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Streszczenie

Nerwiakowtékniakowatos¢ nalezy do schorzen dziedziczacych sie w sposéb autosomalnie dominujacy. Chorobe cha-
rakteryzuje wystepowanie zmian barwnikowych w obrebie skory typu café-au-lait i nerwiakowtékniakéw ze wspot-
istnieniem zmian narzagdowych. Najczestszym typem choroby jest nerwiakowtdkniakowatosé¢ typu | (NFI) — znana
rowniez jako choroba Recklinghausena.

W pracy podjeto badania DNA wyizolowanego z krwi i guzéw pobranych od chorych na NFI w kierunku poszukiwa-
nia mutacji w zakresie eksonéw 4b, 11, 22, 27a, 37 w obrebie genu neurofibrominy odpowiedzialnego za wystepo-
wanie tej choroby.

W badaniach wykorzystano wybrane techniki molekularne: metode SSCP (konformacyjny polimorfizm jednonicio-
wego DNA), metode heteroduplekséw (HD) oraz sekwencjonowanie.

W DNA ekstrahowanym z krwi chorych, podobnie jak z préb kontrolnych, nie wykazano mutacji, w przypadku DNA
z guzdéw zidentyfikowano nowg mutacje w obrebie eksonu 4b.

Stowa kluczowe: techniki molekularne w analizie mutacji genu NFI, SSCP, HD, sekwencjonowanie.

Abstract

Neurofibromatosis is genetic disease with autosomal dominant inheritance. The most frequent form is neurofibro-
matosis type | (NFI). The onset of the disease is in early childhood or late. Clinical manifestations include macular
lesions and neurofibromas of the skin, accompanied by internal organs involvement.

For searching mutations of 5 exons of NFI gene: 4b, 11, 22, 27, 37 with the most frequent mutations we have ana-
lyzed DNA isolated from blood and tumors patients with NFI. Chosen molecular techniques: SSCP, HD and sequen-
cing were applied in the study.

No mutations in DNA isolated from blood patients with NFI and control group were detected. New mutation within
exon 4b in one tumors sample which was sequenced.

Key words: molecular techniques in analysis of mutation of NFI gene, SSCP, HD, sequencing analysis.

Wprowadzenie Charakteryzuje ja obecnos¢ licznych plam i znamion na sko-
Nerwiakowt6kniakowatosé typu | (NFI), okreslana row- 28 i btonach sluzowych a takze wiele malformacji rozwojo-
niez jako choroba Recklinghausena, jest schorzeniem zali- ~ Wych. Zmiany w obrebie narzadow nie wykazuja rownole-

czanym do neuroektodermatoz. U podtoza choroby lezg za-  gtosci z rozlegtoscig zmian skornych. Ich cigzkos¢ i przebieg
burzenia rozwojowe w obrebie 3 listkéw zarodkowych [1-3].  moga by¢ bardzo rézne. [4-7].
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Choroba jest uwarunkowana genetycznie, dziedziczy sie
w sposéb autosomalnie dominujacy. Wystepuje we wszyst-
kich grupach etnicznych, jej czestos¢ szacuje sie na ok.
1/2500 do 1/4500 urodzen. Choroba moze sie tez ujawnic
w pozniejszym wieku. Zmiany uktadowe rozwijaja sie naj-
czesciej przed 20. rokiem zycia [3, 8].

Molekularnym podtozem choroby Recklinghausena sg
mutacje w obrebie genu umiejscowionego w regionie przy-
centromerowym chromosomu 17 (17q11.2). Gen NFI sktada
sie z ok. 60 eksondw i zajmuje obszar ok. 350 kb, ze wzgle-
du na rozmiar analiza mutacji w obrebie tego genu jest bar-
dzo trudna [9-12].

Celem niniejszej pracy byto wykorzystanie wybranych
technik molekularnych w celu poszukiwania mutacji w ob-
rebie 5 eksonéw genu neurofibrominy: 4b, 11, 22, 27, 37.
W przesiewowych badaniach tkanek chorych na nerwiakow-
tokniakowatosé typu | dokonano optymalizacji warunkéw
reakcji tancuchowej polimerazy (PCR), technik SSCP i HD.
Zmutowany fragment DNA eksonu 4b poddano sekwencjo-
nowaniu [13-15].

Materiat i metody

Badaniom poddano DNA wyizolowany z krwi obwodowe;]
pobranej na EDTA od 15 chorych z rozpoznang klinicznie cho-
robg Recklinghausena. Wszyscy pacjenci posiadali przynaj-
mniej 5 plam typu café-au-lait oraz licznie rozsiane guzy, histo-
logicznie rozpoznane jako nerwiakowtokniaki. Dodatkowo od
6 chorych przy okazji zabiegu chirurgicznego pobrano frag-
menty 7 guzkow.

Materiat kontrolny stanowity probki krwi 30 zdrowych, nie-
spokrewnionych oséb.

Do izolacji DNA z krwi zastosowano metode nieenzyma-
tyczna, DNA z guzkéw izolowano metoda ekstrakgji organicz-
nej z uzyciem fenolu i chloroformu [4, 12, 16, 17]. Stezenie DNA
mierzono metoda fluorymetryczna przy uzyciu aparatu Fluoro-
scan Ascent FL (Thermolabsystems).

Amplifikacje eksonéw 4b, 11, 22, 27a i 37 genu neurofibro-
miny (NFI) prowadzono metoda reakcji tancuchowej polime-
razy (PCR) w termocyklerze GeneAmp PCR System 9700 (Ap-
plied Biosystems) w catkowitej objetosci 10 pl, zawierajacej 1,5
mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,5 U polimerazy Tag, 40 ng matry-
cowego DNA oraz startery o stezeniu rownym 0,2 uM i sekwen-
cjach opisanych w pismiennictwie [13].

Profil termiczny obejmowat 3 min wstepnej denaturacji w
temp. 95°C, 35 cykli amplifikacji (30 s w 95°C, 30 s w specyficz-
nej dla kazdej pary starteréw temperaturze hybrydyzacji, 50 s
w 72°C) oraz 10 min koncowego wydtuzania w 72°C. Hybrydy-
zacje starteréw prowadzono w 51°C w przypadku eksonu 37,
w 52°C w eksonach 4b i 11, w 54°C w przypadku eksonu 27a
oraz w 59°C w eksonie 22.

Efektywnosc¢ i specyficznos¢ amplifikacji weryfikowano po-
przez elektroforeze w aparacie Multiphor Il (Pharmacia LKB) w
5,8-% natywnym zelu poliakrylamidowym o grubosci 0,45 mm,
usieciowanym w 3-% 1,4-diakryloilopiperazyng 18, 19].

Przed analiza polimorfizmu konformacyjnego jednonicio-
wego DNA i heteroduplekséw (SSCP/HD) do produktéw am-
plifikacji badanych eksonéw dodawano w odpowiedniej ilosci
roztwor denaturujacy (95% formamid, 20 mM wersenian,
0,05% btekit bromofenolowy, 0,05-% ksylencyjanol FF). Tak
przygotowane probki denaturowano przez 10 min
w temp. 98°C, szybko schtadzano w lodzie, po czym poddawa-
no rozdziatowi elektroforetycznemu w wyzej wspomnianym
aparacie w warunkach opisanych w pismiennictwie [20, 21].
Elektroforeze w warunkach denaturujacych prowadzono w
aparacie SA-32 (GibcoBRL Life Technologies) w 6-% zelu polia-
krylamidowym Gene-PAGE PLUS (f-ma Amresco). Zele po roz-
dziale elektroforetycznym barwiono srebrem [19, 22].

Przed sekwencjonowaniem zmutowany fragment DNA roz-
dzielano elektroforetycznie od fragmentu typu dzikiego i po
wybarwieniu srebrem badany prazek wycinano z zelu, doda-
wano 200 pl 5-% zawiesiny zywicy Chelex i DNA poddawano
elucji poprzez 30-minutowg inkubacje w temp. 56°C [23]. DNA
poddawano ponownej amplifikacji, za$ otrzymany produkt
oczyszczano na kolumience Microcon YM-100 (Millipore) po-
przez 2-krotny cykl rozciefczania w wodzie do objetosci 500
uli zageszczania do ok. 10 pl. Stezenie oczyszczonego produk-
tu PCR oznaczono spektrofotometrycznie [23, 24]. Sekwencjo-
nowanie obu nici DNA prowadzono za pomoca zestawu ABI
Prism BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit w obecno-
sci 5 ng produktu PCR oraz 1,6 pmol startera w facznej objeto-
5ci 10 pl. Profil termiczny obejmowat 2 min wstepnej denatu-
racji w temp. 96°C oraz 30 cykli reakcji wydtuzania startera (30
sw 96°C, 15 s w 50°C, 4 min w 60°C).

Produkty sekwencjonowania oczyszczano poprzez precy-
pitacje, dodajac 25 pl 95-% etanolu i 1 ul 3 M octanu sodu o pH
5,2, wirowano przez 20 min przy 15 000 rpm, przemywano 70-
% etanolem i suszono przez 1 min w temp. 90°C, po czym za-
wieszano w 10 ul dejonizowanego formamidu. Po 2-minuto-
wej denaturacji w 95°C prébke schtadzano w lodzie i podda-
wano elektroforezie kapilarnej przy uzyciu automatycznego
sekwenatora ABI Prism 310 (Applied Biosystems) po 15-sekun-
dowym nastrzyku przy 2 kV z uzyciem polimeru POP6 (Applied
Biosystems), modutu szybkiego sekwencjonowania i zestawu
filtrow E. Rozdziat prowadzono przez 30 min w 50°C przy 15 kV.
Do analizy wynikéw wykorzystano program komputerowy Se-
quencing Analysis 3.7 (Applied Biosystems). Zidentyfikowana
mutacje nazwano w oparciu o sekwencje cONA genu NFI do-
stepng w GenBanku (nr M82814) zgodnie z obowigzujaca no-
menklatura, zas jej wptyw na sekwencje i strukture biatka zba-
dano przy uzyciu programu Clone Manager for Windows 4.01.

Wyniki badan i dyskusja

W pracy analizowano polimorfizm 5 eksonéw genu NF—4b,
11,22,27ai 37, ich wybdr wynikat z faktu, ze w obrebie tych wta-
Snie eksondw obserwowano najczestsze mutacje [4, 13]. We
wstepnym etapie pracy testowano réznorodne warunki moga-
ce mie¢ wptyw na wyniki analizy SSCP/HD. Oceniano m.in. czas
i temperature denaturacji, procentowosc¢ i stopien usieciowa-
nia poliakrylamidu, sktad Zelu i buforéw do elektroforezy, przy-
tozone napiecie i czas rozdziatu elektroforetycznego [21, 25].

Postepy Dermatologii i Alergologii XXIII; 2006/1



Przydatnosé wybranych technik molekularnych w analizie mutacji genu NFI u chorych z nerwiakowtdkniakowatoscia typu |

Wielkosci obserwowanych produktéw amplifikacji po roz-
dziale elektroforetycznym odpowiadaja podanym przez Fah-
solda i wsp. [13] i wynosza w stosunku do markera wielkosci
dla eksonu 4b —209 pz, dla eksonu 11— 205 pz i odpowiednio
dla eksonéw 22, 27ai 37 po 262 pz, 263 pz i 203 pz.

Zastosowane przez nas warunki wykazaty, ze we wszyst-
kich 5 badanych eksonach genu NFI w materiale genetycz-
nym wyizolowanym z krwi chorych, podobnie jak w DNA
préb kontrolnych, nie obserwowano obecnosci polimorfizmu
konformacyjnego jednoniciowego DNA.

Metode SSCP wykorzystuje sie do poszukiwania rézne-
go typu mutacji DNA, takich jak mutacje punktowe, delecje,
insercje, translokacje czy duplikacje. Valero i wsp. [12], sto-
sujac metode SSCP w réznych warunkach (0,5 x MDE Gel),
wykazali mozliwos¢ ujawnienia mutacji w obrebie eksonu 9
u chorych z NF1 w postaci nowego prazka w stosunku do
préby kontrolnej. W badaniach wtasnych uzyskano podob-
ne rezultaty w zakresie eksonu 4b.

W naszych badaniach prazek mutacyjny eksonu 4b ge-
nu NFI obserwowano jedynie w DNA wyizolowanym z ner-
wiakowtokniaka, gdzie zaobserwowano wyrazny prazek tuz
ponizej fragmentu odpowiadajgcego prawidtowemu, dwu-
niciowemu produktowi PCR (ryc. 1.).

Westermeier [21] do poszukiwania mutacji genu NFI
modyfikowat sktad zelu poprzez zwigkszenie stezenia

1. 98 tni g 7

6 8

Ryc. 1. Wynik elektroforezy produktéw amplifikacji eksonu
4b genu NF1 (wybarwiony srebrem zel poliakrylamidowy).
Sciezki 1-6: DNA izolowany z nerwiakowtékniakéw pobra-
nych od szesciu pacjentéw; 7: kontrola ujemna amplifika-
cji; 8: standard wielkosci DNA (222 bp, 179 bp). Strzatka
wskazuje prazek zidentyfikowany jako heterodupleks

glicerolu, jednak nie obserwowat istotnych réznic mie-
dzy wynikami uzyskanymi przy standardowym i zmody-
fikowanym sktadzie zelu. Badania Bittner-Kowalczyk
i wsp. [1] nad poszukiwaniem mutacji genu NFI w ekso-
nach 1-7 wykazaty brak mutacji w analizowanych regio-
nach w stosunku do préb kontrolnych.
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Ryc. 2. Poréwnanie wynikdéw sekwencjonowania nici antysensownej eksonu 4b genu NF1 w przypadku kontroli (géra)
i DNA izolowanego z nerwiakowtokniaka (d6t). Strzatka wskazuje poczatek przesuniecia fazy sekwencji, widoczny jako
dodatkowy pik ponizej piku prawidtowego, wynikajacy z obecnosci zmutowanego allelu z delecja jednego nukleotydu
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Jako Ze z przeprowadzonych przez nas badan wynika, ze
prazka mutacyjnego w obrebie eksonu 4b genu NFI nie
stwierdzono w przypadku DNA izolowanego z krwi pacjen-
ta, od ktérego pochodzit opisywany guzek, nalezy przypu-
sci¢, ze obserwowana mutacja miata charakter somatycz-
ny. Identyczny elektroforetogram uzyskiwano bez poprze-
dzajacej elektroforeze denaturacji produktéw PCR, co
wykluczato polimorfizm SSCP, sugerowato natomiast inser-
cje co najmniej kilku nukleotydéw. Préba izolacji zmutowa-
nego eksonu przy uzyciu metod elektroforetycznych i elucji
z zelu poliakrylamidowego nie przyniosta jednak efektu,
gdyz za kazdym razem po reamplifikacji eluowanego DNA
obserwowano oba prazki, co wskazywato na obecnos¢ pra-
widtowego i zmutowanego eksonu w eluacie, a tym samym
na ich r6zng migracje w zelu.

OpdZnienie migracji w postaci dodatkowego prazka naj-
prawdopodobniej wynikato z tworzenia heteroduplekséw,
ktérych detekcja stanowi podstawe metody wykrywania
mutacji zwanej testem ruchliwosci heteroduplekséw (HD).

Brak réznic miedzy produktami amplifikacji eksonu 4b
guza i kontrolnego DNA w obrazie elektroforetycznym po
rozdziale w warunkach denaturujgcych potwierdzit obec-
nos¢ heterodupleksow wsrdd produktow amplifikacji DNA
izolowanego z badanego nerwiakowtokniaka.

W zwiazku z powyzszym zaniechano dalszych préb
oddzielenia zmutowanego fragmentu od DNA niezmu-
towanego i sekwencjonowaniu poddano bezposrednio
produkt amplifikacji eksonu 4b tkanki nowotworowe;j
oraz DNA kontrolnego.

W przypadku eksonu 4b nerwiakowtdkniaka stwier-
dzono obecnos¢ 2 r6znych alleli: dominujacej ilosciowo se-
kwencji prawidtowej oraz sekwencji przesunietej w fazie
o jeden nukleotyd (ryc. 2.). Poczatek tego przesuniecia byt
identyczny niezaleznie od nici DNA, ktéra poddano sekwen-
cjonowaniu, jednoznacznie potwierdzajac delecje jedne-
go nukleotydu.

Mutacje te zidentyfikowano jako c.567delA. Powoduje
ona przesuniecie ramki odczytu i przedwczesna terminacje
translacji tuz za miejscem mutacji, prowadzac do syntezy
niefunkcjonalnego biatka o dtugosci 189 aminokwasoéw (pra-
widtowa neurofibromina 1 sktada sie z 2 818 aminokwasdw).

Autorzy pragng podziekowaé kierownictwu Katedry i Za-
ktadu Medycyny Sqdowej Akademii Medycznej w Gdansku
za umozliwienie wykonania badan molekularnych.
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