Podtoze molekularne neurofibromatozy
typu | — mozliwosci diagnostyczne
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Nerwiakowtokniakowatos:
typu | (NF1)

* Neurofibromatoza typu 1 lub NF1
Choroba von Recklinghausena
* OMIM 162200

* Choroba wielouktadowa, zaliczana do chorob z
grupy: RASopatii oraz fakomatoz czyli chordb
nerwowo-skornych (ang. neurocutaneous
syndromes)

* Dziedziczenie: autosomalne dominujgce
* Czestos¢ wystepowania 1/3000
» Srednia dtugo$¢ zycia pacjentdéw 62 lata
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Objawy
* Plamy w kolorze kawy z mlekiem
(cafe- au- lait, ok. 100% pacjentéw)

* Obustronne nakrapianie pach i
pachwin (70% pacjentéow)
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Objawy

Nerwiakowtdkniaki (~95% pacjentow)

*  Wzdtuz lub na obwodach zakonczen nerwowych
z komoérek ostonek nerwdédw obwodowych

* Robznig sie wielkoscig (od mm do cm) oraz liczbg
(od kilku do kilku tysiecy)
* Nerwiakowtodkniaki skérne
* Lokalizacja podskérna
* Brak progresji do nowotworéw ztosliwych

* Nerwiakowtdkniaki splotowe
* Lokalizacja na potaczeniach nerwoéw
* Intensywny wzrost
* U 2% pacjentdow moga ulega¢ progresji do
nowotworéw ztosliwych MPNST-Ztosliwy
nowotwor ostonek nerwéw obwodowych

(ang. malignant peripheral nerve sheath
tumor)
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Objawy

'(“Q\ OnlineJoumaliofi®phthalmology - vivivi.onjoph.

e Guzki Lischa

* Hamartoma teczéwki
* ~90% dorostych pacjentéw

 Nowotwory OUN (15-20%
pacjentow)
* Gtownie glejaki nerwu wzrokowego
* Nerwiakowtokniaki rdzeniowe

e Zmiany kostne (10-26% pacjentdow )

* Dysplazja kosci klinowej oraz kosci
dtugich

e Skolioza
» Staw rzekomy kosci piszczelowej
* Makrocefalia

* Niskorostosc
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Objawy

e Zaburzenia neurologiczne (30-60%)

* Problemy szkolne wynikajgce z niewtasciwego widzenia
przestrzennego, stabej koordynacji, ostabienia uwagi oraz
problemow z planowaniem i organizacja

* Problemy logopedyczne

. Pdrolqlemy z artykulacjg oraz zaburzenia dotyczace formowania
zdan

* Nieprecyzyjna ekspresja werbalna, zmniejszony poziom
komunikatywnosci oraz utrudniony interpersonalny kontakt
e Zaburzenia ukfadu krazenia i hematopoetycznego (1%)

* Nadmierna proliferacja komorek srodbtonka- zwegzenie naczyn
krwionosnych

* Zwigkszone ryzyko wystgpienia nadcisnienia, udaru moézgu i
choroby wiencowej
* Mtodziencza biataczka mielomonocytowa
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Jakos¢ zycia pacjentow z NF1

* Problemy , kosmetyczne”

e Bardzo zmienny i trudny do przewidzenia obraz
kliniczny choroby

* Gtowne problemy podczas dziecinstwa:
e Zmiany ortopedyczne
* Problemy z nauka
* Nerwiakowtokniaki splotowe

e Gtéwne problemy w dorostym zyciu
* Wyglad
* Nerwiakowtokniaki splotowe, inne nowotwory
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Kryteria diagnostyczne

Kryteria diagnostyczne

National Institutes of Health (NIH)

6 lub wiecej plam przebarwieniowych typu CAL o
$rednicy 5 mm przed
okresem dojrzewania lub 15 mm po tym okresie

Dwa lub wiecej nerwiakowtdkniaki skorne lub jeden
nerwiakowtdkniak splotowy

Piegowate nakrapianie okolic pach i pachwin

Glejak nerwu wzrokowego
2 lub wiecej guzki Lischa (hamartoma teczéwki)

Charakterystyczne zmiany kostne (skrzywienie kosci
dtugich, obecnos¢ stawu rzekomego,
dysplazja kosci klinowej)

Krewny (rodzic) pierwszego stopnia chory na NF1

Obecnosc¢ patogennego wariantu w genie NF1
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Patogeneza

Chromosom: 17 (17q11.2),
Gen: NF1, okoto 280 kpz, 57 eksondéw
Transkrypt: NM_000267, 8457 pz

Produkt: neurofibromina, 2818 aminokwasow

Neurofibromina
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Patogeneza

Szlaki sygnatowe:
 RAS/MAPK
* PI3K/AKT/mTOR
« cAMP/PKA

* Rearanzacje
cytoszkieletu

* Regulacja transportu
wewnagtrzkomorkowego

- objawy ze strony
réznych uktadow
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Patogeneza- szlak RAS/MAPK

Migracja
komorek/
zmiany w
budowie
cytoszkieletu

Starzenie sie
komodrek

Szlak

@ Zzespsi Costelo (CS) | MAPKI  MAP2K2 RAS/MAPK

'. ZTespdt Noonan (NS)

@ Zespot CFC (CFCS)
) NF1/ zespdt Legiusa

Progresja
cyklu
komaérkowego/ | |
podziaty
komérek

Rdéznicowanie
komodrek
(rozwaj
narzadoéw)

za Monika Gos
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Patogeneza- szlak RAS/MAPK

Budowa uktadu
chrzestno-
szkieletowego

Budowa
serca

Szlak
RAS/MAPK

Rozwdj i
funkcjonowanie
uktadu -
NEMVOWego - pigmentacji
Rozw0j

twarzoczaszki

za Monika Gos
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Genetyka NF1

 Monogenowa, dziedziczona w sposob autosomalny
dominujacy

* 50% wykrywanych mutacji w genie NF1 ma charakter
de novo

* Mutacje:
* Posiadajg 100% penetracje
* Wykazujg efekt plejotropowy

* Heterogennosc kliniczna
* Wystepowanie objawow zalezne od wieku pacjenta

* Roéznorodnosc¢ objawow, nieprzewidywalna ewolucja
objawow choroby, niepewne rokowania
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Mutacje w genie NF1

Mutacj
po

* 90% przypadkéw — mutacje
punktowe (HGMD: 2711);
wiekszos¢ (= 80%) skutkuje
powstaniem skroconej postaci
biatka; losowe rozmieszczenie w

genie NF1
Typ mutagcji Liczba mutacji
. insercje; 7%
Mate delecje 30 *
Mate insercje 11 uze
Duze delecje 11 R
Mutacje typu missens 32 = Mutacje
typu
Mutacje typu nonsens 32 mi;‘:ns;
Mutacje powodujgce zaburzenia 39 22%
sktadania mRNA
Suma 148
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Mutacje w genie NF1

* 5-7% przypadkdéw - delecje genu NF1 (jednoeksonowe, wieloeksonowe,

gen NF1 + regiony sgsiadujace)

M2 VAR 2 Becl R0 T

¥y A A Y WD v 5 O NP
FLA $EE 9T ¢ SE§E
RF 19 ¢ v AR X & ey o ¥
%““““H_‘_—u | -
e e,
Nf1-REPa o Nf1-REPb TS ) Nf1-REPc

o Typ1,1,4Mb o

° Typ2,1,2Mb o B

o Typ 3, 1,0 Mb o

Fundusze 2 Qe . . s w
E Europejskie Recrzpaspolita ) Instytut Unia Europejska edu- metgen.im id.med. p|

Wiedza Edukacja Rozwdj - Polska Matki i Dziecka  Europeiski Fundusz Spoteczny




Dlaczego powinno sie wykonaé
diagnostyke molekularna?

* potwierdzenie rozpoznania klinicznego -
prawidtowa diagnoza

* dla celéw poradnictwa genetycznego

* dla celow prognostycznych (prognozowanie
przebiegu choroby)

* dla celéw terapeutycznych @

O
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iagnostyka molekularna NF1

é Genomowe DNA sekwencjonowanie
| —

RNA » cDNA | etap analizy molekularnej
analiza sekwencji kodujgcej genu NF1
ze wzgledu na brak ,hot-spot” >
sekwencjonowanie catego genu

. | (RNA/cDNA lub NGS)
SGkWEﬂCjOﬂOWElnIe
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Diagnostyka molekularna NF1

Analiza genomowego DNA

* Sekwencjonowanie klasyczng
metoda Sangera

* Dtugi proces analizy- duza liczba
amplikonéw

* Sekwencjonowanie nastgpnej
generacjl

* Jednoczesna analiza wszystkich
eksonow genu NF1

W obu przypadkach brak
mozliwosci bezposredniej
identyfikacji zmian
odpowiedzialnych za zaburzenia
sktadania mMRNA— koniecznos¢
analizy in silico z wykorzystaniem
pakietow komputerowych
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Diagnostyka molekularna NF1

Analiza mRNA

* Sekwencjonowanie mMRNA/cDNA genu NF1

* Wymaga dodatkowego etapu odwrotnej
transkrypcji, czyli syntezy cDNA na matrycy
RNA

e Szybsza analiza sekwencji NF1

* Mhniejsza liczba amplikondéw niz w
przypadku DNA genomowego

* Umozliwia wykrycie mutacji zaburzajgcych
sktadanie mRNA

* Nastepstwem powinno by¢ potwierdzenie
zmiany w genomowym DNA, co znacznie
utatwia ewentualne badanie nosicielstwa
mutacji w rodzinie probanta

e Zastosowanie tej metody umozliwia
wykrycie mutacji u okoto 90% pacjentow z
rozpoznaniem klinicznym NF1

GCAAGTTTTTT GACTCCCAAGGACAGGTAAAGTGTTCTCTTATTTTTCACCTTTET

550 600 610 620 630 640

SCACCCATGGGTCCAGTCAGTGAACGTWWTGT TGACTGAAACCAATACTCAWTTTGW
10 320 330 340 350 360

* Analiza gDNA
Wariant c.2850G>C w eksonie 21
p. GIn950His?

* Analiza RNA/cDNA
r.2618_ 2850del
Delecja 233pz eksonu 21
p. Lys874Phefs*3
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Diagnostyka molekularna NF1

Genomowy DNA

RNA/cDNA

Sekwencjonowanie

Sekwencjonowanie

NGS
met. Sangera met. Sangera
Obecnos¢ pseudogendéw Obecne Obecne Brak
NF1
L. . Analiza 57 eksondw po Jednoczgsna analllza Analiza 3 lub 5
llos¢ analiz . wszystkich eksonéw . .
kolei amplikonéw
genu NF1
Uzyskanie $wiezej
) Wymaga przygotowania prébki krwi
Dodatkowe wymagania Brak bibliotek zatozenie hodowli w

ciggu 24 godzin

Bezposrednia
identyfikacja zmian
odpowiedzialnych za
zaburzenia sktadania
mRNA

Brak mozliwosci

Brak mozliwosci

Umozliwia identyfikacje
gtebokointronowych
wariantow
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Diagnostyka molekularna NF1

Il etap analizy molekularnej w przypadku

wykluczenia obecnosci mutacji punktowe;j

Badania pod katem delecji fragmentu lub
catego genu NF1

* Multipleksowa amplifikacja sond zalezna od ligacji (ang.
multiplex ligation dependent probe amplification, MLPA)
* llosciowa ocena badanych fragmentéw DNA
* Wykrycie delecji lub duplikacji
 |dentyfikacja delecji pojedynczych eksonow
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Diagnostyka molekularna NF1

Peak Rato
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Zestaw P122 zawierajgcy sondy

dla genu NF1 oraz innych z
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Zestawy P081/P082
zawierajg sondy dla
wszystkich eksondw genu

NE1
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J o e .
Roznicowanie
* Inne rodzaje neurofibromatoz

» Segmentalna/mozaikowatos¢ NF1

e Z.rodzinnie wystepujgcych mnogich CAL

* Nerwiakowtdkniakowatos¢ zespét Nonnan (NF/NS)
» Zespot Legiusa (NF1LS)

* Orazinne choroby z plamami CAL lub guzami typu schwannoma
* Nerwiakowtdkniakowatosci typu 2 (NF2)
* Schwannomatoza (LZTR1, SMARCB1)
e Z.Noonan z plamami soczewicowatymi (dawniej z.LEOPARD)
e Z. McCune—Albright

. _%_ konst)ytutywnego niedoboru naprawy DNA typu ,,mismatch repair” (CMMRDS; zespét
urcota

* Melanoza skorno-nerwowa
e Z.Peutz-Jeghers

* Piebaldyzm

e Z.Klippel-Trenauny—Weber
* /. Proteus

* Anemia Fanconiego
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Genetic - -
change

* Powstanie mutacji w genie NF1 w _
okresie postzygotycznym - )t
wspotwystepowanie w jednym et A
organizmie roznych pod wzgledem
genetycznym linii komorkowych

* Formy mozaikowosci :

* Uogdlniona - mutacje somatyczne, o
wystgpity na wczesnym etapie w czasie |
rozwoju embrionalnego, tagodniejsza |
postac choroby

* Segmentowa - mutacje somatyczne | )
powstaty na etapie pozniejszego | /) ' , h \ |
stadium rozwoju embrionalnego, £ | |
ot()jawy kliniczne ograniczone sg do |/ // \|
jednej czesci ciata f |

* Gonadalna - mutacja jest obecna tylko A ' ! Nt
w komorkach linii p’fciowe{', brak it e | [\ i(b [/
wystepowania objawoéw klinicznych, Al ) 1 [ Al [IN )
zdrowi rodzice posiadajg dzieci (>2) z
rozpoznaniem NF1
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Nerwiakowtokniakowatosc- zespof
Noonan

 NFNS, OMIM 601321
Podjednostka kliniczna (RASopatie)

Pacjenci wykazuja:

 Charakterystyczne cechy kliniczne zespotu Noonan takie jak:
hiperteloryzm, skosne utozenie szpar powiekowych, nisko
o*sadzo_ne uszy, ptetwista szyja czy zwezenie zastawki tetnicy
ptucne;

* Charakterystyczne cechy kliniczne NF1: plamy CAL i inne
zmiany skorne

Mutacje w genie NF1 NE1: c.5425C>T

Sugeruje sie, ze specyficzny fenotyp moze wynikac z: (p.Arg1809Cys)
* Okreslonej lokalizacji mutacji w genie NF1

e Zaburzen oddziatywania neurofibrominy z biatkiem RAS
(mutacje typu missens)
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Zespot Legiusa (LS

Bardzo rzadki, dziedziczenie autosomalne
dominujgce
Objawy:

* Liczne plamy cafe au lait (CALS)

* Piegowatos¢ pach i/lub pachwin

* Brak pozostatych cech klinicznych NF1 (w

tym nerwiakowtdkniakow iinnych guzéw)

Mutacje w genie SPRED1

Biatko SPRED1 bierze udziat w regulac;ji
szlaku transdukcji sygnatu RAS-MAPK

Ok. 48% pacjentow z LS spetnia kryteria
kliniczne rozpoznania NF1

Ok. 2% chorych z rozpoznanym NF1 ma
zespoft Legiusa

; NFLS)

Café au lait spots

@ Zespdt Costello (CS)
@ Zespit Noonan (NS)
@ Zespot CFC (CFCS)

) NF1/ zespdt Legiusa
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Dziekuje za uwage!
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