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A Debreceni Egyetem OEC Szemészeti Klinikdjdnak (igazgatd: Berta Andrds egytemi tandr) kizleménye

Molekularis genetikai vizsgalatok retinoblastomas betegeken

DAMIJANOVICH JUDIT, BERTA ANDRAS

Bevezetés: A DE OEC Szemklinikdn 1989-1997 kizdtt kezelt retinoblastomds betegeken végzett molekuldris genetikai
vizsgdlatok bemutatdsa.

Betegek és médszerek: Retinoblastomds betegek daganatdbol, valamint a betegek és sziileik vérébdl vett mintdkon
Sfluoreszcencia in situ hibridizdcior (FISH), valamint immunhisztokémiai vizsgdlatokat végeztiink (retinoblastoma-
protein és neuronspecifikus enoldz kimutatdsdra). Indokolt esetekben a vizsgdlatokat polimerdz ldncreakcié (PCR)
elvégzésével egészitettiik ki.

Eredmények: A 19 esetbdl 12-ben dllt rendelkezésiinkre az eltdvolitotr tumor. Tizenegy esetben a tumorokban a gén
elvesztésér sikeriilt kimutaini FISH-el, kéi beteg lymphocytdiban pedig az egyik allél elvesztését. Egy féloldali
retinoblastomds betegnél az elvégzett genetikai vizsgdlatok nagy valdsziniiséget mutattak arra, hogy a mdsodik
szemben is megjelenjen a daganat. Rendszeres kontrollvizsgdlatok mellert a daganatot igen kis méret mellett lehetett
kimutatni és sikeresen kezelni.

Kovetkeztetés: Vizsgdlataink a tudomdnyos eredmények mellett kiizvetlen gyakorlati haszennal is jdrtak, ezzel
igazolva, hogy a FISH, amely ma még Magyarorszdgon nem rutin kiinikai laboratériumi modszer, alkalmas lehet a
retinoblastomds csalddokban genetikai tandcsadds céljaira.

Kulesszavak: retinoblastoma, molekuldris genetika, fluoreszcencia in situ hibridizdcio, genetikai tandcsadds

MOLECULAR GENETIC EXAMINATIONS ON PATIENTS WITH RETINOBLASTOMA

Introduction: We report on molecular genetic examinations of retinoblastoma patients treated between 1989-1997 at
the Department of Ophthalmology of the University of Debrecen Medical and Health Sciences Centre.

Patients and Methods: Tissue samples of tumours from patients suffering from retinoblastoma, as well as blood
samples from these patients and their parents, were examined. Fluorescence in-situ hybridisation (FISH) and immune-
histochemistry were used in order to detect retinoblastoma protein and neurospecific enolase. A polymerase chain
reaction (PCR) test was also carried out in some cases.

Results: The enucleated tumours were examined in twelve cases from a total of nineteen. In eleven cases the
investigations with the FISH technique detected the loss of the retinoblastoma gene and in two cases the peripheral
lymphocytes showed one allelic loss. Genetic studies on a patient suffering from unilateral tumour indicated a high
probability of tumour growth in the fellow eye. The tumour was discovered when it was in an early stage, and was
treated successfully.

Conclusions: The investigations were carried out primarily for research purposes, but also provided practical benefit
Jor the patients; thereby supporting our view that the FISH technique, which is not vet a routine clinical laboratory
test, can successfully be used as a tool for genetic counselling in families with retinoblastoma.

Keywords: retinoblastoma, molecular genetics, fluorescence in situ hybridisation, genetic counselling

tett sejtek kiszabadulhatnak a reguldld funkcid aldl és daga-
natos burjanzasba kezdhetnek."

Mai ismereteink szerint a daganatképz6dés folyamatd-
nak kardindlis pontja a nem letdlis genetikai kdrosodis.
Ilyen jellegli kdrosodast (muticid) eldidézhetnek kdrnyeze-
ti hatasok, vagy a genetikai prediszpozicié 6roklddhet. A
daganatképzddés szempontjdabdl a normdl sejtekben jelenle-
v0 szabdlyozd gének két csoportja — a novekedést serkentd
protoonkogének €s a novekedést gdtldé tumorszuppresszor
gének — jelentik a genetikai kdrosoddsok {6 célpont-
jait.**'"1® Hatdsat mindkét regullé gén géntermékek utjdn
fejti ki. Nagyon leegyszerGsitve a tumorképz&dés mecha-
nizmusit, ezen szabdlyozé gének muticidi esetén az érin-

Zajdcz Magdolna professzornd 70. sziiletésnapja tiszteletére

A retinoblastoma a leggyakoribb gyermekkori malignus
intraocularis tumor, amely jellegzetesen djsziilott- és kis-
gyermekkorban fordul el6. Embriondlis neuroectodermalis
eredetil rosszindulatd daganat, a retina primitiv prekurzor
sejtjeibdl a retinoblastokbdl alakul ki. Az esetek mintegy
25-40%-aban figyelhet6 meg a daganat kétoldali elGfordu-
ldsa. A mindkét szemet érintd elviltozast minden esetben
orokletesnek tartjuk, de ebbe a csoportba sorolhaté a félol-
dali retinoblastomads megbetegedések egy része is. Az 6rok-
letes formdban megfigyelt genetikai eltérés a 13-as kromo-
szoma hosszu karjan taldlhat6 retinoblastoma 1 gén mutaci-
6ja (13ql4 régid), ez volt az elsG leirt tumorszuppresszor
gén, amely az onkogenezis szempontjibol modellériéki."”
Knudson hipotézise'* és mai ismereteink szerint két egy-
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mastdl fliggetlen mutdcié eredménye egy (j retinoblastoma
megjelenése. Az orikletes retinoblastomdban szenvedd be-
tegek esetében az egyik mutdcié familidris prediszpozicié
eredménye, mig a masodik intrauterin alakul ki. Létrejotté-
nek ideje meghatdrozza a tumor egy- vagy kétoldali jel-
legét.™'? Az oroklott defektus az utéd minden sejtjében
megtaldlhat6. Ez magyardzhatja, hogy a kétoldali betegség-
ben szenvedSkon gyakori a szekunder tumorok (pl.
osteosarcoma) manifesztdldddsa.!

A retinoblastoma | gén (RB1) terméke egy foszfopro-
tein (pRB), amely transzkripcids faktorok (pl. E2F) szaba-
lyozdsaban vesz részt. Igy gétolja egy géncsoport aktivals-
désat, és ezzel a sejt proliferdciéjat. Ennek hidnydban a
sejtben a G/0-G/1 dtment lehet&vé vdlik és a sejtproliferd-
¢i6 megindul, gatlds hidnydban kontroll nélkil."

A sporadikus és herediter retinoblastomadaganatok elkii-
16nitése genetikai modszerekkel lehetséges. Tekintettel ar-
ra, hogy az RB1 génben dn. forré pontok nincsenek, a gén
mérete miatt a részletes genetikai analizis hosszadalmas
(27 exon PCR-analizisét kell megvaldsitani). FISH-el lehe-
tGség van a kilobdzis szintli deléciok kimutatdsdra és ezzel
bizonyos esetekben a gyors diagnosztizdldsra is.

A fluoreszcencia in situ hibridizdcid alkalmas specifikus
DNS-szekvencidk megjelenitésére, morfoldgiailag ép kro-
moszomdkon, sejteken €s szovetekbdl késziilt metszeteken.
Minden olyan sejt vagy szdvet tanulmdnyozhatd, melyben
a DNS nem degraddlédott, ill. melyben a degradacié nem
indult el. Jelenleg a FISH a leggyorsabb molekuldris gene-
tikai modszer a kromoszomalis eltérések kilobdzis szintjén
torténd kimutatdsara. Pinkel és Gray 1988-ban dolgozta ki
a fluoreszcencia detektdldsan alapul in situ hibridizdciot.”
A specifikus DNS-szekvencidk kimutatdsa in situ hibridizd-
cidval a DNS azon tulajdonsdgan alapul, hogy megfeleld
denaturdldsi koriillmények kozott (pH, hémérséklet, kémiai
kornyezet) a DNS kett8s spirdl szerkezete megbomlik és
igy az ugyancsak denaturilt DNS-prébidk szdmara hozza-
férhetévé vilik.”'™'® A renaturdcié sordn (37 °C, pH 7.0,
optimdlis kémiai kornyezet) a DNS-préba szekvencidjanak
megfelel§ komplementer nukleinsavszekvencidjat felismeri
a target DNS-ben és hozzdkotddik. A jelzett DNS-préobik
rovid (200-500 bazispar hosszisdgu) hisztokémiai dton de-
tektalhatd, nukleotid prekurzorral (biotin, digoxigenin stb.)
jelolt DNS-fragmentek.” A kozvetleniil fluoroférral konju-
gélt nukleotidokkal (pl. fluoreszcein-dUTP vagy TexasRed-
dUTP) a genetikai eltérések detektdlds ideje lényegesen
lerovidiil,”"*'® Hibridizdciot kdvetden a DNS specifikus
proba szekvencidjanak megfeleld kromoszomaszeg-
menteken normdl sejtek hibridizdciéjat kovetden egy-egy
fluoreszkdlé jel, mig az interfdzisos sejtmagokban két fluo-
reszkdld pont jelenik meg.

A legelterjedtebben alkalmazott centroméra-specifikus
probék a szdmbeli eltéréseket, mig a lokusz-specifikus pro-
bik a neviikben jelzett célpontot azonositjak. A DNS-speci-
fikus 13ql14 préba az RB1 gén jelentds részét lefedi, bizto-
sitva ezzel a préba alkalmazhatésdgat RB1-delécié kimu-
tatdséra.”

SzZEMESZET

Betegek és mddszerek

1989-1997 kozott 11 kétoldali retinoblastomds betegen
végeztiink molekuldris genetikai vizsgdlatokat Szemklini-
kdnkon. A hét fid és négy lianybeteg életkora 3 hénap és hé-
rom év kozotti volt a kezelések megkezdésekor. Az egyik
szem enucleatidjdt kévetden ruténium-applikdtoros kezelést
végeztiink a misodik szemen.> Ebbe a csoportba tartozé
négy beteg az egyik szem eltivolitdsat kovetSen érkezett
klinikdnkra, a madsodik szem kontakt irradidciés (applika-
tor) kezelésére. Igy az eltdvolitott szem daganatdbél nem
allt rendelkezésiinkre minta, csak a betegek, ill. sziileik vé-
rébdl.

1989-1997 kozott féloldali retinoblastoma miatt enuk-
ledlt kilenc betegen végeztiink molekuldris bioldgiai vizs-
gélatokat. A hét fid és két lany életkora 3 honap és 4 év ko-
zotti volt. Egyik féloldalinak indulé 3 hénapos betegiink
késébb a kétoldali csoportba keriilt, igy sszesen nyolc be-
teg (7 fid és 1 ldny) tartozott a féloldali csoportba. Mind a
bilaterdlis, mind a féloldali tumoros betegek csalddi anam-
nézise negativ volt a retinoblastomat tekintve. A részletes
€s csalddi anamnézis felvételét kovetGen a sziildk, testvérek
szemészeti vizsgdlatat valamennyi esetben elvégeztiik.
Egyik esetben sem taldltunk szemfenéki eltérést.

Kisérleteink sordn a tirgylemezen fixalt interfazisu sej-
teken alkalmaztuk a fluoreszcencia in situ hibridizdciét.*'
A médszert retinoblastomadaganatbdl enucleatidt kévetéen
frissen vett interfazisd tumorsejtekre kellett megfeleltetni.
A tumorbél szdrmazé sejtek kinyeréséhez rendelkezésiink-
re dllé protokollt adaptdltuk kis térfogatd szovetbdl nyerhe-
t§ interfizisos sejtekre, hiszen a tumornak csak igen kis
részlete dllt FISH-analizisre rendelkezésre. A daganatbodl
sejtszuszpenzidt készitettiink, melyet fixalast kovetden zsir-
talanitott tirgylemezre cseppentettiik, hagytuk megszarad-
ni, majd a tirgylemezeket -20 °C-on tdroltuk.'” A hibridiza-
cios eredmények kiériékelhet§ségének megkonnyitésére a
fenti m6don nyert lemezeken a fixdlt tumorsejtekre (az elsd
hibridizacids eredmények ismeretében) egészséges egyed-
b6l szdrmazo lymphocytdkat cseppentettiink. Valamennyi
hibridizdciét haromszor ismételtiik meg és minden alka-
lommal parhuzamosan normdl sejtek hibridizacigjat is elvé-
geztik. Amennyiben a tumorban FISH-el eltérést talaltunk,
a gyermek és a szil6k periférids vérébdl, sziil6i beleegye-
zést kovetden, lymphocytdkat prepardltunk, majd a mar
emlitett fixdlds utdn a kicseppentett mintdkat targylemeze-
ken -20 °C-on taroltuk. Kontrollként egészséges egyedek-
b&l szdrmazd periférids vérbdl kromoszémaprepardtumot
készitettiink standard protokoll szerint. A centroméra-speci-
fikus probdk egy része digoxigeninnel jelzett,” a mdsik ré-
sze pedig biotindlt DNS-prébdk voltak. A lokusz-specifikus
DNS-prébdk (13g14) direkt jelzett, a VYSYS cég dltal for-
galmazott mintdk.®

Retinoblastoma-protein (pRB ) kimutatdsa

Minden olyan tumorndl, amikor FISH-el mindkét 13q14
lokusz detektdlhaté volt, azaz deléciét nem tudtunk kimu-
tatni és a szdvettani blokk rendelkezésiinkre dllt, 5 pm vas-
tag sziveti metszeteket készitettiink. Kontrollként human
embriondlis porcszévetet alkalmaztunk.® A pRB kimutati-
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sara Novocastra NCL-RB monoklondlis antitestet hasznal-
tunk (higitds:1:10). Az antigén—antitest reakcié megjeleni-
tése Vectastain ABC kittel tortént (Vector, USA).

Neuronspecifikus enoldz

Abban az esetben, melyben nem volt egyértelmd, hogy a
vizsgilt sejtek valéban tumorsejtek, a malignus sejtek ki-
mutatdsira a neuronspecifikus enoldz (NSE) detektaldsat
végeztiik el. Az immunhisztokémiai reakcié kivitelezéséhez
5 um vastag metszeteket készitettiink a szembd&l. Megfeleld
elékezelést kivetden a nem specifikus antitestktddés kiza-
rdsdra egér anti-NSE (1:50 Dako USA)-vel inkubdltuk a
mintakat. Az antigén—antitest reakcidt biotindlt anti-egér
IgG-vel (1:200 Vector, USA) és 1:40 higitdsi TexasRed
streptavidinnal (Vector USA) tettik lathatévd. A sejtmago-
kat DAPI-val jeloltiik.®

Eredmények
Kétoldali retinoblastomds betegek

Négy esetben mds intézményben végezték az enuclea-
tiot, igy nem volt vizsgdlhaté tumormintdnk, de a gyerme-
kek és sziileik periférids vére hozzaférhetd volt. Hat beteg-
nél rendelkezésiinkre dlltak a tumorbdl nyert sejtek €s a
gyermekek és a szUl8k vérébdl prepardlt lymphocytdk. Egy
esetben csak a daganatbdl nyert sejteket tudtuk vizsgilni,
mert a vérvételhez a sziilék nem jdrultak hozz4.

Kisérleteink sordn a FISH-analizist el&szor a tumorsej-
teken végeztiik el. Ha FISH-el delécidt taldltunk az RB1
génre nézve, azaz nem volt fluoreszkald jel a 13q14 1éku-
szon bekovetkezett delécié miatt, a beteg vérébdl prepardlt

1. tabldzat. A kétoldali retinoblastomds esetek eredményei

A FISH mindkét A FISH egyik

allélt jeloli allélt sem (tumor),
vagy csak az egyik
allélt (vér) jeloli
Tumorsejtek 3 4
Beteg lymphocytii 6 1
Sziilé lymphocytdi i 0

Kisérleteink sordn a FISH-analizist el§szor a tumorsejteken
végeztlik el. Ha FISH-el delécidt talaltunk az RB1 génre nézve,
azaz nem volt fluoreszcens szigndl, a 13q14 16kuszon
bekovetkezett delécid miatt, a beteg vérébdl prepardlt
Iymphocytdkat is hibridizdltuk az RB1 génre specifikus prdbdval.
Abban a hdarom esetben, ahol nem volt FISH-el kimutathaté
allélvesztés, a periférids lymphocytikat nem vizsgéltuk. A
tumorban a bilaterdlis esetekben vagy mindkét allél FISH-el
kimutathatdan elveszett, vagy ezzel a médszerrel nem volt
detektdlhaté az allélvesztés. Betegeink koziil egynek a periférids
lymphocytdiban is jelentkezett az allélvesziés, amikor ezt
kimutattuk, még a mdsik szemben nem volt daganat (ez a
betegiink keriilt a féloldali csoportbél a kétoldaliak kozé). Mivel
a médsedik szemben nagyon nagy volt a daganat megjelenési
valGsziniisége, gyakori kontrollvizsgdlatokat alkalmaztunk és a
midsodik szemben megjelent daganatot sikeriilt kis méret mellett
felfedezni és kezelni. ‘
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1. dbra. Sejttenyészetben az interfdzisii sejtekben egy-egy
Jelolddés ldthato a 13g14 lokusz-specifikus probdval. Az oszlo
sejtekben 1 kromoszémdn az adott jeldléssel ép viszonyokat
taldlunk a mdsik kromoszoma nem jelolddik a lokusz-specifikus
probdval

lymphocytdkat is hibridizdltuk az RB1 génre specifikus
prébdval. A bilaterdlis esetekben nyert eredményeinket az
1. tdbldzat mutatja. Abban a hdrom esetben, amelyeknél
nem volt FISH-el kimutathatd allélvesztés, a periférids
lymphocytdkat nem vizsgdltuk. A tumorban a bilaterdlis
esetekben vagy mindkét allél FISH-el kimutathatéan elve-
szett, vagy ezzel a mddszerrel nem volt detektdlhaté az
allélvesztés. Betegeink koziil egynek a periférids lympho-
cytdiban is jelentkezett az allélvesztés (1. dbra), amikor ezt
kimutattuk, még a mdsik szemben nem volt daganat (ez a
betegiink keriilt a féloldali csoportbdl a kétoldaliak kozé).
Mivel a mdsodik szemben nagyon nagy volt a daganat
megjelenésének valdszinlisége, gyakori kontrollvizsgalato-
kat alkalmaztunk és a masodik szemben megjelent dagana-
tot sikeriilt kis méret mellett kezelni.

Féloldali retinoblastomds betegek

Osszesen nyolc féloldali retinoblastomds beteg eltivoli-
tott szemébdl nyert tumor sejteket vizsgaltunk. (Egy kordb-
ban ebbe a csoportba tartozé beteget mar a kétoldaliak ko-
z6tt emlitettiink). Ot esetben rendelkezésiinkre dllt a tumor,
a beteg és a szil6k periférids lymphocytdi, harom esetben
pedig csak a daganat. A 13q14 génre vonatkoztatva FISH-
el a féloldali eseteket osszefoglald 2. tdbldzatban lathato
eredményeket kaptuk. Ugyanannak a betegnek a tumorsejt-
jeiben és a periférids lymphocytdiban is csak egy allél el-
vesztését mutattuk ki FISH-el. Tekintettel arra, hogy a gén-
funkciénak a daganat kialakuldsdhoz el kellett vesznie, ez
egyben a retinoblastoma-fehérje expresszidjdnak a hidnyat
is jelenti. Szdvettani metszeteket készitettiink a kordbban
dltalunk kettévagott szembdl, ezekben a metszetekben
retinoblastoma-fehérjét nem tudtunk kimutatni, az NSE po-
zitivitds igazolta, hogy tumorsejteket vizsgiltunk." Mind-
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2. tabldzat, A féloldali retinoblastomds eseteket eredményel

FISH mindkét allélt az egyik allélt  egyik allélt
jeloli jeloli sem jeloli
Tumor 0 1 7
Beteg lymphocytdi 4 1 0
Sziil§ lymphocytdi 5 0 0

Osszesen nyolc féloldali retinoblastomds beteg eltdvolitott
szemébd! nyert tumorsejteket vizsgiltunk. Ot esetben
rendelkezésiinkre dllt a tumor, a beteg €s a sziilok periférids
lymphocytdi, hdrom esetben pedig csak a daganat. Ugyanannak a
betegnek a tumorsejtjeiben és a periférids lymphocytdiban is csak
egy allél elvesztését mutattuk ki FISH-el. Tekintettel arra, hogy a
génfunkcionak a daganat kialakuldsdhoz el kellett vesznie, ez
egyben a retinoblastoma-fehérje expresszidjanak hidnyat is
jelenti. Széveitani metszeteket készitettiink a kordbban dltalunk
kettévigott szembdl, ezekben a metszetekben retinoblastoma-
fehérjét nem tudtunk kimutatni, az NSE-pozitivitds igazolta,
hogy tumorsejteket vizsgdltunk. Mindezek alapjdn, bér a beteg
mdsik szemében a mai napig nem jelentkezett a daganat,
gyakorlatilag bilateralis retinoblastomds betegként kell tekinteni,
akinél csak az inkomplett penetrancia magyardzza a masodik
szem daganatmentességét. (A masodik mutdns allé] kimutatdsdra
PCR-analizist végeztiink.)

ezek alapjan, bdr a beteg mdsik szemében a mai napig nem
jelentkezett a daganat, gyakorlatilag bilaterdlis retinoblas-
tomds betegként kell tekinteni, akinél csak az inkomplett
penetrancia magyardzza a masodik szem daganat-
mentességét.” A mdsodik mutdns allél kimutatdsira PCR-
analizist végeztiink, melynek eredményeképpen beigazold-
dott, hogy a FISH-el nem detektdlhaté mutdcio a 13, 15-16
és a 24-es exonokat érinti.

Megbeszélés

Statisztikai szdmitidsok szerint — melyek a genetikai
vizsgdlatok alapjdn igazolddni ldtszanak — a féloldali daga-
nattal biré betegek mintegy 50%-a a betegség herediter for-
mdjdban szenved. Azaz szdmos ldtszélag sporadikus eset ]
germindlis mutdciét hordoz.’

Mig a familidris eredeti tumorokban a gyermek az RB1
gén egyik alléljanak mutdns véltozatdt 6rokli, addig spora-
dikus esetekben egy retinoblastsejt mindkét normdlis RBI

allélja szomatikus mutdcié dldozatdul esik.” A familidris -

forma autoszomalisan oroklddik, a hajlam ennek az elsé
mutdcidnak az atérokitését, vagyis az adott génre — RBI -
nézve a heterozigétasig elvesztését jelenti,” tehdt az adott
sejtek a defektiv allélre nézve homozigdtakkd valtak,"” azaz
a tumor kifejlédéséhez egy djabb, masodik mutdcid sziiksé-
ges mindkét formdndl. Ha csak az egyik allél sériil, akkor
retinoblastoma nem alakul ki, de ha a germindlis sejtek
mutdciét szenvednek az RB1 16kuszon, akkor a hibds all€él
atoroklédik. Az utéd minden szomatikus sejtje tartalmazni
fogja a defektust llyen esetekben a normdl populdcidhoz
viszonyitva kozel 40 000-szer nagyobb az utdd esélye arra,
hogy retinoblastoma alakuljon ki és kdzel 400-szor na-
gyobb, hogy osteosarcoma, fibrosarcoma vagy melanoma
lépjen fel." A retinoblastoma esetében befolydsolhatja a
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mésodlagos tumorok megjelenését az alkalmazott terdpia
is.!

Megfigyelések és csalddfa-analizisek alapjdn a bilaterd-
lis, ijonnan megjelend (negativ csalddi anamnézis) dagana-
toknil a beteg minden egyes utédjdnak 50%- os esélye
retinoblastoma kialakuldsdra, Mégis a gyakorlatban ezek-
ben az esetekben a csalddban valé eléforduldsi ardny ki-
sebb mint 22%."

A féloldali sporadikus eseteknél az érintettek gyerme-
keiben a tumor eléforduldsi esélye 10%, de a gyakorlatban
a beteg gyermekeinek 5% az esélye arra, hogy retinoblas-
toma alakuljon ki. Ha a gyermek sziilei genetikai eltérést
nem mutatnak, akkor annak a valdsziniisége, hogy a mdso-
dik gyermek beteg lesz 1%, ha a sziil6k egyike allé¢ldefek-
tust hordoz, ez az ardny 6%-ra n6."

Bilaterdlis retinoblastomds eseteinken vizsgdltuk a FISH
diagnosztikus értékét. Sajnos nem minden esetben volt tu-
morb6l vett sejtmintank (mds intézményben végezték az
enucleatidkat), igy dsszesen csak hét daganatbdl vett sejte-
ket tudtunk vizsgdlni. Ezek koziil négy esetben sikeriilt
FISH-el deléciét kimutatni. A négy deléciét mutatd tumo-
ros betegnél a periférids lymphocytik egy esetben mutattak
allélvesztést, ennél a betegnél a siirtin végzett kontrollvizs-
gilatok lehetdvé tették a médsodik szemben jelentkezd da-
ganat igen korai diagndzisat és kezelését. A sziil6k lympho-
cytdindl egy esetben sem taldltunk eltérést.

Féloldali retinoblastomds betegeink koziil a tumorban
egy kivétellel mindkét allél elvesztését kimutattuk. Egy
esetben csak egy delécidt taldltunk a tumorban, de ebben az
esetben a periférids lymphocytikban is ugyancsak egy allél
jelolédott. Felmeriilt annak a lehetGsége is, hogy a tumor
olyan teriiletérgl vettiink sejteket, ahol nem retinalis ele-
mek, hanem esetleg lymphocytik, ill. egyéb sejtek voltak
tobbségben, és/vagy a hibridizdcids hiba lehetGsége sem
volt elvethets. A tumorbdl (a kordbbi mintavétel helyének
megfeleld teriiletrdl) készitett metszeteken az NSE-, ill. a
retinoblastoma-protein kimutatdsat célzé vizsgdlat ezt nem
valgszintsitette. A hibridizdcids hiba lehetéségét egészse-
ges egyedbdl vett lymphocytdval tortént feliilcseppentéssel
— egyidej( hibridizdldssal — zdrtuk ki. A FISH-el nem de-
tektalhaté delécié kimutatdsdra PCR-vizsgdlatot végeztiink.

Statisztikai kimutatdsok szerint a retinoblastoma el&for-
duldsa 1:14000-1:28000-hez gyakorisdgd, tehdt ritka daga-
nat, amely mintegy 40%-ban 6rokl6d6, azaz a tumor meg-
jelenése elég nagy val6szintiséggel a beteg utGdaiban is
varhato. A tovabbi. nem 6roklGdé 60%-ban a daganat meg-
jelenési valdszin(isége az utédokban az dtlagpopuldcidval
kozel megegyezd. A daganat penetrancidja mintegy 90%-
os. A sporadikus, esetek elkiilonitése az 6rokl&ds forma el-
sG jelentkezésétdl nem konnyd, hiszen egyik esetben sincs
csalddi elszmény. Ezek a csalddi elzmény nélkiili, de
brokl6ds formdk az osszes eldzmény nélkiili retinoblas-
tomédk mintegy 20%-at adjdk."" Az ilyen esetekben az €rin-
tett csalddok genetikai vizsgdlata adhat vdlaszt arra, hogy
melyik formdrdl van szo.

Kovetkeztetés: Retinoblastomadaganatok egyes eseteiben
viszonylag gyorsan, a csalddtagoktdl vett vérmintdbol,
FISH-vizsgdlattal nytjthatunk genetikai tandcsaddst az
érintett csalddoknak. Ehhez azonban sziikség van az eltdvo-
litott tumor frissen vett sejtjeire is, annak eldontésére, hogy
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a 13q14 gén teriiletére lokalizdlédd genetikai defektus mi-
lyen természetil. Ezért az enucleatiét végzd intézetnek gon-
doskodnia kell az eltavolitott szemben lev§ daganat mole-
kuldris genetikai feldolgozdsarél. Ha ez nem lehetséges, a
beteget megfeleld intézménybe kell kiildeni, ahol az enuk-
ledlt szemben levs daganatbél a molekuldris genetikai vizs-
gdlatok elvégzésére is lehetség van.
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