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Technika RFLP-PCR w

wykluczeniu nosicielstwa

zmutowanego genu Rb
Exclusion of carrier status of mutated Rb gene by PCR-RFLP technique

Summary. Molecular-genetic analysis of DNA by PCR-RFLP technique in a family

with a case of unilateral retinoblastoma was performed. The carrier status of

mutated Rb gene in a sister of proband was excluded on the basis of molecular
analysis despite unsynonymous pedigree data.
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Technika RFLP-PCR w wykluczeniu nosicielstwa
zmutowanego genu Rb — opis przypadku

W powstawaniu siatkowczaka decydujaca role
odgrywaja mutacje w obrebie genu Rb (delecje.
mutacje punktowe), zlokalizowanego w obrebie chro-
mosomu 13q13-14 i powodujace utrate aktywnosci
tego genu. Warunkiem transformacji nowotworowe;
komorek siatkowki jest inaktywacja obu kopii genu.

Siatkéwcezak wystepuje jako choroba sporadycz-
na i dziedziczna, w tej ostatniej postaci przynajmniej
Jedna zmutowana kopia genu pochodzi od ojca lub
matki. W postaci sporadycznej choroba powstaje
w wyniku nowych, somatycznych (nie odziedziczo-
nych) mutacji genu Rb. Zdarzenie takie musi mie¢
Jednoczesnie miejsce w obu kopiach genu tej samej
komorki siatkowki. Charakterystyczne dla postaci
dziedzicznej jest wystepowanie guza obustronnie,
wieloogniskowo, w mlodszym wieku i u wigcej niz
Jednej osoby w rodzinie. W postaci sporadycznej
zmiana jest zazwyczaj jednostronna, jednoognisko-
wa, pozniejsza i dotyczy pojedynczych osob w rodzi-
nie. Powyzsze cechy nie pozwalaja jednak zawsze na
odroznienie postaci dziedzicznej od sporadycznej
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z calkowita pewnoscia, poniewaz okolo 10-15%
przypadkow klinicznie sporadycznych jest wynikiem
zmian dziedzicznych, a cechy kliniczne charakterys-
tyczne dla dziedzicznego siatkowczaka moga wystapic
rowniez w postaci sporadycznej**°.

Nosicielstwo odziedziczonego, zmutowanego ge-
nu Rb zwieksza wielokrotnie ryzyko siatkowczaka
a takze innych nowotwordow takich jak miesak
kostny, szyszyniak, rak pluca, czerniak zlosliwy. Gen
jest przekazywany polowie potomstwa a jego penet-
racja wynosi 90%. W postaci sporadycznej ryzyko
wystapienia nastepnego nowotworu u chorego z siat-
kowcezakiem lub jego krewnych nie jest w sposob
znaczacy zwiekszone

Zarowno u nosicieli jak i podejrzanych o nosiciel-
stwo zmutowanego genu Rb czlonkow rodzin, za-
lecane sa systematyczne badania profilaktyczne np.
co 3 miesiace do drugiego roku zycia a nast¢pnic co
6 miesigcy. Do negatywnych cech tych badan naleza
mozliwosci powiklan (np. zwigzanych z¢ znicczule
niem ogo6lnym) i koszty” . Wykluczenie nosicielst
wa zmutowanego genu Rb pozwala w prakiyee
klinicznej na odstapienie od badan profilaktye
Jest ono rowniez niezwykle istotne ze
psychologicznych, uwalnia bowiem czlonka rodziny
z siatkowezakiem od poczucia zagrozenia nowolwo
rem u siebie jak i ewentualnego potomstwa: wiaze si¢
takze zatem z mozliwoscia pominiecia w przyszlosci
diagnostyki prenatalne;j.

Do metod stosowanych w' wykrywaniu nosiciel-
stwa mutacji Rb naleza: ocena danych klinicznych
w tym rodowodu, badania cytogenetyczne, ocen:

rnych

wzgledow

sprzezenia z sasiednim dla genu Rb genem esterazy
D oraz badania molekularno-genetyczne. Te ostatnic

Technika RFLP-PCR — zmutowany gen Rb

sa najbardziej precyzyjna metoda diagnostyczna. Te-
chniki molekularne stosowane w diagnostyce siat-
kowczakow to: tzw. RFLP (polimorfizm fragmentéw
restrykcyjnych) — Southern, RFLP-PCR (polymera-
se chain reaction), PCR-VNTR, sekwencjonowanie,
,,mis-match RNAse probing”. Wzgledna prostota,
stosunkowo niski koszt i precyzja powoduja, ze
szczegOlnie przydatne w praktyce sa testy RFLP-
-PCR l PCR_VNTRZUB‘)IHZ‘

W pracy przedstawiono przypadek wykluczenia
zmutowanego genu Rb u siostry chorego z jedno-
stronnym siatkowczakiem przy zastosowaniu RFLP-
-PCR.

Opis przypadku i analiza rodowodu

Chiopiec G.K., urodzony z IV prawidlowej ciazy, zglosit si¢ do
Kliniki Okulistycznej w Szczecinie w 3 r. z. (nr hist. chor. 6525/85)
po zauwazeniu przez matke szarego refleksu w zrenicy oka
prawego. Do chwili zgloszenia nie chorowal. Przy zgloszeniu oko
prawe bez poczucia swiatla. VOL = 1.0. W szklistce oka prawego,
zlokalizowane glownie w kwadracie dolno-nosowym widoczne
szarawobiale masy wielkosci fasoli i mniejsze liczne skupiska
brunatnego barwnika. Dno oka niewidoczne. W TK ok. 2/3 tylnej
czgdci galki ocznej o zwigkszonej pochlanialnosci, w najwigkszym
wymiarze 0,8 x 1.1 cm. Nie stwierdzono naciekania n. wzrokowego
i oczodotu. Usunieto prawa galke oczna. W badaniu hist. pat.
(5100-2/85): ,.retinoblastoma bez cech naciekania n. wzrokowego
1 oczodolu™. W przebiegu 7-letniej obserwacji brak objawow
wznowy miejscowej i przerzutow. U rodzicow i starszej siostry
chorego nie stwierdzono badaniem okulistycznym odchylen od
normy.

W zwiazku z podjeciem programu diagnostyki genetycznej
i poradnictwa u rodzin z siatkdwczakiem. rodzing K. poddano
ponownej analizie. Rodowdd rodziny przedstawia ryc. 1. Rodzina
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Rye. 1. Rodowdd rodziny K I chory: L/‘ zgon z powodu

{ zgon z powodu nowotworu drog moczowych;

vadant osobiscie: 1-1 fenotyp elekroforetyczny EsD.

negatywnie nastawiona do poradnictwa genetycznego. W wywia-
dzie obcigzenie nowotworowe rodziny: babka chorego zmarta na
niczidentyfikowany nowotwor drog moczowych, brat ojca (jedno-
czesnie pierwszy maz matki i ojciec dwu starszych braci przyrod-
nich) zmarl na czerniaka zlosliwego. Bracia przyrodni i rodzice
matki nie zglosili si¢ na badania

U wszystkich badanych osob kariotyp z limfocytow krwi
obwodowej (HR GTG) byl prawidtowy. odpowiednio 46.XX lub
46.XY. W szc egolnosci nie stwierdzono delecji 13q14, wystgpuja-
cej niekiedy w siatkowezaku. Okreslenie fenotypu elektroforetycz-

nego esterazy D okazalo si¢ w rodzinie K. badaniem nieinfor-
macyjnym

Badania molekularno-genetyczne

DNA uzyskano z limfocytow krwi obwodowej dziecka z siat-
kowezakiem, jego rodzicow i siostry. Amplifikacje badanej probki
przeprowadzono w reakgji PCR. stosujac ..primery” zlokalizowa-
ne w intronie 17 genu Rb. Produkty reakeji poddano dzialaniu
enzymow restrykeyjnych Xba I i Bam H (Bochringer) i rozdzielono
na 2% agarozic z bromkicm etydyny. uwidaczniajac je naslepnie
w $wietle UV*,

Produkty reakeji dla ,,primerow™ Rb-Xba mialy dhugosé ok.
945 par zasad. W przypadku istnienia miejsca restrykeyjnego
uzyskiwano dwa fragmenty, odpowiednio dlugosci 630 i 315 par
zasad. Produkty reakcji z primerami Rb-Bam nie posiadaly
miejsca restrykcyjnego. a wicc byly nicinformacyjne.
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Ryc. 2. Produkty amplifikacji PCR fragmentu genu Rb z polimor-
ficznym miejscem restrykeyjnym Xba-I w rodzinie K. Oznaczenia
linii jak w rodowodzie na rye. 1. M - marker dlugoéci. Dlugosé
fragmentow restrykeyjnych podano w parach zasad (bp).

Jak wskazuje ryc. 2 oboje rodzice chorego sa heterozygotycz-
nymi nosicielami miejsca restrykeyjnego dla Xba I. Proband jest
homozygota, pozbawionym miejsca restrykcyjnego, jego siostra
natomiast jest homozygotyczna posiadaczka tego miejsca.

Omowienie

W opisanej rodzinie zaréwno zastosowanie klasy-
cznych technik analizy genetycznej jak i ocena mar-
kerowego sprzezenia z esteraza D nie pozwala na
ostateczne wykluczenie nosicielstwa zmutowanego
genu™''. Wiaze si¢ to z koniecznoscia nadzoru profi-
laktycznego, szczegélnie w odniesieniu do starszej
siostry probanda. Jej wiek zmniejsza wprawdzie ryzy-
ko wystapienia siatkowczaka do wartosci znikomych.
otwarta natomiast pozostaje sprawa ryzyka pozos-
talych nowotworoéw zwigzanych ze zmutowanym
genem Rb oraz ryzyko siatkowczaka dla jej przy-
szlego potomstwa. Poradnictwo genetyczne kompli-
kuje zgon z powodu czerniaka zto$liwego u brata
ojca. Ryzyko wystapienia migsaka kostnego u poten-
cjalnych nosicieli zmutowanego genu Rb 400-krotnie
przewyzsza wartosci dla populacji standardow:
zyko czerniaka zlo$liwego jest takze wy
nie zostalo dotad ilosciowo okres

Informacyjne wyniki w odniesi
probanda przynioslo badanie met
Technika ta pozwolita na zwi
probki DNA, przy
swoistosci reakcji poprz
merow (sekwencji  zapoc
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wych fragmentow redukuje do wartosci niei'stotnyc}}
klinicznie mozliwosci rekombinacji meiotycznej
— czynnika, ktéry moze zaciera¢ prawdziwe stgsunkl
genetyczne w rodzinie. Dla sond tego rodzaju od-
powiednie sumaryczne wskazniki wynosza: logarytm
ilorazu szans (tzw. lod score) 16,567 przy @ (frakcja
rekombinacji) = 0,0007%. Zastosowane primery byly
uprzednio testowane w rodzinach z siatk6wczakiem
przez Onadima i Cowella’®.

Dalsze opracowanie materiatu opiera si¢ na tech-
nice RFLP. Zmienne sekwencje DNA, bedace mar-
kerami wewnatrzgenowymi sprzezonymi z badanym
genem Rb wykrywane sa jako miejsca przecigcia dla
swoistego w odniesieniu do badanej sekwencji en-
zymu restrykcyjnego. Technika ta nie wykrywa zatem
bezposrednio defektu genu, pozwala natomiast na
obserwacje sprzgzonej Sci§le cechy — wystapienia
miejsca restrykcyjnego lub jego braku. Interpretacja
uzyskanych wynikéw przedstawia sie nastepujaco:

— w najbardziej prawdopodobnej mozliwosci
mutacji somatycznej u chorego, nie istnieje podwyz-
szone zagrozenie nowotworowe dla rodzenstwa i na-
stepnego pokolenia potomkow.

—, przyjmujac alternatywna mozliwo$¢ istnienia
zmutowanego genu Rb w rodzinie K, jest on sprzezo-
ny z cecha ,brak miejsca restrykcyjnego Xba I”.
Proband jest homozygota dla tej cechy.

— oboje rodzice sa heterozygotyczni dla istnienia
miejsca restrykcyjnego, istnieje zatem potencjalna
mozliwo$¢ wniesienia patologicznego genu przez kaz-
de z nich.

— siostra probanda jest homozygota dla miejsca
restrykcyjnego Xba I, nie posiada zatem genu patolo-
gicznego. Jej ryzyko nowotworu nie rozni si¢ od
standardowego dla populacji zdrowe;j.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze powyzsza
informacjg¢ udato sig uzyska¢ mimo trudnej wspotpra-

S. Zajaczek, J. Podolski i ipp;

cy z rodzina i wylaczenia sig czeici J&j czlonkéw
z badan przy jednoczesnym zlozonym genetycznie
rodowodzie i dodatkowym obciazeniu NOWOtworg-
wym rodziny. Analiza omawianej rodziny dobrze
ilustruje warto$¢ badan genetyczno-molekularnych
w rutynowej pracy klinicznej z rodzinami obciazony-
mi potencjalnie dziedzicznym nowotworem.
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Maciej R. Krawczynski i Krystyna Pecold

Podloze genetyczne zaniku nerwow wzrokowych typu Lebera

Genetic basis of Leber’s hereditary optic neuroretinopathy

Summary. Basic information about mitochondrial inheritance have been presented.
The nature of inheritance of Leber’s hereditary optic neuroretinopathy (LHON) has
been described. The recent reports about heterogeneity of mutations, heteroplasmy
and nucleo-mitochondrial interaction have been taken into consideration. Principles
of modern genetic diagnostics and counselling of LHON have been described.

Hasta: zanik nerwéw wzrokowych typu Lebera, genetyka, poradnictwo genetyczne
Key words: Leber’s hereditary optic neuroretinopathy, genetics, genetic counselling

Zanik nerwow wzrokowych typu Lebera (Leber’s
Hereditary Optic Neuroretinopathy, LHON) powo-
duje podostra, obustronna utrate wzroku, zwykle
u miodych mezczyzn. Stwierdzono, ze ta dziedziczna
choroba nie spelnia zasad dziedziczenia mendlow-
skiego. Jest ona zawsze przekazywana przez chore
lub przenoszace chorobe kobiety, ale nigdy przez
chorych mezczyzn. Jednoczesnie, 85% chorych to
mezezyzni, a tylko 15% — kobiety 118, 1/7 chorych
to przypadki sporadyczne, pozostala czes¢ ma jednak
chorych krewnych z linii matki. Dane te przyczynily
si¢ do powstania hipotezy, ze LHON jest dziedziczo-
ny w sposob mitochondrialny. a powodowany przez
mutacje w mitochondrialnym DNA.

DNA mitochondrialny

Wigkszos¢ informacji genetycznej zlokalizowana
Jjest w jadrze komorkowym, ale niewielka ilo$¢ kwasu
dezoksyrybonukleinowego (DNA), znajduje sig¢ row-
niez w obrebie mitochondridw. Mitochondria czlo-
wicka zawieraja okolo 2-10 matych, kolistych, dwu-
niciowych czasteczek DNA, zorganizowanych podo-
bnie jak DNA jadrowy w posta¢ podwdjnej helisy.

Kazda z tych czasteczek zbudowana jest z 16569 par
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nukleotydow, ktorych sekwencja zostala okreslona
przez Andersona i wsp. w 1981 roku®.

DNA mitochondrialny (mtDNA) zawiera geny
pozajadrowe (cytoplazmatyczne), ktore koduja dwa
typy rybosomalnego RNA (rRNA), 22 typy trans-
portowego RNA (tRNA) oraz 13 z 67 podjednostek
(peptydoéw) mitochondrialnych enzymow lancucha
oddechowego i fosforylacji oksydacyjnej. Pozostale
54 podjednostki kodowane sa przez geny jadrowe.
mtDNA ro6zni si¢ od jadrowego DNA pod wzgledem
kodonow i odpowiadajacych im wielu aminokwasow
(np. UGA koduje raczej tryptofan, niz terminacje
tancucha). Nie jest jednak jasne, jak doszio do tych
roznic®,

mt DNA przekazywany jest dzieciom wylacznie
przez matke (tzw. dziedziczenie matczyne, czyli mito-
chrondrialne lub cytoplazmatyczne). Zwiazane jest to
z faktem, Zze mitochondria znajduja sie w cytoplazmie
1 sa przekazywane w komorce jajowej przez matke
wszystkim dzieciom. Ojcowskie mitochondria nie
wchodza w sklad zygoty. gdyz skapa cytoplazma
plemnika pozostaje w trakcie zaplodnienia na ze-
wnatrz komorki jajowej (do jej wnetrza przedostaje
sig wylacznie zawarto$¢ jadra komoérkowego) 1 ulega
zniszczeniu  zaraz po zaplodnieniu. W
wszystkie dzieci posiadaja mtDNA identyczny z mat-
czynym, ale nie jest to réwnoznaczne z faktem. ze
musza zachorowa¢ na dotykajaca matke chorobe.
dziedziczona w sposob mitochondrialny.

efekcie.

Patologia mtDNA

W ostatnich latach, rozmaite duze delecje i muta-
cje punktowe mtDNA zostaly skojarzone z jedno-
stkami chorobowymi glownie z miopatiami 1 en-



