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Abstrakt

Neurofibromatdza typu I je autozomalné dominantni choroba zptisobena mutacemi v genu NF1, ktery
kéduje protein neurofibromin, tumorsupresor a vyznamny regulator mnoha bunéénych procest, véetné
proliferace, karyokineze, organizace cytoskeletu a diferenciace nervovych bunck. Prominentni
vlastnosti této choroby je jeji mimotfaddnd variabilni expresivita a Sirok4 Skala klinickych projevi.
Markantni rozdily mezi projevy nemoci lze pozorovat nejen mezi rodinami, ale i v ramci jedné rodiny,
a to dokonce i1 u piipadi monozygotnich dvojcat. Mezi faktory piispivajici k variabilni expresivité patii
modifikujici geny, posttranslacni modifikace, alternativni sestfih, ale i epigenetické mechanismy.
Konkrétni pfiCiny fenotypové variability jsou pfedmétem vyzkumu jiz nejméné 30 let, dodnes vSak

nejsou jednoznacné objasnény.

Kli¢ova slova: neurofibromatoza, variabilni expresivita, genové interakce, gen NF'1, neurofibromin

Abstract

Neurofibromatosis type I is an autosomal dominant disorder caused by mutations in the NF'/ gene,
which encodes the protein neurofibromin, a tumor suppressor and a key regulator of various cellular
processes, including proliferation, karyokinesis, cytoskeletal organization, and neural cell
differentiation. A prominent feature of this disorder is its extraordinary variable expressivity and a wide
spectrum of clinical features. Striking differences in disease manifestation can be observed not only
between families but also within a single family, even in monozygotic twins. Factors contributing to
this variable expressivity include modifying genes, post-translational modifications, alternative
splicing, and epigenetic mechanisms. The specific causes of phenotypic variability have been a subject

of research for at least 30 years, but they remain incompletely understood to this day.
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Seznam zkratek

Zkratka Zkratka v anglickém jazyce Zkratka v ¢eském jazyce
AC Adenylyl cyclase Adenylat cyklaza
AD Autosomal dominant Autozomalné dominantni
AKT (PKB) | Protein kinase B Proteinkinaza B
AKTI Serine/threonine kinase 1 gene Gen pro serin threoninovou proteinkinazu 1
ASD Autism spectrum disorder Porucha autistického spektra
cAMP Cyclic adenosine monophosphate Cyklicky adenosinmonofosfat
CASK C.alcium/calmodulin—dependent serine protein Caz*/kalmodulin dependentni serinova
kinase proteinkinaza
CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A Inhibitor cyklin-dependentni kinazy 2A
CLS Café-au-lait spots MIlécn¢ kavové skvrny
CNF Cutaneous neurofibromas Kutanni neurofibromy
CNS Central nervous system Centralni nervova soustava
COSMIC Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer Eféigiie somatickych mutaci v nadorovjch
CpG Cytosine—guanine dinucleotide pair in the Dinukleotidovy par cytosin-guanin v sekvenci
DNA sequence DNA
CREB cAMP-response element binding protein g;slzﬁgﬁggzgil:(gaigfly na cAMP, nezbytny
CRLF3 Cytokine receptor-like factor 3 gene r(zirelrﬁg(;lfaktor 3 podobny cytokinovému
CSRD Cystein — serine — rich domain Doména bohata na serinové a cysteinové zbytky
CTD C-terminal domain C-terminalni doména
ER Endoplasmatic reticulum Endoplazmatické retikulum
ERK Extracellular-signal related kinase Kinaza regulovana extracelularnim signalem
FAK Focal adhesion kinase Fokalni adhezni kinaza
FBNI Fibrilin-1 gene Gen pro fibrilin-1
GAP GTPase-activating protein GTPazu-aktivujici protein
GAS1 Growth arrest specific protein 1 Gen pro protein 1 specificky pro zastavu ristu
GO Gene Ontology Databaze funkci gend
GPCR G-protein coupled receptor Receptor spfazeny s G-proteinem
GRD GAP related domain Doména ptibuzna GAP
GRK2 G protein-coupled receptor kinase2 Kinaza 2 ovlivijici GPCR




GWAS

Genome wide association study

Celogenomova asociacni studie

Lidské NPC odvozené z bungk pacientt trpicich

hNF1-NPC Human NF1 patient-derived NPCs NFID

HPO Human Phenotype Ontology Databéze patologickych fenotypt

iPSC Induced pluripotent stem cells Indukované pluripotentni kmenové buiiky
JAK2 Janus kinase 2 Janusova kinaza 2

LIMK2 LIM domain kinase 2 Kinaza 2 domény LIM

LOH Loss of heterozygosity Ztrata heterozygosity

IncRNA Long noncoding RNA Dlouha nekodujici RNA

MAPK Mitogen-activated kinase Proteinkindza aktivovana mitogenem
2/\[/}%};{2)1( Mitogen-activated protein kinase kinase Kinaza proteinkinazy aktivované mitogenem
MEF Mouse embryonal fibroblasts Mysi embryonalni fibroblasty

MET(HGFR) | Hepatocyte growth factor receptor Receptor hepatocytarniho rastového faktoru
MPNST Malignant peripheral nerve sheath tumors Maligni nadory obalti perifernich nervi
MSH?2 MutS homolog 2 gene Gen pro homolog bakterialniho proteinu MutS2
mTOR Mammalian target of rapamycin rS;g/;;;iriiéle/g]lreoninové kindza inhibovand
MYCN MYCN proto-oncogene, transcription factor MYCN protoonkogen, transkripéni faktor
Mz Monozygotic Monozygotni

NF1 Neurofibromin Neurofibromin

NF1D/NF2D | Neurofibromatosis (type I, II) disease Neurofibromatéza (typu I, II)

NGFR Nerve growth factor receptor Receptor nervového riistového faktoru

NLS Nuclear localization signal Jaderny lokaliza¢ni signal

NMD Nonsense mediated mRNA decay Degradace mRNA vyvolana nonsense mutaci
NPC Neural progenitor cells Neuralni progenitorové bunky

ORF Open reading frame Otevfeny Cteci rdmec

PI3K PI3 kinase PI3 kinaza (Fosfatidylinositol-3-kinaza)
PKA Protein kinase A Proteinkinaza A

PKC Protein kinase C Proteinkinaza C

PNF Plexiform neurofibromas Plexiformni neurofibromy

PTEN Phosphatase and tensin homolog Fosfatdza a homolog tensinu




Protein tyrosine phosphatase non-receptor type

Nereceptorova tyrosinova proteinova fosfataza

PTPNII 11 typu 11
Ras Rat sarcoma virus protein Maly GTP vazajici protein, protoonkogen
RBI Retinoblastoma gene Retinoblastomovy gen
Rho Ras homolog Homolog proteinu Ras
ROCK Rho-associated kinase Kinaza asociovana s Rho
RTK Receptor tyrosine kinases Tyrosinkinazovy receptor
RT-PCR Reve.r se transcription polymerase chain PCR spojena s reverzni transkripci
reaction
SDC2 Syndecan-2 gene Gen pro syndekan-2
shRNA Short hairpin RNA RNA s kratkou vlasenkou
SNP Single-nucleotide polymorphism Jednonukleotidovy polymorfismus
SP1 Specifity protein 1 Sekvencné specificky DNA vazebny protein
Sprouty related EVH1 domain containing Protein 2, ptibuzny Sprouty, obsahujici doménu
SPRED? .
protein 2 EVHI
SUZI12 Suppressor of zeste 12 homolog gene Gen pro homolog supresoru proteinu zeste 12
TAD Topologically associating domains Topologicky asociované domény
TBD Tubulin binding domain Doména vazajici tubulin
™ Truncating mutations Mutace vedouci ke zkraceni proteinu
TP53 Protein 53 (p53) gene Gen pro protein 53 (p53)
TSG Tumor suppressor gene Tumorsupresorovy gen
UTM Untruncating mutations Mutace bez zkraceni proteinu, nejcastéji missense
VCP Valosin containing protein gene Gen pro protein obsahujici valosin
WT Wild-type Nemutovany jedinec/alela
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1. Uvod

Neurofibromatoza typu [ je autozomalné¢ dominantni onemocnéni s incidenci ptiblizné
1 na 3500 jedinct. Projevy této choroby jsou spjaty s Sirokou Skélou fenotypl. Mezi né patii
predevsim kdvové skvrny, Lischovy noduly, kutanni a plexiformni neurofibromy a kognitivni poruchy
— v jejich vyvoji maji kliCovou roli signalni dréhy Ras-MAPK a cAMP-PKA (Kaczorowski et al.,
2020; Pacot et al., 2024a). V mensi mife se u pacientll vyskytuji také napt. srdecni abnormality ¢i

deformace pateie (Shen et al., 1996; Napolitano et al., 2022).

Primarni molekularni podstatou této choroby jsou mutace v genu NF/ kddujicim protein
neurofibromin, ktery podporuje hydrolyzu GTP vazaného na proteinu Ras, ¢imz protein Ras inaktivuje
(Ballester et al., 1990). Inaktivace proteinu Ras omezuje bunécnou proliferaci a potencialni nadorové
bujeni. Na zaklad¢ této skutecnosti byl neurofibromin zatfazen mezi tumorsupresory (Wallace et al.,
1990; Shen et al., 1996). K tumorsupresorové funkci neurofibrominu vsak piispiva i mnoho dal$ich
interakci, které objasnily pozdéjsi studie. Jde naptiklad o interakce se syndekany ¢i s kaveolinem

(Boyanapalli et al., 2006; Volta et al., 2010).

Variabilni expresivita neurofibromatozy je jiz dlouho pfedmétem vyzkumu. Vyznamné
pokroky v ném umoznily nejen zvifeci modely, ale dnes jiz i lidské tkanové kultury. Vyuzivany jsou
lidské neuralni progenitorové buiky odvozené z bunék pacientd trpicich neurofibromatézou typu I
pripravené pomoci metody indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (Anastasaki & Gutmann,
2014). Velmi slibny je model miniprasete, nebot nejlépe imituje fenotypy pacientl
s neurofibromatdzou typu I (Isakson et al., 2018). Diive hojné vyuzivané mysi modely maji odlisny
fenotyp na organismalni Grovni, avsak lze u nich pozorovat zmény na Grovni signdlnich drah (Li et

al., 2016).

Metoda GWAS (genome-wide association study) se ukazala jako uzitecny ndstroj
pro identifikaci modifikujicich gent spojenych s variabilitou klinickych projevii neurofibromatdzy

typu I, coz otevira nové moznosti pro vyvoj cilenych terapeutickych strategii.

Zavazné projevy neurofibromatdzy, zejména vysoké riziko vzniku malignich nadort jiz
v détském veku, podnitily fadu studii zamétenych na neurofibromin a jeho funkce v organismu. Tyto
vyzkumy postupné vedly k navrhu protokolu pro genovou terapii, jejiz prvni koncepty byly
predstaveny teprve nedavno. Vyznamné prilomy v této oblasti piinesli Wallis et al. (2018) a Bai et al.

(2019).



2. Cile bakalarské prace

Cilem této bakalarské prace je shrnout dosavadni poznatky o genu NF'I kodujicim protein
neurofibromin a jeho regulaci, popsat strukturu a funkci tohoto proteinu véetné jeho interakei s dalsimi
molekulami. S pomoci téchto informaci se pokusim vysvétlit pfi¢iny neobvyklé wvariability

fenotypovych projevil neurofibromatdzy typu L.



3. Typy neurofibromatoz

Neurofibromatéza je dédi¢n¢ podminéna choroba postihujici predevsim kiizi, nervovy systém,
kosti a o¢i. Neurofibromatoza typu I (NF1D), které je vénovana cela nasledujici podkapitola, je pouze
jednim z moznych typt neurofibromatdzy. DalSimi jsou neurofibromatéza typu II, segmentalni

neurofibromatoza a také velice vzacna schwannomatdza. VSechny typy jsou stru¢ng charakterizované

v Tabulce ¢. 1.

T Chromozom
» s mutovanym genem, jeho | Stru¢na charakteristika Zdroje
neurofibromatozy
produkt, funkce
17
NF1 AD#*, prevalence 1:4000,
i L L . (Shen et al.,
Neurofibromat6za | neurofibromin variabilni expresivita, 1996: Tamura
typu I tumorsupresor, negativni viz Kapitola 3.1 a ) 0213 ’
regulator signalnich drah Kapitola 7
Ras/MAPK a PI3K/mTOR
22
NF2 AD, nadorové
Neurofibromatéza | merlin — tumorsupresor, onemocnéni, prevalence (Evans, 2009;
typu 11 moduluje aktivitu 1:60 000, schwannomy*, | Tamura, 2021)
signalnich drah PI3K/AKT, | ztrata sluchu
Raf/MAP2K/ERK a mTOR
22
SMARCBI1*, LZTRI* AD, 15-20 % dédi¢ného
SMARCB1/SNF5/INI1 — puvodu, ostatni spontanni (Piotrowski ct
tumorsupresor a klicova mutace, prevalence mezi al. 2014
. podjednotka SWI/SNF 1:40 000 az 1:1 700 000, o ’
Schwannomatoza o Coxr o Kalimuthu &
komplexu remodelujiciho veétsi pocet schwannomd, Chetty. 2016-
chromatin s jejich umisténim T Y> 20 2’1
LZTRI — tumorsupresor, nekorelujici chronické amura, )
podili se na stabilizaci GA* | bolesti
a degradaci proteinil
zpusobena postzygotickou
mutaci, pouze bunky
Segmentslni 17 pos_t,lzeneho segmentu (Moss &
neurofibromato6za NFI maji mutovanou alelu Green, 1994)
neurofibromin (viz NF1D) | genu NF/, prevalence ’
cca 1:50 000 — 1:71 000,
projevy totozné s NF1D

Tabulka €. 1 — Srovnani odliSnych typi neurofibromatéz

* AD - autozomalné dominantni

* schwannomy = vétSinou benigni nadory vyrustajici ze Schwannovych bunék, mohou se vyvinout na perifernich nervech
¢1 nervovych kofenech, je pro né€ typicky pomaly rtst

* SMARCBI1 - Na SWI/SNF navazany, s matrix asociovany aktin-dependentni regulator chromatinu, podrodina B, ¢len 1
* LZTR1 - Transkripéni regulator 1 podobny leucinovému zipu

* GA — Golgiho aparat



3.1 Neurofibromatéza typu I

Neurofibromatéza typu [ (NF1D), také nazyvana von Recklinghausenova choroba ¢i periferni
neurofibromato6za, patii mezi nejcastéjsi autozomalné dominantni (AD) choroby. Jeji incidence je
svétove cca 1:3500, jeji prevalence 1:4000. Jednd se o chorobu s iplnou penetranci, je pro ni vSak
charakteristicka variabilni expresivita (Shen et al., 1996; Pacot et al., 2024a). Tou se jako prvni
zabyval Riccardi (1981), ktery ve své studii ukazal, Ze choroba miize vykazovat variabilni expresivitu

1 v ramci rodin.

Molekularni podstatou neurofibromatozy typu I jsou mutace postihujici gen NF'1, nachdzejici
se na dlouhém raménku 17. chromozomu (pfesny lokus: 17ql11.2). Tento gen koduje protein
neurofibromin, ktery se ucastni mnoha signalnich drah (viz Kapitola 5.2.3). Zéaroven se jedna

o tumorsupresor (Shen et al., 1996).

Pro onemocnéni jsou charakteristické kavové skvrny (CLS, ,.café-au-lait spots”),
neurofibromy (benigni nadory oballi perifernich nervii) a Lischovy noduly na duhovce. Neurofibromy
1ze dale délit do nékolika podtypt. Kutanni neurofibromy (CNF) jsou malé kozni nadory vyskytujici
se u vétsiny dospélych pacientil trpicich NF1D. Plexiformni neurofibromy (PNS) jsou roptylengjsi
a obvykle vétsi nadory, ktery se vyskytuje pouze u 30—50 % pacientl. Jedna se o typ neurofibromui
projevujicich se jako difuzni nardst podkozniho vaziva. Obvykle se vyskytuji v obli¢eji, na pokozce
hlavy, krku a hrudniku. Zhruba 10—15 % téchto benignich PNF se nasledné vyvine v agresivni maligni
nadory myelinovych obalt perifernich nervi (MPNST), které jsou hlavni pfi¢inou morbidity NF1D.
DalSimi nadory asociovanymi s NFID jsou napt. optické gliomy, juvenilni myelomonocytarni
leukémie (JMML), benigni ¢i maligni feochromocytomy, gastrointestindlni nadory aj. (Philpott et al.,
2017).

Tti zminéné sté€zejni znaky (CLS, neurofibromy a Lischovy noduly) se objevi u vice nez 90 %
vSech pacientll s NF1D jiz pfed obdobim puberty ¢i s jejim nastupem, pocet 1ézi je vSak extrémné
variabilni. Casta je i pfitomnost pih na netypickych mistech, pfedeviim v oblasti podpazdi a ttisel.
Dalsi znaky se vyskytuji pouze u menSiny pacienti trpicich NF1D. Patii mezi né€ napt. poruchy uceni,
zachvaty, makrocefalie, nizka postava, pseudoartr6za a malignita (Shen et al., 1996; Philpott et al.,
2017). Mezi dalsi komplikace patii deformace patete (skolidza, kyfoza, spondyloza), abnormality

srdecnich chlopni a hypertenze (Napolitano et al., 2022).

NF1D ma vysokou miru fenotypové variability, ktera je ovlivnéna minimalné tfemi tfidami
faktorQ. Prvni je charakter germinalni mutace. Jen u velmi malo mutaci lze vSak spolehlivé odhadnout
jejich dopad na fenotyp. Druhym faktorem muze byt ptitomnost uréitych modifikujicich vlivi, jako

jsou napi. modifikujici geny, pohlavni hormony, mikroprostiedi naddoru aj. Tteti faktor souvisi



s inaktivaci genu NF'/ v kontextu bunééného typu, v némz k ni dojde, a na fazi ontogeneze, béhem

které k ni dojde, tedy tzv. prostorové-Casova variabilita (Brosseau et al., 2018).

4. Gen NF1

Seizinger et al. (1987) odhalil, Zze se gen NF'I nachazi na 17. chromozomu. K pfesné poloze
genu NF'I doSly nezdvisle na sobé dva tymy vedené doktorem Francisem S. Collinsem (1989)
a doktorem Whitem (1987) metodou pozi¢niho klonovani. Prokézali, Ze se gen NFI nachéazi v oblasti

17q11.2.

Gen NF'I pokryva oblast 350 kb genomické DNA. Upraveny transkript tohoto genu je dlouhy
11-13 kb s ORF (open reading frame) o rozsahu 8454 bp a 3,5 kb dlouhou 3’ neptekladanou oblasti.
Obsahuje 60 exont, 52 z nich je konstitutivnich, zbylych 8 je alternativné sestfihovano, podle typu

tkané (viz. Kapitola 5.1) (Shen et al., 1996; Mo et al., 2022).

Produktem genu NFI je protein neurofibromin, ktery je pfitomen ve vsSech buikach
organismu, nejvice je vSak koncentrovan vramci bunck diferencovanych zneurdlni listy, tedy
v neuronech, nemyelizovanych Schwannovych buiikach a oligodendrocytech, dale hlavné v dfeni
nadledvin a varlatech. Siroké spektrum klinickych projevii NFI1D souvisi s rozsahlou produkci

neurofibrominu v riznych tkanich a typech bun¢k. (Daston et al., 1992; Bergoug et al., 2020).

Minimalni promotor NF/ ma podle luciferazové assaye velikost 470 bp, obsahuje vazebna
mista pro pozitivni transkripcni faktory SP1 a CREB, v nepiekladané UTR (+148 az +474 bp) se

nachazi vazebné misto pro represor (Zou et al., 2004).

V 35. intronu, nejveétsim z genu NFI (o velikosti 61 kb), se nachazeji tii geny, které jsou
transkribovany z opacného vladkna: EVI2A (ecotropic viral integration site), EVI2B a OMGP
(oligodendrocyte myelin glycoprotein). U pacientii s NF1D nebyly v téchto genech nalezeny mutace.
Predpoklada se, Ze nemaji pfimy vliv na patogenezi NF1D. Jejich funkce a jejich vztah ke genu NF/
(pravdépodobné modifikace funkce NFI) jsou pfedmétem vyzkumu. EVI24 a EVI2B jsou lidskymi
homology mysich genti Evi-24 a Evi-2B kodujicich proteiny Gcastnici se myeloidni leukemogeneze
vyvolané retrovirem. OMGP koduje glykoprotein exprimovany v oligodendrocytech (Shen et al.,

1996; Bergoug et al., 2020).

Somatické mutace v NFI lze najit v 5-15 % lidskych nadorti (Giraud et al., 2023). Mutacim

je vénovana Kapitola 6.

Pritomnost nadord u pacientd s NF1D a identifikace somatickych mutaci v genu NF'I

ve sporadickych nadorech, nezavislych na neurofibromatéze typu I, vedla k ptredpokladu, ze NF1 patfi



mezi tumorsupresorové geny (TSG). Tak ho jako jeden z prvnich oznacili Wallace et al. (1990).
Tumorsupresor je oznaceni genu (Ci proteinu), ktery za normalnich okolnosti potlacuje proliferaci
bunck. Pfi jeho inaktivaci vede nekontrolovana proliferace ke vzniku nadort. Mutace v TSG mohou
byt zdédéné nebo ziskané (Mo et al., 2022). Neurofibromin je tumorsupresor, ktery inhibuje aktivitu
proteinu Ras. Pokud dojde ke ztratové mutaci genu NFI, aktivita Ras vzroste, coz miize vést

k nadorovému bujeni (Shen et al., 1996; Bergoug et al., 2020).

4.1 Somatické zmény genotypu NF1I v nadorovych buiikach

Pro gen NFI plati hypotéza dvojiho zasahu (Knudson, 1971). Pacienti jsou obvykle
heterozygoti, k inaktivaci wild-type alely v bunkach nadorti dochazi v disledku somatické poruchy,
tzv. ztratou heterozygosity (loss of heterozygosity, LOH) (Shen et al., 1996; Yap et al., 2014). LOH
vede k absenci funk¢éniho produktu tumorsupresorového genu v bunkach a k jejich nadorovému bujeni

v diisledku poruchy regulace bunééného cyklu (Tischfield, 1997).

Neurofibromy jsou tvofeny riznymi typy bun€k, ke ztrat€ obou alel genu NFI (vlivem
germinalni mutace a LOH) vSak dochazi piedevsim ve Schwannovych buiikach (Kluwe et al., 1999;
Garcia-Linares et al., 2011). U keratinocyti, které tvoii vétSinu bunék neurofibromu, probiha
proliferace a diferenciace velmi rychle. Je pravdépodobné, Ze keratinocyty se ztratou obou alel genu

NF1 by byly rychle odstranény (Brosseau et al., 2018).

delece, ve zbylych 62 % byla pfic¢inou mitoticka rekombinace (Garcia-Linares et al. 2011).

Thomas et al. (2012) provedli detailni analyzu rozsahu LOH v genu NF a ctyfech dalSich
tumorsupresorovych genech (TP53, RB, CDKN2A4 a PTEN) v n¢kolika riznych segmentech z deseti
MPNST nadorti od pacientti s NF1D. Zjistili, ze MPNST nadory obsahuji obé mutované alely genu
NFI pouze v bunikach nervového ptivodu. Ve vsech deseti nadorech detekovali LOH pro NF1, bunky
z riznych sekci téhoz nadoru se lisily rozsahem ztraty genu NF1. Autoii prokazali LOH i v nékolika

dalsich TSG soucasné. Buiiky nador( byly genotypové velmi heterogenni.

Ke ztraté obou alel genu NF'/ dochazi i v melanocytech odvozenych z CLS pacient s NF1D
(De Schepper et al., 2008).

Vliv heterozygosity na projevy NF1D byl zkouman pomoci mySich modelt. U mysi
heterozygotnich v genu NF'/ byla zvysena frekvence benignich nadord, ale vzacn€ dochazelo k jejich
transformaci v nadory maligni. Hypotézu o protektivni funkci heterozygotni sestavy alel NFI

schematicky ukazuje Obrazek €. 1 (Jacks et al., 1994; Brosseau et al., 2018).



Tato hypotéza plati specificky pro mysi. Moznou piic¢inou odlisnosti jsou jejich modifikujici
geny, které by mohly heterozygotni buiiky ovliviiovat jinym zptsobem, nez je tomu u lidi (Li et al.,
2016).

Normal Benign Malignant
tissue tumor tumor
NF1+-

microenvironment

Obrazek €. 1 - ZvySené riziko vzniku benignich nadort u mysi
heterozygotnich v genu NF1, pirevzato z (Brosseau et al., 2018)

Isakson et al. (2018) pripravili model NF1D u miniprasete s nonsense mutaci v genu NF1.
Schwannovy buiniky a melanocyty miniprasat vykazovaly, stejné jako lidské, spontanni LOH, kterou
zpusobila bud’ genova konverze, nebo rozsahla delece. U kultur melanocytti odvozenych z CLS byla
nalezena LOH ve 4 z 8 ptipadd, u kultur Schwannovych bun¢k odvozenych z neurofibromi v 6 z 11

pfipada.

5. Neurofibromin

Lidsky neurofibromin, respektive jeho nejéastéji se vyskytujici forma kodovana mRNA s 57
exony, je protein tvofeny 2818 aminokyselinami s molekularni vahou cca 250-280 kDa. Neptesnost
v udaji o vaze je zplsobena posttranslacnimi modifikacemi. Z Obrazku €. 2 vyplyva, ze se jedna
o multidoménovy protein tvofeny:

e N-termindlni doménou bohatou na cysteinové a serinové zbytky, oznacovanou zkratkou CSRD
(cysteine-serine-rich domain),

e doménou GRD (GAP related domain), jeZ obsahuje i doménu vazajici tubulin (TBD),

e doménou s vazebnym mistem pro fospolipidy a proteiny obsazené v plazmatické membrang,
SecPH

e (C-terminalni doménou (CTD) s NLS, jadernym lokalizacnim signalem.

Prehledovy ¢lanek (Mo et al., 2022) detailné popisuje vSechny domény neurofibrominu
a propojuje je s vyznamnymi interakcemi s dal$imi proteiny. Pro oblasti genu kodujici jednotlivé

domény autofi vyuzivaji novou nomenklaturu, ktera byla zavedena Anastasaki et al. (2017).
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Obrazek ¢. 2 - Struktura neurofibrominu, upraveno a prevzato z (Bergoug et al., 2020)

CSRD (cysteine and serine rich domain) — ¢ervené, GRD (GAP-related domain) — modie, TBD (tubulin binding
domain) — svétle modre, Sec (Sec14 homologous domain) — fialove, PH (pleckstrin homologous domain)

— oranzové¢, CTD (C-terminal domain) — zelen€, NLS (nuclear localization signal) — modte, R1276 (argininovy
zbytek)

Domény fosforylované PKA a PKC — CSRD, CTD

Oblasti malo strukturovanych repetic a) na N-konci: 1. — 1190. AK b) na C-konci: 1852. — 2818. AK
Cisla pod obrazkem oznaduji polohy aminokyselin v proteinu

Doména Sec-PH je tvofena dvéma subdoménami (D’Angelo et al., 2006), Secl4, ktera
zajist'uje interakci neurofibrominu s plazmatickou membranou (Aravind et al., 1999) a PH (pleckstrin
homology), slouzici k interakci neurofibrominu napt. s membranovymi receptory (Bergoug et al.,

2020).

Doména GRD (GAP-related domain) je vyznamna doména neurofibrominu kdédovana exony
20-27a (dle nové nomenklatury navrzené Anastasaki et al. (2017) jde o exony 27-34) genu NFI. Dnes
je jiz znamé, ze ma tato doména Ras-GAP (GTPase activating protein) aktivitu a podili se tak na

tumorsupresorové funkci neurofibrominu.

v v

Xu et al. (1990) a soubézné Buchberg et al. (1990) prokazali, ze je doména GRD homologicka
s katalytickou doménou proteinti kédovanych geny [RAI/IRA2 (ze Saccharomyces cerevisiae)

a savc¢iho proteinu p120GAP, které interaguji s proteiny Ras (Trahey & McCormick, 1987).

Biochemicka analyza ukazala, ze doména GRD podporuje hydrolyzu GTP vazaného
na proteinu Ras, ¢imz protein Ras inaktivuje. Kli¢ovym aminokyselinovym zbytkem domény GRD je
argininovy zbytek (R1276) doplnény do Obrazku ¢. 2. U pacienta s NF1D byl nalezen mutovany
protein, u néhoz byl arginin nahrazen prolinem. Tento protein mél 8000krat snizenou Ras-GAP
aktivitu (Ballester et al., 1990; Scheffzek et al., 1998). Substitu¢ni mutace vedouci k nahradé argininu
R1276 glycinem nebo tryptofanem mohou snizit stabilitu neurofibrominu a omezit tak jeho vliv

na aktivitu Ras (Thomas et al., 2012).

Neurofibromin existuje ve dvou konformacich, oteviené a uzaviené. V oteviené konformaci
jeneurofibromin vazan na membranu pomoci proteinu SPREDI1 (viz Kapitola 5.2.2). To mu umoziiuje

vazbu na Ras prostfednictvim domény GRD a asociaci s membranou prostfednictvim domény



Sec- PH. V uzaviené konformaci stabilizované Zn** dochazi k rotaci domén GRD a Sec-PH. Tyto
domény jsou v uzaviené konformaci “zanofeny” do jadra proteinu a protein je neaktivni (Lupton et

al., 2021; Naschberger et al., 2021).

Teprve nedavno bylo zjisténo, ze neurofibromin tvoii dimery. Struktura neurofibrominového
dimeru pfipomina ¢ocku. Jeji relativné rigidni charakter je dan propojenim N- a C-terminalnich konci,

které obsahuji repetitivni a malo strukturované domény (Lupton et al., 2021).

Vétsina dimert obsahuje oba protomery v uzaviené konformaci, zatimco otevieny dimer je
sloZen z jednoho protomeru v oteviené a druhého protomeru v uzaviené konformaci. Vazba na Ras je

mozna pouze prostfednictvim otevieného protomeru (Naschberger et al., 2021).

Lupton et al. (2021) experimentalné ovéfili, Ze missense mutace zasahujici C-termindlni
doménu nebo mutace vedouci k jejimu zkraceni naruSuji rigidni, skotfapkovitou strukturu dimeru
a ovlivityji rotaci GRD a Sec-PH. Fenotypovym projevem téchto mutaci je zvySeni hladiny aktivni

formy Ras.

Flexibilita a dimerizace neurofibrominu je pravdépodobné nezbytna k vyvolani nebo
usnadnéni prechodu mezi uzavienou a otevienou konformaci a umoziluje neurofibrominu

kontrolovanym zplsobem regulovat signalizaci Ras (Naschberger et al., 2021).

Neurofibromin je mezi savci vysoce konzervovany protein. Srovnani podobnosti
neurofibrominu (na Grovni proteinu) u clovéka a nekterych vybranych Zivoéichll je zpracovano
v Tabulce €. 2. Z té vyplyva, Ze neurofibromin Clovéka a nejptibuznéjSich primatd, Simpanzi, je
sekvenéné identicky. Neurofibrominy dalSich savct vykazuji rovnéz vysokou miru homologie.
Podobnost neurofibrominu jednoho z hmyzich modelovych organismi, Drosophila melanogaster, je
jiz skokove nizsi. Na gen kodujici neurofibromin zjevné piisobi silny selekeni tlak. Jeho struktura

a funkce musi tedy mit kli¢ovy vyznam (Bergoug et al., 2020).

Podobnost Drosophila potkan pes Simpanz
neurofibrominu melanogaster
clovék 60% 98,5% 99,4% 100%

Tabulka €. 2 — srovnani lidského neurofibrominu s neurofibrominem jinych Zivocichi, data

pievzata z (Bergoug et al., 2020)




5.1 Izoformy neurofibrominu

U primarniho transkriptu genu NFI/ muze dochazet k alternativnimu sestfihu, ktery vede
ke vzniku rtznych izoforem neurofibrominu (NF1). Alternativni sestfih mtize byt disledkem mutaci,

bylo vsak identifikovano n¢kolik pfirozené se vyskytujicich variant, které jsou stru¢né

charakterizovany v Tabulce €. 3 (Barron & Lou, 2012).

Alternativni Pocet .
Lokalizace . .
exon vloZenych Funkce izoformy Zdroje
. . . exprese
/doména aminokyselin
Inzerce alternativniho exonu bez zmény ORF
9a/b Ucast v paméti (Danglot et al.,
10 CNS a mechanismech ucéeni 1995)
10a-2 15 Vétsina lidskych | Nejasna (Kaufmann et
tkani al., 2002)
Vétsina lidskych | SniZeni Ras-GAP aktivity | (Barron & Lou,
23a .
GRD 21 tkani, vyjma 2012)
CNS
48a Srdecni a Role ve vyvoji srde¢ni (Gutmann et al.,
CTD 18 kosterni svalova | a kosterni svalové tkané 1994; Yap et al.,
tkan 2014)
Absence exonu
43— Placentarni tkan, | Postrada NLS, porucha (Vandenbroucke
0 jatra, kosterni regulace transportu NF1 et al., 2002)
CTD . .
svalstvo, ledviny | do jadra
29— Nejasna (Park et al.,
PH 0 Mozek 1998)
mn Vsechny tkdné, | Nejasna (Park et al.,
29730 L7
0 v srdci a jatrech 1998)
PH o x
méné
Vsechny tkdné, | Nejasna (Park et al.,
30— 0 nevyskytuje se v 1998)
krvi

Tabulka ¢. 3 — Piehled alternativnich exoni v NFI-mRNA
* dle nové nomenklatury: exon 9a/b = 11alt12, exon 10a-2 = 12altl3, exon 23a = 30alt31, exon 48a = 56alt57, exon 43

=51, exon 29 =37, exon 29/30 = 37alt38, exon 30 = 38 (Anastasaki et al , 2017)

Exon 23a se nachazi v oblasti genu, ktera koduje neurofibrominovou doménu GRD a je
alternativné sestfihovan specifickym zplsobem v zavislosti na tkani, v niz je exprimovan. Izoforma
proteinu (dale oznacovana jako izoforma II), odvozena od mRNA s exonem 23a, ma zhruba desetkrat
slabsi schopnost regulace signalizace Ras nez ta, v niz je tento exon vynechan. Ptridava totiz bazické
aminokyseliny, které vyznamné meéni strukturu GRD, ¢imz oslabuji schopnost regulovat Ras. Tato
izoforma je u Cloveka obvykle exprimovana ve vétSiné tkani, zatimco v neuronech CNS je spise

vynechéana (Barron & Lou, 2012).

10



Mysi s deleci exonu 23a jsou zivotaschopné a nejevi zvySenou predispozici ke vzniku nadord,
objevuji se u nich vsak poruchy uceni (Costa et al., 2001). Assunto et al. (2019) analyzou exprese NF'1
v leukocytech 138 pacient zjistili, Ze frekvence neurofibromi nebyla korelovana s hladinou izoformy

L

Izoformy I (2818 aminokyselin) i IT (2839 aminokyselin) byly nalezeny i u jinych obratlovci,
nékteré z alternativné sesttihovanych variant jsou tedy evolu¢né vysoce konzervované (Bergoug et al.,

2020).

[zoforma neurofibrominu obsahujici exon 10a-2 zahrnuje navic transmembranovy segment,
coz vede kjeji lokalizaci v intracelularnich membranach. Jeji pfitomnost byla potvrzena
v membranach endoplazmatického retikula. Na izoformu na membrané se ptes doménu GRD vaze
i Ras snavdzanym GTP. Tato interakce je vSak zavisld na konformaci neurofibrominu nebo
modifikujicich proteinech. Izoforma zahrnujici exon 10a-2 mize diky své lokalizaci hrat roli
v regulaci bunécné signalizace. Hladina této izoformy je ve srovnani s wild-type (WT) mRNA velice

nizka (Baez-Flores et al., 2023; Kaufmann et al., 2002).

Jeji funkce nikdy nebyla potvrzena, jelikoZ se ji od studie z roku 2002 doposud nikdo hloubéji

nezabyval. Jeji autor ji pravdépodobné piisuzuje vyznamnéjsi funkei, nez vyplyva z pozdéjsich studii.

Izoforma 43— se v nizké mife vyskytuje v tkanich nervovych, coZ naznacuje, ze je jaderna

lokalizace NF1 v bunkach téchto tkani podstatna (Vandenbroucke et al., 2002).

Pomoci RT-PCR byl detekovan alternativni sestiih exonti 29 a 30. Byly identifikovany tfi
izoformy, 29—, 30— a 29°/30 (mRNA s vynechanym exonem 29, 30 nebo s absenci obou
exonil).Vsechny tfi izoformy jsou zkraceny pred¢asnym vlozenim stop kodonu. Isoformy 29— a 29—
/30~ maji normalni ¢teci rimec zachovany az po AK ¢. 1735, nasleduji Ctyfi alternativni kodony
a stop kodon. Izoforma 30— ma c¢teci ramec zachovan po AK ¢. 1849, nasleduje jeden alternativni

kodon a nasledné stop kodon (Park et al., 1998).

5.2  Interakéni partneri neurofibrominu

Interakéni partnefi neurofibrominu predstavuji Siroké spektrum molekul, které ovliviuji jeho
funkeci, hladinu, aktivitu a lokalizaci v ramci buiiky. Mezi témito partnery nalezneme jak proteiny, tak
RNA, jejichz vzajemné plisobeni mlize vyznamné piispivat k rozdilim ve fenotypovém projevu
pacientl s NF1D, pfestoZze mohou sdilet stejnou mutaci v genu NF'/. V zévislosti na ontogenetickém
vyvoji a typu tkan¢ se pfitomnost interakcénich partnertt v bunce 1iSi a i vliv snizené hladiny

neurofibrominu mize vyvolat rizné zmény fenotypu.
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5.2.1 Vliv posttransla¢nich modifikaci na funkci neurofibrominu

Tato podkapitola se zaméfuje na prvni z vyznamnych faktorti, ktery miize neurofibromin

v mnoha aspektech znacn¢ ovlivnit — posttransla¢ni modifikace.

Ras-GAP aktivita proteinu je ovlivnéna fosforylaci domén CSRD a CTD. Fosforylace
serinovych zbytkli v doméné¢ CSRD a izoformou proteinkindzy C (PKC-a) usnadiiuje interakci
neurofibrominu s aktinovym cytoskeletem, coz posiluje jeho Ras-GAP aktivitu. Fosforylace je vyssi
u nediferencovanych nez u diferencovanych neuronti (Mangoura et al., 2006). Naopak fosforylace
proteinkinazou A (PKA) v doménach CSRD a CTD vede k interakci s proteiny 14-3-3 (konzervované
proteiny regulujici pfenos intracelularnich signalii v eukaryotickych butikach), coz zptsobuje snizeni

Ras-GAP aktivity (Feng et al., 2004).

DDAH (Dimethylarginin dimethylaminohydrolaza-1) je bunéény protein, ktery se vaze
na domény CSRD a CTD neurofibrominu. DDAH zvySuje piistupnost NF1 pro fosforylaci kinazou
PKA (Tokuo et al., 2001).

Fosforylace pomoci PKC-g v oblasti CTD (Ser2808) umoziuje expozici NLS na povrchu
neurofibrominu, pfipojeni proteinu ke komplexu jadernych port a translokaci do jadra. Fosforylace

pomoci PKC je zavisla na bunééném cyklu, nejvice k ni dochazi v G2 fazi (Koliou et al., 2016).

K maximalni aktivaci Ras je nutna ubiquitinace NF1 (Cichowski et al., 2003). Vazba
rustovych faktord na membranové receptory aktivuje izoformu PKC-a. Za téchto podminek je NF1
velmi rychle ubiquitinylovén a nasledné degradovan v proteazomu. Vliv PKC-a na hladinu NF1 a jeho
aktivitu je tedy zavisly na ptitomnosti dalSich proteind. Kratce po jeho degradaci je jeho hladina opét
zvySena, aby mohlo dojit ke snizeni aktivity proteinu Ras. PKC-a tak reguluje amplitudu a trvani

signalt aktivovanych Ras tim, Ze podporuje degradaci neurofibrominu (McGillicuddy et al., 2009).

Sumoylace je nové objasnénd posttranslacni modifikace tykajici se Sec-PH domény,
konkrétné dvou lysint na pozicich K1634 a K1731. Zvysuje stabilitu neurofibrominu a jeho Ras-GAP
aktivitu (Bergoug et al., 2024).

V Tabulce €. 4 jsou strucné charakterizovany hlavni cytosolické regulatory neurofibrominu.
Ty z nich, které souvisi s kognitivnimi poruchami a pfedstavuji potencidlni terapeutické cile pii lécbe,

jsou posléze popsany o néco podrobngéji.
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Regulator Mechanismus ucinku Vliv na neurofibromin Zdroje
., Interakce NF1 s aktinovym
Fosforylace serinovych . (Mangoura et
PKC (1) o L. cytoskeletem, posileni Ras-
zbytki v doméné CSRD GAP aktivity al., 2006)
Expozice NLS na povrchu
Fosforylace Ser2808 v NFI’ translolfa’@ do Jvad:ra, (Koliou et al.,
PKC (2) L interakce s délicim vieténkem,
doméné CTD .. 2016)
prevence nondisjunkce
chromozomu
. Interakce s proteiny 14-3-3
Fosforylace neurofibrominu , e, (Feng et al.,
PKA |\ doménach CSRDa cTD | Vedouci ke sniZeni Ras-GAP 2004)
aktivity
14-3-3 PKA dependentn Vazb'(% o . (Feng et al.,
. na fosforylovanou doménu Snizeni Ras-GAP aktivity
proteiny 2004)
CTD
Usnadnéni fosforylace domén (Tokuo et al
DDAH1* | CSRDaCTD Snizeni Ras-GAP aktivity 2001) N
prostrednictvim PKA
. L, Inhibice Ras (u nadorovych (Stowe et al.,
Neurofibromin s navazanym y i
SPRED1* | SPREDI se vése na bunel.< fosforylace na Ser105 2012; Yan et al.,
lazmatickou membrénu proteinu SPREDI (Ser105) 2020)
P ' redukuje interakci s NF1)
ALK* Aktivace neurofibrominem Snizeni aktivity ALK (Mo et al.,
regulované drahy Ras kompenzuje absenci NF1 2022)
;e s (Wuetal.,
STAT3 tlumi aktivitu Delece STAT3 snizila pocet 2016; Béez-
STAT3* neurofibrominu, ma vyznam (1. Coe
v tumoricenezi nadorti u pacienti s NF1D Flores et al.,
g 2023)
B ay podjednotky receptori
spfazenych s G-proteiny se (Xie et al.,
GPCR* vazou na neurofibromin ve Inhibice neurofibrominu 2016; Mo et al.,
striatalnich neuronech 2022)
Ristové faktory aktivuji (Cichowski et
Ubiquitin | PKC, ta indukuje ubiquitinaci | Snizeni hladiny NF1, aktivace al., 2003;
ligazy a degradaci neurofibrominu v | Ras McGillicuddy et
proteasomu al., 2009)
Snizeni hladiny NF1,
Neurofibromin je negativné potencialni vyuziti miRNA
miRNA regulovan prostiednictvim jako biomarkery pro (Luetal., 2021)
miR-27b-3p a miR-27a-3p diagnostiku a inhibitora
miRNA pro [écbu NF1D

Tabulka ¢. 4 — Regulace aktivity a stability NF1

* DDAH1 - Dimethylarginin dimethylaminohydroléza-1

* SPREDI - Sprouty-related, EVH1 domain-containing protein 1, Protein 1, ptibuzny Sprouty, obsahujici doménu

EVHI

* STAT3 — Signal transducer and activator of transcription 3, pfenase¢ signalu a aktivator transkripce 3
* ALK — Anaplastic lymphoma kinase, kindza anaplastického lymfomu
* GPCR — G-protein coupled receptor, receptor spiazeny s G-proteinem
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Gouzi et al. (2011) zjistili, Ze zvySena aktivita kindzy ALK v neuronech u Drosophila
melanogaster ma negativni vliv na schopnost uceni, podobné jako delece NF'/ u pacientti s NF1D.
Snizeni aktivity ALK vedlo k nartstu télesné velikosti i ke zlepSené schopnosti u¢eni u mysiho modelu

NF1D (Weiss et al., 2017).

Metodou inzer¢ni mutageneze bylo zjisténo, Ze signalni draha JAK-STAT hraje klicovou roli
ve vzniku benignich neurofibromid. STAT3 nepfimo aktivuje signalni molekulu B-katenin, ta je
translokovana do jadra a spousti transkripci gent vedouci k proliferaci bunek a riistu neurofibrom?i.
STAT3 dale zvySuje aktivitu B-kateninu tim, Ze inhibuje Gsk3f a Arid1b rozkladajici B-katenin (Wu
et al., 2016).

Lidské i mysi buiiky s mutaci v genu NFI jsou vyrazné citlivéj$i nez builkky nemutované
na lécbu inhibitorem signalni drahy JAK2/STAT3. Vzhledem k tomu, ze cilené terapie zamétené

na B-katenin dosud nejsou ovéiené, miize byt inhibice STAT3 vhodnou terapii (Wu et al., 2016).

5.2.2 Lokalizace neurofibrominu a interakce s cytoskeletem

Lokalizace neurofibrominu v bunice je tzce spojena s jeho funkci a mize byt zavisla
na cytoskeletu. Plivodné se o neurofibrominu uvazovalo jako o cytosolickém proteinu, dnes je vSak

jiz znamo, ze se muze vyskytovat v mnoha bunéénych kompartmentech.

V plazmatické membrané¢ se NF1 muze vyskytovat napf. prostiednictvim interakce

s proteinem SPRED1 (viz Tabulka ¢. 4) (Stowe et al., 2012).

Béhem embryonalniho vyvoje neurofibromin interaguje s proteiny cytoskeletu. V rané
embryondlni fazi se v nediferencovanych neuronech NF1 vaze na aktinova mikrofilamenta. V dalsi

etap¢ diferenciace NF1 kolokalizuje s tubulinem, pfedevsim v oblasti centrozomu (Li et al., 2001).

LIMK?2 je ¢lenem signdlni drahy Rho/ROCK/LIMK2/kofilin. LIMK2 fosforyluje kofilin,
¢imz mu zabrani depolymerizovat aktin. To vede k agregaci aktinu a tvorbé€ stresovych vlaken. Ozawa
et al. (2005) zjistili, ze neurofibromin je inhibitorem této drahy (viz Obrazek €. 4 vlevo dole, str. 17)
Vallée et al. (2012) upftesnili, ze k inhibici dochazi prostfednictvim domény SecPH, kterd narusi

schopnost kindzy LIMK2 fosforylovat kofilin.

Syndekany jsou transmembranové glykoproteiny, které ovlivituji bunécnou migraci a adhezi.
V mozku mysi i ¢lovéka NF1 interaguje s intracelularni doménou dimerizovaného syndekanu-2, jejich
interakce aktivuje PKA a tim umoznuje tvorbu filopodii. Syndekan-2 zprostfedkuje i interakci NF1
s proteinkindzou CASK (Ca?"/kalmodulin dependentni serinova proteinkinaza), kter je podstatna pro

maturaci synapsi (viz Obrazek €. 4, vlevo nahote). Vznik téchto struktur vyrazn€ ovlivituje uceni.
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Poskozeni interakce NF1, PKA a CASK, ke kterému dochazi u pacient s NF1D, je pravdépodobnou
pfic¢inou poruch jejich kognitivnich funkci (Volta et al., 2010; Hu et al., 2016).

U heterozygotnich NFI*"- mysi lze pozorovat snizenou hustotu dendritickych trnd, ktera je
spojena s kognitivnimi poruchami, niz8i zvédavosti, sniZzenou intenzitou socialniho chovani
azvySenym strachem. Shih et al. (2020) prokazali, ze zvySena exprese genu VCP nebo zvySeni
koncentrace leucinu v potravé zvysuji proteosyntézu na ER, zplisobuji zvyseni hustoty dendritickych

trnu a normalizaci chovani.

Protein NF1 zajist'uje interakci VCP s ER a zvySeni proteosyntézy. U heterozygotnich mysi
ER neexpanduje ze soma neuronu do dendritl, zvySenid exprese VCP vede krozvoji ER
a proteosyntézy i v oblasti dendriti. Aktivaci proteosyntézy lze inhibovat rapamycinem. Pokud VCP
neni pfitomen, na synaptické Sté€rbin€ neurontl je snizeny pocet iontovych kanalii (Shih & Hsueh,

2016).

Vyznam proteinu VCP pro normalni vyvoj nervové soustavy potvrzuji nalezy demence,
amyolateralni skler6zy nebo poruch autistického spektra zpisobenych mutacemi v genu VCP (Wang

etal., 2011).

Mitochondrialni proteiny ucastnici se produkce ATP jsou obzvlast’ citlivé na nedostatek NF1
i na zvySeni koncentrace leucinu. Pokles v mitochondrialni aktivité, transportu proteinti a molekulach
cytoskeletu narusi synaptickou odpovéd’ na podnéty. Dlouhodob4 pamét’ je naruSena, protoze NFI*"
neurony nejsou schopny vyvolat efektivni proteosyntézu vyzadovanou k synaptické remodelaci

a odpovédi (Shih et al., 2020).

Kaveolin je transmembranovy protein vytvarejici kaveolinové domény, v nichz dochazi
k interakci mnoha proteinil se signalni funkci, v€etné Ras, ERK a FAK (fokalni adhezivni kinaza).
Boyanapalli et al. (2006) prokazali interakci kaveolinu s NF1 v mozku mysi, potkand i ¢loveka.
Vazebnd mista pro kaveolin byla nalezena v doméné SecPH proteinu NF1. Missense mutace NF/
ve tfech potencidlnich vazebnych mistech pro kaveolin byly detekovany u pacientii s NF1D. Zjistili
také, ze mysi embryonalni fibroblasty (MEF) s absenci NF1 rostou pomaleji a maji vyrazné narusenou
sit’ aktinovych mikrofilament s fosforylovanou FAK, jejiz pfitomnost je typicka pro stresova aktinova
vlakna. SniZzeni koncentrace cholesterolu v cytoplazmatické membrané zptsobuje destrukci
kaveolinovych domén. U MEF s absenci NF1 byla hladina fosforylovanych proteint ERK a AKT
stimulujicich proliferaci vyrazné niz$i u bunék s nizkou hladinou cholesterolu nez u bunék s normalni
hladinou cholesterolu. Regulace hladiny cholesterolu, napt. pomoci statinu, by mohla snizit tvorbu

neurofibromti u pacientii s NF1D (Boyanapalli et al., 2006).
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Epitelidlné-mesenchymalni transice, ktera umozinuje vznik MPNST nadort, je rovnéz zavisla
na pritomnosti kaveolinu a NF1, ktery ho stabilizuje. V bunikaich MPNST je zvySena hladina RNA
vazebného Musashiho proteinu (MSI2), ktery stimuluje degradaci kaveolinu v proteazomu. Snizenim
hladiny MSI2 lze stabilizovat hladinu kaveolinu a zabranit vzniku MPNST u pacientd s NF1D (Yang
et al., 2020).

Koivunen et al. (2000) jako prvni pozorovali neurofibromin v jadfe keratinocytd. V interfazi
se vaze na jaderné laminy A a C, od G2 faze je lokalizovdn na centrozomech a béhem déleni jadra
interaguje s mikrotubuly déliciho vfeténka. V metafazi zajiStuje uspofddani chromozomui
v ekvatorialni rovin€. Po rozd€leni jadra se vaze na centralni mikrotubuly a podili se na rozdéleni

buiiky (Koliou et al., 2016; Peta et al., 2020).

Obrazek €. 3 ukazuje rozdil mezi buiikami obsahujicimi neurofibromin s funkénim NLS a bez
n¢j (ANLS). Buiky s ANLS (¢ast ¢) maji vyssi hustotu cytosolickych mikrotubulll, zaroven vsak
dochazi ke ztraté jejich vzajemnych vazeb a vzniku d€licich vietének bez astralnich mikrotubuld.
Poskozeni déliciho vieténka naruSuje segregaci chromozomi, coz mize vést k aneuploidii a nadorové

transformaci (Peta et al., 2020).

(a) SF268 (b) NLS-SF268

Obrazek ¢. 3 - Interakce neurofibrominu s délicim
vieténkem, prevzato z (Peta et al., 2020)

bunécéné linie glioblastomu, které: (a), (b) obsahuji NLS, (c) neobsahuji NLS
cervené - B-tubulin, modie — chromatin, bilé Sipky — ekvatoridlni rovina déliciho
vieténka, zluté Sipky — abnormalni lokalizace chromozomt,

hvézdicky — astralni mikrotubuly

fimské Cislice oznacuji jednotliva délici vieténka

Pritomnost NF1 v jadfe také umoznuje interakci s estrogenovym receptorem (viz Kapitola

5.2.3) (Cao et al., 2015).
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5.2.3 Signalni drahy ovlivnéné neurofibrominem

Mnozstvi signélnich drah zavislych na neurofibrominu a jejich slozitost piesahuje cile prace
a jeji rozsah. Detailngji a komplexnéji jsou signdlni dréhy spjaté s NF1 popsany v piehledovych

¢lancich Mo et al. (2022) ¢i Baez-Flores et al. (2023).

Neurofibromin interaguje s velkym mnoZzstvim proteinil a signalnich drah, ¢imz ovliviiuje
proliferaci i diferenciaci bunék. Mutace ¢i porucha regulace NF/ vede ke zvySené pfitomnosti Ras

s navazanym GTP, ktery stimuluje aktivitu dal§ich kli¢ovych signélnich drah, které tak NF1 neptimo

ovliviiyje (Mo et al., 2022). Ty nejpodstatnéjsi jsou shrnuty v Tabulce ¢. 5.

Signalni draha Mef,llé?:ll(sumus Vliv na proliferaci Zdroje
Neurofibromin Negativni regulace
Ras urychluje konverzi Ras-dependentni 1(9%219“638;6;6; taelli’
Ras-GTP na neaktivni | proliferace a ’ 1996) °
Ras-GDP diferenciace
V bufikich s Aktivace drahy
mutovanym NF1 timuluic bunsén
Raf/MEK*/ERK* | dochézi k nadmémné | >y ¢ PUneenou. (Mo et al., 2022)
aktivaci této drahy prohfe.ram a prispiva
Y s, tumorigenezi
prostfednictvim Ras
V neurofibromech je
mTOR trvale aktivni, | Aktivace drahy (Johannessen et al
PI3K*/AKT*/mTOR* nebot’ Ras a PI3K stimuluje bunénou 2005: Mo et al ’
aktivuji AKT, ktery proliferaci a pfispiva k ’2 022) ’
inaktivuje tuberin — tumorigenezi
inhibitor mTOR
. Aktivace drahy
Nowefbromin | A e
adenylateyklzu, co? k 1nh1b101 bupééného (Dasgupta et al.,
cAMP/PKA vede ke zvyseni ’ rustu, indukci . 2003; Brown et al.,
hladiny cAMP a apqptc')zy, modulaci 2012)
aktivaci PKA aktinového
cytoskeletu atd.
Vazba “
neurofibrominu na E:;llicffll‘tl)romin
ESREC v jadie e . . Cao etal., 2015;
Souvisejici s ESREC | pomoci 1iéand— mhl?u].e proliferaci %)ischinger etal.,
vazebné domény ER bunék mdukovanO}J , 2018)
a oblasti NF1 estrogeny (nefunk¢ni
bohatych na leucin NF1 naopak)

Tabulka €. 5 — Signalni drahy zavislé na neurofibrominu

* MEK (MAP2K) - kindza proteinkindzy aktivované mitogenem
* ERK - kinaza regulovand extraceluldrnim signalem
* PI3K - Fosfatidylinositol-3-kinaza

* AKT (PKB) - proteinkinaza B

*mTOR - sav¢i serin/threoninova kindza inhibovana rapamycinem
* ESREC - estrogenovy receptor
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Obrazek ¢. 4 poskytuje zjednodusené schéma nékterych signélnich drah, kterych se

neurofibromin ucastni. Vice popsany jsou zejména ty, ktera maji potencial pro 1écbu NF1D.

Syndecan dimer

g8 E 28 E

|

(Piax]— —>\agaton
e
~ Cell Survival
l Cell Growth
LIMK2
e |
Merrt:ry&\‘ Cell
+ . Learning Proliferation
Actin dynamics
e D o
U o« e 1)
Nucleus

Obrazek €. 4 — ZjednodusSené schéma signalnich drah, jichZ se neurofibromin
ucastni, pirevzato z (Mo et al, 2022)

Tyrosinkinazové receptory (RTK) stimuluji adaptorové proteiny, coz vede k aktivaci Ras,
ktera umozni aktivaci drah zodpovédnych za proliferaci a pteziti bunek, vcéetné¢ Raf/MEK/ERK
a PI3K/AKT/mTOR. Mnoho RTK ma podil na patogenezi NF1D. Napf. nadmérna hladina MET
(receptor hepatocytarniho ristového faktoru) a jeho ligandu — hepatocytarniho rastového faktoru, byla
prokézana v neurofibromech i MPNST, coz vedlo k zvySenému ristu nadorti a metastdzovani

(Brosseau et al., 2020).

Inhibitory RTK nebo proteini signalnich drah Raf/MEK/ERK a PI3K/AKT/mTOR lze vyuzit
pii 1é¢bé NF1D. Selumetinib, inhibitor MEK, se stal prvnim schvalenym 1é¢ivem pro neoperovatelné

plexiformni neurofibromy (Gross et al., 2020).

U pacientdi s NF1D je naruSena aktivita neuront i vyvoj nervové soustavy v dusledku zmén

aktivity adenylatcyklazy.

Hannan et al. (2006) popsali dva zpasoby aktivace adenylatcyklazy zavislé na neurofibrominu
v mozku drozofil. Na rozdil od mozku u mysi a ¢lovéka, protein Ras mél po aktivaci receptoru EGFR
pozitivni vliv na aktivitu adenylatcyklazy a hladinu cAMP. Stimulace adenylatcyklazy byla zavisla
na funkéni GRD doméné NF1.
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Pti aktivaci GPCR serotoninem u drozofil, mysi i ¢loveéka se uplatiiuje interakce receptoru
s PH doménou NF1, ktera umoziuje chronickou aktivaci adenylatcyklazy. Tato draha je nezavisla

na proteinu Ras (Hannan et al., 2006).

Anastasaki & Gutmann (2014) sledovali vliv neurofibrominu a Ras na aktivitu
adenylatcyklazy v neuronech u mysi a ¢loveka. Zjistili, ze protein Ras ma negativni vliv na aktivitu
adenylatcykldzy, a podrobné popsali mechanismus, jak zvysSena aktivita Ras u pacientii s NF1D

zpusobuje pokles hladiny cAMP. Tento mechanismus schématicky popisuje Obrazek ¢. 5.

T /\!I
l l
Neurite length

Obrazek €. 5 — Schéma regulace hladiny cAMP
ovlivnéné neurofibrominem a Ras v neuronech CNS,
prevzato z (Anastasaki & Gutmann, 2014)

SniZzena hladina cAMP vedouci k poklesu aktivity PKA v prefrontalni ktife mozku u pacientti
s NF1D by mohla byt pfi¢inou jejich kognitivnich poruch (Deraredj Nadim et al., 2016; Mo et al.,
2022).

Aktivovany ESREC (estrogenovy receptor) vede k proliferaci bun€k neuroblastomi a zvysSuje
transkripéni aktivitu estrogenového transkripéniho faktoru. ESREC je proto potencialnim

terapeutickym cilem pro 1écbu lidskych neuroblastomu (Cao et al., 2015).

Dzieran et al. (2018) ve své studii dosli k odliSnym zaveéram. Zjistili, ze v buiikach
neurofibromti s amplifikovanym genem MYCN je zvySend exprese specifickych microRNA (napf.
miR-18A), které¢ snizuji aktivitu ESREC i dalSich jaderné lokalizovanych receptori. Je-li inhibovana
exprese miR-18A nebo je zajiSténa zvysSena exprese ESREC, Ize obnovit diferenciaci neuronti
heterozygotnich v NFI s amplifikovanymi MYCN a vyrazné snizit riziko maligni transformace

(Ribeiro et al., 2016).
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6. Mutace spojené s neurofibromatézou typu I

NF1D je dédicné onemocnéni s nejvyssi mutacni rychlosti, pfiblizn€ u 50 % pacientd je
pri¢inou nemoci mutace de novo (Pacot et al., 2024a). Screening mutaci v genu NF/ komplikuji jeho
velikost, pfitomnost mutaci po celé jeho délce prakticky rovnomérné€, bez mutacnich hotspoti, a také

existence pseudogent (Shen et al., 1996).

V genu NF!I bylo podle databaze ClinVar identifikovano 4325 intragennich patogennich
germinalnich mutaci. Kompletni delece genu NFI se vyskytuje u cca 4 % pacientl trpicich NF1D
a vede k zavazné formé této choroby, charakterizované predevsim velkym mnozstvim benignich
nadort (PNF i CNF), vétsim rizikem malignit, oblicejovymi malformacemi a kognitivnimi poruchami

(Tonsgard et al., 1997; De Luca et al., 2007; Napolitano et al., 2022).

I ptes velké mnozstvi identifikovanych mutaci neni dodnes jasna korelace mezi genotypem
a fenotypem NF1D. (Scala et al., 2021), Napolitano et al. (2022), Ho et al. (2022) a Gjorgjievska et al.
(2023) ve svych studiich zkoumali vztah mezi typem mutace v genu NF/ a fenotypovymi projevy
u vybraného souboru z narodni databaze pacientl. Je tieba podotknout, Ze se studie lisily poctem
pacientli a v nékterych ptipadech i definici daného fenotypu. I pfesto se vSechny Ctyfi studie shodly

na nasledujicich zavérech a konkrétnich korelacich mezi genotypem a fenotypem:

U vétSiny pacientll s NF1D je v germindlni mutované alele pfitomna mutace, ktera vede
k pred¢asnému ukonceni translace a tedy ke zkraceni proteinu. Zpravidla se jednad o non-sense
substitu¢ni mutace, posunové mutace a mutace ovliviyjici sestiih pre-mRNA. Ne vSechny sestfihové
mutace vSak vedou ke zkraceni proteinu (Ho et al., 2022; Napolitano et al., 2022; Gjorgjievska et al.,
2023). U pacientl se zkracenou formou neurofibrominu nebo s jeho snizenou hladinou se obecné

Vv

u ostatnich pacientii (Gjorgjievska et al., 2023).

Ochranou pfed vznikem zkracenych variant je mechanismus NMD (nonsense mediated
mRNA decay) vedouci k degradaci defektni mRNA, kterd obsahuje ptredcasny stop kodon (Scala et
al., 2021).

Li et al. (2016) analyzovali mnozstvi mutantni a wild-type mRNA u heterozygotnich mysi
s cilem ovéfit vliv NMD. V piipadé absence NMD by m¢l byt pomér mRNA z obou alel 50:50, dosli
vSak k poméru 9:91 ve prospéch WT mRNA. NMD tedy skute¢né probiha i u mysi.

Dalsi shoda se tyka mikrodeleci, které vznikaji nealelickou homologni rekombinaci mezi
sekvencemi o nizkém poctu opakovani v blizkosti genu NFI. Ve vSech studiich se mikrodelece

vyskytovaly ptiblizné v 5-10 % piipadd (Sabbagh et al., 2013; Ho et al., 2022). Mikrodelece typu 1
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(70-80 % vsech mikrodeleci u NF1D) s rozsahem 1,4 Mbp zasahuji 14 kodujicich gent. Mikrodelece
typu 2 (10-20 %) zasahuji 13 genti a 1,2 Mbp (Ho et al., 2022). Oba typy mikrodeleci obsahuji dalsi

tumorsupresorové geny (Scala et al.,2021).

Pacienti s mikrodelecemi typu 1 maji riziko vzniku MPNST cca 1626 %, u ostatnich pacientti
s NF1D je riziko 8-16 %. Navic jsou mikrodelece typu 1 spjaty s vyvojem velkého mnozstvi
plexiformnich, subkutdnnich i spindlnich neurofibromt jiz pied obdobim puberty (Kehrer-Sawatzki

& Cooper, 2021; Garzon et al., 2024).

Ztrata dvou vyznamnych modifikujicich gend vlivem mikrodeleci typu 1 u pacientd s NF1D
soucasti represivniho komplexu Polycomb 2. Ten se podili na metylaci histontl, coz vede k utlumeni
genovée exprese. Ztrata obou funk¢nich alel genu SUZ12 podmiiuje vyvoj MPNST (Pasini et al., 2010;
De Raedt et al., 2014; Kehrer-Sawatzki & Cooper, 2021).

Gen CRLF3 (“Cytokine receptor-like factor 3 gene”) kdduje protein, ktery negativné reguluje
vstup do S faze bunécného cyklu. Neurdlni buniky s mikrodelecemi zasahujicimi gen CRLF3 maji
narusenu maturaci neurontl. U déti se ztratou jedné kopie genu CRLF3 se Casto vyskytuji poruchy

autistického spektra (ASD) (De Raedt et al., 2014; Kehrer-Sawatzki & Cooper, 2021).

Garzon et al. (2024) analyzovali 57 osob s mikrodelecnim syndromem NF1D: u 44 % nalezli
pleximorfni nadory, pouze u 5 % MPNST. U 80 % byly zji§tén opozdény vyvoj a problémy s u¢enim
au 55 % psychické problémy.

Missense mutace mohou zplsobit mirné i zavazné fenotypové projevy NF1D. Jen u nékterych

byl vysvétlen vliv na vlastnosti neurofibrominu a fenotyp pacienta.

Missense mutace postihujici oblast neurofibrominu mezi AK 844-848 vedou k zavaznym
fenotyptim s velkym mnozstvim velkych plexiformnich a spindlnich neurofibromi. V piitomnosti
téchto ¢i jinych destabilizujicich substituci se predpoklada, ze celkova hladina neurofibrominu bude
niz§i kvili dominantné negativnimu efektu mutovaného neurofibrominu. U heterozygoti maji
heterodimery tvofen¢ WT a mutovanym NF1 sniZzenou stabilitu. Pokles koncentrace NF1 vede

ke zvySeni aktivity Ras a tumorigenezi (Ho et al., 2022; Napolitano et al., 2022; Young et al., 2023).

Missense mutace (M1149, R1276, K1423) jsou spojené s ptiznaky podobnymi syndromu
Noonanové (obli¢ejové malformace, kardiovaskularni abnormality aj.) (Koczkowska et al., 2020; Ho

et al., 2022; Napolitano et al., 2022; Han et al., 2024).

Ke germinalnim mutacim NFI, které nezplsobuji zkraceni proteinu, patii i inzerce a delece

malého rozsahu, které neméni ORF. Delece 3 bp v 17. exonu vede ke ztrat€¢ jednoho ze dvou
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methioninovych zbytk (991 ¢i 992) neurofibrominu. Pacienti s touto mutaci vykazuji mirnéjsi
fenotyp NF1D charakterizovany absenci kutannich i plexiformnich neurofibromti (Upadhyaya et al.,

2007).

Priklad zastoupeni jednotlivych typli germinalnich mutaci u pacientd s NF1D poskytuje
rozsahla analyza souboru 644 pacientll, u nichz byla potvrzena diagnéza NF1D (Graf ¢. 1). 72 %
mutaci vedlo ke zkraceni proteinu, u 6,4 % pacientl byla zjiSténa delece celého genu. Celkem objevili

141 novych (dosud nepopsanych) mutaci (Ho et al., 2022).

Distribution of variant subtypes

Whole gene deletions),
6.4% \
\

Exon deletions
0.8%
Frameshift insertion
3.9%

Frameshift duplication
In-frame  Deletion-insertion 33%

0.3% 1.2%

Graf ¢. 1 — Klasifikace mutaci a jejich zastoupeni ve studii Ho et al.
(2022)

Mutace v genu NFI se vyskytuji v 5-15 % sporadickych nadori, které nejsou spojeny
s NF1D, nejvice v pfipadé¢ melanomu, myeloidni leukémie a plicnich adenokarcinomt (Giraud et al.,
2023). Dle databaze COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) bylo doposud v lidskych
nadorech identifikovano 4698 somatickych mutaci v genu NF/ v 6227 vzorcich nadord, coz je 7 %
vSech testovanych vzorki. NejCastéji se jednalo o missense mutace (31 %), nonsense (17 %)
a posunové mutace (12,5 %). Frekvence riznych typ somatickych mutaci je tedy odlisnd od

germinalnich mutaci.

Pacot et al. (2024a) zjistili, ze pacienti s NF1D s genetickymi mozaikami castéji vykazuji
mirngéjsi fenotypy. Mozaicismus vSak komplikuje prenatalni diagnézu, protoZe mutace nemusi byt
pritomna ve v§ech analyzovanych bunkach. K jeho detekci se ¢asto vyuzivaji mikrosatelitové markery.
Nepredvidatelny klinicky prubéh u potomki mtze navic velice komplikovat rozhodnuti potencialnich

rodi¢l o preruseni t€hotenstvi.
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6.1 Korelace mezi typem mutace a fenotypem

V této podkapitole jsou blize popsany studie zamétené na hledani souvislosti mezi genotypem
a fenotypem, spolu s grafy shrnujicimi zjis§téné data. Ackoliv uvedené studie sleduji vliv mutace na 12
ruznych fenotypovych projevil, v bakalarské praci se zamétuji pouze na tfi vybrané fenotypy: kavové
skvrny (CLS), neurofibromy (spole¢né kutanni, plexiformni a MPNST) a kognitivni deficity (snizené

1Q, porucha feci, poruchy pozornosti, autismus).

CLS jsou prikladem nejcastéjsiho a nejdiive se vyskytujiciho fenotypu. V kontrastu k CLS
jsem vybrala neurofibromy, které jsou hlavni pti¢inou krat§i primérné délky zivota u pacienti s NF1D
(Patil & Chamberlain, 2012). Kognitivni deficity vyznamné zhor$uji kvalitu zivota postizenych osob

ijejich rodin.

(2) (b) (©)
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M Mikrodelece Nonsense Posunové Sestiihové Bez posunu ORF B Mutace v oblasti kodujici doménu GRD

Pravdépodobnost vyskytu fenotypu [%]

Graf ¢. 2: Korelace mezi typem mutace a vybranym fenotypem NF1D ve studii
Gjorgjievska et al. (2023)

Pro srovnani s dalsimi studiemi byl tento graf upraven a zaméfen na tii vybrané znaky — CLS, kognitivni poruchy
a neurofibromy. Osa x shrnuje rizné typy mutaci, osa y udava pravdépodobnost vyskytu fenotypu (a,b,c), ma-li
pacient dany typ mutace.

Kavové skvrny skute¢né byly nejcastéj$im znakem u vSech studii. U 95 % pacientti s NF1D

ey ee

vyssi, Ize oc¢ekavat, ze se CLS budou vyskytovat u kazdého z nich.

Gjorgjievska et al. (2023) zkoumali 27 makedonskych pacientl s potvrzenou mutaci v genu

NFI. 1 ptes maly soubor pacientll bylo odhaleno deset novych mutaci v genu NF/. Studie navrhuje
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zajimavou analyzu, vzhledem k velmi nizkému poctu pacientl vSak nejsou jeji zaveéry prukazné. Graf
¢. 2 ukazuje, ze zastoupeni mutaci podminujicich 3 vybrané fenotypové projevy se 1isi. Mezi typy
mutaci zpisobujicich neurofibromy a kognitivni poruchy jsou vyrazné rozdily. Kognitivni poruchy
byly kromé mikrodeleci spojeny Castéji se zkracenim proteinu v oblasti domény GRD (Gjorgjievska

et al., 2023).

Ho et al. (2022) zkoumali 832 pacientti s NF1D z Hong Kongu, u 93,3 % nalezli patogenni
nebo pravdépodobné patogenni varianty v genu NFI. Frekvence mutaci de novo byla 66 %. Ho et al.
mutace zjednoduSené déli na mikrodelece a dva typy intragenovych mutaci: mutace vedouci
k predcasné terminaci translace proteinu (TM, truncating mutations) a mutace bez zkraceni proteinu,

nejcasteji missense (UTM, untruncating mutations).

Udaje o nalezenych korelacich genotypu a fenotypu shrnuli do tabulky, z niz byl pro tuto praci
vytvoren Graf ¢. 3 podobného formatu jako Graf €. 2, zahrnujici opét tii vybrané fenotypy — CLS,
kognitivni deficity a neurofibromy. Graf €. 3 pracuje s celkovym poc¢tem 776 mutaci v poméru 587

TM, 146 UTM a 43 mikrodeleci.

Korelace mezi typem mutace a vybranym fenotypem
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Graf ¢. 3 - Korelace mezi typem mutace a vybranym fenotypem NF1D ve studii
Ho et al. (2022)

* kognitivni deficit - opozdéna fe¢, porucha intelektu, ADD (porucha pozornosti), ADHD (porucha
pozornosti s hyperaktivitou), * neurofibromy — plexiformni a kutanni

Na ose x jsou vybrané fenotypy a typy mutaci, osa y vyjadiuje pravdépodobnost vyskytu daného
fenotypu v piipadé, Ze je u pacienta dany typ mutace piitomen.

Narozdil od studie Gjorgjievska et al. (2023) byly pfi¢inou neurofibroml castéji
i mikrodelece. Pravdépodobnou pfi¢inou rozdilu je mald velikost souboru pacienti u studie

Gjorgjievska et al. (2023).

Ho et al (2022) zjistili statisticky vyznamné nizsi frekvenci neurofibromt u pacientii s UTM

nez u pacienttt s TM.
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Pro UTM v oblasti genu kodujici doménu GRD byla zaznamenéana vyssi incidence malého
vzrustu, makrocefalie, ASD a niz§i vyskyt kutannich neurofibromil ve srovnani s ostatnimi pacienty

(Ho et al., 2022).

Napolitano et al. (2022) zkoumali 85 dospélych pacientli s NF1D - 20 pfibuznych z deviti
rodin a 65 pacientl se sporadickymi mutacemi. Celkem popsali 69 mutaci, 7 z nich bylo novych.
Ke vzniku zkraceného neurofibrominu vedlo cca 42 % popsanych mutaci, 36 % bylo missense mutaci,
4 % mikrodeleci. Celkem 17 mutaci se nachazelo v doméné GRD. Napolitano et al. se shoduji na vyssi

prevalenci kognitivnich deficitd u pacientti s posunovymi mutacemi v NF/.

Scala et al. (2021) analyzovali soubor 365 pacienti s NF1D s rGznym etnickym ptvodem.
Z celkového poctu 351 mutaci byly nejcastéjsi nonsense (28,5 %) a missense (24,2 %) substituce, poté

posunové mutace (21,9 %). Sestiihovych bylo 14 %, mikrodeleci 3,4 %.

CLS se vyskytly u 96,2 %. Neurofibromy se objevily u 57,3 % pacientti (kutanni 36,7 %
a plexiformni 20,5 %). Neurologické poruchy, kam Scala et al. fadi bolesti hlavy, epilepsii,
behavioralni abnormality (ADHD, ASD), zadvazné poruchy uceni a vyvojové ¢i intelektualni opozdéni,

postihly celkem 20,6 % pacientu.

Negativni korelaci nalezli mezi missense mutacemi a plexiformnimi neurofibromy, nonsense

substitu¢ni mutace riziko jejich vyskytu naopak zvysovaly (Scala et al.,2021).

V zavéru kapitoly 1ze potvrdit skute¢nost zminénou v jejim tvodu, tedy Ze ani pies nékolik
desetileti vyzkumné cinnosti nelze korelace mezi genotypem a fenotypem NF1D povazovat
za objasnéné. Rozdily v zavérech jednotlivych studii mohou vyplyvat z rGznych metodickych
pristupt, velikosti souborti pacientd, jejich etnického piivodu ¢i primérného véku v souboru. Navic
muze hrat roli i samotna heterogenita NF1D, vliv modifikujicich genii i epigenetickych faktord.

Vsechny tyto vlivy piimo souviseji s variabilni expresivitou, které je vénovana nasledujici kapitola.

7. Variabilni expresivita u neurofibromatozy typu I

Vysoka variabilita klinického obrazu je charakteristickym rysem NF1D, na némz se podili
Siroka Skala faktorti, kterych s postupujicim vyzkumem neustale pfibyva. Problém variabilni
expresivity se vyskytuje i u dalSich onemocnéni, jako je napt. Marfaniv syndrom. Jedna se
o monogenn¢ podminénou, autozomalné dominantni chorobu zpiisobenou mutacemi v genu FBN/
kodujicim fibrilin-1, ktery je hlavni slozkou mikrofibril. Vyskyt proteinu takika ve vSech typech bunck
v piipadé jeho defektu vede k riznym fenotypovym projeviim na Grovni celého téla. Mezi né patii

napi. kosterni a kardiovaskularni defekty. postizeni plic, o¢i, kiize a mozku (Grange et al., 2020).
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Monogenni poruchy, jako je pravé NF1D a Marfantiv syndrom, jsou pro svou slozitost vhodnymi

modely pro studium komplexnich znakt (Pemov et al., 2014).

Odhaleni podstaty klinické variability by mohlo pomoci navrhnout nové zplsoby terapie.
Vyznamnou roli v potencialni 1é¢bé by mohly mit pfedevsim modifikujici geny a signalni drahy
zavislé na neurofibrominu. Vyuziti inhibitord ¢i stimulatord signalnich drah, které jsou u pacientl

s NF1D zasaZeny, je alternativou ke genové terapii.

Ackoli jiz byla identifikovana fada potencidlnich terapeutickych cild, stale je tieba piekonat
mnoho piekazek, nez bude mozné navrhnout uceleny pfistup k 1écbe. S ohledem na komplexnost
genetickych a molekularnich mechanismd, které ovliviiuji klinicky obraz NF1D, bude dosazeni tohoto

cile vyzadovat dalsi intenzivni vyzkum (Wang et al., 2021).

7.1 Detekce fenotypové variability pomoci analyzy rodin

Heterogenita NF1D je dana faktory genetickymi i negenetickymi. Vliv negenetickych faktort
je prozatim relativné malo objasnén. Sporny je napf. vliv hormond na vznik ¢i rast kutdnnich
neurofibromti (CNF). Navrhovan byl vliv ristovych hormont. Paradoxn¢ vsak byla u déti s NF1D
zaznamenana jak jejich nadmérna sekrece, tak nedostatek (Bizzarri & Bottaro, 2015). Role rtstovych
hormoni pii vzniku a ristu CNF tedy dosud neni jasna. Kromé riistovych hormont bylo navrzeno, Ze
vyvoj CNF ovliviuji také steroidni hormony. V riznych vzorcich CNF byly pozorovany receptory
pro estrogen a jesté Castéji receptory pro progesteron (Geller et al., 2008). Dugoff a Sujansky (1996)
zkoumali soubor 105 téhotnych zen, 60 % z nich zaznamenalo zvysSeni po¢tu CNF béhem t¢hotenstvi.
Studie z nasledujicich let vSak pfinesly rozporuplné vysledky. Vliv hormont tak prozatim zlstava

neobjasnén (Jiang et al., 2023).

Variabilita projevii NF1D je ovlivnéna v€kem pacientl. Diagnoéza je potvrzena u 97 %
pacientii ve véku do 8 let, ve 20 letech jiz spliuji diagnosticka kritéria vSichni (DeBella et al., 2000;
Napolitano et al., 2022). V rodinnych studiich lepsi shodu vykazuji postizeni sourozenci nez pary

postizenych rodict a potomkii (Szudek et al., 2002; Sabbagh et al., 2009).

Studie na n¢kolika zvitecich modelech prokazaly, ze zranéni jedinci jsou nachyInéjsi k vyvoji
CNF i PNF. Za normalnich okolnosti vede poranéni nervii k proliferaci Schwannovych bunck
i fibroblasti, ktera vSak zvysuje riziko LOH a hyperproliferace téchto bun€k (Yang et al., 2006; Jiang
et al., 2023).

Genetické faktory zahrnuji typy mutaci v genu NFI (viz Kapitola 6), ztratu heterozygosity
(viz Kapitola 4.1), modifikujici geny a epigenetické faktory.
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Modifikujici geny zahrnuji geny kodujici proteiny, miRNA a IncRNA, které mohou ovlivnit
fenotypové projevy NF1D (Kowalski et al., 2020). Easton et al. (1993) byli prvnimi, kdo u souboru
mnoha rodin prokazali vliv modifikujicich genti na pocet kavovych skvrn (CLS). Tim podnitili vznik
mnoha studii, které se pokusily objasnit intrafamiliarni variabilitu NF1D. Szudek et al. (2002)
studovali vliv genetickych faktorti u 904 pacientti ze 373 rodin s 2 ¢i vice ¢leny s NF1D. Pfi sledovani
fenotypové variability u ptibuznych rizného stupné dosli ke dvéma zaveérim: Lischovy noduly a CLS
se vyskytovaly v podobné mife zejména u pifbuznych 1. stupng. Castéjsi shodu mezi sourozenci nez
mezi rodi¢i a potomky pozorovali u neurofibromt, CLS a atypickych pih. Zavéry prace vSak nejsou

v plné mife prikazné pro nedostatek rodin s vice ¢leny postizenymi NF1D.

K pfesngjSim zavérim dosli Sabbagh et al. (2009) zkoumajici 750 pacientd z 275
francouzskych rodin s dvéma ¢i vice Cleny s NF1D. Soucasti bylo i 6 part monozygotnich (MZ)
dvojcat. Sabbagh ve své studii zohlednil vék pacientl, navic s vybranymi fenotypy pracoval jako
s kvantitativnimi znaky. U velkych CLS, pih v koznich zahybech, Lischovych noduli a obli¢ejovych
malformaci byla siln€j$i korelace mezi sourozenci nez mezi pary rodic-dit€. U malych CLS,
podkoznich neurofibromt, PNF a kognitivnich deficitl byla korelace nejvyssi u MZ dvojcat, nizsi, ale
vyznamna, mezi pfibuznymi 1. stupné a statisticky nevyznamna korelace mezi vzdalenéjSimi

ptibuznymi. To poukazuje na silny vliv genetickych faktort.

Vliv typu mutace v genu NFI na celkovou fenotypovou variabilitu je prekvapivé nizky
— u CLS byl zaznamenan jejich maly vliv, u neurofibromti nebyl prokazan vibec. Koeficient

heritability se pohyboval v rozmezi 0,26 (CNF) az 0,62 (CLS malého rozsahu) (Sabbagh et al., 2009).

Ottenhoff et al. (2020) se zam¢étili na variabilitu kognitivnich deficitt 497 déti s NF1D, véetné
12 part MZ dvojcat a 17 sourozeneckych vztaht. Jedinci s mikrodelecemi zasahujicimi i sousedni
geny méli nizsi 1Q nez ti s intragenovymi mutacemi - u nich je variabilita kognitivnich schopnosti
a korelace 1Q mezi MZ dvojcaty s NFID nebo mezi sourozenci s NF1D podobna jako v b&zné

populaci.

Variabilni expresivita NF1D se uplatiiuje dokonce i u monozygotnich dvojcat. Problémem je
vsak jejich nedostatek mezi pacienty s NF1D. Fraga et al. (2005) zaznamenali v souboru 40 pari MZ
dvojcat u cca tfetiny rozdily v metylaci DNA a modifikaci histonii. Tyto epigenetické markery byly
rozlozeny po celém jejich genomu a ovliviiovaly opakujici se sekvence DNA a jednokopiové geny.
Vyraznéjsi epigenetické rozdily se vyskytovaly u MZ dvojcat, ktera byla starsi, méla odlisny Zivotni

styl a travila spolecné méné Casu.
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Vliv metylace DNA pouze u genu NFI na piitomnost charakteristickych fenotypovych
projevi NF1D byl analyzovan v lymfocytech u 8 pard monozygotnich dvojéat s odliSnymi

fenotypovymi projevy (Harder et al., 2010).

Studie sledovala metylaci cytosinu v promotorové oblasti genu NFI i v 5°¢asti transkriptu.
Oblast -249 az +622 bp zahrnuje 72 CpG dinukleotidti a vice nez 250 dalSich cytosini mimo CpG
dinukleotid. Dvojcata v rdmci paru vykazovala vyznamné rozdily v metylaci, zejména v blizkosti
projevy NFID ma vyssi podil metylovanych cytosinli — u tfi pari predevSim v oblasti exonu 1,
u jednoho paru v oblasti promotoru. Vyssi stupent metylace byl zjistén také u paru dvojcat s velmi

casnym vyskytem neurofibromu.

V oblastech s nejcastéjSimi rozdily mezi dvoj¢aty se nachdzeji vazebnd mista pro
TATA- binding protein-like factor (vazba proteinu v promotoru zvysuje transkripci NF1) a vazebna
mista pro pozitivni transkripcni faktor SP1 a represor AP2 v 5'neptekladané oblasti genu (Zou et al.,

2004; Harder et al., 2010).

Epigenetické modifikace byly popsany také v tumorsupresorovém genu MSH2 kédujicim
protein MSH2, ktery se podili na mechanismu opravy nespravné sparovanych nukleotidi. Titze et al.
(2010) porovnavali metylaci Sesti CpG ostruvkd v oblasti promotoru MSH2 u 79 pacientd s NF1D
a vysledky porovnavali s 79 zdravymi jedinci. V obou skupinach nebyli zadni ptibuzni. Metylace byla

Cast€j$i u pacientti s NF1D a zvyS$ena metylace korelovala s vétsi nadorovou zatézi.

7.2  Hledani modifikujicich gentu

D’Amico et al. (2021) zjistovali, zda mutace v genech kddujici proteiny s vyznamem v draze
Ras/MAPK pfispivaji k variabilnim fenotypovym znaktim u pacientti s NF1D. U 4 jedinct ze 138
nasli mutaci v genu PTPNI11, kddujicim fosfatdzu SHP2, kterd je pozitivnim reguldtorem signalizace
Ras a podporuje tak nddorové bujeni. Dvé nezavislé missense mutace, které zvySovaly aktivitu SHP2
v in vitro testu, se vyskytovaly u dvou sourozenct a jednoho nepiibuzného jedince, u vSech se
zavaznym prubc¢hem nemoci. Naopak, u c¢tvrtého pacienta s mirnym pribéhem NF1D, nalezli
hypomorfni missense mutaci, ktera méla negativni efekt na aktivitu fosfatazy. Aktualné se testuji
inhibitory SHP2, které blokuji pfenos signalu mezi RTK a signdlni drahou Ras/MAPK, ¢imz ve
vysledku tlumi proliferaci (Chou & Bivona, 2022).

Na zakladé databazi GO (Gene Ontology) a HPO (Human Phenotype Ontology) a analyzou
protein-proteinovych interakci mezi primarnimi interakénimi partnery nalezli Kowalski et al. (2020)

10 gent modifikujicich fenotyp pacienti s NF1D. Nejsiln¢jsimi kandidaty byly na zakladé analyzy
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obou databazi geny AKT, RAFI a PTEN. Na zékladé Random Walk Analysis byly jako
nejpravdépodobnéjsi modifikujici geny nasledné identifikovany SDC2 a VCP (viz Kapitola 5.2.2).

Té&chto pét genil spolu s proteiny, které koduji, je popsano v Tabulce €. 6.

Gen Funkce kddovaného proteinu
Serin threoninova kindza, role ve vyvoji lidského nervového systému, inaktivace
komponentli apoptdzy
PTEN | Fosfataza s tumorsupresorovou funkci
RAF1 | MAP3 kindza, role v bunécném cyklu, apoptdze a migraci bun¢k
SDC2 | Syndekan 2, role v buné¢né signalizaci, adhezi a organizaci cytoskeletu
VCP | Protein p97, role v degradaci proteinti, opravach DNA, regulaci buné¢ného cyklu atd.

AKTI

Tabulka ¢. 6 — Vyznamné modifikujici geny a funkce jimi kodovanych proteinii, udaje
prevzaty z (Kowalski et al., 2020)

Celogenomova asociacni studie (GWAS), jejimiz autory jsou Pacot et al. (2024b), zahrnuje
vice nez 1300 pacientt s NFID. K propojeni signifikantnich jednonukleotidovych polymorfismi
(SNP) s kandidatnimi geny byla vyuzita nejen pozice SNP, ale i vliv topologicky asociovanych domén
(TAD), zmény genové exprese a modifikace chromatinu. Nalezli 168 kandidatnich genti, které mély
vliv na rizné typy nadortt podminénych mutaci v genu NFI. Signifikantni SNP nalezené pro
plexiformni, kutanni a subkutanni neurofibromy se lisily, 1ze tedy predpokladat, ze se na jejich vzniku

podileji odlisné modifikujici geny.

Funk¢ni analyza potvrdila dva kandidatni geny, SPRED2 a GASI. Jejich inaktivace ovliviiuje
rust Schwannovych bunck. Protein GAS1 blokuje ptechod z G1 do S faze bunééného cyklu
v normdlnich i nadorovych buiikach, ma tedy tumorsupresorovy efekt. SPRED2 je soucasti rodiny
proteint negativné regulujicich aktivaci drahy Ras/MAPK vyvolanou ristovymi faktory (Pacot et al.,

2024b) .

Sung et al. (2020) provedli GWAS za tcelem nalezeni kandidatnich gent ovliviiujicich pocet
CLS. Statisticky prikazny vysledek nalezli v oblasti genu RPS6KA2 a ADCY2. Gen RPS6KA?2 kéduje
jednu ze serin-threoninovych kinaz, které jsou fosforylovany a aktivovany kindzami signalni drahy

Ras/MAPK. Gen ADCY?2 kdduje jeden z enzymi katalyzujicich tvorbu cAMP z ATP.

Spolehlivéjsim pristupem pii hledani kandidatnich gent je geny analyzovat v ramci TAD, ne
vzdy je totiz gen leZici v blizkosti SNP tim kandidatnim. Idealni je hledat gen v oblasti TAD, kde lezi
i pozitivni SNP (Way et al., 2017).

Studie o kandidatnich genech prichézeji s velkym poctem potencialnich vysledku, které vSak

z dlivodu genetické heterogenity NF1D nejsou zcela prikazné. Detekce kandidatnich genti je navic
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velmi citliva na slozeni souboru pacientt, jejich primérny vék, pohlavi ¢i piesné urceni fenotypu

(Sung et al., 2020).

U kandidatnich genti nalezenych metodou GWAS je tieba ovéfit jejich vliv na fenotyp.
K tomu lze vyuzit zvifeci modely s NF1D. Mezi nimi se nejvhodnéj$im zd4 byt zminéné miniprase,
u néhoz Ize pozorovat znaky charakteristické pro NF1D odpovidajici lidskym pacientiim, jmenovité
CLS, neurofibromy, optické gliomy a s niz8i frekvenci i Lischovy noduly a kognitivni deficity
(Isakson et al., 2018). Naopak mys$i modely pro studium NF1D c¢asto selhdvaji kvili genetickym
rozdiliim mezi nimi a lidmi. U mnoha mutaci byly pozorovany odlisné ¢i opacné fenotypy nez u lidi

(Lietal., 2016).

Vyznam v hledani vhodné 1é¢by ma také studium funkce a interakci neurofibrominu
v ruznych typech lidskych tkani. Carrio et al. (2019) uvadi, ze znaény potencidl v ném maji
Schwannovy buiiky odvozené metodou iPSC z plexiformnich nadorti pacientii s NF1D, které maji

absenci obou alel genu NF].

S NF1D jsou spojeny zminéné kognitivni deficity, jejichz molekularni podstata dosud neni
zcela objasnéna. Jednim z piistuptl, ktery mtze piispét k identifikaci neuronalnich drah podilejicich
se na téchto projevech, je geneticky screening zaméteny na esencialni geny CNS. Wertz et al. (2020)
navrhli metodu pro geneticky screening in vivo v CNS mysi, jejimz Gcelem je odhalit neuronalni
esencialni geny, které jsou spojeny s neurodegenerativnimi poruchami. Pomoci shRNA a metody
CRISPR-Cas 9 identifikovali geny nezbytné pro preziti zralych neuront.. Vysledky ukazuji, ze
neurony jsou zvlasté citlivé na naruSeni procest jako je proteostdza, zpracovani mRNA,
mitochondrialni déje nebo autofagie. Autoii touto metodou zkoumali mimo WT mysi i modely
Huntingtonovy choroby, u nichz byla snizena transkripce neuronalnich esencialnich gend. Objevili
také nové modifikujici geny spojené napft. s metylaci chromatinu nebo dopaminovou signalizaci, ¢imz

otevieli nové terapeutické smery.
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8. Zavér

Neurofibromatoza typu I predstavuje komplexni genetické onemocnéni s vysokou variabilitou
klinického obrazu. Pfestoze geneticka podstata onemocnéni je jiz pomérné dobfe popsana, faktory

podilejici se na variabilit¢ fenotypovych projevil zlistavaji stale predmétem intenzivniho vyzkumu.

U pacienti s neurofibromatézou typu I bylo popséno 4325 germinalnich mutaci, vét§ina z nich
vede ke zkraceni proteinu a snizeni jeho stability. Vzacnosti nejsou ani mikrodelece zahrnujici oblast
1,2-1,4 Mbp 17. chromozomu. Z analyz zamétfenych na hledani korelace mezi genotypem
a fenotypem vyplyva, ze typ mutace v genu NF/ neni hlavnim faktorem urcujicim miru poskozeni.
Zasadni vliv maji modifikujici geny, jejichz produkty ovliviiuji specifické fenotypové zmény
v riznych tkanich. Z GWAS analyz vyplyva, Ze za dil¢i fenotypové zmény jsou zodpoveédné rtizné

modifikujici geny.

Jednou z limitaci GWAS analyz je, Ze jsou primarné zaméteny na alely, které se v populaci
vyskytuji s vyssi frekvenci. Nemusi tak detekovat minoritni alely v esencialnich genech, které maji

nizkou frekvenci.

V poslednich letech vedl pokrok v molekuldrni biologii a genetice k vyznamnym objeviim,
které prohloubily porozuméni této chorob€. Odhaleni struktury neurofibrominu umoznilo 1épe
pochopit dopad substitu¢nich mutaci na stabilitu a funkénost dimeru a poskytlo tak cenné informace
pro vyvoj cilenych terapeutickych strategii. Vyznamny piinos v této oblasti maji také moderni

experimentalni modely vcetné studii na lidskych neuralnich bunikach odvozenych metodou iPSC.

Ani tato metoda vSak ke studiu mnoha aspektli nemoci nemusi byt pouzitelna. Piikladem
mohou byt rozlicnd onemocnéni mozku, za néz odpovidaji esencialni geny, které maji expresi
omezenou na specifické mozkové tkané a Casto jsou exprimovany jiz béhem prenatalniho vyvoje. Pro
jejich studium jsou nezbytné in vivo modely, bézn€ pouzivané bunécné linie odhaluji jen soubor

tkanove nespecifickych esencidlnich gend.

Navzdory vesSkerym pokrokiim tedy nelze variabilni expresivitu NF1D povazovat za
objasnénou. Podpora jejiho vyzkumu je klicova nejen pro zkvalitnéni diagnostiky a predikce prubehu

onemocnéni, ale i pro nalezeni novych terapeutickych ptistupa.
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