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Vychodiska

Retinoblastom (RB) je vzacny maligni naddor oka u déti. Vyskytuje se s incidenci 1:18.000 — 30.000 Zivé narozenych. RB je
modelovym piikladem genetické dispozice ke vzniku nddorového onemocnéni. Tumor supresorovy gen Rbl hraje v tumorige-
nezi retinoblastomu z4sadni roli. Pfitomnost alespoii jedné funk¢ni alely genu vede k normalni produkci funkéniho proteinu pRB,
jeji nepfitomnost pak ke vzniku nddorového bujeni. Ztrata nebo inaktivace Rb1 genu vede ke vzniku a rozvoji onemocnéni. Riz-
né formy inaktivace (zejména mutace) Rb1 genu vedou k rozdilné penetranci a expresivité genu, a tudiZ rozdilnym klinickym
projeviim onemocnéni. Pfesnd analyza a uréeni zmén ve statusu Rb1 genu u déti s RB proto zdsadnim zpiisobem ovliviiuje
stratifikaci lé¢ebné preventivnich opatieni zaméfenych na pacienta s RB a jeho rodinu.

Stavajici 1é¢ebné postupy vedou ve vyspélych zemich k dlouhodobym remisim aZ u 99% nemocnych. I kdyZ jsou lé¢ebné
vysledky stran pteZiti velmi dobré, stdle pfichdzi nemald ¢ast déti s RB o zrak, a to zejména téch, ktefi maji dédi¢nou formu one-
mocnéni. Cim je Casn&j§i zachyt onemocnéni, tim je Sance na zdchranu zraku vét$i. TéméF polovina déti s retinoblastomem ma
hereditdrni formu onemocnéni zpisobenou mutaci (pfipadné jinou inaktivaci) tumor supresorového genu Rb1 na Grovni germi-
ndlni buriky. Pouze 6% déti ma vSak pozitivni rodinnou anamnézu. U ostatnich vznik4 mutace na rovni germindlni buiiky de
novo. Penetrance hereditarni formy onemocnéni je pfiblizn€ 80%. U nehereditarni (sporadické) formy onemocnéni pak nachazi-
me mutace/inaktivace Rb1 genu pouze na tirovni somatickych bunék sitnice. Mutace Rb1 genu je diagnostikovatelnd u 95% déti
s bilaterdlni a 15% déti s unilaterdlni formou onemocnéni. RozliSeni hereditarni a nehereditarni formy onemocnéni v dobé zachy-
tu onemocnéni ma zasadni vliv na (i) zptisob 1é¢by a prognézu nemocného ditéte; (ii) genetické poradenstvi rodiné s rozhodnu-
tim o nutnosti pravidelnych oftalmologickych vySetieni dal§ich ¢lent rodiny. Na pfitomnost germindlni mutace jsou dnes tes-
tovdny vSechny déti s RB.

Jednotlivé techniky testovani zmén ve statusu Rb1 genu se podstatné 1isi v senzitivité. Konvencni cytogenetika detekuje 8%
znamych zmén ve statusu Rb1 genu (velké delece, translokace), FISH cca 10% (velké delece, translokace, je-1i k dispozici vhod-
nd sonda), Southern blot hybridizace 16% (delece, inserce, pfestavby), PCR s naslednou sekvenaci detekuje 75% zndmych muta-
ci (delece, inserce, kratké mutace, substituce bazi), specifickd metylacni PCR rozli$i 6% onkogennich mutaci v tumoru (hyper-
metylace v promotoru genu). Dnes je zndmo vice neZ 500 odliSnych somatickych nebo germindlnich mutaci. Molekuldrné gene-
tickd analyza je schopna detekovat vétSinu z nich.

Metody a vysledky

Ve FN Brno jsme v roce 2006 rozpracovali metodiku muta¢ni analyzy statusu genu Rb1 prostfednictvim DNA analyzy peri-
ferni krve. Metodika kombinuje PCR amplifikujici v§ech 27 exonti genu RB1 s naslednou sekvena¢ni analyzou amplifikovanych
fragmentil. Patognomonickou mutaci Rb1 genu jsme identifikovali v periferni krvi u 6 pacientt s hereditarni formou RB. Sek-
venace koédujici oblasti genu je v8ak velmi ndkladnd a pracnd. Proto jsme v rdmci urychleni a zefektivnéni metodiky zavedli vice-
stupfiovou metodiku: (i) nejprve analyzu RNA izolované z periferni krve, v pfipadé nilezu mutace doplnéné (ii) DNA analyzou
a v ptipadé€ negativity (iii) MLPA analyzou. K dal§imu zvySeni zdchytu mutace planujeme zavedeni analyzy methyla¢niho sta-
tusu promotoru. Mimoto to bychom chtéli realizovat populacni studii k verifikaci kauzality nalezenych mutaci Rb1 genu, ideél-
né v rdmci spoluprice s dalSimi centry détské onkologie.
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