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VNTR-PCR w diagnostyce nosicielstwa
zmutowanego genu Rb

VNTR-PCR in the diagnosis of inherited Rb mutation

Summary: Molecular genetic analysis of DNA by PCR-VNTR was performed in
a family with hereditary retinoblastoma presenting some difficulties in pedigree
analysis. PCR-VNTR allowed to perform a more accurate counselling in this family.
Analysis of the way of transmission, carrier status exclusion (in two persons) and
confirmation (in one) was possible only by VNTR-PCR.

Hasta: siatkowczak, analiza VNTR, poradnictwo genetyczne
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W profilaktyce i diagnostyce dziedzicznych po- sekwencja odpowiednich primeréow a sama technika
staci siatkowczaka kluczowe jest okreslenie nosiciels- badania jest stosunkowo prosta, szybka i tania.

twa zmutowanego genu Rb*°~8, Dotychczas stoso-
wano w tym celu: analiz¢ rodowodu w polaczeniu
z danymi klinicznymi, markery zewnatrzgenowe,
sprzgzone (esteraza D), molekularne markery we-
wnatrzgenowe analizowane technikami Southerna
i PCR-RFLP.

W znacznej czesci przypadkow metody te nie
pozwalaja jednak na jednoznaczne okreslenie nosiciel-
stwa patologicznego genu Rb?*. Najbardziej infor-
matywna metoda jest aktualnie sekwencjonowanie
calego genu Rb, jest to jednak metoda czasochlonna,
kosztowna i wymaga szczegdlnie wysokiego standar-
du badan molekularno-genetycznych >°.

Wysoka skutecznos¢ analizy VNTR w wykrywa-
niu nosicielstwa zmutowanego genu Rb wynika
z wigkszej anizeli przy RFLP ilosci mozliwych hap-
lotypow VNTR (te ostatnie dziedzicza si¢ jako al-
lelomorty wielokrotne) dla danego locus. Okreélenie
haplotypéw VNTR mozliwe jest przy pomocy od-
powiednio zaadoptowanej techniki PCR. znana jest
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Wewnatrzgenowy charakter VNTR zmniejsza do
wartosci praktycznie zaniedbywalnej mozliwos¢ bled-
nej analizy rodowodu. zwiazanej z wplywem cros-
sing-over '*. Mimo tych korzystnych cech i dobrze
opracowanego uzasadnienia teoretycznego nie napot-
kaliSmy w dostepnym piSmiennictwie opublikowa-
nych przypadkéw diagnostyki klinicznej w oparciu
o technike PCR-VNTR. Skionilo nas to do publikaciji
materiatu badan opisanej nizej rodziny. Material
dalszych 15 rodzin jest aktualnie opracowywany do

druku.
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Analiza rodowodu

Chora pochodzi z rodziny 7 dziedzicznym siatkéwezakiem;
posiada czwore dzieci.
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Ryc. 1. Rodowod rodziny R: W chory, nowotwor obustronn;‘.
@ chora, nowotwor jednostronny. @ chora, zmarla, nowotwor
obustronny, - pozostali czlonkowie rodziny obu plei. Podano przy
kazdym symbolu wyniki: fenotypu elektroforetycznego esterazy D,
PCR-RFLP polimorfizmu (restryktaza Xba-1), VNTR-PCR (dlu-
gos¢ fragmentow restrykeyinych w parach zasad)

Pierwszym jest zdrowa corka, T ¢ kontrolowana (ryc. 1).
Wg puc/‘uiu\\‘_\ ch informacji pochodzi ze zwigzku ze swym ojcem
metrvkalnym, jak ustalono w rzeczywistosci ojcem biologicznym
jest obecny ni.gx SIostry pa T. R. Druga corka zmarla
W wicku 3 lat z powodu przerzutow obustronnego siatkowczaka
do mozgu. Trzecia cork . zdrowa. Czwarty syn po
obustronnym usunigci kowczakiem przebywa
w domu ;-‘[".Ck( spolec » Znacznego stopnia
wodoglowie. Stan chiop sport do osrodka
diagnostycznego, w ktor oby wyjasnic zwiazek wodo-
glowia z choroba pierwot pinealoma?). Rodowod
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Badania molekularno-genetyczne
Dla oceny PCR-VNTR zastosowano primery RbdI2 (

CCTAAGGTATGGCC-AAGTTTCC-3) bd13 (5-GCTAA

ACCATTCATGAGGGAT I 4 ?
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rélslfel;t;). Olgen; innych marke{éw Jak fenotypu elektroforetycznego
zy D, PCR-RFLP polimorfizm 7 zaslosowaniem enzymow

restrykeyjnych Xba i Bam 1 prowadzo
W poprzedniej publikacji ”. B no wg zasad podanych

Omowienie

W opisanej rodzinie manifestowanie si¢ siatkow-
CZ:}ka.odpowiada kryteriom rozpoznania postaci
dziedzicznej. Opierajac sie na zasadach dziedziczenia
mendlowskiego mozna wstepnie ocenié, 7e ryzyko
posiadania zmutowanego genu dla dzieci pacjentki
R. T. wynosi 50% a ryzyko zachorowania. Przyj-
mujac wspolczynnik penetracji genu 90% wynosi
45%. Badaniami cytogenetycznymi wykluczono
u wszystkich 0s6b mozliwos¢ istnienia delecji 13q13-
-14 (prazki HR-GTG). Wsrod przebadanych mar-
kerow esteraza D u wszystkich cztonkow rodziny
wykazywala fenotyp elektroforetyczny 1, a wigc ba-
danie bylo nieinformatywne. Jest to czestym zjawis-
kiem w populacji polskiej i wynika z rzadkosci
wystepowania haplotypu 28%. PCR-RFLP polimor-
fizm dla enzymu restrykcyjnego Bam-H byl rowniez
w omawianej rodzinie nieinformatywny. PCR-RFLP
polimorfizm dla enzymu restrykcyjnego Xba-I nie
pozwala na wykluczenie nosicielstwa zmutowanego
genu, zardowno u potomkow pacjentki jak i pozos-
talych, potencjalnie obciazonych cztonkow rodziny.
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Rve. 2. Produkty amplifikacji PCR fragmentu genu Rb wykazuja-
cego VNTR polimorfizm. Sciezki oznaczono zgodnie z rodow o-
dem na rve. 1. Dlugosé uzyskanych produktow w parach zasad

PVR-VNTR pozwolil, na podstawie rozkh_idu
charakterystyeznych prazkow stwierdzi€, ze w opisy-
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zygotycznos¢ BB. Poniewaz markerem zmutowanego
genu jest prazek A, u corki te] z bardzo wysokim
prawdopodobienstwem mozna wykluczy¢ nosicielstwo
zmutowanego genu. Natomiast druga zdrowa corka
(R. T.) jest co prawda heterozygota AB. jednak marker
A jest w jej przypadku pochodzenia ojcowskiego. Tym
samym i ona nie posiada matczynego markera
A wspolwystepujacego ze zmutowanym genem. U po-
zostalych czlonkéw rodziny (D.- R. A i jg] potomstwo.
pozostate rodzenstwo pacientki R. T )
staci heterozygotycznej AB ma
ojca pacjentki. Sa oni zatem p
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Praca wplynela: 06.06.1994

Szanowna Pani Redaktor,

W ,.Klinice Ocznej” 11-12/1993 ukazaly si¢ trzy
moje prace. Niestety, uwzgledniajac Autoréw, przeo-
czylem i nie qustrzeglem przy korekcie, ze prace te
pochodza rowniez z I Katedry i Kliniki Okulistycznej
PAM w Szczecinie — Kierownik Prof. dr hab. Teresq
Baranowska-George.

Prosz¢ bardzo Pania Redaktor, aby umiescié
sprostowanie w tej kwestii.

Z powazaniem

Prof. dr hab. Olgierd Palacz
Kierownik II Kliniki Okulistycznej
Panstwowego Szpitala Klinicznego Nr 2
w Szczecinie, Al. Powstancow Wikp. 72

Szanowni Panstwo.

Pozwalamy sobie poinformowac, ze powolane
zostalo do zycia Kolegium Medycyny Laboratoryjnej
w Polsce.

Kolegium powstalo z inicjatvwy Krajowego Ze-
spolu Specjalistow do spraw Diagnostyki Laborato-
ryjnej 1 Diagnostyki Mikrobiologicznej, Zarzadu
Glownego Polskiego Towarzystwa Diagnostyki La-
boratoryjnej oraz kilkudziesigeiu specjalistow medy-
cyny laboratoryjne] z osrodkow akademickich 1 poza-
akademickich z cale) Polski.

Zjazd Zalozycielski odbyl si¢ w czerwcu 1993
roku w Gdansku i zgromadzil 80 czlonkow Zalozy-
cieli

W styezniu 1994 roku odbylo si¢ Walne Zgroma-
dzenie Czlonkow Zalozycieli Kolegium w liczbie 167
0s0b, Walne Zgromadzeniec Czlonkow Zalozycieli
przyielo projekt Statutu Kolegium. Wybrano wladze
statutowe Kolegium, skladajace si¢ z Prezydium
1 Rady Zarzadu, Przewodniczacych Komisji i Grup
Komisii Rewizyjne)
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Cele i zadania Kolegium

7Czegolowo w Statucie. Pierwszym 11

LISTY DO REDAKCJI

Zaf:lamem Koleglgm jest rozwoj medycyny laborato-
Tyjnej w Pol§ce 1 ksztaltowanie modelu dzialania
wszystkich d;lgdzin medycyny laboratoryjnej w spo-
sob zapewniajacy najwigksza jej uzytecznosé spo
feczna.

; Kolegiqm bedzie kolegialna i samorzadna ale
J‘ed.no'czesme niezalezna i elitarng reprezentacja spec-
Jall§tow roznych dziedzin medycyny laboratoryjnej
z.osrodk(')w akademickich i pozaakademickich. Kole-
gium bedzie instytucja opiniotwércza, dbajaca o pra-
w1dloyve pod wzgledem merytorycznym, organizacyj-
nym i technicznym rozwigzania wszystkich proble-
mow w medycynie laboratoryjnej. Instytucja promu-
Jaca rozwoj wiedzy i praktyki laboratoryjnej. wy-
zng.(.:zajqca( standardy ,.dobrej praktyki laboratoryj-
nej’.

Kolegium bedzie pelni¢ role integrujaca Srodowis-
ko i reprezentowac je wobec organow administracji
panstwowej i samorzadowe;j.

Glos Kolegium bedzie docierac:

— do wszystkich srodowisk medycyny laborato-
ryjnej:
— do osrodkow wladzy ustawodawczej — Sej-
mowej i Senackiej Komisji Zdrowia;
—— do Ministerstwa Zdrowia i wszystkich jego
Departamentow:
do Urzedow
Zdrowia;
wszedzie tam, gdzie podejmowane sa decyzje
dotyczace bezposrednio lub posrednio medycyny la-
boratoryjnej.

Wojewodzkich 1 Wydzialow

Kolegium widzi swoja role szeroko. Cele jakie
sobie stawia obejmuja wszystkie istotne problemy
medycyny laboratoryjnej. Za najwazniejsze uwazamy

2ltowanie modelu dzialania medycyny laborato-
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inizacji, wymagan merytor

1lania w




