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Molekulární diagnostika Rb1 genu u dûtí s retinoblastomem: 
od DNA k RNA diagnostice.
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V˘chodiska
Retinoblastom (RB) je vzácn˘ maligní nádor oka u dûtí. Vyskytuje se s incidencí 1:18.000 – 30.000 Ïivû narozen˘ch. RB je

modelov˘m pfiíkladem genetické dispozice ke vzniku nádorového onemocnûní. Tumor supresorov˘ gen Rb1 hraje v tumorige-

nezi retinoblastomu zásadní roli. Pfiítomnost alespoÀ jedné funkãní alely genu vede k normální produkci funkãního proteinu pRB,

její nepfiítomnost pak ke vzniku nádorového bujení. Ztráta nebo inaktivace Rb1 genu vede ke vzniku a rozvoji onemocnûní. RÛz-

né formy inaktivace (zejména mutace) Rb1 genu vedou k rozdílné penetranci a expresivitû genu, a tudíÏ rozdíln˘m klinick˘m

projevÛm onemocnûní. Pfiesná anal˘za a urãení zmûn ve statusu Rb1 genu u dûtí s RB proto zásadním zpÛsobem ovlivÀuje
stratifikaci léãebnû preventivních opatfiení zamûfien˘ch na pacienta s RB a jeho rodinu.

Stávající léãebné postupy vedou ve vyspûl˘ch zemích k dlouhodob˘m remisím aÏ u 99% nemocn˘ch. I kdyÏ jsou léãebné

v˘sledky stran pfieÏití velmi dobré, stále pfiichází nemalá ãást dûtí s RB o zrak, a to zejména tûch, ktefií mají dûdiãnou formu one-

mocnûní. âím je ãasnûj‰í záchyt onemocnûní, tím je ‰ance na záchranu zraku vût‰í. Témûfi polovina dûtí s retinoblastomem má

hereditární formu onemocnûní zpÛsobenou mutací (pfiípadnû jinou inaktivací) tumor supresorového genu Rb1 na úrovni germi-

nální buÀky. Pouze 6% dûtí má v‰ak pozitivní rodinnou anamnézu. U ostatních vzniká mutace na úrovni germinální buÀky de

novo. Penetrance hereditární formy onemocnûní je pfiibliÏnû 80%. U nehereditární (sporadické) formy onemocnûní pak nachází-

me mutace/inaktivace Rb1 genu pouze na úrovni somatick˘ch bunûk sítnice. Mutace Rb1 genu je diagnostikovatelná u 95% dûtí

s bilaterální a 15% dûtí s unilaterální formou onemocnûní. Rozli‰ení hereditární a nehereditární formy onemocnûní v dobû záchy-

tu onemocnûní má zásadní vliv na (i) zpÛsob léãby a prognózu nemocného dítûte; (ii) genetické poradenství rodinû s rozhodnu-

tím o nutnosti pravideln˘ch oftalmologick˘ch vy‰etfiení dal‰ích ãlenÛ rodiny. Na pfiítomnost germinální mutace jsou dnes tes-
továny v‰echny dûti s RB.

Jednotlivé techniky testování zmûn ve statusu Rb1 genu se podstatnû li‰í v senzitivitû. Konvenãní cytogenetika detekuje 8%

znám˘ch zmûn ve statusu Rb1 genu (velké delece, translokace), FISH cca 10% (velké delece, translokace, je-li k dispozici vhod-

ná sonda), Southern blot hybridizace 16% (delece, inserce, pfiestavby), PCR s následnou sekvenací detekuje 75% znám˘ch muta-

cí (delece, inserce, krátké mutace, substituce bází), specifická metylaãní PCR rozli‰í 6% onkogenních mutací v tumoru (hyper-

metylace v promotoru genu). Dnes je známo více neÏ 500 odli‰n˘ch somatick˘ch nebo germinálních mutací. Molekulárnû gene-

tická anal˘za je schopna detekovat vût‰inu z nich.

Metody a v˘sledky
Ve FN Brno jsme v roce 2006 rozpracovali metodiku mutaãní anal˘zy statusu genu Rb1 prostfiednictvím DNA anal˘zy peri-

ferní krve. Metodika kombinuje PCR amplifikující v‰ech 27 exonÛ genu RB1 s následnou sekvenaãní anal˘zou amplifikovan˘ch

fragmentÛ. Patognomonickou mutaci Rb1 genu jsme identifikovali v periferní krvi u 6 pacientÛ s hereditární formou RB. Sek-

venace kódující oblasti genu je v‰ak velmi nákladná a pracná. Proto jsme v rámci urychlení a zefektivnûní metodiky zavedli více-

stupÀovou metodiku: (i) nejprve anal˘zu RNA izolované z periferní krve, v pfiípadû nálezu mutace doplnûné (ii) DNA anal˘zou

a v pfiípadû negativity (iii) MLPA anal˘zou. K dal‰ímu zv˘‰ení záchytu mutace plánujeme zavedení anal˘zy methylaãního sta-

tusu promotoru. Mimoto to bychom chtûli realizovat populaãní studii k verifikaci kauzality nalezen˘ch mutací Rb1 genu, ideál-

nû v rámci spolupráce s dal‰ími centry dûtské onkologie.
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