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Amiotrofia spinala

Amiotrofia spinala (atrofia muscularda spinala, AMS), este o boala
neurodegenerativa rara, cu transmitere autozomal recesiva, caracterizatd prin degradarea
treptatd a neuronilor motori din coarnele anterioare ale maduvei spinarii. Boala evolueaza
cu slabiciune musculara progresiva si atrofie a musculaturii scheletice, alaturi de
manifestari respiratorii si digestive care in timp, in lipsa unui tratament adecvat, pot duce
la insuficienta respiratorie, paralizie si chiar deces in formele grave [1,2].

AMS, desi este consideratd cea mai comund cauzd de mortalitate si morbiditate in
populatia pediatrica, este o boald genetica rara, cu o prevalentd de 1-2 la 100.000 de
persoane si o incidentd de 1 la 10.000 de nou-nascuti vii [3-5].

Cauza AMS este sinteza insuficienta a proteinei necesare supravietuirii neuronilor
motori — proteina SMN, si se datoreaza in peste 95% din cazuri unei deletii sau mutatii in
regiunea 5q13, la nivelul genei SMNI1 care codifica aceasta proteina [1].

in conditii normale, 80-90% din cantitatea de proteind SMN este produsi de gena
SMNL, restul de 10-20% fiind produsa de gena SMN2, aparuta ca urmare a unor procese
de inversie si duplicare ale genei SMN1 in decursul evolutiei [6,7]. Cele doua gene sunt
aproape identice, cu exceptia unor perechi de baze (7 in intronul 6, 2 in intronul 7, una in
exonul 7 si una in exonul 8 — unde timina este inlocuita cu citozina in pozitia 820) [8].
Aceastd modificare duce la alterarea splicing-ului ARN-ului mesager, prin activarea
acestuia intr-un alt loc si eliminarea exonului 7 din structura genei SMN2 de cétre niste
proteine initiatoare ale imbindrii [9]. Ca urmare a lipsei exonului 7, care apare in
aproximativ 90% din transcriptele SMN2, se sintetizeaza o proteind modificata structural
st functional, mai scurtd si rapid degradabila in celule de catre sistemul ubicuitind-
proteazom [6-8].

Gena SMN2 este prezentd de obicei in mai multe copii situate in aceeasi regiune
cromozomiald ca si gena SMNI, iar cantitatea de proteina SMN produsa depinde de
numarul de copii ale genei SMN2 existente si influenteaza varsta de aparitie a
simptomelor, severitatea manifestarilor clinice si rapiditatea evolutiei spre paralizie,
atrofie si insuficiente de organ [10-12].

AMS evolueaza cu sldbiciune musculara progresiva si atrofie a musculaturii
scheletice, aldturi de manifestari respiratorii si digestive care in timp, in lipsa unui
tratament adecvat, pot duce la insuficienta respiratorie, paralizie si chiar deces in formele

grave. Slabiciunea musculard este frecvent simetricd si se manifestd preponderent



proximal, la nivelul centurilor, afectind mai mult membrele inferioare decat pe cele
superioare, in timp ce reflexele tendinoase profunde sunt abolite sau mult diminuate [13].

Tabloul clinic este dominat de consecintele limitdrii abilitatilor motorii, cu
deformari posturale importante (in principal scolioze si contracturi) si consecinte asupra
functionarii aparatelor respirator si digestiv [14].

Primele manifestari clinice apar de obicei in copildrie, in perioada de dezvoltare
neuromusculara si de achizitii motorii, ducand in formele grave la dizabilitati functionale
severe care evolueaza cu paralizie si atrofie musculara, complicatii respiratorii si

digestive si insuficiente de organ ce pot evolua pana la deces.

Tipuri de AMS

In functie de varsta de aparitie a simptomelor si gradul de dezvoltare a abilitatilor
fizice, AMS a fost clasificata in 5 tipuri principale de boala, subimpartite in diferite
subtipuri in functie de gravitatea manifestarilor clinice [15-17].

Tipul 0 de AMS este considerat cea mai severa dar si cea mai rara forma de boala,
simptomele apar din viata intrauterina si adesea pacientii necesita suport ventilator inca
de la nastere si nu vor putea niciodatd sd stea In sezut sau sd-si controleze miscarile
capului. De obicei exista doar o copie a genei SMN2, iar speranta de viata este sub 6 luni
[9,18].

In tipul 1 de boala - cel mai frecvent tip (aproximativ 58% din cazurile pediatrice
de AMS), denumit si boala Werdnig-Hoffmann, simptomele apar in primele 6 luni de
viata, iar pacientii au un aspect flasc (floppy infant) din cauza hipotoniei severe, cu
slabiciune musculard preponderent axiala si reflexe tendinoase profunde diminuate [19—
22]. Copii nu vor achizitiona abilitatea de a merge, nu vor fi capabili sd mentind pozitia
sezand fara sprijin si uneori NU vVor avea nici controlul pozitiei capului [11,21]. Din punct
de vedere genetic acesti pacienti prezinta cel mai frecvent o singura copie a genei SMN2
pentru subtipul 1A si 2 copii ale genei SMNZ2 pentru subtipurile 1B si 1C, iar fara suport
ventilator mor in primii 2 ani de viata [23,24].

In boala Dubowitz — cum mai este denumit tipul 2 de AMS, care are o frecventi de
aproximativ 29% din cazurile pediatrice, simptomele apar intre 6 si 18 luni de viata
[19,20]. In general sunt prezente 2 sau 3 copii ale genei SMN2, pacientii pot sta in sezut

dar nu pot merge fira sprijin. In evolutie apar deformiri osoase in special ale cutiei



toracice si scolioze, contracturi, dificultati de ventilatie si deglutitie, tuse ineficienta.
Speranta de viata este mai mare, acesti pacienti ajungand frecvent la maturitate [25].

Tipul 3 de AMS, denumit si boala Kugelberg-Welander, cu o frecventa de
aproximativ 13% din cazurile pediatrice, este de obicei diagnosticat dupa varsta de 18
luni, uneori chiar in adolescenta, cand incep sa apara primele simptome [11,18-20].
Frecvent exista 3 copii (in tipul 3A), 4 sau chiar mai multe copii ale genei SMN2 (in tipul
3B) si evolueaza cu pierderea treptatd, in grade variate de severitate, a abilitatilor castigate
pana in acel moment, dar speranta de viata nu este influentata de aceasta boala [25].

in tipul 4 de AMS simptomele apar la varsta adulta, de obicei dupa 30 de ani, iar
pacientii isi pierd foarte rar abilitatea de a merge, eventual dupa varsta de 50 de ani, iar
speranta de viata este consideratd normala [18]. In general, acesti pacienti au intre 4 si 8

copii ale genei SMNZ2 care reusesc sa produca destul de multa proteina SMN [26].

Tratament AMS

in momentul de fata sunt aprobate 3 medicamente modificatoare de boald pentru
tratamentul AMS datorate mutatiilor sau deletiilor genei SMN1 in regiunea q11.2-913.3
a cromozomului 5. Toate aceste medicamente au rolul de a creste cantitatea de proteina
SMN la nivelul neuronilor motori, dar diferd prin modul de actiune, modul de
administrare si nivelul de biodisponibilitate al proteinei SMN furnizate la nivel tisular
[27-29].

Fiecare din cele trei medicamente aprobate - Nusinersen (Spinraza), Onasemnogene
abeparvovec-xioi (Zolgensma) si Risdiplam (Evrysdy), are recomandari, criterii de
includere, criterii de excludere si posibile reactii adverse, iar rezultate favorabile s-au
inregistrat Tn studii pentru fiecare schema de tratament, in ceea ce priveste cresterea
sperantei de viata si imbunatatirea calitatii vietii [30-33].

Studiile pe termen lung vor clarifica diferite aspecte in ceea ce priveste tratamentul
recomandat in functie de varsta pacientului, gravitatea formei de boala, timpul trecut de
la aparitia simptomelor la posibilitatea initierii tratamentului si eficacitatea schimbarii
diferitelor scheme de tratament intre ele sau a administrarii simultane a mai multor tipuri
de medicamente [6,29,30,34-36].

Rezultatele obtinute Tn urma tratamentelor administrate depind in primul rand de
statusul neurologic al pacientului in momentul initierii terapiei, de gradul de deformare

osoasa si de degradare musculara si de numarul de copii ale genei SMN2 prezente, astfel



incat initierea tratamentului in perioada presimptomatica sau cat mai curand de la debutul
simptomelor este cruciala [37—-39].

Pentru formele cele mai grave de AMS, cu debut simptomatic inainte de nastere si
sanse minime de supravietuire pentru cateva luni, tratamentul initiat in utero poate
reprezenta o sansa oferitd acestor copii, conform studiilor efectuate pe soareci, putand

creste eficacitatea terapiilor actuale chiar si in alte forme de boald [39-41].

Terapii adjuvante

Prin administrarea medicamentelor se trateaza cauza declansarii bolii, aducandu-se
aportul necesar de proteind SMN pentru a stopa degradarea neuronilor motori, dar pentru
obtinerea celor mai bune rezultate pentru functiile motorii, respiratorii si digestive este
necesard tratarea efectelor degradarii treptate a motoneuronilor, in special prin
recuperarea si tonifierea musculaturii atrofiate, prevenirea infectiilor si supravegherea
dietei [42-44].

Posturarea corectd, pozitionarea cu ajutorul ortezelor, verticalizarea, exercitiile
fizice active sau pasive si chiar tratamentul chirurgical sunt utilizate pentru gestionarea
deformarilor musculoscheletale, pentru imbunatitirea functiei pulmonare si a

simptomatologiei digestive [42,45].

Monitorizarea evolutiei sub tratament

Odata cu aparitia tratamentelor modificatoare de boald se simte tot mai mult
necesitatea compardrii evolutiei starii generale a pacientilor si castigurilor obtinute din
punct de vedere motor, in functie de tipul terapiei instituite, profilul fenotipic al bolii,
varsta de initiere a tratamentului si severitatea simptomelor, cu ajutorul unor biomarkeri
pentru a se personaliza terapia administratd in vederea obtinerii celor mai bune rezultate
posibile pentru fiecare pacient in parte.

Biomarkerii circulanti — nivelul de proteina SMN disponibil, nivelul
neurofilamentelor (componente exclusiv neuronale), proteina Tau (proteind neuron-
specificd) sau creatinina serica oferad informatii asupra raspunsului la tratament, evolutiei
bolii si prognosticului, cu dezavantajul metabolizarii si clearance-ului in timp [46-50].

In timp ce biomarkerii serologici sunt in faza de inceput de descoperire si validare

pentru AMS, biomarkerii electrofiziologici au fost utilizati de-a lungul timpului in studiile



clinice asupra bolilor neuromusculare pentru aprecierea statusului functional si
capitalului de neuroni viabili (CMAP, MUNE, SMUP, electromiografia) [51-54].

Analiza fenotipului genetic, a modificarilor aspectelor electrofiziologice si
imagistice, precum si evolutia nivelului unor markeri circulanti pot sugera progresia bolii,
prognosticul si raspunsul la tratament, fiecare categorie avand avantaje si dezavantaje in
evaluarea individuala [55,56].

Odatd cu noile descoperiri in stiintd si tehnologie se vor Tmbunatdti nu doar
mecanismele de actiune si cdile de administrare ale tratamentelor aplicate, ci si modurile
de evaluare pentru gradul de hipotonie si atrofie, precum si a evolutiei functionale a
pacientilor sub tratament cu ajutorul imaginilor computerizate si a inteligentei artificiale

[57].

Managementul pacientului cu AMS

Abordarea pacientului cu AMS este multidisciplinara, din cauza numeroaselor
aspecte clinice si a consecintelor lor asupra diferitelor aparate si sisteme si in special
asupra managementului ortopedic, respirator, gastrointestinal si nutritional [58,59].

Complicatiile aparute prin afectarea aparatului respirator din cauza hipoventilatiei
datorate slabiciunii musculaturii respiratorii, a tusei ineficiente cu acumularea secretiilor
si a suprainfectiilor reprezinta principalele cauze de mortalitate si morbiditate in AMS
[59-62].

Tonifierea muschilor respiratori si stimularea tusei pentru eliminarea secretiilor prin
fizioterapie si kinetoterapie, drenajul postural, aspirarea manuald sau mecanica si
ventilatia asistatd sunt doar citeva tehnici de imbunatatire a functiei respiratorii si astfel
a oxigenarii tesuturilor si organelor [62,63].

Dezvoltarea abilitatilor functionale motorii sau recastigarea achizitiilor pierdute din
cauza bolii depind atat de programele de fizioterapie si kinetoterapie aplicate, dar si de
vointa si posibilitatea pacientilor si apartinatorilor de a efectua exercitiile individuale
recomandate [62,64].

Posturarea corectd, mobilizarea articulatiilor si reducerea contracturilor pot scadea
riscul aparitiei formelor invalidante prin echipamente care sa asigure mobilitatea

pacientilor si posibilitatea de autoingrijire.
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La nevoie se poate apela la orteze, cadre de sprijin sau scaune rulante, si chiar

operatii de Indreptare si sustinere a coloanei vertebrale pentru crestea calitatea vietii

[64,65].

Scalele functionale motorii

Evaluarea deficitului motor si a fortei musculare sunt utilizate in practica zilnica de
catre kinetoterapeuti si medici de recuperare pentru determinarea gradului de afectare
neuromusculara, a severitatii bolii, prognosticului si evolutiei in timp a diferitelor boli in
special ca raspuns la tratamentele aplicate [66,67].

In AMS s-au creat si au fost validate diferite scale de evaluare functionald motorie
bazate pe caracteristicile clinice ale bolii, corelate cu gradul de severitate al simptomelor,
varsta pacientilor si tipul de AMS. Scalele, cu diferite grade de complexitate, evalueaza
miscarile voluntare sau reflexe, postura, abilitatea de a merge cu sau fara sprijin sau

rezistenta la efort [68,69].

Neurofilamentele

Neurofilamentele (NF) sunt heteropolimeri proteici exclusiv neuronali si sunt
studiate in ultimii ani tot mai des ca posibili biomarkeri pentru agresiunea, degradarea si
moartea neuronald datorita cresterii concentratiei lor in LCR si de aici In sange in urma
unor afectiuni acute neuronale, In boli neurodegenerative cum ar fi boala Parkinson, boala
Alzheimer, boala Charcot-Marie-Tooth, dementa frontotemporala, dementa vasculara sau
cu corpi Lewy, scleroza amiotrofica laterald, scleroza multipla, neuropatia toxicad sau cu
axon gigant sau in arsuri severe [70-73].

Neurofilamentele apartin clasei IV de filamente intermediare si aldturi de
microfilamente si microtubuli participa la formarea citoscheletului neuronal [70,71].

Pe langa rolul structural, neurofilamentele contribuie la modularea impulsului
nervos, fiind implicate si in cresterea si mentinerea diametrului axonal [74]. Activitatea
neurofilamentelor este modulatd de diverse oxidari, glicozilari, fosforildri, nitrari,
ubicuitdri, polimerizari, asamblari si dezasamblari - procese fizice si biochimice la care
sunt supuse in timpul transportului lor, de la locul de sinteza situat in corpul neuronal la
nivel axonal unde isi desfasoara principala activitate [74—76].

Pe baza caracteristicilor fizice, chimice si recent a celor genetice, neurofilamentele

au fost diferentiate in 5 subunitati. Trei dintre ele, prezente atat la nivel central cat si la
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nivel periferic, sunt denumite in functie de masa moleculara mica - low (NF-L), medie -
medium (NF-M) si mare - heavy (NF-H). Acestora li se adauga o a patra subunitate, o-

internexin — in sistemul nervos central, respectiv peripherin — in sistemul nervos periferic

[70,74,77-79].

pNF-H

PNF-H rezultd din fosforilarea subunititii cu cea mai mare dimensiune a
neurofilamentelor (NF-H), proces care ii confera un mare grad de stabilitate fata de
diferitele enzime proteolitice din jur [74,76,80]. Este omniprezentd in neuroni, cu un
maxim al concentratiei la nivel axonal [70,81].

In bolile care afecteazi integritatea neuronali se elibereazi componentele
structurale ale acestora si acest fapt duce implicit la aparitia subunitatii pPNF-H in spatiul
interneuronal de unde ajunge in LCR si apoi in ser [70,72,82].

Gradul de afectare al neuronilor este direct proportional cu cantitatea de pNF-H si
alte elemente structurale eliberate iIn LCR, cantitate care s-a corelat in diferite studii
clinice cu diagnosticul, evolutia bolii si eficacitatea tratamentului administrat [75,83].

Modificarea nivelului de neurofilamente nu depinde doar de cauza care a provocat
degradarea si distrugerea neuronilor, ci si de gradul de progresie a bolii, de severitatea
simptomelor si de timpul scurs de la aparitia simptomelor pana la initierea tratamentului
specific [71,75,83,84].

Odatd cu aparitia tratamentelor modificatoare de boala se simte tot mai acut
necesitatea depistarii unor biomarkeri cat mai fideli pentru cresterea preciziei
prognosticului, urmarirea evolutiei, monitorizarea raspunsului la tratament si compararea
efectelor diferitelor tratamente administrate, iar pentru bolile neurodegenerative
neurofilamentele au fost din ce in ce mai des luate 1n calcul, fiind componente structurale
exclusiv neuronale, care apar in cantitati mici in LCR ca urmare a metabolismului normal
al celulei neuronale, dar care sunt eliberate in cantitati corespunzatoare dimensiunii
afectdrii in caz de leziune sau moarte neuronala [71,84].

Stabilitatea crescuta si cantitatea mare la nivel axonal sunt doua aspecte deosebit de
importante in alegerea nivelului subunitatii pPNF-H a neurofilamentelor pentru analizarea

ca biomarker al afectarii neuronale [76,80].
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Creatinina serica

Creatinina serica este consideratd un marker al activitatii musculare in diferite boli
neuromusculare, nivelul ei fiind in corelatie directd cu masa de tesut muscular existenta
in organism si cu metabolismul muscular (de exemplu 1n distrofia muscularda Duchenne
sau Becker, in boala Kennedy sau in alte boli care evolueaza cu atrofie musculara
indiferent de etiologie) [85-87].

Creatinina sericd nu este influentata de alimentatie, de ritmul circadian, de efortul
fizic sau de alte constante biologice, fiind corelata direct cu metabolismul muscular.

Creatinina serica reprezinta un parametru mai util in evaluarea gradului de utilizare
a musculaturii fatd de creatinkinaza, care se coreleaza mai bine cu gradul de degradare
musculara [88].

In bolile neurodegenerative, o scidere a nivelului creatininei serice sugereaza
progresia gradului de denervare musculara, iar gradul scaderii acestui parametru se
coreleaza cu severitatea afectiunii [89,90].

Diferite studii pe pacienti cu AMS au urmarit nivelul creatininei ca biomarker
pentru scaderea activitatii musculare prin denervarea progresivd care apare in cursul
evolutiei naturale a bolii si modificarile nivelului seric aparute pe parcursul introducerii

terapiei specifice modificatoare de boala [11,47,48,91].

Nusinersen (Spinraza)

Nusinersen (Spinraza) este primul medicament aprobat pentru tratamentul etiologic
al AMS 5q. Substanta activa este o oligonucelotida antisens care previne splicing-ul
prematur al ARN-ului mesager, incluzand exonul 7 in procesul de transcriptie a genei
SMN2 care codifica proteina SMN si determinand producerea unei proteine necesare
supravietuirii neuronilor motori corespunzdtoare ca lungime si functionalitate pentru
oprirea degradarii neuronale [92,93].

Tratamentul vizeaza in primul rand mentinerea sau chiar Tmbunatatirea functiei
motorii si imbunatatirea functiei respiratorii si implicit a calitati vietii.

Medicamentul este conditionat sub forma de solutie injectabila, cu cale de
administrare intratecald, ambalat in flacoane de 5 ml, continand 12 mg de substanta activa
la o concentratie de 2,4 mg/ml.

Doza recomandata pentru fiecare administrare este de 5 ml (12 mg), iar schema de

tratament cuprinde doua parti: perioada de incarcare — cu administrarea medicamentului
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in zilele 0, 14, 28 si 63 de la initierea terapiei si perioada de intretinere, care presupune
administrarea unei doze de medicament odata la 4 luni (+ 2 saptamani) pe parcursul
intregii vieti [94]. Inainte de administrare se recomanda extragerea a 5 ml de LCR pentru

a mentine constanta presiunea intracraniana [95].

Ipoteze de lucru

AMS face parte din categoria bolilor neurodegenerative care evolueaza cu
distrugerea progresiva si moartea neuronilor motori, insotita de consecintele aferente:
eliberarea componentelor structurale neuronale in spatiul interstitial neuronal, in LCR si
in ser, afectarea functiei motorii si a masei musculare.

Nivelul neurofilamentelor eliberate — si implicit al componentei pNF-H a acestora,
ca structuri existente exclusiv la acest nivel, ar trebui sa fie direct proportional cu
cantitatea de neuroni lezati si astfel sd reprezinte un mod de cuantificare a gradului de
afectare neuronala. Din spatiul interstitial, neurofilamentele ajung in LCR si de aici in
ser, iar nivelul detectat depinde atat de cantitatea eliberata cat si de procesele metabolice
suferite si de clearance-ul plasmatic.

Afectarea functiei motorii se observa prin evolutia scorurilor pe scalele functionale
de evaluare motorie, iar gradul de atrofie al masei musculare este reflectat de nivelul
creatininei serice.

Odata cu introducerea tratamentului modificator de boald, distrugerea neuronilor
este stopata, nivelul neurofilamentelor pNF-H in LCR ar trebui sa se mentina la un minim
bazal datorat metabolismului neuronal normal, performantele motorii ar trebui sa se
imbunatiteascd pe masura aplicarii programelor de recuperare functionala, iar masa
musculara ar creste, marind astfel si nivelul creatininei serice in concordantd cu gradul
activitatii musculare.

Parametrii de monitorizare pentru functia motorie (scorul obtinut pe scale) si pentru
intensitatea activitatii musculare (nivelul creatininei serice) ar trebui sa evolueze invers
proportional fata de markerii degradarii neuronale (nivelul pNF-H din LCR si din ser).
La evaluarea de la initierea tratamentului, cresterea neurofilamentelor ar trebui sa fie in
concordanta cu scaderea scorurilor motorii si a nivelului creatininei serice, iar odata cu
administrarea tratamentului cu nusinersen, nivelul neurofilamentelor ar trebui sa scada si

performantele motorii si nivelul creatininei serice sa se imbunatateasca.
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Obiective generale

Determinarea nivelului neurofilamentelor pNF-H din LCR in functie de varsta,
tipul de boald, numarul de copii ale genei SMN2 si stadiul tratamentului (la
initiere, pe parcursul primului an din perioada de intretinere, respectiv la un an,
doi si trei de tratament) pentru populatia pediatrica tratatd cu nusinersen in
CNCRNC Dr. Nicolae Robanescu in vederea stabilirii unor niveluri de referinta
pentru pacientii pediatrici cu AMS din Romania

Analizarea evolutiei nivelului neurofilamentelor pNF-H din LCR 1in diferite
perioade de tratament

Monitorizarea evolutiei AMS prin prisma nivelului neurofilamentelor ca
biomarker al progresiei bolii

Stabilirea importantei nivelului pNF-H ca factor predictiv pentru evaluarea

raspunsului la tratament

Obiective secundare

Evaluarea statusului functional al pacientilor reflectat prin scorurile obtinute pe
scalele functionale motorii in diferite perioade de tratament

Analizarea evolutiei nivelului neurofilamentelor pNF-H din ser si al creatininei
serice 1n diferite perioade de tratament

Stabilirea corelatiilor dintre nivelul neurofilamentelor pNF-H din LCR, valoarea
scorurilor obtinute pe scalele de evaluare motorie, nivelul neurofilamentelor
PNF-H din ser si al creatininet serice

Corelarea valorilor si a evolutiei nivelului neurofilamentelor pNF-H din LCR
pentru utilizarea acestui parametru ca marker predictiv asupra rezultatelor
tratamentului Tn timp

Determinarea eficacitatii tratamentului administrat in functie de evolutia

nivelului neurofilamentelor pNF-H fatd de momentul initial

Metodologia generala a cercetarii

In perioada cercetarii doctorale au fost analizate loturi de pacienti diagnosticati cu

AMS, tratati cu nusinersen prin Programul National pentru Boli Rare — Tratamentul cu

Nusinersen pentru Atrofia Musculara Spinald, in perioada octombrie 2018 — noiembrie

2023, in Centrul National Clinic de Recuperare Neuropsihomotorie Dr. Nicolae
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Robanescu din Bucuresti — spital clinic tip monospecialitate, dedicat recuperarii
neuropsihomotorii a copilului, structura unica in Romania, de nivel european, cu
adresabilitate la nivelul intregii tari.

In studii au fost inclusi toti pacientii eligibili in conditiile unor criterii stricte de
admitere si respingere.

Studiile au fost aprobate de Comisia de Etica a Centrului National Clinic de
Recuperare Neuropsihomotorie Copii ,,Dr. Nicolae Robanescu” (acordul nr. 7464 din 01
octombrie 2018).

Consimtamantul informat a fost obtinut de la apartinatorii legali ai tuturor
pacientilor inclusi in studii, conform reglementarilor locale si a Declaratiei Asociatiei
Medicale Mondiale de la Helsinki, revizuita in anul 2000 la Edinburgh.

Toate prelucrarile de date au respectat regulamentul GDPR 697/2016.

Criteriile generale de includere in studii au fost: pacient pediatric, existenta unei
mutatii bialelice sau o mutatie si o deletie heterozigote a genei SMN1 in regiunea 5q13
confirmata prin analiza geneticd, existenta a cel putin 2 copii ale genei SMN2, lipsa
oricarei afectiuni acute care ar fi putut sia influenteze suplimentar nivelul
neurofilamentelor pNF-H, admiterea in programul national de tratament cu nusinersen,
administrarea tratamentului si efectuarea evaluarilor clinice, paraclinice si functionale
dinaintea fiecarei administrari cu personalul specializat si aparatura din cadrul CNCRNC
Dr. N. Robanescu.

Principalele criterii de excludere au fost:adm inistrarea altui tratament modificator
de boald, prezenta altei afectiuni cunoscute pentru distrugerea neuronilor motori cu
cresterea nivelului pNF-H din LCR si ser, existenta unor afectiuni suplimentare care ar fi
putut influenta performantele motorii, nerespectarea schemei standard de tratament cu
nusinersen.

Evaluarea clinica dinaintea administrarii fiecarei doze de tratament a fost efectuata
de o echipa multidisciplinara a CNCRNC Dr. N. Robanescu. Medici neurologi pediatri,
anestezisti si pediatri specializati si cu experienta in evaluarea pacientilor cu AMS au
coroborat parametrii clinici, rezultatele parametrilor functionali furnizati de
kinetoterapeuti specializati in evaluarea pacientilor cu aceasta afectiune si parametrii
paraclinici rezultati din prelucrarea probelor biologice in laboratorul acreditat al

CNCRNC Dr. N. Robanescu.
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Evaluarile au fost efectuate de aceleasi persoane pentru scaderea riscului de eroare
in cadrul analizelor si a interpretarii datelor, iar administrarea medicamentului s-a realizat
dupa obtinerea acordului echipei multidisciplinare.

Datele demografice, antropometrice, clinice si paraclinice ale participantilor, care
au fost folosite in cadrul studiilor, au fost preluate din foile de observatie ale pacientilor
si din datele inregistrate In mod curent in programul informatic al CNCRNC Dr. N.
Robanescu.

Kinetoterapeuti din cadrul CNCRNC Dr. N. Robanescu, specializati in evaluarea
pacientilor cu AMS, au evaluat abilitatile motorii ale subiectilor inclusi in studii utilizand
scale functionale specifice tipului de AMS. Evaludrile au fost efectuate de aceeasi echipa
de specialisti pentru a minimiza gradul de subiectivitate.

In cadrul studiilor desfasurate s-au folosit datele obtinute pe scala CHOP-INTEND
pentru pacientii diagnosticati cu AMS tip 1 si HFMSE pentru cei cu tipurile 2 si 3.

Scala CHOP-INTEND a fost validata pentru pacienti cu varsta cuprinsa intre 3 luni
si 2 ani, cu deficiente motorii severe si dificultati respiratorii [96]. Scala evalueaza forta
si mobilitatea muschilor axiali si periferici cu ajutorul a 16 cerinte in diferite grade de
dificultate apreciate cu un punctaj de la 0 la 4 puncte (cand cerinta este indeplinita corect),
punctajul maxim care poate fi obtinut pe aceasta scala pentru indeplinirea completd a
cerintelor fiind de 64 puncte [15,97,98]. In acest fel sunt apreciate miscarile spontane,
reflexul de prindere, gradele de flexie si extensie ale membrelor, stabilitatea capului [15].

Scala HFMSE (The Expanded Hammersmith Functional Motor Scale), introdusa in
evaluarea pacientilor cu AMS din 2005, este scala Hammersmith modificatd pentru a fi
folositd atat in tipul 2 cat si in tipul 3 de AMS, pentru pacienti cu debut tardiv al
simptomelor [15,99]. Scala are un punctaj maxim de 66 puncte care se pot obtine prin
indeplinirea corecta a 33 de cerinte evaluate fiecare cu maxim 2 puncte [69,100].

S-au utilizat atat valorile absolute inregistrate, cat si cele relative la punctajul
maxim posibil de obtinut pe scalele motorii (randamentul) pentru a putea compara

performantele realizate de pacienti.
Determinarea nivelului neurofilamentelor pNF-H din LCR

Probele de LCR s-au recoltat chiar inainte de fiecare administrare intratecald a

nusinersen-ului prin punctie lombara, intr-un recipient steril, in cantitate de aproximativ
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5 ml, corespunzatoare volumului de medicament administrat, conform protocolului de
administrare a medicamentului.

Nivelul de pNF-H a fost determinat prin tehnica ELISA (the enzyme-linked
immunosorbent assay), conform instructiunilor de lucru din prospectul emis de
producatorul Kitului de reactivi, destinat pentru determinarea cantitativd in vitro a
neurofilamentelor pNF-H in probele de LCR sau ser de origine umana si care face parte

din categoria dispozitivelor medicale pentru diagnostic in vitro.

Determinarea nivelului pNF-H si al creatininei din ser

Probele de sange destinate analizelor de laborator pentru monitorizarea si evaluarea
paraclinica a pacientilor au fost recoltate inainte de administrarea fiecdrei doze de
nusinersen.

Nivelul de pNF-H a fost determinat prin tehnica ELISA, pe acelasi tip de trusa ca
si cel folosit pentru determinarea nivelului neurofilamentelor pNF-H din LCR.

Nivelul creatininei serice a fost determinat prin metoda Jaffe imbunatatita, bazata

pe reactia creatininei cu picratul de sodiu.

Grupul de control

Studiile efectuate nu au avut un grup separat de control. Datele obtinute chiar
inainte de inceperea tratamentului au fost utilizate pe post de "grup de control” pentru
urmarirea rezultatelor obtinute in diferite momente ale tratamentului apreciate relativ la
aceste valori.

Nivelurile neurofilamentelor pNF-H din LCR si din ser s-au interpretat in valori
absolute si in comparatie cu valorile obtinute chiar inainte de administrarea primei doze
de nusinersen pentru aprecierea raspunsului la tratament.

Abordarea a permis evaluarea progresiei naturale a acestei afectiuni inainte de
administrarea tratamentului modificator de boala, oferind o linie de referintd pentru

comparatia cu rezultatele obtinute in timp.
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Modificari in nivelul pNF-H din lichidul cefalorahidian si evolutia motorie
dupa doza de incircare cu nusinersen in diferite tipuri de amiotrofie spinala (Studiul
1)

Primul studiu a pornit de la ipoteza ca perioada de incarcare cu nusinersen poate fi
considerata ca avand cea mai mare influenta asupra nivelului neurofilamentelor din LCR,
cu reducerea marcata a acestuia ca urmare a asigurarii unei cantitati suficiente de proteina
SMN, eliminand astfel cauza distrugerii anormale a neuronilor motori, aspect reflectat
clinic prin cresterea scorurilor pe scalele de evaluare motorie.

Scopul acestui studiu retrospectiv a fost acela de a analiza modificarile survenite in
nivelul neurofilamentelor pNF-H din LCR dupa perioada de incarcare cu nusinersen,
corespunzatoare primelor 6 luni de tratament modificator de boala, in diferite tipuri de
AMS, la pacienti cu diferite fenotipuri si cu terapia initiatd la diferite varste, comparativ
cu nivelul initial. Suplimentar, am analizat relatia dintre rezultatele obtinute pe scalele de
evaluare motorie si evolutia nivelului pNF-H in LCR ca expresie a reducerii degradarii
neuronilor motori.

In studiu au fost inclusi 38 pacienti cu diagnostic confirmat genetic de AMS,
acceptati in programul national de boli rare pentru tratamentul cu nusinersen in perioada
octombrie 2018 — iulie 2021 in cadrul CNCRNC Dr. N. Robanescu - toti pacientii care
implinisera 6 luni de la initierea tratamentului cu nusinersen . Au fost analizate rezultatele
obtinute in doud momente de timp: inainte de initierea tratamentului (momentul TO) si
inainte de administrarea celei de-a 5-a doze de tratament (momentul T1), doza cu care
incepe tratamentul de intretinere.

Studiul a evaluat comparativ rezultatele obtinute pentru diferite categorii de
pacienti, in functie de varsta, tipul de AMS si numarul de copii SMN2, pentru a determina
categoria cu cel mai bun raspuns la tratament.

Media de varsta in functie de tipul de AMS a fost intre 2.07 si 215 luni, cei mai
tineri pacienti fiind cei cu AMS tip 1.

Valorile nivelului pNF-H in LCR 1inainte de initierea tratamentului au variat foarte
mult Intre diferite categorii de pacienti. Cea mai mica valoare a pNF-H fost de 0,035
ng/ml si s-a obtinut la un pacient in varstd de 104 luni cu 3 copii ale genei SMN2
diagnosticat cu AMS tip 2, iar cea mai mare valoare, de 3,321 ng/ml a fost inregistrata la

un pacient in varsta de 3,63 luni, cu 2 copii ale genei SMN2, diagnosticat cu AMS tip 1.
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Gama larga de valori pNF-H observate in studiu este de asemenea remarcabila, cele
mai ridicate niveluri ale pNF-H fiind obtinute inainte de initierea tratamentului, in cele
mai grave forme de boala si la pacientii cu cele mai mici scoruri pe scalele motorii
functionale, similar cu rezultatele altor studii din literatura [32,101,102].

Observatiile aratd ca tratamentul cu nusinersen poate duce la imbunatatiri ale
functiei motorii si la o scadere a nivelurilor pNF-H pentru pacientii pediatrici cu AMS
[103]. Eficienta tratamentului este dovedita prin incetinirea sau oprirea progresiei bolii
(pe baza simptomelor clinice) si prin modificari ale scorurilor obtinute de pacienti pe
scalele motorii.

Corelatia dintre nivelul pNF-H in LCR si scorurile obtinute la evaluarea motorie
specificd pentru AMS in primele 6 luni de tratament a fost negativd insemnand ca
scaderea nivelului pNF-H in timpul tratamentului a evoluat odata cu cresterea scorurilor
pe scalele de evaluare functionala motorie, desi corelatia a fost semnificativa statistic doar
in cazul AMS de tip 2.

Luand in considerare ca doza de nusinersen administratd in conformitate cu
protocolul medicamentului indicat de producdtor compenseaza lipsa de proteina SMN
necesara si acopera necesarul pentru supravietuirea neuronilor motori, pentru a compara
eficacitatea tratamentului tinand cont de diferitele scale motorii functionale aplicate
pacientilor, variatia procentuald a acestor parametri (nivelul pNF-H si scorul relativ pe
scalele functionale) a fost mai relevanta decat diferenta in valori absolute pentru acesti
parametri.

Randamentul modificarilor nivelului pPNF-H este reprezentat de procentul diferentei
dintre nivelul initial al neurofilamentelor fata de nivelul obtinut dupa 6 luni de tratament,
iar pentru scalele motorii acesta este reprezentat de procentul diferentei dintre valoarea
relativa a scorului la 6 luni de la initierea tratamentului fatd de valoarea relativa initiala
(valoare relativa fatd de valoarea maxima a scalei).

Dupa sase luni de tratament cu nusinersen, functia motorie a prezentat o
imbunatatire pentru majoritatea pacientilor inclusi in studiu, demonstratd prin cresterea
scorurilor pe scalele functionale motorii, in timp ce doar cétiva pacienti nu au prezentat
nicio modificare a scorurilor obtinute sau au inregistrat o scadere a acestora.

Constatarile sugereaza ca majoritatea pacientilor au prezentat un raspuns pozitiv la
tratamentul cu nusinersen in ceea ce priveste cresterea scorurilor functionale motorii si

scaderea nivelurilor pNF-H in LCR.
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Dinamica modificarilor nivelurilor pNF-H in LCR comparati cu scorurile
scalelor motorii functionale pe parcursul a trei ani de tratament cu nusinersen la
copiii cu amiotrofie spinali tipurile 2 si 3 (Studiul 2)

In acest studiu s-au urmarit modificarile nivelului de neurofilamente pNF-H in LCR
pe parcursul a trei ani de tratament de intretinere cu nusinersen, s-au analizat aceste
modificari comparativ cu valorile de la inceputul tratamentului si de la inceputul perioadei
de intretinere pentru diferite varste si tipuri de AMS, iar rezultatele au fost evaluate prin
prisma performantelor obtinute pe scalele functionale motorii.

Scopul acestui studiu retrospectiv a fost acela de a analiza modificarile survenite in
nivelul neurofilamentelor pNF-H din LCR 1in primul an de tratament si la trei ani de la
initierea tratamentului cu nusinersen, la populatia pediatricd cu debut tardiv al
manifestarilor clinice - in tipurile 2 si 3 de AMS, la pacienti cu diferite fenotipuri si la
diferite varste, comparativ cu nivelul initial. Suplimentar, am analizat relatia dintre
rezultatele obtinute pe scalele de evaluare motorie si evolutia nivelului pNF-H in LCR ca
expresie a reducerii degradarii neuronilor motori.

Lotul acestui studiu retrospectiv monocentric a fost format din 18 pacienti
diagnosticati cu atrofie musculara spinala si tratati cu nusinersen in perioada octombrie
2018 — iulie 2023 prin Programul National pentru Boli Rare desfasurat in cadrul
CNCRNC Dr. Nicolae Robanescu.

In studiu au fost inclusi toti pacientii diagnosticati cu AMS de tip 2 sau 3, cu cel
putin 13 doze de tratament administrate pana in iulie 2023.

In cadrul studiului, nivelul neurofilamentelor pNF-H in LCR a fost determinat la
trei ani de la inceperea tratamentului cu nusinersen, mai exact la 38 de luni. Rezultatele
au fost analizate atat in functie de varsta, sex, tip de AMS si de numarul de copii ale genei
SMN2, precum si din punct de vedere al evolutiei scorurilor pe scalele functionale motorii
fatd de valorile obtinute in primul an de tratament.

Din analiza datelor obtinute nu s-au observat corelatii semnificative statistic intre
nivelul pNF-H din LCR la a 13-a injectie si cel de la momentul initierii tratamentului sau
fata de tipul de AMS, numarul de copii ale genei SMN2 si sexul pacientilor.

Majoritatea pacientilor a prezentat imbunatatiri ale scorurilor functionale.
Dinamica evolutiei motorii in functie de randamentele obtinute pe scalele de evaluare in
trei ani de tratament, in valoare absoluta si relativ la de momentul initierii nu a depins in

mod semnificativ de sexul, varsta sau tipul de AMS al pacientilor.
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Cea mai rapida scadere a nivelului pNF-H a fost obtinuta in primele sase luni de
tratament cu nusinersen, asa cum s-a observat si in studiile pentru pacienti adulti, cu forme
de AMS cu debut tardiv (tip 3 si 4), ca dovada a eficacitatii tratamentului in incetinirea
sau chiar oprirea degraddrii neuronale din cauza existentei unei cantitati insuficiente de
proteind SMN necesara supravietuirii neuronilor motori [104].

Scorurile obtinute pe scalele de evaluare motorie sugereaza o oprire a degradarii
functiilor motorii sau chiar o Tmbunatatire treptatd a performantelor odata cu trecerea
timpului si continuarea administrarii tratamentului.

Rata de scadere a pNF-H nu se coreleazd cu o imbunatitire mai rapidd a
performantelor motorii in oricare dintre momentele studiate (la 6, 10 sau 38 de luni de la
initierea tratamentului), nivelul pPNF-H in LCR neputand fi luat in considerare ca factor
predictiv al evolutiei pacientilor, ci doar ca si criteriu de diagnostic, comparativ cu studiile
efectuate pentru pacientii cu atrofie spinala laterala, la care nivelul pNF-H a avut atat
valoare de diagnostic cat si valoare prognostica [105].

Corelatia nesemnificativd a scaderii nivelului de pNF-H in LCR cu cresterea
scorurilor motorii se poate datora lotului mic de pacienti, intervalului de timp variat dintre
debutul simptomelor si initierea terapiei, diferitelor grade de afectare functionala motorie
la initierea tratamentului si compliantei inegale a pacientilor pentru efectuarea terapiei
fizice individuale, aspect cu un rol semnificativ in recuperarea functionala a acestor
pacienti [44].

Rezultatele obtinute sunt similare cu cele descrise in analizele nivelului pNF-H in
LCR din studiile SHINE, NURTURE, EBRACE, ENDEAR si CHERSH privind loturile
de control (populatia sandtoasd cu varsta cuprinsd intre 0 si 20 de ani) si populatia
diagnosticata cu AMS (inainte de tratament si cu sau fara tratament) [106].

In perioada de initiere in tipurile 2 si 3 de AMS, evolutia nivelului
neurofilamentelor este similard cu cea descrisd in studiile pe pacienti adulti, total diferita
de rezultatele obtinute la pacientii cu AMS tip 1, pentru care existd o mai pronuntata rata
de scadere a nivelului de neurofilamente pNF-H din LCR sub tratamentul cu nusinersen
raportat la valoarea din momentul initierii terapiei. Cantitatea de pNF-H existentd depinde
de numarul de neuroni viabili care sunt afectati si de rata de degradare si de eliminare a
pNF-H din LCR [104,106,107].

Cele mai mari valori ale neurofilamentelor pNF-H au fost observate inainte de

initierea tratamentului si media valorii pe subgrup de pacienti a fost mai mare pentru
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pacientii cu AMS tip 2 comparativ cu cei cu tip 3, similar cu datele din alte studii privind
efectele nusinersen pe populatia pediatrica cu AMS [104,106].

Pe de alta parte, comparativ cu rezultatele din alte studii, pacientii cu 2 copii ale
genei SMN2 au avut valori medii ale pNF-H in LCR mai mici comparativ cu cei cu mai
mult de 2 copii ale genei SMN2, fapt influentat probabil si de numarul aproape dublu de
pacienti cu mai mult de 2 copii ale genei SMN2, dar apartinand tipului 2 de AMS, in
concordantd cu varsta de debut a simptomelor, aspect care subliniaza faptul ca gena
SMNZ2 nu poate furniza cantitatea de proteinda SMN necesara indiferent de numarul de
copii existente ale acestei gene.

Faptul ca cel mai tanar pacient a avut cea mai mare valoare a pNF-H inainte de
initierea tratamentului sugereaza o rata mai accelerata a distrugerii neuronale in primele
luni de viata, subliniind importanta efectudrii screening-ului neonatal pentru AMS odata
cu aparitia terapiei modificatoare de boala.

Cresterea nivelului pNF-H a fost observata atat la pacientii cu scleroza multipld in
perioadele de activare a bolii, cat si corelatd cu progresia bolii in scleroza laterala
amiotrofica. Cu toate acestea, ar putea fi de ajutor in diagnosticul diferential al acestor
boli la pacientii cu forme de AMS cu debut tardiv [108,109].

Monitorizarea nivelului pNF-H in AMS aduce informatii despre eficacitatea
tratamentului in stoparea degradarii neuronale din cauza deficientei proteinei SMN, dar
poate semnala si aparitia unei afectiuni asociate care afecteaza neuronii motori inaintea
altor manifestari clinice.

in timpul tratamentului cu nusinersen pentru populatia pediatrica diagnosticati cu
forme mai putin severe de AMS (tipurile 2 si 3), nivelul de pNF-H in LCR a scazut
semnificativ, mai ales Tn perioada de incarcare. Dupa acea perioada, pPNF-H a ramas la un
nivel scazut In comparatie cu valorile initiale In conditiile in care nu a aparut niciun
eveniment extern care ar fi putut produce daune sau o degradare a neuronilor motori din
alte cauze.

Scaderea pNF-H este insotitd de Tmbunadtatirea scorurilor pe scalele de evaluare
motorie. Cu toate acestea, cei doi parametri nu se coreleaza semnificativ, cel putin pentru
grupul si momentele studiate din cei trei ani de tratament cu nusinersen.

Cresterea nivelului pNF-H in LCR in conditiile unor tipuri clinice cu debutul tardiv
al AMS la copii si adolescenti ar putea face parte din criteriile de diagnostic privind starea

acuta de degradare a neuronilor motori si capitalul viabil de neuroni afectati.

23



Impactul tratamentului cu nusinersen asupra nivelului neurofilamentelor, al
creatininei si al functiei motorii in recuperarea amiotrofiei spinale la populatia
pediatrici: o analizi a acestor biomarkeri (Studiul 3)

Obiectivele principale ale acestui studiu au fost acelea de a analiza evolutia
biomarkerilor functionali (scorurile pe scalele functionale motorii) si paraclinici (nivelul
PNF-H din LCR si ser si al creatininei serice) in timpul tratamentului cu nusinersen,
pentru populatia pediatrica diagnosticatd cu diferite tipuri de AMS si compararea
rezultatelor respective cu cele de la initierea tratamentului si de la inceputul perioadei de
incarcare.

Acest studiu retrospectiv a fost realizat pe un lot de 69 de pacienti tratati pentru
AMS in CNCRNC Dr. Nicolae Robanescu in perioada noiembrie 2020 — noiembrie 2023
prin Programul National pentru Boli Rare — Tratamentul cu Nusinersen.

In studiu au fost inclusi toti pacientii pentru care au fost conservate in conditiile de
stabilitate indicate de producatorul kiturilor de reactivi probe pereche de ser si LCR,
colectate inainte de administrarea intratecald a medicamentului, in diferite etape ale
tratamentului (inainte de initiere - prima doza, inainte de inceperea tratamentului de
intretinere - a cincea doza, unul, doi sau trei ani de la initierea terapiei - dozele 7, 10 si
respectiv 13 de medicament).

Din punct de vedere clinic, scorurile pe scalele de evaluare motorie s-au
imbunatatit. Din punct de vedere paraclinic, s-au observat modificari favorabile ale
nivelurilor parametrilor investigati, cum ar fi creatinina serica (indicativ de atrofie
musculard) si nivelurile pNF-H in LCR si ser (reflectand afectarea neuronilor motori).

Cele mai ridicate niveluri de pNF-H in LCR au fost observate inainte de initierea
tratamentului cu nusinersen in toate momentele analizate. Aceasta tendintd a fost
consecventa in diferitele tipuri de AMS si pentru pacientii cu numar variat de copii ale
genei SMN2 [104,110-114].

In mod remarcabil, pacientii cu AMS tip 1 si cei cu 2 copii ale genei SMN2 au
prezentat cele mai ridicate niveluri de pNF-H, in concordanta cu constatarile din literatura
de specialitate privind factorii de severitate ai bolii [104,111].

Cea mai semnificativa scadere a nivelurilor de pNF-H din LCR a avut loc intre
initierea tratamentului si inceputul terapiei de intretinere, indiferent de tipul AMS sau
numirul de copii ale genei SMN2. In timpul perioadei de intretinere, nivelurile de pNF-

H din LCR au ramas in general mai scdzute decat cele de la inceput, cu exceptia a doi
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pacienti cu AMS de tip 1 si 2 copii ale genei SMN2, ale caror valori au crescut mult
inainte de a 7-a si a 10-a doza de medicament, dar ale caror tendinte ulterioare s-au aliniat
cu acelea ale grupurilor de pacienti din care apartineau.

Nivelul seric al pNF-H a avut, de asemenea, cele mai mari valori la initierea
tratamentului pentru pacientii cu 2 copii ale genei SMN2 comparativ cu cei cu 3 sau 4
copii. Totusi, grupul de pacienti cu AMS tip 2 a inregistrat cele mai mari valori ale acestui
parametru, In timp ce cei cu AMS tip 1 si 3 au avut valori similare.

Nivelul creatininei serice, care indica atrofia musculara, a scazut in primele 6 luni
de tratament cu nusinersen, dar a crescut in timpul tratamentului de intretinere, in special
la pacientii cu AMS tip 2 si 3. Pacientii diagnosticati cu AMS tip 1 au prezentat fluctuatii
relativ minore, desi nivelul a continuat sa creasca dupa trei ani de tratament, aliniindu-se
cu aspectele obtinute pe studiile despre atrofia musculara din cercetarile anterioare
[48,115,116]. In plus, pacientii au prezentat cresteri ale nivelului creatininei serice dupa
3 ani de tratament cu nusinersen in comparatie cu valoarea initiala, corelata in special cu
pierderea musculard scazuta si metabolismul muscular crescut, asemanator constatarilor
din literatura de specialitate [47,117].

Monitorizarea nivelului neurofilamentelor pNF-H ofera informatii despre evolutia
degenerarii neuronului motor, iar creatinina serica, impreund cu evaluarea pe scalele
motorii specifice reflectd gradul de activitate musculara.

Scéaderea nivelului de neurofilamente in ser si LCR demonstreazd incetinirea sau
chiar oprirea degradarii neuronale anormale. Cresterea creatininei serice se datoreaza
intensificdrii activitdtii musculare involuntare (de exemplu, respiratie sau inghitire) si
voluntare (evaluata prin scorurile obtinute pe scalele motorii functionale) ca urmare a
imbunatatirii functionalitdtii neuronale.

Evolutia nefavorabild a acestor parametri (cresterea nivelului pNF-H si scaderea
nivelului creatininei sau a scorurilor functionale) se traduce printr-o lipsa de raspuns la
strategia de tratament aleasa. O evolutie favorabild a nivelului neurofilamentelor, dar o
stagnare sau o scadere a nivelului creatininei si a scorurilor obtinute la evaluarile
functionale pot sugera un tratament medicamentos eficient, dar o lipsd de complianta a
pacientului la terapia adjuvanta sau necesitatea unei intensificari a acesteia prin cresterea
numarului de sedinte de kinetoterapie, a duratei sedintelor sau a complexitatii exercitiilor

efectuate.
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Importanta nivelului neurofilamentelor pNF-H in lichidul cefalorahidian ca
factor predictiv si pentru monitorizarea raspunsului la tratamentul cu nusinersen
pentru amiotrofia spinala in populatia pediatrica in diferite perioade de timp corelat
cu alti biomarkeri clinico-biologici (Studiul 4)

in acest studiu retrospectiv sunt abordate obiectivele cercetarii doctorale pentru tot
lotul de pacienti pediatrici diagnosticati cu AMS 5q tratati prin Programul National pentru
Boli Rare — Tratamentul cu Nusinersen pentru Atrofia Musculara Spinala, in perioada
octombrie 2018 — noiembrie 2023, in CNCRNC Dr. Nicolae Robanescu din Bucuresti.

Studiul a analizat comparativ modificarile nivelului neurofilamentelor pNF-H din
LCR si ser, ale creatininei serice si ale scorurilor pe scalele de evaluare functionala
motorie in anumite perioade de timp, pe tipuri de AMS, pentru numarul diferit de copii
ale genei SMN?2 si cu tratament initiat la varste variate pe o perioada de maxim trei ani
de tratament.

Astfel, s-au urmadrit importanta determinarii nivelului pNF-H din LCR in
monitorizarea raspunsului pacientilor la tratament si utilizarea acestui biomarker ca factor
predictiv al evolutiei pacientilor pe scalele functionale motorii.

Lotul studiului final a fost format din 76 de pacienti si au fost efectuate analize din
toate probele disponibile de LCR si ser pentru determinarea prin metoda ELISA a
nivelului neurofilamentelor pNF-H, s-a urmarit evolutia neurofilamentelor, a creatininei
serice si a scorurilor obtinute pe scalele motorii in anumite momente de timp si pentru
diferite perioade, atat individual cat si pe loturi de pacienti, in functie varsta, tipul de AMS
si de numarul de copii ale genei SMN2.

Momentele de timp analizate au fost: TO — inainte de initierea tratamentului (prima
doza I11), T1 — inainte de inceperea perioadei de intretinere (a cincea doza I5, la 6 luni de
la initierea tratamentului), T2 — a sasea doza de tratament 16, la 8 luni de la initiere,
respectiv T3, T4 si T5 — la unul, doi sau trei ani de la initierea terapiei — dozele 7 (17), 10
(I10) st respectiv 13 (I113) de medicament.

In urma analizei rezultatelor obtinute ca urmare a administrarii tratamentului cu
nusinersen timp de trei ani, majoritatea pacientilor au avut o evolutie favorabila. Scorurile
obtinute pe scalele de evaluare motorie s-au Imbunatdtit ca urmare a cresterii mobilitatii
si fortei musculare, nivelul creatininei serice a crescut, datoritd activitatii musculare mai
intense, iar nivelurile neurofilamentelor pNF-H din LCR si din ser au scazut ca urmare a

scaderii degradarii neuronilor motori datoratd cresterii cantitdtii de proteinda SMN
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necesara supravietuirii acestor neuroni, similar cu rezultatele altor studii din literatura de
specialitate [109,110,118].

Cea mai importanta scadere a nivelului pNF-H din LCR s-a observat in perioada de
incarcare cu nusinersen, in primele 6 luni de la initierea tratamentului, iar in perioada de
intretinere nivelul pNF-H din LCR s-a situat pentru majoritatea pacientilor la valori sub
un nivel bazal datorat probabil metabolismului neuronal normal [104,111].

Nivelul pNF-H din ser a urmat acelasi curs de scddere treptata a valorilor pe
parcursul tratamentului si s-a stabilizat sub o valoare minima pentru majoritatea
pacientilor, intr-un ritm mai lent fata de nivelul din LCR.

Nivelul creatininei serice a crescut odata cu cresterea activitatii musculare si a fost
insotit de imbunatatirea scorurilor pe scalele de evaluare motorie [47,115,117].

Nivelul neurofilamentelor pNF-H din LCR la initierea tratamentului a avut valori
cu atat mai mari cu cat numarul de copii ale genei SMN2 si tipul de AMS erau mai mici,
deci in formele cele mai grave de boala si cat mai aproape de aparitia simptomelor, cand
numarul neuronilor motori viabili era mai mare, ca si necesarul de proteind SMN pentru
supravietuirea lor [104,111,113,114].

Determinarea unui nivel pNF-H in LCR la initiere mai mare a dus la observarea
unor niveluri ale pNF-H in ser mai mari si a evoluat cu o scadere mai accentuata pe
parcursul tratamentului [119,120].

Corelatii pentru aprecierea evolutiei pacientilor sub tratamentul cu nusinersen s-au
observat atat intre valorile absolute ale nivelului pNF-H din LCR si ceilalti parametri
studiati (varsta, tipul de AMS, numarul de copii ale genet SMN2, scorurile obtinute pe
scalele motorii, nivelurile creatininei serice si al neurofilamentelor pNF-H din ser), cat
mai ales intre variatiile valorilor obtinute in diferite perioade de tratament fata de valorile
de la inceputul tratamentului sau de la inceputul perioadei de intretinere, in valori absolute
sau in valori relative la valoarea initiala [120-123].

Cresterea cu ajutorul tratamentului a nivelului proteinei SMN a dus la scaderea
degradarii neuronilor si imbundtatirea performantelor motorii cu atdt mai mult cu cat
initial afectarea era mai severa, reflectata printr-un nivel mai ridicat al pNF-H in LCR si
Ser.

In cea mai severd formi de boalia — AMS tip 1, obtinerea unui nivel ridicat al pNF-
H in LCR la initierea tratamentului ar putea fi considerat un factor predictiv negativ

pentru randamentele pe scalele motorii de-a lungul tratamentului, iar obtinerea unor valori
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ridicate ale nivelului neurofilamentelor pNF-H din LCR de-a lungul tratamentului
sugereazi obtinerea unui randament mai scizut la doi ani de tratament. In cazul AMS tip
2 si 3, nivelul initial mai mare de pNF-H in LCR s-a asociat cu obtinerea unor randamente
mai bune in timp si cu niveluri mai mari ale creatininei serice.

Cu cat neurofilamentele pNF-H din LCR au scazut mai putin de-a lungul
tratamentului, cu atat s-au obtinut randamente mai bune la doi si trei ani de tratament, o
variatie micd in timp a nivelului pNF-H din LCR sugerand o evolutie motorie mai buna
in doi si trei ani de tratament. O variatic mai mare a nivelului pNF-H din LCR atat in
perioada de Incarcare cat si in cea de intretinere S-a asociat cu obtinerea in timp a unor
randamente mai mari pentru formele cu debut tardiv al simptomelor si cu cresteri mai
importante ale nivelului creatininei serice (tipul 2 si 3 de AMS).

Pacientii care au recuperat foarte mult din activitatea musculard in perioada de
incarcare, au avut o crestere mai modesta a activitatii motorii in perioada de intretinere.

Indiferent de numarul de copii ale genei SMN2, varsta mai mica la initierea
tratamentului s-a asociat cu forme mai severe de boala, cu valori mai mari ale pNF-H in
LCR si cu variatii mai mari ale neurofilamentelor pe parcursul tratamentului, cu cresteri
mai mari ale randamentului si ale nivelului creatininei in timp, variatia nivelului pNF-H
in perioada de incarcare fiind direct corelatd cu variatia randamentului la momentele
analizate, In timp ce o variatie mai mica a pPNF-H din LCR 1n perioada de intretinere a
dus la obtinerea unor randamente mai mari pe scalele motorii.

Observarea unor variatii mai mari ale nivelului pNF-H din ser la 6 luni, un an si doi
ani de tratament s-a asociat cu un nivel al creatininei serice la doi ani de tratament mai
mare, sugerand ca si variatia nivelului pNF-H din ser in timpul tratamentului de
intretinere cu nusinersen fatd de valoarea initiald ar putea fi un factor predictiv pentru

intensitatea activitdtii musculare la doi ani de tratament.

Limitari

Rezultatele studiilor sunt limitate de posibilitatea existentei unor factori
suplimentari, independenti de boala de baza, care ar putea interfera atat cu nivelul pNF-
H, cat si cu performantele pe scalele functionale motorii, cu un rol deosebit atribuit
gradului de degradare neuromusculara la momentul initierii tratamentului si capacitatii
individuale de a suplimenta tratamentul medicamentos cu tratamente adjuvante

(kinetoterapie). Diferentele de varsta in cadrul aceluiasi tip de AMS au fost semnificative,
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varsta de initiere a tratamentului depinzand de disponibilitatea medicamentului recent
aprobat si nu de varsta aparitiei simptomelor sau de rapiditatea diagnosticului.

Metodele folosite pentru a evalua raspunsul pacientilor la tratamentul cu nusinersen
pentru atrofia musculara spinala sunt limitate de aspectele inerente ale fiecarui biomarker
analizat. Mai mult, studiul Intdmpind obstacolele analizarii evolutiei unei boli rare din
cauza dimensiunii reduse a cohortei de pacienti si a lotului de control.

Evaluarea performantelor motorii se bazeaza pe cooperarea pacientului, care poate
fi o provocare, in special In populatiile pediatrice cu dispozitii si stari de sanatate
fluctuante. In plus, completarea tratamentului cu terapii adjuvante precum kinetoterapia
introduce o complexitate suplimentara. Terapia fizica este esentiala in imbunatatirea
diferitelor aspecte ale functiei motorii, inclusiv postura, tonusul si forta musculara precum
si mobilitatea pacientilor [44]. Aceste aspecte se traduc intr-o calitate imbunatatita a vietii
pentru pacienti si familiile acestora, subliniind importanta unei abordari holistice a
managementului AMS.

Parametrii paraclinici, desi sunt mai putin influentati de factori externi sau de
cooperarea pacientului, nu sunt specifici tipului de boald si sunt influentati de

metabolismul individual.

Concluzii finale si contributii personale

In studiile doctorale realizate in cei patru ani am reusit si includ un numar de 76
pacienti cu amiotrofie spinald tratati cu nusinersen, numar important in conditiile in care
aceasta afectiune face parte din categoria de boli rare, iar tratamentul cu nusinersen a fost
aprobat din 2016 la nivel mondial si din 2018 in Romania.

Cercetarea din perioada doctorald a adus o contributie majora in intelegerea
gradului de lezare a neuronilor motori din lipsa proteinei SMN 1in functie de fenotipul
pacientului, precum si asupra importantei administrarii de nusinersen pentru incetinirea
sau chiar stoparea degradarii neuronale prin determinarea valorilor nivelului pNF-H in
LCR in functie de varsta pacientului, tipul de AMS si numarul de copii ale genei SMN2
inainte de initierea terapiei si in primii trei ani de tratament.

Determinarea unui maxim al nivelului pNF-H in perioada de intretinere, nivel
datorat probabil metabolismului normal neuronal, confera posibilitatea utilizarii acestui
parametru pentru stabilirea stadiului de activitate al bolii si al dimensiunii capitalului

neuronal existent, informatii deosebit de utile care confera nivelului pNF-H din LCR
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valoare de indicator al urgentei initierii tratamentului specific si de biomarker
pentru monitorizarea raspunsului la tratament.

Stabilirea corelatiilor dintre nivelul neurofilamentelor pNF-H din LCR, valoarea
scorurilor obtinute pe scalele de evaluare motorie, nivelul neurofilamentelor pNF-H din
ser si al creatininei serice sugereaza valoarea pNF-H ca biomarker al progresiei bolii.

Unul dintre cele mai importante aspecte rezultate din analiza datelor a fost
posibilitatea utilizarii gradului de variatie al nivelului pNF-H din diferite perioade de
tratament (perioada de incarcare, primul an de tratament etc.) ca factor predictiv pentru
evolutia motorie pentru doi sau trei ani de tratament din punct de vedere al statusului
functional — reflectat in gradul de crestere a randamentului obtinut pe scalele motorii si al
nivelului creatininei serice pentru evaluarea intensitatii activitatii motorii.

Corelarea evolutiei parametrilor functionali (scorurile pe scalele motorii si nivelul
creatininei serice) cu nivelurile pNF-H din LCR si ser pentru evaluarea eficientei schemei
de tratament medicamentos combinat cu terapia adjuvanta de sustinere a functiilor
respiratori si digestive si programele de kinetoterapie, fizioterapie sau ergoterapie
reprezintd 0 contributie personald deosebitd in personalizarea tratamentului
pacientului pentru obtinerea celor mai bune rezultate in timp.

Studiile efectuate contribuie semnificativ la intelegerea spectrului bolii si a
raspunsului la tratament, oferind noi perspective in abordarea pacientului pediatric cu
AMS si subliniind importanta introducerii determinarii nivelului pNF-H ca analiza de
rutind pentru evaluarea acestor pacienti.

Analiza comparativa a nivelurilor pNF-H din LCR si ser si a variatiilor din diferite
perioade corelate cu randamentele obtinute si cu nivelul creatininei serice creeaza
oportunitatea aprecierii comparative a raspunsului cu alte tipuri de tratament
medicamentos si cu combinatii de tratamente modificatoare de boala.

Rezultatele obtinute trebuie validate pentru grupuri mai mari de pacienti si
verificate pentru perioade mai lungi de timp, deschizand astfel portile unei noi epoci
pentru tratamentul personalizat in AMS.

Evaluarea reald a pacientilor cu AMS presupune corelarea tuturor datelor clinice si
monitorizarea oricaror biomarkeri disponibili pentru o apreciere corecta a progreselor

inregistrate si pentru personalizarea in dinamica a terapiei in functie de necesitatile si

eqge vy
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