Retinoblastom Genetigi
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OZET

Retinoblastoma, hem sporadik olarak ortaya c¢ikan, hem de herediter gecgis gdsteren intraokiiler bir gocukluk cagi
tiimériidiir. 13.cii kromozomun uzun kolunun (q) 14.cii bandinda Iokalize olan retinoblastom geni hiicre siklusunda
regiilasyon gérevi yapmaktadir. Genin her iki allelinin mutasyon sonucu inaktivasyona ugramasi ile retinoblastom ortaya
ctkmaktadir. Mutant retinoblastom geninin penetransi%90 'dir. Retinoblastom genindeki mutasyoniari gdsteren bir¢ok
DNA analiz yéntemi gelistirilmistir. Béylece Retinoblastomlu olgularda prenatal tani yapmak da miimkiindiir. Ozellikle
%40 gibi yiiksek ailevi gecis gdsteren olgularda gelistirilmis, bu DNA analizi yéntemleri ile Genetik Danigma vermek artik
olasi hale gelmistir.
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SUMMARY
GENETICS OF RETINOBLASTOMA

Either sporadic or hereditary retinoblastoma is one of the most, serious intraocular tumor in childhood. Retinoblasto-
ma gene regulates cell cycle that is located on chromosome 13q 14 band. A mutation of both alleles of the chromosome
13, results in an inacth/ation of the gene causing retinoblastoma. The mutant retinoblastoma gene penetrance is 90%. A
variety of DNA analysis techniques have been developed to demonstrate the retinoblastoma gene mutations. Therefore,
prenatal diagnosis can achieve of the retinoblastoma cases. Especially those methods have been developed in heredita-
ry form of retinoblastoma which is seen in 40% of the whole cases. Now it's possible for genetic counselling with the help
of DNA analysis methods.
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GII'I§ timla gegebilen birkag cocukluk ¢agi kanserinden biridir.
Sikhiginin 17.000-34.000 canli dogumda bir oldugu bildi
rilmektedir (1-3).

Retinoblastom (Rb) c¢ocukluk c¢agi timorleri iginde

en sik goriilen intraokiiler yerlesimli bir timordir. Kali-
Genellikle 1-3 yaslari arasinda ortaya cikmisglardir.

5 yasindan sonra goriilmesi olduk¢a nadirdir. Son yil-

larda erken tani ve tedavi olanaklarinin gelismesi ile

Gelig Tarihi.: 12.04 '!.995 Rb'li anne ve babalarin Rb'li gocuklara sahip olduklari,
*  Uzm. Dr. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi,

Genetik ve Teratoloji Uygulama Merkezi (GETAM), ISTANBUL
Yazigma Adresi: Zuhal SUYUGUL
istanbul Universitesi

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Genetik ve Teratoloji Uygulama Merkezi miizde yogun molekiiler genetik ¢aligsmalari ile devam

(GETAM), iSTANBUL etmektedir.

ayrica bir ailede anne ve baba saglam oldugu halde
birden fazla g¢ocukta Rb'ye rastlanmasi bu konuda
yogun genetik caligmalara neden olmustur. Uzun yillar
pedigri analizleri lGzerinde yapilan c¢alismalar giini-
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Retinoblastoma unilateral veya bilateral goriilebil-
digi gibi sporadik veya herediter formda da ortaya gik-
maktadir. Tim Rb olgularinin %60-70'Ini sporadik olgu-
lar olustururken, %30 ile %40'in1 herediter olgular
olusturmaktadir. Herediter olgularin %10'unda hasta
anne veya babada Rb oykiisii varken, %30'unda yeni
germinal mutasyon s6z konusudur. Yani anne ve baba
saghkh olup ailede birden fazla g¢ocukta hastalik sé6z

konusu olabilmektedir (1-3,4).

Retinoblastoma {izerindeki ilk genetik c¢aligmalar
pedigri analizlerini takiben kromozomal diizeyde basla-
mistir. Takibeden c¢aligmalarla Rb geninin 13.cii kromo-
zomda oldugu bildirilirken, sitogeneiik yontemlerden ileri
¢coziimleme (High resolution) denen bantlama teknikleri
ile genin 13.cii kromozomun uzun kolunun (q) 14.ci
bandinda oldugu gosterilmistir (5,6) (Sekil 1). Daha
sonralari Liberfarb ve ark. ayni yontemle, 10 olgunun
ikisinde bu bodlgede delesyon saptamislardir (7). Tim
Rb olgularinin %1 ile %3'iinde saptanan bu delesyona
"13q14 delesyon sendromu” denmistir. Klinikte dele-
syonun uzunluguna bagh olarak Rb'ye ilaveten mental
gerilikle birlikte bazi konjenital malformasyonlar bildiril-
mistir. Rb'li bir gocukta delesyon saptanirsa saghkl bile
olsa, anne ve babada mutlaka sitogenetik analiz yapil-
malidir (8). Zira saglikli olduklari bilinen anne ve baba-
nin delesyon tasiyicisi olduklari saptanirsa, bunu diger
cocuklarina gegirme riski vardir. "13q14 delesyonu goés-
teren Rb'li hastalarda yapilan kantitatif ESD (Esteraz
D) enzim aktivitesi galigsmalari ile bu enzimin Rb geni-
lokusuna ¢ok yakin oldugu gosterilmistir. Delesyon goés-
teren Rb olgularinda enzim aktivitesinin %50 azalmis
oldugu gozlenmistir. Bu yodntem, sitogenetik incelemeler
ile tani konamayan delesyon tasiyicilarini saptamak igin
kullanilan dolayli bir yontem olarak kullaniimaktadir (6).

Rb geni 1987 yilinda klonlagmis ve tanimlanmistir
(9). Rb geni klonlanan ilk tiimor siipresor gendir. Gen
iiriini 928 amino asit iceren bir fosfoproteindir. P110""
olarak tanimlanan bu protein, hiicre siklusunda regiila-
tor gorev yapmaktadir. Rb geni anmetile bir CpG adasi
tagsimaktadir. Bu bodlgenin hipermetilasyonunun, genin
aktivitelerinde azalmaya neden oldugu bildirilmektedir.
Ayrica genin promoter bdlgesinin metilasyonu da, gen
aktivitesini azaltmaktadir (10-12).

Hiicre biiyiimesini kontrol edici gorevi olan Rb ge-
ninin iki normal alleli vardir. Allellerden birinin mutas-
yon sonucu inaktive olmasi Rb geninin fonksiyonunu
degistirmez. Zira ikinci allel hiicre g¢ogalmasi kontroli
gorevini devam ettirir. Bir anlamda retinoblastoma igin
slipressor gorevi yapmaktadir. Bu nedenle bu gene tii-
mor supiiratér gen denmektedir.

Ancak ikinci alleldeki inaktivasyon, Rb geninin
hiicre Uzerindeki kontrol goérevini tiimiiyle kaldirarak,
hiicredeki kontrolsiiz ¢ogalmaya ve giderek tiimor ge-
lisimine neden olmaktadir.

Knudson'nin 1970 yilinda retinoblastoma onkoge-
nes konusunda gelistirdigi cift vurus (two hit) hipotezi,
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Sekil 2. Knudson hipotezi.

yukarida anlatilan inaktivasyon mekanizmasini acgikla-
maktadir (13). Bu hipoteze gore: Rb geninin alicilerin-
den birinde inaktivasyona neden olan bir mutasyon,
anne veya babanin germ hiicrelerinden birinde meyda-
na gelmisse, bu mutant alleli bir sonraki kusaga akta-
racaklardir. Prezigot donemde anne veya babada bu
mutasyon sonucunda olusan mutant gen, embriyonun
hem retina hiicrelerinde hem de viicudun diger somatik
hiicrelerinde bulunacaklardir. Bir onceki kusaktan ali-
nan bu mutasyona "germinal mutasyon” denmektedir.
Boylece herediter (ailevi) retinoblastomalarin gelisimini
bu mutasyon gecisi ile acgiklayabiliriz (14). Bu mutas-
yonu tasiyan retina hiicrelerinde hi¢ bir patoloji ge-
ligmez. Bu Kkisilere ayni zamanda Rb'ye predispoze
veya Rb mutant allel tasiyicisi denir. Ancak, ayni retina
hiicrelerinin ikinci mutasyona maruz kalmalari ile bu
hiicrelerde Rb geligsme egilimi artar.
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Sekil 3. Retinobiasotma lokusurdaki-mutant alielin homozigot-
luguna neden oian kromozomal mekanizmalar,

Pedigri
sonraki

dizeyinde otosomal
kusaga

dominant olarak bir
%50 oranda gegen germinal mutas-
yonu tasiyan hicrelerin ikinci bir mutasyona maruz kal-
masi ile birlikte diger
ugramasi
ikinci

normal allelin de inaktivasyona
timér gelisimine yol agmaktadir (Sekil 2).
mutasyon bir anlamda o hiicreyi Rb lokusunda
hemizigot veya homozkjot duruma sokmaktadir.

Homo-
log kromozomun kaybi

ve duplikasyonu;
(delesyonu); Mitotik
Nokta mutasyonu veya gen konver
siyonu ve uygun olmayan metilasyon hicreyi Rb loku-

sunda hemizigot veya homozigot duruma sokmaktadir
(Sekil 3).

(delesyon)
Homolog kromozomun basit kaybi
rekombinasyon;

Rb geninin her iki allelinin inaktivasyona ugramasi
sonucu tumdrin ortaya ¢ikmasi, her iki
resel dizeyde otosomal ressesif gibi davrandiklarini
gbstermektedir. Eger ardarda olan bu iki mutasyon bi-
reyin somatik retina hiicrelerinde meydana gelirse sa-
dece o kiside retinoblastom gelisecek ve bir sonraki
kusaga aktanlamayacaktir (Sekil 2). Sporadik dedigimiz
olgularin biylik bir bu sekilde olusmaktadir.
Ancak sporadik olgularin %15'inde germinal mutasyona
bagli herediter gec¢is saptanmistir.

allelin de hic-

bélima

Herediter retinobla-

delesyen veya pen komversivany

RETINOBLASTOM GENETIGI

stomanin. sporadik retinoblastomali olgulardan daha er-
ken yasta, bilaretal ve multifokal bir gelisim gésterme-
leri, prezigot donemde olusan germinal mutasyonla
aciklanmaktadir. Ayrica bazi bilateral retinoblastomlu ol-
gularda, timérin somatik 13q mozaisizmi sonucu ola-
bilecedi de gosterilmistir.

Sporadik olgular ise postzigot
dénemden sonra tek bir

retina hiucresinde ard arda
olusan c¢ift somatik mutasyon sonucu olusmaktadir.

Bu
yuzden sporadik olgularin yaklasik %85'i unilateral ve
tek odakli olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Rb'ye yol agcan mutasyonlar asagidaki sekilde si-

niflandirihir (15):
1. Mutasyonun tipine goére;
a)
b

Missense veya nonsense nokta mutasyonlari,
Delesyon, insersiyon ve yeniden diizenlen-
meler (rearrangment),

c) Translokasyonlar,
2. Mutasyonlarin blyukligine goére;

a) lIsik mikroskopisi ile gorilebilen buyik
kromozoma! degisiklikler (buyik delesyon,

insersiyon ve translokasyonlar),

b) Submikroskopik dlizeyde olusan mutasyonlar,
i
il.

Makromolekiler dizeyde mutasyonlar,

Mikromolekiiler dizeyde mutasyonlar,

Mutasyonlarin ¢odu null mutasyon seklindedir ve

bu durumda protein yoklugu s6z konusudur. Rb ge-
ninde meydana gelen mutasyon tipleri ne olursa olsun
genetik bilginin degismesine yol
maya neden olmaktadir.

acarak retinoblasto-

Isik mikroskopisi ile taninabilen buyik g¢aptaki mu-
tasyonlar (delesyon) tim mutasyonlarin ancak %1

ile
%3'in0 olusturmaktadir.

Bu mutasyonlar sltogenetik
analiz yéntemlerinden "high resolution” bantlama teknigi
ile gosterilir. Translokasyonlar ise "fluoresan in situ hi-
bridizasyon" (FISH) metodu ile de gdsterilebilir.

Submikroskopik makromolekiiler dizeydeki

yonlar ise tim mutasyonlarin
maktadir.

mutas-
%15 ile %20'sIni olustur-
mutasyonlarin ¢ogu bu dizeydeki
mutasyonlarin ortaya c¢ikarilmasinda RFLP (restriction
fragment length polymorphism)
blotling hidridizasyon medodu gibi
leri kullanilir.

Germinal

analizi ve Southern

DNA analiz yéntem-

Mutasyonlarin %75 ile

kroskopik mikromolekiler

%80'Ini olusturan submi-

mutasyonlarin ¢odu nokta
mutasyoniaridir. Bu mutasyon tipi ise SSCP (Single
strand conformation polymorphism) ve genomik. DNA

nin ampilifikasyonu yardimiyla direkt dizi analizi yapila-
rak tanimlanir.

Herediter Rb olgularinda mutant alleli
mozom, polimorfik DNA markerlari
gasyon analizi yolu

tasiyan kro-
kullanilarak segre-
ile belirlenebilir (16,17). Retinobla-
stomaya predispoze mutasyon tasiyicilarinin saptanma-
sinda su metodlar

kullanilir; Yiksek oranda informatif

intragenik variabl number tandem repeats (VNTR) mar-
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kerin, intragenik markerlarm izole edilmesi ve informatif
flanking markerlar (17-19). Cavenee ve ark., VViggs ve
ark., Yandell ve ark.ri, herediter Rb olgusu gosteren
genis aile serilerinde adi gegen metodlan kullanmiglar-
dir (20-23).

Unilateral veya bilateral ailevi Rb olgularinda, tim
aile bireylerine DNA analizi yapilmasi gerekir. Glinki
aile bireyleri DNA molekiil diizeyinde bilgilendiricidir
(informatif). Retinoma veya osteosarkom bulunan aile-
ler de mutant Rb alleli tasiyicisi olarak kabul edilip ay-

rica arastiriimahdir.

Ailesinde Rb, retinoma veya osteosarkom hikaye-
sinin olmadig:r sporadik bilateral Rb olgularinin buyiuk
bir bolimii ovum, spermium ve/veya erken embriyonal
donemde meydana gelen yeni germinai mutasyonlar
sonucu meydana gelmektedir (14,15). Bu olgularin
kardesleri ve gocuklari da risk altinda olacagi icin, ger-
minai DNA analiz ¢aligsmalari yapilmalidir. Zira bu
kigiler Rb disinda ileri yaslarda diger bazi malign ti-
morlere aday olabilirler. Ornegin bu olgularda osteosar-
kom goriilme orani genel populasyondaki goériilme ora-
ninin Ug¢ katidir. Osteosarkom disinda diger bazi kanser
tiirlerinin de daha sik goériildigu bildiriimektedir. Ornegin
meme kanseri, yumusak doku sarkomlari, akciger kan-
seri ve genitolriner sistem kanserleri gibi (24). Gen
aruni olan P110""" (fosfoprotein) yoklugu bu kanserle-
rin bir béliimiinde gosterilmistir. Ozellikle ionize radyas-
yon ikincil kanser igin gerekli somatik mutasyona ne-
den olarak adi gecen kanserleri olusturmaktadir. Bu
nedenle radyoterapi goren hastalar yiiksek risk grubu
olusturmaktadirlar. P110"'yoklugu veya ¢ok azalmasi-
na bazi I16semi tiplerinde de rastlanmistir (Akut miyolold
l6semi, akut ienfositik 16semi, kronik miyeloid I6semi
gibi).

Sporadik unilateral Rb gosteren fakat ailede Rb
kardesler DNA
analizi ile yakin akrabalarin ise RFLP analizi ile mutas-

hikayesi bulunmayan olgularda ise,
yon tasiyicisi olup olmadiklari saptanmalidir. Ancak bu
olgularin sadece %15'inde Herediter Rb'ye neden olan
germinai mutasyonun varhgi gosterilmistir (2,16,24).

Timor supressor gen Rb'nin inaktivasyonu, gerek
sporadik ve herediter Rb'nin, gerekse sekonder bazi
timorlerin ortaya ¢ikmasinda en biuyik rolii oynamak-
tadir. Ozellikle herediter tipte Rb bulunan ailelerde
kardesler ve gocuklar yiiksek risk altindadirlar. Bu ne-
denle risk tasiyan ailelerde tasiyicilarin saptanmasi er-
ken tani ve dogru bir genetik danigsma i¢cin son derece
onemlidir. Bu konuda gelistirilmis bircok mutasyon ana
liz metodlan vardir. Ancak genin 200 bp kadar buyuk
olmasi analiz metodlarini oldukga kompleks hale getir-
mektedir. Bu yuzden gittikce daha gelismis ve spesifik
analiz metodlan gelistiriimektedir. Clinkii %40 gibi yuk-
sek herediter kalitim gosteren Rb olgularinda duyarh ve
dogru bir genetik danigsma vermek ulkemizde hizla ge-
lismekte olan "Genetik Danigsma Merkezlerinin” baslica
sorumluluklarindan biri oldugunu diisiinmekteyiz.
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