RASopatie — diagnostyka
molekularna wrodzonych
zaburzen rozwojowych

Monika Gos
Zaktad Genetyki Medycznej
Instytut Matki i Dziecka

Kurs: Choroby genetyczne wieku rozwojowego — mozliwosci
diagnostyczne w erze badan genomowych.
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Wrodzone zaburzenia rozwojowe

 wady wrodzone — zaburzenia prawidtowego rozwoju tkanki, narzadu
lub catego organizmu, zachodzgce w trakcie rozwoju ptodowego

 mechanizmy patogenetyczne: deformacje, przerwania, dysplazje i
malformacje

* 10-15% samoistnych poronien (do 50% w pdzniejszym okresie cigzy)
e 20% zgonow niemowlat
* najczestsza przyczyna wystgpienia niepetnosprawnosci u dzieci
* rozpoznanie w okresie postnatalnym
* koniecznos¢ wielospecjalistycznej opieki medycznej
» wady duze (rowniez letalne) i mate (anomalie rozwojowe,
cechy dysmorfii)
e wady izolowane i mnogie (zespoty wad wrodzonych)
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Wrodzone zaburzenia rozwojowe

* Przyczyny wystepowania wad wrodzonych:

- 50-60% - przyczyna nieznana

- 20-25% - dziedziczenie wieloczynnikowe

- 6-7% - aberracje chromosomowe

- 7-8% - mutacje punktowe (zespoty monogenowe)
- ? — zaburzenia regulacji epigenetycznej

- 3% - wrodzona choroba matki

- 2% - infekcja wewnatrzmaciczna

- 1.5% - zewnetrzne czynniki fizyczne lub chemiczne

>1000 zespotéw wad wrodzonych o znanym podtozu genetycznym

Fundusze . @0 . .
i Rzeczpospolita | Unia Europejska i
Europejskie nstytut pej m Nn.imia. 1
5 Euopeiside ., N Poke Q Mok Driecka ooy EumElgen.Imicmee.p



Szlak RAS/MAPK
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Rola szlaku RAS/MAPK

Procesy komdrkowe Procesy rozwojowe
Wzrost komorki Wzrost ciata
Progresja cyklu komérkowego Rozwaj uktadu kostno-chrzestnego
Migracja komorek Rozwoj twarzoczaszki
Rdznicowanie komorek Rozwadj uktadu nerwowego
Smieré komérkowa (apoptoza) Rozwoj serca (zastawki)
Starzenie sie komorek Rdznicowanie melanocytow
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RASopatie jako przyktad zaburzen
rozwojowych

zaburzenia aktywnosci szlaku RAS/MAPK

dysmorfia twarzoczaszki
niskorostosc
wady serca
opoOznienie rozwoju psychoruchowego
zaburzenia pigmentac;ji
wyzsze ryzyko rozwoju nowotworéw

Fundusze . @0 .
jski Rzeczpospolita I Unia Europejska edu-me gen.im d.med p
Europejskie nstytut ni pej A ) .
E Wiedza Edukacja Rozw6j - Polska ’ Matkii Dziecka Europejski Fundusz Spoteczny u t n I I |



RASopatie

Zespot Noonan (NS) 1/1000-2500
Zespot Noonan z plamami soczewicowatymi (LEOPARD) ?
Zespot Noonan z wtosami anagenowymi (Mazzanti) <1 /1000000
Zespot sercowo-twarzowo-skdrny (CFCS) ?
Zespot Costello ?
Nerwiakowtdkniakowatosé typu | 1/3500
Zespot Legiusa ?
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Zespo6t Noonan - objawy

Objawy zespotu Noonan
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Zesp6t Noonan - objawy

Cechy dysmorfii w ZN
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Kryteria diagnostyczne zespotu Noonan
.~ Cechy  Objawygiéwne  Objawy uzupetniajace

Twarzoczaszka typowa dysmorfia twarzy sugestywna dysmorfia twarzy

zwezenie zastawki tetnicy
ptucnej, kardiomiopatia

SEEE przerostowa, i/lub ECG typowe IS ey Sreiress
dla NS
Wzrost ponizej 3 centyla ponizej 10 centyla
Klatka piersiowa kurza/szewska szeroka (beczkowata)

Dziedziczenie krewny pierwszego stopnia z krewny pierwszego stopnia z

pewnym rozpoznaniem NS podejrzeniem NS
wszystkie objawy u chiopcow: jeden z 3 objawéw u chtopcow:
Inne niepetnosprawnosé niepetnosprawnosé
intelektualna, wnetrostwo, intelektualna, wnetrostwo,
dysplazja limfatyczna dysplazja limfatyczna

Cechy dysmorfii + 1 objaw gtéwny lub 2 uzupetniajace
Stabo wyrazone cechy dysmorfii + 2 objawy gtéwne lub 3 uzupetniajgce
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Zespot

genetyczny Objawy roznicujace
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Symbol definitions
Unaffected
CFC

NS

NS and MR
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PTPN11

D12584 217
D125808 7
D125129 2
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2664 211
D125809 548
D125129 202

2584 213
D125808 500

D125366 191
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EJHG, 1998, 6, 32—-37

Fundusze
Europejskie
Wiedza Edukacja Rozwdj

Rzeczpospolita

- Polska

‘%

Instytut
Matki i Dziecka

Unia Europejska - edu—metgen.imid.med.p|

Europejski Fundusz Spoteczny



—7

| eea
oo

@ Zespot Costello “

H

@ Zespot Noonan
@ Zespot CFC
) NF1/NFNS/ zespét Legiusa
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PTPN11 50% 12924.13
S0S1 10-13% 2p22.1
RAF1 3-17% 3p25.1

“ KRAS <5% 12i12.1
RRAS 19913.33

S0OS2 14¢21.3
LZTR1 22911.21
CDC42 1p36.12
Nowe geny w patogenezie RASAZ2 3923
zespotu Noonan SPRY1 4028.1
MAP3K8 10p11.23
MRAS 3922.3
RRAS2 11p15.2
FBXW11 5935.1
o o o
MAP2K1 12% 15g22.31
Zespot CFC MAP2K2 12% 19p13.3
KRAS <2% 12p12.1
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Podejrzenie kliniczne zespotu Noonan

L 4

analiza PTPN11
(50% przypadkow)

W

MUTACJA (+)

Potwierdzenie

rozpoznania
klinicznego

badanie rodzicéw
i krewnych
probanda

|

PORADA
GENETYCZNA

[ ]

(\< analiza RAF1, RIT1 [&——
I
analiza 5051

s MUTACA() ——>

ponowna ocena
kliniczna (weryfikacja)

|

HCM (+)

patogenna zmiana
submikroskopowa (+)

zmiana
submikroskopowa (-)

HCM (-)

h

analiza pozostatych
gendw szlaku
RAS/MAPK
(opcjonalnie NGS)

l

MUTACIA (-)

l

badanie kariotypu
metoda aCGH




Sekwencjonowanie nastepnej generacji jako
technika diagnostyczna w RASopatiach

Przygotowanie biblioteki =~ Amplifikacja klastrowa (mostkowa) Sekwencjonowanie
i i o0 0 T
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Wysokoprzepustowe sekwencjonowanie rownolegte —
mozliwos¢ jednoczasowej analizy panelu gendw zwigzanych z RASopatiami
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Potok przetwarzania danych (tzw. pipeline)

przepisanie sygnatu wygenerowanego przez sekwenator na sekwencje nukleotydowg (plik: FASTQ)

przyrownanie sekwencji nukleotydowych do sekwencji referencyjnej (plik: SAM/BAM)

A 4

Lista wariantéw réznigcych badang prébke od sekwencji referencyjnej (variant calling)

réznice miedzy sekwencjg badang a referencyjng (plik: VCF)

scharakteryzowanie wariantéw na podstawie réznorodnych baz danych

filtrowanie wariantdéw zgodnie z przyjetymi kryteriami
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Adnotacja wariantow

Population Frequencies @

Age Distribution

Single nucleotide variant: 12-112915523-A-G (GRCh37)

missense
« PTPN11
« ENSTOODO0351677 *
HGVSp: p.Asn30BAsp
Polyphen: @ benign
SIFT: @ deleterious

. Allele Allele Number of Allele 1e
Population Count Number Homozygotes Freguency na
» Other 6136 0.0001630 o]
w
+ European (Finnish) 21648 0.00004519 g 0.6
T 54
=
¥ Latino 34592 0.00002891 'lé o4
- 0.3 —
v African 16256 0.000 0.2
o1
» Ashkenazi Jewish 10078 0.000 . . . .
4 & o - o o o5
» East Asian 18394 0.000 & A A A A L
European (non- 113720 0.000 Ao
Finnizh} )
Heterozygous Variant Carriers ~
¥ South Asian 30616 0.000
Male 135888 0.00001472
Female 115552 0.000008654
Total 251440 0.00001193
Include: Exomes Genomes
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https://gnomad.broadinstitute.org/

Adnotacja wariantow

Analiza wystepowania wariantu w bazach klinicznych

¢ ClinVar - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/ - wolnodostepna

** Human Gene Mutation Database (HGMD) - http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
¢ Leiden Open Variation Database (LOVD) - http://www.lovd.nl/

Bazy zawierajgce informacje o genach i powigzanych fenotypach
¢ Orphanet - https://www.orpha.net
+** Online Mendelian Inheritance in Men (OMIM) - https://www.omim.org/

Bazy zawierajgce dane zebrane (populacyjne, kliniczne, ewolucyjne, funkcjonalne)
¢ Baza University of California, Santa Cruz (UCSC) - https://genome.ucsc.edu/

*» Ensembl - https://www.ensembl.org/Homo sapiens/Info/Index

*¢ Genecards - https://www.genecards.org/

Fundusze

. Oo . ; _
E Europejskie — g(z)?sc'fapospollta N Instytut Unia Europejska - edu—metgen.lmld.med.p|

Wiedza Edukacja Rozwdj M(Jfki i DZi ec kO Europejski Fundusz Spoteczny


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
http://www.lovd.nl/
https://www.orpha.net/
https://www.omim.org/
https://genome.ucsc.edu/
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index
https://www.genecards.org/

Adnotacja wariantow

Analiza predykcyjna — analiza wptywu wariantu na funkcjonalnos¢ biatka/RNA
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Najprostsza analiza funkcjonalna: analiza
dziedziczenia wariantu w rodzinie

Dziedziczenie
autosomalne

dominujgce
GEN GEN GEN
-/- m/- /

GEN

GEN

m/-

Dziedziczenie
autosomalne

recesywne
GEN GEN
m/- m/-
GEN
m/m
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Kryteria diagnostyczne — Paryz, 2018

Plamy w kolorze kawy z mlekiem (CAL) — 26

Obustronne piegowate nakrapianie pach / pachwin

Guzki Lischa (=2) lub zmiany naczynidwki (>2)

Glejak nerwu wzrokowego

Nerwiakowtokniaki skérne, podskdrne, splotowe
Wady uktadu szkieletowego, gtéwnie w obrebie kosci dtugich

| Rodzic | stopnia chory na NF1 (wykluczenie przypadkéw CMMRD)

Obecnos¢ patogennego wariantu w genie NF1

50% - 1r.z.; 97% - 8r.z.; 100% - 20r.z.
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http://radiographics.rsnajnls.org/content/vol25/issue2/images/large/g05mr04c01a.jpeg
http://www.mrcophth.com/ptosis/lischnodules.jpg
http://go2.wordpress.com/?id=725X1342&site=tomography.wordpress.com&url=http://www.jyi.org/articleimages/895/originals/img0.jpg
http://images.google.pl/imgres?imgurl=http://www.nature.com/ejhg/journal/v15/n2/thumbs/5201676f3th.jpg&imgrefurl=http://www.nature.com/ejhg/journal/v15/n2/full/5201676a.html&usg=__l4kLJU_XIKnaAAtnFxaNJh9SGMA=&h=150&w=85&sz=5&hl=pl&start=38&sig2=fVX9caEKwU_BcDKokwVmfg&tbnid=MJZ_QejIgVwnQM:&tbnh=96&tbnw=54&prev=/images?q%3Dplexiform%2Bneurofibroma%26gbv%3D2%26ndsp%3D20%26hl%3Dpl%26sa%3DN%26start%3D20&ei=cLddS8DvHoWK_AbYvsCNBQ

Nerwiakowtokniakowatosc typu |

homogennosc genetyczna SKUTECZNOSC:
mutacje tylko w genie NF1 (17g11.2) 95-96% pacjentéw spetniajacych
dziedziczenie autosomalne dominujace / kliniczne kryteria kliniczne NIH
mozaikowatos¢ / postacie segmentalne 67% pacjentdw ze zmianami
90% mutacje punktowe pigmentacyjnymi (gtéwnie plamy CAL)
(réwniez gtebokointronowe)
5-7% delecje w genie NF1 Evans DGR i wsp. Clin Cancer Res. 2017, 23(12):e46-e53

MNFI mRNA - izoformal

1
K18

54
Rl
0

1

1

neurofibromina

Fund . [@):)
E Eldrr‘oggjzsekie Rzeczpospolita g Instytut Unia Europejska

Wiedza Edukacja Rozwéj - Polska Matki i Dziecka Europejski Fundusz Spoteczny ed u i m etg e n ° I m Id ° m ed i pl




—7

| eea
oo

@ Zespot Costello “

H

@ Zespot Noonan
@ Zespot CFC
) NF1/NFNS/ zespét Legiusa
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KLINICZNE PODEJRZENIE NF1/NFNS Analiza wariantu u objawowych
cztonkéw rodziny
i zdrowych rodzicow
Analiza panel NGS (NF1 + SPRED1 + ew. RASopatie) T
Identyfikacja 90% mutacji w genie NF1

|  POTWIERDZENIE ROZPOZNANIA

KLINICZNEGO
> Wariant patogenny/potencjalnie <
> patogenny
Analiza wariantu u objawowych i zdrowych
> Wariant o niepewnym znaczeniu _cztonkdw rodziny w celu oceny segregacji;
klinicznym (VUS) analiza funkcjonalna

Brak wariantu lub wariant
tagodny/potencjalnie tagodny

\A A 4

A

A\ 4

Analiza pod kqtem obecnosci d”elecji (technika MLI?A —_zestawy P081/P082-NF1, 2 przypadki — mutacja SPRED1
ewentualnie przy delecji catego genu weryfikacja P122-NF1 area) . ! ]
Identyfikacja 5-7% mutacji w genie NF1 2 przypadki — mutacja w genie PTPN11

1 przypadek — mutacja RIT1

\ 4

Analiza sekwencji RNA pod katem obecnosci mutacji gtebokointronowych (w bazie

Plamy CAL u pacjentéw ZN
HGMD 20/>2000 opisanych mutacji) + potwierdzenie obecnosci wariantu w DNA Y pac]

A

Réinicowanie kliniczne choroby — zesp6t Legiusa, RASopatie, zespét CMMRD PTPN11 SOS1  RAF1 RIT1 P
(zespdt Turcota), inne jednostki z plamami CAL, nerwiakowtdkniakami # 12/113 1/25 5/12
- ewentualnie rozszerzenie badan molekularnych (10.6%)  (4.0%) / (41.7%) 0.002




Techniki uzupetniajgce analize NGS

* Sekwencjonowanie RNA metodg ¢ Technika MLPA — identyfikacja
Sangera (NF1) —technika bardziej  delecji/duplikacji
wymagajaca, dtuzsza, ale dajaca
mozliwosc¢ identyfikacji mutac;ji

o s 25
splicingowych 7
15
1 008 w Yopw g% "'mm.
05 Wy, e ey Wy  Gswg
0 o A
S0 100 150 200 250 300 3S0 400 450
Size (bps)
25
GGACCTGACACTTAMAACAGTCAAGTTC ’
130 140 150 15
1 aq, """.'.q"'.'d'"V‘
05 :
100 200 . 300 400 500
c. 6792C>A pTyr2264Ter ze (bp2)
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Fundusze Yy . _ .
Europejskie paec pospolita g Instytut Unia Europejska [ESEES
Wiedza Edukacja Rozwéj - olska Matki i Dziecka  Europeiski Fundusz Spoteczny S




OPIEKA WIELODYSCYPLINARNA

genetyk

rehabilitant

leczenie objawowe

neurolog

profilaktyka
nowotworowa

poradnictwo
genetyczne
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Dz.U.2020.1185 | Akt obowigzujacy
Wersja od: 3 lipca 2020 r.

ROZPORZADZENIE
MINISTRA ZDROWIA ™
z dnia 15 czerwca 2020 .

w sprawie programu pilotazowego w zakresie
koordynowanej opieki medycznej nad chorymi z
neurofibromatozami oraz pokrewnymi im
rasopatiami

1) Instytut Matki i Dziecka w Warszawie;

2) Szpital Uniwersytecki Nr 1im. dr Antoniego Jurasza w Bydgoszczy;

3) Uniwersyteckie Centrum Kliniczne w Gdarisku;

4) Uniwersyteckie Centrum Kliniczne Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.
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Dziekuje za uwage ©
Pytania?

Monika Gos
monika.gos@imid.med.pl
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