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Molekularna diagnostika NF1 na Slovensku
s vyuzitim analyzy cDNA a MLPA

Molecular Diagnostics of NF1 in Slovakia
Using cDNA and MLPA Analysis

Suhrn

Ciel” Ciefom nasej prace bolo identifikovat kauzativne germinalne mutdcie u suspektnych
NF1 pacientov za Ucelom diferencialnej diagnostiky a zozbieranie ¢o najvacsieho suboru pa-
cientov pre pripadné genotypovo-fenotypové koreldcie. Subor a metodika: Nas stbor pozosta-
val zo 107 nezavislych pacientov zo Slovenska, ktory boli v obdobi rokov 2008-2013 klinickymi
genetikmi postdeni ako suspektni pre NF1. Na identifikdciu mutécii bolo pouzité sekvenovanie
cDNA NFT génu, ktoré ndm umoznilo Uspesnu identifikaciu zostrihovych mutécii, ako aj MLPA
analyza umoznujuca identifikéciu rozsiahlejsich delécii v géne. Vysledky: V stibore 94 nepri-
buznych slovenskych pacientov, ktori spliiali zakladné diagnostické kritéria pre neurofibroma-
tézu, sme za pouZitia nasich metdd identifikovali germinalne mutacie v NF7 géne u 83 z nich
(88,3 %). Zaznamenali sme vysoky podiel mutdcii, ktoré boli zatial identifikované len v sloven-
skej populacii (41/83, 49,4 %), a u 27/42 testovanych rodinach sme potvrdili mutaciu de novo
(64,3 %). Genotypovo-fenotypové koreldcie odhalili zvyseny vyskyt o¢nych gliémov u pacien-
tov s mutdciou na 5’ konci NFT génu. Zavery: Kombindcia cDNA analyzy a MLPA je efektivnou
pre identifikaciu mutacii v NF7 géne. Na zéklade tejto diagnostickej metédy sme odhalili aj
Casto nespravne klasifikované netypické zostrihové mutacie. Nase vysledky vyuZili klinicki ge-
netici pri diferencidlnej diagnostike ochorenia, hlavne v spornych pripadoch.

Abstract

Aim: The aim of our study was to identify causative germline mutation in suspected NF1 pa-
tients, in order to help differential diagnostics, as well as to collect as large as possible group
of patients for a possible genotype-phenotype correlations. Material and methods: Our set of
patients consisted of 107 Slovak patients, recruited between 2008 and 2013, who were consid-
ered for a diagnosis NF1 by clinical genetics. In order to identify mutations, we employed NF1
cDNA sequencing that enabled us to also detect splicing mutations, as well as MLPA analysis
that enables identification of larger deletions. Results: By employing the selected methods in
our set of 94 unrelated Slovak patients who fulfilled the basic NF1 diagnostic criteria, we unco-
vered germline mutations in the NF1gene in 83 of them (88.3%). We observed a high propor-
tion of mutations identified in Slovak population only so far (41/83, 49.4%), and we confirmed
de novo mutation in 27/42 tested families (64.3%). Genotype-phenotype correlations revealed
an increased incidence of optic pathway glioma in patients with a mutation in the 5’end of the
NF1 gene. Conclusion: Combination of cDNA analysis and MLPA provides an effective method
for identification of mutations in the NF1 gene. By employing these methods, we were able to
also identify frequently incorrectly classified atypical splicing mutations. Clinical geneticists used
our results in the differential diagnosis of the disease, especially in contested cases.

Nase podakovanie patri pacientom, vietkym spolupracujucim lekdrom, klinickym genetikom
a pracovnikom Oddelenia lekarskej genetiky na Narodnom onkologickom ustave, na ktorom
boli uskuto¢nené prvé kultivacie buniek pacientov. Analyza mutécii bola realizovana v rdmci
projektov , Diagnostics of socially important disorders in Slovakia, based on modern biotech-
nologies” (ITMS 26240220058) a , Creating a Competitive Centre for research and develop-
ment in the field of molecular medicine” (ITMS 2624022007 1), podporovanych programom
.Research & Developmental Operational Programme, ERDF”, ako aj projektom ndrodnej
agentury VEGA s ¢islom: 2/0104/10.
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Uvod

Neurofibromatéza typu 1 (NF1), nazyvana
aj Recklinghausenova choroba, je auto-
zomalne dominantné multisystémové
ochorenie s incidenciou 1 : 3 500 [1]. Je
to heterogénne ochorenie, ale jeho pe-
netrancia je Uplna uz do 6smeho roku
Zivota [2]. National Institute of Health
(NIH) stanovil sedem zdakladnych klinic-
kych diagnostickych kritérii sumarizo-
vanych v tab. 1, z ktorych musi pacient
spInit minimalne dve pre stanovenie dia-
gndzy NF1 [3].

Hlavnym rizikom ochorenia je,
Ze u 8-12 % pacientov sa vo veku
20-30 rokov z benigneho plexiformného
neurofibrému vyvinie maligny nador pe-
riférnych nervovych puzdier (MPNST) [4].
Dalsimi zriedkavejsimi prejavmi spojenymi
s NF1 médzu byt aj feochromocytom, as-
trocytdém, juvenilnd myelomonocyticka
leukémia (JMML) a celkova predispozi-
cia k malignym ochoreniam [5]. Ochore-
nie vedie aj k postihnutiam ostatnych sys-

témov, ako su kardiovaskuldrne a krvné
komplikacie, ¢i abnormality v tkanivach
pochadzajucich z neuralnej listy [6].

NF1 gén a protein
NF1 gén [7] je lokalizovany na chromo-
zome 17q11.2, kde pokryva priblizne
280 kb genomickej DNA. Gén pozostava
zo 60 exdénov [8-10]. Alternativhemu
zostrihu v rdmci NF1 transkriptu podlie-
haju exény 9a/9br, 23a, 48a [11]. Génovy
produkt NFT génu — neurofibromin —
je tumor supresorovy protein produko-
vany hlavne v melanocytoch CALM (café
au lait skvrny), neurénoch, gliovych bun-
kach a Schwanovych bunkach [12].

Neurofibromin je negativnym regu-
|[dtorom Ras proteinu, a tym aj celej
Ras-MAP kinazovej drahy [13]. Na tejto
jeho funkcii sa podiela Ras-GRD funk¢na
doména, ktord je koddovana exdonmi
21-27a NF1 génu [14,15].

Exony 11-17 koéduju doménu bohatu
na cystein a serin (CSRD), ktord ma tri

freckling v oblasti podpazusia, slabin
> 2 Lischovych nodulov

ocny gliém

zou alebo bez nej

Tab. 1. Zakladné klinické diagnostické kritéria pre NF1 podla NIH [3].

6 café au lait skvfn: > 0,5 cm do puberty, > 1,5 cm po puberte

> 2 neurofibrémov alebo 1 plexiformny neurofibrém

charakteristickd dysplazia tibie alebo rednutie dlhych kosti s naslednou pseudoartré-

prvostupnovy pribuzny s diagnostikovanou NF1

in frame delécie 2x

rozsiahle vnutrogénové delécie 5x
delécie celého génu 5x

mutdacie meniace zmysel 10x
nezmyselné mutacie 11x
zostrihové mutécie 14x

posunové mutacie 36x

NF1 mutacie

43 %

Graf 1. Percentualne zastupenie jednotlivych typov mutacii identifikovanych
v populécii slovenskych NF1 pacientov, ktori splfali zakladné diagnostické

kritéria.

potencidlne rozpozndvajuce miesta pre
cAMP-zavislU protein kindzu. Tato ob-
last NF1 proteinu podlieha fosforyldcii
protein kindzami [16]. Bolo zistené, Ze
Ras-GAP aktivita neurofibrominu je regu-
lovana forsforylaciou CSRD protein kina-
zou C [17].

Vysledkom nedostatku neurofibro-
minu, alebo jeho nespravnej funkcie
v dosledku mutécie, je spravidla nekon-
trolovand bunkova proliferacia a tvorba
tumorov [18-20].

NF1 mutacie

NF1 pacienti su vacSinou nositelmi ger-
mindlnej mutacie v NFT géne v heterozy-
gotnom stave, pricom v 50 % pripadov
je to de novo mutécia. V neurofibro-
moch a CALM asociovanych s NF1 docha-
dza k somatickej inaktivacii aj druhej alely
NF1 génu [21]. Ochorenie sa teda prejavi
po vyradeni z funkcie druhej alely soma-
tickou mutéaciou [22].

90-95 % germinalnych mutacii pred-
stavuju malé zmeny DNA, tzv. malé mu-
tacie NF1 génu. Ide o substitucie, malé
delécie, ¢i inzercie malého poctu nukleo-
tidov, ktoré vedu k zamene aminokyse-
liny, priamo k vzniku predc¢asného stop
koddnu, alebo k posunu ¢itacieho ramca
a neskor tiez k pred¢asnému stop ko-
donu [23,24]. Vyrazny podiel na NFT mu-
taciach predstavuju zostrihové muta-
cie 29 % [24]. Delécie celého NFT génu
a prifahlych génov (typ |, typ Il typ lll), na-
zyvané aj mikrodelécie, sa objavuju asi
u 5-10 % pacientov [23,25]. Na identifi-
kaciu mutdcii sa v sucasnosti vyuziva via-
cero metodickych postupov zaloZenych
na sekvenovani genomickej DNA (gDNA),
alebo komplementéarnej DNA (cDNA).

Vzhladom k vysokému podielu zostri-
hovych mutdcii v NFT géne sa odporucaju
hlavne metodiky zalozené na analyze
RNA. Tieto totiz umozriuju rychlo a efek-
tivne odhalit i netypické zostrihové mu-
tacie, t.j. mutdcie, ktoré sa nachadzaju
hlbsie v intronickej oblasti, alebo muta-
cie v exénoch, ktorych efekt na zostrih
mMRNA by za pouZzitia DNA analyzy nebol
pozorovatelny.

Subor a metédy

N&$ subor pozostaval zo 107 nezavislych
pacientov, ktori boli pocas Siestich rokov
(2008-2013) zaslani do nasho laboraté-
ria na identifikdciu mutdcii v NF1 géne
ako sucast diferencidlnej diagnostiky.
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Tab. 2. Hlavné fenotypové znaky a mutacie u slovenskych NF1 pacientov. Pritomnost klinického znaku je znazor-
nena ako + v prislusnom poli¢ku. C — café au lait makuly, FR — freckling, LN — Lischove noduly, OPG - gliém optic-
kého nervu, NF — neurofibrém, KZ — kostné zmeny, FS del — posunova mutdcia spésobena deléciou, FS ins — posu-
nova mutdcia spésobena inzerciou, FS del-stop — posunova mutacia spésobena deléciou, pricom vznikad hned stop
kodon, stop — mutécia veduca k vzniku stop kodénu, del in frame — delécia bez posunu &itacieho ramca. Cislovanie
exonov je podla odporucenia HGVS, pricom v zatvorke je pre prehladnost uvedené aj staré Standardné cislovanie.
Pozicia mutacie sa vztahuje na NF1 cDNA sekvenciu s referen¢nym ¢islom NM_000267.3.

Tab. 2a) Pacienti s familiarnym vyskytom NF1 a identifikovanou NFT mutaciou. Je mozné sledovat variabilitu zaklad-
nych klinickych znakov v rdmci rodiny.

Pacient Vek C FR LN OPG NF Kz Exon{lntron NF1 mutacia Typ mutdcie Referencia
(roky) (staré ozn.)
pP56** 20 + + + 1(1) p.Arg16Pro, c.47G>C meniaca zmysel [34]
P119 68 + + + 3(3) p.Cys93Trp, ¢.279T>G meniaca zmysel [34]
P119a* (s) 43 3(3) p.Cys93Trp, c.279T>G meniaca zmysel [34]
C.479+5G>A spbsobi
. ) r.289_479del p.GIn- —
P46 16 + + + inda (in4) 97Valfs*13, (preskocenie zostrihova [34]
exonu 4a)
.479+5G>A sposobfi
. . r.289_479del p.GIn- N
P46 (m) 39 + + + inda (in4) 97Valfs*13, (preskocenie zostrihova [34]
exonu 4a)
p.Met242Argfs*39,
P58 16 + + + + 7 (5) . 725delT Fs del [35]
p.Met242Argfs*39,
P58a (o) 40 + + + 7 (5) c725delT Fs del [35]
P146 5 + 8 (6) p.Glu258*, c.771dup FS ins - stop nova
P146a (m) 31 8 (6) p.Glu258*, c.771dup FS ins - stop nova
,x p.Leu307Profs*5,
HeR S 2 .919_926delCTTGCTGG Fesl 34]
P18 + + 9(7) p.Tyr333*, c.998_999insA FSins [36]
P18b (st) + 9 (7) p.Tyr333*, c.998_999insA FS ins [36]
P18a (0) 37 + + 9(7) p.Tyr333*, ¢.998_999insA FS ins [36]
p.Tyr489Cys, c.1466A>G  netypicka zostri-
P135 29 + + + + 13 (10b) sposobi viak r.1466_ hova (meniaca [34]
1527del a p.Tyr489* zmysel)
p.Tyr489Cys, c.1466A>G  netypickd zostri-
P135a (d) 2 + + 13 (10b) spdsobi viak r.1466_ hova (meniaca [34]
1527del a p.Tyr489* zmysel)
p.Tyr489Cys, c.1466A>G  netypickd zostri-
P135b (d) 2 + + 13 (10b) sposobi viak r.1466_ hovéa (meniaca [34]
1527del a p.Tyr489* zmysel)
p.lle500Asnfs*11, .
P37 54 + + + + 13 (10b) €.1497_98insA FSins [34]
p.lle500Asnfs*11,
¢.1497_98insA (aj in- .
P37a (s) 23 + + + + 13 (10b) tronicky variant c.1393- FS ins [34]
-32C>T)
p.lle500Asnfs*11, .
P37b (d) 20 + + + + 13 (10b) .1497_98insA FSins [34]
*x p.GIn514Argfs*43,
P109 15 + + + + + 13 (10¢) 1541 _42delAG FS del [37]
Cesk Slov Neurol N 2014; 77/110(6): 721-733 723
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Tab. 2a — pokracovanie) Pacienti s familiarnym vyskytom NF1 a identifikovanou NFT mutaciou. Je mozné sledovat
variabilitu zakladnych klinickych znakov v rdmci rodiny.

Pacient (r\(/j(l;) FR LN OPG NF Kz E;c;r:glr;tzrrc‘)r)\ NF1 mutacia Typ mutacie Referencia
p.Leu604Aspfs*5,
P60 10 + + 16 (12a) €.1808_09delTA Fs del [34]
p.Leu604Aspfs*5,
P60a (m) 42 + + + + 16 (12a) €.1808_09delTA Fs del [34]
p.Thr586Valfs* 18,
P87 39 + + + 16 (12a) .1756.59delACTA FS del [38]
* p.Thr586Valfs*18,
P8&7a* (d) 9 16 (12a) C.1756_59delACTA FS del [38]
N p.Thr586Valfs*18,
P87b* (d) 2 16 (12a) C.1756_59delACTA FS del [38]
P112 18 + 18 (13) p.Leu695Pro, ¢.2084T>C meniaca zmysel [39]
P112a (b) 16 + + 18 (13) p.Leu695Pro, ¢.2084T>C meniaca zmysel [39]
P112b (m) 37 + + 18 (13) p.Leu695Pro, ¢.2084T>C meniaca zmysel [39]
P48 8 + + + 21(16) p.Arg816*, c.2446C>T stop [40]
P48a (st) 18 + + + 21 (16) p.Arg816*, c.2446C>T stop [40]
P48b (o) 46 + + + 21 (16) p.Arg816*, c.2446C>T stop [40]
P2 26 + + + + 21 (16) p.Leu847Pro, ¢.2540T>C meniaca zmysel [41]
P2a (m) 54 + + + 21(16) p.Leu847Pro, ¢.2540T>C meniaca zmysel [41]
p.Gly868Hisfs*6, . .
P144 29 + + 21 (16) €.2598_2601dupCATG FS ins nova
p.Gly868Hisfs*6, . )
P144a (d) 2 + + 21(16) €.2598.2601dupCATG FS ins nova
s p.Thr915Asp*4, .
P101 3 + + 21 (16) .2741dupG FS ins [34]
p.Leu1153Metfs*4,
P47 38 + + + 26 (20) €.3457_60delCTCA FS del [42]
p.Leu1153Metfs*4,
P47a (s) 8 + + + + + 26 (20) €.3457 _60delCTCA FS del [42]
P61 6 + o+ + 28(22) p.Arg1276*, c.3826C>T stop [43]
P61a (b) + + 28 (22) p.Arg1276*, c.3826C>T stop [43]
P88 35 + + + + 28 (22) p.Arg1276GIn, c. 3827G>A  meniaca zmysel [41]
P88a (s) 10 + o+ 28 (22)  p.Arg1276GIn, c. 3827G>A  meniaca zmysel [41]
p.Leu1305Glufs*5, .
P16 12 + + + + 29 (23.1) € 3913deTiNsGAA FS del ins [34]
p.Leu1305Glufs*5, :
P16a (m) 43 + + + + 29 (23.1) . 3913delTiNSGAA FS del ins [34]
o p.Pro1442GInfs*2,
P51 24 + + + + 33 (25) 4325 29delCTTTC Fs del [34]
P45 11 + 1 + 37 (28) p.Leu1610*, c.4827_29delT FS del-stop [34]
P45a (m) 37 + + 37 (28) p.Leu1610%, c.4827_29delT FS del-stop [34]
p.lle1658_Tyr1659del, .
P148 7 + + + + + 37 (28) €.4973_4978delTCTATA del in frame [44]
p.lle1658_Tyr1659del, .
P148a (st) 3 + + + 37 (28) €.4973_4978delTCTATA del in frame [44]
P148b (m) 33 0+ o+ + 37 (28) eI BrERERt, del in frame [44]

€.4973_4978delTCTATA
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Tab. 2a — pokracovanie) Pacienti s familiarnym vyskytom NF1 a identifikovanou NFT mutaciou. Je mozné sledovat
variabilitu zakladnych klinickych znakov v rdmci rodiny.

Pacient (r\ﬁ(';) C FR LN OPG NF Kz Es’ﬁ[‘;’r‘é”:;r?')‘ NF1 mutacia Typ muticie  Referencia
po8** 4 + + 37 (28) p.Glu1667*, c.4999G>T stop [45]
p.Lys1704Thrfs*32, .
P128 24 + + + 37 (28) €.5110_5111insC FS ins [34]
N p.Lys1704Thrfs*32, .
P128a* (m) 49 37 (28) €.5110_5111insC FS ins [34]
P91 9 + + + + 38 (29) p.Ser1755*, c.5264 C>A stop [34]
P91a (m) 39 + + 38(29) p.Ser1755%*, ¢.5264 C>A stop [34]
p.Phe2176Cysfs*44,
P89 9 + + + 43 (34) €.6525.6528delTT FS del [34]
p.Phe2176Cysfs*44,
P89a (st) 6 + + + 43 (34) C.6525.6528delTT FS del [34]
p.Phe2176Cysfs*44,
P89b (0) 46 + + + 43 (34) ¢.6525.6528delTT FS del [34]
p.Arg2162Thrfs*18, .
P6 49 + 43 (34) C.6483_6484NSAC FS ins [34]
p.Arg2162Thrfs*18, .
P6a (b) 45 + + + 43 (34) C.6483_6484insAC FS ins [34]
o p.Asn2366_Phe2367del, .
P57 10 + + + + 48 (39) €.7096_7101del AACTTT del in frame [46]
p.Lys2631Tyrfs*9, .
P138 27 + + + 54 (45) ¢.7809_7890dup FS ins [34]
p.Lys2631Tyrfs*9, .
P138a (s) 8 + + + 54 (45) ¢7809_7890dup FS ins [34]
p.Ala2716*, )
il Sl 7(48) 8146 8153delGCCTTGAT o delstop [(34]
p.Ala2716*, )
P1a (m) 37 + + 57 (48) €.8146.8153delGCCTTGAT FS del-stop [34]
P105 32 + + del | delécia typu | del |
P105a (d) 5 + + del | delécia typu | del |

Prvy identifikovany pacient z kazdej rodiny mé svoje ¢islo, napr. P46. Kazdy dal3i ¢len je potom P46a, b atd’. a vztah k prvému pacien-
tovi je indikovany pismenom v zatvorke. (s) — syn, (o) — otec, (m) — matka, (st) — sestra, (b) — brat, *pacient mé prvostupriového pribuz-
ného s NF1, ku ktorému nam vsak neboli poskytnuté klinické Gdaje, **pacienti z rodin, ktoré zatial' neposkytli DNA na overenie pritom-
nosti identifikovanej mutdcie u uvadzanych prvostupriovych pribuznych s NF1.

U 41 z nich bol v anamnéze uvedeny fa-
milidrny vyskyt ochorenia. Vzorky zaslané
do néasho laboratéria pochadzali z celého
Slovenska a prevaznu vacsinu tvorili det-
ski pacienti, pricom priemerny vek bol
17,32 rokov. Najmladsi pacient mal jeden
rok a najstarsi 57 rokov.

Nie v3etci pacienti jednoznacne spl-
nali zakladné diagnostické kritéria, avsak
kompletnu analyzu NF7 génu sme na vy-
Ziadanie a s ciefom overit novozavaddzanu
metodiku uskutocnili u v3etkych z nich.

Na mutacny skrining NFT génu sme
pouZili upraveny protokol od Messiaeno-

vej a Wimmerovej [24]. Z &asti vzorky pe-
riférnej krvy pacienta v EDTA sme izolovali
DNA pomocou kitu PureGene (Qiagen)
a druhu cast sme pouzili na izolaciu lym-
focytov centrifugaciou na ficole, a tieto
sme kratkodobo kultivovali. Pred ukon-
¢enim kultivacie (4-6 hod) sme do kul-
tdry pridali 200 pg/ml puromycinu, ktory
inaktivuje nonsense mediated MRNA
decay (NMD), t.j. mechanizmus degra-
dacie mRNA transkriptov majdcich pred-
Casny terminacny kodén [26]. Pouzitie pu-
romycinu tak zvySuje senzitivitu metodiky
na mutdcie, ktoré vedu k vzniku takychto

transkriptov (mutdcie veduce k vzniku
stop kodénu alebo k posunu citacieho
ramca s naslednym predc¢asnym stop ko-
dénom). Priamo po ukoncenf kultivacie,
alebo najneskor mesiac po ukonceni kulti-
vacie a uskladneni vzoriek pri—80 °C, sme
pomocou Trizolu (Invitrogen) izolovali cel-
kovu RNA a pomocou Superscript RT (In-
vitrogen) pripravili cDNA, podla protokolu
vyrobcu. cDNA sme pouZili na PCR am-
plifikaciu celej kodujucej Casti NFT génu
v piatich prekryvajucich sa fragmen-
toch. Fragmenty sme sekvenovali pomo-
cou 19 Specifickych primerov a sekvenac-
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ného kitu Big Die® Terminator v3.1 Cycle
(Applied Biosystems) a analyzovali na ge-
netickom analyzatore ABI PRISM® 3130xl
(Applied Biosystems).

Vsetky identifikované mutécie sme ove-
rovali na Urovni genomickej DNA (gDNA).
Vyuzili sme 3pecifické primery navrhnuté
na zaklade sekvencii publikovanych v da-
tabdzach (NCBI, ENSEMBL) (sekvencie pri-
merov su k dispozicii na vyZiadanie).

Ak sa u pacienta sekvenovanim neodha-
lila Ziadna kauzativna mutacia, jeho DNA
vzorku sme analyzovali pomocou metddy
MLPA (Multiple Ligation Dependent Probe
Amplification) s NF1 mikrodele¢nymi MLPA
kitmi P122, P081, P082 od firmy MRC
Holland, s cielom identifikovat pripadné
rozsiahlejSie delécie. Tuto metddu sme
pouZili aj za Ucelom overovania vnutrogé-
novych delécii odhalenych pri sekvenovani.

Pri analyze mutacii u rodinnych prislus-
nikov pacientov sme amplifikovali a sekve-
novali len prislusny exén na urovni gDNA.

Identifikované mutdcie si popisané
podla konsenzus kritérii a odporuceni
HGVS (Human Genome Variation So-
ciety) [27]. V texte uvddzame starsie kon-
sensus Cislovanie exénov NFT génu, kym
v tabulkdch pre komplexnost uvéddzame
obe verzie.

Na potvrdenie patogenity novo identi-
fikovanych mutacii sme pouZzili rozne pre-
dik¢né programy:

a) Efekt mutdcii meniacich zmysel na
Struktdru funkéného NF1 proteinu sme
testovali pomocou predikénych progra-
mov PolyPhen-2 (Polymorphism Phe-
notyping v2) [28], SNAP (Screening for
NonAcceptable Polymorphisms) [29]
a Provean (Protein Variation Effect
Analyzer) [30-31].

b) Na overenie efektu zostrihovych muta-
cif na mRNA zostrih, ktory sme pozoro-
vali pomocou sekvenovania cDNA, sme
pouzili programy HSF (Human Splicing
Finder) [32] a Splice Site Prediction by
the Neural Network [33].

Vysledky

Z celkového poctu 107 vzoriek slovenskych
pacientov zaslanych do nasho laboratéria
s podozrenim na diagndzu NF1 94 spl-
nalo zakladné diagnostické kritéria pre
toto ochorenie. Kauzativna mutdcia bola
identifikovand u 83/94 (88,3 %) pacien-
tov, 43 Zien a 40 muzov. U 73/83 (88 %)
pacientov bola mutdacia potvrdena pria-
mym sekvenovanim. I5lo o tzv. malé mu-
tacie, z ktorych najcastejsie boli posu-
nové mutacie 43 % (36/83), nasledovali
zostrihové mutécie 17 % (14/83), nezmy-
selné mutécie 13 % (11/83), mutéacie me-
niace zmysel 12 % (10/83) a in frame
delécie 3 % (2/83). U zvy3nych 10 pacien-
tov (10/83, 12 %) boli pomocou analyzy
MLPA identifikované rozsiahle vnutrogé-

nové mutdcie u piatich (5/83, 6 %) a de-
lécie celého génu tieZ u piatich pacien-
tov (5/83, 6 %). Zastupenie jednotlivych
typov mutdcif je zndzornené v grafu 1.

U 11/94 pacientov splnajucich dia-
gnostické kritéria sme ani sekvenovanim
ani MLPA neidentifikovali Ziadnu kauza-
tivnu NFT mutéciu (tab. 2¢).

U 41 rodin bol vanamnéze uvadzany fa-
miliarny vyskyt NF1, aviak Sest z nich po-
chadzalo prave zo skupiny pacientov bez
identifikovanej NFT mutacie. Zo zvysnych
35 rodin v dvoch rodindch sme na za-
kladne genetickej analyzy u pribuznych
familiarny vyskyt nepotvrdili (P21 a P41,
tab. 2b) a v Siestich rodindch sme ne-
mali k dispozicii DNA rodinnych prislus-
nikov. Na zaklade identifikacie identickej
NF1 mutacie sme teda familidrny vyskyt
NF1 potvrdili celkovo v 27 slovenskych ro-
dinach. V sulade s publikovanymi vysled-
kami sme aj v tychto rodindch pozorovali
vysoku fenotypovu variabilitu NF1 znakov
(tab. 2a).

V 42 rodindch sme testovali pritomnost
identifikovanej NFT mutécie u oboch ro-
dicov pacienta. V 27 (64,3 %) z nich bol
potvrdeny vznik mutdcie de novo, vo
zvy3nych 15 rodinach sme potvrdili fami-
lidrny vyskyt ochorenia (tab. 2b).

Z 83 mutacii identifikovanych v nasom
subore bolo 41 (49,4 %) mutdcii novych,
identifikovanych zatial len v slovenskej po-

Tab. 2b) Pacienti s nefamilidarnym vyskytom NF1 a identifikovanou mutaciou.
Pacient Vek - (R LN OPG NF Kz EXOnintrén NF1 mutacia Typ mutacie  Referencia
(roky) (staré ozn.)
€.204+2T>G spbsobi r.61_
P64 15 + + in2 (in2)  204del, p.Leu21_Met68del zostrihova [39]
(preskocenie exénu 2)
. p.GIn83Valfs*23,

P63 4 + + + 3(3) €.240_241delTC FS del [34]

P103 15 + + 5 (4b) p.Leu161Phe*4, c.483delA FS del [34]
p.Cys167GInfs*10,

P12 10 + + + + + 5 (4b) €.499_502delTGTT FS del [47]

. g p.Thr197Valfs*17, . ,
P97 22 + + 6-8 (4c-6) 587 888del delécia 3 exénov [48]
P122 20 + + + + 9 (7) p.Arg304*, c.910C>T stop [49]
p.Ala330Val, c.989C>T netypickd zostri-
. sposobi viak r.988_ . )

P68 8 + + + + 9(7) 1062del75bp, hovsrémseer;)laca [34]
p.Ala330_Lys354del y
p.GIn514Argfs*43,

P129 21 + + + + 14 (10¢) 1541 42 del AG FS del [37]
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Tab. 2b — pokracovanie) Pacienti s nefamilidarnym vyskytom NF1 a identifikovanou mutaciou.

Pacient Vek C FR LN OPG NF Kz Exon{lntron NF1 mutacia Typ mutacie Referencia
(roky) (staré ozn.)

C.1261-19G>A sp6-

sobi vak r.1260in- netypické zostri-

P83 3 + + in11 (in9) STCTTTGTTTITCTCTAG, ho;/jb(;?&ocri\;ka [34]
p.Alad22Leufs*57
P133* 12 + + + 12 (10a) p.Argd61%, c.1381C>T stop [39]
. p.Thr586Valfs*18,
P118 14 + + + + 16 (12a) .1756_59delACTA FS del [38]
P131 30 + + + + 16 (12a) p.Trp599*, c.1797G>A stop [50]
. p.lle679Asnfs*21, .
P116 2 + + 18 (13) €.2033dupC FSins [51]
p.Arg711Profs*5, .
P74 11 + + + 18 (13) c.2129dupT FS ins [34]
€.2325+1G>A sposobf
. . r.2252_2325del, p.Ar- . .
P49 19 + + + + in19 (in14) g752Leufs*17 (preskocenie zostrihova [34]
exonu 14)
P121 8 + + + 21 (16) p.Trp837%*, c.2510G>A stop [52]
N p.Gly849Glufs*29,
P10 8 + + + + 21 (16) ¢ 2546delG FS del [34]
o p.Lys874*, -
P44 17 + + + + 21(16) € 2619insT FS ins-stop [34]
€.3113+45G>A sposobi
r.2991_3113del, p.Tyr998_ N
P124 9 + + 23(18) Arg1038del (preskocenie zostrihova [53]
exénu 18)
p.Trp1048Arg, .
P29 21 + + + + 24 (19a) C3142T>C meniaca zmysel [34]
p.Pro1087Arg*16, .
P140 37 + + + 25 (19b) 3258 65del FS del nova
. p.Val1146Phe, .
P147 18 + + + 26 (20) 3436 G>T meniaca zmysel [54]
pg5* 4 + + 27 (21) p.GIn1189Arg, c.3566A>G  meniaca zmysel [34]
p.Arg1276*,
P54 21 + + 28 (22) € 3826C>T stop [51]
P3* 13 + + + + + 29 (23.1) p.GIn1298%, c.3892C>T stop [55]
30-35 p.Leu1326_Arg1554del, .
*
P23 C I I I I (232-27a)  .3975_4661del675bp del 5 exénov [34]
p.GIn1360Serfs*20, .
P4 34 + + 30(23.2) €.4076_4077insC FSins [34]
p.Lys1423Arg, c.4268A>G Al .
i netypicka zostri-
spospbi vsak r.4111_4269del, ) )
P139 7 + + 32 (24) oVal1371_Lys1423del hov;rémseeT;aca [56]
(preskocenie exénu 24) Y
. 32-36 p.Val1372GInfs*8, - .
P67 13 + + + (24-27b) 4111_4772del650bp delécia 5 exdnov [57]
*
P76 24+ o+ o+ + 32 (24) plosiceliE 1T, FS del ins (34]

€.4226_4227delAGinsT
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Tab. 2b — pokracovanie) Pacienti s nefamilidarnym vyskytom NF1 a identifikovanou mutaciou.

Pacient Vek '« R IN OPG NF Kz EXOnintron NF1 mutacia Typ mutacie  Referencia
(roky) (staré ozn.)
. p.lle1424Valfs*4, L .

P55 7 + + + 33(25) €.4270_4367del86bp delécia 1 exénu [34]

p.Glu1529Alafs*13,

P19 57 + + + 35 (27a) C.4586.4587delAG FS del [34]

in35 C.4662-2A>G spdsobi

P38 16 + + + + (in27a) r.4662_68delGCATCAG, zostrihova [39]

p.His1555Tyrfs*10
€.4515-1G>A spo-
sobi r.4515_4516ins
P15* 14 + + + + in34 (in26) 4515-14_4515-1in- zostrihova [58]
STTTGCTGTATCTAA,
p.Arg1505Serfs*53
N p.Trp1641Valfs*20, .

P100 3 + + 37 (28) €.4921dupG FSins [34]

p.Cys1661Arg, c.4981T>C

P41* 23 + + + + 37 (28) (@j intronicky variant meniaca zmysel [34]

€.5205+23T>C)
€.5206-5_5220delT-
CCAGGTTGGTTCTACT-
GCT sposobi viak netypicka zostri-

P90* 6 + + + + in37 (in28)  r.5206_5546del329bp, p. hovéa (mala [34]
Gly1737Serfs*4, alebo delécia)
r.5206_5749del532bp,

p.Gly1737Leufs*3
. p.Thr1874Tyrfs*18, .

P107 34 + + + + + 39 (30) €.5619. 20insT FS ins [34]

P115* 3 + + 40 (31) p.lle1918Thr, c.5753T>C meniaca zmysel [34]
€.6641+1G>C spo6sobi,

. : . r.6580_6641del, p.A- L
P126 2 + + in44 (in35) la2194lle*6 (preskotenie zostrihova [34]
exdénu 35)
C.6641+1G>T sposobi
. . . r.6580_6641del, p.A- .
P17 6 + + + in44 (in35) la2174llefs*6 (preskocenie zostrihova [38]
exénu 35)
P110 29 + + 45 (36) p.Arg2237*, c.6709C>T stop [39]
. p.Asn2362ThrfsX13,
P21 24 + 48 (39) €.7084_85delA FS del [34]
. p.Thr2423Asnfs*4, .

P31 8 + + 50 (41) C.7267dupA FSins [47]

p.His2436GInfs*8,

P34 11 + + + + + 50 (41) €.7308_09delTA FS del [34]

€.7907+3delA spb-
. . sobi r.7807_7907del, : A
P86 11 + + + in54 (in45) B TR, (s cotare zostrihova [34]
exonu 45)

P32 22 + + + + del | delécia celého génu del |

P39* + + + del | delécia celého génu del |

P52* + + + del | delécia celého génu del |

P11* 15 + + + + del | delécia celého génu del |

*pacienti s potvrdenou mutéciou de novo.
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puldcii. Tridsat osem z nich sme prezento-
vali v praci Nemethova et al [34] a tri su
prvy krat popisané v tejto prdaci. Dve z no-
vych mutdcif su duplikacie: v exénoch 6
(c.771dupT, p.Glu258*, pacient P146)
a 16 (c.2598_2601dup, p.Gly868Hisfs*6,
pacient P144), a tretia je delécia v exdne
19b (c.3258_65del, p.Pro1087Argfs* 16,
pacient P140) (tab. 2a, b).

V nasom suUbore sme pozorovali tiez
pritomnost troch rekurentnych mutdcii,
z ktorych kazda bola pozorovana v rov-
nakej pozicii nezavisle u dvoch nepribuz-
nych pacientov: v exénoch 12a (c.1756_
59delACTA, p.Thr586Valfs*18, P87,
P118), 22 (c.3826C>T, p.Arg1276*, P54,
P61) [33] a 10c (c.1541_42delAG, p.Gl-
n514Argfs*43, P109, P129) (tab. 2a, b).

Netypické zostrihové mutacie

Zo 14 zostrihovych mutacii bolo devat
(64,3 %) typickych, postihujucich klasické
konsenzus oblasti, a pat (35,7 %) bolo nety-
pickych. Dve netypické zostrihové mutdcie
sa nachadzali hibsie v intoronickej oblasti.
U pacienta P83 to je mald substittcia v po-
zicii =19 intrénu 9, ktora sposobi aktivaciu
kryptického akceptorového miesta v tomto
intréne a inzerciu 17 nukleotidov do mRNA
transkriptu a nasledny posun ¢itacieho
ramca. V pripade pacienta P90, v dbsledku
delécie 20 nukleotidov zahfiajucich aj ak-
ceptorové zostrihové miesto intronu 28,
dochddza k delécii exonu 29 alebo k delé-
cii exénov 29 a 30 naraz, ¢o vedie ku vzniku
pred¢asného termina¢ného kodénu a ku
skrateniu NF1 proteinu (tab. 2b).

Dalsie netypické zostrihové mutacie by
boli bez analyzy ¢cDNA popisané len ako
meniace zmysel. Ide konkrétne o muta-
cie v exéne 7 (c.989C>T , p.Ala330Val,
P68) (obr. 1a) a v exdne 10b (c.1466A>G,
p.Tyrd89Cys, P135), pri ktorych vsak
doslo k aktivacii kryptického donoro-
vého zostrihového miesta, ¢o v prvom
pripade viedlo k delécii Casti exénu 7 (p.
Ala330_Lys354del, r.988_1062 del 75bp)
(obr. 1b) a v druhom k delécii ¢asti exénu
10b a naslednému vzniku pred¢asného
stop koddénu hned' po tyrozine v pozicii
489 (p.Tyrd89*, r.1466_1527 del 62bp).

Mutécia ¢.4268A>G (p.Lys1423ArQg)
v exéne 24 bola v literatdre tiez popi-
sand ako mutacia meniaca zmysel [34].
U pacienta P139 (tab. 2b) sme v3ak po-
zorovali preskocenie exénu 24 (r.4111_
4269del147, p.Val1371_Lys1423del),
pravdepodobne v désledku oslabenia do-

u nich identifikovana NF1 mutacia.

Tab. 2¢) Pacienti, ktori splfaju zakladné diagnostické kritéria, ale nebola

ntth

Pacient Vek (roky) C FR LN OPG NF Kz PP

P13 32 + + +

P14 11 + + + +

P22 5 + + +

P25 + + +

P26 7 + + +

P36 20 + +

P40 21 + + +

P43 6 + +

P59 25 + +

P71 44 + + +

P96 34 + + +

A) Exén 7

€ T6 T 6 T NENNNNNNNG C/T RENENNG T EENC T T EENC EENT C EENESNT T
|

B)

T5 1 c

Obr. 1. Netypicka zostrihovd mutdcia v exdne 7 u pacienta P68.

Obr. 1a) gDNA sekvencia pacienta so substitticiou ¢.989C>T (oznacena cervenou
Sipkou), ktord by na zaklade tejto sekvencie bola klasifikovand len ako mutécia
veduca k zdmene aminokyseliny p.Ala330Val v exéne 7.

Obr. 1b) cDNA sekvencia pacienta, ktord ukazuje, Ze vyslednym efektom vyssie
uvedenejsubstitucie je delécia ¢asti exénu 7 (r.988_1062 del 75bp), ktord na protei-
novej Urovni vedie k delécii p.Ala330_Lys354del, a tym ku skrateniu NF1 proteinu.

norového miesta a zrusenia exonického
enhancerového miesta v doésledku uve-
denej substitucie (predikcie pomocou
Human Splicing Finder).

Nepatogénne varianty

Okrem kauzativnych mutacii sme u Sies-
tich pacientov pozorovali aj pritomnost
tzv. tichych variantov v exénoch, ktoré su-
marizujeme v tab. 3. U Ziadneho z nich
nebol zatial popisany vplyv na patoge-
nézu NF1.

V dvoch rodindch sme identifiko-
vali aj pritomnost intronickych varian-
tov. V prvej z nich (P37) bola pritomna
posunovd mutdacia ¢.1497_98insA (p.I-
le500Asnfs*11) u otca, dcéry a syna, pri-
¢om syn bol nositelom aj intronického
variantu ¢.1393-32C>T (rs2905876)
(tab. 2a) [34].

V druhej rodine (P41) popri mutdcii
meniacej zmysel v exéne 28, c.4981T>C
(p.Cys1661Arg), bol u pacientky iden-
tifikovany aj variant ¢.5205+23T>C
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Tab. 3. Tiché varianty identifiko-
vané u NF1 pacientov.

Exon  Polymorfizmus Pf)cet
pacientov

c.168C>T,

2 p.Ser56=, 4
rs17881168
€.846 G>A,

6 p.GIn282=, 1
rs138840528
€.5895A>C,

31 p.Lys1965= [34]

(rs9894648) v intréne 28, ktory bol viak
pozorovany aj u jej matky, ktord nebola
nositelkou patogénnej mutacie (tab. 2b).

Zastupenie zakladnych

klinickych znakov

V nasom subore sme zo zakladnych klinic-
kych znakov u 83 nepribuznych pacientov
zachytili az 100% (83/83) vyskyt café au
lait 3kvin a u 89 % (74/83) freckling. Dalsie
diagnostické znaky sa vyskytovali menej
Casto: Lischove noduly 32,5 % (27/83),
ocny gliém 36 % (30/83), neurofibromy
60 % (50/83), kostné zmeny 5 % (4/83).

Fenotypovo-genotypové korelacie
Pri fenotypovo genotypovych porovna-
niach sme zistili, Ze pacienti s mutaciou
meniacou zmysel mali vyssi vyskyt Lis-
chovych nodulov (50 %, 5/10) a neuro-
fibromov (80%, 8/10) v porovnani s pa-
cientami s mutaciou spoésobujucou zmenu
dlzky proteinu (posunové mutacie, ne-
zmyselné mutécie, delécie celého génu
alebo jeho casti), kde sa Lischove noduly
vyskytovali u 28,8 % (21/73) pacientov
a neurofibrémy u 54,8 % (40/73).

Oc¢ny glidm bol najmenej casto pri-
tomny u pacientov s mutaciou menia-
cou zmysel (2/10; 20%). Jeho vyskyt je
vsak vy3si u pacientov s mutaciami na
5’ konci NF1 génu, t.j. v prvych 16 exo-
noch. V nasom subore pacientov ide zatial
0 12/21 (57,1 %) takychto pripadov [59].

NF1 pacienti bez mutacie

U 11/94 pacientov spliajucich diagnostické
kritéria sme ani sekvenovanim ani MLPA
neidentifikovali Ziadnu kauzativnu NF7 mu-
taciu. Dvaja z nich mali znaky segmental-
nej NF1, u ktorych pravdepodobne doslo
k mutdcii v somatickych bunkach.

40 -

354

A5 -

H pacienti splfiajuci diagnostické kritéria
M pacienti s kauzativnou mutaciou
M pacienti bez mutacie

pacienti nespliajuci diagnostické kritéria

Graf 2. Oblasti Slovenska, z ktorych boli zaslané vzorky NF1 pacientov a pocet
pozitivnych a negativnych vysledkov v rdmci jednotlivych krajov.

Zastupenie analyzovanych

NF1 pacientov z jednotlivych krajov
Slovenska

Pacienti, pripadne vzorky pacientov s po-
dozrenim na neurofibromatézu typu 1,
k nam prichadzaju zo vsetkych krajov
Slovenska, pricom prevazovali pacienti
zo zadpadného Slovenska (graf 2). Na
grafu je zndzornena aj pocetnost pozitiv-
nych a negativnych vysledkov pacientov
v ramci jednotlivych krajov.

Diskusia
V nadej praci sme ukazali, Ze nami zvo-
lend analyza cDNA je efektivna metdda
identifikacie mutacii v tak velkom géne,
ako je NF1. V subore 94 pacientov, ktorf
splfali NIH diagnostické kritéria, sme mu-
taciu Uspesne identifikovali u 83 z nich
(88,3 %). Takmer polovica (41/83) iden-
tifikovanych NFT mutécii bola zatial popi-
sana len v slovenskej populacii.

Vdaka nasej metdde sme spravne od-
halili a klasifikovali az pat netypickych zo-

strihovych mutdcii. Podiel netypickych
zostrihovych mutécii z celkového poctu
zostrihovych zmien v nasom subore je
35,7 % (5/14), a je teda vy33i nez 30 %
uvadzanych v praci Messiaenovej a Wim-
merovej [60], kde charakterizuju doposial
najvacsi subor NF1 pacientov.

V nasej populacii u 83 nepribuznych pa-
cientov su najcastejsimi posunové (43 %),
zostrihové (17 %) mutdcie a nezmyselné
mutacie (13 %), ktoré v3ak v praci Me-
ssiaenovej a Wimmerovej [24] predsta-
vovali 26, 29 a 23 %. Rozdiel sme pozo-
rovali aj vo frekvencii vyskytu rozsiahlych
vnutrogénovych delécii. V nasom stbore
predstavovali aZ 6 % v porovnani's 2,5 %
vo vys3ie uvedenej studii.

V porovnani so studiou z Ceskej repub-
liky z roku 2007 [61], v ktorej analyzovali
22 nepribuznych pacientov, sme pozoro-
vali priblizne rovnaké zastupenie jednot-
livych druhov mutécii. Len jedna mutécia
bola pozorovana v oboch populdciach,
konktrétne posunova mutécia v exéne 4b
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(c.499_502delTGTT, p.Cys167GInfs*10)
identifikovana u pacienta P12.

Podiely jednotlivych typov mutécii
v nasom subore sme porovnali aj s inymi
men3imi subormi, u ktorych v3ak tiez boli
pozorované rozdielne frekvencie v porov-
nani so stiborom 2 900 NF1 pacientov Me-
ssiaenovej a Wimmerovej [24]. Potvrdilo sa
nam viak pozorovanie, Ze u slovenskych
pacientov je tendencia k vy3Siemu podielu
malych inzercii a delécii (43 %) a niZSiemu
podielu nezmyselnych mutécii (13 %)
v porovnani so zodpovedajucimi podielmi
18-27,5 % a 23-37 % uvadzanymi v cito-
vanych pracach [23,48,52,62-66]. Pozoro-
vané odlisnosti moZu teda predstavovat od-
chylku spésobend malym poc¢tom pacientov
v nasom subore, alebo odrdzaju skutoc¢ne
rozdielne muta¢né spektrum NF7 génu
v slovenskej populdcii. Tieto pozorovanie je
potrebné overit na va¢som subore.

V NF1 géne neboli popisané Ziadne
hot spot oblasti, mutacie su distribuo-
vané po celej dlzke génu. Za hlavnu funk-
ciu NF1 proteinu ako negativneho re-
gulatora Ras onkogénu su zodpovedné
hlavne domény CSRD a Ras-GRD, preto
sme predpokladali akumuldciu muta-
cii prave v nich. V nasom subore boli
mutacie v CSRD a Ras-GRD pritomné
u 36,1 % (30/83) pacientov. Tieto do-
mény pokryvaju priblizne 1/3 (33,3 %)
celej sekvencie NFT génu (17/58 exénov
exprimovanych v leukocytoch), nejde teda
o Statisticky vyznamny vysledok.

V literatlre sa uvadza, Ze az 50 %
NF1 mutécii vznika de novo [21]. V nasom
subore 42 analyzovanych rodin je to az
64,3 %.

V pripade NF1 dolezitu skupinu mutdcif
predstavuju zostrihové mutacie. V nasom
subore zo 14 takychto mutécii bolo devat
(64,3 %) typickych, postihujucich klasické
konsenzus oblasti, a pat (35,7 %) nety-
pickych. Dve netypické zostrihové mu-
tacie sa nachadzali hlbsie v intoronickej
oblasti a zvysné tri postihovali exény, pri-
¢om bez analyzy cDNA by boli popisané
len ako meniace zmysel. Nasa metodika
vsak spravne odhalila ich efekt na zostrih.
Napriklad mutaciavexdne 24, c.4268A>G,
je v databazach uvadzand ako klasicka
mutacia meniaca zmysel (p.Lys1423Arg)
(P139) [56]. Analyza nasou metodikou
viak jednoznacne ukazuje, Ze tato jedno-
nukleotidova zédmena ovplyviuje zostrih
a vedie k vynechaniu exénu 24 z mRNA
(p.Val1371_Lys1423del) [34].

Vo vseobecnosti pri NF1 nie si zndme
jednozna¢né fenotypovo-genotypové ko-
relacie. Zvy3eny vyskyt oc¢ného gliému
u pacientov nesucich germinalnu mutdciu
na 5’ konci NF1 génu (exény 1-16), ktory
sme pozorovali v nasom subore [59], ko-
reluje s vysledkami nedavno publikovanej
prace Sharifa et al [35].

Dalsou moznou korelaciou zistenou na
mensom subore pacientov je zvysena pri-
tomnost mozgovych gliémov a MPNST
u pacientov so zostrihovou mutdciou [36],
ktoré v pripade NF1 predstavuju takmer
1/3 v3etkych mutécii [60].

Vyskumy tiez ukazali, Ze NF1 pacienti
s mikrodeléciou v NF1 géne maju vyssie
riziko vzniku MPNST ako pacienti s inou
mutdciou [41], ¢o sa vsak v nasom stbore
zatial nepotvrdilo. Rizikovym vekom pre
vznik MPNST je 20-30 rokov. Styri patiny
pacientov s mikrodeléciou z nasho suboru
sU mladsi, cize je eSte mozné, Ze v riziko-
vom obdobi sa u nich MPNST vyvinie.

Za predpokladu, Ze incidencia ochore-
nia je 1:3 500 [1] a je rovnomerne roz-
Sirené na Slovensku, nasa zachytnost pa-
cientov s NF1 je eSte prilis nizka. V nasej
praci budeme pokracovat s cieflom vy-
tvorit ¢o najvacsiu spolo¢nl databazu
NF1 pacientov, aby bolo mozné hodno-
tit fenotypovo-genotypové korelacie v ¢o
najvacsom subore pacientov.

Pouzitim naSich metéd sme u 11 pa-
cientov, ktori jednoznacne splnali NF1 dia-
gnostické kritérid, nenasli patogénne
NF1 mutacie. Celkovo je nasa metodika
efektivna a zachytnost mutécii 88,3 %
je vysoka. Je v3ak stale mozné, Ze uve-
deni pacienti su nositelmi mutdcie, ktora
sa nachadza v promdétorovej oblasti, Ci
v Casti NF1 génu, ktory nebol dostatocne
pokryty nasimi PCR primermi, alebo mu-
tacia nebola nasimi metédami zachytena.
U dvoch z tychto pacientov (P36, P59) kli-
nické znaky naznacuju, Zze méze ist o seg-
mentdinu neurofibromatézu, u ktorej
mutécie nie su pritomné v bunkdch lym-
focytov, ale len v bunkach postihnutého
segmentu. Tieto sme vsak nemali k dispo-
zicii pre analyzu pripadnych somatickych
NFT mutacii.

Analyza NF1 génu bola robend u vset-
kych pacientov, ktorych vzorka bola do-
rucend na nase pracovisko. U 13 pacien-
tov, ktori v skuto¢nosti nespliali zékladné
klinické kritéria, sme sa tiez rozhodli ana-
lyzu uskutocnit. Jednak kvoli poziadavke
klinickych genetikov za ucelom diferen-

cidlnej diagnostiky, jednak kvoli testova-
niu metodiky v case jej zavadzania. Na-
kolko NF1 mutécia u tychto pacientov
s nejasnym fenotypom nebola identifiko-
vand, diagndza klasickej NF1 bola vylu-
¢end a pokracuju analyzy s ciefom pre-
hodnotit alternativne diagndézy, ako
su NF2, schwanomatéza, Noonan syn-
drém, Leopard syndrom, McCune-Albri-
ght syndrém, Legius syndrém [40],
kranio-facio-kutanny syndrom (CFC)
a Costello syndrém [42,43].

V tejto skupine pacientov boli zatial
geneticky potvrdené dva pripady schwa-
nomatézy (mutdcia v géne INIT) a jeden
pacient s Legius syndrémom (mutéacia
v géne SPREDT). Na zdaklade klinickych
znakov bola u troch pacientov stanovena
diagnéza McCune Albright syndrém.

NF1 si vyZaduje v prvom rade ddkladné
tvodné klinické vysetrenie a zhodnotenie
diagnostickych kritérii. Ak je pacient vy3e-
trovany v ranom detskom veku, nie vzdy
sU u neho vyvinuté uz vietky NF1 znaky,
nakolko 100% penetrancia ochore-
nia je do 6smeho roku Zivota [2]. Prave
v tychto pripadoch, ako aj v pripade ne-
typickych NF1, u ktorych klinické znaky
nie su jednoznacné, testovanie pritom-
nosti NF7 mutacie napoméze potvrdeniu
diagndzy, a tym aj vyberu vhodného tera-
peutického postupu.

Metodika je pomerne nakladna a ca-
sovo naro¢nd, nemala by teda nahradzat
klinické vy3etrenie, ani zhodnotenie alter-
nativnych diagnéz u nejasnych pripadov.
Je potrebné v kazdom pripade individuélne
zvazit tieto zdanlivo protikladné argu-
menty, ¢i pacienta na mutacie analyzovat,
alebo nie. Ide o pomerne novu diagnostiku
u nas, ktort sme zaviedli do praxe i v novo
vzniknutom a jedinom Centre komplexnej
starostlivosti o deti s neurofibromatdzou,
ktoré vzniklo pod zéstitou Il. detskej kliniky
LF UK a DFNsP v Bratislave. Nasa skusenost
ukazuje, Zze mutac¢na analyza moze efek-
tivne usmernit proces diferencidlnej dia-
gnostiky NF1 na Slovensku.
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