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INTRODUZIONE
Il retinoblastoma (RBT)

Il retinoblastoma ¢ un tumore maligno che origina dalla retina immatura, ed ¢ il
risultato di una doppia mutazione oncogenica (Teoria del doppio colpo di Knudson)(1).
Le mutazioni si possono verificare nel tempo che intercorre tra il terzo mese di
gravidanza e il quarto anno di vita; questo infatti rappresenta il periodo finestra della
comparsa, proliferazione e maturazione dei retinoblasti. La cellula di origine della
neoplasia ¢ molto probabilmente una cellula precursore dei neurorecettori (coni e
bastoncelli) oppure un retinoblasto multipotente (2). La malattia percid pud presentarsi
in un periodo compreso tra la vita del feto in utero e 1 quattro anni. L’eta media di
diagnosi ¢ 7 mesi per i casi bilaterali e 24 mesi per quelli unilaterali (2).

I1 retinoblastoma ¢ un tumore maligno intraoculare dell’eta pediatrica, con una
incidenza di circa 1/20.000 nati vivi (3). L’incidenza ¢ alta nei primi due anni di vita
(4), dopo diminuisce e il tumore ¢ diagnosticato solo in casi eccezionali dopo 1 10 anni
(5). L’incidenza annua del retinoblastoma varia tra i 7 per milione di abitanti della
popolazione Africana, dove rappresenta il 10-15% delle neoplasie infantili, ai 3-6 per
milione in Europa e USA, dove il retinoblastoma ¢ responsabile del 2-4% dei cancri
infantili, e si abbassa a 3 per milione nelle popolazioni asiatiche (6). Il suo sviluppo non
ha predilezione di sesso o razza, n¢ ¢ legato alla presenza di particolari fattori
ambientali o socioeconomici (2). Secondo alcuni autori un fattore che potrebbe giocare
un ruolo importante nello sviluppo di questo tumore ¢ rappresentato dall’eta dei due
genitori, in particolare quella paterna (7,8). Pur essendo una malattia relativamente rara,
il retinoblastoma rappresenta 1’80% di tutti i tumori oculari primari nei bambini al di
sotto dei 15 anni (9), 1’1% di tutti i tumori mortali (10) ed il secondo fra i tumori oculari
in tutte le eta (11). E’ un’affezione esclusivamente dell’infanzia, ma in casi eccezionali
¢ stato diagnosticato sia nel feto (12) sia in giovani adulti (13), dove la diagnosi giunge
tardiva, nonostante i chiari segni d’allarme (2).

Il retinoblastoma rappresenta un modello di cancro ereditario (14,15) in cui
mutazioni di entrambi gli alleli del gene RB1 (teoria del doppio colpo di Knudson)(1),
primo gene oncosoppressore ad essere stato identificato, portano alla trasformazione
neoplastica. La scoperta di RB ha condotto alla scoperta di tutta una nuova classe di geni

oncosoppressori, responsabili di altri tumori solidi nei bambini.



Il tumore pur essendo estremamente maligno ¢ curabile e in alcuni casi mostra
addirittura una regressione spontanea (14). Comunque nella forma ereditaria rimane il
rischio di sviluppare altre neoplasie maligne non oculari (secondo tumore), che spesso
risulta molto piu letale del retinoblastoma stesso (16). La predisposizione alla
trasformazione maligna pud portare allo sviluppo di un tumore neuroblastico
intracranico primario, in particolare di un pinealoblastoma, il cosiddetto retinoblastoma

trilaterale (2).

Genetica del retinoblastoma

La trasformazione neoplastica degli elementi precursori della retina ¢ correlata
alla mutazione di entrambi gli alleli del gene RB1 (1). Il gene, localizzato sul
cromosoma 13q1.4, sintetizza per una fosfoproteina, pRb1/p105, di 110kD. Essa regola
il ciclo cellulare e secondo questa teoria (1), per trasformare una cellula retinica normale
in neoplastica, € necessario e sufficiente che ambedue 1 geni omologhi codificanti per la
proteina siano alterati (1). Infatti, le mutazioni del gene RB1 responsabili
dell’inattivazione dei due alleli sono eventi cruciali nello sviluppo del tumore: una
prima mutazione (M1) predispone a questa condizione, ¢ la seconda mutazione (M2) ¢
richiesta per sviluppare il tumore stesso (1) (Fig 1a).

I1 retinoblastoma ¢ un tumore ereditario nel 40% dei casi e sporadico nel 60%
dei casi (17). L’intera casistica viene anche suddivisa in tumori bilaterali ¢/o multifocali
nel 30% dei casi e in tumori monolaterali nel 70% dei casi (17). I casi di RBT sporadici
presentano sempre tumori monolaterali, ma non tutti i tumori monolaterali (70% dei
casi) sono sporadici in quanto esiste una quota di circa il 10-15%, che rappresenta i
tumori monolaterali ereditari (17).

Non esistono sostanziali differenze tra maschi e femmine (18) e I’eta media di
diagnosi ¢ approssimativamente attorno ai 13 mesi di vita.

Nei casi ereditari, 1 pazienti presentano una mutazione germinale, inattivante un
allele di RB1 in tutte le cellule dell’organismo e una perdita somatica del secondo allele
di RB1 nelle cellule retiniche. Le mutazioni germinali di RB1 con un’alta penetranza
(>90%) riguardano tutti i pazienti con RBT bilaterale, come pure il 15% dei pazienti

con forme monolaterali ereditarie. Nei casi sporadici, entrambi gli alleli di RB1 sono



inattivati somaticamente nella singola cellula retinica progenitrice. In questi casi, il RBT
¢ sempre unilaterale e monofocale (19).

Nei casi sporadici di retinoblastoma, si presentano due eventi mutazionali nelle
cellule somatiche dell’occhio, e nessuno di questi eventi ¢ presente nel DNA delle
cellule dello zigote (20-22).

Circa il 15% dei pazienti affetti monolateralmente hanno una mutazione
germinale di RB1, che rappresenta un rischio di ricorrenza del 45% per la prole (23).
Nelle forme familiari e bilaterali di RBT, il primo evento mutazionale (M1) ¢ una
mutazione germinale, trasmessa come tratto autosomico dominante ad alta penetranza
(circa del 90%) da un genitore affetto, oppure acquisito durante la gametogenesi(1,24).
L’inattivazione del secondo allele di RB1 ¢ un’alterazione somatica (M2), e risulta in
tumori multipli e spesso bilaterali.

Fin dal 1986, quando Friend et al. (25) hanno clonato il gene RB1, numerosi
studi mutazionali hanno dimostrato un ampio spettro di alterazioni genetiche presenti
nel RBT (21,26-30). Le sostituzione a singola base sono gli eventi M1 piu frequenti, in
circa il 40% delle mutazioni confermate, seguite da piccole e grandi delezioni
(20,21,26). 11 secondo evento M2 o “colpo” pud essere associato ad una perdita di
eterozigosita (LOH), da ipermetilazione del promotore del gene, o da una seconda
sostituzione a singola base indipendente dalla prima. La maggior parte degli eventi M2
riguardano la perdita di eterozigosita (LOH), presente nel 60% dei tumori (31-33),
originati da una ricombinazione mitotica, da una non-disgiunzione cromosomica, o da
piccole delezioni del braccio lungo del cromosoma 13 (32).

Richter et al. hanno dimostrato che la metilazione del promotore di RB1 silenzia
I’espressione del gene nell’8% degli alleli RB1 (30). Questo evento ¢ comunemente
osservato nei retinoblastomi insieme alla perdita di eterozigosita (LOH), cosi che se
I’evento mutazionale M1 ¢ una metilazione del promotore di RB1, I’evento M2 sara una
LOH (30,34). La metilazione del promotore di RB1 risulta essere un evento molto pit
comune nei retinoblastomi sporadici che in quelli ereditari (30).

Secondo il modello dei “due colpi” di Knudson (1), finora usato per spiegare lo
sviluppo del retinoblastoma, sono necessarie e sufficienti alterazioni di ambedue 1 geni
omologhi codificanti per la proteina pRbl. Negli ultimi anni, perd, molti studi (35,36)

hanno evidenziato come la perdita di funzione di pRbl nelle cellule retiniche non sia



sufficiente a sviluppare la forma maligna del tumore. Per esempio, ¢ stata osservata
I’espressione mutata del gene RB1 nella neoplasia benigna “retinoma”, definito come
precursore del retinoblastoma (35). Inoltre, queste masse retiniche benigne, ben distinte,
potrebbero non trasformarsi in RBT durante tutta la vita del paziente, anche se risultano
essere suscettibili alla trasformazione maligna (36). I retinomi, infatti, sono patologie
oculari comuni, che non sono riconosciute in fase iniziale ma solo quando si ¢
sviluppato un retinoblastoma (37). Quasi tutti i RBT mostrano una instabilita genomica,
non solo nel locus del gene RB1 sul cromosoma 13, ma anche in altre regioni
cromosomiche importanti (38,39). Uno specifico riarrangiamento cromosomico,
osservato in circa il 60% dei retinoblastomi attraverso studi di citogenetica, ¢
I’isocromosoma del 6p, i(6p) (40).

Negli ultimi anni, sono stati svolti numerosi studi su casi di RBT utilizzando
tecniche convenzionali o di arrayCGH, Ibridazione genomica comparativa, oppure PCR
quantitative (QPCR) per definire le “copy number variation” (CNV), cio¢ le alterazioni
del numero delle copie dei geni all’interno del genoma in esame. In particolare, sono
state osservate delle perdite (loss) o delle acquisizioni (gain) di geni nelle regioni
cromosomiche 1q32, 2p24, 6p22 e 16q22 (41-47). La caratterizzazione di questi
riarrangiamenti ha permesso di identificare oncogeni candidati e oncosoppressori:
MDM4 e KIF14 all’1q32, MYCN e DDX1 al 2p24, E2F3 ¢ DEK al 6p22, CDH11 e
RBL2 al 16q (41). Proprio sulla base delle frequenze di queste ricorrenti alterazioni
genomiche, ¢ stato proposto un nuovo modello di progressione del retinoblastoma,
definito come multistep (41). In questo modello, la perdita di entrambi gli alleli di RB1
(M1-M2) non ¢ sufficiente a dare il via allo sviluppo del tumore (Fig 1b). Le alterazioni
successive piu frequenti (M3-M4) sono state trovate nelle regioni cromosomiche 132 e
6p22, ma altri due eventi molecolari M3 ed M4 possono essere necessari per la
trasformazione neoplastica. Perdite nella regione 16q22 e gain/amplificazioni nella
regione 2p24 sono meno frequenti, ma nel modello multistep sono state riportate

ulteriori eventi molecolari, come M5, responsabili della progressione del tumore (41).

pRb1/p105 e proteine correlate
Il controllo del ciclo cellulare ¢ un processo fondamentale che governa la
proliferazione cellulare, e la proteina oncosoppressore pRbl ¢ un componente cruciale

della macchina che regola il ciclo cellulare. La perdita o I’inattivazione di pRbl ¢ il



meccanismo principale da cui le cellule del cancro traggono un vantaggio nella crescita
durante la tumorigenesi. Vari studi hanno dimostrato 1 molteplici ruoli di RB1 nel
controllo del ciclo e nella proliferazione cellulare (48-50), ma anche nella
differenziazione cellulare e nel processo di apoptosi (51,52).

I membri della famiglia del retinoblastoma, pRb/p105, pRb2/p130 e p107, sono
proteine strutturalmente e biochimicamente simili ed hanno funzioni simili. Entrambi 1
geni Rb/p105 e Rb2/p130 mappano su due aree dei cromosomi umani, rispettivamente
13q14 e 16q12.2 (53-55), in cui delezioni o mutazioni eterozigoti costituzionali sono
state riscontrate in neoplasie maligne (56-59). Il gene p107 mappa su una regione
cromosomica (20ql11.2) raramente trovata alterata (60); di per s¢, pl07 non ¢
considerato un gene oncosoppressore, sebbene mostri proprietd di soppressione della
crescita quando sovraespresso in linee cellulari umane (61,62).

Le proteine della famiglia RB sono costituite da due domini essenziali per le
interazioni proteina-proteina e per le funzioni di soppressori della crescita cellulare:
questi domini sono le regioni pocket e la regione C-terminale (Fig 2a).

Le proteine RB presentano grandi regioni di omologia, specialmente nella
regione pocket, che ¢ costituita strutturalmente da due domini funzionali conservati (A e
B) separati da uno spacer (J), che invece differisce nelle tre proteine RB. In questa
regione, pRb2/p130 e p107 sono strettamente correlate tra loro (circa il 50% di identita
amminoacidica) rispetto a pRb/p105 (30-35% di identitd). La regione pocket conservata
¢ responsabile di molte delle interazioni proteina-proteina e caratterizza [ attivita
funzionale di queste proteine nell’omeostasi del ciclo cellulare (49,63-65). Un certo
numero di proteine bersaglio ¢ stato visto interagire con i domini pocket A e B, inclusi i
membri della famiglia dei fattori trascrizionali E2F, proteine cellulari fisiologicamente
importanti che legano RB (66-68), cosi come proteine che presentano il motivo
peptidico LXCXE, come le cicline tipo-D (60) e le istondeacetilasi (HDACs) (69-71). 11
dominio pocket di pRb/p105 ¢ stato trovato mutato o deleto in un gran numero di tumori
(50,56,57,72).

La regione C-terminale differisce in lunghezza tra pRb/pl105 e gli altri due
membri della famiglia (p107, pRb2/p130). Questa regione ¢ funzionalmente importante
poiche contiene il segnale di localizzazione nucleare (NLS) e 1 domini responsabili per

il legame delle istondeacetilasil (HDACI1) e dei complessi ciclina/cdks. Il trasporto



delle proteine RB nel nucleo interfasico avviene sotto il controllo del segnale NLS
costituito da due cluster di residui separati da una catena di amminoacidi che
solitamente includono residui di prolina (73). La sostituzione di due amminoacidi nei
siti NLS delle proteine RB, o la delezione dell’intero segnale NLS, determina uno
spostamento della loro localizzazione dal nucleo al citoplasma, danneggiando
fortemente la loro funzione nella regolazione del ciclo cellulare (58,74,75).

Le istondeacetilasi (HDACs) sono associate all’inibizione trascrizionale e
formano complessi co-repressori (76). Esse comprendono una famiglia di sette proteine
di cui la HDACI ¢ il partner di legame funzionale di pRb/p105 e pRb2/p130 (70,71).
Nelle cellule di mammifero, E2F, pRb/p105, pRb2/p130 e HDACI vanno a formare un
complesso in quanto i siti di legame per E2F e HDACI sono distinti I’uno dall’altro
(65,77). Questo dato suggerisce che le proteine RB funzionano da ponte fisico che lega
I’attivita di HDACI1 a E2F e, I’associazione di queste ultime ai promotori E2F-sensibili.
La iporegolazione dei geni del ciclo cellulare E2F-dipendenti dovuta ai complessi
pRb/p105- e pRb2/p130-HDACI1 ¢ fondamentale per il mantenimento di un fenotipo
quiescente. L’interazione tra HDACI e le proteine RB puo rappresentare un legame tra
I’architettura cromatinica e il controllo del ciclo cellulare ed essere, cosi, un punto di
nizio per i processi oncogenici.

Lo stato di fosforilazione di ogni membro della famiglia del retinoblastoma ¢
fondamentale per la sua regolazione funzionale ed ¢ orchestrata dal legame con specifici
complessi ciclina/cdk al dominio C-terminale delle proteine RB (63,78-80).

La progressione del ciclo cellulare ¢ controllata da una precisa sequenza di
eventi, che determina la decisione per la cellula di continuare la proliferazione o uscire
dal ciclo e rientrare nello stato quiescente. Il prodotto del gene retinoblastoma
(pRb/p105) e le proteine ad esso strettamente correlate (pRb2/p130 e pl107) sono
bersagli critici per cicline e CDK, e la loro sequenziale fosforilazione ¢ richiesta per la
progressione della cellula dalla fase G1 alla fase S (81). Le proteine RB non fosforilate
sono regolatori negativi del ciclo cellulare, in quanto bloccano le cellule durante la fase
G1 mediante la repressione della trascrizione dei geni richiesti per 1’avanzamento G1/S.
Quando le cellule passano attraverso le fasi G1/S, le proteine RB diventano
sequenzialmente fosforilate e perdono la loro funzione di soppressione della crescita

(48,82). L’iperfosforilazione della pRbl permette alle cellule di entrare nella fase S e



procedere con la divisione cellulare o passare alla morte cellulare (Fig 2b). E’ stato
dimostrato che I’espressione di pRb2/p130 correla con un aumento di apoptosi nel
retinoblastoma umano, ma non sappiamo attraverso quale meccanismo (83).

I maggiori bersagli delle proteine RB sono la famiglia dei fattori trascrizionali
E2F (68,84), che hanno siti di legame nei promotori dei geni del ciclo cellulare
importanti per la progressione delle cellule dalla fase G1 alla S. Una diminuzione
nell’attivita degli E2F avviene durante 1’arresto del ciclo cellulare e il differenziamento.

Le proteine RB sono soppressori della crescita in modo cellula-specifico, e
I’alterazione dei circuiti regolatori della crescita dovuta ad alterazione funzionale dei
geni oncosoppressori RB ¢ cruciale per la trasformazione neoplastica (60,62,85-87). In
colture primarie di cellule T umane o di fibroblasti di topo, il mantenimento della
quiescenza ¢ dovuto a pRb2/p130, che sopprime efficientemente 1’attivita trascrizionale
mediata da E2F4. 11 fattore di trascrizione E2F1, che ¢ regolato da pRb/p105, non ¢
evidenziato in estratti di linfociti T in fase GO (88). D’altra parte, in topi mancanti di
pRb2/p130, i linfociti T pRb2/p130 -/- proliferano normalmente in coltura e mostrano in
Vivo normali funzioni immuno cellulo-mediate. Questi linfociti esprimono un elevato
livello di p107, che lega con efficacia il fattore trascrizionale E2F4. Interessante notare
che E2F4, in linfociti T pRb2/p130-/- ¢ p107-/-, forma un complesso con pRb/p105,
suggerendo cosi una compensazione funzionale tra le proteine RB nel mantenere uno
stato di quiescenza (89).

Utilizzando modelli murini, ¢ stato dimostrato che la mutazione eterozigote di
pRb/pl105 (pRb+/-) non ¢ sufficiente a sviluppare il retinoblastoma, mentre topi
portatori di mutazioni pRb+/- e p107-/- sviluppano una displasia retinica, indicando che
p107 ¢ capace di prevenire questo tipo di tumore in topi pRb+/- e percio agisce come un
oncosoppressore (90).

Il processo multi-step della carcinogenesi implica I’acquisizione progressiva di
mutazioni e anomalie epigenetiche nell’espressione di geni multipli che svolgono
funzioni molto diverse, ma hanno in comune lo stesso obiettivo finale: il controllo della
crescita e della divisione cellulare. Le proteine della famiglia RB sono i regolatori
chiave del ciclo cellulare e sono funzionalmente inattivati dalla fosforilazione, come

pure da mutazioni, metilazioni. Ne deriva che qualsiasi irregolarita a monte, che porti ad



una inappropriata fosforilazione delle proteine RB, potrebbe avere gli stessi effetti

funzionali come le mutazioni inducendo la trasformazione maligna.

Clinica
Segni di presentazione

La leucocoria ¢ il piu comune segno clinico nei pazienti affetti da
retinoblastoma, ed ¢ osservata in circa il 60% dei casi. La leucocoria ¢ un riflesso
bianco che si nota all’interno della pupilla degli occhi affetti da retinoblastoma. Questo
classico segno viene molto spesso notato dai genitori dei piccoli pazienti nelle immagini
fotografiche. E un segno tardivo anche se ha un tasso di sopravvivenza alto, circa
dell’88% a 5 anni, ma il tasso si abbassa per quanto riguarda la conservazione del globo
oculare (91). La leucocoria non ¢ un segno specifico per il retinoblastoma: si pone in
diagnosi differenziale con altre patologie oculari come ad esempio la malattia di Coats
oppure la persistenza di vitreo primario (13).

In ordine di frequenza, il secondo segno clinico ¢ lo strabismo (20% dei casi),
segno precoce che ¢ il risultato del coinvolgimento maculare. In questo caso vi € un alto
tasso di sopravvivenza con buone possibilita di salvare anche il globo oculare (91). Nel
rimanente 20% dei casi si hanno segni atipici, spesso di origine infiammatoria, che
risultano essere tardivi, comportando una prognosi peggiore sia per la sopravvivenza
che per il salvataggio dell’occhio (92,93). L’emorragia vitreale, il microftalmo e la
cellulite orbitaria sono, invece, segni di presentazione molto rari nel retinoblastoma

(94).

Classificazione clinica

La classificazione di Reese-Ellsworth, sviluppata nel 1963, rimane il sistema di
classificazione clinica universalmente riconosciuto e piu usato in tutto il mondo (95).
Sebbene quella vecchia sia ovviamente superata, nessuno dei molti sistemi di
classificazione proposti in questi ultimi anni ha trovato il consenso e 1’approvazione
della comunita medica mondiale. La classificazione Reese-Ellsworth si basa sullo
sviluppo intraoculare del tumore e sulla speranza di salvare il globo oculare, dopo
irradiazione esterna, mentre la sopravvivenza del paziente non viene presa in
considerazione. Il fallimento della radioterapia esterna nel trattamento dei tumori piu

periferici e la difficolta nel trattamento del seeding vitreale a quell’epoca, resero questi



due elementi determinanti per la stadiazione della gravita di malattia. Recentemente ¢
stata proposta una nuova classificazione, ABC classification (International Intraocular
Retinoblastoma Classification), molto usata in questo momento e di grande valore
prognostico (96).

Questa classificazione suddivide i tumori intraoculari in base alla loro prognosi
dopo first-line chemioterapia e terapia focale adiuvante, effettuata con trattamenti di
Argon laser e Crioterapia. E’ composta da cinque gruppi diversi (A, B, C, D, E), in
ordine decrescente di prognosi favorevole, prendendo in considerazione la grandezza
del tumore, la sua vicinanza alla macula e al nervo ottico, il livello di disseminazione, la

presenza o meno di un distacco di retina e in ultimo le complicanze tardive.

CLASSIFICAZIONE PROGNOSTICA DI REESE-ELLSWORTH, 1963
GRUPPO1 Molto favorevole

a) Tumore unico, di diametro < 4dp, posto all’equatore del bulbo o dietro.

b) Tumori multipli, di diametro < 4 dp, posti all’equatore del bulbo o dietro.
GRUPPO II Favorevole

a) Tumore unico, di diametro tra 4-10 dp, posto all’equatore del bulbo o dietro.

b) Tumori multipli, di diametro 4-10 dp, posti all’equatore del bulbo o dietro.
GRUPPO III Dubbia

a) Ogni tumore anteriore all’equatore.

b) Tumore unico, di diametro >10 dp, posto all’equatore del bulbo.
GRUPPO IV Sfavorevole

a) Tumori multipli, qualcuno di diametro > 10 dp.

b) Ogni tumore che si estende anteriormente all’ora serrata.
GRUPPO V  Molto sfavorevole

a) Tumori massivi invadenti che coinvolgono piu della meta della retina.

b) Disseminazione vitreale.

dp: diametro papillare che corrisponde a 1,5mm

CLASSIFICAZIONE DI LINN MURPHREE A, 2005

Gruppi da A-C: tumori a prognosi favorevole confinati alla retina
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GRUPPO A: tumori piccoli < 3mm e a distanza di <2dp dal disco o dalla fovea e con
seeding vitreale assente.

GRUPPO B: focolai senza seeding o solocon minimo seeding vitreale; assenza di
distacco di retina a <5 mm da base della neoplasia

GRUPPO C: fine diffuso seeding vitreale; distacco retina maggiore del gruppo B o

totale; diametro tumorale >15mm

Gruppi D-E: tumori a prognosi sfavorevole
GRUPPO D: massivo seeding vitreale o subretinico; Distacco retina maggiore del
gruppo B o totale; tumore che occupa oltre il 50% della superficie retinica.
GRUPPO E: nessuna possibilita di visus residuo oppure presenza di uno o piu dei
seguenti quadri clinici:

a) tumore in camera anteriore

b) glaucoma secondario con neovascolarizzazione

c) emorragia intravitrea

d) occhio ftisico o preftisico

e) ipoema o pseudoipopion con impronta sull’endotelio corneale

f) pseudo-cellulite orbitaria

g) tumore a livello della membrana jaloidea anteriore

dp: diametro papillare che corrisponde a 1,5mm

Anatomia patologica

Anche nel retinoblastoma staging e grading rappresentano un indice
dell’aggressivita del tumore e della gravita della malattia neoplastica. I dati morfologici
piu importanti sono fondamentali per impostare la terapia post-enucleazione e per
formulare un giudizio prognostico (97-101). Tra questi le modalita di crescita, la

differenziazione, l'invasione della coroide e della sclera, e del nervo ottico.

Caratteri macroscopici
Le caratteristiche macroscopiche del retinoblastoma intraoculare dipendono dal
pattern di crescita del tumore. Sono stati individuati cinque diversi pattern di crescita:

endofitico, esofitico, misto esofitico ed endofitico, diffusamente infiltrante e regressione

11



spontanea completa. Queste spiegano certe variazioni cliniche come pure differenze
nelle modalita di estensione intraoculare ed extraoculare del tumore.

Retinoblastoma endofitico: cresce soprattutto nella superficie interna della
retina nell’umor vitreo. Percid, nell’esame oftalmoscopico, il tumore si vede
direttamente. Poiché i tumori endofitici crescono molto e diventano friabili, le cellule
tumorali sono sparse nel vitreo dove crescono divise in minuscole masse sferoidali che
appaiono come palle di lanugine o di cotone (seeding vitreale). Le masse sferoidali di
tumore possono mimare condizioni infiammatorie simili ad endoftalmiti micotiche o da
nematodi. Le cellule tumorali nel vitreo si possono impiantare sulla superficie interna
della retina ed invaderla. E’ importante distinguere il retinoblastoma multicentrico dalla
disseminazione retinica perché la presenza di tumori multipli indica la presenza di una
mutazione germinale (retinoblastoma ereditario) anche nei casi monolaterali. Le cellule
tumorali nel vitreo possono essere anche sparse nella camera posteriore e
successivamente raggiungere la camera anteriore tramite il flusso dell’'umor acqueo.
Possono essere osservati depositi secondari nel cristallino, nell’epitelio del corpo ciliare,
nell’iride, nell’endotelio corneale e nel trabecolato e le cellule tumorali possono seguire
le vie di deflusso dell’umor acqueo fuori dall’occhio (102). In questi casi, i cambiamenti
della camera anteriore possono essere male interpretati clinicamente come iridocicliti
granulomatose (103).

Retinoblastoma esofitico: cresce soprattutto dalla superficie esterna della retina
verso la coroide, provoca dall’inizio un sollevamento e poi il distacco della retina.
All’esame oftalmoscopico, il tumore viene visto attraverso la retina e i vasi retinici lo
attraversano. Quando il tumore cresce abbastanza, puo provocare il sollevamento fino al
totale distacco della retina e le cellule tumorali possono invadere 1’essudato
sottoretinico. Si sviluppano quindi impianti secondari che possono invadere la retina ed
eventualmente infiltrare la coroide attraverso la membrana di Bruch. L'invasione della
coroide permette alle cellule tumorali di entrare in contatto con i vasi coroidei, che sono
al di fuori della membrana emato-retinica, rendendo piu agevole la disseminazione
ematogena a distanza. L'infiltrazione della coroide a tutto spessore rende anche
possibile I'infiltrazione della sclera e successivamente dell’orbita e della congiuntiva.
Da qui, le cellule tumorali, possono avere accesso a vasi sanguigni e linfatici e dare

metastasi ai linfonodi regionali.
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Tumore misto endofitico-esofitico: ¢ probabilmente pitt comune degli altri due
tipi, specialmente tra i tumori di grandi dimensioni. Le caratteristiche di crescita di
entrambi, endofitico ed esofitico combinate, caratterizzano questi tumori.

Retinoblastoma diffusamente infiltrante: ¢ il meno comune e spesso presenta
grande difficolta nella diagnosi clinica (104-106). Questo tumore cresce diffusamente
dentro la retina senza ispessirla. Le cellule tumorali sono rilasciate nel vitreo, spesso
infiltrando la camera anteriore e provocando pseudoipopion. Poiché non si forma una
massa, questo tipo di retinoblastoma puo essere scambiato per retinite o endoftalmite da
Toxocara. Con il coinvolgimento della camera anteriore puod essere sospettata una irite
iperacuta con ipopion, oppure uno xantogranuloma giovanile (106).

Regressione spontanea completa: si pensa che sia tanto frequente nel
retinoblastoma quanto nelle altre neoplasie maligne (35). Tipicamente ¢ presente una
severa reazione infiammatoria seguita da ftisi bulbare (107). I meccanismo, o i

meccanismi, attraverso il quale avviene la regressione ¢ sconosciuto.

Caratteri istologici

Istologicamente, il retinoblastoma ¢ un tumore maligno neuroblastico che puo
originare da ogni strato nucleato della retina. Le cellule predominanti hanno un grande
nucleo basofilo, di dimensione e forma variabile e scarso citoplasma. Le figure
mitotiche sono tipicamente numerose (108).

La formazione delle rosette di Flexner-Wintersteiner ¢ altamente indicativa di
retinoblastoma. Le sole altre neoplasie in cui sono state osservate queste rosette sono il
pineoblastoma e il medulloepitelioma. Le rosette di Flexner-Winterstainer
rappresentano una forma di differenziazione parziale del tumore, ma le cellule delle
rosette sono cellule maligne. Caratteristicamente, le rosette di Flexner-Winterstainer si
ritrovano con aree di cellule maligne indifferenziate con attivita mitotica e le cellule che
formano le rosette possono anche contenere figure mitotiche. Alcune rosette non sono
completamente formate e le cellule si trovano mischiate alle circostanti cellule
indifferenziate (108,109).

Le tipiche rosette di Flexner-Winterstainer sono formate da cellule cuboidali alte
che circoscrivono un lume apicale dove si aggettano proiezioni citoplasmatiche. La

microscopia elettronica ha dimostrato che queste proiezioni rappresentano il segmento
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primitivo interno ed esterno e, percio, queste cellule rappresentano un tentativo del
tumore di formare cellule fotorecettrici (108).

Ts’o e coll. (108) hanno descritto diverse -caratteristiche ultrastrutturali
supplementari delle cellule che formano le rosette di Flexner-Winterstainer condivise
con i recettori retinici: la zonula occludens che forma la membrana limitante del lume ¢
simile a quella che forma la membrana limitante esterna della retina, i microtubuli
citoplasmatici, le cilia con pattern 9+0, e le strutture membranose lamellari sembrano i
dischi dei segmenti esterni dei bastoncelli. Anche studi di immunoistochimica hanno
supportato il concetto che il retinoblastoma insorge da cellule retiniche indifferenziate
che possono differenziarsi in cellule simili a fotorecettori (110-112).

Le rosette di Homer-Wright sono meno comuni e meno specifiche per il
retinoblastoma delle rosette di Flexner-Winterstainer. Sono comuni ad altre neoplasie
maligne a derivazione neuroblastica e possono essere ad esempio molto frequenti nel
medulloblastoma cerebellare (113). In queste rosette, le cellule non sono distribuite
intorno ad un lume ma hanno processi citoplasmatici che formano un groviglio nel
centro delle rosette.

Nel retinoblastoma ¢ stata descritta una differenziazione gliale (114-116), ma ¢
difficile riconoscerla dalla gliosi reattiva. Supporto piu convincente per il concetto che
le cellule del retinoblastoma possono differenziarsi sia in cellule neuronali che gliali, ¢
fornito da studi su cellule di retinoblastoma indifferenziato in terreni di coltura.
Variazioni nella composizione del mezzo di coltura inducono le cellule indifferenziate a
subire una differenziazione neuronale con la formazione di processi di tipo neuritico e
di rosette, mentre altre alterazioni nel mezzo di coltura inducono differenziazione gliale

(117).

Estensione extraoculare e metastasi

La maggior parte dei retinoblastomi mostra una crescita inesorabilmente
progressiva, rapidamente invasiva, caratteristica dei tumori blastici infantili. Se non
trattati, questi normalmente crescono nell’occhio e distruggono completamente la
struttura interna del bulbo.

La via di progressione piut comune ¢ l’invasione attraverso il disco del nervo

ottico, soprattutto nei tumori posteriori. Una volta nel nervo, il tumore si diffonde

14



direttamente lungo 1 fasci di fibre nervose verso il chiasma ottico o infiltra lo spazio
subaracnoideo attraverso la pia madre. Dallo spazio subaracnoideo le cellule tumorali
sono trasportate dal fluido cerebrospinale nel SNC e nel midollo spinale (118-121).

Dalla retina il tumore supera la membrana di Bruch ed invade la coroide,
entrando in contatto con i vasi ematici di questa struttura riccamente vascolarizzata. Una
volta che il tumore ha invaso la coroide, puo inoltre diffondere nell’orbita attraverso 1
canali sclerali o infiltrando massivamente la sclera (120).

Approssimativamente occorrono 6 mesi dai primi sintomi all’invasione
extraoculare (122). Questa aumenta drammaticamente le probabilita di disseminazione
ematogena e permette 1’accesso ai linfatici congiuntivali e le metastasi ai linfonodi
regionali.

Il retinoblastoma si diffonde attraverso 4 vie principali: infiltrazione diretta,
dispersione vitreale, disseminazione ematogena e diffusione linfatica.

I vasi della retina, provenienti dall’arteria centrale della retina, branca
dell’arteria carotide interna, sono contenuti all'interno della cosiddetta “barriera emato-
retinica”, che ostacola 1’invasione vascolare da parte delle cellule neoplastiche (123-
126). Inoltre, all’interno dell’occhio, non ci sono linfatici, cosi come nel sistema
nervoso centrale. Anche la sclera provvede a formare una barriera meccanica alla
diffusione delle cellule neoplastiche intraoculari.

Quando la neoplasia ha invaso la coroide ed ¢ entrata in stretto contatto con i
vasi fuori della barriera emato-retinica, le possibilita di diffusione ematogena a distanza
aumentano drammaticamente. La aumentata potenzialita metastatica delle neoplasie che
infiltrano la coroide ¢ ben descritta dal paragone con il melanoma maligno uveale, il piu
frequente tumore intraoculare dell’adulto, che infiltra precocemente la coroide stessa. Il
melanoma puo dare origine a metastasi ematogene a distanza piu frequentemente del
retinoblastoma attraverso 1 vasi coroidei (che sono fuori dalla barriera emato-retinica) o
puo avanzare fuori dall’occhio invadendo I’orbita, generalmente lungo i canali emissari
delle vene vorticose, delle arterie ciliari e dei nervi (127). L’invasione extraoculare
aumenta drammaticamente le possibilitd di disseminazione ematogena e permette
I’accesso ai linfatici congiuntivali e le metastasi ai linfonodi regionali.

Questa via di invasione attraverso la sclera ¢ piu raramente riscontrata nel

retinoblastoma, almeno in Occidente. Le vie di metastatizzazione piu frequentemente
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riportate sono 1’invasione del nervo ottico direttamente al SNC e I’invasione dei vasi
coroidei con disseminazione ematogena (128,129). Nei casi avanzati pud essere

infiltrata la sclera a tutto spessore ed essere invasa |’orbita.

Vie di disseminazione

Le cellule del retinoblastoma sono per natura scarsamente coesive ed hanno un
alto indice mitotico, inoltre possiedono una spiccata tendenza ad invadere prontamente
gli spazi accessibili e cio¢ il vitreo, il fluido sottoretinico, il segmento anteriore e le
guaine meningee del nervo ottico.
Quindi il retinoblastoma puo svilupparsi in tre differenti direzioni:
e Anteriormente, attraverso il vitreo o lo spazio sottoretinico, al segmento anteriore
raggiungendo il corpo ciliare e la camera anteriore, dando origine cosi ad uno
pseudoipopion.
e Posteriormente, risalendo il nervo ottico e diffondendo attraverso il liquido cefalo-
rachidiano, si possono sviluppare disseminazioni intracraniche.
e Estensioni extraoculari all’orbita, tramite la coroide ¢ la sclera.
Superata la barriera della lamina cribrosa, I’infiltrazione pud continuare lungo la
porzione retrolaminare del nervo ottico fino allo spazio subaracnoideo e ulteriormente,
veicolata dal liquido cefalo-rachidiano, alle varie strutture cerebrali. Un’altra via di
disseminazione metastatica ¢ quella vascolare (coroide, sclera, orbita, nervo ottico)
oppure quella linfatica (congiuntiva, palpebre). Infine il tumore pud anche invadere
I’orbita direttamente attraverso la sclera o seguendo i canali orbitali delle arterie ciliari e

dei nervi.

Fattori di rischio per malattia metastatica

I fattori di rischio piu importanti per malattia metastatica sono 1’invasione da
parte di cellule tumorali del nervo ottico e della regione orbitaria (130,131). Il rischio di
metastasi attraverso il nervo ottico dipende dallo stadio di presentazione del tumore al
momento della diagnosi. Il rischio di mortalita ¢ di circa il 50-85% (132) se le cellule
maligne hanno raggiunto la linea di resezione chirurgica, mentre diminuisce fino al 13-
69% se I’infiltrazione raggiunge la lamina cribrosa ma non la linea di resezione del

nervo ottico fino a divenire insignificante se anteriore alla lamina cribrosa.
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Ci sono 4 sottogruppi per classificare il coinvolgimento del nervo ottico:

1) invasione del nervo assente;

2) coinvolgimento prelaminare, cio¢ anteriore alla lamina cribrosa;

3) retrolaminare, entro oppure al di la della lamina cribrosa, senza invasione della

linea di resezione o dello spazio subaracnoideo;

4) invasione della linea di resezione o dello spazio subaracnoideo (98).

L’altro fattore di rischio universalmente riconosciuto € la massiva invasione coroidale,
che in associazione con I’infiltrazione del nervo ottico, aumenta in modo esponenziale il
rischio di sviluppare metastasi (98,120,133).
I casi di invasione coroidale e sclerale sono suddivisi in 5 gruppi:
1) coinvolgimento coroidale assente
2) minimo coinvolgimento, in questo caso le cellule tumorali hanno invaso,
distruggendola, la membrana di Bruch senza invadere la coroide in profondita,
con al massimo 3 gruppi di cellule.

3) coinvolgimento coroidale massivo

4) coinvolgimento intrasclerale

5) coinvolgimento extrasclerale (98).

L’estensione orbitale del retinoblastoma puo condurre ad una disseminazione
sistemica attraverso i1 vasi sanguigni, la rete linfatica oppure lungo la via visiva fino al
cervello.

L’invasione orbitaria ¢ considerata un importante fattore di rischio (130), ma in
questo caso le moderne terapie molto aggressive possono prolungare la sopravvivenza.

Infine I’invasione della camera anteriore non aumenta il rischio di mortalita,

nonostante il rischio di disseminazione vascolare.

Secondi tumori non oculari

La proteina codificata dal gene RB1, cio¢ la pRb/pl05, ¢ implicata in molti
processi cellulari come la proliferazione cellulare, la replicazione e riparazione del DNA
e apoptosi. Per questo ruolo fondamentale che ha la proteina nella regolazione del ciclo
cellulare, la mutazione del gene RB1, presente in tutte le cellule di ogni paziente affetto
da retinoblastoma, predispone questi soggetti, sia quelli affetti da forme bilaterali che

quelli con forme unilaterali ma con mutazione germinale, allo sviluppo di altri tumori
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maligni primari, con la predilezioni per alcuni tessuti in particolare. Il retinoblastoma ¢
il primo tumore identificato che mostra questa particolare tendenza.

Nel mondo occidentale, i tumori primari che questi pazienti sviluppano
successivamente rappresentano la principale causa di morte, piuttosto che il
retinoblastoma stesso (16,134). Il rischio di sviluppare nel tempo un secondo tumore
primario ¢ riportata da molti studi (18,118,135-137), ed ¢ all’incirca dell’1% annuo
(138). Il tempo di latenza tra la diagnosi di retinoblastoma e la scoperta del secondo
tumore primario pud variare da un anno a 46 anni. La radioterapia aumenta
enormemente il rischio, specialmente se questa viene effettuata prima del compimento
del primo anno di vita (138); altri autori hanno riportato che il rischio di sviluppare un
tumore non oculare ¢ dose dipendente (139); altri ancora hanno cercato di quantificare
la dose responsabile, 111 Grey ¢ la media di radiazioni ricevuta dai pazienti che
sviluppano un osteosarcoma (140). I siti piu comuni di localizzazione di questi secondi
tumori sono in ordine di frequenza: tessuti molli della testa (24%), ossa del cranio
(18%), pelle (15%), encefalo (8%) e altri (25%), (141). Quindi la presenza di un
retinoblastoma aumenta significativamente il rischio di sviluppare altre forme tumorali;
si tratta piu comunemente di sarcomi ossei, che possono insorgere sia nell’ambito
dell’orbita precedentemente irradiata a scopo terapeutico, sia al di fuori di essa. Ma
sono riportate anche altre forme di neoplasie come melanomi, feocromocitomi,
seminomi, rabdomiosarcomi, tumori epiteliali maligni, leucemie e linfomi di Hodgkin.
Successivamente ¢ stato osservato che anche i pazienti che non avevano sostenuto
radioterapia, sviluppano secondi tumori; si ¢ quindi concentrata I’attenzione sugli agenti
alchilanti (142).

Alcuni studi hanno riportato che 1 pazienti piu predisposti allo sviluppo di un
secondo tumore, sono quelli con mutazioni a livello dell’esone 19 (143), ma altri autori
non hanno convalidato questa ipotesi (26). Attualmente 1’incidenza complessiva di un
secondo tumore non oculare a 10 anni dalla prima diagnosi di retinoblastoma ¢ stimata
nel 4-20% (136,142,144); questo puo essere cosi spiegato: differenti tecniche e dosaggi
radioterapici, differenti parti esposte alla radioterapia, diversi protocolli chemioterapici
in uso, il tempo di osservazione, il numero dei pazienti, la proporzione tra

retinoblastoma ereditario e sporadico, il follow-up, i metodi statistici usati e gli errori
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durante lo studio (145). In conclusione, il retinoblastoma, il retinoma e 1 secondi tumori

extraoculari, rappresentano varie manifestazioni della diversa espressione del gene RB1.

Il retinoma

Il termine retinoma o retinocitoma ¢ attualmente usato per definire un tumore
benigno della retina di origine retinocitica (146). Il retinoma ¢ composto da cellule
apparentemente benigne che mostrano una differenziazione fotorecettoriale senza
evidenziare né aree di necrosi né minima attivita mitotica, ma con numerose rosette.

Studi istopatologici e citogenetici, gia nei lontani anni ’80, tentavano di definire
il retinoma come una lesione non-progressiva della retina, precedentemente definita
come “regressione spontanea” del tumore (35). Questo termine suggeriva un
rimpicciolimento della massa tumorale, forse in risposta a meccanismi di difesa
dell’ospite (35). Successivamente, un altro studio (147) aveva evidenziato la presenza di
un retinoblastoma e un retinoma nella stessa paziente, anche se in occhi diversi.
L’analisi del cariotipo aveva mostrato una complessa delezione-traslocazione, avvenuta
tra i cromosomi 10 e 13, confermando che la paziente era affetta dalla Sindrome da
delezione 13q, caratterizzata anche da ritardo mentale (146). Questi elementi portavano
alla definizione del retinoma come una lesione retinica altamente associata al
retinoblastoma, ma fortunatamente dalla scarse caratteristiche e potenzialitd maligne
(35,36,93).

La trasformazione del tumore benigno in retinoblastoma ¢ abbastanza rara,
sebbene alcuni casi siano riportati in letteratura (13,93). I pazienti con una mutazione
ereditaria del gene RB1 possono manifestare indistintamente sia un retinoma che un
retinoblastoma o piu raramente una combinazione di entrambi nello stesso occhio come
2 foci diversi, oppure nei 2 occhi separatamente (147).

L’incidenza del retinoma tra 1 portatori di retinoblastoma ed 1 loro familiari ¢
compresa tra 1’1,8% e il 10% (93,148), ma la probabilita che il retinoma subisca la
trasformazione maligna, gia rara di per sé, diminuisce con I’aumentare dell’eta del
paziente (36,93). In uno studio condotto su 17 pazienti, per un totale di 24 retinomi,
I’eta media di scoperta del tumore era 15 anni, e quasi il 41% dei pazienti era
asintomatico (148). Tre pazienti avevano un retinoma bilaterale mentre tutti gli altri

presentavano retinomi monolaterali. Solo in un caso (4%), il retinoma ha subito la

19



trasformazione maligna in retinoblastoma, ed in un solo altro caso, il tumore ha
mostrato una regressione, probabilmente per un meccanismo apoptotico (148).

Il retinoma ¢ considerato un raro tumore benigno, che presenta mutazioni del
gene RB1 e alterazioni genetiche simili a quelle del retinoblastoma (37). Il perche il
retinoma si sviluppi solo in pochi casi, al contrario del retinoblastoma, non ¢ ancora
chiaro. Una ipotesi ¢ che il retinoma potrebbe insorgere quando il secondo evento
mutazionale (M2) sopraggiunge tardivamente nella maturazione cellulare, cio¢ quando
la cellula precursore ha limitate capacita mitotiche ed ¢ incapace di accumulare eventi
mutazionali aggiuntivi (M3+) (149).

Il retinoma rimane una lesione poco studiata, in quanto i pazienti non Sono
trattati chirurgicamente, cio¢ non vengono enucleati, ed ancor piu raramente all’esame
istologico viene osservato un tessuto misto composto sia da retinoma che da

retinoblastoma.

Retinoma e retinoblastoma

Argomento della presente tesi ¢ studiare il rapporto clinico, patologico, genico e
funzionale tra retinoma e retinoblastoma, per caratterizzare ulteriormente la
morfogenesi funzionale ed 1 meccanismi molecolari che regolano la trasformazione da
retina normale a neoplasia maligna.

Per meglio chiarire il legame tra retinoma e retinoblastoma sono stati studiati
due casi, enucleati per retinoblastoma, in cui era presente nello stesso occhio tessuto
riferibile a retinoma. Uno dei due casi aveva una diagnosi clinica oftalmoscopica
precedente di retinoma, ma i successivi controlli oftalmoscopici avevano anche
mostrato la presenza di un retinoblastoma nello stesso occhio. Nell'altro caso invece la
diagnosi di retinoma ¢ stata posta nell'occhio enucleato per retinoblastoma all'esame
istologico.

La diagnosi istologica di retinoma ¢ stata posta in base all'aspetto morfologico

(vide infra), e confermata dalla reazione immunoistochimica per p75~ \

, proteina
plasmatica transmembrana, recettore delle neurotrofine a probabile azione inibitoria. La
p75 ¢ il primo recettore delle neurotrofine ad essere stato identificato (150).

Le neurotrofine sono fattori di crescita per le cellule nervose. Capostipite di

questa famiglia ¢ il Nerve Growth Factor (NGF), primo fattore di crescita in assoluto ad
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essere stato individuato (151,152). Successivamente, appartenenti alla stessa famiglia,
sono stati identificati il Brain Derived Nervous Growth Factor (BDNF) e le neurotrofine
3 ¢ 4 (NT-3, NT-4). L’azione delle diverse neurotrofine varia a seconda dello stato
funzionale della cellula che riceve lo stimolo, della neurotrofina prodotta e dei recettori
presenti sulla cellula stessa. Sono stati descritti recettori agonisti specifici per I'NGF
(TRK-A), BDN-F (TRK-B), NT-3 (TRK-C) (153). In realta questi recettori strettamente
imparentati possono legarsi, anche se con affinita minore, anche alle altre neurotrofine
(154). La neurotrofina NGF, secreta dalle cellule della microglia, ¢ implicata nella
maturazione e sviluppo della retina normale, ma ¢ anche capace di indurre morte

apoptotica nelle cellule retiniche attraverso il suo legame con la proteina recettoriale
75NTR

p

I1 legame neurotrofina-recettore TRK stimola positivamente la cellula inducendo
proliferazione cellulare, secrezione ed in generale stimola la attivita cellulare. Ciascuna
cellula puo esprimere un solo recettore della famiglia TRK. Tutte le cellule, nervose e

NTR .
, cosiddetto recettore a bassa

non solo, possono invece esprimere il recettore p75
affinita, perché si lega indifferentemente a tutte le neurotrofine, con una minore affinita
pero rispetto ai recettori per la famiglia TRK (155,156).

L’effetto sul metabolismo cellulare del legame neurotrofina- p75™'~ varia in
base allo stato funzionale della cellula ed alla contemporanea presenza o meno sulla
membrana cellulare del recettore TRK. In casi particolari, il legame neurotrofina-p75
favorisce il legame neurotrofina-TRK ed ha un’azione favorente il metabolismo
cellulare. In generale pero, il risultato del legame neurotrofina- p75~'~ & I’inibizione
della proliferazione cellulare, la differenziazione della cellula e una facilitazione della
morte cellulare attraverso 1’attivazione del meccanismo dell’apoptosi (157).

L’importanza di questa proteina nell’induzione dell’apoptosi ¢ stata dimostrata
in topi-KO per p75™™®, in cui attivita apoptotica dei retinociti era ridotta (157). Altri

NTR .
nel retinoblastoma

autori hanno dimostrato una espressione negativa della p75
umano (158), mentre nella retina normale e nel retinoma (sia umano che murino) la
positivita della proteina & ben evidente (159).

Nella retina normale, nel retinoma e nel retinoblastoma sono state studiate 4
regioni genomiche considerate molto importanti nella genetica del retinoblastoma:

1932, 2p24, 6p22 e 16q22. Sono state individuate ed utilizzate 4 sonde diverse, una per
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ogni regione, che individuano 4 geni candidati, rispettivamente MDM4, MYCN, E2F4 e
CDHA11 per studiare tramite PCR le 4 diverse regioni. Dai risultati si evince che le
alterazioni delle regioni 1q32, 2p24 e 6p22 sono coinvolte anche nello sviluppo del
retinoma.

Alla luce dei risultati di questa tesi, non ancora definitivi, il retinoma risulta
essere una lesione neoplastica benigna, probabile precursore morfologico del

retinoblastoma.
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MATERIALE E METODI
Analisi istologica e immunoistochimica

I bulbi oculari enucleati sono fissati per immersione in formalina tamponata al
10% per circa 48h. Una volta sezionati, i frammenti sono processati per I’inclusione in
paraffina. Segue il taglio in sezioni istologiche di Sum, che successivamente vengono
colorate con Ematossilina-Eosina (H&E), utilizzando le normali procedure di anatomia
patologica.

Una prima analisi morfologica permette di valutare la presenza, la sede,
I’estensione e la relativa stadiazione del retinoblastoma, oltre alla presenza di aree di
necrosi e di eventuali calcificazioni. La valutazione istopatologica dei campioni
consente di identificare la presenza di aree riferibili a retinoma, confermate con 1’analisi
immunoistochimica (vide infra).

Per I'immunoistochimica, le sezioni istologiche montate su vetrino, vengono
sparaffinate in stufa a 60°C per 15 minuti e reidratate utilizzando prima xilolo e
successivamente la serie discendente degli alcool. Le perossidasi endogene sono
bloccate immergendo i vetrini in H,O; al 3% in TBS per 15 minuti, e i legami aspecifici
sono bloccati con siero di capra per 5 minuti. Gli antigeni di superficie sono smascherati
mediante 1’utilizzo del forno a microonde a 750W per 3 cicli di 5 minuti ognuno,
immergendo 1 vetrini in un tampone Target Retrieval Solution (DAKO Cytomation,
Glostrup, D). I campioni sono incubati per un’ora con 1’anticorpo primario per p75™ ' %,
diluito 1:50 (Novocastra Laboratories, Newcastle-upon-Tyne, UK) e poi sciacquati in
TBS. Segue I’incubazione con I’anticorpo secondario biotinilato per 20 minuti e
I’incubazione con il complesso coniugato streptavidina-perossidasi per 20 minuti (Lab
Vision, Ultra Vision Large Volume Detection System, anti-polyvalent, HRP, Fremont,
CA, USA). 1l legame dell’immunocomplesso ¢ evidenziato con la 3,3’-
diaminobenzidina (DAB) (DAKO Corporation, Carpinteria, CA, USA) ed infine la
reazione contrastata con ematossilina di Harrys. Sono usati controlli positivi e negativi

appropriati.
Laser capture ed estrazione del DNA

Le cellule di interesse sono isolate dal tessuto mediante la microdissezione laser

capture (Arcturus PixCell II, MWG-Biotech, Florence, Italy). I tessuti di
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retinoblastoma, retinoma e retina normale sono stati precedentemente identificati nelle
sezioni colorate con H&E. Le sottili sezioni vengono sparaffinate, reidratate e colorate
con Ematossilina di Mayer ed Eosina G, nuovamente deidratate: i vetrini senza
coprioggetto sono conservati in xilolo prima della laser capture. Le sezioni istologiche
sono cosi osservate mediante un microscopio invertito. Le cellule selezionate vengono
isolate mediante il raggio laser pulsante; il calore del raggio causa 1’adesione della
pellicola presente nella “cap” al tessuto sottostante. In questo modo, le cellule
selezionate aderiscono alla pellicola (Arcturus, MWG-Biotech) e possono essere
rimosse dal tessuto in esame. Le cellule “catturate”, presenti all’interno della “cap”,
sono trasferite in una provetta da ultra-centrifugazione, contenente il tampone di
digestione [tampone ATL e proteinase K (20ug/ml) (Qiagen, Hong Kong, China)].
L’estrazione del DNA ¢ svolta utilizzando un kit specifico “QIAmp® DNA Micro Kit”
(Qiagen, Hong Kong, China), seguendo il protocollo consigliato dalla ditta. Le
concentrazioni del DNA sono lette al Fluorimetro (DyNA Quant™ 200 Fluorometer -
GE Healthcare) usando il saggio di legame Hoechest dye, specifico per il DNA. La
microdissezione laser consente di separare 1 diversi tipi cellulari, presenti nel tessuto in

esame e cosi di isolare e studiare il pattern genomico delle diverse popolazioni cellulari.

Amplificazione del DNA

L’estrazione del DNA dai tessuti ¢ stata eseguita usando il kit GenomePlex®
Complete Whole Genome Amplification (WGA) (Sigma-Aldrich) per ottenere una
buona quantita di DNA, seguendo il protocollo della ditta. Dopo 1’estrazione del DNA
dalle cellule prelevate con microdissezione, 100ng di DNA stampo erano incubati con il
Buffer di Frammentazione (1X) a 95°C per 4 min e successivamente il campione era
posto in ghiacchio. Seguiva I’incubazione con il Buffer Library Preparation e con la
Soluzione Library Stabilization a 95°C per 2 min, ¢ di nuovo il campione era posto in
ghiaccio. Un microlitro di Enzima Library Preparation era aggiunto alla mix, per
procedere con I’incubazione a 16°C per 20 min, 24°C per 20 min, 37°C per 20 min e
75°C per 5 min. Il campione veniva amplificato con la polimerasi WGA dopo una
iniziale denaturazione a 95°C per 3 min, seguita da 14 cicli a 94°C per 15 sec ed a 65°C
per 5 min. La purificazione dei prodotti veniva fatta mediante 1’uso del kit GenElute™

PCR Clean-up (Sigma-Aldrich), seguendo il protocollo della ditta. Per la
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determinazione della concentrazione del DNA ¢ stato utilizzato il saggio di “binding”
con I’Hoechst mediante lettura al Fluorimetro (DyNA Quant™ 200 Fluorometer - GE

Healthcare).

Real-time PCR quantitativa
La Real-Time PCR quantitativa ¢ stata effettuata per determinare alterazioni nel
numero di copie di alcuni geni all’interno del DNA genomico. Attraverso il service

Assay-by-Design (http://www.products.appliedbiosystems.com; Applied Biosystems,

Foster City, CA) sono state disegnate le coppie di primers e le sonde specifiche. Sia i
primers che le sonde cadono nelle regioni cromosomiche 1q32.1, 2p24.1, 6p22 e 16q22
per i geni MDM4, MYCN, E2F3 and CDH11, rispettivamente (Tabella 1). La PCR ¢
stata realizzata usando un ABI prism 7000 (Applied Biosystems) in piastre da 96
pozzetti, con un volume di reazione finale di 50ml. Le reazioni di PCR sono state
preparate da Mix contenenti: 2X TagMan Universal PCR Master Mix, 20X MDM4
Assay Mix, 20X RNAaseP Mix (standard interno) e acqua deionizzata. Un totale di
100ng di DNA (10ul) ¢ stato caricato in ognuno dei 4 pozzetti per avere una reazione in
triplicato. L’amplificazione ¢ stata condotta utilizzando il seguente protocollo: 2 minuti
a 50°C e 10 min a 95°C; seguono 40 cicli di denaturazione (95° per 15 secondi),
“annealing” (60° per 1 minuto) e “extention” (72° per 30 secondi), in accordo con il
protocollo della TagMan Universal PCR (Applied Biosystems). Alcuni campioni di
controllo sono stati usati per la calibrazione della reazione. Il numero di copie di
partenza dei campioni sconosciuti ¢ stato determinato usando il metodo comparativo del

ciclo soglia (ddCt), come precedentemente descritto (160).
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RISULTATI
Descrizione clinica

Caso 1: bambino di 5 anni e 4 mesi, terzo figlio di genitori sani e non-
consanguinei. All’eta di un anno e 9 mesi, ¢ stato riscontrato uno strabismo ma I’esame
oftalmoscopico era normale. A 2 anni ¢ 6 mesi, durante una visita di controllo con
oftalmoscopia (Fig 3a), ¢ stato diagnosticato un retinoma nella porzione posteriore
dell’occhio destro. La lesione riscontrata sulla retina € rimasta stabile per i successivi 11
mesi, non mostrando segni di crescita e di trasformazione neoplastica. Ma in un
successivo controllo oftalmoscopico (Fig 3b), quando il bambino aveva 3 anni e 5 mesi,
attorno al retinoma era evidenziata una massa neoformata, riccamente vascolarizzata,
diagnosticata come un retinoblastoma monofocale unilaterale posteriore. Il
retinoblastoma era inizialmente trattato con terapia conservativa, cio¢ laser terapia
seguita da 4 cicli di chemoterapia. Al successivo controllo dopo 3 mesi, ¢ stata
osservata una recidiva del tumore (Fig 3c); il bambino ¢ stato sottoposto ad altri 2 cicli
di chemoterapia seguiti da radioterapia. Infine, la scoperta di una ulteriore recidiva ha
indotto all’enucleazione dell’occhio destro del bambino all’etd di 5 anni. Durante le
visite oftalmoscopiche di controllo, non sono stati identificati foci neoplastici
nell’occhio sinistro. All’esame ecografico era risultata una neoformazione tipo
retinoblastoma, cupoliforme, con massimo spessore di 7,9mm, con al suo interno
presenza di calcificazioni e lacune, temporalmente al nervo ottico.

Caso 2: bambina di circa 3 anni e mezzo, figlia di genitori sani e non
consanguinei. All’eta di 2 anni e 5 mesi giungeva all’osservazione del centro di
Riferimento per il Retinoblastoma di Siena con un quadro molto avanzato di leucocoria;
I’esame oftalmoscopico riscontrava una voluminosa neoformazione, che occupava piu
di un campo oftalmoscopico, in sede retrocristallina. All’esame ecografico risultava una
neoformazione nel settore nasale con evidenza di calcificazioni. Intensa disomogeneita
del vitreo, sospetto di seeding vitreale. La piccola paziente veniva enucleata nell’ottobre
del 2006, per una diagnosi di retinoblastoma eso-endofitico. Il relativo esame istologico
non rilevava presenza d’infiltrazione neoplastica della coroide e del nervo ottico, per
questo motivo la bambina non ¢ stata sottoposta a chemio e radioterapia. Durante le
successive visite oftalmoscopiche di controllo non sono stati identificati foci neoplastici

nell’altro occhio.
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Esame istologico

Caso 1. Nella porzione posteriore del bulbo oculare ¢ presente un aggregato
cellulare, di piccole dimensioni, a cellule rotonde, intensamente basofile, con aree di
necrosi € modesto infiltrato infiammatorio. Le cellule neoplastiche saltuariamente
aggregate, sono organizzate in strutture rotondeggianti (rosette). Il retinoblastoma
mostrava modalita di crescita sia eso- che endofitica, e infiltrava focalmente la coroide a
tutto spessore e la porzione intraoculare del nervo ottico, prima della lamina cribrosa
(pT2c)(161). Le cellule del retinoblastoma (Fig 4c) erano caratterizzate da scarso
citoplasma, nucleo fortemente basofilo, tondeggiante e irregolare, con cromatina
addensata. Prossima alla porzione intraoculare del nervo ottico, immerso e circondato
dalla proliferazione neoplastica, era individuabile un’area, in parte cistica, in cui le
cellule erano caratterizzate da abbondante citoplasma debolmente eosinofilo, nucleo
regolare, tondeggiante od ovalare, con cromatina dispersa. Questa parte ¢
morfologicamente indicativa di retinoma (Fig 4c).

Caso 2. Bulbo oculare quasi interamente occupato da proliferazione cellulare
strettamente addensata, con aree di necrosi € minima calcificazione. Le cellule del
retinoblastoma (Fig 5c¢), anche in questo caso, erano caratterizzate da scarso citoplasma,
nucleo fortemente basofilo, tondeggiante e irregolare, con cromatina addensata. Il
tumore non infiltrava né la coroide, né il nervo ottico (pT2a)(161). Nella porzione
posteriore della proliferazione neoplastica, in vicinanza della porzione intraoculare del
nervo ottico, ¢ presente un’area completamente circondata, e in parte infiltrata, dalle
cellule del retinoblastoma, costituita da cellule con abbondante citoplasma debolmente
eosinofilo, nucleo regolare, tondeggiante od ovalare, con cromatina dispersa. Questa

parte ¢ morfologicamente indicativa di retinoma (Fig 5c¢).

Immunoistochimica

In entrambi i casi, I’analisi immunoistochimica per p75" " indicava un’intensa e
costante positivita della membrana plasmatica di tutte le cellule della retina normale e
dei loro prolungamenti (assoni) (Fig 4e,f). Le aree occupate dalla proliferazione
neoplastica (retinoblastoma)(Fig 4c,e; Fig 5e) erano, invece, completamente negative

con l’eccezione della parete vascolare e di saltuarie, disperse “spicule” di
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immunopositivita (Fig 5f), interpretate come frammenti cellulari di retina normale
intrappolati dalla proliferazione neoplastica. Le aree occupate dal retinoma
presentavano immunopositivitd con la reazione immunoistochimica che marca la

membrana plasmatica delle cellule (Fig 4d; Fig 5d).

Analisi molecolare

Dai bulbi oculari enucleati dei due pazienti con retinoblastoma, ¢ stata fatta
I’estrazione del DNA da tessuto paraffinato; in particolare, il DNA ¢ stato prelevato
(tramite laser capture), estratto e separatamente processato dal tessuto della retina
normale, dal retinoma e dal retinoblastoma. Il DNA estratto dalla retina e quello
ottenuto dal sangue del paziente sono stati usati come standard di riferimento. Per
valutare le eventuali perdite o guadagni di copie genomiche in retinoblastoma e
retinoma, ¢ stata eseguita una Real-Time PCR quantitativa di 4 loci
contemporaneamente. I pazienti presentavano sia retinoblastoma che retinoma nello
stesso occhio. Le regioni cromosomiche analizzate erano: 1q32.1, 2p24.1, 6p22 e
16g22. In esse sono state disegnate le sonde per i 4 geni candidati MDM4, MYCN, E2F3
e CDH11, ed ¢ stato esaminato il loro numero di copie nel retinoma e nel
retinoblastoma, prendendo come standard di riferimento il numero di copie presenti
nella retina (Fig. 6).

Il primo paziente (caso 1) mostrava una iperespressione del gene MDM4, in
particolare erano presenti 5 copie sia nel retinoma che nel retinoblastoma (ddCT ratio:
2.35 £0.14 in RB e 2.41£0.13 in retinoma). Il secondo paziente (caso 2) mostrava
un’amplificazione del gene MDM4, in particolare erano presenti 3 copie sia nel
retinoma che nel retinoblastoma (ddCT ratio: 1.62 +0.09 in RB; 1.83+0.01 in
retinoma)(Fig 6a).

I nostri risultati mostravano una progressiva amplificazione del gene MYCN
dalla retina al retinoblastoma (Fig. 6b), il retinoma, invece, presentava
un’amplificazione intermedia per il gene MYCN se paragonato con il suo numero di
copie genomiche nel retinoblastoma. Infatti, il caso 1 presentava 5 copie del gene nel
retinoblastoma (ddCT ratio 2.57+0.05) e 3 copie nel retinoma (ddCT ratio 1.55+0.24),
mentre il caso 2 mostrava 6 copie nel RBT (ddCT ratio 3.05+0.13) e 3 copie nel
retinoma (ddCT ratio 1.69+0.14)(Fig 6b).
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Nella regione cromosomica 6p22 (Fig 6c¢), la g-PCR mostrava una progressiva
amplificazione del gene E2F3 nel caso 2, in particolare 7 copie nel retinoblastoma e 5
copie nel retinoma (ddCT ratio: 3.36+0.09 in RB and 2.32+0.09 in RN), mentre il caso 1
sembra non avere un numero di copie alterato per il gene E2F3 (ddCT ratio: 1.32+0.13
in RB; 1.34+0.06 in RN)(Fig 6¢).

Infine, 1’analisi della regione cromosomica 1622 mostrava 4 copie del gene
CDH11 nel retinoblastoma del caso 1, mentre per i RT dei due casi e per il RB del caso
2, non erano presenti variazioni del numero di copie del gene. I valori di ddCT ratio
erano: 2.08 £0.08 (RB) e 1.27+0.07 (retinoma) nel caso 1 ¢ 0.98+0.16 (RB) e 0.80+0.20
(retinoma) nel caso 2 (Fig 6d).
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DISCUSSIONE

Le lesioni del retinoma sono state inizialmente descritte come “regressioni
spontanee” del RBT, ma studi successivi hanno suggerito 1’ipotesi che il retinoma
rappresenti un primo step verso lo sviluppo del RBT (35,159). Poiché le variazioni del
numero di copie del genoma possono essere degli indicatori dello status tumorale,
abbiamo analizzato tali riarrangiamenti in due casi di pazienti che presentavano sia
retinoma che retinoblastoma nello stesso occhio. In un caso, i segni clinici della
presenza del retinoma sono risultati chiari fin dalle prime visite oftalmoscopiche, ed ¢
stato successivamente osservato anche lo sviluppo del RBT. Nel secondo caso, invece,
il retinoma ¢ stato accertato in eta avanzata del paziente, quando ormai la lesione era
progredita in RBT.

L’eta del paziente ¢ una variabile clinica disponibile per tutti i casi di
retinoblastoma. I tumori enucleati in eta avanzata hanno mostrato molte piu alterazioni
cromosomiche rispetto a quelli enucleati in piccoli pazienti (44-46). Difatti, le anomalie
cromosomiche che hanno una maggiore incidenza nei pazienti piu grandi sono le
seguenti: +1q, +13q, -16q a -16 (45) oppure come +2p, +17 e +19 (44). Ma anche i gain
delle regioni cromosomiche 1q e 6p, ¢ la perdita di eterozigosita 16q sono
maggiormente associati con una eta avanzata di diagnosi (162,163). Questa
distribuzione delle alterazioni genomiche eta-dipendente pud essere dovuta
semplicemente dal fatto che in questi bambini i tumori sono piu estesi a causa della
tardiva diagnosi.

In base alla presenza di aree di atrofia corioretiniche ed alla somiglianza
oftalmoscopica tra il retinoma ed il retinoblastoma post-irradiazione, alcuni autori (100)
propongono l'ipotesi che il retinoma sia una manifestazione della regressione di un
precedente retinoblastoma.

I nostri risultati confermano invece I’ipotesi che il retinoma rappresenti un
precursore morfologico del retinoblastoma. I dati che conducono a questa affermazione
possono essere cosi sintetizzati:

1. Origine posteriore del retinoblastoma. I casi di retinoblastoma da noi studiati
hanno diagnosi tardiva, 3 anni € 6 mesi nel primo caso, 2 anni ¢ 8§ mesi nel secondo;
inoltre nel primo caso esiste uno stretto follow-up oftalmoscopico che conferma

I’insorgenza tardiva del retinoblastoma stesso.
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Casi cosi tardivi dovrebbero essere localizzati nella porzione anteriore della
retina, in quanto la morfogenesi retinica procede dalla parte posteriore a quella anteriore
dell’occhio ed il processo si conclude intorno al terzo anno di eta del bambino. I casi di
retinoblastoma localizzati nella porzione posteriore della retina “nascono” nei primi
mesi di vita od addirittura durante la vita fetale intrauterina, ¢ sono comunque
diagnosticati entro il primo anno di vita. Con certezza assoluta il retinoblastoma del
primo caso si sviluppa attorno al terzo anno di vita, mentre il secondo caso molto
probabilmente si sviluppa attorno al secondo anno di vita.

Quindi, i RBT tardivi si dovrebbero localizzare nella parte anteriore dell’occhio,
ma 1 casi di retinoblastoma da noi analizzati presentano il tumore nella porzione
posteriore del bulbo oculare. Percio, la localizzazione posteriore dei nostri casi
confermerebbe I’ipotesi che essi hanno avuto origine da un pre-esistente retinoma.

In base alle conoscenze attuali, ’unica spiegazione razionale per questo
fenomeno ¢ di conseguenza [’origine della neoplasia maligna dalle cellule del
precedente retinoma.

2. Studio molecolare. Nei due casi da noi studiati le alterazioni molecolari genomiche
sono presenti sia nel DNA ottenuto da cellule di retinoma, sia nel DNA ottenuto da
cellule di retinoblastoma.

Il retinoma € un tessuto con una crescita disordinata, afinalistica e che non
conduce a completa maturazione cellulare e tissutale; percid risponde pienamente a
quelle che sono le caratteristiche del tessuto neoplastico. Comunque, pur essendo una
neoplasia, come confermato dai nostri studi, presenta bassa velocita di crescita, bassa
attivita mitotica e morfologia cellulare conservata.

Nello studio da noi effettuato esistono differenze molecolari tra retinoma e
retinoblastoma. Allo stato attuale peraltro non pud essere affermato che queste
differenze siano sostanziali. Retinoma e retinoblastoma sono molto piu simili tra loro a
livello genico che non alla retina normale e le alterazioni genomiche riscontrate non
sono percio determinanti nella trasformazione da RN a RBT. Quindi risulta ancora poco
chiaro se la trasformazione neoplastica da tessuto normale a retinoblastoma sia dovuta
unicamente a 2 alterazioni in geni omologhi (teoria dei 2 colpi di Knudson) (Fig 1a) o
come per altri tessuti sia invece un processo multistep (Fig 1b)(164). Come esempio ben

conosciuto di carcinogenesi multistep si rimanda alla trasformazione da mucosa
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normale ad adenocarcinoma del grosso intestino attraverso la sequenza adenoma-
adenocarcinoma (165).

Dall’altra parte, nell’animale da esperimento (topo) ¢ stato dimostrato come
I’alterazione di entrambi i geni RB1 (M1 ed M2) non sia sufficiente a provocare
I’insorgenza del retinoblastoma, ma sia invece necessaria la mutazione a livello di un
altro gene che sintetizza per una proteina (p107) della stessa famiglia di pRb1/105 e
che, come pRbl, ha la funzione di inibire la proliferazione cellulare attraverso il legame
con la stessa proteina E2F a cui si lega p105/pRb1 (52).

Le variazioni del numero di copie genomiche rappresenta uno step fondamentale
nello sviluppo del RBT. Questo studio mette in evidenza I’importante ruolo del gene
MYCN (2p24) nella progressione maligna del retinoblastoma. I nostri dati mostrano una
progressiva amplificazione del numero di copie del gene MYCN, suggerendo che il
retinoma rappresenti uno step di transizione per lo sviluppo del tumore maligno (Fig.
6b). I nostri risultati, percio, confermano 1’ipotesi della natura neoplastica del retinoma
anche a livello genetico, con alterazioni geniche di minore entita rispetto a RBT.

In un precedente studio, Bowles et al., analizzando 87 retinoblastomi, hanno
dimostrato che il gene MYCN risulta amplificato nel 3% dei casi, mentre solo il 13% dei
casi presentava dei gain di tale gene (41). Essi hanno anche osservato che 1
gain/amplificazioni del gene MYCN sono eventi pit comuni nelle linee cellulari che nei
tumori primari, suggerendo che queste variazioni nel numero delle copie dei geni
conferisca un vantaggio selettivo per la crescita cellulare (41). Questo oncogene ¢ ben
conosciuto perché la sua iperattivita ¢ responsabile dell’insorgenza di altre neoplasie
maligne. In particolare nel neuroblastoma, neoplasia maligna infantile dei gangli nervosi
periferici simpatici; il numero di copie di MYCN nella proliferazione neoplastica ¢
correlato con la prognosi, tanto che ¢ uno degli indici prognostici piu importanti (tante
piu copie di MYCN sono presenti, tanto peggiore ¢ la prognosi) (166,167). Questa
proprieta € in accordo con 1 nostri risultati, che mostrano una progressiva amplificazione
del gene dal retinoma al retinoblastoma.

Gain del gene E2F3 sono stati trovati nel 70% dei retinoblastomi (41). E2F3,
insieme ad E2F1 e E2F2, appartiene alla sottoclasse dei fattori che agiscono come
attivatori della trascrizione nella fase di transizione G1/S RB1-dipendenti (168). Inoltre,

E2F3 reprime 1’azione di p14/ARF, un importante fattore di repressione nel pathway di
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p53 (169,170) e gli alti livelli di gain di E2F3 possono cosi contribuire alla crescita del
retinoblastoma a partire dal retinoma, sopprimendo il processo apoptotico p53-
dipendente. I nostri dati mostrano una progressiva amplificazione del numero di copie
del gene E2F3 (6p22) dal retinoma al retinoblastoma, ed anche in questo caso,
suggeriscono che il retinoma rappresenti uno step di transizione per lo sviluppo del
tumore maligno (Fig. 6¢).

Uno studio recente ha mostrato un aumento del numero di copie del gene MDM4
nel 65% dei casi di RBT (171). Nei nostri due casi, MDM4 risulta amplificato sia nel
retinoma che nel retinoblastoma. Cosi, 1 notri risultati non solo confermano
I’importanza dell’amplificazione del gene MDM4 nella progressione del RBT, ma
indicano anche che ¢ coinvolto nello sviluppo del retinoma (Fig. 6a). MDM4 ¢ un
regolatore negativo della trascrizione di p53 e stabilizza il complesso ubiquitina ligasi
E3-MDM2, che lega p53 per la degradazione (172). L’aumentata degradazione di p53
potrebbe essere un meccanismo importante per 1’inattivazione del processo apoptotico
nel retinoblastoma (173).

La perdita del gene CDH11 ¢ stata riportata nel 45% dei casi di retinoblastoma
primario (174), cosi questo gene ¢ stato proposto come un gene Oncosoppressore
candidato. Tuttavia, nei nostri casi non troviamo una perdita di copie del gene CDH11.
Al contrario, nel nostro caso 1 abbiamo identificato un gain del gene (Fig. 6d). In
letteratura, ¢ stata riportata una iperespressione del gene CDH1l in altri tipi di
neoplasie, come il carcinoma della prostata e della mammella e il rabdomiosarcoma
(175-177), suggerendo che anche 1’iperespressione di questo gene pud contribuire alla
carcinogenesi.

I risultati riguardanti queste 4 regioni “hot spot” modificano I’attuale modello
multistep di progressione del retinoblastoma, proposto sulla base della frequenza delle
variazioni genomiche trovate nel tessuto del tumore (41). In questo modello, infatti,
dopo 1 primi due eventi mutazionali di RB1 (M1 e M2), seguono altri eventi mutazionali
che si associano alla malignita del tumore: gain dell’1q32.1 (M3), gain del 6p22 (M4),
loss del 16g22 (M5a) e gain del 2p24.1 (M5b) (Fig. 1b).

Dalla nostra analisi si evince che i gains delle regioni 1q32.1, sono gia presenti
nel retinoma e di conseguenza, rappresentano un evento iniziale nel processo di

trasformazione in neoplasia maligna, contrariamente a quanto descritto in precedenza
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(41). I gains in 6p22 e 2p24 sono stati descritti negli stadi tardivi del retinoblastoma
(41), ma 1 nostri dati indicano che queste alterazioni sono gia presenti nel retinoma,
anche se con un numero di copie minore rispetto al RBT (Fig Ic). In accordo con il
modello proposto da Bowles et al. (41), non abbiamo trovato modificazioni genomiche
nella regione cromosomica 16q22 nel retinoma (Fig 1b,c). Solo in un dei due casi
abbiamo riscontrato gain in questa regione nel retinoblastoma, confermando cosi che
modificazioni genomiche a questo livello sono eventualmente coinvolte nelle fasi
tardive della progressione neoplastica (Fig 1b,c)(39).

3. Studio immunoistochimico. I nostri dati confermano quelli della letteratura (159)
sulla presenza della proteina p75™'® nella retina normale e nel retinoma, e della sua
completa assenza nel retinoblastoma.

In entrambi 1 casi, le cellule della retina e del retinoma sono risultate positive
alla p75™"™®, mentre le cellule del retinoblastoma sono risultate negative. Questo dato
non solo conferma quelli presenti in letteratura (159), ma consente nuovamente di
ipotizzare che il RBT si sia originato dal pre-esistente retinoma, che ha mantenuto
alcune caratteristiche proprie del tessuto normale, come quella di esprimere la p75~ .
L’unica sostanziale differenza tra retinoma e retinoblastoma, non prettamente

morfologica, ¢ la mancata produzione e localizzazione sulla membrana plasmatica della

NTR NTR

proteina p75" . I dati della letteratura indicano che la mancata espressione di p75

nelle cellule di retinoblastoma non ¢ dovuta ad un’alterazione del gene (41); infatti, la

TR : \ . .
NTR nel retinoblastoma pud essere dovuta a mutazioni che

perdita di espressione di p75
non hanno effetti sul numero di copie del gene, ma da eventi epigenetici o trascrizionali,
o da alterazioni metaboliche cellulari della neoplasia. Questo ¢ il principale motivo per
cui non abbiamo indagato in prima istanza nei nostri 2 casi il gene della p75™'~. Alla
luce dei risultati ottenuti fin qui risulta invece necessario proseguire lo studio,
verificando il dato riportato in letteratura dell’integrita del gene (41). Il nostro studio

NTR

infatti suggerisce che la perdita dell’espressione della proteina p75 potrebbe

accompagnare la progressione e la trasformazione da retinoma a retinoblastoma.

NTR . .
si dimostrasse alterato, potrebbe essere questa

Ove il gene di p75
I’alterazione molecolare determinante per la trasformazione da retinoma a
retinoblastoma. Ove invece il dato della letteratura d’integrita del gene venisse

confermato, sara necessario indagare la regione di DNA promotore del gene stesso e i
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possibili altri meccanismi genomici, post-genomici € post-transcrizionali responsabili
della mancata produzione della proteina, che a questo punto appare essere il dato

molecolare determinante nella trasformazione da retinoma a retinoblastoma.
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Legende delle figure

Fig 1.
a) Teoria dei due colpi di Knudson.
b) Modello multistep del RBT da Bowles et al., 2007.

¢) Modello della progressione del RBT basato sui nostri risultati.

Fig 2

a) Omologia di sequenza aminoacidica tra le proteine della famiglia RB. pRb1/p105,
pRb2/p130 e p107 presentano una regione di omologia chiamata “regione pocket” con i
domini A e B (in azzurro). La regione di C-terminale differisce in lunghezza tra le tre
proteine. Le regioni indicate in giallo hanno una sequenza aminoacidica omologa solo
tra la pRb2/p130 e p107.

b) Lo stato di fosforilazione delle proteine RB e i loro legami con i fattori di

trascrizione E2F durante le diverse fasi del ciclo cellulare.

Fig 3. Esame oftalmoscopico del caso 1.

(a) L’esame oftalmoscopico ¢ stato fatto al paziente all’eta di 2 anni e 6 mesi. Sul fondo
dell’occhio destro ¢ stato osservato un retinoma cistico, che invadeva il punto di
emergenza del nervo ottico. (b) A 3 anni e 5 mesi, ¢ stata osservata una massa
parzialmente necrotica con calcificazioni che occupano la parte posteriore dell’occhio.
(c) A 3 anni e 9 mesi, il paziente ¢ stato sottoposto a chemoterapia, radioterapia e
terapia locale (laser ad Argon). La massa tumorale regrediva, ed ¢ stata fatta

I’enucleazione.

Fig 4. Immunoistochimica del caso 1.

L’immagine mostra la colorazione E&E (a) e immunoistochimica per p75™'~ (b)
dell’intero occhio; sono indicate la retina (teste di freccia), il retinoblastoma (asterisco)
e il retinoma (frecce). L’immagine mostra anche la colorazione in E&E del retinoma (c,
ingrandimento originale 100X) (RN) e del retinoblastoma (RB).

NTR

La reazione positiva per la p75" " (d, ingrandimento originale 100x), indicata con il

colore marrone per la reazione con il substrato DAB, dipinge le cellule del retinoma
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(RN), mentre risultano negative le cellule del retinoblastoma (RB), come anche le
cellule inflammatorie all’interno della massa tumorale. Piccoli bottoni di positivita
nell’area del tumore sono rappresentati dai corpi dei neuroni e dei loro prolungamenti, e

dalle pareti dei vasi.

Fig 5. Immunoistochimica del caso 2.

L’immagine mostra la colorazione E&E (a) e immunoistochimica per p75™'~ (b)
dell’intero occhio; sono indicate la retina (teste di freccia), il retinoblastoma (asterisco)
e il retinoma (frecce). L’immagine mostra anche la colorazione in E&E del retinoma (c,
ingrandimento originale 100X) (RN) e del retinoblastoma (RB).

NTR (d, ingrandimento originale 100x), indicata con il

La reazione positiva per la p75
colore marrone per la reazione con il substrato DAB, dipinge le cellule del retinoma
(RN), mentre risultano negative le cellule del retinoblastoma (RB), come anche le
cellule inflammatorie all’interno della massa tumorale. Piccoli bottoni di positivita
nell’area del tumore sono rappresentati dai corpi dei neuroni e dei loro prolungamenti, e

dalle pareti dei vasi.

Fig 6. Alterazioni genomiche ottenute con Real-Time PCR quantitativa.

L’immagine mostra i rapporti ddCT e le deviazioni standard ottenute dal retinoma (RN),
retinoblastoma (RB) e retina (RT) del caso 1 (a sinistra) e del caso 2 (a destra). Per ogni
grafico, 1 gain del numero delle copie genomiche ¢ indicato sulla sinistra. L’asterisco
mostra quando le differenze tra i campioni sono statisticamente significative (t-test, p <
0.05). a. Entrambi i casi mostrano un gain del gene MDM4 sia nel retinoma che nel
retinoblastoma, con lo stesso numero di copie. b. In entrambi i casi, si osserva un gain
progressivo del gene MYCN dal retinoma al retinoblastoma, rispetto alla retina
normale. C. Il caso 1 non mostra variazioni nel numero di copie del gene E2F3, mentre
il caso 2 mostra un gain progressivo del gene dal retinoma al retinoblastoma, se
paragonato alla retina normale. d. In entrambi i casi, non si osserva una variazione
genomica di CDH11 nel retinoma, mentre solo nel caso 1, sono presenti gain del gene

nel retinoblastoma.
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Tabella 1. Sequenze dei primers e delle sonde per la Real-Time PCR quantitativa

Simbol | Banda | Localizzazi | Forward primer | Reverse primer Sonda TagMan

0 del one

gene Primers &

MDM4 | 1g32.1 | Esone 3 CAGCAGGAGC | GAAGCTCTGA TTCTCCCAAA
AGCATATGGT | CGTCCCAGTAG | AGATCTCC

MYCN | 2p24.1 | Esone 2 CGTCCGCTCA | TTTCTGCGACG | CTTGAGCCCC
AGAGTGTCAT CTCACTGT CGAAACT

E2F3 6p22 Introne 2 GTACCATAAG GAAGCAATGT AACTCGGAAT
GGAAGACTTC CCATTAAGGG ACGAACTTT
TTTTAACTGT AAGTTAAAATT

CDH11 | 1622 | Esone?2 AGAGAGAGCC | ACCAATCGGC | ATGGCTCAGG
CAGTACACGT | CACTGGAG CGGTGG
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