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Streszczenie
Nerwiakowłókniakowatość należy do schorzeń dziedziczących się w sposób autosomalnie dominujący. Chorobę cha-
rakteryzuje występowanie zmian barwnikowych w obrębie skóry typu café-au-lait i nerwiakowłókniaków ze współ-
istnieniem zmian narządowych. Najczęstszym typem choroby jest nerwiakowłókniakowatość typu I (NFI) – znana
również jako choroba Recklinghausena. 
W pracy podjęto badania DNA wyizolowanego z krwi i guzów pobranych od chorych na NFI w kierunku poszukiwa-
nia mutacji w zakresie eksonów 4b, 11, 22, 27a, 37 w obrębie genu neurofibrominy odpowiedzialnego za występo-
wanie tej choroby.
W badaniach wykorzystano wybrane techniki molekularne: metodę SSCP (konformacyjny polimorfizm jednonicio-
wego DNA), metodę heterodupleksów (HD) oraz sekwencjonowanie.
W DNA ekstrahowanym z krwi chorych, podobnie jak z prób kontrolnych, nie wykazano mutacji, w przypadku DNA
z guzów zidentyfikowano nową mutację w obrębie eksonu 4b.

SSłłoowwaa kklluucczzoowwee:: techniki molekularne w analizie mutacji genu NF1, SSCP, HD, sekwencjonowanie.

Abstract
Neurofibromatosis is genetic disease with autosomal dominant inheritance. The most frequent form is neurofibro-
matosis type I (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 NF1 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.

KKeeyy wwoorrddss:: molecular techniques in analysis of mutation of NF1 gene, SSCP, HD, sequencing analysis.

Wprowadzenie

Nerwiakowłókniakowatość typu I (NFI), określana rów-
nież jako choroba Recklinghausena, jest schorzeniem zali-
czanym do neuroektodermatoz. U podłoża choroby leżą za-
burzenia rozwojowe w obrębie 3 listków zarodkowych [1–3].

Charakteryzuje ją obecność licznych plam i znamion na skó-
rze i błonach śluzowych a także wiele malformacji rozwojo-
wych. Zmiany w obrębie narządów nie wykazują równole-
głości z rozległością zmian skórnych. Ich ciężkość i przebieg
mogą być bardzo różne. [4–7]. 
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Choroba jest uwarunkowana genetycznie, dziedziczy się
w sposób autosomalnie dominujący. Występuje we wszyst-
kich grupach etnicznych, jej częstość szacuje się na ok.
1/2500 do 1/4500 urodzeń. Choroba może się też ujawnić
w późniejszym wieku. Zmiany układowe rozwijają się naj-
częściej przed 20. rokiem życia [3, 8].

Molekularnym podłożem choroby Recklinghausena są
mutacje w obrębie genu umiejscowionego w regionie przy-
centromerowym chromosomu 17 (17q11.2). Gen NF1 składa
się z ok. 60 eksonów i zajmuje obszar ok. 350 kb, ze wzglę-
du na rozmiar analiza mutacji w obrębie tego genu jest bar-
dzo trudna [9–12]. 

Celem niniejszej pracy było wykorzystanie wybranych
technik molekularnych w celu poszukiwania mutacji w ob-
rębie 5 eksonów genu neurofibrominy: 4b, 11, 22, 27, 37. 
W przesiewowych badaniach tkanek chorych na nerwiakow-
łókniakowatość typu I dokonano optymalizacji warunków
reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR), technik SSCP i HD.
Zmutowany fragment DNA eksonu 4b poddano sekwencjo-
nowaniu [13–15].

Materiał i metody

Badaniom poddano DNA wyizolowany z krwi obwodowej
pobranej na EDTA od 15 chorych z rozpoznaną klinicznie cho-
robą Recklinghausena. Wszyscy pacjenci posiadali przynaj-
mniej 5 plam typu café-au-lait oraz licznie rozsiane guzy, histo-
logicznie rozpoznane jako nerwiakowłókniaki. Dodatkowo od
6 chorych przy okazji zabiegu chirurgicznego pobrano frag-
menty 7 guzków. 

Materiał kontrolny stanowiły próbki krwi 30 zdrowych, nie-
spokrewnionych osób.

Do izolacji DNA z krwi zastosowano metodę nieenzyma-
tyczną, DNA z guzków izolowano metodą ekstrakcji organicz-
nej z użyciem fenolu i chloroformu [4, 12, 16, 17]. Stężenie DNA
mierzono metodą fluorymetryczną przy użyciu aparatu Fluoro-
scan Ascent FL (ThermoLabsystems). 

Amplifikację eksonów 4b, 11, 22, 27a i 37 genu neurofibro-
miny (NF1) prowadzono metodą reakcji łańcuchowej polime-
razy (PCR) w termocyklerze GeneAmp PCR System 9700 (Ap-
plied Biosystems) w całkowitej objętości 10 µl, zawierającej 1,5
mM MgCl2, 200 µM dNTP, 0,5 U polimerazy Taq, 40 ng matry-
cowego DNA oraz startery o stężeniu równym 0,2 µM i sekwen-
cjach opisanych w piśmiennictwie [13]. 

Profil termiczny obejmował 3 min wstępnej denaturacji w
temp. 95°C, 35 cykli amplifikacji (30 s w 95°C, 30 s w specyficz-
nej dla każdej pary starterów temperaturze hybrydyzacji, 50 s
w 72°C) oraz 10 min końcowego wydłużania w 72°C. Hybrydy-
zację starterów 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.

Efektywność i specyficzność amplifikacji weryfikowano po-
przez elektroforezę w aparacie Multiphor II (Pharmacia LKB) w
5,8-% natywnym żelu poliakrylamidowym o grubości 0,45 mm,
usieciowanym w 3-% 1,4-diakryloilopiperazyną [18, 19]. 

Przed analizą polimorfizmu konformacyjnego jednonicio-
wego DNA i heterodupleksów (SSCP/HD) do produktów am-
plifikacji badanych eksonów dodawano w odpowiedniej ilości
roztwór denaturujący (95% formamid, 20 mM wersenian,
0,05% błękit bromofenolowy, 0,05-% ksylencyjanol FF). Tak
przygotowane próbki denaturowano przez 10 min 
w temp. 98°C, szybko schładzano w lodzie, po czym poddawa-
no rozdziałowi elektroforetycznemu w wyżej wspomnianym
aparacie w warunkach opisanych w piśmiennictwie [20, 21].
Elektroforezę w warunkach denaturujących prowadzono w
aparacie SA-32 (GibcoBRL Life Technologies) w 6-% żelu polia-
krylamidowym Gene-PAGE PLUS (f-ma Amresco). Żele 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 prążek wycinano z żelu, doda-
wano 200 µl 5-% zawiesiny żywicy Chelex i DNA poddawano
elucji poprzez 30-minutową inkubację w temp. 56°C [23]. DNA
poddawano ponownej amplifikacji, zaś otrzymany produkt
oczyszczano na kolumience Microcon YM-100 (Millipore) po-
przez 2-krotny cykl rozcieńczania w wodzie do objętości 500
µl i zagęszczania do ok. 10 µl. Stężenie oczyszczonego produk-
tu PCR oznaczono spektrofotometrycznie [23, 24]. Sekwencjo-
nowanie obu nici DNA prowadzono za pomocą zestawu ABI
Prism BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit w obecno-
ści 5 ng produktu PCR oraz 1,6 pmol startera w łącznej objęto-
ści 10 µl. Profil termiczny obejmował 2 min wstępnej denatu-
racji w temp. 96°C oraz 30 cykli reakcji wydłużania startera (30
s w 96°C, 15 s w 50°C, 4 min w 60°C). 

Produkty sekwencjonowania oczyszczano poprzez precy-
pitację, dodając 25 µl 95-% etanolu i 1 µl 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 µl dejonizowanego formamidu. Po 2-minuto-
wej denaturacji w 95°C próbkę schładzano w lodzie i podda-
wano elektroforezie kapilarnej przy użyciu automatycznego
sekwenatora ABI Prism 310 (Applied Biosystems) po 15-sekun-
dowym nastrzyku przy 2 kV z użyciem polimeru POP6 (Applied
Biosystems), modułu szybkiego sekwencjonowania i zestawu
filtrów E. Rozdział prowadzono przez 30 min w 50°C przy 15 kV.
Do analizy wyników wykorzystano program komputerowy Se-
quencing Analysis 3.7 (Applied Biosystems). Zidentyfikowaną
mutację nazwano w oparciu o sekwencję cDNA genu NF1 do-
stępną w GenBanku (nr M82814) zgodnie z obowiązującą no-
menklaturą, zaś jej wpływ na sekwencję i strukturę białka zba-
dano przy użyciu programu Clone Manager for Windows 4.01.

Wyniki badań i dyskusja

W pracy analizowano polimorfizm 5 eksonów genu NF – 4b,
11, 22, 27a i 37, ich wybór wynikał z faktu, że w obrębie tych wła-
śnie eksonów obserwowano najczęstsze mutacje [4, 13]. We
wstępnym etapie pracy testowano różnorodne warunki mogą-
ce mieć wpływ na wyniki analizy SSCP/HD. Oceniano m.in. czas
i temperaturę denaturacji, procentowość i stopień usieciowa-
nia poliakrylamidu, skład żelu i buforów do elektroforezy, przy-
łożone napięcie i czas rozdziału elektroforetycznego [21, 25].
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Wielkości obserwowanych produktów amplifikacji po roz-
dziale elektroforetycznym odpowiadają podanym przez Fah-
solda i wsp. [13] i wynoszą w stosunku do markera wielkości
dla eksonu 4b – 209 pz, dla eksonu 11 – 205 pz i odpowiednio
dla eksonów 22, 27a i 37 po 262 pz, 263 pz i 203 pz. 

Zastosowane przez nas warunki wykazały, że we wszyst-
kich 5 badanych eksonach genu NF1 w materiale genetycz-
nym wyizolowanym z krwi chorych, podobnie jak w DNA
prób kontrolnych, nie obserwowano obecności polimorfizmu
konformacyjnego jednoniciowego DNA.

Metodę SSCP wykorzystuje się do poszukiwania różne-
go typu mutacji DNA, takich jak mutacje punktowe, delecje,
insercje, translokacje czy duplikacje. Valero i wsp. [12], sto-
sując metodę SSCP w różnych warunkach (0,5 x MDE Gel),
wykazali możliwość ujawnienia mutacji w obrębie eksonu 9
u chorych z NF1 w postaci nowego prążka w stosunku do
próby kontrolnej. W badaniach własnych uzyskano podob-
ne rezultaty w zakresie eksonu 4b.

W naszych badaniach prążek mutacyjny eksonu 4b ge-
nu NF1 obserwowano jedynie w DNA wyizolowanym z ner-
wiakowłókniaka, gdzie zaobserwowano wyraźny prążek tuż
poniżej fragmentu odpowiadającego prawidłowemu, dwu-
niciowemu produktowi PCR (ryc. 1.). 

Westermeier [21] do poszukiwania mutacji genu NF1
modyfikował skład żelu poprzez zwiększenie stężenia

glicerolu, jednak nie obserwował istotnych różnic mię-
dzy wynikami uzyskanymi przy standardowym i zmody-
fikowanym składzie żelu. Badania Bittner-Kowalczyk 
i wsp. [1] nad poszukiwaniem mutacji genu NF1 w ekso-
nach 1–7 wykazały brak mutacji w analizowanych regio-
nach w stosunku do prób kontrolnych. 

RRyycc.. 11.. Wynik elektroforezy produktów amplifikacji eksonu
4b genu NF1 (wybarwiony srebrem żel poliakrylamidowy).
Ścieżki 1–6: DNA izolowany z nerwiakowłókniaków pobra-
nych od sześciu pacjentów; 7: kontrola ujemna amplifika-
cji; 8: standard wielkości DNA (222 bp, 179 bp). Strzałka
wskazuje prążek zidentyfikowany jako heterodupleks

RRyycc.. 22.. Porównanie wyników sekwencjonowania nici antysensownej eksonu 4b genu NF1 w przypadku kontroli (góra) 
i DNA izolowanego z nerwiakowłókniaka (dół). Strzałka wskazuje początek przesunięcia fazy sekwencji, widoczny jako
dodatkowy pik poniżej piku prawidłowego, wynikający z obecności zmutowanego allelu z delecją jednego nukleotydu
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Jako że z przeprowadzonych przez nas badań wynika, że
prążka mutacyjnego w obrębie eksonu 4b genu NF1 nie
stwierdzono w przypadku DNA izolowanego z krwi pacjen-
ta, od którego pochodził opisywany guzek, należy przypu-
ścić, że obserwowana mutacja miała charakter somatycz-
ny. Identyczny elektroforetogram uzyskiwano bez poprze-
dzającej elektroforezę denaturacji produktów PCR, co
wykluczało polimorfizm SSCP, sugerowało natomiast inser-
cję co najmniej kilku nukleotydów. Próba izolacji zmutowa-
nego eksonu przy użyciu metod elektroforetycznych i elucji
z żelu poliakrylamidowego nie przyniosła jednak efektu,
gdyż za każdym razem po reamplifikacji eluowanego DNA
obserwowano oba prążki, co wskazywało na obecność pra-
widłowego i zmutowanego eksonu w eluacie, a tym samym
na ich różną migrację w żelu. 

Opóźnienie migracji w postaci dodatkowego prążka naj-
prawdopodobniej wynikało z tworzenia heterodupleksów,
których detekcja stanowi podstawę metody wykrywania
mutacji zwanej testem ruchliwości heterodupleksów (HD). 

Brak różnic między produktami amplifikacji eksonu 4b
guza i kontrolnego DNA w obrazie elektroforetycznym po
rozdziale w warunkach denaturujących potwierdził obec-
ność heterodupleksów wśród produktów amplifikacji DNA
izolowanego z badanego nerwiakowłókniaka.

W związku z powyższym zaniechano dalszych prób
oddzielenia zmutowanego fragmentu od DNA niezmu-
towanego i sekwencjonowaniu poddano bezpośrednio
produkt amplifikacji eksonu 4b tkanki nowotworowej
oraz DNA kontrolnego. 

W przypadku eksonu 4b nerwiakowłókniaka stwier-
dzono obecność 2 różnych alleli: dominującej ilościowo se-
kwencji prawidłowej oraz sekwencji przesuniętej w fazie
o jeden nukleotyd (ryc. 2.). Początek tego przesunięcia był
identyczny niezależnie od nici DNA, którą poddano sekwen-
cjonowaniu, jednoznacznie potwierdzając delecję jedne-
go nukleotydu. 

Mutację tę zidentyfikowano jako c.567delA. Powoduje
ona przesunięcie ramki odczytu i przedwczesną terminację
translacji tuż za miejscem mutacji, prowadząc do syntezy
niefunkcjonalnego białka o długości 189 aminokwasów (pra-
widłowa neurofibromina 1 składa się z 2 818 aminokwasów).

Autorzy pragną podziękować kierownictwu Katedry i Za-
kładu Medycyny Sądowej Akademii Medycznej w Gdańsku
za umożliwienie wykonania badań molekularnych.
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