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Opis wynalazku 

Przedmiotem wynalazku jest zestaw diagnostyczny i sposób jednoczesnego wykrywania muta-

cji w obrębie genu NF1 dla grupy pacjentów z podejrzeniem choroby Recklinghausena. 

Choroba Recklinghausena to choroba wywoływana przez mutacje w obrębie genu NF1, kodują-

cego białko neurofibrominy, zlokalizowanego na chromosomie 17q11.2. Jest to gen o jednym z naj-

wyższych współczynników występowania mutacji spontanicznych, co sprawia, że ich wykrycie jest 

szczególnie trudne. 

Obraz kliniczny zmian wywoływanych przez mutacje w obrębie genu NF1 jest bardzo zróżnico-

wany, począwszy od zmian skórnych w postaci plam koloru kawy z mlekiem (café-au-lait), czy piegów 

w okolicach pach i pachwin po glejaka nerwu wzrokowego, patrz: Molecular genetics of neurofibroma-

tosis type 1 (NF1); M.Shen i in. J Med. Genet 1996; 33:2–17. Ponieważ postawienie prawidłowego 

rozpoznania wyłącznie na podstawie objawów klinicznych choroby nie jest możliwe, stąd w diagnosty-

ce neurofibromatozy typu I stosuje się różnego rodzaju metody analizy mutacji genu NF1. 

W amerykańskim zgłoszeniu patentowym US20030134272 A1 ujawniono sposób analizy muta-

cji, w którym poprzez stymulację fytohemaglutyniną izolowanych z krwi obwodowej pacjenta limfocy-

tów uzyskuje się B-limfoblastiodalną transformowaną EBV linię komórkową. Po izolacji RNA z tej linii 

komórkowej dokonuje się syntezy i amplifikacji cDNA poprzez reakcję RT–PCR i analizy cDNA za 

pomocą sekwencjonowania. Za pomocą sposobu ujawnionego w tym zgłoszeniu nie można dokonać 

masowej analizy wszystkich mutacji. 

W międzynarodowym zgłoszeniu patentowym WO03074740 A1 ujawniono sposób analizy mu-

tacji, przy czym uniwersalna w założeniu twórców rozwiązania metoda pozwala na wykrywanie poje-

dynczych, znanych już mutacji, a zatem nie jest odpowiednia do wykrywania nowopowstających mu-

tacji, które jeszcze nie są znane. 

Patent amerykański US6238861 B1 ujawnia ogólny proces identyfikacji sekwencji genu NF1.  

W diagnozowaniu choroby wykorzystuje się standardowe sekwencjonowanie, przy czym ujawnienie 

nie zapewnia gotowego zestawu diagnostycznego a jedynie przedstawia ogólny zestaw technik, opar-

tych na reakcji PCR i klasycznym sekwencjonowaniu. 

Z kolei w amerykańskim zgłoszeniu patentowym US56005799 A ujawniono metodę wykrywania 

mutacji somatycznych w genie NF1, związanych z nieprawidłową regulacją białka ras u pacjentów 

z chorobą nowotworową. Metoda ta ujawnia analizę jedynie mutacji somatycznych i jest dedykowana 

określonej grupie pacjentów. 

Znane w stanie techniki sposoby wykrywania mutacji w obrębie genu NF1 wymagają szeregu 

czynności przygotowawczych i muszą być prowadzone osobno dla każdego z pacjentów, co sprawia, 

że analiza mutacji genu NF1 jest wysoce czasochłonna i kosztowna. 

Poza tym, mutacje w obrębie genu NF1 są wykrywane z podobną częstością w różnych ekso-

nach, dlatego też pełna analiza mutacji w obrębie tego genu musi obejmować wszystkie 58 fragmen-

tów kodujących. 

Celem wynalazku jest dostarczenie zestawu diagnostycznego do wykrywania mutacji w obrębie 

genu NF1, który obejmuje pełną analizę mutacji w obrębie sekwencji kodujących oraz intronowych, 

odpowiedzialnych za splicing, dla tego genu a przy tym umożliwia szybkie i jednoczesne przeprowa-

dzenie analizy dla wielu próbek pacjentów, przez co znacząco obniża się koszty analizy i zwiększa 

dostępność wykorzystania tej metody diagnostycznej jako rutynowego postępowania w diagnostyce 

choroby Recklinghausena. 

Nieoczekiwanie został on zrealizowany zgodnie z niniejszym wynalazkiem. 

Przedmiotem wynalazku jest zestaw primerów do wykrywania mutacji w obrębie genu NF1 

u pacjentów z podejrzeniem choroby Recklinghausena, charakteryzujący się tym, że obejmuje nastę-

pujące pule primerów: 
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— Grupa 1, obejmuje primery dla 20 amplikonów 
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Korzystnie stężenia poszczególnych primerów w danej grupie mieszczą się w zakresie od 1 do 

10 M, zaś objętość puli uzupełniana jest wodą do wartości objętości końcowej 200 l. Szczególnie 

korzystnie stężenie puli primerów w grupie 1 wynosi od 1 do 8 M, w grupie 2 wynosi od 1 do 6 M,  

w grupie 3 wynosi od 1 do 10 M, w grupie 4 wynosi od 1,5 do 8 M, w grupie 5 wynosi 1 M,  

w grupie 6 wynosi od 1 do 1,5 M. 

Długości fragmentów poszczególnych amplikonów przedstawiono w tabeli 1. 
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Dobór zestawów primerów w każdej z grup w sposób, obejmujących zarówno eksony jak i czę-

ści intronowe odpowiedzialne za splicing, a także dopasowanie odpowiedniej długości fragmentów 

amplikonów stanowią o przewadze rozwiązania według wynalazku nad rozwiązaniami znanymi ze 

stanu techniki, gdyż pozwalają na dokonanie pełnej oceny mutacji, które zostały już wcześniej zidenty-

fikowane, jak również nowych, dotychczas niezidentyfikowanych mutacji. W rozwiązaniu według wyna-

lazku istotny jest także dobór stężeń końcowych primerów w puli. W wyniku prac badawczych twórcy 

wynalazku ustalili, że korzystne stężenia primerów w zestawie według  wynalazku dla danej grupy 

mieszczą się w zakresie od 1 do 10 M. 

Zestaw według wynalazku został tak zaprojektowany, by przy jego pomocy można było doko-

nać pełnej diagnostyki mutacji obszaru kodującego genu NF1, optymalny pod względem dokładności 

wykrywania mutacji i czasochłonności analizy. 

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposób wykrywania mutacji w obrębie genu NF1 u pa-

cjentów z podejrzeniem choroby Recklinghausena, charakteryzujący się tym, że obejmuje następują-

ce etapy: 
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 izolację DNA z próbki krwi żylnej lub śliny pacjenta  

 przygotowanie mieszaniny reakcyjnej dla każdego zestawu primerów z grup 1–6, przy czym 

––  Grupa 1, obejmuje primery dla 20 amplikonów 
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 przeprowadzenie reakcji multiplex PCR 

 przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania genomowego 

 sekwencjonowanie genomowe 

 bioinformatyczna analiza danych. 

Sposób wykrywania mutacji według wynalazku zapewnia dokonanie pełnej oceny mutacji wy-

stępujących w regionach kodujących oraz w intronach, w częściach flankujących eksony genu NF1  

i – zarówno mutacji, które zostały już wcześniej zidentyfikowane, jak również nowych, dotychczas 

niezidentyfikowanych, co ma szczególnie doniosłe znaczenie w diagnostyce choroby Recklinghause-

na. Diagnostyka mutacji genu NF1 sposobem według wynalazku pozwala na wczesne wykrycie zmian 

w obrębie genu NF1 i podjęcie terapii na wczesnym etapie rozwoju choroby, jeszcze przed pełnym 

wystąpieniem jej objawów. 

Ze względu na fakt, iż diagnostyka mutacji genu NF1 sposobem według wynalazku wykorzystu-

je technologię multipleksowania produktów PCR w połączeniu z odczytem na wysokoprzepustowych 

maszynach genomowych możliwa jest jednoczesna analiza tego genu dla wielu pacjentów, przez co 

znacząco obniża się koszty i czas trwania tej analizy. 

Jest to szczególnie ważne w przypadku chorób genetycznych, bowiem kompleksowe odczyta-

nie sekwencji genów istotnych dla prawidłowej diagnozy jednocześnie dla wielu pacjentów znacząco 

zwiększa dostępność tej metody i w konsekwencji pozwala objąć badaniem nie tylko pacjentów,  

u których istnieje podejrzenie choroby Recklinghausena, ale również włączyć w takie badanie człon-

ków ich rodzin. Dzięki temu, że jednostkowy koszt analizy ulega obniżeniu, gdy bada się jednocześnie 

próbki od wielu pacjentów na raz, sposób według wynalazku może przyczynić się do szybszego wy-

krywania choroby Recklinghausena, a tym samym do podjęcia terapii lub zapobiegania rozwojowi 

skutków wywoływanych przez tę chorobę zanim wystąpią jej objawy. 

Sposób wykrywania mutacji według wynalazku dla pacjenta jest bardzo komfortowy. Próbkę 

materiału genetycznego do badania pobiera się ze śliny lub krwi żylnej pacjenta. W przypadku pobie-
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rania próbki ze śliny pacjenta dodatkową zaletą sposobu jest to, że jest ona nieinwazyjna. Poza tym 

pobrana próbka ze śliny jest stabilna przez okres około roku od pobrania, dlatego umożliwia pobranie 

i przechowywanie dużych ilości wysokojakościowego materiału genetycznego, który nie ulega degra-

dacji przez długi czas. Możliwe jest zatem samodzielne pobranie próbki przez pacjenta i jej przesłanie 

do laboratorium genetycznego. 

Do pobrania materiału genetycznego ze śliny można wykorzystać komercyjnie dostępne zesta-

wy, np. zestaw typu OG-510 OrageneDNA firmy DNAGenotek. 

Pobieranie materiału genetycznego z krwi żylnej pacjenta można realizować za pomocą zesta-

wów próżniowych. Krew należy pobrać do probówki z odczynnikiem EDTA (np. probówka morfolo-

giczna). 

Przedmiot wynalazku został bliżej przedstawiony w przykładach wykonania, które nie ogranicza-

ją jego zakresu. 

P r z y k ł a d  1 

A. Pobranie próbki materiału genetycznego i izolacja DNA 

Materiał do badania pobrano z krwi żylnej pacjenta. 

Izolację DNA z limfocytów obecnych w próbce krwi żylnej przeprowadzono za pomocą zestawu 

Blood Mini firmy A&A Biotechnology według procedury dołączonej do zestawu. Uzyskano 20 l 

oczyszczonego DNA pacjenta. 

II- REAKCJA MULTIPLEKS PCR 

1. Dokonano pomiaru stężenia próbek genomowego DNA (gDNA) (metodą fluorescencyjną  

z użyciem odczynnika PicoGreen®). 

2. Przygotowano mieszaninę reakcyjną dla każdej z pul primerów 1–6. 

 

3. Warunki reakcji PCR: 

95°C   15 min 

30 cykli: 

94°C  30 s 

60°C  90 s 

72°C  60 s 

72°C  7 min 

4°C  hold 

4. Dodatkowo, jako etap opcjonalny sprawdzono na żelu agarozowym otrzymane ampli-

kony (1 l buforu obciążającego, 3 l próbki, 1,8%–2% agaroza, 0,5x TBE, marker 

wielkości 100–1000 bp, 70V, 45 min). 

5. Zmierzono stężenia pul amplikonów (metodą fluorescencyjną z użyciem odczynnika 

PicoGreen®). 

6. Dla każdej próbki (pacjenta) połączono pule 1–6, w ilości: 

x l danej puli =10* liczba amplikonów / stężenie z PicoGreen® 

  



 PL 227 811 B1 17 

W ten sposób w końcowej puli danej próbki (pacjenta) uzyskano 10 ng każdego amplikonu. 

7. Obliczono końcowe stężenie (c) puli: 

c puli= suma amplikonów * 10/ całkowita objętość puli 

8. Do oczyszczania pobrano 200 ng amplikonów każdej próbki (pacjenta). 

V = 200 /c puli 

9. Jeśli wyliczona ilość jest większa niż faktyczna, bierze się całość puli. 

10. Prowadzono oczyszczanie amplikonów z użyciem odczynnika AMPure XP Beads (1,5x ob-

jętości). Eluowano amplikony w 42,5 l wody Milli-Q® (ultraczysta woda typu 1, uzyskiwana 

w urządzeniu firmy MilliporeCorp.) 

B. Przygotowanie biblioteki fragmentów DNA przygotowanej do sekwencjonowania  

genomowego z użyciem odczynników dostarczonych przez producenta (Illumina) lub odpo-

wiedników 

Niniejszy protokół przedstawia przygotowanie biblioteki z użyciem odczynników NEBNext® DNA 

Library Prep Master Mix for Illumina oraz NEBNext® Multiplex Oligos for Illumina. 

a) WYKAŃCZANIE KOŃCÓW 

Mieszanina reakcyjna: 

DNA      42,5 l 

NEBNext End Repair Reaction Buffer (10X)   5 l 

NEBNext End Repair Enzyme Mix    2,5 l 

 50 l 

Inkubowano przez 30 minut w temperaturze 20°C. Oczyszczano z użyciem odczynnika AMPure 

XP Beads (1,6x objętości). Eluowano w 21 l wody Milli-Q®. 

b) ADENYLACJA NA 3’ KOŃCU  

Mieszanina reakcyjna: 

 DNA      21 l 

 NEBNext dA-Tailing Reaction Buffer (10X) 2,5 l  

 Klenow Fragment (3’  5’ exo-)  1,5 l 

25 l 

Inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37°C. 

Oczyszczano z użyciem odczynnika AMPure XP Beads (1,6x objętości). Eluowano w 17,25 l 

wody Milli-Q®. 

c) LIGACJA ADAPTORÓW  

Mieszanina reakcyjna: 
 DNA      17 l 

 Quick Ligation Reaction Buffer (5X)    5 l  

 Quick T4 DNA Ligase    2,5 l 

 NEBNext Adaptor    0,5 l 

25 l 

Inkubowano przez 15 minut w temperaturze 20°C. 

Dodano 1,5 l USER™ enzyme mix, wymieszano przez pipetowanie. 

Inkubowano przez 15 minut w 37°C. 

Oczyszczono z użyciem odczynnika AMPure XP Beads (1,4x objętości). 

Eluowano w 25 l wody Milli-Q®. 

Oczyszczono ponownie z użyciem odczynnika AMPure XP Beads (1,0x objętości). Eluowano 

w 20 l wody Milli-Q® 

d) AMPLIFIKACJA PCR 

Mieszanina reakcyjna: 

DNA      20 l 

Universal PCR Primer (25 M)  0,5 l 

Index Primer (25 M)    0,5 l 

NebNext High-Fidelity 2X PCR MasterMix 21 l 

       42 l 
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Składniki reakcji pipetowano w temperaturze 4°C. 

Warunki reakcji PCR: 

             98°C   30 s 

  8 cykli 

 98°C   10 s 

 65°C   30 s 

  72°C  30 s 

 72°C   5 min 

   4°C   hold 

Oczyszczono z użyciem AMPure XP Beads (1,0x objętości). Eluowano w 25 l wody Milli-Q®. 

Zmierzono stężenia bibliotek metodą fluorescencyjną (PicoGreen®). Na fig. 1 rysunku przed-

stawiono wynik elektroforezy na urządzeniu Agilent 2100 Bioanalyzer poszczególnych pul amplikonów 

uzyskanych sposobem według wynalazku oraz przygotowanej biblioteki do sekwencjonowania. 

C. Sekwencjonowanie genomowe w urządzeniu MISEQ (Illumina) 

Sekwencjonowanie prowadzone jest zgodnie z protokołem producenta (Illumina) z wykorzysta-

niem zestawu odczynników dostarczonych przez producenta (Illumina). 

D. Analiza informatyczna danych z sekwencjonowania 

Dane uzyskane w wyniku sekwencjonowania poddane są najpierw kontroli jakości. Usuwane są 

sekwencje adaptorów używanych w procesie sekwencjonowania oraz usuwane są fragmenty odczy-

tów, których średnia lokalna jakość <20. Dalsza analiza jest wykonywana z wykorzystaniem zarówno 

oprogramowania ogólnie dostępnego, jak i komercyjnego. W każdym przypadku jako wynik uzyskuje 

się listę wariantów o wysokiej jakości (>=30). Do oznaczenia stopnia patogenności każdego wariantu 

wykorzystywane są bazy danych, takie jak dbSNP, ClinVar. 

E. Walidacja metody 

W celu zwalidowania metody diagnostycznej przeprowadzono badania klasyczną metodą  

sekwencjonowania Sangera. Mutacje wykryte za pomocą sposobu według wynalazku były zgodne  

w wynikami metody klasycznej, co świadczy o prawidłowości i powtarzalności metody według wyna-

lazku w wykrywaniu mutacji w obrębie genu NF1. 

Wynik identyfikacji mutacji przy wykorzystaniu sekwencjonowania genomowego sposobem  

według wynalazku przedstawiono na Fig. 2 rysunku. Przy użyciu zestawu według wynalazku, za po-

mocą sposobu według wynalazku wykryto następujące mutacje przedstawione w Tab. 1. 

T a b e l a 1.  Wykryte mutacje 
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Zastrzeżenia patentowe 

1. Zestaw primerów do wykrywania mutacji w obrębie genu NF1 u pacjentów z podejrzeniem 

choroby Recklinghausena, znamienny tym, że obejmuje następujące pule primerów, gdzie 

— Grupa 1, obejmuje primery dla 20 amplikonów 
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2. Zestaw primerów według zastrz. 1, znamienny tym, że końcowe stężenie puli primerów wy-

nosi od 1 do 10 M, korzystnie w grupie 1 wynosi od 1 do 8 M, korzystnie w grupie 2 wyno-

si od 1 do 6 M, korzystnie w grupie 3 wynosi od 1 do 10 M, korzystnie w grupie 4 wynosi od 

1,5 do 8 M, korzystnie w grupie 5 wynosi 1 M, korzystnie w grupie 6 wynosi od 1 do 1,5 M. 

3. Sposób wykrywania mutacji w obrębie genu NF1 u pacjentów z podejrzeniem choroby Rec-

klinghausena, znamienny tym, że obejmuje następujące etapy: 

 Izolację DNA z próbki materiału biologicznego 

 Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej dla każdego zestawu primerów, jak określono 

w zastrz. 1 

 Przeprowadzenie reakcji multiplex PCR 

 Sekwencjonowanie genomowe 

 Informatyczna analiza danych 

4. Sposób według zastrz. 3, znamienny tym, że próbkę materiału genetycznego stanowi ślina 

lub krew żylna pacjenta. 
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Rysunki 
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