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INDIRECT NEUROFIBROMATOSIS TYPE I DIAGNOSIS IN SLOVAK
FAMILIES USING RFLP

MEZENSKA R, DUROVCIKOVA D, BEHULOVA R, LUKACOVA M, LOZSEKOVA A, SIMKO J

NEPRIAMA DIAGNOSTIKA NEUROFIBROMATÓZY TYP 1 POMOCOU RFLP V SLOVENSKÝCH
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Abstract

Mezenska R, Durovcikova D, Behulova R, Lukacova M, Loz-
sekova A, Simko J:
Indirect neurofibromatosis type I diagnosis in Slovak fami-
lies using RFLP
Bratisl Lek Listy 2000; 101 (3): 130�133

Neurofibromatosis type I clinical diagnosis confirmation as
well as antenatal diagnostics of the disease are recently provi-
ded by molecular genetics. The authors analyze 17 Slovak fa-
milies with multiple NFI incidence, in whom the detection of
mutated gene transfer was performed using indirect diagnos-
tics-bound with of restrictive fragments length polymorphism
RFLP. With the help of PCR 7 polymorphic sequencies were
amplified and subsequently broken with restrictive endonuc-
leases localized close to the neurofibrin gene. The system in-
formative capacity was comparable with the results of other
Caucasian population studies. Although direct detection of
mutation is the perspective of the diagnostics, binding analysis
in informative families with multiple incidence of the disease
provides reliable and cheaper possibility of NFI diagnostic on
the level of DNA analysis. (Tab. 1, Fig. 3, Ref. 26.)
Key words: neurofibromatosis, restrictive fragments lenght
polymorphism (RFLP), indirect diagnostic.
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Abstrakt

Mezenská R., Ïurovèíková D., Behulová R., Lukáèová M., Loz-
seková A., �imko J.:
Nepriama diagnostika neurofibromatózy typ 1 pomocou RFLP
v slovenských rodinách
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, è. 3, s. 130�133

Potvrdenie klinickej diagnózy neurofibromatózy typu I a pre-
natálna diagnostika tohto ochorenia sa presúvajú do rovín mo-
lekulovej genetiky. Autori analyzovali 17 slovenských rodín
s viacnásobným výskytom NFl, u ktorých vyu�ili na detekciu
prenosu mutovaného génu nepriamu diagnostiku � väzbu
s polymorfizmami då�ky re�trikèných fragmentov (RFLP). Po-
mocou PCR amplifikovali a následne re�trikènými endonukle-
ázami �tiepili 7 polymorfných sekvencií, ktoré sa nachádzajú
v blízkosti génu pre neurofibrín. Informatívnos� systémov bola
podobná ako v iných �túdiách z kaukazskej populácie. Aj keï
perspektívne bude diagnostika smerova� k priamej detekcii
mutácií, väzbová analýza v informatívnych rodinách s viacná-
sobným výskytom ochorenia poskytuje zatia¾ spo¾ahlivú a lac-
nej�iu mo�nos� diagnostiky NFI na úrovni DNA-analýzy. (Tab.
1, obr. 3, lit. 26.)
K¾úèové slová: neurofibromatóza, polymorfizmus då�ky re�-
trikèných fragmentov (RFLP), nepriama diagnostika.
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Neurofibromatóza typu I (NFI) patrí medzi dedièné choroby
s najvy��ou populaènou incidenciou. Je to monogénovo podmiene-
né ochorenie, ktorého hlavnou èrtou je vznik poèetných tumorov
z fibrózneho tkaniva lokalizovaných pozdå� priebehu periférnych
nervov, s vysokou predispozíciou k malígnej transformácii (5, 6).

�iroká variabilita klinických príznakov a ich podobnos� s inými
nozologickými jednotkami èasto znemo�òujú jednoznaènú dia-
gnostiku len na základe klinického obrazu. Údaje o frekvencii

výskytu ochorenia sa nachádzajú v rozmedzí od 1:2500 do 1:5000
bez výraznej�ích regionálnych a etnických rozdielov (6, 7, 14, 20).

Vïaka vysokej frekvencii a èasto záva�ným prejavom týchto
ochorení stále naliehavej�ie vystupuje po�iadavka na prenatálnu
diagnostiku v niektorých rodinách s �a�ko postihnutými èlenmi.
Klonovanie a mapovanie génu pre NFI v poslednom období umo�-
nilo roz�írenie spektra diagnostických mo�ností aj o metódy mo-
lekulárnej genetiky.
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Genetika neurofibromatózy I

U� v 20. rokoch tohto storoèia vznikla my�lienka o autozó-
movo dominantnom type dediènosti NFI.

30�50 % postihnutých má zdravých rodièov, èo vypovedá o vy-
sokej frekvencii spontánnych, de novo vznikajúcich mutácií zaprí-
èiòujúcich toto ochorenie (15, 16, 18). Len asi 41 % postihnutých
mu�ov a 75 % postihnutých �ien majú potomkov. Vplyv na fertilitu
postihnutých NFI nie je priamy, ale ich zní�ená reprodukèná schop-
nos� je spojená s psychosociálnymi dôsledkami fenotypových pre-
javov ochorenia. Penetrancia ochorenia je prakticky 100 % (5, 18).

Neurofibromatóza je príkladom extrémnej variability expresi-
vity fenotypových príznakov ochorenia. Nezistila sa výrazná kore-
lácia medzi typom a lokalizáciou mutácií v génoch pre NFI a urèi-
tým fenotypovým prejavom. Variabilita príznakov u nosite¾ov rov-
nakej mutácie v jednej rodine je èasto taká �iroká, �e skôr nájdeme
podobné èrty medzi príslu�níkmi rozlièných rodín ako medzi prí-
buznými navzájom. Urèitá signifikantná korelácia podobnosti sa
potvrdila len medzi prvostupòovými príbuznými, ale ani príznaky
medzi monozygotnými dvojèatami nie sú toto�né (7, 8, 18, 20).

Molekulárna biológia génu pre NFI

Gén pre NFI bol mapovaný do pericentrického regiónu chro-
mozómu 17 roku 1987. Nálezy �pecifických translokácií u pa-
cientov s neurofibromatózou a následné vyu�itie väzbovej analý-
zy lokalizovali gén pre NFI do lokusu 17.q.11.2 (3, 9).

Roku 1990 bol klonovaný gén pre NFI. Je dlhý pribli�ne 350 kb,
kóduje transkript mRNA då�ky od 11 kb do 13 kb, obsahuje najmenej
56 exónov a má otvorený èítací rámec v då�ke 8454 nukleotidov. Na
3�konci sa nachádza neprepisujúca sekvencia då�ky najmenej 2 kb.
Polypeptid vznikajúci prekladom èítacieho rámca sa skladá z 2818
aminokyselín s molekulovou hmotnos�ou asi 327 kDa (10, 21, 22).

Mutácie sú rozptýlené po celej då�ke génu a zahròujú �iroké
spektrum od bodových po rozsiahle delécie. Ich spoloènou èrtou
je, �e v�etky, ktoré vedú k fenotypu neurofibromatózy, zapríèiòu-
jú stratu funkèného proteínu. Tento nález viedol k úvahe, �e NFI
patrí do skupiny tumor-supresorových génov (19, 21).

Detekcia mutácií v géne pre NFI preukázala, �e neexistujú �hot
spots� oblasti � preferenèné miesta výskytu mutácií. Ich výskyt
v géne je viac-menej rovnomerne rozptýlený (2, 21, 22, 23).

Produktom génu pre NFI je polypeptid neurofibrín identifi-
kovaný roku 1992, då�ky 2818 aminokyselín s molekulovou hmot-
nos�ou 327 kDa (18).

Funkcia neurofibrínu ako tumor-supresorového faktora nebo-
la dodnes presne objasnená. Viaceré �túdie posledných rokov v�ak
naznaèujú, �e tento polypeptid sa zúèastòuje na tumorigenéze
v spolupráci s p21-ras protoonkogénom. p21-ras proteín je v nor-
málne sa vyvíjajúcich cicavèích bunkách väè�inou v inaktívnej
GDP via�úcej forme. Jeho aktívna forma via�úca GTP zrejme cez
cAMP výrazne ovplyvòuje bunkovú proliferáciu a diferenciáciu.

Zmenu p21-ras-GTP na p21-ras-GDP ovplyvòuje rozhodujú-
cou mierou neurofibrín ako GAP-proteín. Neurofibrín na mikro-
tubuloch mení p21-ras-GTP (aktívnu formu) na p21-ras-GDP
(inaktívnu formu ras proteínu). Neprítomnos� neurofibrínu zne-
mo�ní túto zmenu, väè�ina ras proteínu sa fosforyluje na aktívnu
GTP formu, ktorá cez cAMP stimuluje nekontrolovanú, �nádoro-
vú � proliferáciu buniek (4, 18, 21).

Diagnostika NF1 na úrovni DNA-analýzy

Uviedli sme, �e neurofibromatóza je zapríèinená mutáciami
v géne pre neurofibrín. Neporu�ený gén produkuje dostatoèné
mno�stvo polypeptidu, ktorý supresuje vznik ochorenia.

Ka�dý gén mô�e by� postihnutý ve¾mi pestrou �kálou mutácií.
Zmenený polypeptid je väè�inou výsledkom mutácie v kódujú-
cich sekvenciách � exónoch. Mutácie v intrónoch spravidla ne-
majú �iaden dôsledok. Výnimkou je mutácia splicingového mies-
ta, promótoru alebo polyA stabilizujúcej sekvencie (7, 12).

Keï�e gén zodpovedajúci za vznik NFI má komplikovanú
�truktúru a mutácie sa nesústreïujú v �hot spots� oblastiach, vy-
u�ívame v na�ich podmienkach na diagnostiku tzv. nepriamu ge-
notypovú analýzu. Pomocou nej samotnú mutáciu nedetegujeme,
diagnostikujeme len prenos mutácie na základe väzby medzi prí-
slu�ným génom a blízko le�iacim polymorfizmom då�ky re�trik-
èných fragmentov (RFLP � restriction fragment lenght polymor-
phism). Hovoríme o nepriamej diagnóze DNA pomocou väzby
s RFLP. Obmedzením tejto metódy je nevyhnutnos� analyzova�
väzbové vz�ahy medzi RFLP a lokusom zodpovedným za patolo-
gický stav, teda zisti�, ktorý re�trikèný fragment le�í na tom istom
chromozóme ako patologická alela. Z toho vyplýva i podmienka,
�e pri nepriamej diagnostike nestaèí vy�etri� iba pacienta, ale aj
jeho rodièov a aspoò jedného ïal�ieho postihnutého èlena rodiny.
Ak máme iba jedného �ijúceho nosite¾a mutácie a materiál od
zosnulých príbuzných, ktorí boli postihnutí, nie je k dispozícii,
nepriama analýza nie je mo�ná. Druhou podmienkou je, �e aspoò
jeden rodiè je dvojnásobný heterozygot, t.j. heterozygot na lokuse
zodpovednom za ochorenie a súèasne heterozygot pre RFLP. Ïa-
lej je nutné, aby bol vy�etrený polymorfizmus v úplnej, alebo as-
poò ve¾mi tesnej väzbe s lokusom zodpovedným za ochorenie.
V dôsledku rekombinácie medzi lokusom a markerom vzniká toti�
riziko diagnostického omylu, ktoré rastie so zvy�ujúcim sa per-
centom rekombinácie. Napriek uvedeným nevýhodám je nepria-
ma analýza èasto jedinou mo�nos�ou diagnostiky viacerých zá-
va�ných, predov�etkým dominantne dedièných ochorení. Haplo-
typovú analýzu s po�itím polymorfizmu då�ky re�trikèných frag-
mentov RFLP prezentovali vo svojich prácach viacerí autori (1, 6,
9, 11, 13, 17, 25), ktorých metodiky sme pou�ili na zavedenie ne-
priamej diagnostiky neurofibromatózy typu 1 v na�om laboratóriu.

Materiál a metódy

Krv od pacientov so susp. diagnózou neurofibromatózy typ 1,
ako aj od ich príbuzných boli do Centra lekárskej genetiky FN
zasielané z takmer v�etkých oddelení lekárskej genetiky na Slo-
vensku. Celkovo sme získali materiál od 85 NFI rodín.

Genómová DNA sa získala pou�itím setu � Wizard Genomic
DNA Purification Kit (PROMEGA, USA).

PCR sme uskutoènili automaticky pou�itím termálneho cyk-
lera TECHNE CYCLOGENE.

V tabu¾ke 1 je ve¾kos� PCR produktov a ve¾kos� DNA-frag-
mentov detegovaných pou�itím príslu�ných re�trikèných enzýmov.

Produkty PCR sme detegovali elektroforetickou separáciou
v 1,5 % agarózovom géli s pou�itím TBE tlmivého roztoku pri
200 mA 2�3 hodiny v závislosti od ve¾kosti amplifikaèných frag-
mentov. DNA sme vizualizovali pomocou EtBr, ktorý sme pridali
priamo do gélu (konc. 0,5 g/l), presvietením na UV transiluminá-
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tore. Ako �tandard molekulovej hmotnosti DNA sme pou�ili ko-
merène dodávaný syntetický 100 bp ladder.

Výsledky

Z 85 rodín, ktorých krv bola zaslaná do laboratória Centra
lekárskej genetiky, bolo mo�né urobi� nepriamu DNA-diagnosti-
ku u 30 rodín (35,292 %). U 55 rodín (64,701 %) nebolo mo�né
túto diagnostickú metódu pou�i� z viacerých dôvodov. U 13 ro-
dín (15,293 %) bola príèinou neochota pacientov a jednotlivých
èlenov rodín spolupracova� s lekárom.

V 42 rodinách (49,408 %) sa nenachádzal druhý postihnutý
jedinec, èo je nevyhnutnou podmienkou pou�itia tejto metodiky.
Pomocou väzby s RFLP sme dosia¾ vy�etrili 17 rodín, z ktorých
4 neboli informatívne pre �iaden z uvedených systémov. V 4 ro-
dinách bol informatívny iba jeden systém, v piatich dva systémy
a v prípade 4 rodín sme zistili tri informatívne systémy.

Aplikáciu haplotypovej analýzy na NFI väzbové markery
uvádzame na príklade rodiny, u ktorej bola diagnostikovaná sus-
pektná neurofibromatóza typu Recklinghausen (obr. 1).

Z výsledkov re�trikènej analýzy sme zistili, �e rodina je in-
formatívna pre 3 nasledujúce polymorfizmy: p113.C4.2/MspI,
pEW207/BglII, pEW207/HindIII. Pacientka II/1 zdedila od svoj-
ho otca I/2 haplotyp--+, s ktorým je ochorenie asociované, a sú-
èasne je zhodný s haplotypom otcovej sestry I/1, ktorá je tie� pos-
tihnutá. II/1 zdedila od svojej matky I/3 haplotyp --+, ktorý je síce
identický s haplotypom zdedeným od otca, v rodine matky v�ak

nie je asociovaný s ochorením. Prítomnos� dvoch rovnakých hap-
lotypov, z ktorých len jeden je asociovaný s ochorením, kompli-
kuje identifikáciu patologickej alely v prípade ïal�ej generácie.

Zdravý syn II/2 zdedil od svojho otca I/2 haplotyp ++- a od
matky --+.

Na obrázkoch 2 a 3 sú výsledky re�trikènej analýzy dvoch
z uvedených informatívnych systémov rodiny.

Neurofibromatóza typu 1 patrí do skupiny najviac frekventova-
ných, potenciálne záva�ných ¾udských genetických ochorení. Dedí
sa autozómovo dominantne s takmer 100 % penetranciou, no varia-
bilnou expresivitou, prièom polovica diagnostikovaných osôb sa
pova�uje za nosite¾ov de novo vznikajúcich mutácií (10, 20).

Identifikácia génu pre NFI, urèenie jeho presnej lokalizácie
a �truktúry, klonovanie a sekvenovanie celej cDNA a èasti nekó-
dujúcich úsekov prenieslo diagnostiku tohto ochorenia na mole-
kulárnu úroveò.

Priama detekcia �pecifických mutácií nie je zatia¾ mo�ná
u v�etkých rodín postihnutých NFI, preto�e då�ka génu i rozma-
nitos� mutácií zapríèiòujúcich ochorenie robia èasto diagnostiku
èasovo i finanène ve¾mi nároènou. Mo�nosti priamej analýzy pre-
to závisia vo ve¾kej miere od prístrojového vybavenia, ako aj ma-
teriálneho zabezpeèenia jednotlivých pracovísk.

Analýza pomocou väzby má v�ak nieko¾ko nevýhod. Je to pre-
dov�etkým mo�nos� diagnostického omylu v dôsledku rekombiná-
cie pri urèení väzby polymorfizmu s lokusom zodpovedným za ocho-
renie v postihnutej rodine. Mo�nos� omylu je tým väè�ia, èím ïalej
od mutácie sa polymorfizmus (marker) nachádza. Pou�itie viace-
rých polymorfizmov diagnostiku spresòuje. Dôle�itá je lokalizácia,
ako aj poèet pou�itých markerov. Najvhodnej�ou sa javí kombiná-
cia intragénových a susediacich markerov, preto�e umo�òuje po-
merne ¾ahko detegova� aj rekombináciu le�iacu vo vnútri génu.

Ïal�ou nevýhodou nepriamej analýzy je nevyhnutnos� výsky-
tu aspoò dvoch postihnutých jedincov informatívnych pre pou�ité
polymorfizmy. Vivarelli a spol. (25) uvádzajú, �e ich vy�etrovaný
súbor obsahoval 6 rodín, ktoré boli informatívne pre dva a viac
pou�itých polymorfizmov, tri rodiny boli informatívne iba pre je-
den systém a tri pre �iaden z uvedených systémov. Proporcionál-
ne podobné výsledky dosiahli aj ïal�í autori (1, 8, 15, 19, 26).

V na�om súbore bolo devä� rodín informatívnych pre dva
a viac pou�itých polymorfizmov, �tyri v prípade jedného systé-
mu a �tyri neboli informatívne pre �iaden z uvedených systémov,
èo je porovnate¾né s opísanými �túdiami. Sporadické prípady tvo-
ria v na�om súbore s 85 NFI rodín 49,408 %.

Pascou väzbovej analýzy je mo�ná aj chyba v klinickej diagnos-
tike ochorenia. Úspe�nos� molekulárnej diagnostiky preto èasto pria-
mo závisí od skúseností klinického genetika a jeho schopnosti roz-
pozna� príznaky NFI, èo mô�e by� predov�etkým v poèiatoèných
�tádiách ochorenia a pri jeho miernych formách ve¾mi nároèné (5).

Záver

V súèasnosti stále viac rodín postihnutých neurofibromatózou
typu Recklinghausen �iada informácie týkajúce sa prognózy, výsky-
tu a mo�ností vèasnej, resp. prenatálnej diagnostiky tohto ochorenia
(24). Metódy molekulárnej genetiky nám umo�òujú nielen spresni�
výsledok klinickej diagnózy, ale aj predpoveda� dedenie ochorenia
do ïal�ích generácií. Nepriama analýza pri pou�ití väzby s RFLP
polymorfizmami je jednou z mo�ností uskutoènenia tejto diagnostiky.

Fig. 1. Family tree with diagnostic suspect neurofibromatosis type
Recklinghausen.
Obr. 1. Rodokmeò rodiny, u ktorej bola diagnostikovaná suspektná
neurofibromatóza typu Recklinghausen.

Tab. 1. Size of PCR products and DNA fragments.
Tab. 1. Ve¾kosti PCR-produktov a DNA-fragmentov.

Primer Enzyme Size of PCR product Size of DNA fragments
Primer Enzým Ve¾kos� Ve¾kos�

PCR-produktu (bp) DNA-fragmentov

pHHH202 RsaI 306 188/108
p11.3C4.2 MspI 1080 920/160
Exon 5 RsaI 113 70/43
pEW206 MspI 349 180/169
p2.F9.8 RsaI 650 460/400, 60
pEW207 BgiII 587 368/219
pEW207 HindIII 587 390/197
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Fig. 3. Results of pEW207 system analysis. Particular PCR products
were cleaved by restrictive Hind III enzyme. The figure shows the
position of the family members in family tree. Symbol � is for un-
split, and symbol + split DNA.
Obr. 3. Výsledky analýzy systému pEW207. Príslu�né PCR-produkty
boli �tiepené re�trikèným enzýmom HindIII. Oznaèenie na obrázku
zodpovedá postaveniu èlenov rodiny v rodokmeni. Symbol � ozna-
èuje ne�tiepenú, + �tiepenú DNA pacientov.

Fig. 2. Results of the pEW207 system analysis. Particular PCR pro-
ducts were broken by restrictive BgI II enzyme. The figure shows the
position of the family members in family tree. Symbol � is for un-
split, and symbol + split DNA.
Obr. 2. Výsledky analýzy systému pEW207. Príslu�né PCR-produkty
boli �tiepené re�trikèným enzýmom BglII. Oznaèenie na obrázku zod-
povedá postaveniu èlenov rodiny v rodokmeni. Symbol � oznaèuje
ne�tiepenú, + �tiepenú DNA pacientov.


