
4. DISCUSSIÓ
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4.1 ESTUDI CITOGENÈTIC

La freqüència de pacients portadors de reorganitzacions visibles que afecten la

banda 13q14 és de l’ordre del 10% (Turleau et al, 1985). A la nostra sèrie, aquest

percentatge ha estat inferior (4.16%), el que pot haver estat degut al tamany de

la mostra.

Aproximadament del 4 al 5% dels pacients amb Retinoblastoma són portadors

de delecions 13q14 constitucionals (Cowell et al, 1986, Cowell et al, 1987b

Cowell, 1988). Entre els nostres 48 pacients estudiats per citogenètica, s’ha

detectat la deleció constitucional afectant la banda 13q14 en un cas (pacient

4Rb), el que representa el 2,08% del total. Aquest pacient manifesta la malaltia

de forma UL, i no presenta antecedents familiars. La literatura recull una sèrie

de casos en que portadors de delecions 13q14 pateixen únicament tumors UL i

UF ( Matsunaga 1980, Strong et al, 1981, Dryja et al, 1984, Cowell, 1988), d’altres

presenten un tumor en un ull i un retinoma a l’altre (Keith and Webb, 1985), i

alguns mai desenvolupen la malaltia (Cowell, 1988, Fukushima et al, 1987). Una

possible explicació dels fenotips moderats en pacients portadors de delecions,

seria el fet que les delecions exposessin gens deleteris pel creixement del tumor

(Cowell i Hogg, 1992).  Sembla que l’edat d’aparició de tumors és, en pacients

amb anomalies del cromosoma 13, més tardana que en els portadors de

mutacions puntuals (Ejima et al, 1982). El pacient 4Rb va ser diagnosticat a

l’edad de 21 mesos, que podem considerar tardana.

Tot i que quan es donen delecions que afecten a a la regió 13q14, el Rb va

associat a diferents anomalies congènites (Stallard, 1962, Lele et al, 1963), com

retard mental, microcefàlia, hipertelorisme i d’altres (Cowell, 1988), sembla ser

que aquestes són més freqüents quan les delecions són de gran mida (Baud et al,

1999), mentre que quan aquestes afecten a subbandes dins de 13q14 el Rb és

l’única manifestació fenotípica evident (Cowell et al, 1989). El pacient 4Rb

presentava, a més d’un Rb UL, la síndrome de Noonan, amb trets característics

com estenosi pulmonar, criptorquídia, implantació baixa del cabell i mamil·les

separades, no havent-hi antecedents familiars d’aquesta síndrome. La regió

crítica per la síndrome de Noonan es localitza en el braç llarg del cromosoma

12, a la regió 12q24.2-q24.31 (Brady et al, 1997), i, segons el nostre coneixement,

no s’ha descrit cap cas amb aquesta síndrome associada al Rb.
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Els individus amb predisposició al Rb poden ser portadors de translocacions

cromosòmiques en les que un punt de trencament afecti la banda 13q14.

Aquestes alteracions es troben descrites a la literatura amb una feqüència

inferior a la de pacients portadors de delecions (Turleau et al, 1985). En alguns

casos l’herència d’una reorganització desequilibrada té com a conseqüència la

pèrdua de la regió 13q14 (Riccardi et al, 1979, Rivera et al, 1981, Strong et al,

1981, Turleau et al, 1983, Turleau et al, 1985, Calzolari et al, 1987). A la nostra

sèrie, una pacient (33Rb) amb Rb BL, diagnosticada als 13 mesos, i sense

antecedents familiars de la malaltia, va presentar un cariotip

46,XX,t(5;13)(q22;q14). Tot i el caràcter aparentment equilibrat de la

reorganització, i donat que és de  novo, no podem descartar que aquesta hagi

provocat la interrupció del gen RB1 (Higgins et al, 1989, Mitchell and Cowell,

1989, Blanquet et al, 1991) ), o bé una petita deleció submicroscòpica (Mitchell

and Cowell, 1989). Qualsevol d’aquests esdeveniments resulten indetectables

per citogenètica, i justificarien el fenotip de la pacient (Triviño et al, 1997).

Les anomalies diagnosticades han estat detectades en SP, i ja que els pacients

són portadors de forma constitucional, podem considerar-les com

l’esdeveniment tumorogènic primari. El diagnòstic genètic confirma en aquests

dos casos el caràcter hereditari de la malaltia, que ja podiem inferir del fenotip

de la pacient 33Rb, per la seva afectació BL, però no del pacient 4Rb, amb una

tumoració UL. L’estudi es pot oferir pel diagnòstic prenatal de la descendència

d’aquests pacients.

4.2 ESTUDI PER FISH

L’eficiència de la sonda utilitzada, i la ressolució del microscopi, van permetre

valorar els resultats de 15 dels 22 pacients estudiats. Un d’aquests pacients,

(111Rb, taula 2, pàg 30), amb Rb UL esporàdic, es diferencia de forma

significativa del grup control, pel que el considerem com a portador d’una

deleció en el locus RB1. Ja que la majoria de cèl·lules analitzades van mostrar

dos senyals d’hibridació, la deleció es trobaria en mosaic. S’han descrit diferents

casos de delecions en mosaic, detectades per citogenètica, en pacients amb Rb

esporàdic, tant BL com UL (Motegi, 1982, Motegui and Minoga, 1984). Altres

autors, han detectat mitjançant tècniques moleculars, diferents mutacions en

mosaic (Greger et al, 1990, Munier et al, 1998, Sippel et al, 1998), el que vindria a
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recolzar la hipòtesi de que alguns Rb esporàdics hereditaris es desenvolupen

com a conseqüència de mutacions postzigòtiques. Munier i col·laboradors

(1998) suggereixen que el mosaïcisme somàtic redueix la susceptibilitat a

desenvolupar tumors, fet que justifica l’afectació UL del pacient 111Rb.

Els pacients 14Rb i 102Rb, ambdos amb Rb BL esporàdic, van presentar una

freqüència de metafases amb un senyal superior a la mitjana de la població

d’afectes estudiada. Els seus intèrvals de confiança es solapaven però amb el de

la població control. L’estudi d’un major nombre de cèl·lules reduiria els

intèrvals de confiança i l’error estadístic per individu, incrementant-se així la

fiabilitat de l’estudi.

La ressolució de la tècnica de FISH té un ordre de magnitud superior al que es

pot obtenir amb els mètodes de bandeig cromosòmic (Kallionemi et al, 1992), i

ha permès confirmar la implicació del locus RB1 en la translocació (5;13)

detectada per citogenètica, de la pacient 33Rb, amb Rb BL esporàdic

4.3 ANÀLISI DE LLIGAMENT

La utilitat d’un marcador de DNA per l’anàlisi de lligament, ve determinada

per la seva freqüència de recombinació, i per l’índex d’heterozigositat. Per tal de

poder minimitzar els problemes deguts a la recombinació, és convenient

utilitzar marcadors intragènics. El gen RB1 ocupa una regió del genoma

d’aproximadament 200Kb, aquesta distància representa uns 0,2 centimorgan i,

per tant, la freqüència de recombinació és baixa. De fet, no s’han descrit casos

de recombinació entre marcadors intragènics de RB1 i el fenotip afecte. En

qualsevol cas, i ja que sembla que les mutacions que afecten a RB1 es poden

donar en qualsevol punt del gen, aquest risc es redueix encara més si els

pacients són informatius per dos loci distants, com el de BamHI a l’intró 1 i

Rb1.20 a l’intró 20.

Cal, d’altra banda, utilitzar marcadors amb un nombre d’al·lels, i un índex

d’heterozigositat que permeti poder distingir entre diferents individus amb una

elevada probabilitat. El mètode de detecció dels marcadors ha de ser senzill, per

tal de poder-se aplicar en un protocol de diagnòstic
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4.3.1 Consideracions tècniques

Les condicions d’amplificació i detecció dels diferents marcadors polimòrfics

van ser modificades respecte a les descrites a la literatura, per tal d’optimitzar-

les al nostre laboratori. Cal destacar algunes consideracions referents als

marcadors Rb1.20 i VNTR16.

Donat que el marcador Rb1.20 pot presentar molts al·lels, que poden diferir en

un únic pb, resulta molt difícil comparar els resultats observats en diferents gels

d’electroforesi. D’altra banda no era el nostre objectiu realitzar un estudi de

freqüència al·lèlica poblacional, si no valorar la utilitat diagnòstica del Rb1.20

per les nostres famílies. És per tot això que no es van comparar els haplotips de

les diferents famílies entre ells, per tal de determinar el diferent nombre d’al·lels

detectats.

Degut a la gran mida del core repeat del VNTR descrit per Wiggs i col·laboradors

(1988), que és de aproximadament 50pb, i aplicant la metodologia descrita per

Scharf i col·laboradors (1992), hauria de ser relativament senzill identificar els

diferents al·lels mitjançant electroforesi en agarosa, i poder distingir al·lels que

difereixin en una única repetició. Cal tenir en compte, però, alguns aspectes a

l’hora d’utilitzar aquest marcador. Va ser necessari optimitzar la PCR,

especialment pel que fa al nombre de cicles, i a la quantitat inicial de DNA per

tal d’evitar problemes com els deguts a l’efecte ladder, consistent en l’aparició de

múltiples fragments inespecífics. Tot i això, no vam poder evitar que aquesta

amplificació inespecífica fos present en ocasions, dificultant la interpretació dels

resultats, i és per això que aquest marcador polimòrfic no va ser utilitzat en el

diagnòstic de les dues famílies AV i AX. Una possible solució als problemes que

presenta l’us d’aquest marcador seria potser la utilització d’un parell

d’encebadors diferent.

Scharf i col·laboradors (1992) utilitzaren una sonda no isotòpica per tal de

facilitar la detecció del producte d’amplificació, però aquesta opció fa la

utilització del VNTR16 tècnicament més complicada, i retarda l’obtenció de

resultats.
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4.3.2 Anàlisi de lligament de la família G

Els marcadors BamHI, XbaI i Tth 111 I no són útils pel diagnòstic genètic de cap

membre de la família G, ni dels seus descendents, donat que tots els individus

estudiats van presentar un haplotip homozigot 2/2.

El marcador Rb1.20 va resultar informatiu, i l’herència del Rb va lligada a la de

l’al·lel 3 patern. Els descendents de I-1 (21PRb) i I-2 (22M) amb haplotip 1/2 o

1/4 seran normals, i els 2/3 o 3/4 portadors. Els possibles descendents de II-2

(23Rb) amb l’al·lel 3 matern seran portadors, i els que heretin l’al·lel 2 normals.

Tot i que es va intentar utilitzar el polimorfisme VNTR16 en l’estudi de la

família G, no es va aconseguir una amplificació favorable.

4.3.3 Anàlisi de lligament de la família Q

La utilització del marcador BamHI permet el diagnòstic de la descendència dels

membres I-1 (52P) i I-2 (53MRb), ja que l’herència del Rb va lligada a l’al·lel 1

matern, de forma que els individus 1/2 serien portadors. No va ser possible

l’estudi de II-1 (54G), al no disposar de mostra, però cal esperar que presenti un

haplotip 2/2. En cas de presentar haplotip 1/2, es tractaria d’un portador no

afecte, inclòs dins del 10% de no penetrància descrit.

El marcador XbaI no és informatiu per aquesta família, ja que els dos membres

afectes són homozigots 1/1

El marcador Tth 111 I no és informatiu, donat que tots els membres estudiats

van presentar el mateix haplotip (1/2). Aquesta situació no canviaria en cas de

ser possible l’estudi de II-1, ja que hem de tenir en consideració el fenomen de

la penetrància incompleta.

El marcador Rb1.20 és informatiu per aquesta família. Els descendents de I-1 i I-

2 amb haplotip 1/2 o 2/3 seran normals, i els 1/3 o 3/3 portadors, ja que l’al·lel

mutat de RB1 va lligat al 3. Respecte a la possible descendència de II-2 (55Rb),

seran normals els que heretin l’al·lel 1, i portadors els que heretin l’al·lel 3.

El marcador VNTR16 és informatiu, i la predisposició a la malaltia s’hereta

conjuntament amb l’al·lel 1, de procedència materna, de forma que els fills de I-

1 i I-2 amb haplotip 2/2 o 2/3 seran normals, i els que presentin haplotip 1/2 o
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1/3 seran portadors. La utilització d’aquest marcador és així mateix

potencialment útil pel diagnòstic de la descendència de II-2.

4.3.4 Anàlisi de lligament de la família S

Tots els individus estudiats van presentar haplotip 1/2 pels marcadors BamHI i

XbaI. No és possible utilitzar aquests marcadors en el diagnòstic de no ampliar-

se l’estudi amb mostres d’altres membres de la família. En qualsevol cas, de

poder-se lligar l’herència de la mutació a la dels marcadors, únicament seria

possible determinar si descendents homozigots de II-3 (60MRb) i II-4 (59P) són

portadors o no, però no seria possible diferenciar els heterozigots, que podrien

ser normals o portadors. Els marcadors serien potencialment utils per la

descendència de III-1 (61Rb).

El marcador Tth 111 I no és informatiu per aquesta família, ja que tots els

membres estudiats van presentar l’haplotip homozigot 2/2.

Els marcadors Rb1.20 i VNTR16 són informatius, i l’herència de la malaltia va

lligada als al·lels 3 i 2 materns, respectivament.

4.3.5 Anàlisi de lligament de la família Z

Els marcadors BamHI, XbaI i VNTR16 són parcialment informatius. L’al·lel

mutat de RB1 segrega amb un dels al·lels 2 materns. Donat que I-2 (78MRb) és

homozigota no poden utilitzar-se els marcadors en el diagnòstic de la seva

descendència. Sí serien, en canvi, potencialment utils en el diagnòstic de la

descendència de II-1 (79Rb).

El marcador Tth 111 I no és informatiu per aquesta família, ja que tots els

membres estudiats van presentar haplotip homozigot 2/2.

El marcador Rb1.20 és parcialment informatiu. La predisposició al Rb segrega

amb l’al·lel 1 matern, pel que els descendents de I-1 (77P) i I-2 amb l’haplotip

1/1 seran portadors. L’individu II-1 és homozigot 1/1, pel que no es podrà

utilitzar aquest marcador pel diagnòstic de la seva possible descendència.
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4.3.6 Anàlisi de lligament de la família AN

Els marcadors BamHI, XbaI i VNTR16 són informatius, i la predisposició al Rb

va lligada a l’herència de l’al·lel 1 patern, de forma que la descendència dels

membres I-1 (103PRb) i I-2 (104M) amb haplotip 1/2 serà portadora. L’estudi és

potencialment útil per fills de II-1 (105Rb) o II-2 (106Rb).

El marcador Tth 111 I no és informatiu, ja que tots els individus estudiats van

presentar un haplotip 2/2.

El marcador Rb1.20 és informatiu, i la predisposició al Rb s’hereta amb l’al·lel 2

patern, per tant, els descendents de I-1 i de I-2 amb haplotip 1/2 o 2/3 seran

portadors. Aquesta informació és potencialment útil pel diagnòstic de la

descendència de II-1 o II-2.

4.3.7 Anàlisi de lligament de la família AV

El marcador BamHI és informatiu, i va permetre confirmar en aquesta família la

condició de portadora assimptomàtica de I-8 (115M) i de no portadora de II-5

(117), que en el moment de l’estudi tenia una edat de 14 mesos. L’edat

d’aquesta pacient, i els seus antecedents familiars farien considerar-la com a

pacient de risc, i en canvi el diagnòstic genètic revela que no ho és.

El marcador XbaI és parcialment informatiu, i la predisposició al Rb s’hereta

juntament amb l’al·lel 1. Podem deduïr que els descendents de I-7 (114P) i I-8

(115M) amb haplotip 1/1 seran portadors i els 2/2 normals, però no podem

treure conclusions dels descendents 1/2. El marcador és potencialment útil pel

diagnòstic dels descendents de I-9 (115TRb). La informativitat de XbaI per la

resta de membres de la família seria en qualsevol cas limitada, éssent el cas

idoni aquell en que els membres sans de la primera generació presentessin

haplotip 2/2.

El marcador Tth 111 I és també parcialment informatiu, i l’herència de la

malaltia va lligada a un dels al·lels 2 materns. Aquesta informació no pot

utilitzar-se en el diagnòstic de la descendència de I-7 i I-8, al ser I-8 homozigota,

però sí pot ser útil pels descendents de I-9 o II-6 (116Rb).

El marcador Rb1.20 és parcialment informatiu. La predisposició al Rb s’hereta

lligada a l’al·lel 3 de procedència materna, pel que els descendents de I-7 i I-8
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amb haplotip 1/3 o 3/3 seran portadors. L’estudi no és útil pel diagnòstic dels

fills dels membres afectes estudiats, I-9 i II-6, al ser ambdos homozigots 3/3.

4.3.8 Anàlisi de lligament de la família AX

Els marcadors BamHI i Tth 111 I no són informatius, ja que els individus I-1

(118PRb), I-2 (119M), II1 (120Rb) i II-2 (121Rb) presenten haplotip homozigot

2/2.

El marcador XbaI és parcialment informatiu. L’al·lel mutat de RB1 s’hereta amb

l’al·lel 2 patern, el que permet deduïr que els descendents de I-1 i I-2 amb

haplotip 2/2 seran portadors. Aquest marcador no resulta útil pel diagnòstic

dels descendents de II-1 o II-2, al ser ambdos homozigots.

El marcador Rb1.20 és informatiu. La mutació segrega amb l’al·lel 3, d’origen

patern, pel que pot utilitzar-se aquest marcador per diagnosticar als

descendents de I-1 i I-2, i l’estudi pot ser útil tanmateix pel diagnòstic dels fills

de II-1 o II-2. Assumint la possibilitat de que I-4 (118G2) podia ser un portador

no afecte, donat que el seu haplotip és 2/3, es va utilitzar aquest marcador en el

diagnòstic prenatal de II-3 (118G2.2), resultant no portador, al presentar

l’haplotip 1/2. Desde el primer cas d’estudi prenatal en famílies afectes de Rb

(Mitchell et al, 1988) s’ha realitzat l’estudi de lligament prenatal en diferents

famílies (Onadim et al, 1990), i el seguiment clínic posterior ha confirmat el

diagnòstic genètic (Onadim et al, 1992a).

4.3.9 Valoració global d’informativitat

Encara que el VNTR16 és el marcador amb el nombre d’al·lels i l’índex

d’heterozigositat més elevat, no ha estat el més útil, degut als problemes

associats a la interpretació dels resultats, comentats anteriorment. El

polimorfisme més valuós pel diagnòstic ha estat el Rb1.20, informatiu en

diferent grau per totes les famílies, i el menys útil el Tth 111 I (taula 13). Aquests

resultats estan d’acord amb els esperats, tenint en compte els índex

d’heterozigositat publicats per diferents autors (Vaughn et al, 1990, McGee et al,

1990, Bookstein et al, 1990a, Scharf et al, 1992, Brandt et al, 1992).
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Taula 13: informativitat de tots els marcadors utilitzats, per cada família

G Q S Z AN AV AX Total

BamHI NI I NI* PI I I NI 3 (42,8%)

XbaI NI NI NI* PI I PI PI 1 (28,5%)
Tth 111 I NI NI NI NI NI PI NI 0
Rb1.20 I I I P I I PI I 5 (85,7%)

VNTR16 NR I I PI I NE NE 3 (60%)

I: marcador informatiu per la primera generació d’afectes estudiada, la informativitat d’altres
membres està condicionada per l’haplotip de les seves possibles parelles; NI: marcador no
informatiu; NI*: marcador no informatiu amb les mostres de que es disposa; PI: marcador
parcialment informatiu: només útil per alguns membres de la família, o que no permet distingir
en tots els casos els normals dels portadors; NR: família estudiada, de la que no s’ha obtingut
resultat; NE: família no estudiada.

A banda de la informativitat de cada marcador concret, condicionada pel seu

índex d’heterozigositat, hem de destacar la importància de l’us combinat de

diferents marcadors. Així, tot i que la majoria de les famílies estudiades a la

nostra sèrie poden ésser diagnosticades emprant un únic marcador, el fet

d’utilitzar-ne cinc, localitzats al llarg del gen RB1 (introns 1, 16, 17, 20 i 24)

minimitza el risc d’error en el diagnòstic degut a una possible recombinació, i

augmenta el control de seguretat sobre la manipulació de les mostres.

Els resultats obtinguts de l’anàlisi de lligament a partir dels cinc marcadors han

permès, a les set famílies estudiades, valorar l’haplotip familiar, i determinar

l’origen parental de cada al·lel del gen RB1. Per a realitzar aquesta determinació

a cada família, han estat útils els marcadors informatius i els no informatius (fig

49).

Dels resultats obtinguts destaca, no únicament la importància de triar diferents

marcadors, distribuits al llarg del gen, sinó també la de comptar amb mostres

del màxim nombre de membres de cada família.

S’ha descrit a la bibliografia que entre el 5 i el 10% de les famílies mostren

manca d’heterozigositat per tots els marcadors intragènics del gen RB1

disponibles, i en aquests casos es proposa com a alternativa la possible

utilització de marcadors extragènics molt propers (Girardet et al, 1999).
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Fig. 49: Valoració global d’informativitat.
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En vermell, l’al·lel al que va lligada la malaltia, requadrats s’indiquen els

resultats informatius per cada marcador

En blau, l’al·lel heretat del progenitor no portador

La distribució dels marcadors correspon a la que presenten al llarg del gen

RB1 (BamHI, intró 1; VNTR16, intró 16; XbaI, intró 17, Rb1.20, intró 20,

XbaI, intró 24)
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4.4 DETECCIÓ DE MUTACIONS PER DIGESTIÓ AMB

ENZIMS DE RESTRICCIÓ I POSTERIOR

SEQÜENCIACIÓ

El codó CGA és un lloc de mutació recurrent en molts gens, inclòs el RB1

(Youssoufian et al, 1986, Yandell et al, 1989a, Krawczak et al, 1992), i la mutació

puntual més comunment detectada en mostres de tumor de pacients amb Rb és

la transició de C a T, preferentment en codons CGA (Cowell et al, 1994). El gen

RB1 conté 14 codons CGA, i en alguns d’ells una transició de C a T altera una

diana per un enzim de restricció.

Blanquet i col·laboradors (1994) van descriure per primera vegada tres

mutacions constitucionals que afectaven a diferents pacients no emparentats.

Dues d’aquestes mutacions consistien en transicions de C a T en codons CGA

dels exons 8 i 18, i en ambdos casos es creaven noves dianes per enzims de

restricció.

4.4.1 Estudi de l’exó 8

Les condicions utilitzades per digerir els fragments de 371pb obtinguts de la

reacció d’amplificació, no van ser òptimes. El fragment amplificat conté una

diana fixa per l’enzim Hph I, i en els casos en que es dóna la mutació, es crea

una nova diana per aquest enzim. Després de la digestió, s’observava en tots els

casos la permanència de la banda de 371pb corresponent al fragment sense

digerir, degut a que en la digestió directa de productes de PCR, els enzims de

restricció no treballen en les seves condicions ideals. La mostra tumoral del

pacient 110Rb, mostrava un patró de electroforètic corresponent a una mutació

en heterozigosi (fig 19, pàg 90). Aquest patró és conseqüència, amb tota

probabilitat d’un fenomen de digestió parcial, ja que de la seqüenciació es va

obtenir un cromatograma compatible amb una mutació en homozigosi (figs 21 i

22, pàgs 92-93). Cal destacar, en aquest cas, la importància de la seqüenciació,

per comprovar els resultats obtinguts de la digestió amb enzims de restricció.

La inactivació de les dues còpies de RB1 en tumors es dóna en el 70 % dels casos

per duplicació de la mutació inicial (Cavenee et al, 1983, Zhu et al, 1989).

D’acord amb aquest fet, la transició de C a T, que té com a conseqüència la
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creació d’un codó stop prematur, i la síntesi d’una proteïna truncada, és en

aquest pacient el primer esdeveniment tumorogènic. Ja que la mutació no es

troba en SP, podem considerar aquest cas com no hereditari. Aquest diagnòstic

és compatible amb les característiques clíniques del pacient, que presenta un Rb

UL aparentmentUF, sense antecedents familiars, i d’aparició tardana. Tot i que

els primers símptomes relacionats amb la malaltia es van detectar a l’edat de 4

anys, no es va diagnosticar el possible Rb fins que el pacient comptava amb 8

anys. Donada l’edat avançada i el fet de no trobar cèl·lules tumorals mitjançant

paracentesi, el diagnòstic només va poder ser confirmat després de l’estudi

anatomopatològic del globus ocular enucleat. Aquest estudi va permetre

classificar al tumor com a molt diferenciat, donada la baixa densitat de cèl·lules

en roseta observades (Mairal et al, 2000). Aquesta característica, així com la lenta

progressió tumoral, fan pensar que la tumorogènesi es va iniciar en cèl·lules

retinianes properes a la maduresa, el que reafirma el caràcter no hereditari de la

malaltia. D’altra banda no s’ha observat l’aparició de nous focus tumorals a l’ull

contralateral en revisions oftalmològiques periòdiques, fins l’edat de 12 anys.

4.4.2 Estudi de l’exó 18

La mutació detectada en heterozigosi en la mostra de SP del pacient CPCRb

provoca la síntesi d’una proteïna truncada no funcional. El fet que aquesta

mutació sigui constitucional confirma el caràcter hereditari de la malaltia en

aquest cas. Aquest diagnòstic està d’acord amb les característiques clíniques del

pacient, que presenta afectació BL. És l’únic fill d’una parella sana, sense

antecedents familiars de la malaltia, pel que cal pensar que la mutació s’ha

produït de novo, no descartant-se la possibilitat de mosaicisme en la línia

germinal d’algun dels progenitors (Sippel et al, 1998).

4.4.3 Valoració global

A la nostra sèrie han estat detectades transicions de C a T en codons CGAarg dels

exons 8 i 18 en dos pacients (5%) dels 40 afectes estudiats, 26 amb Rb esporàdic

UL o BL, i 14 amb Rb familiar, aquests últims corresponents a 8 famílies (taula

12 pag 66). Aquests resultats estan d’acord amb els obtinguts per Blanquet i

col·laboradors (1994), que, després de l’anàlisi per SSCP i DGGE dels exons 8 i
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18 van detectar la transició de forma constitucional en el 5,7% dels 175 pacients

estudiats, amb Rb tant clínicament hereditari (esporàdic BL, esporàdic UL i MF,

o familiar), com no hereditari (esporàdic UL i UF). Lohmann i col·laboradors

(1996) van detectar aquest tipus de mutacions en el 40,8% de 71 pacients amb

Rb clínicament hereditari, després d’un estudi mutacional dels 27 exons del gen

RB1 mitjançant anàlisi d’heterodúplex, SSCP, o seqüenciació. En un estudi dels

14 codons CGAarg mitjançant digestió amb enzims de restricció, SSCP i

seqüenciació, Cowell i col·laboradors (1994) van detectar la transició en el 16%

dels 113 pacients amb Rb BL. En un treball similar en el que es van analitzar 8

dels 10 exons que contenen codons CGAarg mitjançant digestió amb enzims de

restricció i SSCP, Mateu i col·laboradors (1997) van detectar la transició en 2

pacients (20%) entre 10 amb Rb BL. Pel que fa a la distribució d’aquestes

alteracions, Lohmann i col·laboradors (1996) descriuen que els exons afectats

preferentment, són el 5, seguit dels 8, 10, 11, 18, 23, el 15 i el 17 , mentre que

Cowell i col·laboradors (1994) troben alteracions preferentment a l’exó 8, seguit

del 17, el 18, el 10 i el 23. Per últim, Mateu i col·laboradors (1997) troben la

transició únicament en els exons 8 i 18. Curiosament, 7 de les 8 transicions

detectades per Cowell i col·laboradors (1994) a l’exó 8, i 3 de les 4 trobades per

Lohmann i col·laboradors (1996), afecten el codó 251, i només una en cada sèrie

es localitza al codó 255, més freqüentment alterat en la sèrie de Mateu, a la de

Blanquet, i a la nostra. Cal destacar que cap d’aquests autors ha detectat

transicions als exons 1 i 27, aquest últim amb 2 codons CGAarg.

4.5 ANÀLISI DE MUTACIONS PER SSCP I

SEQÜENCIACIÓ

Aproximadament un 40% dels afectes de Rb presenten la forma hereditaria de

la malaltia, però només un 10% del total dels pacients tenen antecedents

familiars. Donat que la majoria de Rb hereditaris són conseqüència de

mutacions de novo, és necessari identificar l’al·lel afecte per caracterització

directa de la mutació.

El Rb hereditari es manifesta preferentment de forma BL, o UL MF, i alguns

autors han aplicat diferents tècniques de detecció de mutacions a sèries de

pacients amb aquestes manifestacions clíniques de la malatia (Lohmann et al,

1996), o bé a pacients amb història familiar positiva (Hogg et al, 1992). Ara bé,
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segons la revisió portada a terme per Vogel (1979), entre un 10 i un 12% dels

pacients amb Rb UL esporàdic són portadors d’una mutació constitucional.

Altres autors han obtingut percentatges similars a l’incloure aquests pacients en

els seus estudis (Blanquet et al, 1995) i és per això que en el nostre treball s’ha

aplicat l’estratègia de detecció de mutacions també a pacients amb Rb UL

esporàdic.

4.5.1 Consideracions tècniques

En el present treball hem utilitzat com a mètode de cribatge la tècnica de SSCP, i

la seqüenciació per a la caracterització de mutacions. La capacitat de detectar

variacions en seqüències de DNA mitjançant la tècnica de SSCP es veu

influenciada pels factors electroforètics en diferent grau (Teschauer et al 1996).

Sembla que el tipus de mutació no té un paper determinant en la detectabilitat, i

seria més important la localització de l’alteració, així com la mida del fragment

analitzat, que té una influència determinant en la sensibilitat de la tècnica

(Sheffield et al, 1993).

La taxa de migració de fragments de DNA de cadena senzilla en condicions no

desnaturalitzants depèn de la conformació que adoptin aquestes cadenes en les

condicions electroforètiques triades. És clara la influència d’aquestes condicions

electroforètiques en la migració de fragments de cadena doble, i així, tant

l’augment de la concentració d’acrilamida com de tampó, disminueixen la taxa

de migració, que també es veu disminuida per l’addició de components com el

glicerol al 10%. Una disminució de la relació acrilamida/bisacrilamida també té

un efecte reductor de la taxa de migració. No és possible, en canvi, fer una

predicció fiable sobre quín serà el comportament dels fragments de cadena

senzilla i per exemple, la migració d’aquestes cadenes pot ser més lenta o més

ràpida que la de cadenes dobles d’idèntica longitud. Donat que s’ha descrit una

amplia varietat de diferents mutacions en el gen RB1, en qualsevol localització,

no ens va ser possible orientar l’optimització de la tècnica per a la detecció

d’una mutació concreta, de manera que, per motius pràctics, es van triar les

condicions de més àmplia aplicabilitat i reproduïbilitat.

Les condicions electroforètiques triades van mostrar ser aparentment

reproduïbles en els diferents experiments, donat que vam aconseguir detectar

un patró característic per cada exó. Cal destacar però, que en l’estudi de l’exó
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20, una mostra va presentar un patró electroforètic anòmal, en un gel detectat

amb nitrat de plata, i una altra mostra, amb patró anòmal detectat per marcatge

radioactiu, va presentar patró normal quan es va detectar amb plata. Mitjançant

seqüenciació es va caracteritzar la mateixa variant intrònica en ambdos

pacients. Aquest fet sembla indicatiu de que l’efectivitat de la tècnica de SSCP

pot veure’s compromesa per factors electroforètics o ambientals difícilment

controlables.

D’altra banda la metodologia utilitzada per a la digestió enzimàtica dels

fragments a estudiar, i la seva desnaturalització, va resultar correcta, ja que les

mostres problema van presentar un patró electroforètic lliure de les bandes

degudes a digestió o desnaturalització parcials, éssent aquest fet important en

la valoració dels resultats (Lohmann et al, 1996).

Les mostres amb patró de SSCP alterat no van correspondre en tots els casos a

veritables alteracions de seqüència en els pacients estudiats. Pel que fa

concretament a l’anàlisi dels exons 15 i 16, els cromatogrames obtinguts de la

seqüenciació, van resultar en un principi ininterpretables, i indicatius de

possibles errors d’amplificació durant el procés de PCR. Aquests errors van ser

deguts a la presència d’una seqüència de 13 T, 15 bases després de l’extrem 3’

de l’encebador 5X15, i a la utilització de la Taq polimerasa, que introdueix

errors a la seqüència. Alguns autors han descrit la utilitat d’altres enzims, com

la Vent polimerasa per l’amplificació d’aquestes seqüències (Lohmann et al,

1996). Després de realitzar novament la PCR utilitzant una polimerasa d’alta

fidelitat (Pfu polimerasa), els cromatogrames obtinguts van ser correctes.

4.5.2 Valoració de les alteracions detectades

4.5.2.1 Exó 2

La inserció d’una A a l’exó 2 detectada en mostres de SP i de biopsia tumoral de

la pacient 82Rb té com a conseqüència l’aparició d’un codó stop a l’exó 3 (codó

109), i el resultat d’aquesta mutació és la síntesi d’una proteïna truncada, no

funcional. La mutació està franquejada per repeticions curtes (seqüència

normal: ATTAAAGATACCAGATCATG; seqüència mutada:

ATTAAAGATAACCAGATCATG). Diferents autors han observat delecions

flanquejades per repeticions curtes en pacients amb Rb (Lohmann et al, 1992,
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Blanquet et al, 1993, Hogg et al, 1993). La presència constitucional de l’alteració,

confirma el caràcter hereditari de la malaltia, i està d’acord amb les

manifestacions clíniques, ja que la pacient presenta afectació BL, detectada a

l’edat de 16 mesos. De l’observació dels cromatogrames obtinguts de la

seqüenciació, deduïm que l’alteració es troba en heterozigosi en SP, i en

homozigosi en tumor. Aquest fet està en consonància amb que la pèrdua

d’heterozigositat es doni, en el 70% dels Rb, per duplicació de la mutació inicial

(Cavenee et al, 1983, Zhu et al, 1989).

4.5.2.2 Exons 15 i 16

La seqüenciació dels exons 15 i 16 de la mostra de SP del pacient 17Rb, amb Rb

BL, va donar com a resultat un cromatograma compatible amb una deleció

d’aproximadament 14pb a l’intró 15, en heterozigosi. Tot i que el cromatograma

no va permetre determinar amb precisió la mida de la deleció, aquesta es va

observar en un gel d’electroforesi. Mitjançant la utilització combinada dels

marcadors de pes molecular ΦX174/Hinf I i ΦX174/Hae III es va poder

determinar que s’extenia entre 9 i 15pb. Aquesta deleció es localitza a l’intró 15,

a 16pb de l’extrem 5’, i a 46pb de l’extrem 3’, pel que no es veuen afectades les

seqüències consensus implicades en el splicing. Aquesta alteració no ha estat

descrita prèviament, segons el nostre coneixement. A causa de la complexa

estructura dels acceptors del splicing és difícil avaluar les conseqüències

funcionals dels canvis intrònics, éssent necessari un estudi del mRNA. Ja que no

es troben trànscrits truncats de RB1 constitucionalment (Dunn et al, 1989, Kato

et al, 1994), seria necessari estudiar el RNA tumoral. Donat que no hem tingut

accés al DNA tumoral del pacient, no podem descartar la possibilitat que la

variant intrònica detectada tingui repercusió funcional.

4.5.2.3 Exó 20

La variant detectada en els pacients 109Rb i 64Rb, consistent en una transició de

A a G a l’intró 19, en posició –77, havia estat descrita anteriorment per Mateu i

col·laboradors (1997), en un pacient i en els seus familiars no afectes, pel que

van concloure que era irrelevant en la patogènesi.

Existeixen en la regió afectada per la transició, petites discrepancies entre les

seqüències publicades per diferents autors, de forma que, segons McGee i
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col·laboradors (1989), la seqüència entre les posicions –80 i –77 és TGTA, i

segons Toguchida i col·laboradors (1993) és AGCA.

4.5.2.4 Valoració global

La mutació detectada a l’exó 2 en un pacient, tant en SP com en mostra tumoral,

representa un 3,12% del total d’afectes no emparentats estudiats (32) i un 4,54%

dels casos considerats clínicament hereditaris (22), es a dir, aquells que

presenten antecedents familiars, o són esporàdics amb afectació BL o MF.

Diferents autors no han detectat mutacions en aquest exó, en sèries més llargues

que la nostra, com la de 71 pacients amb Rb familiar o BL esporàdic de

Lohmann i col·laboradors (1996) o la de 232 pacients amb Rb familiar o

esporàdic, tant UL com BL de Blanquet i col·laboradors (1995). Altres, com

Mateu i col·laboradors (1997), no han inclòs l’exó 2 en el seu estudi.

Respecte a l’anàlisi conjunta dels exons 15 i 16, la variant intrònica detectada a

l’intró 15, en la mostra de SP d’un pacient, representa un 2,85% del total

d’afectes no emparentats (35), i el 4,54% si considerem únicament els casos

clínicament hereditaris (22). Lohmann i col·laboradors (1996) no detecten

variants en aquest intró entre els seus pacients amb Rb hereditari, i sí mutacions

a l’exó 15 en un 4,2% dels casos. El percentatge de mutacions detectades per

Blanquet i col·laboradors (1995) en aquest exó és sensiblement inferior, del

0,86%, hem de considerar però, que tant en el seu estudi, com en el nostre,

s’inclouen pacients amb Rb UL esporàdic. En aquesta última sèrie tampoc no es

detecten variants a l’intró 15. Cap d’aquests autors no troba mutacions a l’exó

16.

No hem detectat alteracions en l’estudi de l’exó 19, mentre que Lohmann i

col·laboradors (1996) troben mutacions en el 2,8% dels casos, Mateu i

col·laboradors (1997), i Blanquet i col·laboradors (1995) en el 2,6%, éssent en

aquest últim cas un dels exons preferentment alterat.

Pel que fa a l’estudi de l’exó 20, la variant intrònica detectada a l’intró 19 en dos

pacients, havia estat descrita prèviament (Mateu et al, 1997), i representa un

5,88% del total de pacients no emparentats estudiats (34). Un dels pacients en

els que vam detectar l’alteració presentava la forma clínicament no hereditària

de la malaltia (109Rb, amb Rb UL esporàdic). Respecte al percentatge

d’alteracions detectades en aquest exó per diferents autors, Blanquet i
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col·laboradors (1995) les observen en un 1,72% dels seus pacients, Mateu i

col·laboradors (1997) en un 2,32%, i Lohmann i col·laboradors (1996) no en

troben cap.

No hem detectat mutacions en l’estudi de l’exó 23, com tampoc no les troben

Mateu i col·laboradors, tot i que aquest exó conté un codó CGAarg, i, com hem

vist, aquests codons es troben alterats de forma recurrent. Cal destacar que el

nombre de pacients estudiat és baix, i que tant Lohmann com Blanquet sí

detecten mutacions (7% i 1,3% respectivament) en sèries més llargues.

Resulta difícil calcular un percentatge global de les mutacions trobades i

comparar-les amb les descrites a la bibliografia, donat que el nombre de

pacients estudiats per cada exó ha estat variable, i a que no s’ha fet un cribatge

de tots els exons. En qualsevol cas, l’eficiència de la tècnica de SSCP en la

detecció de mutacions ha estat baixa, i no esperem que aquesta situació canviï

significativament en cas d’ampliar-se l’estudi a altres exons. Aquesta hipòtesi

ve recolzada pel fet que, tot i que existeixen pocs estudis sobre la caracterització

de mutacions constitucionals en el gen RB1, aplicats a sèries llargues de

pacients, en la majoria dels casos aquests treballs han servit per detectar

mutacions en un percentatge molt baix, inferior al 30%. En aquests treballs

s’han utilitzat combinacions de diferents mètodes, com digestió amb enzims de

restricció, SSCP i seqüenciació (Cowell et al, 1994), amb una taxa de detecció del

22%, DGGE, SSCP i seqüenciació (Blanquet et al, 1995), amb una taxa de

detecció del 20%, i digestió amb enzims de restricció, SSCP i seqüenciació

(Mateu et al, 1997), amb una taxa de detecció del 11,6%. En contraposició a

aquests baixos percentatges d’èxit hi ha la sèrie de Lohmann, en la que es

detecten mutacions en el 72% dels pacients. Cal destacar, però, que aquesta

sèrie inclou únicament pacients amb Rb familiar o BL esporàdic, que totes les

mostres es van estudiar mitjançant dos mètodes de cribatge (anàlisi

d’heterodúplex, i SSCP), i que quan aquests mètodes van fracassar en la

detecció de mutacions es va procedir a la seqüenciació directa. La metodologia

utilitzada per Lohmann, tot i que exitosa en la detecció de mutacions, és, però,

poc aplicable a la rutina clínica.

Les baixes taxes de detecció de mutacions no són exclusives dels estudis

aplicats al gen RB1, i reflexen la dificultat de realitzar una anàlisi mutacional en

gens grans amb una elevada heterogeneitat mutacional. Val a dir, que
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l’optimització de l’us d’una determinada tècnica de cribatge de mutacions és

possible quan es disposa d’informació sobre el tipus i la localització de la

mutació a detectar (Kutach et al, 1999, O’Conell et al, 1999). Donat que en

l’estudi de RB1 no ens beneficiem d’aquestes dades, és més que probable que

diferents mutacions escapin al cribatge dels SSCP (Markoff et al, 1998).

Segons alguns autors, si es volen treure conclusions sobre l’eficiència de la

tècnica, cal analitzar tots els exons, a tots els pacients (Cowell et al, 1994), encara

que d’altres analitzen únicament exons seleccionats (Weir-Thompson et al, 1991,

Blanquet et al, 1993).

La utilització de tots els mètodes de detecció de mutacions disponibles permet

definir l’espectre de mutacions a RB1, el que ha de servir per entendre els

mecanismes mutagènics i tumorogènics, però cal un mètode de detecció de

mutacions útil per a la rutina clínica.

La nostra anàlisi de mutacions, mitjançant digestió amb enzims de restricció,

SSCP i seqüenciació, ha inclòs els exons 2, 8, 15, 16, 18, 19, 20 i 23. La longitud

total de regió codificant estudiada ha estat de 954 pb, el que suposa el 34% dels

2787 pb codificants totals. D’altra banda, dels 2744 pb totals analitzats, 1790 pb

corresponen a seqüències intròniques adjacents. Aquestes seqüències inclouen

16 dels 52 splice junctions del gen RB1.

4.6 CONSELL GENÈTIC

Basant-se en dades empíriques, Shields (1992) va calcular el risc de diferents

individus de tenir descendència amb Rb, segons si formaven part de famílies

amb historial negatiu de la malaltia (taula 14), o amb historial positiu (taula 15),

assumint una penetrància del 80%, inferior a la considerada per la majoria

d’autors (Sakai et al, 1991, Onadim et al, 1992b, Dryja et al, 1993, Otterson et al,

1997). Aquestes taules són de gran valor en el consell genètic, però aquest és

obviament més acurat quan es disposa d’un diagnòstic genètic que permet la

detecció de portadors assimptomàtics.

A la nostra sèrie de pacients, i mitjançant l’anàlisi de lligament, s’ha aconseguit

en tots els casos de Rb familiar determinar amb quín al·lel va lligada la malaltia.

Aquest fet pot resultar de gran valor, en el diagnòstic de la descendència

d’aquests pacients. De fet, ja ha estat útil en la caracterització del membre II-5
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(117G, taula 2 pàg 30, fig 6 pàg 68) de la família AV, que segons la taula 13

presentava un risc del 40% de patir la malaltia, i que va resultar ser no

portadora. D’altra banda, i aplicant l’anàlisi de lligament de forma prenatal, es

va determinar que el fetus 118G2.2 ( II-3, família AX, taula 2 pàg 30, fig 13, pàg

80) era igualment no portador, quedant així exclòs del risc del 7% (taula 13).

Taula 14: risc de la descendència de desenvolupar Rb quan l’historial familiar és

negatiu (assumint una penetrància del 80%)

Afectació

Descendents de… Unilateral Bilateral

Pares del pacient afecte 1% 6%

Pacient afecte 8% 40%

Germans sans del pacient afecte 1% <1%

Dades obtingudes de: Shields Intraocular tumors. WB Saunders Company (1992)

Taula 15: risc de la descendència de desenvolupar Rb quan l’historial familiar és

possitiu (assumint una penetrància del 80%)

Afectació

Descendents de… Unilateral Bilateral

Pares del pacient afecte 40% 40%

Pacient afecte 40% 40%

Germans sans del pacient afecte 7% 7%

Dades obtingudes de: Shields Intraocular tumors. WB Saunders Company (1992)

Pel que fa al consell genètic basat en la caracterització directa de la mutació

predisposant, cal tenir en consideració el tipus de mutació detectada. Així, en el

cas de la pacient 33Rb (taula 1, pàg 22, taula 2, pàg 30), portadora d’una

translocació de novo, aparentment equilibrada, ha de contemplar-se el risc de la

futura descendència, no únicament d’heretar la predisposició al Rb, si no la

possibilitat d’heretar la reorganització en desequilibri. Així, els individus

portadors de translocacions recíproques tenen sovint problemes reproductius,
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consistents habitualment en avortaments repetitius, o en una descendència

cromosòmicament desequilibrada. És possible oferir a aquesta pacient un

diagnòstic prenatal, tenint en consideració que els únics descendents normals

seràn aquells que heretin els cromosomes 5 i 13 no implicats en la

reorganització.

En el consell genètic al pacient 4Rb, s’ha de valorar no únicament el risc de

transmetre la deleció, que és del 50%, si no el fet de que presenta la síndrome de

Noonan. Aquesta síndrome és majoritariament esporàdica, amb un índex de

recurrència baix, i en els casos hereditaris presenta un tipus d’herència

autosòmica dominant.

Respecte als pacients 82Rb i CPCRb, en els que s’ha detectat constitucionalment

una mutació puntual, pot aplicar-se la metodologia utilitzada en la detecció

d’aquestes mutacions, pel diagnòstic de la seva descendència, que té un risc

teòric del 50% d’heretar la predisposició al Rb.

El fet de que el pacient 110Rb no presenti de forma constitucional la mutació

puntual que es troba en homozigosi a la seva mostra tumoral, ens ha permès

diagnosticar-lo genèticament com a no portador, de manera que el seu risc de

tenir descendència afecta passa de ser del 8% teòric (taula 14, pàg 143), a ser el

de la població normal.

Pel que fa als pacients en que s’han detectat variants intròniques i no s’ha

establert la correlació d’aquestes variants amb el fenotip afecte, no podem

utilitzar aquesta troballa en el diagnòstic, ni per tant en el consell genètic.

Cal destacar el cas de les famílies B i L (fig 2, pàg 27), que presenten un arbre

genealògic especial, pel fet de que hi ha més d’un membre afecte a la segona

generació, éssent els progenitors normals. Diferents autors han descrit casos

similars, de famílies en que els individus afectes presenten preferentment

formes moderades de la malaltia, i/o alguns membres són portadors obligats

no afectes (Onadim et al, 1992b, Kratzke et al, 1994, Cowell et al, 1996, Bremner et

al, 1997, Schubert et al, 1997, Cowell i Bia, 1998). Es proposa que aquests

fenotips poden estar relacionats amb el tipus o la localització de la mutació

predisposant, que en qualsevol cas dóna lloc a una proteïna que conserva una

activitat parcial. D’altra banda s’han descrit casos en els que el membre

fundador en una família presenta una mutació en mosaic. En aquests casos,

habitualment el fundador presenta un fenotip moderat, i pot tenir tant
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descendents afectes com amb pseudo-baixa penetrància (Munier et al, 1998). Els

individus amb pseudo-baixa penetrància serien aquells que han heretat l’al·lel

al que va lligada la malaltia, però en la seva forma normal. Per últim s´ha de

considerar la possibilitat de que el membre fundador es trobi dins del 10% de

no penetrància i, éssent portador, no desenvolupi la malaltia (Knudson, 1971,

Vogel, 1979). Qualsevol d’aquestes possibilitats podria explicar el pedigrí de les

famílies B i L, i han de tenir-se en consideració a l’hora del consell genètic,

especialment en aquests casos, en que no s’ha caracteritzat la mutació

predisposant.

Una vegada caracteritzada la metodologia apropiada pel diagnòstic genètic

d’una família, és possible aplicar-la en el diagnòstic prenatal (Junien et al, 1982,

Mitchell et al, 1988, Onadim et al, 1992a, Pierro et al, 1993, Sütterlin et al, 1999).

Donat que la legislació vigent en el nostre país, permet la interrupció de

l’embaraç si es detecten defectes congènits, cal contemplar una sèrie de fets

clínics per tal de proporcionar un consell acurat. És cert que el Rb rarament és

letal, i que la visió no sempre està compromesa, si la detecció dels tumors es fa a

l’inici del seu desenvolupament. També és, però cert, que de vegades té com a

conseqüència l’enucleació, que pot arribar a ser BL, i que els pacients afectes de

Rb hereditari tenen una probabilitat entre el 5 i el 10% superior a la de la

població normal, de desenvolupar altres tipus de càncer, preferentment

sarcomes de teixits tous i osteosarcomes. En qualsevol cas, el diagnòstic

assimptomàtic permet el seguiment exhaustiu dels portadors i la detecció

avançada de les tumoracions, que és essencial per preservar la vida i la visió. A

la nostra sèrie, de 61 pacients, 45 van ser enucleats (73%), 11 (18%) no havien

patit enucleació com a part del tractament, en el moment de l’última revisió de

que tenim constància, i en 5 casos (8,2%) aquesta dada no va ser facilitada (taula

1, pàg 22).

4.7 PROTOCOL D’ESTUDI GENÈTIC

Entre els 46 pacients no emparentats als que s’han aplicat mètodes directes de

detecció de mutacions, 9 (19,5%) han presentat algun tipus d’anomalia. D’altra

banda, a les 7 famílies a les que s’ha aplicat un estudi indirecte mitjançant

anàlisi de lligament ha pogut determinar-se l’al·lel amb el que segrega la

malaltia.
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En base a aquests resultats, ens vam plantejar quín seria el protocol més addient

pel diagnòstic genètic, en el marc de la rutina clínica (fig 49). Hem de tenir en

consideració, principalment, que per a que un protocol sigui aplicable, ha de

permetre l’obtenció de resultats en un temps raonable, ha d’adaptar-se a

l’experiència del laboratori, i a l’opció més econòmica. Per qualsevol test genètic

és desitjable obtenir taxes de detecció de mutacions superiors al 95%, però això

es dificulta quan existeix una gran heterogeneitat mutacional (Dequeker et al,

2000), com és el cas del Rb, i en qualsevol cas, per tal de mantenir la viabilitat

del protocol, creiem recomanable utilitzar el mínim de proves que permetin

obtenir el màxim de resultats.

És sempre imprescindible mantenir una estreta relació amb l’equip clínic que

tracta als pacients, per tal d’obtenir informació relevant de les dades clíniques

dels individus clau en cada família, especialment en aquelles en que es donen

formes atípiques de presentació de la malaltia, per tal de detectar possibles

portadors amb, per exemple regressió espontània del tumor (Onadim et al,

1991). Cal, sempre, obtenir dades com l’edad d’aparició, el tipus d’afectació i

l’existència o no d’antecedents familiars. A partir d’aquestes dades es fa una

primera classificació dels pacients.

Per obtenir un diagnòstic genètic cal obtenir mostra de SP dels individus afectes

per a realitzar un cultiu i una extracció de DNA. És de gran utilitat obtenir

DNA a partir de mostres tumorals, sempre que sigui possible.

L’anàlisi del cariotip ens permetrà descartar la presència d’alteracions

citogenètiques. En cas de que el resultat sigui positiu, es farà el cariotip dels

pares de l’individu afecte, per establir si l’alteració ha estat o no heretada, i

definir amb més claredat la seva implicació en la patologia. Pot aplicar-se la

tècnica de FISH sobre les preparacions obtingudes del cultiu, per a valorar la

presència de petites delecions, o per confirmar la implicació del gen RB1 en cas

de detectar-se anomalies citogenètiques.

Quan la història familiar és positiva, hem d’obtenir mostres de DNA del màxim

nombre de familiars, per tal de realitzar una anàlisi de lligament. En el cas poc

probable de no aconseguir informació de cap dels marcadors utilitzats, serà

necessari identificar la mutació predisposant que es segrega a la família.

Si la història familiar és negativa, o be és positiva però no s’ha obtingut

informació útil de l’anàlisi de lligament, i sempre que no s’hagi  detectat cap
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alteració a l’estudi citogenètic, s’ha de procedir a la detecció de la possible

mutació predisposant.

Com a primera aproximació proposem l’anàlisi dels exons en que una mutació

de tipus nonsense pot canviar un codó Arginina per un codó stop, ja que aquest

estudi, tot i que parcial, ha resultat positiu en el present treball, i existeix acord

entre diferents autors sobre l’elevada incidència d’aquestes mutacions en el gen

RB1 (Blanquet et al, 1994, Cowell et al, 1994, Blanquet et al, 1995, Lohmann et al,

1996, Mateu et al, 1997). En els casos en que les mutacions provoquen canvis en

dianes d’enzims de restricció, podem detectar-les mitjançant amplificació i

digestió. Si la mutació no implica aquests canvis, és recomanable utilitzar la

seqüenciació directa, ja que, en alguns casos, tècniques com l’anàlisi de SSCP o

d’heterodúplex, fracassen en la detecció d’aquestes mutacions (Lohmann et al,

1996).

Si arribat aquest punt no hem detectat una mutació predisposant, proposem

utilitzar la seqüenciació directa, ja que creiem que l’efectivitat de la tècnica se

SSCP no és suficient per aplicar-la a la rutina del diagnòstic, opinió que ve

recolzada pels resultats publicats per diferents autors (Blanquet et al, 1995,

Mateu et al, 1997). Si be és cert que en el treball de Lohmann i col·laboradors

(1996), sobre una llarga sèrie de pacients, la taxa de detecció de mutacions ha

estat elevada, aquesta s’ha obtingut no únicament de l’aplicació de la anàlisi de

SSCP, si no de la combinació de diferents tècniques. Pensem que la necessitat

d’utilitzar un protocol tan complexe fa poc viable la seva aplicació rutinària.

Una vegada s’ha caracteritzat una anomalia per qualsevol dels mètodes aplicats

cal valorar la seva implicació en el fenotip del pacient, i la possibilitat d’emprar

la mateixa metodologia en el diagnòstic genètic dels parents assimptomàtics del

proband. Sempre que sigui possible és útil contrastar els resultats obtinguts de

l’estudi de mostres tumorals i de SP.

En cas de no trobar-se cap anomalia ha de considerar-se la possibilitat de que

hagi passat desapercebuda o sigui indetectable pels mètodes emprats. En base a

això, i valorant les dades clíniques del pacient, pot establir-se un protocol de

seguiment clínic.
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1.- Mitjançant l’estudi citogenètic s’ha detectat un 4,2% d’anomalies

cromosòmiques: un pacient amb cariotip 46,XX,t(5;13)(q22;q14), amb

retinoblastoma bilateral esporàdic, i un pacient amb cariotip

46,XY,del(13)(q14.3), amb retinoblastoma unilateral esporàdic. Ambdues

mutacions són constitucionals i justifiquen el fenotip dels pacients

2.- Degut a la baixa eficiència de la sonda utilitzada, dels vint i dos pacients

analitzats per FISH, s’ha obtingut resultat de catorze

S’ha detectat una deleció en mosaic en un pacient amb retinoblastoma unilateral

esporàdic, i s’ha confirmat la implicació del gen RB1 en la t(5;13) detectada per

citogenètica. Ambdues mutacions són constitucionals i justifiquen el fenotip

dels pacients

En els tretze pacients restants, un augment del nombre de cèl·lules analitzades

incrementaria la resolució de la FISH en la detecció de delecions

3.- En l’anàlisi de lligament utilitzant els marcadors BamHI, XbaI, Tth 111 I,

Rb1.20, i VNTR16 s’ha observat un percentatge d’heterozigots del 46,6%, 60%,

34,5%, 74,2% i 84,6% respectivament

La utilització conjunta de cinc marcadors polimòrfics ha permès identificar

l’al·lel del gen RB1 al que va lligada l’herència del retinoblastoma en les set

famílies estudiades

4.- L’anàlisi dels exons 8 i 18, que contenen codons CGAarg, per digestió amb

enzims de restricció, ha permès detectar mutacions en dos pacients (5%): una

mutació constitucional en heterozigosi en un pacient amb retinoblastoma

bilateral esporàdic, i una mutació somàtica en homozigosi en un pacient amb

retinoblastoma unilateral esporàdic

Ambdues mutacions s’han caracteritzat per seqüenciació, i els resultats

obtinguts  estan d’acord amb el fenotip dels pacients

5.- El cribatge de mutacions mitjançant SSCP ha permès la detecció, en quatre

pacients, de tres variants, (2,4%, 2,2%, 5,4% dels pacients estudiats per cada

exó). Mitjançant seqüenciació s’han caracteritzat com:

Una inserció d’una adenina a l’exó 2, en heterozigosi en sang perifèrica i en

homozigosi en mostra tumoral. Aquest resultat està d’acord amb el fenotip de

la pacient, amb retinoblastoma bilateral esporàdic
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Una deleció, en heterozigosi, d’aproximadament 14 parells de bases a l’intró 15,

en un pacient amb retinoblastoma bilateral esporàdic

Una variant intrònica consistent en una transició d’adenina a guanina a l’intro

19, constitucional en heterozigosi en un pacient amb retinoblastoma bilateral

esporàdic, i constitucional i somàtica en heterozigosi en un pacient amb

retinoblastoma unilateral esporàdic. Aquesta variant es considera un

polimorfisme

6.- La baixa incidència d’anomalies detectades mitjançant SSCP es justifica tant

per l’alt percentatge de pacients amb retinoblastoma esporàdic unilateral i

unifocal inclòs a l’estudi (35%), com per l’elevada heterogeneitat mutacional del

gen RB1, i per la baixa eficiència del mètode, ja que en condicions aparentment

idèntiques, una mateixa alteració pot provocar o no un patró electroforètic

alterat

7.- El diagnòstic genètic de sis pacients mitjançant l’anàlisi directa de mutacions

ha permès l’assessorament genètic als familiars de risc, i oferir un diagnòstic

prenatal

L’anàlisi indirecta ha estat útil per a la detecció de portadors adults no afectes, i

per a determinar la condició de no portadors de pacients en edat de risc, fet que

els pot excloure de revisions oftalmològiques

8.- La variabilitat clínica i l’heterogeneitat genètica de la malaltia, fan necessari

utilitzar un protocol d’estudi genètic, tant per pacients amb retinoblastoma

bilateral com unilateral. És necessari que aquest protocol sigui aplicable a la

rutina clínica, en termes de cost-benefici
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De ahora en adelante

Como después de un sueño,

no acertaría
a decir en qué instante sucedió.

Llamaban.

Algo, ya comenzado, no admitía espera.

Me sentí extraño al principio,
lo reconozco – tantos años

que pasaron igual que si en la luna…

Decir exactamente qué buscaba,
mi esperanza cuál fue, no me es posible

decirlo ahora,
porque en un instante

determinado todo vaciló: llamaban.

Y me sentí cercano.
Un poco al aire libre,

algo tan natural como un rumor
crece si se le escucha de repente.

Pero ya desde ahora siempre será lo mismo.
Porque de pronto el tiempo se ha colmado

y no da para más. Cada mañana
trae, como dice Auden, verbos irregulares

que es preciso aprender, o decisiones
penosas y que aguardan examen.

Todavía

hay quien cuenta conmigo. Amigos míos,
o mejor: compañeros, necesitan,

quieren lo mismo que yo quiero
y me quieren a mí también, igual

que yo me quiero.

Así que apenas puedo recordar

qué fue de varios años de mi vida,
o adónde iba cuando desperté

y no me encontré solo.

Jaime Gil de Biedma


