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Souhrn

Tématem této bakaldiské prace jsou RASopatie a jejich molekularné genetickd diagnostika.
Prvni cast, teoretickd, se zabyva jednotlivymi syndromy patiici k RASopatiim, jejich
incidenci, fenotypovym projevem, diagnézou a lécbou. Nasledné se teoreticka Cast zaméiuje

na popis RAS/MAPK signalni drahy, na jednotlivé geny a na funkci kodovanych proteinti.

Druhéd c¢ast, experimentalni, se zabyva vySetfenim genti RAS/MAPK signalni kaskady

a hledanim kauzalni mutace RASopatii.

Cilem prace bylo zavést genetické testovani genu SOS1. Po zavedeni testovani genu SOS/ byl
vybran soubor 5 pacientl, unichz byla provedena kompletni analyza genti RAS/MAPK
signalni kaskady. U jednoho pacienta byla nalezena kauzalni mutace genu PTPN/ 1. U dalsich

Ctyt nebyla nalezena varianta asociovana s onemocnénim.



Summary

The theme of this thesis are RASopathies and their molecular genetics diagnosis. First part,
theoretical, is focused on individual syndromes classified as RASopathies, their incidence,
phenotype features, diagnosis and treatment. Theoretical part is also focused on RAS/MAPK

signal pathway, its genes and function of translated proteins.

Second, experimental, part is focused on medical testing of genes RAS/MAPK signal

pathway and detecting causal mutation.

The aim was to bring testing of SOSI. When the testing of SOS/ was optimalized, the group
of 5 patients was chosen. The complete analysis of genes of RAS/MAPK signal pathway was
made. One mutation was found in gene PTPNI. Neither one of other four had mutation

associated with disease.
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1. Uvod

RASopatie je souhrnné oznaceni nékolika lidskych syndromovych onemocnéni, ktera vznikaji
deregulaci RAS/MAPK signalni drahy. Deregulace je zplisobena mutaci gent, které koduji
jednotlivé komponenty dané drahy. K dneSnimu datu je identifikovano nespocet kauzalnich
mutaci RASopatii. RASopatie se tedy vyznacuji Sirokou genotypovou variabilitou, se kterou
souvisi 1 variabilita fenotypova. Mezi RASopatie se fadi syndrom Noonanové, Costello
syndrom, CFC, LEOPARD syndrom, neurofibromatdza typu I, Noonan syndrome-like
disorder with loose anagen hair, legius syndrom. Detailnéji popsané budou pouze ty, jejichz

vyskyt byl zjistovan v ramci této prace.

Incidence RASopatii se ujednotlivych syndromt vyrazné lisi. Nejfrekventovanéjsi z nich,
syndrom Noonanové, se v populaci vyskytuje u kazdého tisiciho jedince. Ostatni syndromy
jsou celosvétove evidovany v fadu stovek jedincti. Tyto informace je ale tfeba brat s rezervou,
protoze diagnostika RASopatii je obtiznd aujedinci s mirnym pribéhem nemusi byt

onemocnéni odhaleno.

Mezi nejcastéji pozorované projevy patii deformace obliceje, kardiologické obtize, kognitivni
poruchy a kozni onemocnéni. Ne vSechny ptiznaky se projevi a néktefi pacienti nejsou
diagnostikovani. RASopatie maji 1tézky prabeh. Nejzavaznéjsi jsou kardiologické potize
pacientt, které se vyskytuji napfi¢ jednotlivymi syndromy. Zéaroven je pozorovana i vyssi

incidence onkologickych onemocnéni.

Souvislost s onkologickymi onemocnénimi neni ptekvapiva, protoze u mnoha rakovinnych
bunék byly nalezeny somatické mutace ovliviiujici regulaci RAS/MAPK signalni drahy (Bos,
1989). Germinalni mutace, které¢ zapficinuji RASopatie, jsou ale obvykle nach4dzeny na jinych

mistech, nez mutace somatické, souvisi s onkologickymi onemocnénimi (Rauen, 2013).

Nalezeni kauzalni mutace je Casto jedind moznost, jak ur¢it pfesnou diagnozu, protoze
fenotypové projevy jsou velice variabilni a mohou se piekryvat isjinymi onemocnénimi.
Zakladem vySetfeni je analyza jednotlivych gend. Teprve po nalezeni mutace lze RASopatii

s urcitosti potvrdit.



2. RASopatie
Jako RASopatie se oznacuje skupina syndromt, které jsou zpiisobeny germinalni mutaci genu

kédujiciho ¢ast RAS/MAPK signalni kaskady.

Mutaci, které byly doposud identifikovany jako kauzalni pro vznik RASopatie, je mnoho.
I pokud se soustfed'ujeme pouze na jeden konkrétni syndrom, nalézdme mutace ve vetSim
poctu genu (geneticka variabilita). Mutace se navic vyskytuji v riznych ¢astech genu, které
jsou zodpovédné za razné funkéni podjednotky vysledného proteinového produktu, a tak
mohou mit odli$ny vliv na deregulaci signalni drdhy. V kone¢ném dusledku pak ziskdvame

Siroké spektrum fenotypovych projevil i v rdmci jednoho syndromu.

Prestoze jsou RASopatie fenotypové i genotypové heterogenni, pozorujeme urcité znaky,
které jsou vSem RASopatiim spolecné. Jedna se zejména o oblicejovou dysmorfii, srdecni
malformace, kozni, svalové, kosterni a ocni abnormality, neurokognitivni poruchy, hypotonii

a zvysené riziko vzniku rakoviny (Rauen, 2013).

RAS/MAPK signalni dréha, jejiz deregulace je pticinou vzniku RASopatii, hraje klicovou roli
pro spravné fungovani organismu. Zodpovida za regulaci bunééného cyklu, bunééného ristu,
diferenciace a starnuti. Je pfedmétem intenzivniho vyzkumu, a to zejména kviili jeji roli pfi
vzniku nadori. Hledaji se nové inhibitory této drahy, které by v budoucnu mohly byt

vyznamnymi 1 pti léCeni RASopatii (Li ef al., 2005).

Prestoze povédomi o RASopatiich je malé, jedna se o onemocnéni relativné casté.
Nejfrekventovanéjsi RASopatii je syndrom Noonanové, ktery méd v populaci prevalenci
1/1000 (Allanson et al., 1987). Pficnou vzniku mohou byt mutace de novo, ale v n¢kterych
piipadech sledujeme predavani mutace zrodich na potomky. RASopatie jsou obvykle
zpusobeny autozomalné¢ dominantni mutaci, atak je riziko pienosu syndromu do dalsi

generace 50 % v ptipad¢, ze postizeny je pouze jeden z rodicu.

Krome¢ klasickych syndromti; Noonanové syndrom, Costello syndrom, LEOPARD syndrom a
Kardiofaciokutanni syndrom, které budou popsany v této préci, je mezi RASopatie fazena i
Neurofibromatoza I, Legius syndrom a Noonan syndrome-like disorder with loose anagen
hair, a to z toho diivodu, Ze jsou zpisobeny mutaci gentl, jejichZ proteiny zasahuji do regulace

RAS/MAPK signalni drahy (Rauen, 2013).

Neurofibromatéza typu I je heterogenni onemocnéni, jehoZz typickym projevem jsou

neurofibromy.V populaci ma prevalenci 1/3000. Toto onemocnéni je autozomalné¢ dominantni
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a je zpusobeno mutaci genu pro neurofibin (NF'1), ktery se fadi mezi tumor supresorové geny.

NF1 je aktivatorem GTPaz, diky cemuz ovliviiuje aktivitu RAS (Palova, 2016).

Legius syndrom ma podobny fenotypovy projev jako neurofibromatdza Iaje fazen mezi
RASopatie. Je zptsoben mutaci genu SPREDI, jehoz produktem je Spred-1 protein, ktery
inhibuje interakci RAS a RAF (Messiaenet al., 2009).

Noonan syndrome-like disorder with loose anagen hair ma, jak uz jeho nazev napovida,
SHOC?2, ktery je pozitivnim reguldtorem RAS/MAPK signalni kaskady (Cordeddu et al.,
2009).

1.1 Syndrom Noonanové
Syndrom Noonanové vznika mutaci genti kédujicich komponenty RAS/MAPK signalni drahy

atadi se mezi RASopatie. Mezi RASopatiemi je nejfrekventovanéjsim syndromem. Poprvé
ho popsaly Jacqueline Noonan a Dorthy Emenke v druhé poloviné dvacéatého stoleti.
Kardiolozky si v§imly, ze nékteii pacienti se krom¢ srdecnich deformaci vyznacovali menSim
vzrustem a deformacemi obliceje a hrudniku (Noonan et al., 1963). Nasledné provedly studii

na souboru téchto pacientt a vysledky své prace opublikovaly.

1.1.1 Prevalence
Toto onemocnéni ma v populaci prevalenci 1/1000-2000 (Allanson et al., 1987). Syndrom je

zpusoben autozomaln¢ dominantni germinalni mutaci v genech RAS/MAPK kaskady.

Polovina diagnostikovanych pacientii nemé piibuzného s podobnym postizenim, pii¢inou
onemocnéni je v téchto pripadech de novo mutace. U druhé poloviny je mozné sledovat

piredavani mutace v ramci rodiny (Digilio et al., 2001).

1.1.2 Geneticky podklad
Genem, jehoz mutace je identifikovana az v poloviné piipadi, je PTPNI1 (Trataglia et al.,

2001). Jeho produktem je tyrozin fosfataza, ktera je soucasti RAS/MAPK drahy a slouzi
k aktivaci RAS. Druhou nejcastéj$i mutaci, kterd je pfi¢inou onemocnéni u 17 % jedinct

(Tartaglia et al., 2007), je mutace v SOSI genu, jehoz produktem je RAS-GEF. RAF mutace,
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které koduji serin/treonin specifickou kinazu, rovnéz podminuji vznik syndromu Noonanové,
ve 3-7 % ptipadi. Mutace KRAS, jejichz produktem jsou GTPazy, jsou kauzalni u méné nez
5% jedincii. Dalsi geny, které byly detekovany u jedinci se syndromem Noonanové, a to

v méné nez v 1 % ptipadd, jsou NRAS, BRAF,a MAP2K1 (Allanson, 1987).

1.1.3 Fenotypovy projev
Noonanové syndrom je charakterizovan Sirokou Skalou symptomu, které se 1iSi svou

zéavaznosti v zavislosti na konkrétnim piipadu. VétSina postizenych se vyznacuje
deformacemi v obliceji, které se vyrazngji projevuji v détstvi; u dospélych nejsou natolik

vyrazné.

Hlava se jevi v porovnani se zbytkem téla relativn¢ velkd, vyraznéji tento jev pozorujeme
u détskych pacientdi, v dospé€losti jiz rozdil neni tak vyrazny (Allanson, 1987). Oc¢i jsou
posazeny daleko od sebe, horni vicka jsou poklesla a neobvykle tlustd. V nékterych ptipadech
dochazi k abnormalité jednoho oka, zatimco druhé oko tyto abnormality nevykazuje. Vicka
jsou zahnuta smérem doll a vznikaji tak netypické ocni Stérbiny. Kozni zdhyby na vickéach
mohou piekryvat o¢ni koutek (Digilio ef al., 2001). Duhovky jsou zabarveny napadné modie

nebo zelené. Vlasy jsou fidké a kudrnaté (viz obrazek 1).

V mnoha piipadech lze upacientii, predev§im d¢&ti, pozorovat 1idal$i kraniofacidlni
malformace jako Siroké pilthrum, malou bradu a neobvyklé uspotfadani zubt na dolni Celisti.
Usi jsou posazeny nizko (Digilio et al., 2001). Vyrazné abnormality se projevuji na nose,
ktery je Siroky s typickou prohlubni v oblasti kofene (Sharland et al., 1992). Vlasova hranice

se nachazi pomérné nizko vzadu na krku.

U déti je pozorovano nadmérné mnozstvi kize v oblasti krku. S pfibyvajicim vékem se rysy
v obli¢eji pacientii méni typickym zpiisobem. Oblicej ziskava trojuhelnikovity tvar, krk se
prodluzuje, zvyraznuji se trapézové svaly. Dospéli jedinci maji vysoko polozenou vlasovou
hranici na cele. Kiize je vrasCitd a neobvykle transparentni s typickymi zadhyby mezi Gsty

a nosem. Oboc¢i je vyrazné a vyklenuté (Sharland ef al., 1992).
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Obrazek 1: Oblicej ditéte se syndromem Noonanové

Ptevzato z Bhambhani, Vikas, and Maximilian Muenke. "Noonan syndrome." American
family physician 89.1 (2014): 37.

Porodni véaha jedinct je primérnd. Novorozenci maji ale problémy s piijmem potravy
(Sharland et al., 1992), takze je Casto pozorovana niz§i hmotnost déti v prvnich osmnacti
mésicich. Vyska pfi narozeni je standardni. Nizky vzrist je typickym projevem syndromu po
prvnim roce zivota. Nejvyraznéji se projevuje v adolescenci, ato hlavné kvali zpozdéni

obdobi ristu. Kolem dvacatého roku zivota jedinci ¢asto dosahuji témét praimérné vysky.

Umuzli izen postizenych syndromem Noonanové se mohou vyskytovat abnormality
sekundéarnich pohlavnich znakl. Pfes 70 % muzii ma potize se sestupem jednoho nebo obou
varlat (Sharland et al., 1992; Digilio et al., 2001). V kombinaci s dysfunkei spermatozoi
to mize vést az ke sterilit, nebo snizené fertilitd jedinci. Zeny obvykle nejsou postizeny
neplodnosti. U obou pohlavi pak dochéazi k opozdéni vyvoje sekundarnich pohlavnich znaka

(Sharland et al., 1992).

Objevuji se 1kosterni abnormality. Vyrazna je deformace hrudniku, zejména hrudni kosti,
jejiz vrchni ¢ast byva vyklenutd, anebo spodni ¢ast naopak prohloubena dovnitt. DalSim
typickym znakem jsou niZe umisténé bradavky azaoblena ramena (Allanson, 1987).
Poskozeni loktl se projevuje vychylenim predlokti smérem od téla az o nékolik stupiili. Prsty

jsou kratké a pateft je vychylena. Jedinci Casto trpi frakturami, a to kvtili fidnuti kosti.

Casta jsou poskozeni srdce, kterymi trpi asi 50 - 80 % jedinc se syndromem Noonanové

(Digilio et al., 2001). V mnoha piipadech je identifikovano poskozeni cirkulace krve z pravé
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komory do plic (stendza pulmonarni chlopn¢) a hypertrofickd kardiomyopatie (Allanson,
1987), (Digilio et al., 2001; Shaw et al. 2007). Zavaznost onemocnéni se velice 1isi, ale
u jedinct s diagnostikovanymi kardiologickymi obtizemi je vysoka mortalita ve srovnani
s jedinci s diagnostikovanym syndromem Noonanové, ktefi jsou bez téchto obtizi (Shaw et al.
dochazet az k srde¢nimu selhani. U nékterych se symptomy objevi ve vys$§im veku. Mezi
dal$i casté¢ obtize patii defekt komorové piepazky. Dochazi k vétSimu zatizeni srdce

a nasledné hypertrofii srdce.

Hematologické potize doprovazeji tficet procent piipadii. Snizeny pocet krevnich desticek,
anebo jejich Spatna funkce v kombinaci s deficienci nékterych koagulacnich faktort,
nejcasteji faktoru XI a v ojedinélych ptipadech faktoru XII nebo VIII, vede k prodlouzeni
doby krvaceni a mize dochazet k CastéjSimu krvaceni (Sharland et al., 1992; Shaw et al.
2007). Zaroven je u pacientli pozorovana vyssi incidence rakoviny krve nez ve zbytku

populace.

U nékterych jedinctl 1ze pozorovat abnormalni zbarveni kize. Casto se objevuji dohnéda

zabarven¢ Useky na kiizi (café au lait).

Inteligence je vétSinou pramérna (Digilio et al., 2001). Po testovani IQ jedinci a nasledném
porovndni vysledkli s ostatnimi ¢leny rodiny bylo zjisténo, Ze v priméru dosahuji nizSiho
skore asi 010 bodi (Allanson, 1987). Jedinci se potykaji s poruchami uceni
a psychomotorickou retardaci (Allanson, 1987). Vyrazna je i verbalni retardace, kterd muze
byt spojena s nedoslychavosti a Spatnou artikulaci, coz u pacientll vyvolava potize pii Cteni,

socializaci a vyjadfovani emoci (Digilio et al., 2001).

1.1.4 Diagnodza
Podezieni na Noonan syndrom Ize jiz prenatalné vyslovit pomoci ultrasonografu. Syndrom

muze byt diagnostikovani na zakladé abnormalniho vysledku triple testu, coz je vySetfeni
krevniho séra na mnozstvi choriogonadotropinu, estriolu a alfa-fotoporetinu, které se provadi

v druhém trimestru t€hotenstvi (Baldassarre ef al., 2011).

DalSim voditkem pro diagnézu mize byt nadmérné mnozstvi plodové vody v plodové blané

nebo strukturni srde¢ni abnormality plodu (Achiron et al., 2000). Obvykle je vSak diagndza
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urena az po porodu nebo v détstvi, protoze vétSina projevil je kumulativnich a fenotyp

se vyviji s pribyvajicim vékem.

Jedinci se stendzou pulmonarni chlopné, nebo hypertrofickou kardiomyopatii by méli byt
automaticky vySetfeni na syndrom Noonanové. Potvrzeni diagnézy je zprostiedkovano
genetickym testovanim. Kauzélni jsou mutace v genech RAS/MAPK signalni kaskady.
Syndrom Noonanové se Casto spojuje s mutaci v oblasti kratkého raménka chromozomu 12
(Jamieson et al., 1994). V této oblasti totiz lezi gen PTPNI1I, jehoz mutace je nejcastejsi

pfic¢inou vzniku syndromu Noonanové.

Diagnostiku mize komplikovat mirny pribéh onemocnéni se slabsim fenotypovym projevem.
Zaroven se fenotyp piekryva s ostatnimi RASopatiemi a Turnerovym syndromem, a i proto se

piistupuje ke genetickému testovani.

1.1.5 Lécba
V soucasné dobé neni mozné pacienty postizené syndromem Noonanové kompletné vylécit.

Lécba téchto jedincii je obvykle symptomatickd. Pokud je diagnostikovany jedinec nizsiho
vzrustu nez jeho vrstevnici, je 1éCen pomoci ristového hormonu. Shaw ve své studii 53
pacientl, z nichz deset bylo 1éceno ristovym hormonem, uvadi, Ze primérnd vyska pacientti s
diagno6zou syndromu Noonanové, ktefi byli 1é€eni ristovym hormonem, byla nizsi, nez u
nelécenych pacientti. Testovana skupina, jak poukazuje sam autor, byla mald, a tak mohou byt
vysledky neptesné (Shaw et al., 2006). Jind studie prokédzala pribézny a zaznamenatelny

narust u takto 1é¢enych jedinct (Noordam et al., 2008).

U chlapcti je po prvnim roce Zivota v pfipadé nutnosti provedena operace nesestoupenych

varlat.

Problémy s psychickym a mentadlnim vyvojem mohou byt diky spravné diagnostice vcas

zachyceny a odbornici mohou pomoci s vyvojem téchto pacienti.

1.2 Kardiofaciokutanni syndrom (CFC)
DalSim syndromem, ktery se fadi mezi RASopatie, je kardiofaciokutanni syndrom. CFC byl

poprvé rozpoznan a diagnostikovan v roce 1986 (Reynolds et al. 1986). Bylo identifikovano
osm jedinct, ktefi se vyznacovali srde¢nimi malformacemi (cardio), odliSnymi rysy v obliceji

(facio) a koznimi abnormalitami (cutaneous).
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1.2.1 Prevalence
Onemocnéni je pomérné vzacné. V soucasnosti je celosvétoveé zaznamenano piiblizné 100

jedincii. Predpokladé se vsak, Ze toto Cislo je podhodnocené. Vlivem slabého fenotypového

projevu nemusi byt vSichni nositelé diagnostikovani (Roberts et al., 2006).

Kardiofaciokutanni syndrom se vyskytuje sporadicky a obvykle je zpiisoben de novo mutaci.
Byly vSak zaznamenany pfipady vertikdlniho pfenosu mutace v pribéhu az Ctyf generaci
(Rauen et al., 2010). Jako u vétSiny RASopatii i v pfipadé kardiofaciokutanniho syndromu se

jedné o autozomalné dominantni onemocnéni.

1.2.2 Geneticky podklad
Syndrom je zplisoben mutaci jednoho ze Ctyi genti, které se podileji na tvorbé RAS/MAPK

kaskady. Mutace BRAF genu jsou nejcastéji pricinou vzniku tohoto syndromu. V zavislosti na
skupiné jedinct, ktefi jsou testovani, se frekvence pohybuje od 37 % (Niihori et al., 2006) do
75 % (Rodriguez-Viciana et al., 2006). MAP2K1 a MAP2K2 mutace byly objeveny u 25 %
pacientii (Rodriguez-Viciana et al., 2006). KRAS mutace se podileji na vzniku syndromu jen

z 5 % (Nithori et al., 2006).

1.2.3 Fenotypovy projev

Jednici se vyznacuji relativni makrocefalii, jejich celo je vysoké s ndpadnym zuzenim ke
stranam obliceje (Roberts et al., 2006; Goodwin et al. 2013). Usi sméfuji dozadu a jsou nizko
polozené. OCi jsou umistény relativné daleko od sebe, jedno nebo ob¢ horni vicka maji
tendenci padat. Brada je mald, usta jsou naopak Siroka. Nos je maly a ma typickou prohlubeni
u kotene. Rysy v obli¢eji jedincti s CFC jsou podobné jako u jedincii s diagnostikovanym
syndromem Noonanové. Nejpodobnéjsi jsou si déti mladsi Sesti let. Ale zatimco u syndromu
Noonanové se typické rysy v obliceji zjemnuji, u pacientd s CFC jsou rysy u dospélych

vyrazn&jsi (Roberts et al., 2006).

Vlasy jsou pomalu rostouci, vinité nebo kudrnaté, fidké, a to obzvlast’ v okoli spanka (Roberts
et al., 2006). Ridké je také ochlupeni na pazich a na nohach. Oboéi je normalni pouze u 10 %
jedincii, ostatnim bud’ chybi uplné, nebo jsou ochlupend mista fidka a roztrousené (Pierpont et
al., 2014). Pigmentové skvrny se nachazeji ve vétSim poctu nez u ostatnich RASopatii.
V drtivé vétsin€ piipadl se na kiizi objevuji drobné hrbolky, které jsou dusledkem folikularni

keratdzy. Postizeni jedinci maji nizkou toleranci k vysokym teplotam, pii kterych dochazi
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k nadmérnému poceni (Pierpont ef al., 2014). DalS§imi projevem muze byt vyskyt ekzému,

nebo suché pokozky. Nehty jsou dystrofické a rostou relativné rychle (Roberts et al., 2006).

Asi tfi Ctvrtiny jedinct s CFC jsou postiZzeny vrozenou srdecni vadou (Pierpont ef al., 2014).
Nejcastéji je pozorovana porucha proudéni krve z pravé komory do plic (stendza pulmonérni
chlopn€). U n¢kterych jedinci neni vyvinuta ptepazka oddé€lujici srdecni komory.
Hypertroficka kardiomyopatie se vyskytuje udvou tfetin jedinct stimto onemocnénim

(Pierpont et al., 2014).

I ptesto, ze se 1Q pacientli pohybuje okolo priméru nebo lehce pod primérem, Celi téméet
vSichni postizeni intelektudlnim potizim. Motorika je poskozena, déti se nauci sedét bez
pomoci prumérné¢ ve 34 mésicich, chodit kolem tfetiho roku zivota, pricemz né&ktefti
nedokéazou sedét bez pomoci ani v dospélosti (Yoon et al., 2007). Casté jsou rovnéZ problémy
s feci, které vykazuji velikou variabilitu. V ramci syndromu se setkavame s jedinci, ktefi
pouzivaji pouze nonverbdlni komunikaci, az po jedince, ktefi jsou schopni normélniho

zpusobu komunikace pomoci rozvitych vét.

Jednim z klicovych projevli CRC syndromu je porucha piijmu potravy. ZhorSena je schopnost
sani nebo polykani a Casto se jedinci vyhybaji ptijmu potravy (Pierpont et al., 2014; Roberts

et al., 2006). Az v poloviné ptipadl je nutno vyzivovat jedince umele.

Dv¢ tretiny déti jsou nizkého vzrastu. To je zpiisobeno rezistenci na ristovy hormon, nebo

jeho nedostate¢nym mnozstvim v kombinaci se Spatnym piijmem potravy.

1.2.4 Diagnoza
Syndrom muze byt diagnostikovan i prenatadlné. Stejné jako u syndromu Noonanové lze

pomoci ultrazvuku pozorovat nadmérné mnozstvi plodové vody. Dité majici
kardiofaciokutdnni syndrom se v poloviné piipadi narodi pfed fadnym terminem porodu

(Armour et al., 2008).

Podezieni na kardiofaciokutanni syndrom ziskévaji 1€kati obvykle az v prvnich letech Zivota
jedince. Fenotypovy projev se ¢astecné piekryva s ostatnimi RASopatiemi, proto je potvrzeni
diagndzy zavislé na genetickych testech. Fenotypovy projev onemocnéni miize byt slaby
a k odhaleni syndromu nemusi vitbec dojit. Dokladem je rodina, ve které byla mutace

objevena po cCtyfech generacich. Rodice sice vykazovali nékteré projevy syndromu, ale
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diagnoza byla potvrzena az po genetickém testovani, které bylo vyzadano kviili fenotypovym

projeviim jejich ditéte (Rauen et al., 2010).

1.2.5 Lécba
CFC ovliviiuje mnoho organti, takze pacienti potifebuji pé¢i multidisciplinarniho tymu. Lécba

jednotlivych defekta je stejna jako v bézné populaci. Zavazné problémy s pfijmem potravy
v ranych fazich Zivota vyzaduji pozornost gastroenterologli. Pfijem potravy muze byt zajistén
nosogastrickou, nebo gastrickou sondou. Endokrinologové mohou navrhnout 1é¢bu pomoci

rustového hormonu.

1.3 Costello syndrom
DalSim syndromem, ktery je zapti¢inény deregulaci RAS/MAPK dréhy, je Costello syndrom.

Poprvé byl popsan v sedmdesatych letech minulého stoleti (Costello, 1971), kdy stejnojmenny
1ékar vySetfoval dvé mentalné retardované déti, které mély problémy s piijmem potravy. Oba

pacienti m¢li vysokou porodni hmotnost a kudrnaté vlasy.

1.3.1 Prevalence
Costello syndrom je pomérn¢ vzacnym onemocnénim. Na celém svété je zaznamendno 300

lidi s timto onemocnénim (Gripp et al., 2012). Syndrom je ve vétSiné popsanych ptipadi

zpusoben de novo mutaci, ktera je autozomaln¢ dominantni.

1.3.2 Geneticky podklad
Costello syndrom je zplsoben mutaci HRAS genu, ktery stejné jako KRAS a NRAS koduje

GTPazu. Vlivem této mutace se tvoii nefunkéni H-RAS protein, ktery je soucasti
RAS/MAPK signalni drahy. Doposud nebyla nalezena mutace jiného genu zapiicinujici vznik

Costello syndromu.

1.3.3 Fenotypovy projev
Fenotypovy projev se u Costello syndromu vyviji béhem zivota. Hlava je relativné velka

vzhledem ke zbytku téla (Gripp et al., 2012). Krk je kratky, vlasy jsou kudrnaté a zasahuji az

do cela. Oboci je Siroké, vnitini koutek je prekryt hornim vickem (epikantus). Typicka je
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1 prohlubent u kofene nosu, jehoz Spicka je zbytnéld. PIné jsou tvare a tsta u pozorovanych

jedincii (Rauen, 2007; Hennekam, 2003).

VétsSina kloubti, zejména prstd, je hypermobilni, ale lokty, kolena a zapésti maji sniZzenou
pohyblivost. Nadbytec¢na kiize se nachdzi na krku, dlanich a chodidlech (Hennekam, 2003).
Kiize ma tmavsi odstin a zvySeny pocet matefskych znamének. DalsSim koZznim projevem,
ktery se vyskytuje u poloviny pacientt, je vyskyt papilomi, coz jsou benigni nadory na kiizi

(Hennekam, 2003).

Pfes osmdesat procent déti je postizeno vrozenou srdecni vadou. Pozorovana je porucha
proudéni krve z pravé komory do plic. U nékterych jedincii neni vyvinuta prepazka oddélujici
srdeéni komory. NejcastéjSim srdeCnim onemocnénim je hypertrofickd kardiomyopatie.
Zaroven se objevuje 1 tachykardie. Srde¢ni potiZze jsou u postizenych jedinct velice zavazné

a v mnoha ptipadech dochézi ke smrti jedince v mladém veéku (Lin et al., 2002).

Pacienti maji zvySené riziko vzniku rakoviny béhem zivota (Rauen, 2007). Typickd je

rakovina mocového méchyie, nervi a svalt.

Porodni véha je normalni, nebo vysSi oproti priméru, ale slaby saci reflex v kombinaci
2003). Prvni potravu jsou schopni poziit po prvnim roku zivota a ¢asto se jedna o potraviny

s vyraznou chuti, jako je napiiklad kecup.

Intelektudlni schopnosti se velice liSi a vykazuji korelaci s druhem mutace. AvSak celkové
maji pacienti lehce snizené intelektualni dovednosti. Relativné dobie zvladaji neverbalni
feSeni problémil.. Zatimco neverbalni schopnosti jsou rozvinuty béhem dospivani, verbalni
dovednosti se rozvijeji az v dospé€losti (Axelrad et al., 2011). Zaroven vyzkumy ukazuji, ze
jedinci jsou prehnané tzkostlivi. Lidé s Costello syndromem jsou popisovani jako otevieni

a pratelsti.

1.3.4 Diagnoza
Teoreticky lze syndrom diagnostikovat prenatalné, ale ptesto, jako u ptedchozich syndrom,

dochazi k diagnostice aZ po narozeni, pfipadné v prvnich letech zivota. Na ultrazvuku lze
pozorovat zkraceni kosti pazni a stehenni, rovnéz 1€kafi zaznamenali tachykardii plodu. Tyto
piiznaky ovSem nejsou unikatni pro Costelliv syndrom, ktery je navic velice vzacnym

onemocnénim. Novorozené déti maji zvySenou porodni vahu (Rauen, 2007).

19



Syndrom je obvykle diagnostikovan po zdravotni prohlidce. Potvrzen je pak pomoci
sekvencovani genu HRAS, které odhali pfitomnost mutaci. Pokud neni mutace v HRAS, jedna

se o nékterou z ptibuznych RASopatii.

Costello syndrom je zaménitelny s ostatnimi RASopatiemi, pfedev§im se syndromem
Noonanové a kardiofaciakutdnnim syndromem. Nespecificnost diagndézy je problémem
v détstvi. Béhem dospivani dochazi k diferenciaci fenotypii, atak je ulehCeno spravné

diagnostikovani.

1.3.5 Lécba
Lécba je symptomaticka, stejné¢ jako u ostatnich RASopatii. Kviili vyssi incidenci vzniku

nadort u pacientl s Cosltello syndromem se provadi pravidelny screening téchto pacientt.

Pro lepsi porozuméni riiznym vyvojovym vadam byl vytvotfen specidlni kmen mysi, nesouci
germindlni mutaci HRAS genu. Tento kmen slouzi jako modelovy organizmus pro studium
vyvoje a variability jednotlivych klinickych ptiznakd Costello syndromu a pro hledani novych
terapeutickych postupti. Na tomto modelu byl vyzkousen 1¢k captopril, ktery je inhibitorem
ACE a pouziva se 1 pfi 1écb¢ kardiologickych pacientti. U mysi doslo ke snizeni hypertenze

a k Castecné 1écbe hypertrofické kardiomyopatie (Schumacher et al., 2008).

Lécba Costello syndromu zahrnuje 1 terapii ristovym hormonem, protoze pacienti s timto

syndromem maji obvykle nizkou hladinu rastového hormonu.

1.4 LEOPARD syndrom
LEOPARD syndrom je onemocnéni zpiisobené mutaci genu RAS/MAPK dréhy a jako takové

je tfazeno mezi RASopatie. Oznateni LEOPARD je akronymem. Jednotlivd pismena
reprezentuji projevy nemoci, asice lentignies, EEG abnormalities, ocular hypertelorism,

pulmonary valve stenosis, abnormalities of genitalia, retardation of growth, deafness.

Tento akronym byl poprvé pouzit Robertem Gorlinem, ktery se podilel na definici tohoto
syndromu. LEOPARD syndrom je také nékdy oznacovan jako Syndrom Noonanové
s mnohocetnymi lentigy (Noonan syndrom with multiple lentignites). Prvni zaznamenany

piipad LEOPARD syndromu je pravdépodobné jiz z roku 1936 (Coppin et al., 1997).
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1.4.1 Prevalence
Piesnd prevalence onemocnéni neni znama, ale celosvétové se odhaduje na vice nez 200

pacientti (Sarkozy et al. 2008).

1.4.2 Geneticky podklad
LEOPARD syndrom je onemocnéni zplisobené nejcastéji autozomalné dominantni mutaci

genu PTPNII nebo RAFI. Mutace PTPNII je nalezena u90 % pacienti s LEOPARD
syndromem. Zbytek mutaci je nalezen v genu RAF'I. V soucasnosti jsou evidovany i mutace
v genech BRAF a MAP2K1 a piedpoklada se, ze existuje jesté jeden kauzalni gen (Gelb
etTartaglia, 2015).

1.4.3 Fenotypovy projev
Symptomy popisujici LEOPARD syndrom se mohou podstatné¢ liSit v zavislosti na

konkrétnim ptipadu. Zaroveil se fenotyp prekryva s ostatnimi RASopatiemi, zejména vSak se

syndromem Noonanové (Sarkozy et al., 2004).

Oblicejovy dimorfismus se vyrazné¢ méni. V prvnich letech zZivota jsou projevy nevyrazné.
Béhem dospivéani se zacinaji ve vEétsi mife projevovat znaky charakteristické pro syndrom
LEOPARD. Vzdalenost oc¢i je vétsi nez v bézné populaci. Znak je pro dany syndrom typicky,
stejn¢ jako plochy kofen nosu adysmorfické usi (Digilio et al., 2006). DalSim
charakteristickym znakem je ptéza horniho vicka, mohutné rty, nizko polozené usi, nebo

nadbytecna pokozka v oblasti krku (Sarkozy et al., 2008).

NejvyraznéjSim a také nejvyznamnéj$im znakem jsou lentiga, jejichz pocet je v détstvi okolo
tisice a narasta az do puberty (Coppin et al., 1997). Jejich velikost je od jednoho do dvou
milimetrti a na rozdil od pih jejich pocet nebo barva nejsou ovlivnény pobytem na slunci.
V prvnich letech zivota se lentiga nemusi vyskytovat viibec a jsou zaznamenany i ptipady

LEOPARD syndromu, kdy se béhem celého Zivota lentiga na kiizi nevyskytla.

Elektrokardiografické anomaélie a progredujici anomadlie vedeni vzruchu jsou nejcastéji se
vyskytujicimi kardiovaskularnimi potizemi. Pfestoze sin€ biji v normalnim rytmu, komory se
stahuji se zpozdénim. V zévislosti na délce zpozdéni se rozvijeji rtizn¢ zavazné problémy.

Vv

nezavislé. Dalsi kardiovaskularni obtize jsou morfologické. U pacientli byla zaznamenéana
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hypertrofickd kardiomyopatie (Gelb et Tartaglia, 2007) a sten6za pulmonérni chlopn¢, ktera
v ptipadé LEOPARD syndromu miva leh¢i prabéh (Sarkozy et al., 2008).

Genitalni abnormality se vyskytuji uobou pohlavi. Asi polovina muzii ma nesestoupené
jedno, nebo obé¢ varlata, anebo maly penis. U zen mohou byt vajecniky nevyvinuté, nebo
mohou zcela chybét. Pokud dochazi k vertikalnimu pfedavani mutace, je postizenym rodi¢em
obvykle Zena, coz ukazuje na sniZzenou fertilitu muzské casti populace. Ale jsou zaznamenany

1 piipady, kdy je otec nositelem mutovaného genu (Coppin et al., 1997).

Hluchota se vyskytuje u25 % jedincii postizenych syndromem. Ve vétSiné ptipadd je
hluchota diagnostikovana jiz v détstvi, ale jsou znamy i pfipady, kdy se hluchota vyvinula

v dospélosti (Coppin et al., 1997).

1.4.4 Diagnodza
Podezieni, ze dany jedinec je nositelem mutace, ktera zapti¢inuje LEOPARD syndrom, miize

byt ziskano tésné po narozeni, a to zejména diky pfitomnosti svétle hnédych skvrn na pokozce

(café au lait). S pribyvajicim vékem se méni i fenotypovy projev a syndrom je patrnéjsi.

Nejvétsim problémem je odlisSeni LEOPARD syndromu od ostatnich RASopatii, a to zejména
syndromu Noonanové. Nejen, ze je podobny fenotypovy projev, ale i kauzalni gen je stejny
(PTPNI11). Diagndza mtze byt ur¢ena na diky pfitomnosti mnohacetnych lentiga dalSich dvou
vyse zminéch hlavnich projevii (Voron ef al., 1976). Pti absenci lentig jsou nutné tfi typické

projevy a blizky ptibuzny, u které¢ho byl jiz LEOPARD syndrom diagnostikovan.

1.4.5 Lécba
Lécba jako takova je sméfovana k jednotlivym projeviim. Nékteré malformace facialni ¢i

genitalni mohou byt odstranény chirurgicky. Pokud testy odhali nizkou hladinu

gonadotropinu, muze byt navrzena 1 hormonalni 1é¢ba.
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2 RAS/MAPK signalni draha
RAS/MAPK signdlni draha reguluje pro buiiku, a tudiz i pro cely organismus, klicové funkce

zahrnujici bunééné déleni, bunécny cyklus, angiogenesi a bunénou migraci. Tato Siroka Skala

funkci podtrhuje dilezitost této drahy, ktera hraje zasadni roli 1 pfi onkogenezi.

Cela kaskada zahrnuje mnozstvi jednotlivych ¢lentl, ale obecné je klasifikovana jako linedrni
signalni draha, kterd je aktivovana receptorem pro tyrozin kinazy, které se nachdzeji na
bunééné membrang. Draha v kone¢ném duasledku reguluje transkripci gentt pomoci ERK.
Piestoze se v zéasad¢ jednd o linedrni drahu, objevuji se i,.cross-talk” signaly s jinymi

signalnimi drahami (Aksamitiene et al., 2012).

Signalni dréha je aktivovana vazbou ligandu na receptor pro tyrozin kinazu. Vysledkem je
autofosforylace receptoru. Adaptorové proteiny nasledné asociuji s fosforylovanymi
doménami. Guaninin nukleotid exchange faktory jsou piemistény na bunécnou membranu,
kde interaguji s RAS proteiny, které se na bunécné membrané nachazeji ptirozen¢. Dojde ke
konformac¢ni zméné a vyméné¢ GDP za GTP, a tim k aktivaci RAS. Ukonceni RAS aktivity
zahrnuje hydrolyzu GTP na GDP. RAS ma malou GTPazovou aktivitu, kterd je stimulovana

GTPazovymi aktivaénimi proteiny (viz obrazek 5).

Po RAS aktivaci je na bunéénou membranu pomoci vazby na RAS translokovana RAF. RAF
je aktivovéna v komplikovaném procesu, ktery zahrnuje fosforylaci a mnozstvi kofaktor
a ktery neni v soucasné¢ dob¢ pln¢ znam. RAF nésledné fosforylaci serinovych residui aktivuje
MEK1 a MEK2. MEK1 a MEK2 jsou kinazy, které fosforyluji treoninové a tyrozinové zbytky
na ERK1 a ERK2 (viz obrazek 2).
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Obrazek 2: Schéma RAS/MAPK signalni kaskady s naznacenymi geny zpusobujicimi

RASopatie

Ptevzato z: Tidyman, William E., and Katherine A. Rauen. "The RASopathies: developmental
syndromes of Ras/MAPK pathway dysregulation." Current opinion in genetics &

development 19.3 (2009): 230-236.

2.1 PTPN11

Gen PTPNII se nachazi na dlouhém raménku dvanactého chromozomu (Jamieson, 1994)

v oblasti 12q24. Sklada se z patnacti exonl a produktem tohoto genu je protein tyrozin

fosfataza SHP-2 protein, ktery obsahuje dva src homology 2 (SH2 domény) a tyrozin

fosfatazovou doménu (PTP) (viz obrazek 3).
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Obrazek 3 Genomicka struktura genu PTPNI11 v souvislosti s proteinovou strukturou

SHP proteinu

Prevzato z: http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/PTPN111D41910ch12q24.html
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Rentgenova krystalografie ukdzala, ze protein ma autoinhibi¢ni funkci (Hof et al. 1998). N-
koncova SH2 doména se vaze vodikovou vazbou na PTP doménu, kterou timto zablokuje. Po
stimulaci receptoru pro ristové faktory, dojde k navazani SH2 skupiny na fosforylované

tyrozinové zbytky, a tim k uvolnéni vazebného mista enzymu s fosfatdzovou aktivitou.

Tyrozin fosfatdza je soucasti RAS/MAPK drahy, ktera hraje klicovou roli v proliferaci,

diferenciaci a apoptoze bun€k. Je zasadni 1 pti vyvoji tkdni, a to zejména srdce.

Pfestoze tyrozin fosfatazy jsou obvykle negativnimi regulatory signalnich drah (maji opacny
efekt nez tyrozin kinazy), v RAS/MAPK draze maji aktivacni ulohu. Fosfatdzova aktivita je
zasadni pro plnou aktivaci RAS proteinu. Pfesny mechanismus této aktivace neni jesté zcela

znam.

Germindlni missense mutace v genu PTPNII je pfi¢inou vzniku RASopatii, konkrétné

syndromu LEOPARD a syndromu Noonanové.

wrwe

(Trataglia et al., 2001). Studiem mutaci v genu PTPNII se zabyvalo azabyva mnoho
vyzkumnych skupin s riizné velkym souborem pacientli. Drtiva vétSina mutaci, a to az 97 %
(Jongmans et al., 2005), byla nalezena v oblastech kddujicich N-SH2 doménu a PTP doménu.
Nejcastéji postizenymi jsou exony 3 a8 (Kosaki, et al., 2002; Tartaglia, et al., 2002),

sporadicky jsou pak nalezeny mutace v C-SH2 doméné.

Zaména A—G v pozici 922 v exonu 8, kterda ma za nasledek substituci asparaginu na kyselinu
asparagovou v PTP doméné, je jednou znejCastéjSich mutaci a byla nalezena u tfetiny

pacientt (Tagalia ef al., 2002).

2.2 SOS1
Gen SOS! se nachézi na kratkém raménku druhého chromozomu v oblasti 2p22-p16. Sklada

se z 23 exonu. Produktem tohoto genu je enzym RAS-GEF, ktery katalyzuje GDP-GTP
vymeénu a zpusobuje aktivaci RAS proteinu, ktery je dalsim ¢lenem RAS/MAPK drahy.

SOS je komplexni multidoménovy protein (viz obrazek 4). N-termindlni doména obsahuje
dvé tandemové histon-fold domény (Sondermann et al., 2003). Nasleduje Dbl homologni
doména (DH) a pleckstrin homologni doména (PH). Tyto dvé domény jsou zodpovédné za

inhibici SOS tim, ze zakryji allosterické misto SOS (Sondermann et al., 2003). Dalsi dvé
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domény, nachazejici se blizko C konce enzymu, jsou vyznamné pro specifickou vyménu
nukleotidt. Jedna se o Rem doménu (ras exchange motif) a Cdc25 doménu (Sordemann et al.,
2004). Na C-konci se nachazi rozpoznavaci misto pro SH3 domény, které zprostiedkovava
interakci SOS s adaptorovym proteinem GRB2, ktery po aktivaci translokuje SOS na

membranu, kde interaguje s RAS proteinem.

GBR vazebna
doména

Histonova

, DH doména
doména

Obrazek 4: Domény SOS proteinu

Pti interakci RAS a SOS dochazi k odhaleni vazebného mista pro nukleotidy na RAS
(Borjack-Sjodin et al., 1998). Po katalyticky podminéném uvolnéni GDP dojde k vazbé¢ GTP
na RAS protein, atim k jeho aktivaci. OvSem za tuto interakci zodpovidd pouze Cdc25
doména. Uloha druhé katalytické domény, Rem domény, zistavala dlouhou dobu nejasna.
Krystalografickd studie odhalila, ze ma tato doména neocekavanou roli. Ras-GTP, produkt
reakce, se vaze na vazebné misto mezi Rem doménou a Cdc25 doménou. Tato allostericka
modifikace mé za nasledek zvyseni aktivity SOS (Margarit et al., 2003). Jesté prekvapivesi je
fakt, ze vazba RAS-GDP v allosterickém misté enzymu je potiebnd pro bazalni funkci

enzymu.

Missense mutace SOSI genu jsou druhou nejcastéjsi pri¢inou vzniku syndromu Noonanové,
detekovanou asi v 17 % pripadi (Tartaglia et al., 2007). VétSina mutaci se nachazi

v kodonech, které koduji mista, kterd jsou zodpoveédna za inhibici enzymu.

2.3 RAS
RAS proteiny patii do velké rodiny proteint, které koduji malé a vysoce konzervované

GTPazy, které jsou soucasti mnoha vyznamnych signalnich kaskad. V soucasné dobé jsou

predmétem mnoha vyzkumt, a to kviili jejich vazb¢ ke vzniku nadort.

Sav¢i genom koduje tii RAS geny, jejichz produktem jsou ¢tyfi funkéni proteiny: N-RAS, H-
RAS, K-RAS4A a K-RAS4B. Posledni dva zminéné jsou proteinové izoformy, které vznikaji
alternativnim sestfihem KRAS genu. KRAS se nachazi na kratkém raménku dvanactého

chromozomu v oblasti 12p12.1, NRAS se nachdzi na kratkém raménku prvniho chromozomu
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v oblasti 1p13.2 a H-RAS se nachézi na kratkém raménku jedenactého chromozomu v regionu

11p15.5.

Pro normalni funkci musi byt RAS protein posttranslacné modifikovan. Podstatna je spravna
lokalizace RAS proteinu, obvykle na wvnitini strané¢ plazmatické membrany. Chybné

lokalizované proteiny jsou inaktivni, zfejmé kvili Spatné interakci s cilovymi enzymy.

RAS proteiny se vyskytuji ve dvou formach, aktivni forma je ve vazbé s GTP, zatimco
neaktivni forma je ve vazbé s GDP. Za aktivaci RAS proteinu a tedy zdménu GDP za GTP
zodpovidaji GEF, mezi které patii jiz vySe zminény SOS. Po uvolnéni GDP z vazby na RAS,
se na protein vaze GTP, jelikoz jeho koncentrace v cytoplazmé je daleko vys§i nez
koncentrace GDP (Mor et Philips, 2006). Béhem vazby dojde k dramatické zméné struktury
dvou oblasti RAS proteinu (viz obrazek 5). Tyto oblasti, zndmé jako Switch region I a Switch
region II, vytvafi vazebné misto pro efektorové molekuly, mezi které¢ fadime rtzné druhy

kindz, napiiklad RAF kindzu.

GDP GTP

Active Ras-GTéAWnacﬁve Ras-GDP
a -, H
¢ M\? 4 &

GTP GDP

I Y9img

N
‘l’ 9‘@ .\\iz%” ) °

Signal GTP

Obrazek 5: Konformace RAS proteinu pri vazbé GTP a GDP

Ptevzato z : Kratz, Christian P., Charlotte M. Niemeyer, and Martin Zenker. "An unexpected
new role of mutant Ras: perturbation of human embryonic development." Journal of
Molecular Medicine 85.3 (2007): 227-235.

Aby se RAS dostal opét do neaktivni konformace, musi dojit k disociaci GTP na GDP
a fosfatovou skupinu. RAS m4, podobné jako velké mnozstvi signalnich GTPaz, malou
katalitickou aktivitu. Ta je stimulovdna proteiny zndmymi jako GAP (GTPase activating

proteins) (Mor et Philips, 2006).
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Mutace RAS maji v mnoha ptipadech fatilni ucinek. Jsou intenzivné studovany v souvislosti

s genetikou nadorti. Germinalni mutace v§ak zptisobuji syndromy znamé jako RASopatie.

NRAS a KRAS mutace, které zptisobuji syndrom Noonanové, jsou pomérné vzacné a objevuji
v méné nez 2 % piipada (Cirstea et al.,2010; Carta et al., 2006). HRAS mutace zpusobuje
Costello syndrom.

24 RAF
Rodina RAF serin/threonin specifickych kinaz je soucasti vyznamnych bunécnych kaskad.

RAFI se nachazi na kratkém raménku tfettho chromozomu v oblasti 3p25, B-RAF lezi na

dlouhém raménku sedmého chromozomu v oblasti 7q34.

Kazda RAF kinaza obsahuje tii konzervované oblasti oznacované jako CR1, CR2 a CR3 (viz
obrazek 6). CR1 region obsahuje RAS vazebné misto a doménu bohatou na cystein, ktera
dokaze navazat dva zineCnaté ionty. Navic je tento region zodpovédny za vazbu na
fosfolipidy, a tedy zajistuje uchyceni kinazy na membranu. CR2 region obsahuje mnozstvi
serinu a treoninu. Nachazi se zde vazebné misto, na které po fosforylaci navazuje regulacni
protein, ktery inhibuje RAF kindzu. CR3 region, ktery je lokalizovany blizko C konce

proteinu, obsahuje protein kindzovou doménu.

7 (341 S5
S43* B il'ﬁ 'I'-1HI1§
C-Raf | CR3 | ]
tdfan 33 : 138 54 2iA L w9
RED CRD ST Rich Einase Diamain
[44% 61
5 B 'N-n-:t]w
_ sa i
B-Raf | I | ,
T65a.n. I
sqza=TH39*

Obrazek 6: Struktura RAF kinazy; tfi konzervované domény, CR1 RAS vazebna
doména, CR2 serin/threonin bohata doména a CR3 katalyticka doména

Pievzato z: Chong, Huira, Haris G. Vikis, and Kun-Liang Guan. "Mechanisms of regulating
the Raf kinase family." Cellular signalling 15.5 (2003): 463-469.

Pro aktivaci musi nejprve dojit k translokaci proteinu na bunénou membranu, kde dojde
k interakci s enzymem s GTPazovou aktivitou, jakym je naptiklad RAS. Efektorova doména
RAS proteinu se navaze na dvé mista v CR1 oblasti, a to na RAS vazebné misto (RBD) a na

doménu bohatou na cystein (CRD) (Morrison et al., 1997).
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Fosforylace a defosforylace jsou dulezitym mechanismem regulace RAF kindz. Fosforylacni

mista se li$i v zavislosti na druhu kinazy.

RAF1 kindza obsahuje fosforylaéni mista Ser259 a Ser621 (Dougherty et al., 2005).
Fosforylace téchto mist je nezbytnym krokem pro navazani 14-3-3 proteinu, ktery ma
inhibi¢ni funkci. Fosforylace Ser 471 je nezbytna pro aktivitu RAF1 kinazy, protoze
umoziuje interakci se substraty RAF1 kindzy (Zhu et al., 2005). Kinaza déale obsahuje dvé
fosforylaéni mista Thr491 a Ser494, které hraji roli pii aktivaci RAF1 kindzy (Chong et al.,
2001)

Pro navazéani inhibi¢niho proteinu 14-3-3 musi byt fosforylovand mista Ser365 a Ser729
u BRAF kinazy. Fosforylace Thr599 a Ser602 je nezbytna pro aktivaci BRAF (Welbrock et
al., 2004).

Mutace RAF kindz, které jsou soucésti regulac¢nich kaskad organismu, jsou asociované s
nadorovymi onemocnénimi. Germinalni mutace vedou k projevu vrozenych syndromd.
Mutace RAFI byly pozorovany u jedincii postizenych syndromem Noonanové a LEOPARD.
Mutace se obvykle projevuji zvySenim aktivity RAF kindzy, naptiklad u RAF1 dochazi
k mutaci kodonu koédujiciho Ser259, ktery je dilezity pro vazbu inhibitoru 14-3-3 (Pandit et
al. 2007). BRAF mutace se vyskytuji u CNC, syndromu Noonanové ausyndromu
LEOPARD (Sarkozy et al., 2009).

2.5 MEK
Soucasti signalni kaskady zpusobujici RASopatie jsou i mitogen aktivované kindzy MEK1

a MEK2, které maji schopnost fosforylovat, a tim aktivovat ERK1 a ERK2. MEK1 kinaza je
koédovana MAP2K1 genem, ktery se nachazi na dlouhém raménku patnactého chromozomu v
pozici 15922.1-q22.33. MAP2K2 gen, jehoz produktem je MEK2 kindza lezi na kratkém

raménku devatendctého chromozomu v oblasti 19p13.3.

MEK kinazy obsahuji na N-konci segment (Docking domain), ktery napomahda vazbé efektoru
MEK kinazy, a to ERK. Dale se zde nachdzi Nuclear export segment a regulacni doména. Na
C-konci najdeme kinazovou doménu, ktera v piipadé¢ MEK 1 a MEK?2 obsahuje oblast bohatou

na prolin (viz obrazek 7).

Pro aktivaci kinazy je zapotiebi fosforylace na dvou mistech, Ser218 a Ser 222 (Zheng et al.,

2004). Tato mista jsou fosforylovdna RAFI1 kindzou. Interakce MEK s upstream nebo
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downstream komponenty je usnadiiovana scaffold proteiny. Fosforylace maji nejen aktivacni,
ale 1 inhibi¢ni ucinek, napiiklad fosforylace S212 (Gopalbhai et al., 2003). Tato inhibice byla

pozorovana u MEK1, ale vyskyt tohoto mista je potvrzen napfti¢ celou skupinou MEK.

Gerinalni mutace MEK a MEK?2 jsou kauzalnimi pro CFC syndrom, a to asi z 25 % (Dentici
et al.,2009).
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Obrazek 7: Struktura MEK1

Docking doména (DD) pro ERK, nuclear export sequence (NES), negative regulatory region
(NRR), aktiva¢ni doména proteinu zancena modie, activation loop (AL)- misto aktivacni
fosforylace proteinu, proline rich domain (PRD)

Ptevzato z: Caunt, Christopher J., et al. "MEK1 and MEK2 inhibitors and cancer therapy: the
long and winding road." Nature Reviews Cancer 15.10 (2015): 577-592.
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3 Cile prace
Cilem prace bylo vytvorit literarni piehled o RASopatiich, genech, jejichz mutace je pticinou

vzniku jednotlivych syndromi, a signalni dréze, jejiz soucasti jsou produkty téchto gent.

V praktické ¢asti pak byly pomoci sekvencovani hledany mutace v genu SOS/, které mohou

byt kauzalni pro vznik RASopatii.
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4 Material a metodika

4.1 Material

Pro experimentalni ¢ast bakalaiské prace byla pouzita kontrolni DNA a vzorky DNA
izolované z krve pacientd s podezifenim na RASopatie. DNA poskytly Laboratore Agel a.s.,
Novy Ji¢in. Byla analyzovana DNA péti pacienti, ktefi nesli oznaceni DD4, DDS5, DD7,

DDI10 a DD12.

4.1.1

Pristroje

Spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientefic)

PCR box (Biosan)

Termocyklér Mastercycler pro S (Eppendorf)

Pipetovaci robot Biomek 4000 (BeckmanCoulter)
Elektroforeticky zdroj Consort E815 (Scie-Plas)

Chlazena centrifuga 5804R (Eppendorf)

Sekvenator ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Sekvenator ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Fotoaparat (Olympus)

Transiluminator (Scie-Plas)

Elektroforeticka vana (Scie-Plas)

Vortex (Biosan)

Laboratorni pomtcky
Mikropipety (10 ul, 100 pl, 200 pl, 1 000 pl - Eppendorf)

Multikanalova pipeta 10 pl (Eppendorf)

Jednorazové Spicky s filtrem (10 pl, 100 pl, 200 ul, 1 000 ul - Bioplastics)

Mikrozkumavky (0,2 ml, 1,5 ml - Bioplastics)
Jednorazové rukavice SensiPlus (Vulkan - medicals)
Septa (Applied Biosystems)

Stojan na mikrozkumavky (Bioplastics)

Spi¢ky do pipetovaciho robota (Biomek AP96 P250 Pipette Beckman Coulter)

Chemikalie a pouZité roztoky
Voda (PCR - H,0) (Bioline)

LightCycler FastStart DNA Master HybProbe (Roche)
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e MyTaq DNA polymerase (Bioline)
e HyperLadder 100 bp (Biolne)
e Agencourt CleanSEQ (Beckman Coulter)
e 85% Ethanol (Bio Basic)
e Alkalicka fosfatdza (Thermo Scientific)
e Exonukledza I (Thermo Scientific)
e BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
e BigDye Terminator Sequencing Buffer (Applied Biosystems)
e 10x TBE pufr
o 216 g Tris (Bio Basic)
o 110 gkyselina borita (Bio Basic)
o 80 ml0,5M EDTApH 8(Bio Basic)
o doplnit do 2 1 destilovanou H,O
e FEthidium Bromid (Bio Basic)
e NanaSeci barvicka
o 0,25 % bromfenylova modf (Bio Basic)
o 0,25 % xylenecyanol(Bio Basic)
o 30 % glycerol v dH,O

4.2 Metodika

4.2.1 Navrhovni primeru

Pied samotnou praci bylo tfeba navrhnout primery pro vySetfovany gen SOS/ (viz tabulka 1).
Pro kazdy z 23 exonl byla vytvoiena dvojice primert tak, aby jejich vlastni sekvence
zasahovala az do intronové oblasti. Exony 10 a 23 byly pfili§ dlouhé, a tak byly pro kazdy
z nich vytvoteny dvé dvojice primert pomoci programu Primer - BLAST (Ye et al. 2012),

ktery vyuziva Primer 3 pro navrhovani primert.

Tabulka 1: Primery pro amplifikaci exonii genu SOS1

Oznaceni primeru | Sekvence Primeru

SOS1-ex1-F TCCGGGCCGCGTCCGTTCTCCAC
SOS1-ex1-R ACGCGGCGAGACCGGGAAGAAAG
SOS1-ex3-F ACCACATGTGAAAAGCTCTACT
SOS1-ex3-R CCCTTAAAAGGCAAGAAGGCA
SOS1-ex4-F TGTTGTTGGTAAGCACAGGC
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Oznaceni primeru

Sekvence Primeru

SOS1-ex4-R ACTGGAGATATTCCCCAACACA
SOS1-ex5-F GTGGAGGGATGCTGGCAATA
SOS1-ex5-R CACAACACATTCAATGAGAGGCA
SOS1-ex6-F AGGAGTCCTGAGACCAGAAAG
SOS1-ex6-R AGGCTTTTATGCAGACTTTTCG
SOS1-ex7-F ATTGTGCTCGCATAGTCGTG
SOS1-ex7-R CTTTTCAGACATTGTACATCTTCAT
SOS1-ex8-F GCCTGGGGCAGCACTTTATT
SOS1-ex8-R CACACTAATGTGCAGGGTACTCA
SOS1-ex9-F TGCCTGTCACAAGATATAACCCA
SOS1-ex9-R TTACTTGAGGAGGGAACTGGGA

SOS1-ex10 -1-F

TGGGGAATTAGTGAATACCTTCTCA

SOS1-ex10-1-R

CTCTTCAGCTGACTTGGCAGA

SOS1-ex10-2-F GCCAAGACTTCCTGGTGCTA
SOS1-ex10-2-R GCACAATAAACCCATGCAGGAA
SOS1-ex11-F AGGAGGCACTAAGCTAGCAG
SOS1-ex11-R TTATTGAAAAAGTGCTTGTGAAGT
SOS1-ex12-F TGACTGGTGAAAACGTTTGTGG
SOS1-ex12-R CACCCCTCTCCTTGTTTGGG
SOS1-ex13-F TGGAAGTGTTAAGCACACTGA
SOSI1-ex13-R ACTGAGCCCCAATGACATCAA
SOS1-ex14-F ATTCAGGTGTCATCCGTGTG
SOS1-ex14-R TGCCTGGCCTTATTACTAGA
SOS1-ex15-F TTCACAGACCTTTCTGTTGGT
SOSI1-ex15-R GCATTGAAATTCATAACATAGCTGA
SOS1-ex16-F GAGCAGTATGCCTGACTGGA
SOS1-ex16-R ACTACTGAAAAGACAAATGAGACA
SOS1-ex17-F GGGCGTTTCTGTTAGCCTAGT
SOS1-ex17-R CTAAAGGGCTTCAGGTGCTAA
SOS1-ex18-F TGGCAACTGAGATGGTACAG
SOS1-ex18-R TCTCCCCTATAAAATAAACCTGCCT
SOS1-ex19-F GGGGAGAAAAAGTAAAATAAACCT
SOS1-ex19-R TGGTAGTAATGACATCACCAGACAA

SOS1-ex20-F

TTAGATACCAGGGCTTTAGCAA
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Oznaceni primeru | Sekvence Primeru

SOS1-ex20-R AGTACTAACAAATACCTTAATGCAC
SOS1-ex21-F GCATTCTTTAAAACGACAATGACA
SOS1-ex21-R AATGCTGCCAGACCCAAGAA
SOS1-ex22-F GCATGCTTTTATGGCAGTTTGC
SOS1-ex22-R AGTGAGAACTAAACTAGACAGCCG

SOS1-ex23-1-F TGTTCCACACTTAGCATCCTGCCA

SOS1-ex23-1-R TGTCGTGGAGGAACAGGCGG

SOS1-ex23-2-F ACATCTCCAACCTCCCCCTT

SOS1-ex23-2-R TCAGTGCTGGCACATTCAGT

4.2.2 Optimalizace primeri
Nové primery byly optimalizovany (viz tabulka 2). Reakce se provadély prednostné

s Faststart Tag DNA polymerazou. Exon 14, ktery nebylo mozné amplifikovat ani pii
rtiznych teplotach polymerazou Faststart Tag DNA, byl amplifikovan za pouziti MyTaqg DNA
polymerazy. Pro amplifikaci exonu 1 byl do reakéni smési pfidan 1 ul DMSO. Annealingova
teplota byla 55°C nebo 60°C. Vyjimkou z tohoto pravidla byl exon 8, jehoz amplifika¢ni
teplota byla 50°C. Ptitomnost PCR produktii byla ovéfena pomoci elektroforézy.

Tabulka 2: Podminky PCR u amplifikovanych exonu

Cislo Annealingova Pouzita DNA polymeraza

exonu teplota

Exon 1 60°C Faststart Tag DNA polymeréaza'
Exon2 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 3 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 4 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 5 55°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 6 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 7 55°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 8 50°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 9 55°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 10-1 | 55°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 10-2 | 55°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 11 55°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 12 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 13 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 14 55°C MyTagq DNA polymeraza

" P¥idan 1 pl dimethylsulfoxidu
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Cislo Annealingova Pouzita DNA polymeraza

exonu teplota

Exon 15 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 16 55°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 17 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 18 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 19 55°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 20 55°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 21 55°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 22 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 23-1 | 60°C Faststart Tag DNA polymeraza
Exon 23-2 | 60°C Faststart Tag DNA polymeraza

4.2.3 Meéreni koncentrace DNA
Me¢fteni koncentrace a Cistoty DNA probihalo na pfistroji Nanodrop 2000 (viz tabulka 3).

Postup:

Nejprve byla stanovena nulova hodnota naneseniml1 pl destilované vody. Pro vlastni méteni
byl nanesen 1 pl vzorku DNA. Bylo spuSténo méfeni a hodnoty byly zaznamenany do

tabulky.

Tabulka 3: Koncentrace a Cistota pouZzité DNA

Méreny vzorek Koncentrace (ng/pl) Pomér absorbanci (260/280)
Referenc¢ni lidska DNA 220 1,86
DNA pacienta DD4 57,8 1,91
DNA pacienta DDS 49,6 1,85
DNA pacienta DD7 554 1,90
DNA pacienta DD10 52,7 1,84
DNA pacienta DD12 57,6 1,93

4.2.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)
K PCR se pouzivaly navrzené primery a DNA pacienti, ktefi nesli oznaceni DD4, DDS5, DD7,

DD10 a DD12. Kazdy exon byl amplifikovany zvlast’ (podminky viz tabulka 2).
Postup:

Vsechny potfebné reagencie byly nachystany do sterilniho boxu. Po rozmrznuti chemikalii

byla pfipravena reakéni smés (viz tabulka 4) pro kazdého pacienta smichanim termostabilni
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polymerdzy, vody a DNA, dle poctu fragmenti a negativni kontroly. Reak¢éni smés byla
pipetovana do popsanych 0,2 ml mikrozkumavek po 19 ul. Do kazdé zkumavky byla nasledné
pfidana dana dvojice primerd (F a R). Vzorky byly vortexovany a centrifugovany. Zkumavky
byly vlozeny do termocycleru, teplotni profily rekce se liSily u jednotlivych skupin primera

(viz tabulky 5, 6, a 7)

Tabulka 4: SloZeni reak¢ni smési pro amplifikaci exonu genu SOS1

Chemikalie Pipetovany objem

DNA polymeraza 10 ul

Voda 8 ul
DNA 1wl
Primer F 1wl
Primer R 1wl

Tabulka 5: Teplotni profil PCR pro amplifikaci primerid annnealingovou teplotou

60°C (pro exony: 1,2,3,4,6,12,13, 15,17, 18)

Denaturace 95 °C 5 min

Denaturace 95°C 30 sec

Annealing 60 °C 30 sec 32 cykla
Syntéza 72 °C 30 sec

Dosyntetizovani 72 °C 10 min

Tabulka 6: Teplotni profil PCR pro amplifikaci primerid annnealingovou teplotou

55°C (pro exony 5§, 7, 9, 10-1, 10-2, 11, 14, 16, 19)

Denaturace 95°C 5 min

Denaturace 95 °C 30 sec

Annealing 55°C 30 sec 32 cykla
Syntéza 72 °C 30 sec

Dosyntetizovani 72 °C 10 min
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Tabulka 7: Teplotni profil PCR pro amplifikaci primerid annnealingovou teplotou

50°C (pro exon 8)

Denaturace 95 °C 5 min

Denaturace 95°C 30 sec

Annealing 50 °C 30 sec 32 cykla
Syntéza 72 °C 30 sec

Dosyntetizovani 72 °C 10 min

4.2.5 Ovéreni vysledki pomoci elektroforézy
Pro ovéteni vysledkl polymerazové fetézoveé reakce byla provedena elektroforéza.

Postup:

Nejprve byl ptfipraven 2% agardzovy gel. V mikrovinné troubé bylo rozvatreno 12 g agarozy
rozpusténé v 600 ml 1x TBE pufru. Po zchlazeni bylo do agarézy ptidano 30 pl ethidium
bromidu. Takto pfipraveny gel byl nalit do vanicky s pfedem pfipravenymi hiebeny.

Po ztuhnuti byl gel vlozen do elektroforetické vany naplnéné pufrem. Do prvni jamky byly
naneseny 2 ul markeru molekulové hmotnosti, do ostatnich jamek bylo naneseno 7 ul PCR
produktu, ktery byl promichan s 2 pl nanaseciho pufru. Vzorky byly separovany 25 minut pfi
napéti 200 V. Vysledky elektroforézy byly vizualizovany pomoci transluminatoru. Gel se

vzorky byl vyfocen a vyhodnocen.

4.2.6 Purifikace PCR produktii
Produkty byly prociStény pomoci exonukledzy a alkalické fosfatdzy, aby vysledek

sekvencovani byl kvalitni a dobfe Citelny (odstranéni nevyuzitych primert, dNTP’s, soli a
nekompletnich fragmenti). Pomér jednotlivych enzyma vyuzivany v této reakci byl 1:2.
Exonukleaza, ktera S$tépi fosfodiesterovou vazbu na volnych koncich, se pouziva pii
odstranéni jednotetézcovych primert. Alkalickd fosfataza slouzi k defosforylaci volnych

dNTP’s.
Postup:

Nejprve byly popsédny sterilni stripy. Nésledné byla do Cist¢ zkumavky pipetovana smés

enzymu exonukleazy a alkalické fosfatazy v poméru 1:2. Pied pouzitim bylo potieba enzymy
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vortexovat. Do jednotlivych zkumavek bylo napipetovatovano 1,5 ul roztoku vyse zminénych
enzymu. K nim pak bylo pipetovano 5 pl PCR produkti pomoci multikanalové pipety.
Vzorky pak byly vlozeny do termocycleru (teplotni profil viz tabulka 8).

Tabulka 8: Teplotni profil purifikace PCR produkti

Krok Teplota Doba trvani
1 37°C 15 min
2 85°C 15 min

4.2.7 Sekvencni reakce
Sekvenacni reakce probihd obdobné jako klasicka PCR. Krom& dNTP jsou v reakéni smési i

ddNTP, jejichz zatazenim je ukoncena syntéza vznikajiciho vlakna. Tyto nukleotidy mohou

byt znaceny, v naSem piipadé¢ fluorescencné.
Postup:

Po rozmrznuti chemikalii byla pfipravena reakéni smés smichanim BigDye terminatoru 1.1,
vody, a sekvenac¢niho pufru dle poc¢tu vzorki (viz tabulka 10). Reakéni smés byla pipetovana
do popsanych 0,2 ml mikrozkumavek po 7 ul. Do kazdé zkumavky byl nasledné ptidan jeden
z dvojice primert (Fnebo R) a PCR produkt. Vzorky byly zcentrifugovany a vlozeny do

termocycleru (viz tabulka 9).

Tabulka 9: Teplotni profil sekvena¢ni reakce

Denaturace 96 °C 1 min

Denaturace 96 °C 10 sec

Annealing 50 °C 5 sec 25 cykla
Syntéza 60 °C 4min
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Tabulka 10: SloZeni reakéni smési sekvenacni reakce

1x 10x 25x
BigDye 1wl 10 pl 25 ul
Voda Sul 50 ul 125 ul
Sekvenacni pufr 1wl 10 pl 25 ul
Primer F/R 0,5 pl Sul 12,5 ul
PCR produkt 0,8 ul 8 ul 20 ul

4.2.8 Automaticka purifikace sekvenacniho produktu pomoci pipetovaciho robota
Biomek 4000
Pied sekvenaci byly vzorky opétovné procistény pomoci pipetovaciho robota Biomek 4000.

Byl pouzit program CleanSEQ, ktery purifikuje produkty sekvenacni reakce na bazi
magnetickych kuli¢ek. Produkty sekvenacni reakce se navazou na magnetické kulicky. Obsah
zkumavky je promyvéan za ucelem odstranéni kontaminujicich latek. Odplaveni produkti je
zabranéno vySe zminénym navazanim na magnetické kulicky, které po umisténi na
magnetickou desku tvoii po obvodu zkumavky prstenec. DNA je v kone¢né fazi eluovana do

pufru.
Postup:

Produkty sekvena¢ni reakce byly napipetovany do PCR desky, ktera byla néasledné
zcentrifugovana. Do pipetovaciho robota byly vozeny Spicky a byly pfipraveny reagencie dle

programu CleanSEQ a dle poc¢tu vzorkl. Nasledné byl spustén program CleanSEQ.

4.2.9 Automatické sekvencovani
Piipravené vzorky byly vloZzeny do sekvendtoru (ABI 3130 Genetic Analyzer - Applied

Biosystems) abyla zahdjena sekvenace pii 2V acasu nastfiku 3s. Vysledky byly

zanalyzovany pomoci programu Sequencis Analysis 5.1.1.

Ziskané sekvence byly porovnany s referen¢ni sekvenci za pomoci programu Sequencher.
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5 Vysledky

Experimentalni ¢ast bakalarské prace se zabyvala zavedenim vySetieni genu SOSI, jehoz
produktem je GEF, ktery zptisobuje aktivaci RAS proteinu a je soucasti RAS/MAPK bunécné
signalni drahy.

Mutace v tomto genu mohou byt ditvodem k deregulaci dané dréhy, jejimz dusledkem muze
byt v pfipadé germinalni mutace vyvoj RASopatii. Mutace SOS! se podileji na vzniku
syndromu Noonanov¢ asi v 17 % piipadu (Tartaglia et al., 2007).

Vysetieni tohoto genu je soucasti diagnostiky RASopatii. Nejprve byla ziskdna referencni
sekvence genu SOSI, kterou lze najit pod oznacenim NM 005633.3. Diky referencni
sekvenci a programu Primer - BLAST, ktery vyuziva primer 3 pro designovani primert, byly
vytvofeny primery pro amplifikaci exonli genu SOSI. Primery byly navrZeny v intronech

minimalné 20 bp pfed danym exonem a po ném (primery viz tabulkal).

Po navrzeni byla provedena optimalizace PCR za pouziti referencni lidské DNA (kontrolni
DNA), ktera méla vychozi koncentraci 220 ng/ul a pomér absorbanci 260/280 byl 1,86.
Celistvost referenéni DNA byla pfed pouzitim ovéfena pomoci horizontdlni elektroforézy v

2% agardzovém gelu (viz obrazek 8).

Vysledky optimalizace PCR byly také ovéteny separaci v 2% agar6zovém gelu. PCR
produkty byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu. (vysledky optimalizace viz obrazek

9a, 9b, 9c, 9d)

Obrazek 8: Elektroforéza referenéni lidské DNA

Legenda:
M marker molekulové hmotnosti

1-5 referen¢ni lidska DNA
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Obrazek 9a: Agarézovy gel s amplifikovanymi exony genu SOSI pri annealingové
teploté 60°C za pouZiti FastStart DNA polymerazy

Obrazek 9b: Agarozovy gel s amplifikovanymi exony genu SOSI pri annealingové
teploté 55°C za pouziti FastStart DNA polymerazy

Obrazek 9c: Agarézovy gel s amplifikovanymi exony genu SOSI pii annealingové
teploté 50°C za pouZiti FastStart DNA polymerazy

Obrazek 9d: Agarézovy gel s amplifikovanymi exony genu SOSI pri annealingové
teploté 55°C za pouziti MyTaq DNA polymerazy

" MT 55° + DMSO MT 55° FS 55° + DMSO

U souboru péti pacientti bylo provedeno vysSetfeni geni RAS/MAPK signalni kaskady pomoci

sekvencovani a nasledného porovnani ziskanych sekvenci s referen¢ni sekvenci. Po navrzeni
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primerd a optimalizaci PCR byl vySetien gen SOSI upéti pacientii, ktefi vykazovali

fenotypové projevy RASopatii.

Kazdy exon SOS! genu byl sekvencovan oboustranné (v jedné reakci ve sméru 5'-3"a v druhé
3’-5") pomoci forward a reverse primeru. Analyza byla provedena na sekvenatoru ABI (3130
Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Vysledky sekvencovani byly porovnany s referencni
sekvenci NM_005633.3. Ani u jednoho z péti pacientll nebyla nalezena mutace v genu SOS|.
Objeveny byly jen polymorfismy v intronové oblasti (viz tabulka 11).

Tabulka 11: Seznam nalezenych polymorfismu introni genu SOS1

Identifika¢ni Cislo pacienta | VySetfovany exon Nalezeny polymorfismus
DD4 ex9 c. 1076-97 99dupGTG
DD4 ex17 c.2792 + 53 C>T homozygotni
DD4 ex18 ¢. 2793 -58 59 insA homozygotni
DD4 ex18 c. 2965 + 43 C>A homozygotni
DD5 ex9 c. 1076-97 99dupGTG
DD5 ex17 ¢.2792 + 53 C>T homozygotni
DD5 ex18 c. 2793 -58 59 insA homozygotni
DD5 ex22 ¢.3393-89 T>G homozygortni
DD7 ex17 ¢.2792 + 53 C>T homozygotni
DD7 ex18 ¢. 2793 -58 59 insA homozygotni
DD7 ex18 c. 2965 + 43 C>A homzygotni
DD7 ex22 ¢.3393-89 T>G homozygortni
DD10 ex17 ¢.2792 + 53 C>T homozygotni
DD10 ex18 c. 2793 -58 59 insA homozygotni
DD10 ex18 c. 2965 + 43 C>A homozygotni
DDI12 ex5 c. 512-115 T>C homozygotni
DDI12 ex17 ¢.2792 + 53 C>T homozygotni
DD12 ex18 c. 2793 -58 59 insA homozygotni
DDI12 ex18 c. 2965 + 43 C>A homozygotni
DDI12 ex9 c. 1076-97 99dupGTG
DDI12 ex22 ¢.3393-89 T>G homozygortni

Zavedenim sekvenace genu SOSI se zkompletovalo na pracovisti spektrum analyz pro
syndrom Noonanové. Nasledné byla v souboru péti indikovanych pacientll s podezifenim na
Noonanové syndrom provedena mutacni analyza vSech péti souvisejicich gent PTPNII,
SOS1, RAF1, BRAF a KRAS. U pacienta s identifikacnim ¢islem DD7 mél indikujici 1ékat
v ramci diferencialni diagnostiky podezieni na Costello syndrom. Tudiz byl vySetien i gen

HRAS.
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Vtomto souboru pacienti byla nalezena jen jedna kauzdlni mutace u pacienta
s identifika¢nim ¢islem DD10. A to genu PTPNI11 ¢.785 T>G (p.Leu262Arg) (viz obrazek 10,
11).

Obrazek 10: Sekvence genu PTPNI11 pacienta DD10 s nalezenou kauzalni mutaci c. 785
T>G (p.Leu262Arg) zpiisobujici Costello syndrom

CA G ;.C;.C_,-.C-Z‘-Z‘C.-‘.-‘C;.GG-;G_GC;.;VC__C_C_.-‘C.-‘GCCG,-.,-.,-.VGV

80 90 100 110 120 13

b

Obrazek 11: Sekvence useku genu PTPNI11 s c¢ervené vyzna¢enym nukleotidem, jehoZz
mutace byla detekovana

Y *RR**** K* R YW *D KD R R
961 @rrEAREEE ClicCARACT TET TACAGCCGAAAAGAGGGTCAAAGGCAAGAAAACAAA
763 CAACAACAGGAGTGCARACT TCCTACAGCCGARAAGAGGGT CARAGGCARGARRACAAA
255 -Q--Q--Q--E--C--K--L--L--Y--5--R-—K--FE—-G--Q—-—R——-Q—-E--N--K-

Po kompletnim vySetieni pacientlli na pozadované geny nebyla nalezena kauzéalni mutace pro

syndrom Noonanové ve vySetfovanych genech upacienti DD4, DD5, DD7 aDDI2.

U pacienta DD7 nebyla nalezena mutace zptisobujici Costello syndrom.
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6 Diskuse

RASopatie vznikaji germindlnimi mutacemi gent, jejichz produktem jsou casti RAS/MAPK
bunécné signalni drahy. Jelikoz se jednd o deregulaci jedné signalni kaskady, jednotlivé
syndromy se fenotypové piekryvaji ajsou charakteristické genotypovou a fenotypovou
variabilitou. Pfesnd diagnoza bez genetického testovani je proto obtizna. Pro spravnou
diagnostiku je idedlni provést vysetieni genii kodujicich produkty RAS/MAPK signalni
kaskady.

Cilem této prace bylo provést literarni reSerSi syndromovych onemocnéni znamych jako
RASopatie. Praktickd ¢ast se zabyvala kompletovanim vySetfeni RASopatii zavedenim
analyzy SOSI genu, ktery koduje GEF. Mutace SOS!/ vedou obvykle k nadmérmé aktivaci
downstream proteinu, kterym je RAS (Roberts ef al., 2006).

Mutace SOS! jsou po mutacich PTPNII druhou nejCastéjsi pfi¢inou vzniku syndromu
Noonanové. Mutace toho genu, jehoz funk¢nim produktem je GEF, jsou identifikovany
u 17 % jedincl se syndromem Noonanové (Tartaglia et al., 2007). Mutace genu PTPNI11 jsou
detekovany u poloviny jedincti se syndromem Noonanové¢ (Trataglia et al., 2001). DalSim
genem souvisejicim se syndromem Noonanové je RAF, ktery je detekovan u 3-17 % jedinci.
KRAS mutace je identifikovdna uméné nez 5% jedincli. Mutace genit NRAS, BRAF,
a MAP2K1 je zachycena u méné nez 1 % jedinci (Allanson, 1987).

Costello syndrom je zptisoben pouze mutacemi genu HRAS.

Kardio-facio-kutdnni syndrom je zpusoben mutaci geni BRAF, MAP2KI, MAP2K2 nebo
KRAS. Nejcastéji jsou evidovany mutace BRAF. Vzhledem k malé¢ frekvenci vyskytu
onemocnéni je ¢etnost mutaci jednotlivych genii zavisla na skupin€ jedinct, kterou maji
jednotlivé studie k dispozici. Frekvence vyskytu mutace BRAF genu u pacientl s kardio-
facio-kutnnim syndromem se pohybuje od 37 % (Niihori et al., 2006) do 75 % (Rodriguez-
Viciana et al., 2006). MAP2KI a MAP2K2 mutace byly objeveny u?25 % pacientd
(Rodriguez-Viciana et al., 2006). KRAS mutace se podileji na vzniku syndromu jen z 5 %
(Niihori et al., 2006).

LEOPARD syndrom je nejcastéji zplisoben mutaci genu PTPNII nebo RAFI. Mutace
PTPNI1 je detekovéna piiblizné u 90 % pacienti s LEOPARD syndromem. Zbytek mutaci je
nalezen v genu RAFI. V soucasnosti jsou evidovany i mutace v genech BRAF a MAP2K1 a

piedpoklada se, ze existuje jeste jeden kauzalni gen (Gelb e Tartaglia, 2015).
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Kompletni vySetfeni pacienta, u né¢hoz je podezieni na RASopatie, zahrnuje detekci mutaci

i ve vSech vyse zminénych genech. Ve vétsing piipadil je mutace objevena v genu PTPNI 1.

RASopatie jsou obvykle zplsobeny de novo mutaci. Pokud je vSak mutace predavana
vertikaln€, sledujeme autozomalné¢ dominantni dédi¢nost. Uvadi se, ze 30-70 % jedinct
s diagnostikovanym syndromem Noonanové ma rodi¢e vykazujictho symptomy tohoto

syndromu (Allanson et al. 2016).

Kardio-facio-kutdnni syndrom ma celosvétové malou cetnost vyskytu. U vétSiny
diagnostikovanych jedincii je syndrom zptsoben de novo mutaci. Jsou ovSem zaznamenany
1 piipady pfedavani mutace v ramci n€kolika generaci (Rauen et al., 2010). V belgické rodiné
byl pozorovan pienos RASopatii souvisejicich s chromozomem 12, tedy genem PTPN11, kdy
nektefi ¢lenové byli diagnostikovani syndromem Noonanové a jini CFC syndromem (Legius

et al., 1998).

Costello syndrom je zpiisoben de novo mutaci. Rodice probanda nejsou témét nikdy nositeli
mutace, znamy jsou pouze piipady somatického mozaicizmu u jednoho z rodi¢t (Gripp et al.,

2006).

LEOPARD syndrom je obvykle zptsoben de novo mutaci, ale je zndm i pfenos syndromu

z rodiCe na potomka (Digilio et al., 2006).

Ve vySettované skupiné pacientli byla nalezena jen jedna kauzalni mutace zpusobujici
RASopatie, a to u pacienta s oznatenim DD10. Byla nalezena mutace genu PTPNI1 ¢.785
T>G (p.Leu262Arg). Tato konkrétni mutace jiz byla identifikovana jako missense mutace
zapticinujici vznik syndromu Noonanové. Tato pacientka méa ve svych Sesti letech vysku 99
cm, kratky krk, Siroky hrudnik s kratkym segmentem. U pacientky byla jiz provedena
cytogeneticka vySetieni, kterd urCila, ze pacientCin karyotyp je standardni. Zaroven byl
vysetien 1 gen SHOX, jehoz mutace zapficinuje kratky vzrist. Po téchto vySetienich byla
pacientka vySetfena s podezienim na RASopatie. Diagnoéza byla potvrzena nalezenim

kauzalni mutace.

Lécba pacienti s RASopatii neni vsoucasné dobé moznd. VétSinou se pfistupuje

k symptomatické 1écb¢ a pravidelnym preventivnim prohlidkam postizeného jedince.

Pro urcreni diagnézy ostatnich pacienti se berou v tvahu syndromy s podobnym

fenotypovym projevem.
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Podobny fenotypovy projev jako syndrom Noonanové, na ktery byli testovani vSichni
pacienti, maji i ostatni syndromy, které jsou spolecné se syndromem Noonanové fazeny mezi
RASopatie. U jednoho pacienta byl vySetien i HRAS gen, kvili podezieni na pfitomnost
Costello syndromu. Syndrom Noonanové a Costello syndrom maji podobny fenotypovy

projev, ktery je jasnéji rozliSitelny s piibyvajicim vékem jedinct (Kripp et al., 2012).

CFC ma spolecny projev se syndromem Noonanové. OvSem jedinci se CFC syndromem maji

v

Nejobtiznéjsi je odliSit syndrom Noonanové od LEOPARD syndromu. Diagnéza miize byt
vtomto pfipadé¢ uréena diky pfitomnosti mnohacetnych lentig ajinych dvou projevil
typickych pro LEOPARD syndrom (Veron et al., 1976). Pfi absenci lentig jsou nutné tfi
typické projevy a blizky ptibuzny s potvrzenou diagné6zou LEOPARD syndromu.

Pti diagnostice pfichdzi v tivahu i,,Noonan-like syndrome with loose anagen hair. Tento
syndrom je zptisoben mutacemi genu SHOC2, jehoz produktem je modulator RAS/MAPK
signalni kaskddy (Cordeddu et al., 2009). Patogenetické varianty SHOC2 vedou

u pozorovanych jedinci k typickym projeviim syndromu Noonanové.

Pii hledani diagndzy se miize ptistoupit i ke genetickému testovani CBL genu. Heterozygotni

Mrwe

je fenotyp shodny, nebo podobny syndromu Noonanové (Martinelli et al., 2010).

Diferencialni diagnostika RASopatii od Turnerova syndromu je provadéna pomoci

cytogenetického ovéfeni pritomnosti X chromozomu (Allanson ef al., 2015).

Podobny projev, ktery je pozorovan u RASopatii, maji i jednici s Williamsovym syndromem.
Jedinci s Williamsoym syndromem se stejné jako ti s RASopatii vyznacuji opozdénym
vyvojem, nizkym vzristem, malformacemi v obliceji avrozenymi srdecnimi vadami.
Onemocnéni je ale zplsobeno deleci elastin genu (ELN), kterou lze detekovat pomoci

fluorescencni in situ hybridizace (Morris, 1999).
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7 Zavér

Tato prace se zabyva shrnutim nejnovéjSich poznatkli o RASopatiich, které vznikaji mutacemi
v genech PTPNI1, SOSI, KRAS, NRAS, HRAS, BRAF a MAP2Kl a MAPK2K2. Tyto
syndromy jsou ve vét§iné piipadi zpiisobeny de novo mutaci. Mutace jsou autozomalné
dominantni, a v n€kterych piiadech jsou identifikovani rodi¢e nesouci danou mutaci. Jsou
zaznamenavani zejména u jedincli se syndromem Noonanové, ato u30-70 % probandu.
U ostatnich RASopatii jsou identifikovani pfibuzni nesouci mutaci jen vyjimecné. Diagndza

je komplikovand zejméa kviili genetické heterogennité a fenotypové variabilité.

Tato prace se soustiedila predevsim na gen SOSI. Pro kompletni vySetfeni RASopatii bylo na
pracoviSti zavedeno testovani tohoto genu, jehoz mutace jsou detekovany jako kauzélni

mutace pro vznik syndromu Noonanové.

Po zavedeni byl vybran soubor péti pacientd, u kterych se kvili fenotypovym projevim
usuzovalo na RASopatii. Po kompletnim vySetieni bylo zji§téno, ze pouze u jednoho pacienta
byla nalezena kauzalni mutace genu PTPNI11 ¢.785 T>G (p.Leu262Arg). Tato mutace je jiz

evidovana v databazi ve spojitosti s projevem syndromu Noonanové.

Pii diferencidlné diagnostické uvaze je tfeba u téchto pacientli brat v iivahu onemocnéni

s podobnym fenotypovym projevem.

Na zavér nelze opomenout, Ze somatické mutace v analyzovanych genech maji obvykle

aktivacni charakter a jsou asociovany s nadorovymi onemocnénimi.
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9 Seznam pouzitych zkratek:

ACE Angiotenzin-konvertazy (angiotensin-converting-enzyme)
Arg Arginin

BLAST Basic local alignment search tool

bp Parh bazi

BRAF B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
CBL Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin protein ligase
CFC Cardio-facio-cutaneous

CRD Cystein rich domain

DH Dbl homology

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina

ddNTP Dideoxynukleotidtrifosfat

dNTP Deoxynukleotid trifosfat

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova

ELN Elastin

ex Exon

ERK Extracellular Signal-regulated Kinase

F Forward

GEF Guanosin exchange factor

GTP Guanosintrifosfat

GDP Guanosindifosfat

HRAS Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Leu Leucin

MAP2K1 Mitogen-activated protein kinase kinase 1
MAP2K2 Mitogen-activated protein kinase kinase 2
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MEK

NF1I

NRAS

N-SH2

PCR

PH

PTP

PTPN11

RAS/MAPK

Rem

RBD

SHOC 2

SHOX

SH2 doména

SHP -2

SOS1

SPRED

TBE

Mitogen-activated protein kinase
Neurofibromin 1

Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog
Src-homology 2 domain

Polymeratova fetézova reakce

Pleckstrin

Protein tyrosine phosphatase DOMAIN
Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11
Reverse

Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase
Rat sarcoma viral oncogene homolog

Rat sarcoma viral oncogene homolog/mitogen-activated protein kinase
Ras exchange motif

RAS binding domain

SHOC?2 leucine-rich repeat scaffold protein
Short stature homeobox

Src Homology 2

Protein tyrosine phosphatase

Son of sevenless homolog 1

Sprouty related, EVH1 domain containing 1

Puftr s obsahem Tris, kyseliny borita a EDTA
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