготном состоя-

нии. Таким образом аллельная частота варианта у жи-
телей РФ с двумя копиями генов SMN1 и SMN2 соста-
вила 0,75% и соответствует частоте у жителей Европы 
и белого населения Америки. 

Также интересно отметить, что частота данного ва-
рианта не имеет достоверных различий на хромосомах 
с делецией ех7 SMN1 (2 хромосомы из 976) и хромосо-
мах без делеции (3 из 400) χ2 = 2,328 p=0,127 Это под-
тверждает факт, что возникновение данного варианта 
и делеция ех7 гена SMN1 являются независимыми му-
тационными событиями.

Результат исследования показал, что оценить вли-
яние c.859G>C гена SMN2 в качестве фактора, моди-
фицирующего фенотип СМА, не представляется воз-
можным из-за крайне низкой частоты встречаемости 
данного варианта в выборке российских пациентов со 
СМА 5q.
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