Neurofibromatoza I

von Recklinghausenova nemoc

Zpracovali:  Zuzana Melisova
Peter Mindarik
Katerina Matouskova

Martin Sefiik




* je dédicné autozomalné dominantni onemocnéni (1:3000) vychazejici z bunck
odvozenych z neuralni listy

Pricinou je vrozend genetickd mutace v genu NFI (17q11.2), ktery se sklada ze 60
exonu. Jde o tumor-supresorovy gen, jehoz produkt (neurofibromin) je soucasti
intracelularni signalni kaskady spojené s RAS-kinasou.

Vlivem této mutace dochazi ke zvysenému mnozeni podptrnych
buncék CNS a PNS (Schwannovy bb. aj.) s vyraznou predispozici k vzniku benignich i
malignich nadoru.




Klinické projevy:

Tzv. ,,caté-au-Iait spots” - skvrny barvy ,,bilé kavy*, v 90 % se objevi do 5 let véku a ve vetsi mife i1 pithy v koznich zahybech

Neurofibromy - mnohoéetné tumordzni uzliky, které vznikaji z obali nervovych vlaken. Clovék je typicky pozoruje jako
podkozni tuzsi boule. Svym rastem mohou neurofibromy utlacit blizké nervy, cévy nebo jiné dulezité tkané. (kutanni,
subkutanni a plexiformni; hlavné v axilach a tfislech)

Lischovy uzliky - hamartomy duhovky

Zvysené riziko vzniku riznych nadorovych onemocnéni: glomy CNS (gliomy optiku) 1 nebezpecny multiformni glioblaston,
neurofibrosarkom, rhabdomyosarkom, feachromocytom, leukemie apod.

Postizeni muskuloskeletaniho systému - subperiostalni neurofibromy — ptisobici hypertrofii kost, jeji profidnuti a
patologické fraktury, skolidza, vrozena dysplazie tibie

Postizeni intelektu (mentalni retardace), epilepsie nebo stendzy a. renalis

Cast&jsf viskyt vysokého krevniho tlaku a dalsf..




Recklinghausenova nemoc,
neurofibromatoza

poruchy zraku nebo
slepota (kvali
nadoru n. opticus),
Lischowvy uzly
duhovky

= epilepticke zachvaty, bolesti
hlavy, nadory mozku,
patologické cévy mozku,
poruchy uéeni, mentalni
retardace, makrocefalie
(zvetsena hlava)

—

poruchy mluveni

skvrny barvy ,.bilé __ vysoky krevni tlak

'-
kavy®™, cetné
nadory - skvrny, pihy v misté styku
neurofibromy, kaZe (pod prsy, podpaiZi ad.)
kdekoliv, mMmzné
sholicza 3 i

predéasna nebo opoidéna
-puberta

bolesti bricha, zvraceni,
chronické prajmy nebo
naopak zacpy

Dalsi priznaky:
poruchy uceni, mluveni, chiaze,
maly vzrist, 5patné skolni vysledhy,

e Y

pseudoariroza, patol. klouby

deformity kosti

svédéni, razné dalsi potiZe, nadory.

Mozaikova forma mutace
- segmentalni projevy
asymetrie

solitarni vyskyt v rodiné

Mikrodele¢ni a bodové mutace
- zavazngjsi projevy
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Casné znamky neurofibromatézy typu I:
drobné neurofibromy a skvrny barvy bilé kavy (café-au-lai)

Facialni dysmorfie
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Problémy molekulirni diagnostiky

-obtiZné klinické stanoveni diagnozy NF1

-vysokd mutacni rychlost genu NF1 : piiblizne 50% pfipadt reprezentuje de novo mutace

- -velikost genu

~absence hot spot oblasti — nutnost vyhledavani mutaci v celém genu
-nejasna korelace mezi fypem mutace a fenotypem choroby
-znama funkce pouze u centralni domény neurofibrominu

-rozdilné klinické manifestace dokonce 1 mezi cleny jedné rodiny




Strategie molekularni diagnostiky

1. Nepfima DNA analyza genu NF1

- urcuje se prenos patologické alely genu ,,0znacené® intragenovymi polymorfnimi
misty v rodin¢, nemuze potvrdit ani vyvratit klinickou diagnozu (princip genetické
vazby)

- pouziva se v rodinach se dvéma a vice cleny s neurofibromatézou typu 1 potvrzenou
na zaklad¢ klinickych kritérii, u kterych nebyla nalezena konkrétni mutace genu NF1

- ma vyznam pro urceni rizika clent rodiny, u kterych se dosud neprojevily klinické
priznaky a pro prenatalni diagnostiku




Strategie molekularni diagnostiky

2. Pfima DNA analyza genu NF1

- - zalozena na skrinovacich metodach SSCP (jednofetézcovy konformacni
polymorfismus) a DGGE (denaturacni gradientova gelova elektroforéza)

- Principem je odlisit riznou elektroforetické mobilitu normalnich a mutantnich DNA
jednofetézcti v nedenaturujicim gelu (SSCP) nebo DNA dvoufetézct v
denaturacnim polyakrylamidovém gelu (DGGE)

- dokaze odhalit odpovédnou mutaci, a tu pak sledovat v predchozich 1 naslednych
generacich rodiny, dokonce 1 v populacich




Strategie molekularni diagnostiky

3. RNA diagnostika genu NF1
- - detekce mutaci v cDNA, které ovliviuyi sestfih

- umoznuje skrinovat celou kodujici oblast genu

Izolace RNA z krve nebo tkané, prepis RNA zpétnou transkriptazou do cDNA,
amplifikace vnitini kodujici oblastt cDNA s 10-t1 pary specifickych primera, které pak
pokryvaji celou kodujici oblast genu NF1 — mutacni analyza segmentt P1-P10 a
sekvenace vzorkl s odlisnou elektrolytickou mobilitou — urceni typu a polohy mutace




e

+ detekuje 1 sestfthové mutace - prace s RNA je narocnéjsi (RNA je
nachylnéjsi k degradaci)
+ manipulace pouze s 10 -20 fragmenty

cDNA (kazdy fragment obsahuje pfepis -  obtiznéjsi manipulace s delsimi1
nekolika exonu) fragmenty cDNA

- nejasny puvod nékterych sestfthovych
zmen




Strategie molekularni diagnostiky

. Technika MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification)

je nova metoda molekularni biologie, vyuziva multiplexové PCR k vySetfeni az 45
specifickych sekvenci

detekuje zmény jako jsou delece, amplifikace, a také znamé bodové mutace a
metylace genu

testovani velkého poctu DNA vzorkt, velmi citliva metoda, staci mala davka DNA
rizného ptvodu




MLPA

* Principem této metody je navazani oligonukleotidovych sond na cilovou
- sekvenci DNA na zakladé jejich komplementarity (kazda sonda se sklada ze

dvou oligonukleotidtr). Po hybridizaci na cilové misto jsou oligonukleotidy
spojeny ligaci - pouze spojené sondy jsou po denaturaci amplifikovany
pomoci klasické PCR reakce za pouziti jednotného paru primerd.
Namnozené sondy jsou rozdéleny kapilarni elektroforézou na zakladé
jejich razné délky. Nakonec jsou analyzovany.




Strategie molekularni diagnostiky

5. NGS (next-generation sequencing)

- * nové metody - zefektivnéni; zjednoduseni, urychleni ¢1 zpfesnéni DNA sekvenovani,
aby bylo schopné pfecist co nejrychleji velké genomy

* patii sem napf.: 454 sekvenovani - paraleln¢ probiha mnoho sekvenovacich

procest) SMRT (single molecule real-time) — v realném case probihajici
replikace DNA, barveni fluorescencné

technologie nanopori — v nich umistény elektrody




Terapie

* kauzalni terapie neexistuje

* vhodna je dispenzarizace pacientii s prokazanou diagnézou neurofibromatozy,
monitoring kazdy rok ( vysetfeni zraku, kaze, kosti, vyvoje, hledani nadorovych zmén
pomoci UZ, CT nebo MRI )

° chirurgické zakroky indikovany pfi dtlaku nervu / obstrukci u GIT formy, piipadné z
kosmetického hlediska

* neurochirurgické zakroky pri postizeni CNS; mozné vyuziti stereotaktické neurochirurgie
(Lekselldv gama naz)

* Genova terapie - blokovani engymii zapojenych do famesylace ras nebo dalsich cili
aktivovanych proteinem ras pro amplifikaci mitogenntho signalu




Deékujeme za pozornost
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