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1. UVOD

RASopatije obuhvacaju skup sindroma s razli¢itim klini¢kim slikama, a koji nastaju zbog
poremecaja u odredenim segmentima RAS/MAP kinaznog signalnoga puta. Iako su
pojedinac¢no, svaka od ovih bolesti, rijetke, u opcoj populaciji sve RASopatije zajedno
obuhvacaju veliki broj oboljelih pojavljujuéi se s ucestaloséu 1:1000 osoba. RAS MAP kinazni
put je signalni put koji ima vode¢u ulogu u razvoju i aktivaciji unutarstanicnog signaliziranja
u svrhu sinteze razli¢itih ¢imbenika rasta. Vezanjem liganda G- proteina na membranske
receptore dolazi do pokretanja kaskadnih reakcija unutar stanice. Povezivanjem adaptora Grb-
2 na male gvanozin nukleotidne receptore osigurava se vezno mjesto molekuli SOS koja je
¢imbenik izmjene GTP/GDP te mijenja neaktiviranu Ras-GDP molekulu u aktivni Ras-GTP
oblik. Ras-GTP dovodi do aktivacije enzima nizvodno te u konacnici aktivira MAP-kinaze.
Aktivirane MAP-kinaze transportiraju se u jezgru i fosforiliraju molekule kako bi se pokrenuo
proces transkripcije proteina poticué¢i na taj nacin gensku ekspresiju stanice. Ovisno o
genetickoj mutaciji, ovaj put moze biti prekinuti u razli¢itim dijelovima signaliziranja. Time
nastaju mnogostruki sindromi medu koje ubrajamo: neurofibromatozu tip I, Noonan sindrom,
Legius sindrom, kardiofaciokutani (CFC) sidrom, kapilarne malformacije- arteriovenozni
malformacijski sindrom (CM-AVM sindrom) i SYNGAP1 intelektualne teskoce. Svaki od njih
veze se uz sli¢nu, ali ipak specificnu klini¢ku sliku. Vaznost poznavanja geneticke podloge
RASopatija lezi u pristupu bolesti i djelovanju na specifi¢ne dijelove signalnoga puta kako bi
se terapijskim pristupom povecala sveukupna kvaliteta 1 produljio zivot oboljelima od

sindroma okupljenih pod nazivom RASopatija.



2. SVRHA

Cilj ovoga diplomskoga rada je prikazati geneticke uzroke, s njima povezane patogeneze i
klinicke slike sindroma uzrokovanih varijantama sekvenci u genima koji kodiraju dijelove
RAS/MAP signalnog puta. Diplomski rad temeljen je na pregledu moderne medicinske
znanstvene literature, a sve u svrhu zaokruzivanja slike pojedinacno rijetkih, ali cjelokupno
gledano, ucestalih genetickih poremecaja na jednom mjestu uz prikaz trenutno dostupnih

medicinskih metoda njihovog lijecenja.



3. RAS- MAP KINAZNI PUT

MAPK ili RAS/mitogen- aktivirani protein kinazni put jedan je od klju¢nih signalnih kaskadnih
puteva. Igra vodecu ulogu u razvoju i aktivaciji unutarstani¢nog signaliziranja kako bi se
sintetizirali razli¢iti faktori rasta!. Jedan od osniva¢a moderne imunologije, Paul Erlich, u
teoriji postrani¢nih lanaca (side chain theory) objavljenoj 1897. godine, iznio je teoriju
posredovanja unutarstani¢énih mehanizama vezanjem molekula na receptore na povrSini
stanice. Receptori na povrsini staniéne membrane imaju dvije kljucne uloge- unutarstani¢no
signaliziranje i prijanjanje stanica medusobno ili uz izvanstani¢ni matriks. Vezanjem liganda
za specifi¢ni receptor dolazi do citoplazmatske faze signaliziranja s premjeStanjem aktiviranih
transkripcijskih faktora prema jezgri gdje se u daljnjem nuklearnom tijeku potenciraju
promjene u genskom izrazaju stanice. Prijenos signala kao rezultat moZe imati razli¢ite ishode
kao Sto su diferencijacija, usmjeravanje stanice prema specifi¢noj stani¢noj lozi, proliferacija,
ali 1 zastoj stani¢nog ciklusa i apoptoza. Receptori su najéesce integralni membranski proteini
smjesteni na stani¢noj membrani, no postoje jezgrini receptori (unutarstanicni transkripcijski
¢imbenici) koji se aktiviraju ligandima topljivim u lipidima sa sposobno$¢u prolaska kroz
stani¢nu i nuklearnu membranu. Uobicajeni rani dogadaj pri prijenosu signala nakon vezanja
liganda za receptor je enzimska modifikacija receptorskih molekula. Ona se najcesce postize
dodavanjem fosfata na tirozinski, serinski ili treoninski stani¢ni lanac u citosolnom dijelu
receptora. Enzime koji dodaju fosfatnu skupinu nazivamo proteinskim kinazama koje su
najcesce u obliku tirozinskih ili lipidnih kinaza- ovisno o supstratu kojega fosforiliraju. Neki
transkripcijski ¢imbenici se modificiraju acetilacijom ili metilacijom N-terminalnih krajeva.
Temeljem mehanizama signaliziranja 1 aktivacije unutarstanicnih biokemijskih puteva
razlikujemo nereceptorske tirozin kinaze, receptorske tirozin kinaze (RTK), jezgrine/nuklearne
receptore, receptore spregnute s G-bjelancevinama (GPCR) i ostale skupine receptora kao Sto

su Notch porodica i Wnt. Osim receptora, u signalnom putu se pojavljuju i modularne signalne



bjelancevine i adaptori koji imaju specifi¢ne funkcije vezanja ili katalize reakcija. Primjer
signalnih puteva s kaskadnim reakcijama je i Ras/MAPK signalni put. On zapocinje
aktivacijom receptora od strane malih proteina koji vezu nukleotid gvanin, takozvanim G-
bjelancevinama. Pokretanjem unutarstani¢nih mehanizama dolazi do vezanja adaptora Grb-2
koji osigurava vezno mjesto molekuli SOS koja pak je ¢imbenik izmjene GTP/GDP te mijenja
neaktiviranu Ras-GDP molekulu u aktivni Ras-GTP oblik. Ras-GTP dovodi do aktivacije
enzima nizvodno te u konacnici aktivira MAP-kinaze. Aktivirane MAP-kinaze transportiraju
se u jezgru i fosforiliraju daljnje molekule sa svrhom transkripcije proteina poti¢uci na taj nacin
gensku ekspresiju stanice?.

RAS geni predstavljaju multigensku porodicu koja obuhvaca HRAS, NRAS i KRAS gene.
Produkti RAS gena su proteini gradeni od malih molekula povezanih putem gvanozinskih
nukleotidnih veza GTP-a koji predstavlja klju¢nu molekulu u unutarstanicnom signaliziranju.
RAS proteini kruze izmedu aktivnog oblika povezanog s GTP-om i inaktivne forme s GDP-
om. Aktivacija putem RTK tirozin kinaznih receptora zapo€inje vezivanjem faktora rasta za
receptor Sto uzrokuje autofosforilaciju i interakciju izmedu proteina receptora za koji se
molekula veze i GRB2 odnosno unutarstanicnog proteina receptora koji je povezan sa SOS
molekulama koje se otpustaju do stani¢ne plazmatske membrane. U SOS proteine ubrajamo
gvanozinske nukleotidne faktore promjena (engl. guanosine nucleotide exchange factors
(GEFs)) koji poticu fosforilaciju GDP-a vezanog uz RAS nukleotide koji postaje GTP i
pretvara RAS nukleotidne molekule u njihovu aktivnu formu. Aktivirani oblik RAS molekule
nadalje aktivira Raf molekule (ARAF, BRAF ili CRAF). One fosforiliraju i samim time
aktiviraju MEK1 i(li) MEK2 molekule koje pak kaskadnim reakcijama zatim aktiviraju ERK1
1 ERK2. ERK1 i ERK2 su efektorske molekule koje imaju nebrojeni niz uloga u nuklearnom i
citosolnom mediju. Neke od tih uloga su transkripcijske, genska ekspresija, stvaranje

membranskih proteina, aktivacija protein kinaza koje kontroliraju vitalne stani¢ne reakcije



ukljucujuéi stanicnu diferencijaciju 1 sami rast stanice. RAS-MAPK put ekstenzivno je
proucavan u aspektu onkogeneze jer somatske disregulacije ovoga puta predstavljaju jedan od
primarnih razloga maligniteta. Varijanta sekvence za RAS uzrokuje malignitet u 20%
slucajeva. S obzirom na tu ¢injenicu, RASopatije se razmatraju u kontekstu tumorskih
sindroma s velikom povezano$¢u mutacija u signalnom putu i nastanka tumora kod pacijenata

s disregulacijom signaliziranja u RAS-MAPK putu'.

. . — VQQ* GEF¢ Ras

—>
Adaptor GDP Raf

s r " PP i’
~
: AT;YADP

Tirozin - kinazni 5
receptori MEK

‘ 14-3-3 ATI;Y ADP

Fosfataza 2
MAP

ATF{Y ADP

P
Nizvodni
supstrati signalnoga
puta

Slika 1. Signalizacija RAS/MAPK putem. Vezanjem liganda za tirozin kinazni receptor dolazi
do dimerizacije i vezanja adaptorskih proteina koji omogucuju daljnju nizvodnu signalizaciju
kaskadnim putem uz utroSak energije dobivene iz GTP-a’.

4. RASOPATIJE

RASopatije su skupina rijetkih genetickih stanja uzrokovanih mutacijama Ras-MAPK
signalnoga puta. Varijacije u ovom signalnom putu dovode do utjecaja na razvitak ploda i
daljnji razvoj te mogu uzrokovati neki od skupine razli¢itih sindroma povezanih pod nazivom

RASopatija. U sindrome ubrajamo CFC-Cardio-Facio-Cutaneous ili hrvatskim nazivom



kardiofaciokutani sindrom, CS- Costello sindrom, LS- Legius sindrom, NFI1-
neurofibromatoza tip 1, NS- Noonan sindrom i NLS- Noonan-like sindromi (NSML- NS with
Multiple Lentigines ili LEOPARD sindrom; NSLH- NS with Loose Anagen Hair*. Mozaicke
RASopatije mogu se prezentirati kao lokalizirane kozne lezije poput epidermalnih nevusa i
nevusa sebaceusa ili opseZnija stanja poput encefalokraniokutane lipomatoze®. Ovi sindromi
imaju mnoga zajedniCka klini¢ka obiljezja kao Sto su kraniofacijalna dismorfija, neuroloske
tegobe, zaostajanje u razvoju, poremecaji gastrointestinalnog sustava i razlicita kardioloska
patoloska stanja. Iako su, gledano prema pojedina¢noj ucestalosti svakog pojedinog sindroma,
ovo rijetke bolesti, kao grupa RASopatije spadaju u najes¢e malformacijske sindrome na
svijetu s uCestalosti 1 na 1000 individua*. Svaki od pojedinih sindroma u sklopu RASopatija
karakterizira specifican fenotip koji nastaje temeljem mutacija i disregulacije u, svim
sindromima zajednickom, mehanizmu Ras/MAPK signalnog puta. Sindromi se preklapaju u
mnogim klinickim stanjima i prethodno navedenim patologijama, a najces¢e zahvaceni sustavi,
uz navedene, jesu: koza kao najveci organ ljudskoga tijela, muskuloskeletni sustav i s njime
povezana hipotonija, okularne abnormalnosti i povecani rizik za maligne alteracije!.

Tablica 1. Povezanost sindroma s mutacijom odredenog gena, proteinom koji taj gen kodira

te funkcijom proteina®
SINDROM GEN LOKALIZACIJA | PROTEIN | FUNKCIJA
PROTEINA
NEUROFIBROMATOZA NF1 17q11.2 Neuro- RasGAP
TIP | fibromin
NOONAN SINDROM PTPNI11 12924.1 SHP2 fosfataza
SOS1 2p22.1 SOS1 RasGEF
RAF1 3p25.1 CRAF kinaza
KRAS 12p12.1 KRAS GTPaza
NRAS 1p13.2 NRAS GTPaza
SHOC2 10g25.2 SHOC2 vezni
CBL 11923.3 CBL protein
E3 ubikvitin
ligaza
NSML PTPNI11 12924.1 SHP2 fosfataza
RAF1 3p25.1 RAF1/ kinaza
CRAF
CM-AVM RASALI 5q14.3 p120- RasGAP
RasGAP




COSTELLO SINDROM HRAS 11p15.5 HRAS GTPaza
CFC BRAF 7q34 BRAF kinaza
MAP2K1 15922.31 MEK1 kinaza
MAP2K2 19p13.3 MEK?2 kinaza
KRAS 12p12.1 KRAS GTPaza
LEGIUS SINDROM SPRED1 15q14 SPRED1 | SPROUTY-
povezana,
EVHI1
domena
koja sadrzi
protein-1

Tablica 2. Fenotipske manifestacije odredenog sindroma®

SINDROM FENOTIP

NEUROFIBROMATOZA TIP I | Café-au-lait mrlje boje bijele kave na kozi;
intertriginozna pjegavost; (pleksiformni)
neurofibromi, Lischevi ¢vorovi na irisu, koStana
displazija, gliom opti¢koga zivca, normalna
neurokognitivna funkcija ili blagi deficit, sklonost
malignitetima

NOONAN SINDROM Kraniofacijalne dismorfije (Siroko celo,
hipertelorizam, palpebralne fisure spustene prema
dolje, ptoza, visok svod nepca, nisko postavljene,
posteriorno rotirane uske), urodene sréane mane,
nizak rast, kriptorhizam, oftalmoloske
abnormalnosti, poremecaji koagulacije, normalna
neurokognitivna funkcija ili blagi deficit, sklonost
malignitetima

NSML Isto kao Noonan sindrom, ali s mogu¢im razvojem
viSestrukih koznih madeZza, nejasna predispozicija
za malignitet

CM-AVM Multifokalne kapilarne malformacije- mogu biti
povezane s arteriovenskim malformacijama i
fistulama, nejasna predispozicija za malignitet

COSTELLO SINDROM Kraniofacijalne znacajke slicne onima kod Noonan
sindroma, ali uz grublje crte lica, urodene sré¢ane
mane, poteSkoce u rastu i razvoju, nizak rast,
oftalmoloSke abnormalnosti, viSestruke kozne
manifestacije ukljucujuci papilome, normalna
neurokognitivna funkcija ili blago oStecenje,
hipotonija, sklonost malignitetu

CFC Kraniofacijalne znacajke slicne onima kod Noonan
sindroma, urodene sréane mane, poteskoce u rastu i
razvoju, nizak rast, oftalmoloske abnormalnosti,
viSestruke kozne manifestacije- progresivno
stvaranje nevusa, normalna neurokognitivna




funkcija ili blago ostecenje, hipotonija, nejasna
predispozicija za malignitet

LEGIUS SINDROM Café-au-lait mrlje boje bijjele kave, intertriginozna
pjegavost, makrocefalij, normalna neurokognitivna
funkcija ili blago ostec¢enje, nema vidljive
predispozicije za malignitet

5. NEUROFIBROMATOZA 1

Neurofibromatoza je bolest koja podrazumijeva dva entiteta- tip I (von Recklinghausenova
bolest) i1 tip II na koji otpada manji postotak od svega 10% sluCajeva. To je autosomno
dominantna bolest kod koje dolazi do formiranja tumora uzduz toka Zivaca. Tip I uzrokuje
neuroloske, kozne i ortopedske disfunkcije, dok se tip II manifestira obostranim neuromima
vestibularnog Zivca. Takvi tumori ponekad uzrokuju znacajne deformacije mekog tkiva ili kosti
pod koje nadlijezu. Dijagnoza se postavlja temeljem klinicke slike. Specifi¢no lijecenje za sada
nije poznato, no kirur§kim metodama moguce je ukloniti tumore. Stvoreni tumori gradeni od
Schwannovih stanica i fibroblasta nazivaju se neurofibromima, a razvijaju se na bilo kojem
mjestu uzduz tijeka perifernih Zivaca ukoliko je rije¢ o perifernim neurofibromima koji se
veéinom pojavljuju u razdoblju adolescencije. Postoje 4 oblika neurofibroma. Kozni
neurofibromi su konzistencijom meki i mesnati za razliku od potkoznih ¢ija je karakteristika
¢vrsto¢a 1 Cvorasti oblik. Nodularni pleksiformni neurofibromi mogu zahvatiti korjenove
spinalnih Zivaca, rastu kroz intervertebralnu pukotinu te stvaraju intraspinalne i ekstraspinalne
mase s mogu¢om kompresijom na kraljeznicnu mozdinu. Difuzni pleksiformni neurofibromi
mogu dovesti do nakaznosti i ispada distalno od formiranog neuroma, a za razliku od ostalih
benignih varijanti, oni mogu podle¢i malignoj alteraciji. Takoder razlikujemo 2 oblika
centralnih neurofibroma (moZzdanih Zivaca): opticki gliomi s moguéno$éu uzrokovanja
progresivnog slijepila te akusti¢ki neuromi, zvani jos i vestibularni §vanomi, koji mogu izazvati
omaglicu, ataksiju, gluho¢u 1 tinitus. Pojava opti¢kih glioma karakteristicna je za

neurofibromatozu tipa I, a akusti¢ki neuromi ¢esc¢e se pojavljuju u neurofibromatozi tipa I’



5.1. GENETICKA PODLOGA

Neurofibromatoza tip I nastaje zbog patogene varijante sekvence u NF1 genu koji kodira

strukturni protein za neurofibrin. U¢estalost neurofibromatoze tip I iznosi 1:2000 do 1:5000%.

5.2. KLINICKE MANIFESTACIJE
Klju¢na karakteristika neurofibromatoze tip I su multiple mrlje boje bijele kave (café au lait)
vidljive inspekcijom na kozi oboljele osobe. Najintenzivnije se naziru u aksilarnim i
ingvinalnim brazdama. Uz hiperpigmentaciju, kozne manifestacije vidljive su i kao multipli
kozni neurofibromi, a u podrucju Sarenice uocljivi su takozvani Lischovi noduli. Otprilike
polovica osoba s dijagnozom neurofibromatoze tip I ima pleksiformne neurofibrome, ali oni
su Cesto sakriveni u unutras$njosti organizma pa nisu uocljivi bazi¢nim klinickim pregledom.
50% oboljelih takoder se manifestira sa smanjenom kognitivnom sposobnosc¢u i teSko¢ama u
ucenju. Manje ucestala, ali potencijalno teza i ozbiljnija manifestacija tice se glioma optickoga
zivea 1 srediSnjeg ziv€anog sustava koji mogu dovesti do sljepoce, kao i malignih tumora

perifernog Zivéevlja, skolioze, tibijalne displazije i vaskulopatija®.

5.3. KLINICKA SLIKA
Vecina oboljelih je bez simptoma, a bolest se otkriva prilikom rutinskog pregleda, zbog
kozmetskih nedostataka ili prilikom obrade na koju je potaknula pozitivna obiteljska
anamneza. Kako bi zadovoljili kriterije za postavljanje dijagnoze neurofibromatoze tipa I,
pacijenti se moraju prezentirati sa simptomima koji ukljucuju dva ili viSe mjerila od navedenih:
> 6 mrlja boje bijele kave koje su na najSirem mjestu promjera > 5 mm, a u bolesnika nakon
puberteta > 15 mm; > 2 neurofibroma bilo kojeg tipa ili 1 pleksiformni neurofibrom; stvaranje
mrlja u pazuhu ili preponama; opticki gliom; > 2 Lischova ¢vori¢a (hamartomi Sarenica); jasna

promjena na kostima (npr. sfenoidalna displazija ili stanjenje korteksa duge kosti), sa ili bez



pseudoartroze i roditelj, braca ili dijete s dijagnosticiranom neurofibromatozom tipa I u

pregledu obiteljske anamneze’.

5.4. LIJECENJE
Lijecenje se pretezito usmjerava prema uklanjaju simptoma koje uzrokuju neurofibromi.
Ponekad je indicirano kirurSko lijecenje ili radioterapija, uz naglasak na mogucée osStec¢enje
funkcije zivea prilikom takvoga zahvata’. Od terapijskih moguénosti, FDA- Americka agencija
za hranu 1 lijekove, odobrila je inhibitor MEK-a selumetinib za lijecenje nekih pacijenata s
NF18. Preporucuje se takoder geneticko savjetovanje s obzirom da ako bilo koji od roditelja
ima neurofibromatozu vezano uz autosomno dominantni na¢in prenosenja, postoji mogucénost
za pojavu neurofibromatoze u potomstva.. Ukoliko nijedan roditelj ne prenosi gen za
neurofibromatozu, nije razjaSnjena ucestalost pojave bolesti u potomaka s obzirom da su de

novo mutacije relativno Ceste’.

5.5. LEGIUS SINDROM (NFLS- NF1 LIKE SYNDROME)
Legius sindrom je autosomno dominantni sindrom koji je, nalik neurofibromatozi tip I,
karakteriziran koznim mrljama boje bijele kave. Prvi puta je opisan 2007. godine, a zbog
ucestalih zamjena ovog sindroma s neurofibromatozom, temeljenih na sli¢noj klini¢noj slici,

nazvan je i NFLS neurofibromatosis type 1-like sindrom”.

5.5.1. GENETICKA PODLOGA
Legius sindrom uzrokovan je patogenom varijantom sekvence u SPRED1 genu. Sindrom se
nasljeduje autosomno dominantno S§to predstavlja rizik za potomstvo roditelj ima potvrdenu
dijagnozu ovoga sindroma. Zbog navedenog, preporucuje se geneticko savjetovanje

pacijentima s dijagnozom Legius sindroma*.

5.5.2. KLINICKE MANIFESTACIJE
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Legius sindrom karakteriziraju multiple mrlje boje bijele kave vidljive inspekcijom na kozi
oboljele osobe kao hiperpigmentacijska Zarista. Za razliku od neurofibromatoze, kod Legius
sindroma se ne pojavljuju neurofibromi ili druge tumorske maligne alteracije. Dodatne
klinicke manifestacije koje su vidljive ukljucuju intertriginozne pjege, lipome, makrocefaliju i
poteskoce u u€enju, ADHD ili zastoj u razvoju. Trenutno, temeljem klinickih manifestacija i
molekularno potvrdene dijagnoze, od Legiusovog sindroma boluje manje od 200 osoba. S
obzirom na usavrSavanje dijagnostickih metoda i novih spoznaja o ovom zasebnom entitetu
RASopatija, vjerojatno ¢e u buduc¢nosti biti identificirani ve¢i broj osoba koje boluju od ovog

poremecaja’.

6. NOONAN SINDROMI

Noonan sindromi su skupina sindroma s relativno ¢estom pojavnosti®. U opcoj populaciji

pojavljuju se s prevalencijom 1:1000 do 1:2500 Zivorodene djece®.

6.1. GENETICKA PODLOGA

Najcesci oblici Noonan sindroma nasljeduju se autosomno dominantno, medutim opisani su
rijetki oblici s autosomno recesivnim nasljedivanjem. 50% sluc¢ajeva NS-a uzrokovano je
varijantom sekvence koja dovodi do povecanja funkcije u PTPNI11, 10% patogenom
varijantom sekvence u SOSI1, 10% u RITI i 5% u RAFI, a dodatnih 5% slucajeva su
uzrokovane varijantama sekvenci u KRAS genima. Preostalih 20% slucajeva uzrokovano je
rjedim varijantama sekvenci NRAS, RRAS, LZTR1 i drugih®. Sveukupno govore¢i, rije€ je o
sindromu uzrokovanom varijantama sekvenci u vise mogucih gena: CBL, BRAF, KRAS,
LZTR1, MAP2K1 (MEK1), NRAS, PTPN11, RAF1, RIT1, SOS1, SOS2* NS je poremecaj
uzrokovan promjenama u jednom od sve veceg popisa gena puta RAS/MAPK. Ozbiljnost

simptoma i potencijalne opcije lijecenja razlikuju se ovisno o genotipu, Sto sugerira da je
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genetiCko testiranje informativno za prognozu i za personalizirane strategije lijecenja

pacijenata s poremecajem iz spektra NS%.

6.1.1. PTPNI11
Protein tirozin fosfatazni ne-receptor 11 poznat je i pod nazivom SHP2. To je tirozin fosfataza
¢ija je aktivnost nuzna za potpunu aktivnost RAS/MAPK signalnoga puta. Aktivni protein
PTPNI11 defosforilira razliCite supstrate. Prilikom mutacije, naj¢esée dolazi do promjena
izmedu N-terminalne SH2 domene na mjestima D62, Y63 ili Q79, i u PTP domeni na mjestu
N308 koja ublazavaju autoinhibitorne intramolekularne interakcije. Osobe koje imaju mutirani
PTPNI11 protein imaju povecanu fosfataznu aktivnost. Povezanost mutantnih transgena
PTPNI11 u stanice sisavaca in vitro povecala je signalizaciju putem RAS/MAPK puta.
Pluripotentne mati¢ne stanice (iPSC) izolirane iz pacijenata oboljelih od Noonan sindroma s
patogenim varijantama sekvenci u PTPN11N308D i PTPN11D61IN pokazale su poremecen
rani neuroektodermalni razvoj zbog pojacane gliogeneze i skrac¢enih neurita. Temeljem
testiranja moguce je utvrditi genotipove NS-a koji su reverzibilni te one najpogodnije za ciljanu
terapiju i koji se lijekovi najbolje podnose §to je od iznimnog klini¢kog znacaja za pacijente®.
6.1.2. SOS1
Son of sevenless homolog 1 (SOS1) spada u porodicu RAS GEF koja aktivira RAS proteine
kataliziraju¢i promjenu veze GDP-a u GTP. U bazalnom stanju RHO GEF i PH domena SOSI
vezu se na alostericno mjesto, sprjecavaju¢i njegovu punu aktivaciju. Daljnja razina
autoinhibicije postize se N-terminalnom domenom nalik histonu u interakciji izmedu PH i
REM domena popunjavaju¢i RHO GEF/PH vezno mjesto. Patogene varijante sekvenci u SOS1
povezane s NS grupiraju se u one kod kojih je do varijacija doslo u regiji RHO GEF domene
koja je u interakciji s alosterickim mjestom ili u regiji alosteriCkog mjesta koje je u interakciji

s domenom slicnom histonu. Posljedica obiju varijanti sekvenca je slabljenje autoinhibitorne
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interakcije ¢ime se povecava aktivnost SOS1 GEF na RAS i samim time kaskadni niz reakcija
putem MAPK. Klini¢ko sekvenciranje cijelokupnog egzoma (WES) pacijenata oboljelih od NS
takoder je identificiralo patogene sekvence u SOS2. SOS2 dijeli 65% identi¢nosti sekvence sa
SOSI. Ove SOS2 varijante grupiraju se u regiji RHO GEF domene koja je u interakciji s
alosteri¢kim mjestom i dovodi do povecane signalizacije putem MAPK puta®.
6.1.3. RAFI1
RAF1 (poznat i pod nazivom CRAF) spada u porodicu RAF proteina koji djeluju kao
serin/treonin kinaze i efektorne molekule RAS sustava. U bazalnom stanju, N-terminalna
autoinhibicijska regija RAF1 sastavljena je od domene koja veze RAS i domene bogate
cisteinom. Na taj nacin ona zatvara domenu kinaze i kao takva, autoinhibicijska konformacija
stabilizirana je vezanjem dimera te interakcijom posredovanom fosforilacijom RAFI.
Aktivirani RAS regrutira RAF na plazmatsku membranu, prekida autoinhibitorno vezanje
izmedu N-terminalne regulatorne domene i C-terminalne domene kinaze i1 inducira
dimerizaciju RAF-a, §to sve aktivira njegovu kinaznu aktivnost. Aktivni RAF fosforilira i
aktivira MEK1 (takoder poznat kao MAP2K1) i MEK?2 (takoder poznat kao MAP2K?2), koji
zauzvrat fosforilira i aktivira ERK1 i ERK2. Varijante sekvence RAF1 povezane s
malignitetom i NS-om povezane su s domenom koja je defosforilirana na inhibitornom
fosfatnom mjestu §to dovodi do opetovane aktivacije®.
6.1.4. RAS superporodica

HRAS, KRAS and NRAS su vode¢i ¢lanovi velike skupine RAS gena koji okupljaju najmanje
35 humanih proteina, u koje uz navedene ubrajamo i MRAS, RRAS i RIT1. Funkcija RAS
proteina je mnogostruka. Oni djeluju kao dvostruki prekidac¢i s ulogom ukljucivanja i
isklju¢ivanja funkcije, a regulirani su gvanin nukleotidima. U normalnim stanicama pri
bazalnim uvjetima, RAS je pretezno citosolni protein, vezan za GDP i samim time neaktivan.

Cimbenici rasta aktiviraju RAS GEF-ove za izmjene nukleotida i stvaranje aktivnog RAS-
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GTP-a na plazmatskoj membrani. Za aktivaciju RAS proteina potrebno je lokalizirati protein
na povrsini stani¢éne membrane. U trenutku kada se nade u aktivnoj GTP-vezanoj konformaciji,
membranski vezan RAS moze se vezati na razliCite efektore, ukljuc¢uju¢i RAF i PI3 kinaze, za
prijenos nizvodnih signala. RAS proteini su prvi put identificirani u transformirajué¢im
retrovirusima i mutirani su u 30% slucajeva maligniteta kod ljudi. Kod sporadi¢nog
maligniteta, RAS proteini su obi¢no mutirani na jednoj od tri glavne Zari$ne tocke, G12, G13
ili Q618.
6.1.4.1. KRAS

KRAS je najceS¢e promijenjeni protein u Noonan sindromu. Patogene varijante sekvenci
rezultiraju nakupljanjem KRAS-a vezanog za GTP putem poboljSane izmjene nukleotida ili
oslabljene hidrolize GTP-a. Razvijeno je nekoliko mis§jih modela NS-a povezanog s KRAS-
om, a miSevi su pokazali razne fenotipove slicne NS-u, ukljucujuéi sré¢anu hipertrofiju 1
indolentne mijeloproliferativne neoplazme, s fenotipovima izmijenjenim genetickom
pozadinom modela. Vazno je da je prenatalni tretman miseva KrasV 141 inhibitorom MEK PD-
0325901 (mirdametinib) sprijecio perinatalni letalitet i sr€ane mane, ali postnatalni tretman nije

se pokazao korisnim, §to ukazuje da je na MAPK put vazno djelovati u pravo vrijeme razvoja®.

6.1.4.2.NRAS

Za Noonan sindrom tipicnije su promjene u KRAS proteinu, dok se promjene HRAS nalaze u
sklopu Costello sindroma $to je potaknulo istrazivace na daljnje sekvenciranje genoma i
otkrivanje trece, takozvane klasicne, izoforme RAS-a- NRAS. Patogena varijanta sekvence
NRAS dokazana je u pacijenata s klini¢ki dijagnosticiranim Noonan sindromom bez prethodno
poznatih mutacija. Identificirane su dvije rekurentne NRAS promjene, a obje utjecu na
sposobnost NRAS-a za interakciju s efektorima, GEF-ovima ili GAP-ovima. NRAS varijante

sekvenci povezane s Noonan sindromom prou¢avane su u in vitro i in vivo studijama. Studije

14



prekomjerne ekspresije u stanicama sisavaca pokazale su da svaka od ovih promjena povecava
signalizaciju kroz MAPK put®.
6.1.4.3.RRAS

Ciljanim sekvenciranjem genoma bolesnika s NS-om bez prethodno poznatih mutacija
identificirane su dvije varijante sekvence u RRAS, V55M i G39dup. Biokemijske studije in
vitro pokazale su da su i RRASV55M i RRASG39dup pokazali pove¢anu izmjenu nukleotida
stimuliranu GEF-om u usporedbi s proteinom divljeg tipa, a RRASQ87L i RRASG39dup
pokazali su smanjenu unutarnju i GAP-stimuliranu GTP hidrolizu. Prekomjerno eksprimirani

RRASV55M i RRASG39dup u stanicama sisavaca su povecali RAS/MAPK signalizaciju®.

6.1.4.4.RIT1
U bolesnika s NS-om koji nisu imali dosada poznate genske mutacije povezane s NS-om, WES
je otkrio rekurentne varijante sekvenci u genu za malu GTPazu Ras-slicnoj bez CAAX 1. RIT1
se sveprisutno izrazava i igra ulogu u prezivljavanju, proliferaciji i diferencijaciji neurona. Od
klini¢ke je vaznosti da je dvoje dojencadi s NS-om povezanim s RIT1 i zatajenjem srca lijeceno
inhibitorom MEK trametinibom te je dokazano klinicki znacajno pobolj$anje Sto sugerira da bi
lijekovi kojima su ciljna meta djelovanja komponente RAS/MAPK puta signalizacije mogli
biti opcije lijeenja za te pacijente®.

6.1.5. ERK2
ERK2 i njegov homolog ERK1 su fosforilirane molekule koje se u kaskadnoj reakciji nalaze
nizvodno od MEK1/2 u RAS/MAPK putu. Nedavno su varijante ERK2 identificirane u
bolesnika s klinickim obiljezjima NS-a, a ekspresija ovih varijanti u kulturama stanica sisavaca
povecala je translokaciju ERK2 u jezgru i povecala fosforilaciju ERK ciljnih molekula.
Klini¢kim studijama dokazano je da bi inhibicija MEK-a mogla biti terapijska opcija za

pacijente s NS-om povezanim s ERK28,
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6.1.6. LZTR1
LZTR1 je transkripcijski regulator 1 nalik leucinskom zatvaracu koji je identificiran u
bolesnika s NS-om bez patogenih varijanti sekvenci u poznatim genima povezanim s NS-om.
On je adaptor za E3 ubikvitin ligazu CUL3, pojavljuje se u Svanomatozi i identificiran je kao
supresor tumora u multiformnom glioblastomu te se povezuje i s autosomno-dominantnim i
autosomno-recesivnim oblicima NS-a. Prekomjerna ekspresija LZTR1 ili geneticko smanjenje
endogenog LZTR1 u stanicama sisavaca pretjerano je aktiviralo MAPK. LZTRI se veze na
GTPaze obitelji RAS, ukljucuju¢i HRAS, KRAS, NRAS, MRAS i RIT1, olakSavajuci njihovu
ubikvitinaciju putem CUL3 i kasniju proteasomalnu degradaciju. Smanjena ekspresija LZTR1
povecava stabilnost RAS-a, a time i trajnu MAPK signalizaciju®.

6.1.7. SHOC2
Promjene u SHOC2 povezane su s razvojem poremecaja NS spektra- NS-LAH (Noonan
sindrom s opadanjem anagene kose). NS-LAH je naj¢eS¢e uzrokovan patogenom varijantom
S2G germinalne linije u SHOC2. SHOC2 tvori kompleks s MRAS i PPP1CB fosfatazom koja
defosforilira RAF kinaze kako bi se olakSala potpuna aktivacija puta RAS/MAPK. Patogena
varijanta sekvence u S2G povezana s NS-LAH uzrokuje miristilaciju SHOC2 1 njegovu
pogresnu lokalizaciju pri smjestaju na plazmatsku membranu. Bolesnici s NS-LAH imaju kosu
koja je sklona ispadanju, facijalnu dismorfiju slicnu fenotipu osoba s NS, primjecuje se zastoj
u rastu, blago kognitivno oStecenje i sr€ane mane ukljucujuéi defekte mitralnog zaliska i
septuma®.

6.1.8. CBL
Promjene u E3 ubikvitin ligazi CBL povezane su s razvojem poremecaja NS spektra. Pacijenti
s varijantama CBL patogene germinativne linije imaju suptilne klini¢ke znacajke, poput
kraniofacijalnih abnormalnosti, koznih hiperpigmentacijskih mrlja boje bijele kave (café-au-

lait), kriptorhizma i kaSnjenja u rastu i razvoju. CBL varijante djeluju oslabljuju¢i njegovu
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funkciju ubikvitin ligaze i posljedi¢no oste¢uju sposobnost CBL-a da inducira degradaciju
receptora stani¢ne povrsine nakon stimulacije liganda, $to u konacnici rezultira produljenom

aktivno§¢éu RAS/MAPK signalizacije®.

6.2. KLINICKE MANIFESTACIJE
Iako je porodajna duljina u pacijenata s NS-om u pravilu normalna, kona¢na visina u odrasle
osobe je ispodprosjecna zbog zastoja u razvoju. U 50-80% slucajeva pojavljuje se kongenitalna
sr¢ana anomalija, a najces¢i defekt s pojavnoséu u 20-50% slucajeva je stenoza pulmonarne
valvule, Cesto udruzena s displazijom. U 20-30% individua dolazi do hipertrofi¢ne
kardiomiopatije koja se moZe manifestirati ve¢ postporodajno ili kasnije tokom razvoja i
djetinjstva. Takoder se pojavljuju strukturalni defekti atrijskog i ventrikularnog septuma, moze
se pojaviti stenoza pulmonarne arterije i tetralogija Fallot. Cetvrtina oboljelih ima blaze

intelektualne zaostake i govorne abnormalnosti®.

6.3. KLINICKA SLIKA
Noonan sindrom karakteriziraju specifi¢ne crte lica (facijalna dismorfija), nizi rast od prosjeka
zdrave populacije, kongenitalni sr€ani defekti 1 zastoj u rastu i razoju. Osim toga konstitucijski
je vidljiv Sirok vrat, neobiCan oblik prsa s naglasenim izbocenjem gornjeg dijela prsne kosti
(pectus carinatum) i inferiornim udubljenjem (pectus excavatum). Prisutni su takoder razli¢iti
stupnjevi nedostaka faktora koagulacije, limfna displazija i okularne abnormalnosti*. Endokrini
poremecaji ukljucuju nizak BMI (Body Mass Indeks), zakasnjeli pubertet, kriptorhizam ili
disfunkciju Sertolijevih stanica. Pacijenti s dijagnozom NS imaju povecani rizik za razvoj
maligniteta kao $to su neuroblastom, JMML (Juvenilna mijelomonocitna leukemija), gliomi
niskog gradusa i rabdomiosarkom. Klinicka manifestacija u konacnosti ovisi o genotipu i vrsti

mutacije komponente RAS/MAPK signalnoga puta®.
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6.4. LEOPARD SINDROM (Noonan syndrome with multiple lentigines

(NSML))
6.4.1. GENETICKA PODLOGA

NSML ili Leopard sindrom nastaje kao posljedica patogene varijante sekvence u nekom od
gena RAS/MAPK signalnog puta, a najéesce su zahvacene: PTPN11, RAF1, BRAF, MAP2K1
(MEK1)*.
6.4.2. KLINICKE MANIFESTACIJE

NSML je sindrom koji se manifestira u vidu hipertrofi¢ne kardiomiopatije, niskog rasta,
deformacije grudnog koSa i dismorfnih crta lica, ukljucujuéi Siroko razmaknute oci i ptozu.
Visestruke kozne promjene prisutne su u obliku rasprSenih plosnatih, crno-smedih makula,
pretezito smjeStenih na licu, vratu i gornjem dijelu trupa. Opcenito se ne pojavljuju do dobi od
cetiri do pet godina, ali se zatim povecavaju dosezuéi tisuée do puberteta. Otprilike 85%
oboljelih ima odredene sréane mane ukljucujuéi hipertrofi¢nu kardiomiopatiju (HCM) koja se
obi¢no pojavljuje tijekom dojenacke dobi i ponekad je progresivna. Osim hipertrofi¢ne
kardiomiopatije pojavljuje se i stenoza pluénih zalistaka. Postnatalni zastoj u rastu koji rezultira
niskim rastom javlja se u manje od 50% osoba, iako vec¢ina zahvacenih pojedinaca ima visinu
nizu od 25. percentila za dob. Senzorineuralni poremecaji sluha, prisutni u otprilike 20%, a

intelektualna nesposobnost, tipi¢no blaga, opazena je u otprilike 30% osoba s NSML-om*,

6.5. NSLH/ NSLAH (Noonan syndrome-like disorder with loose anagen
hair)
6.5.1. GENETICKA PODLOGA

NSLH/NSLAH je Noonan like sindrom s gubitkom dlaka u anagenoj fazi, a nastaje kao
posljedica prisustva patogene varijante sekvence SHOC2 ukoliko se radi o NSLH1, odnosno
PPP1CB u slu¢aju NSLH2*.

6.5.2. KLINICKE MANIFESTACIJE
NSLH je karakteriziran kraniofacijalnom dismorfijom koja nalikuje klasi¢nom NS, a ukljucuje

hipertelorizam, ptozu, bademaste oc¢i s padajuc¢im palpebralnim fisurama, nisko polozene uske
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koje su k tome i zaSiljene na vrsku ili se preklapaju na unutraSnjem dijelu. Pacijenti su tipi¢no
niskog rasta uz deficijenciju GH-hormona rasta i intelektualno zaostajanje uz relativnu
makrocefaliju i Chiari I malformacije uz malu straznju lubanjsku jamu. NSLH se manifestira i
uz nazalni govor, ektodermalne abnormalnosti, sréane anomalije u obliku displazije mitralne
valvule i septalnih defekata. Najtipi¢nija promjena, prema kojoj je sindrom i dobio naziv je
karakteristiéno opadanje kose koja je tanka, slaba i spororastuca. Cesto je rijetka, kovréava,
vunasta ili lomljiva, a trepavice 1 obrve mogu biti odsutne ili rijetke. Nokti mogu biti distroficni

ili brzo rastu®.

6.6. CBL SINDROM, NSLL (Noonan syndrome-like disorder with or
without juvenile myelomonocytic leukemia)
6.6.1. GENETICKA PODLOGA

NSLL ili Noonan like sindrom s ili bez juvenilne monocitne leukemije naziva se i CBL

sindromom upravo zbog geneti¢ke podloge bolesti koja leZi u varijanti sekvence CBL-a*.
6.6.2. KLINICKE MANIFESTACIJE

NSLL spada u razvojne poremecaje, a karakterizira ga Sirok spektar kardiovaskularnih bolesti,

zastoj u rastu, kognitivno zaostajanje koje varira u svojoj tezini, ektodermalne i muskularne

abnormalnosti te specificna fenotipska obiljezja u vidu facijalne dismorfije. Pacijenti koji su

heterozigoti za CBL gensku mutaciju imaju povecani rizik od odredenih maligniteta, osobito

Juvenilne mijelomonocitne leukemije- IMML?,

7. KARDIOFACIOKUTANI SINDROM (CFC SINDROM)

7.1. GENETICKA PODLOGA

CFC sindrom je kardiofaciokutani sindrom koji, ve¢ u svojem nazivu, govori o poremecajima

organa i sustava koje zahvaca. Nastaje kao posljedica prisustva patogenih varijanti sekvenca u
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nekom od gena: BRAF, KRAS, MAP2K1 (MEK1), MAP2K2 (MEK?2). Pojavljuje se s

udestalosti 1: 810 000 do 1:150 000*.

7.2 KLINICKE MANIFESTACIJE
Kardiofaciokutani sindrom zhvaca kardiovaskularni sustav, vezivna tkiva i kozu te je
karakteriziran facijalnom dismorfijom. Kardioloske abnormalnosti pojavljuju se u vidu stenoze
pulmonalne arterije, valvularnih displazija, septalnog defekta, hipertroficne kardiomiopatije i
poremecaja sr¢anoga ritma. Uz njih dolazi do specifi¢nog izgleda lica i koznih promjena kao
Sto su kseroza, hiperkeratoza, ihtioza, egzcem, pigmentni nevusi, hemangiomi i

palmoplantarna hiperkeratoza®.

7.3. KLINICKA SLIKA
Osim specifi¢nog izgleda lica koje ukljucuje visoko celo, izduzen oblik lica, pune usne, kratak
nos 1 nisko postavljene usi, hipertelorizam (Siroko razmaknute o€i) i spustene gornje vjede,
vidljivi su i1 simptomi od strane Ziv€anoga sustava. U pravilu se u pacijenata pojavljuje neki
od oblika neuroloskog i/ili kognitivhog kasnjenja (u rasponu od blagog do ozbiljnog
neuroloskog deficita). Takoder, u pojedinaca su prijavljene neoplasticne promjene i to

uglavnom akutna limfoblasti¢na leukemija (ALL)*.

8. COSTELLO SINDROM (CS)

8.1. GENETICKA PODLOGA
Costello sindrom nastaje kao posljedica varijanti sekvence HRAS. To je rijedak sindrom koji
se u populaciji pojavljuje s ucestalosti 1:1 290 000 do 1: 300 000. Sindrom podjednako zahvaca
oba spola. Do sada je poznato nekoliko oblika Costello sindroma temeljem specifi¢nih
patogenih varijanti sekvence u zahva¢enom genu. Klinickim pokusima na iPSC pluripotentnim
stem stanicama uocena je produljena progenitorska faza i smanjeni rast neurita, §to moze

objasniti neurorazvojne poremecaje*.
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8.2. KLINICKE MANIFESTACIJE
Costello sindrom ocituje se promjenima na brojnim organskim sustavima. Tipi¢na je
prezentacija u obliku difuzne miSi¢ne hipotonije koja dovodi do poremecaja hranjenja u
dojenastvu. Pacijenti imaju odredeno zaostajanje u neuroloskom razvoju i karakteristi¢ne crte
lice uz nerijetko kovréavu kosu, tanku kozu s naglasenim koznim dermatoglifima na dlanovima
i tabanima. U perianalnoj regiji i podrucju lica Cesto se pojavljuju papilomi, a uocena je
hiperfleksibilnost zglobova uz ulnarnu devijaciju te kratke i1 napete Achilove tetive
potkoljenica. Kardioloske manifestacije jesu hipertrofi¢na kardiomioatija, kongenitalne sréane
anomalije 1 aritmija. Postnatalni razvoj cerebeluma moze izazvati Chiari I malformacije
povezane s hidrocefalusom i siringomijelom. Povecan je rizik od razvoja malignih promjena
kao §to su rabdomiosarkom i neuroblastom u mlade djece te¢ TCC mokraénoga mjehura u

adolescenata i mladih odraslih osoba®.

8.3. KLINICKA SLIKA
U Costello sindromu, kao i kod prethodno spomenutih RASopatija, pojavljuju se
karakteristi¢ne crte lica koje su u ovom slucaju grublje od onih u pacijenata oboljelih od NS-a,
kovrcava ili rijetka kosa, meka koza te patologije razlicitih organskih sustava. Novorodencad
s CS-om cesto su prematurusi, ali karakteristicno veliki za svoju gestacijski dob te se tijekom
trudnoée pojavljuje polihidramnij. Cesta je makrocefalija te prominantno &elo, epikantalni
nabori, kratak nos te nisko postavljene i posteriorno rotirane uske. Pacijenti ne napreduju u
perinatalnom razdoblju zbog poteskoca s gutanjem i povecane potroSnje energije, a u
gastrointestinalnom smislu javlja se gastrointestinalni refluks, oralna averzija i1 konstipacija.
Bolesnici s CS-om imaju jedinstvene dermatoloske abnormalnosti ukljucujué¢i kozne papilome
i razne misi¢no-koStane abnormalnosti, kao $to su hipotonija, kontrakture lakta i labilnost malih
zglobova. CS uzrokuje urodene sréane mane, ukljucujuéi hipertroficnu kardiomiopatiju,

septalne defekte i aritmije. Cesto se javljaju tedki kognitivni deficiti koji prate anatomske
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abnormalnosti srediSnjeg ziv€anog sustava. Vazno je napomenuti da ova skupina RASopatija
ima najve¢i rizik od razvoja zlo¢udne bolesti, osobito rabdomiosarkoma, neuroblastoma i
karcinoma prijelaznih stanica mokra¢nog mjehura. Iako je prosjecna dob pri postavljanju
dijagnoze karcinoma mokra¢nog mjehura u opc¢oj populaciji 73 godine, kod pacijenata
oboljelih od CS-a dijagnosticiran je ve¢ u dobi od 20 godina. CS zbog toga ubrajamo u klasi¢ni

sindrom s predispozicijom za rak®.

9. CM- AVM (Capillary malformation-arteriovenous
malformation syndrome)

9.1. GENETICKA PODLOGA
CM-AVM sindrom nastaje kao posljedica patogene varijente sekvence u RASA1. Kapilarne
malformacije nastaju zbog poremecenog sazrijevanja endotelnih stanica kapilara koje dovode

do nastajanja arterio-venskih spojeva®.

9.2. KLINICKA SLIKA
Sindrom karakterizira prisutnost multiplih malih kapilarnih malformacija koje u promjeru
iznose 1-2 cm, a ve¢inom su lokalizirane na podrucju lica i udova. Oboljeli pojedinci ¢esto uz
AV malformacije takoder imaju formirane arteriovenske fistule (AFV), vaskularne anomalije
brzog protoka koje se obi¢no javljaju u kozi, misi¢ima, kostima, kraljeznici i mozgu. Ove lezije
mogu dovesti do vitalno ugrozavaju¢ih komplikacija kao $to su krvarenje, kongestivno
zatajenje srca i neuroloSke posljedice. U nekih je pojedinaca zabiljeZzena pojavnost Parkes
Weberovog sindroma koji je karakteriziran s vise mikro-AVF-ova povezanih s angiomima
(koznim mrljama kao posljedica proliferacije koznih kapilara) i prekomjernim rastom mekog

tkiva i skeleta zahvacenog ekstremiteta®.
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10. Autosomno dominantne intelektualne teSkoée tip 5

(SYNGAP1-related intellectual disability)
10.1.  GENETICKA PODLOGA

Intelektualno oStecenje povezano sa SYNGAPI pojavljuje se kao klinicka manifestacija
patogenih varijanti sekvenci u genu koji kodira istoimeni SYNGAPI protein te se prenosi
autosomno dominantnim nacinom nasljedivanja*. Zbog promjenama u SYNGAPI dolazi do
gubitka funkcije germinativne linije koji kodira RAS GAP, a on je dio podporodice koja uz
njega ukljucuje i DAB2IP, RASAL2 i RASAL3. Toc¢na prevalencija poremecaja nije poznata,
ali promjene SYNGAPI germinativne linije nalaze se u 0,5-1% djece s neurorazvojnim

poremecajima?.

10.2.  KLINICKA SLIKA
Intelektualne poteskoce povezane sa SYNGAP1 (SYNGAPI1-ID) manifestiraju se kao
zaostajanje u razvoju (DD) ili intelektualne poteskoce (ID). One su najces¢a manifestacija te
se pojavljuju u 100% pogodenih pojedinaca. Osim toga, moguca je generalizirana epilepsija u
84% slucajeva te neki od poremecaja autistiénog spektra (ASD) i drugi poremecaji ponasanja
do 50%. Do danas je prijavljeno vise od 50 osoba sa SYNGAP1-ID. U vecini slu¢ajeva DD/ID
je bio umjeren do tezak. Epilepsija je generalizirana, a podskupina pojedinaca s epilepsijom
ima miokloni¢ku astatinu epilepsiju (Dooseov sindrom) ili epilepsiju s miokloni¢kim
odsutnostima. Abnormalnosti u ponaSanju mogu ukljucivati stereotipna ponaSanja (npr.
mlataranje rukama, opsjednutost odredenim predmetima) kao i poteSkoce u socijalnom
razvoju. Takoder u nekih pojedinaca moze do¢i do znacajnih poteskoca s hranjenjem.

Pojavljuje se hipotonija miSica, abnormalnosti skeletnog sustava, strabizam i konstipacija*.

11. LIJECENJE RASOPATIJA
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Americka agencija za hranu i lijekove (FDA) odobrila je inhibitor MEK-a selumetinib za
lijecenje nekih pacijenata s NF1, ali trenuta¢no nema dostupnih lijekova za pacijente s ne-NF1
RASopatijama. U nekoliko opisanih studija na miSevima inhibitor MEK-a koriSten je kao
prenatalna preventivna terapija ili postnatalni tretman, povecavaju¢i moguénost da inhibitori
MEK-a mogu biti u¢inkoviti u lije¢enju ne-NF1 RASopatija®. Neurofibromatoza 1 (NF1) je
prototip RASopatije u kojoj su klinic¢ka ispitivanja u ranoj fazi s MEKi bila uspjesna u lijecenju
pleksiformnih neurofibroma (pNF) i glioma niskog stupnja (LGG)!°. Osim toga, unatod
¢injenici da je prenatalna primjena sprijecila fenotipove RASopatije, postnatalna primjena nije
poboljsala fenotipove u miSeva tijekom studija, §to ukazuje na to koliko bi vrijeme intervencije
moglo biti vazno u tretmanu lijeCenja. Pacijenti s NS povezanim s patogenim varijantama
sekvenci u RIT1 imali su klinicko poboljSanje simptoma zatajenja srca kada su bili lijeceni
trametinibom. Druge klase lijekova takoder su uc¢inkovite u modelima RASopatija, posebno
NS-ML. Postnatalno lije¢enje NS-ML misjih modela inhibitorima puta PI3K/mTOR/AKT ili
inhibitorom tirozin kinaze dasatinibom preokrenulo je fenotipove kardiomiopatije, a lijeCenje
bolesnika s NS-ML inhibitorom mTOR everolimusom pokazalo je klinicki znacaj. LijecCenje
misjeg modela NS-a povezanog s PTPN11 dasatinibom takoder je ponistilo kardiomiopatiju.
Nedavni rad inicijative RAS Nacionalnog instituta za rak, industrije i akademskih laboratorija
doveo je do velikog broja novih sredstava za lije¢enje karcinoma potaknutih promjenama puta
RAS/MAPK. Ovi bi lijekovi mogli predstavljati moguénosti lijeCenja za pacijente s
RASopatijama i spadaju u tri klase: inhibitori aktivacije RAS-a, izravni inhibitori RAS-a i
inhibitori MAPK puta®.
11.1. Inhibitori aktivacije RAS-a

Inhibitori aktivacije RAS ukljucuju spojeve koji inhibiraju prenilaciju RAS ili njegove
interakcije s proteinima potrebnim za njegovu aktivaciju, kao sto su SHP2 i SOS1. C-

terminalna prenilacija je potrebna za lokalizaciju RAS na stani¢nu membranu i aktivaciju.
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Statini, npr. atorvastatin i lovastatin, i N-bisfosfonati, npr. alendronat i pamidronat, su
metaboli¢ki inhibitori koji sprjecavaju sintezu prenilacijskih supstrata. Statini ili N-bisfosfonati
mogu sprijeciti prenilaciju RAS-a, a time 1 njegovu aktivaciju u bolesnika s RASopatijama.
Ovi lijekovi su dobro prouceni i relativno se dobro podnose za lije¢enje kroni¢nih stanja kao
Sto su hiperkolesterolemija i osteoporoza te stoga predstavljaju potencijalne dugorocne
mogucénosti lijeCenja za odrasle i1 pedijatrijske pacijente s RASopatijama. Trenutno je u tijeku
faza 3 klinickog ispitivanja statina za lijeCenje abnormalnosti rasta i kostiju u djece s NS-om,
ali statini nisu proucavani u drugim modelima RASopatije. Nasuprot tome, inhibitori farnezil
transferaze (FTI), kao $to je tipifarnib, izravno inhibiraju enzim odgovoran za farnezilaciju,
vrstu prenilacije. NRAS i KRAS zaobilaze zahtjev za farnezilacijom podvrgavanjem geranil
geranilaciji, alternativnoj post-translacijskoj modifikaciji koja takoder omogucuje lokalizaciju
na membranu pa stoga FTI nisu terapijska metoda za te varijente sekvenci za razliku od HRAS
izoforme koja se ne moze alternativno modificirati i kod koje FTI imaju terapijskoga ucinka.
Nedavno su identificirani dodatni ciljani agensi koji sprjecavaju aktivaciju RAS-a. BI 1701963,
koji inhibira interakciju izmedu RAS-a 1 SOS1 kako bi inhibirao aktivaciju RAS-a, u klinickom
je razvoju za solidne tumore koji sadrze patogenu varijantu sekvence KRAS-a, ali takoder
predstavlja potencijalnu terapiju za RASopatije. Alosteri¢ni inhibitori divljeg tipa PTPN11 koji
sadrze fosfatazu ogranicavaju signalizaciju kroz RAS/MAPK put i trenutno su u klini¢kim
ispitivanjima za rak. Ovi lijekovi, koji ukljué¢uju RMC-4630, jo$ nisu testirani na modelima
RASopatija, ali su obecavaju¢i potencijal za sve RASopatije s abnormalnom MAPK
aktivnoS¢u osim za NS povezan s PTPNI jer ti inhibitori imaju smanjeni afinitet vezanja za

varijantu PTPN113.

11.2. Direktni RAS inhibitori
Izravna inhibicija RAS proteina smatrala se nemogu¢om sve do razvoja nekoliko izravnih

kovalentnih inhibitora KRASG12C, ukljucujucéi sotorasib (AMG 510) koji je nedavno odobren
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od strane FDA za rak plu¢a nemalih stanica koji nosi patogenu varijantu sekvenci u
KRASGI2C. Ovi lijekovi jo§ nisu testirani na djeci i vjerojatno ¢e imati ograni¢enu korist kod
osoba s RASopatijama, uglavnom zato $to je KRASGI12C neuobicajen u RASopatijama.
Suprotno tome, BI 2825, predklinic¢ki alat koji inhibira KRAS bez obzira na odredenu varijantu
sekvenci, predstavlja potencijalni terapeutik za pacijente s RASopatijom. Takoder su razvijene
supstance koje modificiraju ekspresiju RAS-a. To ukljucuje stani¢no propusne antisense
oligonukleotide koji smanjuju ekspresiju KRAS-a i oligonukleotide koji mijenjaju spojeve i
induciraju preskakanje egzona 2 u sazrijevanju HRAS mRNA, stvaraju¢i N-terminalno
skradeni protein koji ne moze vezati gvanin nukleotid. Ovi oligonukleotidi joS§ nisu testirani
klini¢ki niti u modelima RASopatije®.
11.3. Inhibitori RAS/MAPK signalnog puta

Inhibitor MEK-a selumetinib prvi je tretman koji je odobrila FDA za pacijente s RASopatijom,
posebno za pedijatrijske pacijente s NF1 koji imaju simptomatske, neoperabilne pleksiformne
neurofibrome. Klini¢ka korist selumetiniba u NF1 inspirirala je pretklinicko testiranje
inhibitora MEK u ne-NF1 RASopatijama, medutim, uz inhibitore MEK-a, postoje i drugi
agensi inhibiraju signaliziranje kroz RAS/MAPK put. Trenutno je u razvoju nekoliko pan-RAF
inhibitora, ukljucuju¢i LXH254 i belvarafenib. Ovi lijekovi inhibiraju MAPK signalizaciju u
odsutnosti BRAFV600E, dok inhibitori specificni za BRAFV600E, poput vemurafeniba,
paradoksalno aktiviraju MAPK put ako se daju u odsutnosti varijante sekvence u ovom genu.
Inhibitori ERK-a, poput uliksertiniba, takoder su u klini¢kom razvoju u pedijatriji i mogu biti
od koristi osobama s RASopatijama Klju¢ni izazovi koje treba istraziti u sustavima modela
RASopatija ukljucuju pazljivu karakterizaciju posebnih znacajki pojedine RASopatije koje bi
se mogle ponistiti inhibicijom MEK-a. Temeljito pretklinicko testiranje novih RAS/MAPK

ciljanih agenasa takoder bi moglo pruZiti nadu u lije¢enju pacijenata oboljelih od RASopatija®.
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12. RASPRAVA

RASopatije obuhvacéaju skupinu klinicki preklapaju¢ih poremecaja koji su posljedica
genetickih varijanti koje utjeCu na komponente signalne kaskade RAS-MAPK, $to dovodi do
disregulacije signalnoga puta. Neurofibromatoza tip I, Noonan sindrom i njegove podskupine,
Costello sindrom, kardiofaciokutani sindrom, Legius sindrom, CM-AVM sindrom i
SYNGAPI intelektualne teskoce dijele prepoznatljivi obrazac zahvacenosti vise organskih
sustava. U ovim se sindromima pojavljuje predispozicija za tumore, pigmentirane kozne lezije,
neurorazvojni poremecaji i vaskularne anomalije. Unato¢ zajednickom opcéem fenotipu
RASopatija, razli€iti obrasci disfunkcionalnosti omogucuju klinicku razliku izmedu razlicitih
entiteta bolesti. Vazno je imati na umu da se gotovo sve znacajke karakteristi¢ne za pojedinu
bolest iz skupine RASopatija mogu pojaviti u blazoj varijanti u nekoj drugoj RASopatiji.
Unatoc¢ odredenom preklapanju, entiteti koji su izvorno klini¢ki definirani pokazali su da dobro
odgovaraju razli¢itim temeljnim genotipovima <&ime olakSavaju dijagnosticiranje!!.
Neurofibromatoza tip I je karakteristicna po multiplim mrljama boje bijele kave (café au lait)
osobito u aksilarnim i ingvinalnim brazdama. Na kozi su vidljivi multipli neurofibromi, a u
podrucju Sarenice uocljivi Lischovi noduli. 50% oboljelih ima smanjene intelektualne dosege,
a teza 1 ozbiljnija neuroloska slika su gliomi opti¢koga Zivca i sredi$njeg Ziv€anog sustava koji
mogu dovesti do sljepoce, kao i malignih tumora perifernog Ziv€evlja, skolioze, tibijalne
displazije i vaskulopatija®*. Noonan sindrom (NS) je karakteriziran hipertelorizmom s
Turnerovim fenotipom i valvularnom pluénom stenozom kao glavnim znac¢ajkama, a pojavom
molekularne dijagnostike pojavile su se znacajne korelacije genotip-fenotip za razliCite gene
koji uzrokuju NS. Geni koji su tipi¢no povezani s Noonan sindromom ukljucuju PTPNI11,
SOS1, RAFI, RIT1, LZTR1, KRAS, SOS2, NRAS, RRAS, RRAS2 i MRAS. Sindrom CFC-
a (CFCS) je sindrom s kardio-facio-kutanom zahvaéeno$c¢u koju karakteriziraju urodene sréane

mane (pulmonalna stenoza 1 defekt atrijskog septuma), karakteristican izgled lica,
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ektodermalne abnormalnosti, zastoj u rastu i zaostajanje u intelektualnom razvoju. CFCS-a je
po svojim karakteristikama veoma sli¢an NS-u (facijalna dismorfija s bitemporalnim suzenjem,
hipoplazija supraorbitalnih grebena, grube crte lica i ektodermalne abnormalnosti u vidu
keratosis pilaris, ulerythema ofryogenes, palmoplantarne hiperkeratoze u zonama pritiska,
rijetka i/ili kovrcava kosa, rijetke obrve i distrofi¢ni nokti, ¢esti hemangiomi i pigmentirani
nevusi). Medutim, neurorazvojno i neurolosko ostec¢enje opcenito je ozbiljnije nego kod drugih
poremecaja iz skupine RASopatija te dovodi do razli¢ite tezine intelektualnog oStecenja.
Zahvacenost srediSnjeg Zziv€anog sustava takoder se odrazava visokom prevalencijom
psihosocijalnih poremecaja i poremecaja ponasanja ukljucujuci poremecaj iz spektra autizma,
kao 1 visokom prevalencijom epilepsije, hipoplazije/atrofije optickog zivca i abnormalnim
nalazima na slikama mozga (vertrikulomegalija, kortikalna atrofija, abnormalnosti corpus
callosum). Costellov sindrom (CS) je prepoznatljiv po crtama lica, niskom rastu, relativnoj
makrocefaliji, suvisku koze, hiperekstenzibilnosti zglobova, kovr¢avoj kosi, papilomima oko
usta i nosnica i zaostajanju u intelektualnom razvoju!'. Mrlje boje bijele kave koje su
karakteristicne za NF1 takoder se pojavljuju u Legius sindromu, medutim kod njega se ne
pojavljuju neurofibromi ili druge tumorske maligne alteracije. Dodatne klinicke manifestacije
koje su vidljive ukljucuju intertriginozne pjege, lipome, makrocefaliju i poteskoce u ucenju,
ADHD ili zastoj u razvoju. CM-AVM karakteriziran je multiplim kapilarnim malformacija
promjerom 1-2 cm, lokalizirane na podrucju lica i udova, a Cesto su prisutne i arteriovenske
fistule (AFV), vaskularne anomalije brzog protoka u kozi, miSi¢ima, kostima, kraljeznici 1
mozgu. Ove lezije mogu biti Zivotno ugrozavajuce uz komplikacije koje ukljucuju krvarenje,
kongestivno zatajenje srca i neuroloske sekvele. Intelektualne poteskoée povezane sa
SYNGAPI pojavljuju se u obliku zastoja u razvoju ili intelektualnih teskoéa. Cesta je i
generalizirana epilepsija ili poremecaji iz spektra autizma ili drugi poremecaji ponasanja. U

nekih individua dolazi do teSkoca prilikom hranjenja, hipotonije miSi¢a, abnormalnosti
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skeletnog sustava, strabizma i1 konstipacije. Vaznost poznavanja klinicke slike lezi u
dijagnosticiranju pojedine bolesti s obzirom na njene klinicke manifestacije te korelaciji
izmedu fenotipa i genotipa kako bi se prilagodili terapijski modaliteti*. Trenutno se lijeGenje i
terapijski pristup RASopaijama jos uvijek istrazuje, a u uporabi jesu inhibitori aktivacije RAS-
a, izravni inhibitori RAS-a i inhibitori MAPK puta. Osim biranja pojedinog tretmana koji je
najadekvatniji za odredenu bolest, vazno je i vrijeme intervencije jer se odredene klinicke
prezentacije mogu u potpunosti prevenirati ukoliko se na vrijeme lije¢e. RASopatije
predstavljaju dijagnosticki, ali 1 terapijski izazov sa svijetlom buduénosti od otkri¢a moderne
geneticke prakse. Farmakogenomika igra veliku ulogu u budu¢im terapijskim pristupima te bi
novootkriveni lijekovi mogli biti od iznimnoga znacaja za prevenciju tezih klinickih slika 1

lije¢enje ovih, pojedinacno rijetkih, ali sveukupno gledano ucestalih genetickih bolesti®.

13. ZAKLJUCAK

Moderna medicinska saznanja, razvoj medicinske genetike i razumijevanje korelacija izmedu
genotipskih varijacija i fenotipskih manifestacija, omogucuju nam bolje dijagnosticiranje i
prepoznavanje odredenih bolesti. Upucenost u patofiziologiju i mehanizam nastanka bolesti,
olakSava nam put prema otkrivanju terapijskih modaliteta istih. Suvremeni pristup lijeCenju
temelji se na prepoznavanju target skupina na koje Zelimo djelovati u signalnim putevima, kako
bismo sprijecili posljedice poremecaja u unutarstanicnom signaliziranju i smanjili tezinu
klini¢ke slike. Potrebna su daljnja istraZivanja terapijskih metoda i klini¢ke studije koje bi
otkrile u koje vrijeme i na koje dijelove signalnoga puta trebamo djelovati kako bismo

lijeCenjem poboljsali kvalitetu Zivota oboljelih od RASopatija.
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14. SAZETAK

RASopatije u svom primarnom znacenju jesu poremecaji RAS- MAP kinaznog signalnoga
puta. To je put kojim se odvija unutarstani¢no signaliziranje koje zapocinje vezanjem liganda
za specifiéni receptor, a nastavlja se nizom kaskadnih reakcija koje u konacnici dovode do
promjena u genskom izrazaju stanice. Prijenos signala moze dovesti do nekog od brojnih
ishoda kao §to su diferencijacija stanice i usmjeravanje prema specificnoj stani¢noj lozi,
proliferacija, izrazaj proteina, zastoj stani¢nog ciklusa i posljedi¢na apoptoza. Zbog genetickih
promjena u odredenim segmentima RAS/MAP kinaznog signalnoga puta moze do¢i do
fenotipskih manifestacija razli¢itih poremecaja. Klinicki entiteti koje obuhvaca pojam
RASopatija jesu neurofibromatoza tip I, Noonan sindrom, Legius sindrom, kardiofaciokutani
(CFC) sidrom, kapilarne malformacije- arteriovenozni malformacijski sindrom (CM-AVM
sindrom) i SYNGAP1 intelektualne tesko¢e. Sveukupno gledajuéi, s ucestalosti 1:1000, ovo su
Ceste bolesti iako se svaka rijetko pojavljuju u opéoj populaciji. Svi ovi poremecaji dijele neke
zajednicke, slicne karakteristike kao $to su: sklonost malignim alternacijama i povecani rizik
od nastanka tumora uz koje se veZe uz otprilike 30% poremecaja upravo ovog signalnoga puta.
Nadalje, poremecaji su karakterizirani kraniofacijalnim dismorfijama koji se s vecom ili
manjom ulestalosti pojavljuju kod svakog pojedinog sindroma. Cesti su neuroloski deficiti-
bilo da se radi o zastoju u neuroloskom razvoju ili pak intelektualnim tesko¢ama koje variraju
u tezini. Kljucno je poznavati geneticku podlogu svake pojedine RASopatije zbog terapijskog
pristupa bolesti i djelovanju na specifiéne komponente signalnoga puta. Danas se u svrhu
lijeCenja RASopatija koriste tri klase lijekova- inhibitori aktivacije RAS-a, izravni inhibitori
RAS-a i inhibitori MAPK puta. Efikasnost ovih lijekova joS uvijek se ispituje s obzirom na
svaku pojedinu bolest koja se ubraja pod entitet RASopatija, a osim specificnog modaliteta

lijeCenja, istrazivanjem je dokazano da je vazno i vrijeme primjene lijeka tj. zapocinjanja
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terapije kako bi se sprijeCile ili ublazile pojedine manifestacije klinicke slike nastale zbog

poremecaja u signalizaciji.

15. SUMMARY

RASopathies in their primary meaning are disorders of the RAS-MAP kinase signaling
pathway. It is the path through which intracellular signaling takes place, which begins with the
binding of ligands to specific receptors, and continues with a series of cascade reactions that
ultimately lead to changes in the cell's gene expression. Signal transduction can lead to any of
a number of outcomes such as cell differentiation and targeting to a specific cell lineage,
proliferation, protein expression, cell cycle arrest and consequent apoptosis. Due to genetic
changes in certain segments of the RAS/MAP kinase signaling pathway, phenotypic
manifestations of various disorders can occur. Clinical entities that encompass the term
RASopathy are neurofibromatosis type I, Noonan syndrome, Legius syndrome,
cardiofasciocutaneous (CFC) syndrome, capillary malformation-arteriovenous malformation
syndrome (CM-AVM syndrome) and SYNGAPI intellectual disability. Overall, with a
frequency of 1:1000, these are common diseases, although each one rarely appears in the
general population. All these disorders share some common, similar characteristics, such as: a
tendency to malignant transformations and an increased risk of tumor formation, which is
associated with approximately 30% of disorders of this particular signaling pathway.
Furthermore, the disorders are characterized by craniofacial deformities that occur with greater
or lesser frequency in each individual syndrome. Neurological deficits are common - whether
it is a delay in neurological development or intellectual difficulties that vary in severity. What
is crucial is to know the genetic basis of each individual RASopathy because of the therapeutic
approach to the disease and the action on specific parts of the signaling pathway. Today, three
classes of drugs are used for the treatment of RASopathy - RAS activation inhibitors, direct

RAS inhibitors and MAPK pathway inhibitors. The effectiveness of these drugs is still being
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tested with regard to each individual disease that is included under the RASopathy entity, and
in addition to the specific method of treatment, research has proven that the time of drug
administration, i.e. starting therapy, is also important in order to prevent or alleviate certain

sequelae caused by signaling disturbances.
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aktivizmu Medimurja u malom mjestu VratiSincu. U VratiSincu je zavrSila osnovnoskolsko
obrazovanje u OS Dr. Vinka Zganca Vrati§inec nakon &ega upisuje Gimnaziju Josip Slavenski-
prirodoslovno matematicki smjer u Cakovcu. Redovito je sudjelovala u projektima i
srednjoskolskim aktivnostima od kojih su neke: Laboratorij slave u organizaciji British
Council-a, Ljepota kristalnih ploha Plive, ERASMUS+ projekt, DSD i brojne neznanstvene
fakultativne aktivnosti- ¢lanstvo u pjevackoj skupini Boemikon, sudjelovanju u projektu Mirno
more, ¢lanstvo u Savjetu mladih. Nakon srednje skole upisuje studij medicine na Medicinskom
fakultetu Sveucilista u Rijeci gdje je ¢lanica pjevackoga zbora Axis, predstavnica u studentskoj
sekciji Medicine Fluminensis, demonstratorica na Katedri za patologiju, a aktivno se pocinje
baviti tréanjem te je, nakon niza trki, 2023. godine otr¢ala i svoj prvi maraton. Fluidno govori
njemacki, engleski i slovenski jezik, a u slobodno vrijeme ukljucena je u dobrotvorni rad putem

¢lanstva u brojnim udrugama.
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