Stanistaw Zajaczek

Siatkdwczak

Siatkowczak (S) zajmuje szczegolne miejsc&rdmb nowotworow — jest to pierwszy nowotwor
0 udowodnionej dziedzicznej etiologii, na ktéregayptadzie ksztattowaty giidee ,dwu trafi@” i ge-
néw supresorowych (1, 2, 3).

S pojawia si z czstascia 1: 25 000zywych urodzé. Mimo swojej rzadkéci S jest najozst-
szym nowotworem wewitrzgatkowym u dzieci a wksza¢ przypadkdw rozpoznawanych jest przed 5
r. z. U dorostych S jest wielkrzadkdgcia. 60 % przypadkow S ma charakter sporadyczricigtym
znaczeniu tego stowaj ®ne wywotane mutacjami somatycznymi w komorkaetksiwki. Pozostate
40 % pacjentow to dzieci obgione mutacjami konstytucyjnymi -&md nich 10 - 15 % to przypadki
rodzinne a pozostatych 25-30 % to przypadki rodaweml sporadyczne, powstate jednak w wyniku
konstytucyjnej mutacji germinalnele novo Mutacja konstytucyjna ma penetrasjegajaca 90 %. Do
powstania nowotworu konieczna jest unieczynnieimgka pRB; ktore ma miejsce dopiero po utracie
funkcji obu kopii genu (4).

Prawdopodobigstwo powstania kolejnych dwu mutacji somatycznyemwg RB1, nagpuja-
cych kolejno w tej samej komorce siatkoOwki — jak & dzieje w S sporadycznym — jest wprost pro-
porcjonalne do dlugai zycia komoérki; ttumaczy to fakt pojawiania esitakich guzow
w p&zniejszym wieku arreli S wywotanych mutagjkonstytucyja, zwykle take jednostronnie i jed-
noogniskowo (Ryc. 1A). Zgodnie z mechanizmem ,dvafi¢n” w guzach powstatych u oséb z muta-
cja konstytucyjma, wobec jej istnienia juod urodzenia, do ostatecznego powstania nowotworu
nieczna jest w komorce siatkdwkizjtylko pojedyncza mutacja somatyczna. Zdarzenie tala szans
zaistni€ wczeniej — std mtodszy wiek chorych z S dziedzicznym. Druga rojata somatyczna, u no-
siciela zmiany konstytucyjnej zdarzgic moze w wickszej liczbie komorek — gt czsta wieloogni-
skowas¢ i obustronné¢ tych guzow (1, 3).

S obustronne i jednostronne wieloogniskowezatem praktycznie zawsze awane z istnie-
niem mutacji konstytucyjnej, przekazanej rodzinnie nabytejde novo Pojawiaj sig one w wikszo-
sci przypadkéw przed 3 €. (Ryc. 1D). Mutacje konstytucyjne mogednak powstaw@aréwniez jako
zmiany germinalne & novo(Ryc. 1B); zwazane z nimi guzy, pomima irodowodowo sporadyczne,
wykazup inne cechy kliniczne — w tym zwlaszcza wazejsze wysipienie- podobne jak w nowotwo-
rach rodzinnych. Pewien odsetek chorych — jak wgriknaszych badasicgajacy 20 % - jest mimo
jednostronnéci w chwili rozpoznania obgikony mutacy konstytucyja (3, 5). Przypadki takie charak-
teryzup sig (w stosunku do innych S jednostronnych) wéoreszym wysipieniem guza, wieloogni-
skowdacia i wysokim ryzykiem péniejszego pojawienia ginowego pierwotnego guza w tym samym
lub drugim oku.

Gen i biatko Retinoblastoma

Gen RB1 nalgy do genowosrednich rozmiarach (200 kB), zlokalizowany wajku 1314
sklada s z promotora i 27 eksonow, znany jest jeden trayiglRNA o rozmiarach 4,8 kB; zjawisko
alternatywnego sktadania RNA nie dotyczyevzapewne genu RB1.

Kodowane przez ten gen biatko p105RB1 maleo grupy tzw. biatek kieszeniowych i jest |
drowa fosfoproteis, wielkosci 105-110kDa. Uczestniczy ono w zémych kaskadach regulacyjnych,
decydujcych o przejcie komérek w cyklu komoérkowym z fazy,@o fazy S a wic jest jednym
z gtdwnych regulatoréw proliferacji. Dotyczy to wstkich komorek ustroju a gen wykazuje znaczny



konserwatyzm ewolucyjny. Biatko oddziatuje na furkwielu innych gendéw przez unieczynnienie
(sekwestrag)) jednego z gidwnych regulatorow transkrypcji —mzika E2F. Zdoln& ta realizowana
jest poprzez wizanie E2F w ,kieszeni” biatka pRB1, unie#figzviajac czynnikowi E2F transaktywag]
innych podlegtych gendw, co jest rownoznaczne zyataniem komorek w spoczynkowej fazig. G
Tylko biatko pRB1 z hipofosforylowanymi resztamirgeowymi posiada zdolro wiazania E2F; hi-
perfosforylacja biatka uwalnia czynnik transkrypoyji umaliwia przegcie G1 — S i progresjcyklu
komorkowego. Do kieszeni biatka pRB1lagd sig kompetencyjnie rownieniektore biatka takich wi-
ruséw onkogennych jak biatko E7 papillomawirusatfn E1A adenowirusa, antygen T wirusa SV40 i
inne. Zjawisko to pozwala powdac w sposOb niesprzeczny procesy ontogenezy wirusawsjnie-
niem nowotworéw genetycznie uwarunkowanych. Kiésamtka pRB1 mee wigzat réwniez wiele
innych biatek zawierarych motyw -Leu-x-Cys-x-Glu- (1, 4, 6, 7, 8). Rozpane u chorych z S muta-
cje sekwencji zlokalizowane f1ajczsciej w kieszeni biatkowej i jej najiszej okolicy i wptywag na
powinowactwo do czynnikow transkrypcyjnych, aleknéely nie blokuj catkowicie ich wazania - ma-
ja wtedy cechy mutacji o niskiej penetracji (pzej).

Uniwersalne mechanizmy regulacyjne realizowaneptzatko pRB1 mog ttumaczy udziat
jego mutacji w powstawaniu taé innych nk S nowotworow, jak kostniakorsak, rak pcherza, rak
drobnokomaorkowy ptuc i in., wspotwygiujacych niekiedy rodzinnie z siatkbwczakiem (9).

Aktywnos¢ genu RBL1 jest regulowana na poziomie promotorazozypisane mu regulatory
transkrypciji; nieliczne poznane ddtmutacje promotora upledzap ta regulacg i maj kliniczne ce-
chy mutacji o niskiej penetracjp( niej). Jedm z nich — i pierwsza znarde novo- opisalsmy w na-
szym Grodku (10).

Dla prawidtowej funkcji komoérek wystarczaia jest aktywn& pojedynczej kopii genu; nosi-
ciele mutacji konstytucyjnych poza predyspozydp S nie rénia sie w uchwytny sposéb od posiada-
czy dwu prawidtowych kopii genu.

Przebieg i charakterystyka kliniczna

Szczyt zachorowana S wysipuje ok. 42 miegca zycia, ponad 90 % przypadkoéw rozpozna-
wanych jest po raz pierwszy przed .rZnane g sytuacje, w ktérych guz ten wykrywana tpo uro-
dzeniu. Wczesnymi objawami klinicznymi nasugaeaimi podejrzenie Sas zez, przekrwienie i stan za-
palny gatki ocznej. Zazwyczaj rozpoznanie guzagqpagé jednak na podstawie objawéwzpiej wy-
stepujacych; & nimi exophthalmos zaobserwowane przez rodzicow tzykocie oko™- prze&wiecanie
umiejscowionych na siatkdwce serowatych mas guzazpsoczewk ldentyfikacja nowotworu w
okresie wczesnym pozwala ¢sto na wyleczenie z ubytkami pola widzenia i zachoem gafki
ocznej. Identyfikacja pniejsza, niestety najegtsza, oparta o stwierdzenie ,kociego okaiagi sk
zwykle z konieczngxria usungcia gatki ocznej oraz nierzadko uzupetacaj radio- i chemioterapii (3,
4).

Stosunkowo rzadko S daje klasyczne przerzuty azgzek gtownie przez cigtosé droga
n. wzrokowego. Rokowanie zalew znacznym stopniu od standardu diagnostyki ekipmedycznej;
w krajach rozwingtych o dobrej tradycji medycznépniertelnag¢ rzadko przekracza 8 % a koniecgfo
usunkcia gatki ocznej ma miejsce w ok. 10 % przypadk@dwkrajach stabo rozwintych obserwowa-
no smiertelng¢ 100 %-wa.

Podtoze molekularne dziedzicznego siatkdwczaka

Predyspozycja dziedziczna do siatkdwczakazevst z istnieniem konstytucyjnych mutacji ge-
nu RBL1.



Peiny zakres badamolekularnych tego genu dephy jest w naszym ©@odku (8, 9, 10, 12, 13,
14). Diagnostyka sekwencji genu ab@na jest znacznymi kosztami. Wykazano jedrakkoszty te,
ze wzgkdu na wyhczanie nosicielstwa u wielu potencjalnie predyspearoych cztonkow rodzin,as
nizsze anieli koszty petnej opieki profilaktycznej koniecznewszystkich dzieci w rodzinie, §e nie
dokonalimy wylaczen (15). Petne sekwencjonowanie genu RB1 identyfiknjgacg w ok. 80 % ro-
dzin, w ktérych S ma ewidentnie dziedziczny chaakPewnym utatwieniem e by wstkpne sto-
sowanie metod preselekcyjnych jak SSC, DGGE, PTdja one jednak riisza czutas¢ anizeli sekwen-
cjonowanie. ldentyfikacja mutacji u osoby choregwala nasipnie na weryfikag tylko wybranego
fragmentu genu o pozostatych czionkow rodziny @), W diagnostyce wykorzystanazna take ana-
lizy sprzzen z wykorzystaniem molekularnych markerow wegvmgenowych; $ one pomocne
zwtaszcza w diagnostyce giszych liczebnie rodzin (4, 10, 13, 17,). Do diagigki S wdraono nie
tylko klasyczne PCR — sekwencjonowanie ,ekson Eoeie” (17, 18, 19, 20), ale taktechniki takie
jak multiplex i jakgciowy multiplex —-PCR (umiiwiajace jednoczesnocerg kilku eksonow ,, pakie-
cie”), jak i nowe techniki kacowej detekcji mutacji wywodgze st z biochemii np. HPLC (13, 14, 19,
21).

Zrodtem diagnostyki DNA konstytucyjnego jest zwykiew obwodowa a analizie podlega po-
zyskany z niej DNA. Materiat ten zawiera zaréwnallface (eksony) jak i nie kodage (introny) cz-
$ci genu. Stosowanie jako materiatu badanego RN&ygontowanegon vitro na jego matrycy cDNA,
zawierajicego jedynie kodape fragmenty DNA, utatwia zaréwno techailzadania jak i jego fiej-
Sz interpretagj (16). Diagnostyka DNA samego guza nie jest komaazo identyfikacji mutacji kon-
stytucyjnych, mee jednak b¥ potwierdzeniem prawidtowioi procedur izrodtem cennych informacji
0 mutacjach somatycznych (,drugich trafieniach$pgradycznych”).

Informacje o zaobserwowanych mutacjach gromadzemedwu bazach danych z wolnym do-
stepem on-line (18, 21). Baza danych Dr Lohmanna obgmniejsz liczb¢ mutacji i jest obecnie
rzadziej aktualizowana, umliwia natomiast tatwe rficowanie mutacji konstytucyjnych od soma-
tycznych ,drugich trafi@”; w bazie Valverde i wsp., zawiergej wigcej nowszych danych (932 muta-
cje), nie zawsze takie rozmdienie jest meliwe. Jednake wianie analizy materiatu tej drugiej bazy
danych radykalnie zmienity naswiedz o charakterystyce konstytucyjnych mutacji genu RB1

Uwazano do niedawnae mutacje te zlokalizowana bez wyranych prawidtowdci (16). Jak
si¢ jednak okazato w genie RB1 wyptija ,gorace miejsca” nagromadzenia mutacji, odpowiaca|
czynnagciowo wanym okolicom biatka pRB1 a zwitaszcza jego ,kieszen® % powtarzajcych se
mutacji to tranzycje C/T w 11 trypletach kodonowiamowych CGA z czegoza40 % jest zawartych
w eksonach 8,10, 11, 14, 15, 17, 18 i 23 (22). @sge te znacro modyfikup taktyke sekwencjo-
nowania diagnostycznego, jego szyfakokoszty (21).

Przewaajaca wickszag¢ mutacji to, jak si spodziewano, zmiany uniermwiajace skutecza
syntez biatka, ladz to unieczynnigjce je funkcjonalnie;sto zwlaszcza mutacje typu ,stop” (42 %
obserwowanych), ale ta& dodatkowo niektére mutacje typu delecji i ,spigisite”.

W odr&nieniu od mutacji ,inaktywujcych”, mutacje modyfikujce funkcjonalnéé czasteczki,
ale nie blokujce catkowicie syntezy biatka pRB sozmieszczone losowo.

Do grupy tej zaliczaneasmutacje ,bédnego sensu” oraz niektére mutacje ,splicing site”.
Przewaaja mutacje tworzce ,stop kodony”. Mutacje promotorowe, a zakniektore mutacje miejsc
wptywajacych na sktadanie RNA (tzw. ,splice sites”) chaeairuje nisza, redu 60 —70 % penetracja
(8, 11, 17, 23,). W rodzinach obhgzonych takimi mutacjami wygpuje tzw. przeskakiwanie pokale
(nie chorug obligatoryjni nosiciele) a cechy kliniczne guzap®dobne do obserwowanych w S pocho-
dzacym z mutacji somatycznych (8, 22). Oi{emie ryzyka zachorowania w takich rodzinachzmo
by¢ trudne. Mutacje o niskiej penetracji stangyadnak prawdopodobnie stosunkowo niewielki odse-
tek wszystkich obserwowanych w genie RB1 (16, 18232).

Wykazano istnienie etnicznychaic w charakterystyce wygiowania mutacji (21).



Nie znamy jeszcze rzeczywistego odsetka mutacingeinychde novowsréd chorych z S;
wiadomo jednakze przyszte potomstwo takich pacjentow abone kzdzie typowym, daym ryzy-
kiem S rzdu 45 %. Mutacje punktowe pochadzazwyczaj z gamety ojcowskiej, delecje z matczynej
(17). Inaczej ni w wielu innych chorobach domiraglych, wiek rodzicow wydaje sinie wptywa& na
czestas¢ pojawiania s mutacjide novo.

Mutacje genu RB1 predysponujie tylko do S; w pgniejszym wieku pojawiaj si¢ u obcizo-
nych osob rownieinne nowotwory. Szczegolne miejscesggal nich zajmuje, ,siatkdwczak trojstron-
ny” w ktorym zespot chorobowy twogzobuoczny S i szyszyniak; jest to z@@ne ze wspolnym dla
komorek siatkdwki i szyszynki pochodzeniem embriopa. Inne typowe dla konstelacji z S nowo-
twory w rodzinach obaronych to m¢saki kostne — najezciej pojawiajce s¢ w kosci udowej -

i migsaki tkanek mikkich, guzy urotelialne, drobnokomorkowy rak ptudsataczki, czerniaki, rak
sutka (9). Ich znaczenie praktyczne statpjasne w wyniku poprawy technik leczenia i zrgego
wydtuzeniazycia u chorych z S; jak okazatasv analizach retrospektywnych dich grup chorych z
czotowych drodkéw amerykaskich (9) u wyleczonych chorych z S wywotanym migdonstytucyj-
na srednia dugéc¢ zycia wynosi zaledwie 50 lat.

SzczegOla podgrug chorych z S stanowipacjenci u ktorych dia delecja obejmuje nie tylko
gen RB1, ale tate wickszy odcinek chromosomu. Delecja taka jest wykrpaatytogenetycznie
w badaniu kariotypu techrikwysokiej rozdzielczci lub technikami hybrydyzacyjnymi. Chorzy z de-
lecja 13g-, obok obecrgi samego guza wykazugharakterystyczny zespét objawow: apienie psy-
choneurologiczne i dysmorfie- zwlaszcza w zakregiarzy. Tylko u chorych z takimi objawami
wskazane jest badanie kariotypu; starpoeni mniej nz 5 % wszystkich pacjentow ze zmianami kon-
stytucyjnymi genu RB1 (3).

Nie wiemy, jakie czynniki odpowiedzialng bezpgdrednio za mutacje somatyczne stwierdzane
jako ,drugie trafienie” w komorkach siatkdéwki. Wiaho jednakze w przebieguycia tych komoérek
wystepuje ,,okienko czasowe”, w ktérym mutacja taka indgknowotwor ziéliwy. ,Drugie trafienie”
po tym okresiezycia wywotuje u nosiciela mutacji konstytucyjnegljgmie guz o charakterze tagodnym
tzw. retinoma Swoim obrazem makroskopowym przypomina on nowotztdliwy a jego odranie-
nie na dnie oka m®e by bardzo trudne. Obeckbretinomau jednego z rodzicéw chorego dziecka
stanowi jednoznaczny dowdd istnienia w rodzinie (5)

Odre¢bnosci genetyczno — kliniczne niektorych zmian genu RB1

Wigkszaici mutacji o charakterze kodondw stop, towarzystagyczny obraz rodowodowo —
kliniczny S; nowotwor manifestuje gsstosunkowo wczmie, obustronnie/ wieloogniskowo i w &a
dym kolejnym pokoleniu a w€ sposob taki jak przy dziedziczeniu autosomalmimidujacym (ryc
1C).

Opisano jednak rodziny, w ktorych rodowodach zaohania wystpowaty tylko w niektérych
pokoleniach, guzy pojawialy giw stosunkowo ptmym wieku i czsto byly tylko jednostron-
ne/jednoogniskowe. W tego rodzaju rodzinach, d&rg/ch jako,late onset phenotype’, istnieje nie-
bezpieczastwo bkdnego rozpoznania S sporadycznego igushia od monitorowania mtodszego ro-
dzenstwa chorych — zwlaszcza w przypadku wywiadu ogmonego tylko do najbiszych krewnych.
Jak s¢ okazato w rodzinach takich wysgiuje nosicielstwo mutacji konstytucyjnych, mane jednak
charaktemutacji o niskiej penetracji (ryc 1 D). Istnienie tej grupy mutacji w S postuloweabyto po
raz pierwszy w 1989 r. przez Scheffera i wsp. ndspawie dowodow pgoednich (24). Jak siokazato
mutacje o niskiej penetracji stanawinacacy odsetek wszystkich mutacji konstytucyjnych RBO,(
21, 23). Ich molekularnym podtem mog by¢ bardzo rzadkie mutacje promotorowe, zmieqtajre-
gulacje genu RB1 ale nie sam jego kod (10) lubesaej —mutacje eksondw nie powodcg catkowi-
tej utraty aktywnéci genu (np. skracage okres pottrwania biatka, zgkiszapce jego termowrdiwosé
itp.) (11, 20, 23, 25). £5to wiec zwykle zmiany o typie bbinego sensu lub zenie-kodugce ale bliskie



eksonom substytucje okolic intronowych, wplywag na prawidtow& wycinania eksonow i tworze-
nia ostatecznego transkryptu. Istnienie mutacjis&iej penetracji znacznie skomplikowato i utruanit
poradnictwo rodzinne w S.

Mozaikowosé mutacji polega na ich wygiowaniu tylko w czsci komorek somatycznych i/lub
gamet. Zjawisko to dotyczy rowniggenu RB1 i mge powodowad - podobnie jak nierzadkie nie mo-
zaikowe mutacjale novo- pojawianie si S u dzieci rodzicow, ktorzy we krwi obwodowe] aneh
czesci gamet mutacji konstytucyjnych nie wykazuRozpoznawanie mozaikowm jest bardzo trudne,
obecnie meliwe tylko u ojcdw, a cgstas¢ wysigpowania nieznana (17, 21, 24, 26).

W 1998 r. wykazadimy, ze wsrod pacjentdw z S jednostronnym, sporadycznym, sxeize
rozpoznanym przed 3 z. znacacy klinicznie odsetek stanowvnosicielemutacji konstytucyjnych de
novo. § oni wysoce zagteni (mimo”sporadyczriei’) ponownym pojawieniem 8iS (obustronng,
wieloogniskowd¢) a ich rodzéstwo wymaga weryfikacji mutacji, zazwyczaj jednakwgnikiem
ujemnym (12). Nasze wyniki te zostaty uwadhione w obowjzujacych zaleceniach National Cancer
Institute (27, 28).

Jak wykazat Lohmann, metylacja niektérych okoliog&B1, okrélana jakozmiany epigene-
tyczne maze prowadz do ,wyciszenia” genu i pojawienia¢st przy dalszych skutkach klinicznych
identycznych jak mutacji o niskiej penetracji, pomi ze sama zmiana kodu nie ma wtedy miejsca
(18). Mechanizm taki postulowata jeszcze w latabBhy@h Sapienza; jego extcs¢, przekazywanie
dziedziczne i maiwy zwiazek z tzw. rodzicielskim pinem genomowym nie zostaly poznane, nato-
miast samo zjawisko jest mave do diagnostyki molekularnej.

Posgpowanie diagnostyczno-profilaktyczne u chorych i ke rodzin

Najbardziej skuteczny schemat pgsiwania profilaktycznego, stosowany obecnie wkazo-
sci osrodkéw, opracowata w Toronto Brenda G a | | i eefdluje on zasady pagtowania obowizu-
jace rownie u dalszych krewnych chorego i jest dpsty w wyspecjalizowanychsoodkach (3, 4, 18).

Identyfikacja mutacji genu RB1 technikami molekalmni pozwala na potwierdze-
nie/wykluczenie jej istnienia u pozostatych krewnyavytaczenie znacznego odsetka cztonkéw rodzin
— posiadaczy prawidtowego haplotypu z algorytmutgmmvania profilaktycznego. Ma to del zna-
czenie nie tylko ze wzgtlu na koszty, ale tak obcazenie psychiczne i miiwosci powikian jakie
zwigzane § z takim powtarzanym cyklem badé, 15).

Dobre wyniki leczenia, nierzadko z zachowaniem igaéiznej maliwe sa w przypadku wcze-
snego wykrycia S. Wksz niz dotad role powinny w tym zakresie odgrywautynowe kontrole dna
oka dokonywane u matych dzieci i noworodkow, palednak podkréi¢, ze w petni wartéciowa jest
tylko kontrola catéci siatkéwki, maliwa u dziecka do 2 — 3 ¢. tylko w znieczuleniu ogolnym (13,
14).

Do chwili wykluczenia predyspozycji genetycznej, zystkich cztonkdédw najbliszej rodziny
chorego powinrdimy traktowa jako potencjalnych nosicieli mutacji. ¥#e sk to z konieczngcia po-
wtarzania badadna oka, ktére u chorego i rodstwa powinny b¥y wykonywane co 3 miegte do
2r.z.,co6 m-cydo5-6#% anasfpnie corocznie do 15 #. U obojga rodzicoOw chorego i rodee
stwa starszego hil5 lat, obowdzkowa jest przynajmniej jednorazowa kontrola dna wkposzukiwa-
niu retinoma(4, 13, 14).

Nie opracowano niestety do chwili obecnej skutechngasad pogpbowania diagnostyczno —
profilaktycznego umaiwiajacego ukierunkowane, skuteczne przeciwdziatanie immpwotworom,
towarzysacym S w wieku péniejszym (9).
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Ryc.1. Rodowody w typowych uwarunkowaniach genatych siatkdwczaka:
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A. S. sporadyczny bez mutacji konstytucyjne;j,
B. S. sporadyczny w wyniku mutacji konstytucyjnej o,
C. S. dziedziczny w wyniku mutacji konstytucyjnej o sokiej penetraciji,
D. S. dziedziczny w wyniku mutacji konstytucyjnej @petnej penetraciji.

Objanienia oznacze
-/-  wykluczenie mutacji konstytucyjnej
+/- obecné& mutacji konstytucyjnej jednego z alleli
322 wiek rozpoznania S w latach i migsach
(12) aktualny wiek w latach,
|

7" probant z obustronnym S

Qo

12

chora z S jednostronnym/jednoogniskowym
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