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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 NEUROFIBROMATOZY TYP 1 POMOCOU RFLP V SLOVENSKYCH
RODINACH

Abstract
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Indirect neurofibromatosis type I diagnosis in Slovak fami-
lies using RFLP
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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.

Neurofibromatéza typu I (NFI) patri medzi dedi¢né choroby
s najvyssou popula¢nou incidenciou. Je to monogénovo podmiene-
né ochorenie, ktorého hlavnou ¢rtou je vznik pocetnych tumorov
z fibrézneho tkaniva lokalizovanych pozdiz priebehu periférnych
nervov, s vysokou predispoziciou k malignej transformacii (5, 6).

Siroka variabilita klinickych priznakov a ich podobnosts inymi
nozologickymi jednotkami casto znemoziuju jednoznacnu dia-
gnostiku len na zaklade klinického obrazu. Udaje o frekvencii
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Potvrdenie klinickej diagndzy neurofibromatozy typu I a pre-
natdlna diagnostika tohto ochorenia sa presuvaju do rovin mo-
lekulovej genetiky. Autori analyzovali 17 slovenskych rodin
s viacnasobnym vyskytom NFI, u ktorych vyuzili na detekciu
prenosu mutovaného génu nepriamu diagnostiku — vézbu
s polymorfizmami diZky restrikénych fragmentov (RFLP). Po-
mocou PCR amplifikovali a nasledne restrikénymi endonukle-
azami Stiepili 7 polymorfnych sekvencii, ktoré sa nachadzaju
v blizkosti génu pre neurofibrin. Informativnost systémov bola
podobnad ako v inych §tadiach z kaukazskej populacie. Aj ked
perspektivne bude diagnostika smerovat k priamej detekcii
mutacii, vdzbova analyza v informativnych rodinach s viacna-
sobnym vyskytom ochorenia poskytuje zatial spolahlivu a lac-
nejSiu moznost diagnostiky NFI na trovni DNA-analyzy. (7ab.
1, obr. 3, lit. 26.)

Klagové slova: neurofibromatéza, polymorfizmus dizky res-
trikénych fragmentov (RFLP), nepriama diagnostika.

vyskytu ochorenia sa nachadzaji v rozmedzi od 1:2500 do 1:5000
bez vyraznejsSich regiondlnych a etnickych rozdielov (6, 7, 14, 20).

Vdaka vysokej frekvencii a ¢asto zavaznym prejavom tychto
ochoreni stale naliehavejSie vystupuje poziadavka na prenatalnu
diagnostiku v niektorych rodindch s tazko postihnutymi ¢lenmi.
Klonovanie a mapovanie génu pre NFI v poslednom obdobi umoz-
nilo rozsirenie spektra diagnostickych moznosti aj o metédy mo-
lekularnej genetiky.
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Genetika neurofibromatézy I

Uz v 20. rokoch tohto storocia vznikla myslienka o autozo-
movo dominantnom type dedi¢nosti NFI.

30—50 % postihnutych ma zdravych rodicov, ¢o vypoveda o vy-
sokej frekvencii spontannych, de novo vznikajiucich mutécii zapri-
¢inujucich toto ochorenie (15, 16, 18). Len asi 41 % postihnutych
muzov a 75 % postihnutych zien maji potomkov. Vplyv na fertilitu
postihnutych NFI nie je priamy, ale ich zniZena reprodukéna schop-
nost je spojend s psychosocidlnymi dosledkami fenotypovych pre-
javov ochorenia. Penetrancia ochorenia je prakticky 100 % (5, 18).

Neurofibromatdza je prikladom extrémnej variability expresi-
vity fenotypovych priznakov ochorenia. Nezistila sa vyrazna kore-
lacia medzi typom a lokalizaciou mutacii v génoch pre NFI a urci-
tym fenotypovym prejavom. Variabilita priznakov u nositelov rov-
nakej mutacie v jednej rodine je Casto taka Sirokd, ze skor najdeme
podobné ¢rty medzi prislusnikmi rozli¢nych rodin ako medzi pri-
buznymi navzdjom. Urcitd signifikantna korelacia podobnosti sa
potvrdila len medzi prvostupiiovymi pribuznymi, ale ani priznaky
medzi monozygotnymi dvojcatami nie st totozné (7, 8, 18, 20).

Molekularna biolégia génu pre NFI

G¢én pre NFI bol mapovany do pericentrického regionu chro-
mozomu 17 roku 1987. Nalezy $pecifickych translokacii u pa-
cientov s neurofibromatézou a nasledné vyuzitie vizbovej analy-
zy lokalizovali gén pre NFI do lokusu 17.q.11.2 (3, 9).

Roku 1990 bol klonovany gén pre NFI. Je dlhy priblizne 350 kb,
kéduje transkript mRNA dizky od 11 kb do 13 kb, obsahuje najmenej
56 exénov a mé otvoreny &itaci ramec v dizke 8454 nukleotidov. Na
3’konci sa nachddza neprepisujica sekvencia dizky najmenej 2 kb.
Polypeptid vznikajuci prekladom ¢itacicho ramca sa sklada z 2818
aminokyselin s molekulovou hmotnostfou asi 327 kDa (10, 21, 22).

Mutécie su rozptylené po celej dizke génu a zahriju Siroké
spektrum od bodovych po rozsiahle delécie. Ich spolo¢nou ¢rtou
je, ze vsetky, ktoré vedu k fenotypu neurofibromatdzy, zapricinu-
ju stratu funkéného proteinu. Tento nalez viedol k tvahe, ze NFI
patri do skupiny tumor-supresorovych génov (19, 21).

Detekcia mutacii v géne pre NFI preukazala, Ze neexistuju ,,hot
spots® oblasti — preferen¢né miesta vyskytu mutécii. Ich vyskyt
v géne je viac-menej rovnomerne rozptyleny (2, 21, 22, 23).

Produktom génu pre NFI je polypeptid neurofibrin identifi-
kovany roku 1992, dizky 2818 aminokyselin s molekulovou hmot-
nostou 327 kDa (18).

Funkcia neurofibrinu ako tumor-supresorového faktora nebo-
la dodnes presne objasnena. Viaceré studie poslednych rokov vSak
naznacuju, ze tento polypeptid sa zlcasthuje na tumorigenéze
v spolupracis p21-ras protoonkogénom. p21-ras protein je v nor-
malne sa vyvijajucich cicav¢ich bunkach véicsinou v inaktivnej
GDP viazucej forme. Jeho aktivna forma viazica GTP zrejme cez
cAMP vyrazne ovplyviuje bunkovu proliferaciu a diferenciaciu.

Zmenu p21-ras-GTP na p21-ras-GDP ovplyviiuje rozhoduji-
cou mierou neurofibrin ako GAP-protein. Neurofibrin na mikro-
tubuloch meni p21-ras-GTP (aktivnu formu) na p21-ras-GDP
(inaktivnu formu ras proteinu). Nepritomnost neurofibrinu zne-
mozni tito zmenu, vi¢Sina ras proteinu sa fosforyluje na aktivnu
GTP formu, ktora cez cAMP stimuluje nekontrolovand, ,,nadoro-
v “ proliferaciu buniek (4, 18, 21).

Diagnostika NF1 na trovni DNA-analyzy

Uviedli sme, Ze neurofibromatdza je zapric¢inena mutaciami
v géne pre neurofibrin. NeporuSeny gén produkuje dostatocné
mnozstvo polypeptidu, ktory supresuje vznik ochorenia.

Kazdy gén moéze byt postihnuty velmi pestrou Skalou mutéacii.
Zmeneny polypeptid je vacSinou vysledkom mutacie v koduji-
cich sekvenciach — exdnoch. Mutacie v intrénoch spravidla ne-
maju ziaden dosledok. Vynimkou je mutécia splicingového mies-
ta, promotoru alebo polyA stabilizujucej sekvencie (7, 12).

Kedze gén zodpovedajuci za vznik NFI ma komplikovanu
Struktiru a mutacie sa nesustreduju v ,,hot spots* oblastiach, vy-
uzivame v naSich podmienkach na diagnostiku tzv. nepriamu ge-
notypovi analyzu. Pomocou nej samotnii mutaciu nedetegujeme,
diagnostikujeme len prenos mutacie na zaklade vizby medzi pri-
slugnym génom a blizko leziacim polymorfizmom diZky restrik-
¢nych fragmentov (RFLP — restriction fragment lenght polymor-
phism). Hovorime o nepriamej diagnéze DNA pomocou vizby
s RFLP. Obmedzenim tejto metddy je nevyhnutnost analyzovat
vizbové vztahy medzi RFLP a lokusom zodpovednym za patolo-
gicky stav, teda zistit, ktory restrikény fragment lezi na tom istom
chromozdme ako patologicka alela. Z toho vyplyva i podmienka,
Ze pri nepriamej diagnostike nestaci vysetrit iba pacienta, ale aj
jeho rodicov a aspon jedného dalsieho postihnutého ¢lena rodiny.
Ak mame iba jedného Zijuceho nositela mutdcie a material od
zosnulych pribuznych, ktori boli postihnuti, nie je k dispozicii,
nepriama analyza nie je moznd. Druhou podmienkou je, Ze aspon
jeden rodic je dvojnasobny heterozygot, t.j. heterozygot na lokuse
zodpovednom za ochorenie a sidasne heterozygot pre RELP. Da-
lej je nutné, aby bol vySetreny polymorfizmus v uplnej, alebo as-
pon velmi tesnej vizbe s lokusom zodpovednym za ochorenie.
V doésledku rekombinacie medzi lokusom a markerom vznika totiz
riziko diagnostického omylu, ktoré rastie so zvySujicim sa per-
centom rekombindcie. Napriek uvedenym nevyhodam je nepria-
ma analyza Casto jedinou moznostou diagnostiky viacerych za-
vaznych, predovsetkym dominantne dedi¢nych ochoreni. Haplo-
typovil analyzu s pozitim polymorfizmu dizky restrikénych frag-
mentov RFLP prezentovali vo svojich pracach viaceri autori (1, 6,
9, 11, 13, 17, 25), ktorych metodiky sme pouzili na zavedenie ne-
priamej diagnostiky neurofibromatdzy typu 1 v naSom laboratoriu.

Material a metody

Krv od pacientov so susp. diagndzou neurofibromatézy typ 1,
ako aj od ich pribuznych boli do Centra lekarskej genetiky FN
zasielané z takmer vSetkych oddeleni lekérskej genetiky na Slo-
vensku. Celkovo sme ziskali material od 85 NFI rodin.

Gendmova DNA sa ziskala pouzitim setu — Wizard Genomic
DNA Purification Kit (PROMEGA, USA).

PCR sme uskutocnili automaticky pouzitim termalneho cyk-
lera TECHNE CYCLOGENE.

V tabulke 1 je velkost PCR produktov a velkost DNA-frag-
mentov detegovanych pouzitim prislusnych restrikénych enzymov.

Produkty PCR sme detegovali elektroforetickou separaciou
v 1,5 % agarézovom géli s pouzitim TBE tlmivého roztoku pri
200 mA 2—3 hodiny v zavislosti od velkosti amplifikaénych frag-
mentov. DNA sme vizualizovali pomocou EtBr, ktory sme pridali
priamo do gélu (konc. 0,5 g/1), presvietenim na UV transilumina-
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Fig. 1. Family tree with diagnostic suspect neurofibromatosis type
Recklinghausen.

Obr. 1. Rodokmeii rodiny, u ktorej bola diagnostikovana suspektna
neurofibromatéza typu Recklinghausen.

+. 0

tore. Ako Standard molekulovej hmotnosti DNA sme pouzili ko-
meréne dodavany synteticky 100 bp ladder.

Vysledky

Z 85 rodin, ktorych krv bola zasland do laboratdria Centra
lekarskej genetiky, bolo mozné urobit nepriamu DNA-diagnosti-
ku u 30 rodin (35,292 %). U 55 rodin (64,701 %) nebolo mozné
tuto diagnosticktl metédu pouzit z viacerych dévodov. U 13 ro-
din (15,293 %) bola pri¢inou neochota pacientov a jednotlivych
¢lenov rodin spolupracovat s lekarom.

V 42 rodinach (49,408 %) sa nenachadzal druhy postihnuty
jedinec, ¢o je nevyhnutnou podmienkou pouzitia tejto metodiky.
Pomocou vizby s RFLP sme dosial vySetrili 17 rodin, z ktorych
4 neboli informativne pre ziaden z uvedenych systémov. V 4 ro-
dindch bol informativny iba jeden systém, v piatich dva systémy
a v pripade 4 rodin sme zistili tri informativne systémy.

Aplikaciu haplotypovej analyzy na NFI vdzbové markery
uvadzame na priklade rodiny, u ktorej bola diagnostikovana sus-
pektna neurofibromatdza typu Recklinghausen (obr. 1).

Z vysledkov restrikénej analyzy sme zistili, Ze rodina je in-
formativna pre 3 nasledujuce polymorfizmy: p113.C4.2/Mspl,
pPEW207/Bglll, pEW207/HindlIll. Pacientka I1/1 zdedila od svoj-
ho otca I/2 haplotyp--+, s ktorym je ochorenie asociované, a su-
Casne je zhodny s haplotypom otcovej sestry I/1, ktora je tieZ pos-
tihnuta. 11/1 zdedila od svojej matky 1/3 haplotyp --+, ktory je sice
identicky s haplotypom zdedenym od otca, v rodine matky vSak

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

Primer Enzyme  Size of PCR product Size of DNA fragments
Primer Enzym  Velkost Velkost
PCR-produktu (bp)  DNA-fragmentov

pHHH202 Rsal 306 188/108
pl1.3C4.2 Mspl 1080 920/160

Exon 5 Rsal 113 70/43
pEW206  Mspl 349 180/169
p2.F9.8 Rsal 650 460/400, 60
pEW207  Bgill 587 368/219
pEW207  HindIII 587 390/197

nie je asociovany s ochorenim. Pritomnost dvoch rovnakych hap-
lotypov, z ktorych len jeden je asociovany s ochorenim, kompli-
kuje identifik4ciu patologickej alely v pripade dalSej generacie.

Zdravy syn 11/2 zdedil od svojho otca I/2 haplotyp ++- a od
matky --+.

Na obrazkoch 2 a 3 st vysledky restrikénej analyzy dvoch
z uvedenych informativnych systémov rodiny.

Neurofibromatdza typu 1 patri do skupiny najviac frekventova-
nych, potencialne zavaznych ludskych genetickych ochoreni. Dedi
sa autozomovo dominantne s takmer 100 % penetranciou, no varia-
bilnou expresivitou, pricom polovica diagnostikovanych osob sa
povazuje za nositelov de novo vznikajucich mutacii (10, 20).

Identifikacia génu pre NFI, urcenie jeho presnej lokalizacie
a Struktury, klonovanie a sekvenovanie celej cDNA a casti nekd-
dujucich usekov prenieslo diagnostiku tohto ochorenia na mole-
kularnu troven.

Priama detekcia Specifickych mutacii nie je zatial mozna
u vietkych rodin postihnutych NFI, pretoZe dizka génu i rozma-
nitost mutdcii zapric¢inujucich ochorenie robia ¢asto diagnostiku
¢asovo i finan¢ne velmi naro¢nou. Moznosti priamej analyzy pre-
to zavisia vo velkej miere od pristrojového vybavenia, ako aj ma-
teridlneho zabezpecenia jednotlivych pracovisk.

Analyza pomocou vidzby ma vsak niekolko nevyhod. Je to pre-
dovsetkym moznost diagnostického omylu v désledku rekombina-
cie pri urceni vizby polymorfizmu s lokusom zodpovednym za ocho-
renie v postihnutej rodine. Moznost omylu je tym vécsia, ¢im dalej
od mutécie sa polymorfizmus (marker) nachadza. Pouzitie viace-
rych polymorfizmov diagnostiku spresiiuje. Délezita je lokalizacia,
ako aj pocet pouzitych markerov. NajvhodnejSou sa javi kombina-
cia intragénovych a susediacich markerov, pretoze umoziuje po-
merne [ahko detegovat aj rekombindciu leziacu vo vnutri génu.

Dal3ou nevyhodou nepriamej analyzy je nevyhnutnost vysky-
tu aspon dvoch postihnutych jedincov informativnych pre pouzité
polymorfizmy. Vivarelli a spol. (25) uvadzaju, ze ich vySetrovany
stibor obsahoval 6 rodin, ktoré boli informativne pre dva a viac
pouzitych polymorfizmov, tri rodiny boli informativne iba pre je-
den systém a tri pre Ziaden z uvedenych systémov. Proporcional-
ne podobné vysledky dosiahli aj dalsi autori (1, 8, 15, 19, 26).

V nasom stbore bolo devif rodin informativnych pre dva
a viac pouzitych polymorfizmov, Styri v pripade jedného systé-
mu a Styri neboli informativne pre Ziaden z uvedenych systémov,
¢o je porovnatelné s opisanymi Studiami. Sporadické pripady tvo-
ria v naSom subore s 85 NFI rodin 49,408 %.

Pascou vizbovej analyzy je mozna aj chyba v klinickej diagnos-
tike ochorenia. Uspesnost molekularnej diagnostiky preto Casto pria-
mo zavisi od skusenosti klinického genetika a jeho schopnosti roz-
poznat priznaky NFI, o mé6ze byt predovsetkym v pociatocnych
Stadiach ochorenia a pri jeho miernych formach velmi narocné (5).

Zaver

V stcasnosti stale viac rodin postihnutych neurofibromatdzou
typu Recklinghausen ziada informacie tykajuce sa progndzy, vysky-
tu a moznosti v¢asnej, resp. prenatalnej diagnostiky tohto ochorenia
(24). Metddy molekularnej genetiky ndm umoziuju nielen spresnit
vysledok klinickej diagnozy, ale aj predpovedat dedenie ochorenia
do dalsich generacii. Nepriama analyza pri pouziti vdzby s RFLP
polymorfizmami je jednou z moznosti uskuto¢nenia tejto diagnostiky.
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Fig. 2. Results of the pEW207 system analysis. Particular PCR pro-
ducts were broken by restrictive Bgl 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. Vysledky analyzy systému pEW207. Prislusné PCR-produkty
boli Stiepené restrikénym enzymom BglIl. Oznadenie na obrazku zod-
poveda postaveniu ¢lenov rodiny v rodokmeni. Symbol — oznacuje
nestiepenu, + Stiepenit DNA pacientov.
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