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Objective: Noonan syndrome (NS), one of the most
common RASopathies, has an estimated incidence of 1in
1,000-2,500 live births. In the prenatal period increased
nuchal translucency, hygroma colli, hydrops fetus, con-
genital heart disease, kidney defects, larger amount of
amniotic fluid can be observed in affected fetuses with
this syndrome. In the fetuses with normal karyotype
and no microdeletion/microduplication syndromes
the examination of selected genes for RASopathies
was added. The aim of the study was to evaluate the
clinical benefit of massively parallel sequencing (MPS)
of susceptible fetal DNA for NS, i.e., the diagnostic yield
on the one hand and the proportion of detected variants
of unknown significance (VO''2) on the other.
Design: Clinically diagnostic.

Setting: Centrum prenatalini diagnostiky, Brno, s.r.o;
Cytogeneticka laboratof Brno, s.r.o.

Methods: Samples of amniotic fluid or chorionic
villus were analyzed. Selected genes associated with

Cil studie: Syndrom Noonanové (NS), jedna z nej¢as-
téjsich RASopatii, ma odhadovanou incidenci1z 1000-
2500 zivé narozenych jedincl. V prenatdinim obdobi
Ize u postizenych plodU s timto syndromem pozorovat
zvysené Sijové projasnéni, hygroma colli, hydrops plodu,
vrozené srdecni vady, vady ledvin, lymfatické vaky nebo
vetsi mnozstvi plodové vody. U plodd s témito nédlezy
byla pfi ndlezu normalniho karyotypu a po vylouceni
mikrodele¢nich/mikroduplika¢nich syndrom® doplnéna
prenatalni diagnostika i o vysetfeni vybranych genl pro
RASopatie. Cilem studie bylo zhodnotit klinicky pfinos
masivné paralelniho sekvenovani (MPS, massively pa-

RASopathies were analyzed in case of the negative
result of karyotype and array-CGH. A panel of twenty
genes was investigated by MPS.

Results: In the two-years period, Noonan syndrome
was detected in 10 from 95 investigated fetuses. This
represents a 10.5% diagnostic efficiency of the method.
DNA variants of unknown significance were detected
in 10 fetuses. A segregation analysis helped to clarify
their meaning in six fetuses.

Conclusion: MPS allows fast molecular-genetic dia-
gnosis of RASopathies already in the prenatal period.
This method contributes to the clarification not only of
phenotypic manifestations in already born individuals
but also of ultrasound findings in fetuses with both
normal karyotype and aCGH.

RASopathies, Noonan syndrome, nuchal
translucency, NT, fetal hydrops, cystic hygroma,
heart defect, massively parallel sequencing, MPS

rallel sequencing) DNA plod( suspektnich pro NS, tj.
diagnostickou vytéznost na jedné st 2 a podil dete-
kovanych variant nejasného vyznar 121 strané druhé.
Typ studie: Klinicky diagnosticka.

Nazev a sidlo pracovisté: Centrum prenataini diagnos-
tiky, Brno, s.r.o.; Cytogeneticka laboratof Brno, s.r.o.
Metodika: Analyzovany byly vzorky plodovych vod,
resp. choriovych klkd. Z nich izolovand DNA byla po
zjisteni normalniho karyotypu a array-CGH (aCGH) po-
stoupena k analyze gent asociovanych s RASopatiemi
metodou MPS.

Vysledky: Ve sledovaném dvouletém obdobi byl NS
potvrzen celkem u 10 z 95 vySetfovanych plodd. To
predstavuje 10,5% diagnostickou vytéznost metody.
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Celkem u 10 plodd byla detekovana varianta DNA ne-
jasného vyznamu (VOUS, variants of unknown signifi-
cance), nasledna segregacni analyza pomohla objasnit
jeji vyznam u Sesti plodu.

Zavér: MPS umoznuje rychlou molekuldrné-genetickou
diagnostiku RASopatif jiz v prenatalnim obdobi. Tato
metoda tak prispiva k objasnéni nejen fenotypovych

projevl u jiz narozenych jedincd, ale také objasnit ultra-
zvukovy nalez u plodd s normalnim karyotypem i aCGH.

RASopatie, syndrom Noonanové, Sijové projasnéni,
NT, hydrops plodu, cysticky hygrom, srdecni vada,
masivné paralelni sekvenovani, MPS

Magr. Monika Matyasova, e-mail: cytogenetika@cytogenetika.cz

RASopatie predstavuji skupinu syndromii, je-
jichz pri¢inou jsou zarodecné mutace v genech, kte-
ré k6duji komponenty signalni drahy RAS/MAPK
[2]. Tato draha je klicova pro regulaci proliferace,
diferenciace a prezivani bunék [4]. Do této skupiny
patiifada onemocnéni, napi. syndrom Noonanové
(OMIM #163950), CBL syndrom (#613563), Costello
syndrom (#218040), hereditarni gingivalni fibro-
matoéza (#135300), Jaffe Campanacciho syndrom
(#162200), kardio-facio-kutanni syndrom (#115150),
Legius syndrom (#611431), LEOPARD syndrom
(#151100), Neurofibromatosis-Noonan syndrom
(#601321), neurofibromatdza typu 1 (#162200), neu-
rofibromatéza typu 2 (#101000), Noonan like syn-
drome with loose anagen hair (#607721), Watsonuv
syndrom (#193520) [9]. Pfestoze ma kazdy syndrom
svilj jedinecny fenotyp, nachizime mezi nimi
ifadu spolecnych znak. Jedna se napiiklad o kra-
niofacidlni dysmorfismy, kardiovaskularni mal-
formace, kozni, o¢ni, svalové a kosterni abnorma-
lity, poruchy kognitivnich schopnosti, hypotonii
a zvySené riziko vzniku nadorovych onemocnéni
[2, 10]. Molekularné genetickd metoda masivné
paralelniho sekvenovani (MPS) umoziiuje nalézt
kauzalnivariantu DNA, a tim pomoci specifikovat
konkrétni syndrom RASopatii.

Pomérné castym onemocnénim ze skupiny
RASopatii je syndrom Noonanové (NS) s autozo-
malné dominantnim typem dédi¢nosti. Incidence
NS je pfibliZzné 1z1000-2500 Zivé narozenych jedin-
cli. Jedinci s timto syndromem jsou charakterizo-
vani facialnim dysmorfismem (napt. hypertelori-
smus, Sirsi kofen nosu, nizko posazené usi, Siroky
krk), nizkou postavou, srdecni vadou rtizného
typu (nejcastéji pulmonalni stendza, hypertroficka
kardiomyopatie, defekt atridlniho septa), defekty
hrudniku a patefe, mentalni retardaci rizného
stupné atd. [9].

NS se mze projevovat jiZ intrauterinné.
Pri ultrazvukovém vysSetfeni plodu mohou byt
patrné urcité abnormality, jako jsou zvySené
$ijové projasnéni (NT) a/nebo vrozena srde¢ni
vada, vady ledvin, hygroma colli, lymfatické
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vaky, hydrops plodu, ascites, hydrothorax, po-
lyhydramnion [3].

Nejcastéjsi pricinou NS je zarode¢na varian-
ta v genu PTPNTI (pfibliZzné 50 % vSech pacientli
s NS), dale pak v genech SOSI (11 %), RAFI (5 %),
KRAS (1,5 %), ¢i A2MLI1, BRAF, LZTR1, MAP2K1, NRAS,
RASA2, RIT1, RRAS, SHOC2 [1, 5].

Od fijna 2016 byla v Cytogenetické laboratoti
Brno zavedena metoda masivniho paralelniho
sekvenovani genti asociovanych s RASopatiemi.
Plody vySetfené v Centru prenatalni diagnosti-
ky Brno a na externich pracovistich s patfi¢nymi
ultrazvukovymi nalezy suspektnimi pro NS byly
indikovany k danému vySetfeni MPS. Vzhledem
k vySetfovani prenatalnich vzorkd byl v laboratofi
nastaven harmonogram metody pro nizsi pocet
vzorkill, coz zajiStuje zkraceni casové prodlevy od
odbéru vzorku po vydani vysledku.

V dvouletém obdobi (10/2016 az 11/2018) bylo
vySetfeno 95 prenatalnich vzorkd suspektnich
pro NS. Jednalo se o vzorky DNA izolované z plo-
dovych vod, resp. choriovych klkli; primarnich,
resp. kultivovanych. Izolace DNA na naSem pra-
covisti probihala pomoci magnetického izolatoru
MagCoreNucleic Acid Extrator (RBC Bioscience),
nebo byla dodana jiz izolovana DNA. Vzdy by-
la provedena kontrola potencialni kontaminace
vzorku matefskou DNA. Vzorky byly postoupeny
k analyze RASopatii za podminky normalniho
vysledku karyotypu a array-CGH (mikrodelece/
mikroduplikace).

MPS analyzuje dvacet vybranych genti, jejichz
mutace jsou podle dosavadnich poznatkl asocio-
vany s vyvojem RASopatii. Analyza je provadeé-
na podle protokolu HaloPlex HS (Agilent, HPST).
Pripravena knihovna vzorkd je nasledné sekveno-
vana pfistrojem MiSeq (Illumina, Genetica). Data
jsou filtrovana (podle populac¢ni frekvence, kon-
sekvence) a podrobné zkoumana za pomoci néko-
lika bioinformatickych nastrojti a databazi (napf.
SureCall - Agilent, NCBI ClinVar, MutationTaster,



HumanSplicingFinder, NSEuroNet, interni data-
baze aj.). Vybrané varianty DNA jsou klasifiko-
vany do péti tfid podle predikovaného klinického
vyznamu (s nejvyssi pravdépodobnosti patogenni,
potencialné patogenni, varianta nejasného vyzna-
mu, potenciidlné benigni, benigni) [11]. Vybrané
varianty jsou potvrzovany Sangerovym sekveno-
vanim. Toto sekvenovani slouz{ také pro zjisténi,
zda se jedna o de novo plivod varianty, pfipadné
k segregacni analyze v rodiné daného probanda.

Z 95 vySetfenych plodd se suspektnimi ultra-
zvukovymi nalezy pro NS bylo pro tento syndrom
pozitivnich deset (kauzalni varianty byly detekova-
ny v genech LZTRI, PTPNTI, RAFI, RITT). To pfedsta-
vuje 10,5% diagnostickou vytéznost. Nejvic zmén
bylo nalezeno v genech PTPNT11 (40 %) a RAF1 (30 %).
Ultrazvukové nalezy, resp. patologicky anatomické
pitevni nélezy téchto deseti plodd jsou zapsany
v tabulkach 1 a 2. Detekované kauzalni varianty
DNA u jednotlivych plodt shrnuje tabulka 3.

U jednoho z deseti plodt pozitivnich pro NS
(10 %) bylo do ukonceného 15. t. g. patrné pouze
zvySené NT (viz tab. 1 - plod 7), u ostatnich ploda
byly pfitomny i jiné ultrazvukové nalezy.

Jako kazuistiku budeme dale prezentovat pripad
plodu €. 7 (tab. 1, obr. 1). V13+3 t. g. bylo zméfeno
NT s hodnotou 6,0 mm, zadny dalsi nalez nebyl
detekovan. V13+5t. g. byla provedena amniocenté-
za. V17+0 t. g. byl jiz patrny celkovy hydrops plodu
s prosaknutim podkozi a ascites. Bylo provedeno
molekularné-genetické vySetfeni QF-PCR na detekci
aneuploidii chromozom113, 18, 21, Xa Y s negativ-
nim vysledkem. Negativni zavér mél také karyotyp
ametoda array-CGH. Masivné paralelnim sekveno-
vanim panelu genti pro RASopatie byla nalezena
s vysokou pravdépodobnosti patogenni varianta pro
NS. Jednalo se o variantu NM_001256821.1: c.319A-
>G, NP_001243750.1: p.Metl07Val v genu RITI. Po
provedeni vysetfeni rodi¢t byl stanoven de novo
ptivod varianty u plodu. Autofi Milosavljevi¢ et
al. ve svém clanku [8] detekovali stejnou zaménu
u plodu s vaznymi abnormalitami (hygroma colli,
hydrops plodu, ascites, polyhydramnion).

Tab.1 Ultrazvukové nélezy u plodi pozitivnich na syndrom Noonanové
Ultrazvukové marke(l;)ly1 gz)ukonéeného 15.t. 9. Ultrazvukové markery od 15+0 t. g.
(%] (%]
> 5
> S 8 Q g > S 8 @] c
= < c O o = X S O Qo
=l 8] 2|32 >]|¢ 18|28 835 |¢8,
B R R R R - R - - I R -
Pode. B38 2| 5| 8| 8|2 | 3| S04 8|5 2|8/ 2|2 23|83
Sl 2lElzlElgls slelg|glg|g|sl82 "
N > - k) N > = 5 = T
AR AR
O Qo
< <
1 13 X X X 16 X X
2 13 X X X X 16 X X X X
3 14 X X X 19 X X X
4 15 X X X 20 X X X X X X X
5 13 X X 18 X X
6 15 X X UZ nadlez neni k dispozici
7 14 X 18 X X
8 14 X X X X 20 X X X
9 15 X X X UZ nalez neni k dispozici
10 K dispozici pouze UZ ndlez s uvedenim polyhydramnionu (neuveden t.g.)
Procenta plodt s danym UZ markerem (%) Procenta plodt s danym UZ markerem (%)
90 | 30 | 40 | 20 | 40 | 20 | 10 60 | 20 | 40 | 20 | 30 0 10 | 20 | 10 | 20
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Tab.2 Patologicky-anatomické pitevni nalezy u plodt pozitivnich na syndrom Noonanové (NA - neni k dispozici)

Ano Nuchdlni edém, hydrothorax, pes equinovarus, nizko nasedajici usni boltce
Ano NA
Ano NA

septa sini, ageneze ductus venosus

Prosaknuti podkozi, masivni hydrothorax, hypoplazie plic, hepatomegalie, makrocefalie, dolichocefalie,
Ano nizko nasedajici usi, plochy nos, vysoké celo, hypertelorismus, pes equinovarus congenitus, defekt

Ano NA
NA NA
Ano NA

hypoplazie nadledvin

Drobny obli¢ej, hypertelorismus, antimongoloidni postaveni o¢nich stérbin, nizko posazené usi, kratky
Ano a Siroky krk, mirny hydrothorax, oboustranna dilatace ledvinnych panvicek, ageneze ductus versus,

Ano .
stfeva

Tézky hydrops, nuchalini cysticky hygrom, defekt septa sini, dystopie levé ledviny, inkompletni rotace

NA NA

Tab.3 Kauzalni varianty DNA detekované u plod( pozitivnich na syndrom Noonanové (referen¢ni genom - hgl9, NA - nelze publikovat
z ddvodu nesouhlasu rodicd)

RAFI NM_002880.3: ¢.770C>T

NP_002871.1: p.Ser257Leu

c.[770C>T1;[770=] de novo

RAF1 NM_002880.3: ¢.776C>G

NP_002871.1: p.Ser259Cys

c.[776C>GL;[776=] de novo

PTPNIT | NM_002834.3: ¢.853T>C

NP_002825.3: p.Phe285Leu

¢.[853T>C];[853=] NA

PTPNIT | NM_002834.3: c.182A>G

NP_002825.3: p.Asp61Gly

c[182A>G];[182=] de novo

LZTRI NM_006767.3: c.742G>A

NP_006758.2: p.Gly248Arg

C.[742G>A],[742=] de novo

PTPNIT | NM_002834.3: c.175A>G

NP_002825.3: p.Thr59Ala

c.[175A>G];[175=] de novo

RITI NM_001256821.1: ¢.319A>G

NP_001243750.1: p.Met107Val | c.[319A>G];[319=] de novo

RAFI NM_002880.3: ¢.770C>T

NP_002871.1: p.Ser257Leu

c.[770C>T1;[770=] de novo

RITI NM_001256821.1: ¢.319A>G

NP_001243750.1: p.Metl07Val | c.[319A>G];[319=] de novo

PTPNIT | NM_002834.3: c.1510A>G

NP_002825.3: p.Met504Val

Materndlni (matka

c.[1510A>GJ;[1510=] | ~ ofiznaky NS)

Kromé potencialné patogennich/s nejvyssi
pravdépodobnosti patogennich variant DNA
jsou metodou MPS detekovany také varianty ne-
jasného vyznamu (VOUS, variants of unknown
significance). Tyto zmény DNA predstavuji, pre-
devsim v prenatalni diagnostice, komplikaci
pro genetickou konzultaci. Jedna z moznosti pro
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objasnéni jejich vlivu je vySetfeni rodi¢ti daného
probanda na pfitomnost dané varianty DNA.
Varianty VOUS byly nalezeny celkem u deseti z 95
vySetfenych plodt (10,5 %). Jeden plod mél tyto
varianty dvé. Varianty VOUS jsme rozdélili na tfi
podskupiny: VOUS - pravdépodobné benigni (pét
variant u péti plodi; 5,3 %; zdédéno po jednom



Obr.1 Zvysené Sijové projasnéni u plodu ¢. 7 (NT 6,0 mm; 13+3
t.g.)

zdravém rodici), VOUS - nejasny vyznam (pét
variant u ¢tyt ploda; 4,2 %; k dispozici nebyla
segregacni analyza, resp. fenotyp rodi¢i), VOUS -
pravdépodobné patogenni (jedna varianta u jed-
noho plodu; 1,1 %; de novo). Distribuci jednotli-
vych podskupin VOUS a i patogennich kauzalnich
variant DNA znéazorniuje graf 1. Nejvice variant
VOUS bylo detekovano v genech LZTRI (Ctyfi vari-
anty; 36,4 %) a AZMLI (tfi varianty; 27,3 %), a dale
pak v genech CBL, PTPNTI, RAFI a SOS2 (po jedné
varianté; po 9,1 %).

5

Poiet variant DNA

AZALT CEL LZTR1I  PTFNI®  RAFL AiT1 5052

Geny

Graf1 Genova specificka distribuce variant DNA u prenatalnich vzorku

ZvySené nuchalni projasnénivzahlavi plodu je
standardné pouzivano jako screeningovy marker
predevsim pro Downiiv syndrom, ale i jiné chro-
mozomalni abnormality [7, 12]. V minulosti jiZ bylo
vydano vice publikaci popisujicich asociaci toho-
to ultrazvukového markeru také se syndromem

Noonanové. Autofi Lee et al. (2009) [6] provedli
mutacni analyzu genu PTPNTI u vice nez 100 plodt
(primérny gestacni vék 14,9 t. g.) sindikacemina
NS. Prevalence kauzalnich mutaci v daném genu
u plodd s izolovanym cystickym hygromem byla
11 %, vyssi prevalence byla pozorovana za predpo-
Kladu, Ze cysticky hygrom byl asociovan s dalsim
ultrazvukovym nalezem (24 %). Autofii Ali et al.
(2017) [1] na zakladé svych zkuSenosti uvedli, Ze
u 10 % euploidnich plodt (primérné 12. t. g.) se
zvySenym NT byly pfitomny kauzalni mutace pro
syndrom Noonanové.

Vyse zminéna studie koresponduje s nasi zku-
Senosti, kdy jsme u jednoho z deseti pozitivnich
plod pro NS pozorovali do ukonceného 15. t. g.
pouze zvySené NT.

Vysledkem analyzy MPS byvaji také zmény DNA
s nejasnym klinickym vyznamem. Tyto varianty
ztéZzuji interpretaci vysledku. Pro mozné objasné-
ni jejich vlivu je nutné doplnit i vySetfeni rodi¢a
probanda a dalSich pokrevnych piibuznych (napft.
sourozenct).

Masivné paralelni sekvenovani lze aplikovat
pro molekularné-genetickou diagnostiku syndro-
mu Noonanové i dal§ich RASopatii. Sekvenovani
je indikovano pfi normalnim vysledku karyotypu
a array-CGH. Indika¢nimi kritérii jsou zvySené
§ijové projasnéni, hygroma
colli, lymfatické vaky, hyd-
rops plodu, ascites, srdec-
ni vady, polyhydramnion
a dalsi ndlezy. Prenatalni
diagnostika RASopatii (syn-
dromu Noonanové) je vy-
VOIS g W znamnym piinosem k ob-
VOUS - pravdipedabnt pategenni j@STIENT dosud standardnimi
Prtogkeril metodami nevysvétlitelnych

ultrazvukovych naleza.

VOIS - pravdé podobné banign
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