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Durante la frequenza della Scuola di Specializzazione in Genetica Medica presso 

la U.O.C Genetica Medica del Policlinico Universitario S. Maria alle Scotte di Siena, 

diretta dalla Prof.ssa Alessandra Renieri, mi sono prevalentemente dedicata alla 

consulenza genetica ed ho attivamente partecipato a 920 consulenze genetiche. 

La consulenza genetica è il processo comunicativo, guidato dal genetista clinico, 

attraverso il quale i pazienti affetti da una malattia geneticamente determinata, o i loro 

familiari, ricevono informazioni relative alle caratteristiche della malattia stessa, alle 

modalità di trasmissione, al rischio di ricorrenza e alle possibili terapie, incluse le 

opzioni riproduttive, che sono pertinenti alla loro condizione. Il processo conoscitivo ed 

informativo della consulenza genetica è volto a far comprendere la storia medica 

personale e familiare del consultando, inclusa la diagnosi, la prognosi, le modalità di 

assistenza e terapia, ed il rischio di ricorrenza nei familiari, al fine di organizzare azioni 

preventive e raggiungere una più cosciente pianificazione familiare. La consulenza 

genetica, che dunque non è rivolta solo al probando, ma all’intera famiglia, non è mai 

direttiva, non potendo e non dovendo influenzare le possibili decisioni del probando o 

della famiglia. Le sessioni di acquisizione dei dati, comunicazione dei risultati e 

valutazione del rischio globale dovrebbero porre i richiedenti nella migliore condizione 

per effettuare scelte consapevoli. 

La diagnosi precisa della condizione in esame costituisce premessa fondamentale 

e necessaria per poter effettuare la migliore consulenza genetica. In alcuni casi la 

diagnosi può essere esclusivamente clinica, ovvero basata sulla valutazione del genetista 

clinico insieme ai dati derivati da indagini strumentali, in assenza di indagini genetiche a 

disposizione per la conferma. In altri casi la diagnosi è raggiungibile tramite l’impiego di 

test genetici. A volte diagnosi che precedentemente erano solo cliniche, grazie 

all’avanzare delle metodiche di laboratorio, hanno la possibilità di essere confermate da 

indagini genetiche. 

Talvolta, la consulenza genetica si articola in più sedute e sessioni, generalmente 

una pre-test ed una post-test genetico. Durante la prima valutazione, il consulente 

genetista valuta la motivazione della richiesta di consulenza, raccoglie l’anamnesi 

familiare del probando tramite la compilazione dell’albero genealogico in almeno tre 

generazioni e registra l’anamnesi personale del probando, valutando cartelle cliniche e 

documentazioni sanitarie. In alcuni tipi di consulenze, soprattutto quelle 

dismorfologiche, è fondamentale l’esame obiettivo e la raccolta di materiale fotografico 
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del probando a diverse età. Al termine della prima consulenza genetica possono essere 

richieste ulteriori visite specialistiche nel probando e nei familiari ed inoltre vengono 

spiegati gli eventuali test genetici disponibili per la condizione in esame. Prima 

dell’effettuazione di un test genetico, è necessario che vengano spiegati i limiti e le 

conseguenze derivanti dagli esami programmati e che venga acquisito un consenso 

informato scritto da parte del probando o dagli eventuali genitori/tutori. Dalle prime 

valutazioni inoltre, verrà determinato il rischio di ricorrenza, ossia la possibilità che una 

patologia genetica presente nel probando si verifichi nuovamente in altri membri della 

famiglia. Il calcolo del rischio si basa sulla modalità di trasmissione della malattia, e 

quindi sulla posizione del probando all’interno della famiglia, sui dati strumentali e di 

laboratorio disponibili. Una migliore definizione del rischio si ottiene alla conclusione 

del test genetico avviato. In alcune situazioni, soprattutto quando il risultato 

dell’indagine genetica potrebbe avere un significativo impatto emotivo sul consultando, 

la consegna del referto avviene in presenza di un consulente psicologo. Al termine di 

ogni sessione è importante chiarire dubbi o concetti non compresi da parte del 

consultando. 

I motivi principali per cui è indicata una consulenza genetica sono: 

-     storia di infertilità di coppia ed aborti ripetuti 

- gravidanze a rischio per cromosomopatie e/o malattie monogeniche 

- esposizione a teratogeni in gravidanza 

- difetti congeniti e/o deficit intellettivo 

- malattia ereditaria nota o sospetta in un paziente o in una famiglia 

- test genetici predittivi di malattia ad insorgenza nell’adulto 

- storia familiare di cancro con esordio precoce 
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1.1 CONSULENZE PRECONCEZIONALI 

 

Ho partecipato attivamente a consulenze genetiche preconcezionali (Tabella 1), 

rivolte a coppie infertili, in attesa di sottoporsi a tecniche di procreazione medicalmente 

assistita (PMA), o con aborti spontanei ricorrenti. Lo scopo di tali consulenze è quello 

di valutare se alla base dell’infertilità o della poliabortività di coppia vi può essere una 

base genetica ed in tal caso procedere con indagini genetiche specifiche. In particolare, 

nei protocolli di PMA viene raccomandata l’esecuzione di analisi del cariotipo, ricerca 

di microdelezioni del cromosoma Y e ricerca di mutazioni a carico del gene CFTR, 

responsabile di forme classiche e attenuate di fibrosi cistica. 

In altri casi le consulenze hanno riguardato coppie con patologie genetiche che 

segregano nella famiglia o coppie di consanguinei per una migliore definizione dei 

rischi di ricorrenza di patologie genetiche. 
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Tabella 1. Consulenze preconcezionali. 

______________________________________________________________________ 

TIPOLOGIA        NUMERO 

______________________________________________________________________ 

 

Infertilità di coppia e PMA      53 

Azoospermia        5 

Poliabortività        30 

Precedente feto malformato      2 

Precedente figlio con anomalia cromosomica   1 

Riarrangiamento cromosomico in un partner   1 

Rischio di ricorrenza per Beta-Talassemia    3 

Rischio di ricorrenza per Fenilchetonuria    1 

Rischio di ricorrenza per Carcinoma Mammario Ereditario  1 

Rischio di ricorrenza per Retinoblastoma    2 

Rischio di ricorrenza per Neurofibromatosi 2   1 

______________________________________________________________________ 

TOTALE        100 

______________________________________________________________________ 

 



 

6 

1.2 CONSULENZE PRENATALI 

 

Ho partecipato attivamente a consulenze genetiche prenatali (Tabella 2), rivolte 

a coppie a rischio di malattia genetica (cromosomica o monogenica), al fine di acquisire 

informazioni riguardanti il rischio di ricorrenza della condizione nella gravidanza in 

corso per una scelta consapevole, relativamente all’esito della gravidanza stessa 

(prosecuzione od interruzione). È stata valutata con la coppia la possibilità di procedere 

con metodiche di diagnosi prenatale non invasiva (ecografia, test di screening) e/o 

invasiva (villocentesi/amniocentesi), considerando rischi, limiti e benefici di entrambe. 

In particolare per la diagnosi prenatale invasiva devono essere soddisfatte due 

condizioni: 1) la malattia che si intende diagnosticare deve essere identificabile in utero 

mediante un test specifico; 2) devono sussistere fattori di rischio genetico per la 

gravidanza di entità tale da giustificare un test prenatale invasivo. 

L’indicazione principale per la consulenza genetica prenatale è rappresentata 

dall’età materna avanzata (età al parto pari o superiore a 35 anni), che correla con un 

rischio aumentato di cromosomopatia nella prole. Altre indicazioni sono rappresentate 

da: 

- precedente figlio con patologia cromosomica; 

- genitore portatore di un riarrangiamento cromosomico bilanciato; 

- genitori portatori di una mutazione responsabile di una malattia autosomica recessiva; 

- genitore portatore di una mutazione responsabile di una malattia autosomica  

  dominante; 

- madre portatrice di una mutazione responsabile di una malattia X-legata; 

- precedente figlio con difetto di chiusura del tubo neurale; 

- malformazioni ecografiche fetali e/o ritardo di crescita intrauterino (IUGR); 

- aumento del rischio di cromosomopatia fetale (>1:250), per positività al test di 

  screening. 
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Tabella 2. Consulenze prenatali. 

______________________________________________________________________ 

TIPOLOGIA        NUMERO  

______________________________________________________________________ 

 

EMA         282 

Test di screening positivo      9 

Malformazione fetale ecografica     5 

Feto con anomalia cromosomica     3 

Teratogeni        5 

Precedente figlio con cromosomopatia    4 

Precedente figlio con malformazioni     4 

Precedente figlia con Sindrome di Rett    1 

Precedente figlio con Sindrome di Cornelia De Lange  1 

Genitore portatore di riarrangiamento cromosomico  5 

Rischio di ricorrenza per Retinoblastoma    1 

Rischio di ricorrenza per Sindrome dell’X-fragile   1 

Rischio di ricorrenza per Beta-talassemia    3 

Rischio di ricorrenza per Fibrosi Cistica    4 

Rischio di ricorrenza per Sindrome di Alport X-legata  1 

Rischio di ricorrenza per Sclerosi Tuberosa    1 

Rischio di ricorrenza per Malattia di Gaucher   1 

Rischio di ricorrenza per Osteogenesi Imperfetta   1 

Rischio di ricorrenza per Piebaldismo    1 

Rischio di ricorrenza per Emofilia A     1 

Ovodonazione        1 

______________________________________________________________________ 

TOTALE                  335 

______________________________________________________________________ 
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1.3 CONSULENZE POSTNATALI: PAZIENTI CON DEFICT 

INTELLETTIVO ISOLATO E SINDROMICO 

 

Ho partecipato attivamente a consulenze genetiche che hanno riguardato 

l’inquadramento diagnostico di pazienti in età pediatrica, con un quadro clinico 

caratterizzato da deficit intellettivo associato in misura variabile ad altre anomalie 

congenite maggiori/minori (Tabella 3). Un’accurata raccolta dei dati anamnestici e 

un’attenta valutazione clinica consentono di riconoscere le sindromi genetiche note e, 

ove possibile di avviare test genetici specifici, per la conferma della diagnosi clinica. 

L’inquadramento eziologico consente una migliore definizione del rischio di ricorrenza 

della patologia nella famiglia. Inoltre, sebbene nella maggior parte dei casi la diagnosi 

genetica non influenza la terapia, può modificare il follow-up pediatrico. 

Tra le sindromi genetiche note, mi sono occupata di pazienti affette da forme 

classiche e varianti di sindrome di Rett
1
, per cui l’U.O.C. di Genetica Medica di Siena è 

centro di riferimento nazionale ed internazionale. 

Nei casi nei quali non è stato possibile porre uno specifico sospetto diagnostico, 

l’impiego dell’analisi di array-CGH ha consentito di individuare sindromi emergenti da 

microdelezione/microduplicazione
2-3

, riarrangiamenti complessi e regioni di 

suscettibilità, che possono intervenire come cofattori nello sviluppo del quadro clinico. 
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Tabella 3. Consulenze in pazienti con deficit intellettivo isolato o sindromico. 

______________________________________________________________________ 

TIPOLOGIA        NUMERO 

______________________________________________________________________ 

Sindrome di Rett        10 

Sindrome di Noonan       1 

Sindrome dell’X-Fragile      1 

Sindrome di Kabuki       1 

Sindrome di Beckwith-Wiedemann     1 

Metilmalonicoaciduria con omocistinuria    1 

Sindrome di Down       1 

Sindrome di Klinefelter      1 

Sindrome di Turner       2 

Trisomia 18 a mosaico      1 

Sindrome di Pallister-Killian      1 

Sindromi da microdelezioni/microduplicazioni   14 

Riarrangiamenti cromosomici complessi    4 

Regioni genomiche di suscettibilità      6 

Altre forme di deficit intellettivo isolato o sindromico  248 

______________________________________________________________________ 

TOTALE        293 

______________________________________________________________________ 
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1.4 CONSULENZE POSTNATALI: ALTRE PATOLOGIE  

 

Ho partecipato attivamente a consulenze genetiche rivolte a persone affette da 

patologie a prevalente interessamento neurologico e/o muscolare
4
 o di altri organi e 

apparati (scheletrico, oculare, cardiaco, polmonare, renale o cutaneo), inviate dagli 

specialisti di riferimento (Tabella 4). Tali consulenze hanno riguardato non solo i 

soggetti affetti, ma, come nel caso della corea di Huntington, anche familiari 

asintomatici. Per molte malattie neurodegenerative, come la corea di Huntington, non 

esiste una terapia specifica e nel caso venga fatta diagnosi non vi è modo di influenzare 

la storia naturale della patologia. Pertanto nei familiari asintomatici, in considerazione 

delle implicazioni psicologiche e legali, oltre che mediche, che accompagnano la 

diagnosi presintomatica delle malattie ereditarie, è stato adottato un apposito protocollo, 

che prevede l’effettuazione di un minimo di quattro incontri, in presenza del genetista e 

dello psicologo. Durante tali incontri l’individuo, con l’aiuto degli specialisti riflette sui 

benefici e sui rischi che derivano dall’esito dell’indagine genetica, in particolare le 

ripercussioni sulle scelte riproduttive e lavorative. Al fine di garantire l’autonomia di 

scelta individuale, vi è un generale accordo nell’eseguire i test predittivi, solo nei 

soggetti maggiorenni. 
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Tabella 4. Consulenze postnatali: altre patologie. 

______________________________________________________________________ 

TIPOLOGIA        NUMERO 

______________________________________________________________________ 

 

Malattie neurologiche      29 

Polineuropatie ereditarie (HNPP/CMT)   9 

Corea di Huntington      8 

Malattia di Parkinson      5 

Morbo di Alzheimer      3 

Atassia di Friedreich      1 

Demenza Fronto-Temporale     1 

Paraparesi spastica      1 

Emicrania emiplegica familiare    1 

 

Malattie muscolari       13 

Distrofie dei cingoli      5 

FSHD        3 

Distrofia miotonica      2 

Distrofinopatia      1 

Calpainopatia       1 

Titinopatia       1 

 

Malattie oculari       9 

Coloboma oculare      2 

Microftalmo       1 

Degenerazione tapeto-retinica    1 

Subatrofia ottica      1 

Patterned dystrophy      1 

Malattia di Best      1 

Dermoide oculare      1 

Retinoschisi X-legata      1 
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Malattie dermatologiche      11 

Ittiosi        3 

Orticaria da freddo familiare     1 

Acrocheratosi verruciforme     1 

Malattia di Darier      1 

Sindrome di Huriez      1 

Lipodistrofia       1 

Alopecia       2 

Depigmentazione dei capelli     1 

 

Malattie scheletriche      7 

Bassa statura       4 

Arto ipoplastico      1 

Macrodattilia       1 

Osteogenesi imperfetta     1 

 

Malattie cardiovascolari       7 

Dissecazione arteriosa     3 

Trombosi arteriosa neonatale     1 

Cardiomiopatia dilatativa     1 

DIA        1 

Sindrome di Brugada      1 

 

Malattie respiratorie      12 

Fibrosi polmonare familiare     8 

Bronchiectasie multiple     2 

Ipoplasia polmonare      1 

Fibrosi cistica       1 

 

Malattie renali       4 

Sindrome di Alport      3 

Rene policistico      1 
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Altre         18 

Sindrome di Holt-Oram     1 

Emocromatosi       6 

Febbri ricorrenti      3 

Ipermobilità articolare     2 

Menarca tardivo      1 

Obesità       1 

Ipoacusia neurosensoriale     1 

Sindrome di Moyamoya     1 

Inclusione dentaria familiare     1 

Asimmetria mammaria     1 

______________________________________________________________________ 

TOTALE        112 

______________________________________________________________________ 
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1.5 CONSULENZE ONCOLOGICHE 

 

Ho partecipato attivamente a consulenze oncologiche (Tabella 5), rivolte sia ad 

individui affetti da patologia tumorale che ad individui con storia familiare positiva per  

specifici tumori ereditari, ai quali vengono fornite informazioni riguardo alle possibilità 

diagnostiche, preventive e terapeutiche e/o il rischio di ricorrenza della patologia nella 

prole. Se la storia personale e familiare del paziente indirizza verso una specifica 

sindrome tumorale, si propone l’esecuzione del test e l’individuazione delle misure di 

prevenzione più indicate. Nel corso della consulenza è importante che venga fornita una 

corretta informazione sulla storia naturale della patologia e sui vantaggi e gli svantaggi 

degli strumenti disponibili per la riduzione del rischio, al fine di aiutare il paziente ad 

effettuare le scelte più appropriate al suo caso. Sulla base della storia personale e 

familiare o del riscontro di una mutazione in uno dei geni responsabili di sindrome 

tumorale familiare, i pazienti vengono inseriti in categorie a basso, moderato, o alto 

rischio di sviluppare tumori. Ai pazienti con rischio moderato o alto vengono proposti 

screening specifici che consentono una diagnosi precoce ed una migliore prognosi. 

Particolare attenzione deve essere posta ai test predittivi, rivolti ai familiari asintomatici 

di pazienti affetti da una sindrome tumorale ereditaria. Questo tipo di consulenze sono 

svolte in presenza di un collega psicologo, affinché il paziente possa prendere le sue 

decisioni relativamente all’iter in modo consapevole, indipendente e volontario. Per le 

chiare questioni di natura, etica, medico-legale e psicologica che entrano in gioco nella 

consulenza genetica oncologica, nel caso di test predittivi, a meno che la mutazione non 

predisponga a tumori che si sviluppano nell’infanzia o nell’adolescenza, vi è un 

generale accordo sull’eseguire tali esami in soggetti maggiorenni, per garantire 

l’autonomia di scelta individuale. 

Durante gli anni di specializzazione mi sono soprattutto occupata di consulenze 

oncologiche per retinoblastoma, per cui l’U.O.C. di Genetica Medica di Siena è centro 

di riferimento nazionale ed internazionale. In particolare, ho seguito bambini e adulti 

con forme familiari o sporadiche di retinoblastoma, nella definizione del rischio di 

ricorrenza e nella programmazione di una eventuale diagnosi prenatale. Mi sono inoltre 

occupata di alcuni bambini con sindrome da microdelezione 13q14, nella quale oltre al 

retinoblastoma sono presenti ritardo psicomotorio di grado variabile e caratteristiche e 

fisiche e facciali peculiari. In tali pazienti, l’analisi di array-CGH si è rivelata 



 

15 

un’importante ausilio per la definizione dell’estensione e la caratterizzazione dei punti 

di rottura della delezione. 

In questa tesi, ho pertanto deciso di trattare questa specifica patologia, 

descrivendo sia l’attività clinica che di ricerca svolta durante gli anni di 

specializzazione. 
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Tabella 5. Consulenze oncologiche. 

______________________________________________________________________ 

TIPOLOGIA        NUMERO 

______________________________________________________________________ 

 

Retinoblastoma       60 

Sindromi tumorali familiari con carcinoma del colon   

Sindrome di Lynch      6 

Poliposi adenomatosa del colon    1 

Sindrome di Peutz-Jeghers     1 

Sindrome tumorale familiare di mammella e ovaio   5 

Neurofibromatosi       2 

Lipomatosi         2 

Sindrome di Wilms       1 

Casi isolati di tumori multipli     1 

Familiarità per tumori       1 

______________________________________________________________________ 

TOTALE        80 

______________________________________________________________________  
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Il retinoblastoma (RB, OMIM#180200) è il tumore maligno intraoculare più 

comune in età pediatrica, con una incidenza di 1/15000-20000
5, 6

 nati vivi e rappresenta 

il 3-4% di tutti i tumori maligni in età pediatrica. Il retinoblastoma si manifesta con 

uguale frequenza in entrambi i sessi e in tutti i gruppi etnici, con prevalenza per la razza 

bianca. Il tumore, il cui più frequente segno clinico di presentazione è la leucocoria 

(riflesso pupillare bianco), può svilupparsi in un solo occhio (unilaterale) o in entrambi 

gli occhi (bilaterale) e può presentarsi come focolaio singolo (unifocale) o come più 

focolai (multifocale). Il tumore origina dai retinoblasti, cellule retiniche dell’epitelio 

neurale immaturo. L’inattivazione di entrambi gli alleli del gene RB1 (in accordo con la 

teoria dei “due colpi” di Knudson, 1971)
7
, localizzato sul braccio lungo del cromosoma 

13 (13q14.2), rappresenta il prerequisito per l’insorgenza del tumore. 

In presenza di sospetto retinoblastoma, la diagnosi clinica è, usualmente, 

stabilita attraverso un esame oftalmologico completo, eseguito in narcosi (esame esterno 

dell’occhio, biomicroscopia, oftalmoscopia binoculare indiretta con indentazione 

sclerale, che consente l’individuazione anche di piccoli focolai tumorali in estrema 

periferia retinica, tonometria, disegno del fundus, documentazione fotografica mediante 

fundus camera digitale e, in casi selezionati, fluroangiografia), mediante il quale viene 

solitamente messa in evidenza una massa di colorito biancastro e volume variabile. Per 

supportare la diagnosi e stadiare il tumore vengono inoltre effettuati l’ecografia A e B 

scan e la MRI delle orbite e dell’encefalo. L’ecografia orbitaria è molto utile per 

definire il tipo di sviluppo e l’estensione del tumore, consentendo di rilevare focolai di 

piccole dimensioni e anche in presenza di mezzo ottico opaco, per l’esistenza di 

emorragie e “seeding” vitreale; inoltre, può identificare le calcificazioni all’interno del 

tumore, sebbene presenti una sensibilità inferiore rispetto alla TC, che, tuttavia, ha il 

limite di non riuscire a differenziare il tumore dall’essudato sottoretinico. La MRI, 

eseguita con mezzo di contrasto, è molto più sensibile rispetto alla TC nel rilevare un 

coinvolgimento anche lieve del nervo ottico, ed è anche in grado di dimostrare il 

coinvolgimento dell’encefalo, dello spazio subaracnoidale e dell’orbita, nelle forme ad 

estensione extraoculare, e quello della ghiandola pineale, nei casi di “retinoblastoma 

trilaterale”. Nei casi di tumore intraoculare avanzato, con evidenza di interessamento 

extraoculare viene infine eseguita la puntura lombare, con analisi del liquido 

cerebrospinale, e l’aspirato del midollo osseo. 
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Negli anni, l’introduzione di nuove terapie ha consentito non solo di miglioraree 

la prognosi quoad vitam dei pazienti ma anche la qualità di vita, consentendo spesso di 

preservare il bulbo oculare e di mantenere almeno in parte la capacità visiva. 

L’analisi molecolare per la ricerca di mutazioni puntiformi e di delezioni a 

carico del gene RB1, viene solitamente eseguita sul DNA estratto dai linfociti del 

sangue periferico ed è indicata in tutti i pazienti affetti da retinoblastoma, dal momento 

che anche in un 15% dei casi unilaterali unifocali è presente una mutazione costitutiva 

del gene RB1. Con le tecniche ad oggi disponibili è possibile rilevare una mutazione 

germinale nella maggior parte degli individui con una predisposizione ereditaria al 

tumore. È molto importante che l’effettuazione del test molecolare sia preceduta e 

seguito dalla consulenza genetica, al fine di informare i pazienti riguardo alla modalità 

di trasmissione della patologia e al rischio di ricorrenza e relativamente ai benefici e ai 

limiti del test genetico. L’identificazione della mutazione germinale nell’individuo 

affetto consente di definire l’esatto rischio di ricorrenza, identificare i familiari a rischio 

ed offrire un test prenatale. In particolare, la diagnosi prenatale viene eseguita sul DNA 

fetale estratto da villi coriali, tra la 11^-12^ settimana di gestazione, o da amniociti, tra 

la 15^-18^ settimana di gestazione. In alcuni centri esteri, viene inoltre offerta la 

possibilità della diagnosi preimpianto, eseguita sullo zigote allo stadio di blastocisti. 

 



 

20 

2.1 PANORAMICA STORICA 

 

La prima descrizione del tumore risale al 1597, ad opera di Pawius, un medico 

tedesco. Inizialmente, non vi era un consenso riguardo alla cellula di origine del tumore, 

che nel 1809 James Wardop ha descritto con il termine di “fungus haematodes”. Solo 

nel 1896 Collins ha notato la somiglianza con la retina embrionale e nel 1900, in seguito 

alla dimostrazione da parte di Verhoeff che il tumore deriva dai retinoblasti, la Società 

Oftalmologica Americana ha adottato il termine Retinoblastoma
8
. 

Sin dall’inizio del XIX secolo è stata riconosciuta l’importanza dei fattori 

ereditari nell’eziologia del retinoblastoma e a partire dal 1821 è stata notata 

l’aggregazione familiare di tale tumore. Con il tempo, grazie al miglioramento delle 

terapie, un maggior numero di individui affetti ha raggiunto l’età adulta e ha generato 

figli affetti da retinoblastoma, mettendo così in evidenza una modalità di trasmissione 

autosomica dominante. Inizialmente, tutti i casi sono stati considerati ereditari, ma in 

seguito è stato visto che in una quota significativa di pazienti con retinoblastoma 

sporadico, l’eziologia non è ereditaria
9
. 

Nel 1971, Alfred Knudson, confrontando l’età alla diagnosi dei casi bilaterali ed 

unilaterali, ha elaborato la teoria dei “two hits” per spiegare l’origine del 

retinoblastoma. In particolare, il suo studio ha indicato che l’insorgenza del tumore è 

collegata con il succedersi di due eventi mutazionali “two hits”: l’esordio è più precoce 

nei casi ereditari per la presenza di una prima mutazione (M1) a livello germinale e 

pertanto la necessità di acquisire una sola mutazione a livello delle cellule retiniche, e 

più tardiva nei casi non ereditari per la comparsa di entrambe le mutazioni (M1 e M2) a 

livello della singola cellula retinica. Successivamente, Comings ha suggerito che questi 

due eventi mutazionali potessero essere associati alla perdita di entrambi gli alleli di un 

gene oncosoppressore
10

. 

Il locus associato al retinoblastoma è stato mappato sul cromosoma 13 in 

posizione q14 mediante studi di linkage
11, 12

 ed il riscontro di delezioni coinvolgenti tale 

regione
13

. Nel 1983, l’osservazione che l’allele normale era spesso perso (M2) e che il 

locus mutato associato al retinoblastoma era duplicato in molti retinoblastomi ha 

rappresentato la prova che il gene RB1 è un gene oncosoppressore
14, 15

. La perdita di 

eterozigosità è evidente nel 60% dei retinoblastomi ereditari e non ereditari e si 
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manifesta mediante non disgiunzione e duplicazione dell’intero cromosoma mutato o 

ricombinazione mitotica
16

. 

In seguito, Dryja e collaboratori hanno localizzato un clone a livello del locus 

associato al retinoblastoma, totalmente deleto in un tessuto tumorale. Questo clone è 

stato poi usato per isolare un cDNA che ha mostrato conservazione della sequenza tra 

specie diverse
17

. Il successivo riscontro di mutazioni non solo somatiche, ma anche 

costituzionali nel gene RB1 ha confermato l’identità del gene
18

. Nelle persone con 

mutazioni germinali del gene RB1, l’allele normale consente a pRB di esplicare le sue 

funzioni nelle cellule costituzionali, comprese le cellule della retina. Il processo di 

perdita di eterozigosità avviene probabilmente in tutti i tessuti, ma solo in specifici 

tessuti la perdita di funzione di pRB porta alla trasformazione neoplastica. Il contrasto 

tra l’espressione ubiquitaria di RB1 e la tumorigenicità tessuto-specifica potrebbe essere 

dovuta o alla compensazione da parte di altre proteine correlate a pRB
19

 o ad 

un’efficiente eliminazione di certi tipi di cellule RB1
-/-

 mediante apoptosi
20- 22

. 
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2.2 GENETICA DEL RETINOBLASTOMA 

 

Lo sviluppo del retinoblastoma è causato dall’inattivazione del gene 

oncosoppressore RB1, localizzato sul braccio lungo del cromosoma 13, in posizione 

q14.2. Secondo la teoria dei “two hits” di Knudson, due mutazioni successive (M1 e 

M2) portano alla perdita di funzione di entrambe le copie del gene e costituiscono il pre-

requisito per l’insorgenza del tumore
23

. Tale modello si applica a tutti i casi di 

retinoblastoma, sia ereditari che non ereditari (Figura 1). 

Le forme ereditarie rappresentano circa il 40% dei casi e si presentano 

solitamente come tumori bilaterali o unilaterali multifocali
24

. In questi casi, la prima 

mutazione in RB1 è già presente nella linea germinale e, nel caso delle forme familiari, 

viene trasmessa da un genitore affetto come caratteristica autosomica dominante ad alta 

penetranza (90%) oppure, nel caso delle forme sporadiche, viene acquisita come evento 

“de novo” durante la gametogenesi o la gestazione
7, 24

. L’inattivazione del secondo 

allele di RB1 avviene a livello somatico, direttamente nelle cellule retiniche
24

. 

Le forme non ereditarie rappresentano circa il 60% dei casi e si presentano 

generalmente come tumori unilaterali. In questi casi, entrambi gli eventi mutazionali di 

RB1 avvengono a livello somatico
24

. Tuttavia, circa il 15% dei casi con tumore 

unilaterale presenta una mutazione a livello germinale
25

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Modelli di sviluppo del retinoblastoma ereditario e non ereditario. 

 

Retinoblastoma ereditario 

1^ mutazione germinale 

Retinoblastoma non ereditario 

1^ e 2^ mutazione somatica 

2^ mutazione somatica 
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2.3 PENETRANZA INCOMPLETA ED ESPERESSIVITA’ VARIABILE 

 

Tra gli individui con mutazione germinale nel gene RB1, solo il 90% sviluppa il 

retinoblastoma, solitamente bilaterale e multifocale
26

. Esiste infatti un 10% di individui 

che, pur in presenza di mutazione germinale nel gene RB1, non sviluppa il 

retinoblastoma nell’arco della vita (penetranza incompleta). 

Inoltre, alcuni individui con mutazione germinale del gene RB1 possono 

presentare tumori unilaterali o lesioni retiniche benigne dette retinomi (espressività 

ridotta)
 27

. 

Il retinoma è considerata una lesione benigna della retina non progressiva, 

solitamente asintomatica, che si presenta come una massa traslucida grigiastra che 

sporge nel vitreo. Tipicamente presenta calcificazioni (75%), proliferazione e migrazione 

dell’epitelio retinico pigmentato (60%). Le caratteristiche istologiche includono foci di 

differenziazione fotorecettoriale (fleurettes), stroma eosinofilo fibrillare abbondante, 

assenza di attività mitotica e foci di calcificazioni. La proporzione di individui con 

mutazione germinale in RB1 oscilla tra l’1,8% ed il 10%
28, 29

. In letteratura sono pochi i 

casi di retinoma che si sono trasformati in retinoblastoma
28-31

. Il retinoma è stato 

inizialmente considerato una regressione spontanea del retinoblastoma, vista la 

somiglianza con le caratteristiche istologiche presentate dai retinoblastomi sottoposti a 

radioterapia e chemioterapia. Successivamente, è stato invece proposto che tale lesione 

rappresenti un primo stadio nello sviluppo del retinoblastoma
28-33

. 
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2.4 QUADRO CLINICO 

 

Il retinoblastoma solitamente esordisce nei primi 5 anni di vita, con un’età media 

alla diagnosi, di 12 mesi per le forme bilaterali e 24 mesi per quelle unilaterali. Talvolta, 

il tumore può essere rilevato con un’ecografia fetale al terzo mese di gravidanza oppure 

alla nascita
34

. L’insorgenza più tardiva, dopo i 5 anni di età, è rara; nell’adulto (età 

compresa tra i 20 e i 70 anni) sono stati descritti poco più di 20 casi di retinoblastoma
35, 

36
, alcuni, probabilmente, conseguenza della trasformazione maligna di un retinoma. 

Uno sviluppo più tardivo del tumore è stato associato alla perdita iniziale dell’allele 

presente sul cromosoma paterno, piuttosto che su quello materno
37

. I casi unilaterali 

osservati nei primi sei mesi di vita hanno un elevato rischio di bilateralizzarsi, per cui 

richiedono un attento controllo oftalmologico. Nei pazienti che presentano retinoma, 

sono necessari controlli oftalmologici periodici, in quanto quest’ultimo, seppur 

raramente, può andare incontro a trasformazione maligna (più frequente in quelli 

diagnosticati nei primi 5 anni di vita). Tutti i bambini, con una storia familiare di 

retinoblastoma, dovrebbero essere visitati subito dopo la nascita e successivamente, 

ogni 4 o 6 settimane fino all’età di un anno e ogni 2 o 3 mesi fino all’età di 3 anni. In 

assenza di storia familiare di malattia nota, finché il tumore non è grande abbastanza, o 

localizzato in una parte della retina, tale da determinare sintomi visivi, non viene 

rilevato.  

Il segno più comune di presentazione è un riflesso pupillare bianco (leucocoria) 

(Figura 2), che, generalmente, è notato dai genitori o da un parente e può essere messo 

in evidenza con il test del riflesso rosso, positivo quando  il riflesso è asimmetrico nei 

due occhi. La leucocoria è dovuta alla localizzazione in sede papillo-maculare e/o alla 

sporgenza nel vitreo della massa tumorale. 

 

Figura 2. Leucocoria in due pazienti con retinoblastoma 
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Il secondo segno per frequenza è lo strabismo, che può accompagnare o, talvolta, 

precedere la leucocoria, e si realizza quando il tumore occupa la zona maculare, con 

perdita della visione centrale. Segni meno frequenti includono l’ipopion, l’ipoema, la 

pseudouveite, l’endoftalmite, la cellulite orbitaria e le emorragie vitree, che si 

riscontrano, soprattutto, nei casi di retinoblastoma tardivo. Segni atipici di presentazione 

comprendono i segni infiammatori scatenati da necrosi massiva all’interno del tumore 

(uveite, panoftalmite, esoftalmo o, in tempi più lunghi, ftisi del bulbo), che possono 

condurre a complicazioni, quali glaucoma, megalocornea, buftalmo, lussazione del 

cristallino o cataratta. Altri segni atipici sono rappresentati da edema palpebrale, 

chemosi o congiuntivite. Un’uveite cronica unilaterale, non responsiva al trattamento, 

può essere l’espressione di un retinoblastoma infiltrante diffuso. Nei paesi del terzo 

mondo, dove la diagnosi viene posta tardivamente, il tumore può manifestarsi con 

proptosi, in presenza di una grande massa extraoculare, oppure idrocefalo nei casi di 

localizzazione posteriore, di metastasi o di retinoblastoma bilaterale associato a 

pinealoblastoma (definito anche “retinoblastoma trilaterale”); la presenza di 

quest’ultimo può inoltre provocare cefalea, vomito e meningismo. Il pinealoblastoma è 

un raro tumore neuroblastico della linea mediana, che si sviluppa in circa l’8-10% dei 

pazienti con una mutazione germinale nel gene RB1
38

. 

Le complicanze del retinoblastoma non trattato comprendono distacco retinico 

con successiva ischemia retinica, soprattutto in presenza di grandi tumori esofitici, 

comparsa di neovascolarizzazione secondaria dell’iride con coinvolgimento della 

camera anteriore (iniziale oscuramento dell’iride ed eterocromia e successivo ipoema e 

glaucoma neovascolare, con edema e opacizzazione della cornea), necrosi ed invasione 

dell’orbita, invasione del nervo ottico e del SNC. Il tumore può inoltre diffondere al 

nervo ottico controlaterale attraverso lo spazio subaracnoidale e al SNC attraverso il 

liquido cerebrospinale e può raggiungere il polmone, l’osso, il midollo osseo e 

l’encefalo per via ematogena. In genere, le metastasi compaiono a distanza di 6-24 mesi 

dalla diagnosi e conducono a morte in 2 anni. 

I fattori, che influenzano la sopravvivenza, sono, innanzitutto, la tempestività 

della diagnosi e la possibilità di accesso alle cure mediche; altrettanto importanti sono le 

dimensioni e lo spessore del focolaio o dei focolai retinici, la presenza di distacco 

retinico totale, di “seeding” sottoretinico e/o vitreale diffuso, l’invasione del nervo 

ottico e l’estensione extraoculare. Inoltre, la sopravvivenza complessiva è complicata 
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dall’alto rischio di neoplasie maligne secondarie extraoculari, negli individui con 

mutazioni germinali nel gene RB1
39

, i quali presentano un’incidenza cumulativa del 

22% all’età di 25 anni, e in quelli sottoposti a radioterapia esterna
40

, i quali presentano 

un rischio aumentato di dieci volte. Il periodo di latenza tra la diagnosi di 

retinoblastoma e la comparsa di neoplasie maligne secondarie è molto variabile ed è 

compreso tra i 2 e i 48 anni. Si tratta, soprattutto, di osteosarcomi (37%), sarcomi dei 

tessuti molli (16,8%) e melanomi (7,4%), che, solitamente, si rendono manifesti durante 

l’adolescenza o l’età adulta; meno frequenti sono i tumori cerebrali (4,5%), la leucemia 

(2,4%) e i linfomi non-Hodgkin (1,6%); infine, vi è un aumentato rischio di sviluppare 

carcinomi epiteliali, in particolare a livello di polmone, vescica e mammella. In uno 

studio recente è stato messo in evidenza che i pazienti con mutazione germinale in RB1 

presentano un rischio cumulativo di seconde neoplasie, 40 anni dopo la diagnosi di 

retinoblastoma, di circa il 28%
41

. La percentuale di sopravvivenza globale a 3 anni è 

elevata nei paesi sviluppati, in cui la diagnosi è precoce, e supera il 96%
42-44

. 

Il recupero della visione è influenzato dalle dimensioni e dalla localizzazione del 

tumore, dalla presenza o meno di “seeding” vitreale e dal tipo di terapia eseguita. 
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2.5 ASPETTI OFTALMOSCOPICI ED ISTOLOGICI 

 

Il retinoblastoma può presentare due prevalenti modalità di crescita all’esame 

oftamolscopico: una endofitica, che è la più comune, si dirige dalla superficie interna 

della retina verso la cavità vitrea e l’altra esofitica, si spinge dalla superficie esterna 

della retina, dapprima sollevandola e poi distaccandola, verso la coroide. La forma 

esofitica è maggiormente associata a glaucoma e causa più spesso distacco retinico e 

coroidale ed invasione del nervo ottico, con aumentato rischio di metastasi. Più raro è il 

tipo infiltrante diffuso
45

, nel quale non è riconoscibile una massa, ma una infiltrazione 

retinica diffusa (retina grigia ed ispessita, e sovente, vitreo opaco) e che, a differenza 

delle altre due forme, solo sporadicamente presenta calcificazioni. Il tipo infiltrante 

diffuso è stato osservato solo in casi unilaterali, nei quali provoca sintomi di irritazione 

e segni di coinvolgimento del segmento anteriore, generando talvolta errori nella 

diagnosi, ma fortunatamente, la prognosi dopo enucleazione è, generalmente, buona
46

. 

Quando il tumore è di piccole dimensioni (<1,5 mm di diametro) si presenta come una 

massa intraretinica giallo–bianca, perfettamente rotonda; raggiunti i 3 mm di diametro, 

iniziano a comparire capillari con progressivo reclutamento di vasi, che penetrano 

all’interno del tumore, il quale assume forme irregolari (Figura 3). 

 

 

 

Figura 3. Retinoblastoma maculare di grandi dimensioni. 
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I tumori freschi, contenendo aree di necrosi, possono essere liquidi, ma la 

maggior parte ha una consistenza pastosa. Gruppi di cellule neoplastiche possono 

distaccarsi e disperdersi nel vitreo (“seeding” vitreale, aspetto simile a piccole palle di 

cotone o a fiocchi di neve) o nello spazio sottoretinico (“seeding” sottoretinico); essi 

sono facilmente distinguibili dai nuovi tumori, per la loro localizzazione inferiore e il 

tipo di distribuzione. 

All’esame istologico si evidenzia la presenza di aggregati cellulari in forma 

sferica, “le rosette”, in cui le cellule neoplastiche si dispongono con un prolungamento 

cellulare rivolto verso l’interno, delimitando uno spazio centrale otticamente vuoto: 

rosette di Flexner-Wintersteiner (specifiche del retinoblastoma) e rosette di Homer-

Wright (presenti anche in altri tumori primitivi neuroectodermici). In genere, le cellule 

neoplastiche sopravvivono nelle aree più prossimali ai vasi, formando le cosiddette 

“pseudorosette”. Nelle aree necrotiche, si depositano sali di calcio, da cui originano le 

calcificazioni, mentre detriti molecolari delle cellule necrotiche si possono depositare 

nelle pareti vascolari e causare basofilia perivascolare. 

Diverse classificazioni sono state proposte per stadiare il tumore, ma la più 

seguita è quella di Reese ed Ellsworth, che si basa sulla valutazione oftalmoscopica 

dell’estensione tumorale (Tabella 6). 

 

 

Tabella 6. Classificazione di Reese ed Ellsworth. 

Gruppo I       Molto favorevole 

a)     Tumore unico con diametro < 4 dp, all’equatore o dietro 

b)     Tumori multipli con diametro < 4 dp, all’equatore o dietro  

Gruppo II     Favorevole 

a)   Tumore unico con diametro tra 4-10 dp, all’equatore o dietro 

b)   Tumori multipli con diametro tra 4-10 dp, all’equatore o dietro 

Gruppo III    Dubbio 

a) Ogni tumore anteriore all’equatore 

b) Tumore unico con diametro > 10 dp, dietro all’equatore 

Gruppo IV    Sfavorevole 

a) Tumori multipli, alcuni di diametro > 10 dp 

b) Ogni tumore che si estende anteriormente all’ora serrata 

Gruppo V     Molto sfavorevole 

a) Tumori massivi coinvolgenti più della metà della retina 

b) Disseminazione nel vitreo 
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Tuttavia, la classificazione di Reese-Ellsworth ha il limite di non tener conto del 

“seeding” vitreale e sottoretinico del tumore, pertanto è stata formulata una 

classificazione definita A,B,C,D,E (Tabella 7). 

 

 

Tabella 7. Classificazione A, B, C, D, E 

  Gruppo A: tumori piccoli < 3 mm e a distanza di < 2 dp dal disco o dalla 

                    fovea e con “seeding” vitreale assente. 

  Gruppo B: focolai senza “seeding” o solo con minimo “seeding” focale vitreale 

                    non DR a < 5 mm da base della neoplasia   

  Gruppo C: fine diffuso “seeding” vitreale 

                   DR maggiore del gruppo B o totale DR 

                   Diametro tumorale > 15 mm 

  Gruppo D: massivo “seeding” vitreale o subretinico 

                   DR maggiore del gruppo B o totale DR 

                   Tumore che occupa oltre il 50% della superficie retinica 

  Gruppo E: nessuna possibilità di visus residuo oppure presenza di uno o 

                   più dei seguenti quadri clinici: 

                   - tumore in camera anteriore 

                   - glaucoma secondario con neovascolarizzazione 

                   - emorragia intravitrea 

                   - occhio ftisico o preftisico 

                   - ipoema o pseudoipopion con impronta sull’endotelio corneale 

                   - pseudo-cellulite orbitaria 

                   - tumore a livello della membrana jaloidea anteriore 
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2.6 ASPETTI TERAPEUTICI 

 

La strategia terapeutica è suggerita dalla necessità di preservare la vita, 

conservare l’occhio, mantenere una funzione visiva utile e ottenere un effetto 

cosmetico. La scelta del tipo di trattamento deve essere personalizzata e deve tener 

conto della localizzazione e dimensione del tumore, del numero di focolai, della 

unilateralità o bilateralità, dall’interessamento focale o diffuso del vitreo, dalla presenza 

di impianto sottoretinico focale o diffuso, dall’età del paziente, dalla familiarità e dal 

rischio di seconda neoplasia maligna non oculare. Quando possibile, viene preferito il 

trattamento conservativo, ma qualora esso fallisca o qualora vi sia una precisa 

indicazione viene eseguita l’enucleazione, che previene la comparsa di metastasi nel 

95% dei casi
42

. Fino al 45% dei pazienti, trattati con una terapia conservativa 

dell’occhio, necessitano di trattamenti successivi per la presenza di una recidiva o 

l’insorgenza di un nuovo tumore oculare
47

. È, dunque, necessario un follow-up 

oftalmoscopico con controlli oftalmologici periodici, soprattutto nei primi anni che 

seguono il trattamento. 

I trattamenti conservativi includono la fotocoagulazione, la criocoagulazione, la 

termoterapia transpupillare (TTT), la termochemioterapia (TCT), la brachiterapia con 

placche radioattive, la radioterapia esterna e la chemioterapia sistemica. Inoltre, negli 

anni sono state introdotte terapie che prevedono la somministrazione locale dei 

chemioterapici, quali l’iniezione sottocongiuntivale di carboplatino
48, 49

 e, più 

recentemente, la chemioterapia superselettiva intrarteriosa, che prevede l’infusione 

nell’arteria oftalmica di Melphalan in monoterapia o in associazione ad altri farmaci 

antiblastici
50-53

. 

La fotocoagulazione con argon laser è indicata nei tumori di dimensioni ≤8 mm 

e quelli della media periferia e del polo posteriore, confinati alla retina, come terapia di 

prima scelta o dopo chemioriduzione. La percentuale di guarigione può raggiungere il 

92%
42

. Le complicanze includono le recidive, i distacchi retinici, le occlusioni vascolari 

retiniche e la fibrosi preretinica. 

La criocoagulazione
54, 55

 viene impiegata nei tumori anteriori all’equatore, vicino 

all’ora serrata (fino a 3-4 mm di diametro e 2 mm di spessore, endofitici, privi di grossi 

vasi neoformati), in quelli di piccole dimensioni comparsi dopo radioterapia o sfuggiti a 

precedenti osservazioni ed, infine, in quelli in stadio III, IV e V di Reese, in 
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associazione alla monochemioterapia per aumentare la concentrazione di 

chemioterapico nella cavità vitrea. Presenta il 70% o più di successo
56

. La complicanza 

più frequente è l’edema congiuntivale e palpebrale, ma può determinare anche rotture e 

distacchi retinici, distacchi coroidali ed uveiti. 

La TTT
57

, eseguita con laser a diodi, è impiegata nei tumori in sede maculare di 

dimensioni ≤3 mm, preceduta da chemioriduzione. Come complicanze può dare atrofia 

iridea localizzata, opacità periferiche della lente e trazioni retiniche fino a transitorio 

distacco retinico sieroso localizzato. 

La TCT si effettua con laser a diodi dopo somministrazione endovenosa di 

carboplatino ed è riservata a tumori di piccole dimensioni (<4 mm). 

La brachiterapia con placche radioattive
58

 allo I
125

 (raggi γ) e RU
106

 (raggi β) è 

utilizzata, come trattamento di prima scelta, nei tumori con diametro <15 mm e spessore 

<9 mm, non trattabili con fotocoagulazione, crioterapia e TCT, distanti almeno 3 mm 

dal nervo ottico e/o dalla macula; come trattamento di seconda scelta è usata nei focolai 

residui dopo radioterapia esterna, nelle recidive dopo terapia focale o radioterapia 

esterna, nei focolai con modesto “seeding” vitreale. La localizzazione ideale è quella 

equatoriale. Con essa si ottiene una percentuale di guarigione che può raggiungere il 

90%
59

. Le complicanze più frequenti sono la corioretinopatia da radiazioni, le opacità 

del cristallino e la neuropatia ottica. 

La radioterapia esterna è utile nei tumori bilaterali, di grandi dimensioni, 

adiacenti al nervo ottico, o papillo-maculari, nei quali la chemioterapia combinata con la 

terapia focale ha fallito; è, inoltre, indicata in caso di “seeding” vitreale diffuso e 

recidive che non rispondono a nessuno degli altri trattamenti conservativi. Infine, viene 

impiegata dopo l’enucleazione, nei casi di infiltrazione del nervo ottico, fino al margine 

di sezione chirurgica dello stesso, di infiltrazione della sclera e di recidive orbitarie, in 

associazione a chemioterapia. La percentuale di guarigione può raggiungere il 90%. 

Essa dovrebbe essere evitata nei pazienti di età inferiore ai 12 mesi. Le complicanze 

immediate comprendono la congiuntivite e la cheratite attinica, e l’iposecrezione 

lacrimale, mentre quelle tardive includono la neuropatia ottica, la corioretinopatia e la 

cataratta radio-indotta; inoltre, comporta un aumentato rischio di neoplasie maligne 

secondarie. 

La chemioterapia sistemica è indicata nelle forme intraoculari (unilaterali e 

bilaterali), anche multifocali, per ridurre il volume dei focolai retinici prima della 
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terapia focale e ottimizzarne l’efficacia e per trattare focolai in sede papillo-maculare; è, 

inoltre impiegata come terapia adiuvante per il retinoblastoma metastatico e per ridurre 

il rischio di metastasi locoregionali o a distanza nei pazienti enucleati e con fattori 

istoprognostici sfavorevoli. Nella monochemioterapia, utilizzata soprattutto per la TCT, 

viene generalmente impiegato il carboplatino (da 2 a 4 cicli). Solitamente, però, 

vengono utilizzati chemioterapici in associazione (carboplatino ed etoposide; 

ifosfamide, vincristina e doxorubicina; ifosfamide, carboplatino ed etposide). La 

percentuale di successo varia dal 50% al 90%
60

 ed aumenta se la chemioterapia viene 

abbinata ad una terapia locale di consolidamento
61, 62

. Può dare, come complicanze, 

soppressione del midollo osseo, nefropatia, sordità e leucemia. 

L’iniezione sottocongiuntivale di carboplatino, impiegata in monoterapia ha 

mostrato scarsa efficacia nel controllo a lungo termine dei tumori in fase avanzata
48

, 

mentre si è dimostrata più efficace quando usata in associazione ad altre terapie 

conservative, nell’aumentare il controllo sia dei tumori in fase avanzata che di quelli ad 

uno stadio precoce, in particolare quando abbinata alla laserterapia
49

. Le complicanze 

comprendono alterazioni della motilità oculare, necrosi ed atrofia del nervo ottico e 

cellulite periorbitaria
63-65 

. 

La chemioterapia intrarteriosa superselettiva, mediante infusione di Melphalan 

attraverso l’arteria oftalmica, consente di ottenere alte concentrazioni del farmaco a 

livello dell’occhio e quindi del tumore, evitando la tossicità legata alla 

somministrazione sistemica
50-53

. Gli studi effettuati hanno dimostrato che in seguito a 

tale terapia la funzione retinica può essere mantenuta e persino recuperata
66

. Inoltre, gli 

studi fino ad oggi condotti sull’applicazione della chemioterapia intrarteriosa 

superselettiva indicano una buona efficacia nel controllo a breve termine dei tumori in 

fase avanzata (stadi Va e Vb di Reese), con migliori risultati in quelli in remissione 

parziale o con ripresa di malattia dopo altre terapie conservative
53

, mentre mancano 

ancora studi sull’efficacia a lungo termine. Ci sono infine studi preliminari promettenti 

riguardo all’impiego simultaneo del Melphalan e di altri chemioterapici (Topotecan, 

Carboplatino) nel trattamento iniziale di tumori in stadi più precoci (stadi II, III e IV)
52, 

53
. Gli effetti avversi riportati sono generalmente locali e reversibili, comprendendo 

disfunzioni palpebrali, iperemia ed edema palpebrale, perdita delle ciglia, strabismo, 

alopecia e “rash” frontale. 
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L’enucleazione (Figura 4) è indicata nei tumori unilaterali, con interessamento 

massivo della retina (>50%) e distacco retinico totale senza possibilità di residuo visivo, 

o con “seeding” vitreale o sottoretinico massivo, in quelli con interessamento della 

camera anteriore, in quelli con bulbo in ftisi o con glaucoma secondario e in quelli che 

mostrano persistenza di malattia dopo ogni trattamento conservativo. È necessario 

sezionare almeno 10 mm del nervo ottico, per valutare l’estensione del tumore
67

 e 

lasciare il globo intatto, per evitare l’insorgenza di una recidiva orbitale. La percentuale 

di guarigione è del 95%. Le complicazioni sono rare e includono le emorragie e le 

infezioni postoperatorie. Sul bulbo enucleato viene eseguito l’esame istopatologico ed il 

riscontro di invasione del nervo ottico oltre la lamina cribrosa, interessamento diffuso e 

a tutto spessore della coroide, invasione delle arterie penetranti ed invasione della sclera 

rappresentano fattori istoprognostici sfavorevoli. 

 

                                  

           Figura 4.  Sezione longitudinale di un occhio con retinoblastoma. 

 

Il volume dell'occhio viene sostituito da un impianto, che può essere di due tipi: 

integrato, ossia colonizzato dai capillari dell’orbita, diventando così parte integrante 

della cavità anoftalmica (la vascolarizzazione si completa dopo circa 6 mesi ed è 

documentata dalla MRI con contrasto paramagnetico), oppure non integrato. Gli 

impianti più usati in età pediatrica sono l’idrossiapatite rivestita di vicryl (tipo integrato) 

e il silicone (tipo non integrato). Essi hanno un effetto cosmetico e di stimolo per la 

crescita della cavità anoftalmica. Nella cavità orbitaria viene inserita una protesi, 

inizialmente provvisoria, cambiata periodicamente, compatibilmente con la crescita del 

bambino (ogni 4-6 mesi circa) e, successivamente, sostituita con quella definitiva. 
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2.7 GENE RB1 E PROTEINA pRB 

 

Il gene RB1, localizzato nella regione 13q14.2, ha una lunghezza di 190 kb ed è 

costituito da 27 esoni (Figura 5a). Al 5’ del gene si trova una regione CpG che 

normalmente non è metilata. La regione del promotore presenta siti di legame per i 

fattori di trascrizione ATF, SP1 ed E2F
68

, ma non contiene elementi TATA o CAAT. Il 

gene è trascritto in un mRNA di 4.7 kb, per il quale non ci sono evidenze di splicing 

alternativo
69

. L’open reading frame, che inizia nell’esone 1 e termina nell’esone 27, si 

estende per 2,7 kb ed è seguito da una regione non tradotta di 2 kb
70

. Il confronto tra il 

gene RB1 nell’uomo e quello nel topo mostra un’omologia dell’80% nelle prime 235 bp 

a monte della metionina iniziale, un’omologia dell’89% nella sequenza codificante e 

un’omologia del 77% nella regione 3’ non tradotta. Le rispettive proteine nell’uomo e 

nel topo mostrano un’identità del 91% suggerendo che la funzione di questa proteina è 

altamente conservata. 
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Figura 5. a) Localizzazione e struttura del gene RB1. b) Struttura della proteina pRB. 
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Il gene RB1 codifica per la proteina pRB, che è una fosfoproteina nucleare di 

110-kDa, ubiquitaria
71

, costituita da 928 residui aminoacidici e che fa parte di una 

piccola famiglia di proteine, che include p107 e p130/pRB2. Queste tre proteine 

condividono omologia di sequenza e intervengono nella regolazione del ciclo cellulare. 

La proteina pRB rappresenta il prototipo dei soppressori tumorali (in quanto è il primo 

ad essere stato isolato e clonato) ed il suo “pathway” è alterato nella maggior parte dei 

tumori umani, in quanto gioca un ruolo fondamentale nel regolare il ciclo cellulare, la 

differenziazione e l’apoptosi
68

. 

 La proteina pRB è suddivisa in quattro regioni, la regione N-terminale, i domini 

A e B separati da una regione spaziatrice, e la regione C-terminale (Figura 5b). Le 

regioni A/B sono conservate all’interno della famiglia e, a seconda della stato di 

fosforilazione di residui multipli di serina e treonina in altre regioni della proteina, il 

dominio A/B può legarsi a E2Fs, HDACs e altre proteine nucleari che contengono un 

sito LxCxE. Questo dominio è necessario per le funzioni biologiche, quali la 

regolazione della crescita e della differenziazione cellulare, e le attività biochimiche, 

comprendenti la regolazione trascrizionale e l’interazione con le proteine virali e 

cellulari
72

 ed entrambe le regioni A/B sono indispensabili per creare un sito 

funzionale
73

. La regione C-terminale è meno caratterizzata ma è anch’essa 

fondamentale affinchè la proteina svolga la funzione di repressore della crescita 

cellulare. Tale regione contiene un segnale di localizzazione nucleare (NLS) e un sito 

che lega le cicline ([R/K]xL), che sono importanti per la fosforilazione di pRB
74-76

. Il 

dominio C-terminale ha un’attività intrinseca non specifica di legare il DNA e lega le 

oncoproteine c-abl e MDM2
77

. Anche la regione N-terminale non è ben caratterizzata 

strutturalmente ma viene ipotizzato che possa promuovere uno stato conformazionale 

attivo di pRB ed avere anche altri ruoli, dal momento che lega diverse proteine
78-80

. 

La proteina pRB può essere presente in una forma non fosforilata (attiva) ed in 

una forma fosforilata (inattiva). Nella forma attiva agisce da repressore trascrizionale, 

perché in grado di legare la famiglia di fattori della trascrizione E2F
81-84

. Nella forma 

inattiva invece guida il rilascio dei fattori trascrizionali e l’espressione dei geni 

necessari per la progressione del ciclo cellulare
85

. La fosforilazione da parte delle 

proteine chinasi ciclina-dipendenti (cdk) regola il legame tra pRB ed E2F
83

. In 

particolare la fosforilazione di pRB da parte di cdk3-ciclina C induce l’uscita dalla fase 

G0. Successivamente la fosforilazione di pRB, nella fase tardiva G1, ad opera dei 
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complessi cdk4/6-ciclina D e cdk2-ciclina E, permette il rilascio dei fattori E2F e la 

progressione lungo il ciclo cellulare. La fosforilazione di pRB continua durante le fasi S 

e G2 ad opera dei complessi cdk2-ciclina A e cdk2-ciclina B. La proteina pRB è 

riattivata durante la fase tardiva della mitosi per defosforilazione da parte della PP1 

fosfatasi (Figura 6). 

 

 

Figura 6. pRB regolata il ciclo cellulare, la progressione, la differenziazione l’apoptosi. 

 

Oltre al suo ruolo fondamentale nel controllo del ciclo cellulare, pRB è coinvolta 

anche nel controllo della differenziazione durante l’embriogenesi e nei tessuti adulti, 

nella regolazione dell’apoptosi, nel mantenimento dell’arresto permanente del ciclo 

cellulare e nella salvaguardia dell’instabilità cromosomica
68, 86, 87

. 
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2.8 SPETTRO DELLE MUTAZIONI NEL GENE RB1 

 

Le mutazioni in RB1 sono sparse lungo tutto il gene, incluso il promotore, gli 

esoni e le regioni introniche coinvolte nello splicing, e più del 50% sono mutazioni 

private. 

Il primo evento mutazionale (M1), che predispone allo sviluppo del tumore, è 

dovuto nella maggior parte dei casi a mutazioni troncanti: mutazioni nonsenso o 

delezioni/inserzioni frameshift, localizzate negli esoni 1-25 del gene
88

. Il sito del codone 

di stop prematuro nel gene RB1 non sembra avere effetti sull’espressione fenotipica., 

nella maggior parte di questi casi infatti la prematura interruzione della traduzione porta 

al fenomeno dell’RNA nonsense-mediated decay (NMD), per cui i prodotti alterati 

vengono degradati e la proteina pRB non è rilevabile.  Questo tipo di mutazioni pertanto 

si associa solitamente a retinoblastoma bilaterale e solo occasionalmente sono state 

identificate in individui con retinoblastoma unilaterale o in famiglie con espressività 

variabile
89, 90

, nei quali tuttavia è stato spesso evidenziato un mosaicismo somatico. Tale 

condizione si riscontra rispettivamente nel 10% e nel 3,7%, delle forme familiari e delle 

forme unilaterali sporadiche
89, 90

. 

Seguono in ordine di frequenza le mutazioni di splicing, le missenso, le 

mutazioni che cadono nella regione del promotore
88

. Le mutazioni di splicing possono 

essere localizzate sia nelle sequenze introniche che in quelle esoniche, con prevalente 

interessamento delle sequenze introniche fiancheggianti gli esoni 6, 12, 16, 17, 19 e 

24
88

. Le mutazioni missenso più frequenti interessano i domini A/B, che sono 

fondamentali per le interazioni molecolari della proteina. Esistono, inoltre, 17 “hot 

spots”: 12 mutazioni nonsenso, 3 mutazioni di splicing e 2 missenso
88

. La maggior parte 

di queste mutazioni ricorrenti consiste in transizioni C>T in 11 triplette CGA, 

codificanti per un’arginina, localizzate negli esoni 8, 10, 11, 14, 15, 17, 18 e 23. Questa 

alta instabilità delle triplette CGA è dovuta alla metilazione dei dinucleotidi CpG e alla 

spontanea deaminazione della 5 Metil-Citosina a Timidina
91

. Le mutazioni di splicing, 

causanti una riduzione della normale quantità di mRNA prodotto, le mutazioni 

missenso, causanti inattivazione parziale di pRB e le mutazioni nella regione del 

promotore, determinanti una bassa espressione di pRB, si riscontrano più 

frequentemente nelle forme familiari a penetranza incompleta o con fenotipo più lieve 

(maggiore frequenza di casi unilaterali o di retinomi). 
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Infine, le grandi delezioni totali o parziali del gene si riscontrano in circa il 5-

15% degli affetti
92

. Studi di correlazione genotipo-fenotipo hanno mostrato che 

solitamente gli individui con grandi delezioni del gene sviluppano un fenotipo più lieve, 

rispetto agli individui che presentano altri tipi di mutazione con perdita totale della 

funzione della proteina. In particolare, le persone che presentano delezioni totali del 

gene, submicroscopiche o di grandi dimensioni, manifestano spesso retinoblastoma 

unilaterale, mentre quasi tutti gli individui con grandi delezioni ma un solo punto di 

rottura all’interno del gene RB1, sviluppano retinoblastoma bilaterale
93

. 

Il secondo evento mutazionale (M2) è rappresentato da ricombinazioni mitotiche 

(50%)
16

, non disgiunzioni, con o senza duplicazioni (circa il 40%), delezioni 

microscopiche e submicroscopiche, mutazioni puntiformi e inattivazioni del gene 

(10%). La seconda mutazione si realizza con una frequenza maggiore rispetto alla 

prima
94

 ed è più sensibile ai fattori ambientali, soprattutto quelli che determinano 

riarrangiamenti cromosomici, come le radiazioni ionizzanti. 
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2.9 SINDROME DA MICRODELEZIONE 13q14 

 

 La sindrome da delezione 13q14 è una patologia rara, causata da una delezione 

interstiziale, che coinvolge il gene RB1 e il genoma circostante ed è caratterizzata 

dall’associazione di retinoblastoma, anomalie di sviluppo e un peculiare fenotipo 

facciale. 

 La sindrome “13q” è stata riconosciuta come un’entità fin dal 1969
95

, sebbene 

inizialmente sia stato difficile definire specifici criteri diagnostici, a causa dell’ampia 

variabilità delle manifestazioni cliniche nei pazienti con delezione 13q. Con il 

successivo avvento delle tecniche di bandeggio cromosomico, si è tentato di correlare le 

caratteristiche cliniche, con la perdita di specifici segmenti del cromosoma 13
96, 97

. Nei 

primi anni ’90 Brown, sulla base dei dati clinici e citogenetici, ha proposto una 

classificazione dei pazienti con delezione 13q, individuando tre categorie: 1) delezioni 

prossimali a 13q32 associate a deficit intellettivo lieve-moderato, ritardo di crescita, 

caratteristiche facciali peculiari e, quando coinvolta la regione q14.2, a retinoblastoma; 

2) delezioni coinvolgenti la banda 13q32 associate a grave deficit intellettivo e una o più 

malformazioni maggiori a carico di vari organi; 3) delezioni distali, coinvolgenti le 

bande q33q34 associate a grave deficit intellettivo, in assenza di malformazioni 

maggiori
98, 99

. 

 Il primo autore, a suggerire uno specifico fenotipo facciale associato alla 

delezione 13q14, è stato Motegi, nel 1983, che ha descritto tre pazienti con delezione 

del cromosoma 13, coinvolgente la banda q14, che presentavano retinoblastoma e 

alcune caratteristiche facciali simili, comprendenti sopracciglia prominenti, ampio ponte 

nasale, punta del naso arrotondata, filtro lungo, bocca larga e labbro superiore sottile
100

. 

 Nel 1999, Baud descrivendo una coorte di 22 pazienti, tutti affetti da 

retinoblastoma ha definito le caratteristiche facciali peculiari della sindrome, (Figura 7) 

comprendenti fronte alta e ampia, lobi spessi ed anteversi, naso corto, filtro prominente 

e labbro inferiore spesso ed everso
101

. Questo fenotipo era associato a grave deficit 

intellettivo con ritardo o assenza del linguaggio e/o compromissione motoria all’età di 2 

anni, nella maggior parte dei pazienti ed era correlato alla localizzazione ed estensione 

della delezione
101

. Egli ha notato che il coinvolgimento neurologico era assente quando 

la delezione era limitata alla banda 13q14 e che invece il ritardo di sviluppo 

psicomotorio era più grave nei pazienti con delezioni, che si estendevano da 13q14 a 
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q21, rispetto a quello presente nei pazienti con delezioni, che si estendevano da 13q14 

alle bande più prossimali
101

. 

 

 

                                         

Figura 7. Pazienti con delezione 13q14 e peculiare fenotipo facciale: fronte alta e ampia, lobi spessi ed 

anteversi, naso corto, filtro prominente e labbro inferiore spesso ed everso. Ripresa e modificata da Baud 

et al,1999. 

 

 

 Nel 2001, Bojinova ha esteso ulteriormente la descrizione del fenotipo facciale, 

associato alla delezione 13q14, riportando 13 nuovi pazienti caucasici, con anomalie 

craniche (brachicefalia, micro/macrocefalia, plagiocefalia, dolicocefalia), bozze frontali, 

sopracciglia prominenti, fessure palpebrali rivolte in alto e in fuori, pieghe epicantali, 

ponte nasale ampio e depresso, punta del naso arrotondata, filtro lungo, profondo e ben 

disegnato, labbro superiore fino, labbro inferiore spesso ed everso, micro/retrognazia, 

guance ampie e orecchie e lobi grandi e ripiegati
102

. 

 L’introduzione dell’analisi di array-CGH ha permesso di caratterizzare a livello 

molecolare i pazienti con delezione 13q14.2, consentendo di definire l’estensione e i 

punti di rottura delle delezioni
103-105

. Con l’impiego di tale metodica, Caselli nel 2007 
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ha tentato di definire una regione critica per il deficit intellettivo, mettendo a confronto 

le delezioni di due pazienti che presentavano retinoblastoma, caratteristiche facciali 

peculiari e deficit intellettivo, con quella di un paziente affetto solo da 

retinoblastoma
103

. Da tale confronto sono state per la prima volta individuate due 

regioni critiche, una centromerica ed una telomerica e sono stati indicati come possibili 

geni candidati per il deficit intellettivo, i geni NUFIP, HTR2A, PCDH8 e PCDH17, 

localizzati all’interno di tali regioni
103

. Grazie all’impiego dell’analisi di array-CGH è 

stato inoltre possibile effettuare studi di correlazione genotipo-fenotipo
104, 105

. In un 

recente lavoro, Mitter ha analizzato 64 pazienti con delezioni interstiziali 13q, 

coinvolgenti il gene RB1, mettendo a confronto le caratteristiche di pazienti con piccole 

(punti di rottura in 13q14; dimensioni <6Mb), medie (punti di rottura in 13q12.3q21.2; 

dimensioni 6-20 Mb) e grandi (punti di rottura in 13q12q31.2; dimensioni >20Mb) 

delezioni
105

. In particolare è emerso che i pazienti con delezioni di piccole dimensioni 

presentano macrocefalia, alta statura, obesità, ritardo motorio e del linguaggio e non 

mostrano caratteristiche facciali peculiari
105

, in contrasto con quanto precedentemente 

riportato
100-102

. I pazienti con delezioni di dimensioni medie presentano ritardo 

psicomotorio di grado lieve-moderato, microcefalia, bassa statura e caratteristiche 

facciali peculiari, quali fronte alta, occhi infossati, naso corto, e labbro superiore 

sottile
105

. Infine, i pazienti con delezioni di grandi dimensioni presentano ritardo 

psicomotorio di grado variabile, ipotonia, microcefalia, bassa statura, stipsi, difficoltà di 

alimentazione e caratteristiche facciali peculiari, quali fronte alta, naso corto, filtro 

lungo, labbro superiore sottile e angoli della bocca rivolti verso il basso
105

. È stato 

inoltre riscontrato un fenotipo più lieve di retinoblastoma (retinoblastoma unilaterale) 

nei pazienti con delezioni superiori ad 1 Mb, contenenti il gene MED4, il quale codifica 

per un complesso proteico che interagisce con il recettore della vitamina D
105

. Non sono 

stati invece trovati punti di rottura ricorrenti, nè correlazione tra le caratteristiche 

cliniche e l’origine parentale della delezione
105

. 
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L’U.O.C. Genetica Medica di Siena effettua come prestazione del sistema 

sanitario nazionale l’analisi molecolare per il retinoblastoma. 

Lo screening per la ricerca di mutazioni puntiformi del gene RB1, viene effettuato 

mediante DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Cromatography). Quando viene 

evidenziato un profilo anomalo al DHPLC, si procede al sequenziamento automatico 

dello specifico amplicone. 

La ricerca di delezioni nel gene RB1, viene effettuata attraverso MLPA (Multiple 

Ligation Probe Assay) mediante l’impiego del kit commerciale P047-B1 (MRC Holland, 

Amsterdam). Le sonde contenute in questo kit consentono di analizzare 23 dei 27 esoni 

che compongono il gene RB1; viene escluso l’esone 15. Tale kit contiene inoltre sonde 

per altri tre geni localizzati in prossimità di RB1, ITMB2 (48 kb a monte), CHC1L (72 kb 

a valle) e DLEU1 (distante 1,6 Mb). Con tale kit è pertanto possibile rilevare sia 

riarrangiamenti intra-genici che riarrangiamenti più grandi, almeno fino a 1,8 Mb, 

coinvolgenti anche i geni fiancheggianti il gene RB1. In quest’ultimo caso, a tale tecnica 

è stata affiancata a scopo di ricerca l’analisi di array-CGH, per una migliore definizione 

dell’estensione e dei punti di rottura del riarrangiamento identificato mediante MLPA. 

Tutte queste indagini vengono effettuate sul DNA del paziente, estratto da 

prelievo di sangue periferico (10 ml in EDTA), tramite il kit QIAamp DNA Blood 

(Qiagen, Hilden, Germany). 
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3.1 ANALISI DI MUTAZIONI PUNTIFORMI  

 

3.11 PCR 

La PCR (Polymerase Chain Reaction) è una tecnica che consente di amplificare 

specifici frammenti di DNA, dei quali si conoscono le sequenze alle due estremità. 

Questa reazione avviene grazie alla capacità del DNA polimerasi di sintetizzare un 

filamento di DNA complementare ad una sequenza che utilizza come stampo. Per 

innescare la sintesi ha bisogno di oligonucleotidi, i primers, che si appaiano al filamento 

stampo in corrispondenza delle estremità del frammento e funzionano da innesco della 

reazione. 

Si utilizza, quindi, un mix contenente i primers, dei nucleotidi (dNTPS), i 

campioni di DNA ad una concentrazione di 100 ng/μl, la Taq polimerasi ed i reagenti 

specifici per la reazione di PCR. Tale reazione prevede una denaturazione iniziale, 

seguita da 35 cicli costituiti da denaturazione (per aprire bene le due eliche di DNA), 

appaiamento (o annealing, alla temperatura specifica, che dipende dalla composizione in 

basi dei primers, per far appaiare i primers al filamento stampo) ed estensione (in cui la 

Taq-polimerasi si lega al primer ed inizia a sintetizzare il nuovo filamento). Dopo i 35 

cicli, viene effettuata un’estensione finale e al termine della reazione otteniamo circa un 

milione di copie del filamento iniziale di DNA. 
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3.12 DHPLC 

La DHPLC (Denaturing High Performance Liquid Cromatography) è una tecnica 

di separazione ad elevata efficienza e sensibilità, che consente di caratterizzare differenti 

molecole in base a specifiche caratteristiche chimico-fisiche e steriche. La DHPLC 

impiega il meccanismo della ripartizione in fase inversa ad accoppiamento ionico
106

. 

Il sistema cromatografico è composto da due fasi: una fase solida o stazionaria, 

costituita da materiale di riempimento della colonna, e una fase liquida o mobile, 

costituita dal solvente che scorre attraverso la colonna. La fase stazionaria è costituita da 

microsfere di polistirene-divinilbenzene ed elettricamente neutra ed idrofobia, per cui i 

frammenti di DNA, contenenti ioni fosfato carichi negativamente, possono legarsi alla 

matrice della colonna solo con l’ausilio di una molecola ponte, il TEAA 

(TriEtilAmmonio Acetato). Il TEAA è una molecola carica positivamente con doppia 

funzionalità lipofila ed idrofila, infatti mentre la parte apolare della molecola interagisce 

con la fase stazionaria, la parte polare interagisce con il DNA. Il ruolo del TEAA è 

quello di circondare la molecola di DNA da analizzare e di farla interagire con la fase 

stazionara. Il TEAA è aggiunto in basse quantità (0,1 M) nel tampone, in modo da essere 

costantemente disponibile. 

Il principio su cui si basa la DHPLC è la differente interazione che le molecole da 

separare mostrano nei confronti del materiale cromatografico, sotto la modulazione 

chimica e meccanica dei tamponi. Il risultato è che il tempo di ritenzione in colonna dei 

frammenti, varia in funzione della qualità e quantità delle interazioni che essi 

stabiliscono con la fase stazionaria. Le molecole caratterizzate da un minor numero di 

interazioni vengono eluite più velocemente e viceversa. Quando un frammento di DNA è 

sottoposto ad analisi mediante DHPLC si possono verificare due situazioni: 

- nel caso in cui il frammento in esame non presenti mutazioni puntiformi, dopo un 

ciclo di denaturazione e successiva rinaturazione, si formeranno molecole di omoduplex, 

cioè molecole costituite da due filamenti perfettamente appaiati tra loro, in grado di 

instaurare un numero elevato di interazioni con la colonna, risultando quindi stabilmente 

legati ad essa. La presenza di molecole omoduplex risulterà in un unico picco di 

eluizione. 

- nel caso vi sia una mutazione puntiforme, dopo denaturazione e successiva 

rinaturazione, si formeranno oltre alle molecole di omoduplex, molecole di eteroduplex, 

costituite da due filamenti di DNA non perfettamente appaiati tra loro per la presenza di 
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una “bolla” di mis-appaiamento nel punto della mutazione (Figura 8). La presenza di 

questa bolla rende meno stabile la molecola all’interno della colonna in quanto 

diminuisce il numero di interazioni tra il frammento e la fase stazionaria, quindi il tempo 

di eluizione sarà inferiore rispetto alle molecole di omoduplex. Di conseguenza se un 

frammento presenta una mutazione saranno visibili un picco alterato o più picchi 

addizionali corrispondenti alle molecole di eteroduplex (Figura 8). 

 

 

                               

Figura 8. Nel cromatogramma sono visibili i quattro picchi corrispondenti alle molecole di eteroduplex e 

di omoduplex che si formano, dopo denaturazione e successiva rinaturazione del DNA, in presenza di una 

mutazione in eterozigosi. 

 

 

Per l’analisi al DHPLC, il prodotto di PCR viene quindi denaturato a 95°C, 

rinaturato a 65°C per 10’ e raffreddato a 4°C, per favorire la formazione di eventuali 

eteroduplex. Le provette contenenti i prodotti di PCR possono essere poste direttamente 

nell’autocampionatore del sistema, che provvede a prelevare, in condizioni standard, 5 μl 

di amplificato (circa 20-50 ng di DNA) ed iniettarlo nel sistema per l’analisi. 

Per ogni frammento è necessario calcolare la temperatura di melting (temperatura 

di “50% di denaturazione”), che verrà poi utilizzata per l’esame dei campioni. La 

temperatura di melting dipende da una serie di caratteristiche, tra cui la lunghezza del 

frammento e la sua composizione in paia di basi, e viene calcolata da un apposito 
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software (WaveMaker Software), che visualizza i domini contenuti nella sequenza e 

propone le temperature di analisi. Una volta scelta la temperatura di lavoro per ogni 

amplicone, si procede ad analizzare i campioni dello screening. 

Per monitorare le separazioni ottenute in colonna si utilizza uno spettrofotometro 

corredato di microcella a flusso, dove l’eluito passa in continuazione e ne viene 

effettuata la lettura all’ultravioletto a 260 nm. Il segnale di assorbanza viene tradotto in 

intensità (mV). Il rilevatore a luce ultravioletta permette di evidenziare una mutazione 

con un limite del 5% di molecole mutate all’interno del campione analizzato. Il tempo di 

risoluzione dei picchi deve essere compreso, affinchè ci sia risoluzione ottimale dei 

frammenti, tra 3 e 6 minuti. Il risultato viene registrato dal PC e riportato sotto forma 

grafica nel cromatogramma. 
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3.13 SEQUENZIAMENTO AUTOMATICO 

I campioni con profili di eluizione alterati sono analizzati mediante 

sequenziamento automatico (Abi Prism 310, Applera) in modo da caratterizzare la 

mutazione. 

La metodica del sequenziamento si basa sull’utilizzo, nella reazione di 

amplificazione, di una miscela di deossinucleotidi e di dideossinucleotidi trifosfato 

marcati con quattro fluorocromi distinti (ddNTP*). I ddNTP* sono privi del gruppo –OH 

in posizione 3’. Questa sostituzione fa sì che la DNA polimerasi, che richiede tale 

gruppo –OH per aggiungere il successivo nucleotide al filamento in crescita, non possa 

proseguire la sintesi del filamento. 

La tecnica prevede l’allestimento di una miscela di reazione contenente il 

prodotto di PCR purificato, utilizzando un kit di purificazione (Jet QUICK – Genomed), 

un primer specifico, deossinucleotidi, dideossinucleotidi marcati con quattro diversi 

fluorocromi e una DNA polimerasi termoresistente, che permette la sintesi del nuovo 

filamento. Alla fine della reazione si otterranno una serie di frammenti di DNA di 

lunghezza diversa, terminanti tutti con un diverso dideossinucleotide marcato con uno 

specifico fluorocromo. 

In seguito le sequenze vengono precipitate, in modo da ottenere la separazione 

completa dei frammenti di DNA, risospese in acqua e caricate all’interno del 

sequenziatore ABI-310 (Applera), dove i campioni, separati elettroforeticamente, 

vengono letti da un laser che riconosce il dideossinucleotide marcato. Si ottiene così un 

cromatogramma nel quale ogni nucleotide è rappresentato da un picco di uno specifico 

colore: rosso per la Timina, verde per l’Adenina, blu per la Citosina, nero per la 

Guanina. 

Le mutazioni si osservano confrontando una sequenza di un frammento wild-type 

con quella del campione in esame. Le mutazioni in omozigosi si evidenziano con un 

picco nella sequenza del campione di un colore differente rispetto a quello del picco 

corrispondente nella sequenza di controllo. Le mutazioni in eterozigosi, invece, si 

visualizzano con la presenza di due picchi di colore diverso sovrapposti. 
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3.2 ANALISI DI GRANDI RIARRANGIAMENTI 

 

3.21 MLPA 

La metodica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) 

permette di rilevare i cambiamenti del numero di copie presenti nel DNA in esame. Il 

principio su cui si basa tale tecnica è l’amplificazione simultanea di sonde ibridizzate su 

regioni target. Ciascuna sonda MLPA è costituita da un oligonucleotide sintetico e un 

oligonucleotide derivato da DNA fagico M13. 

L’oligonucleotide sintetico contiene una sequenza universale all’estremo 5’ e una 

regione complementare alla sequenza target all’estremo 3’ (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. a) Rappresentazione schematica di una sonda MLPA. Gli oligonucleotidi sintetici contengono 

la sequenza riconosciuta dal primer universale Y (in nero), mentre il frammento derivato da M13 contiene 

la sequenza specifica per il primer universale X (in nero) e la sequenza stuffer (in rosso). La sequenza 

target è indicata di blu; b) Ibridazione della sonda MLPA con il DNA. Il DNA genomico è denaturato e le 

due parti di ogni sonda MLPA sono ibridizzate sulla sequenza di riferimento; c) Reazione di legazione. 

Solo le sonde perfettamente appaiate vengono legate da una ligasi termostabile; d) Reazione di PCR. 

Tutte le sonde legate sono amplificate tramite PCR utilizzando un’unica coppia di primers (X e Y). Il 

prodotto di amplificazione di ciascuna sonda ha una lunghezza caratteristica, per cui ciascun frammento è 

riconoscibile in base alla misura di separazione. 
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L’altro oligonucleotide contiene una regione complementare alla sequenza target 

all’estremo 5’, una sequenza sintetica detta “stuffer” di lunghezza variabile e una 

sequenza universale all’estremo 3’ (Figura 9). In seguito all’ibridazione, i due 

oligonucleotidi vengono uniti dall’enzima ligasi. Dal momento che le sonde contengono 

estremità 3’ e 5’ universali possono essere amplificati contemporaneamente con una sola 

coppia di primers e in un’unica reazione di PCR. La sequenza stuffer fornisce una 

diversa lunghezza a ciascuna sonda (Figura 9). 

L’analisi MLPA si compone di tre fasi: denaturazione-ibridazione, ligazione e 

PCR
107

. Al termine di queste fasi, i campioni vengono caricati nel sequenziatore ABI-

310 (Applied Biosystem) per la separazione dei frammenti e l’analisi tramite software 

Genescan. I dati vengono poi copiati su un File Excel (Microsoft) dove i risultati finali 

vengono calcolati tramite software “Coffalyser” (MCR Holland). Le alterazioni vengono 

considerate significative se i valori presentano una deviazione maggiore del 30% rispetto 

al controllo. 
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3.2 ARRAY COMPARATIVE GENOME HYBRIDIZATION 

La Tecnica Comparative Genomic Hybridization (CGH, ibridazione genomica 

comparativa) è stata introdotta nel 1992 da Kallioniemi
108

. Il principio della tecnica si 

basa su una ibridazione in situ modificata che sfrutta la competizione tra due campioni di 

DNA genomico (test e controllo), ibridati contemporaneamente in quantità equimolari su 

un vetrino su cui sono fissati cromosomi normali in metafase (CGH convenzionale) o 

sull’array su cui si trovano immobilizzate le sequenze omologhe di DNA (array-CGH). 

La tecnica di CGH convenzionale è una tecnica di rilevazione che consente di analizzare 

l’intero genoma del soggetto che si vuole esaminare, grazie ad un unico esperimento in 

grado di identificare anomalie del corredo genetico, quali riarrangiamenti sbilanciati, 

ovvero delezioni e duplicazioni genomiche. La tecnica di array-CGH, è stata sviluppata 

sostituendo i cromosomi delle metafasi di riferimento con una matrice su cui sono 

disposti (spottati) cloni BAC (cromosomi artificiali batterici), PAC (cromosomi 

artificiali di fago P1), o sequenze di oligonucleotidi, corrispondenti a loci specifici di 

ogni singolo cromosoma, fino a comprendere l’intero genoma umano. L’utilizzo di tali 

cloni, infatti, permette l’immediata correlazione tra l’eventuale alterazione sospettata in 

un paziente e una precisa posizione del riarrangiamento nel genoma, grazie alla 

scomparsa di una segnale corrispondente al clone contenente la sequenza deleta, o 

viceversa all’aumento di segnale dovuto ad una duplicazione della sequenza. La 

risoluzione genomica dell’array-CGH dipende dalla lunghezza dei cloni utilizzati e dalla 

distanza tra un clone e l’altro. Pertanto, l’utilizzo di tali cloni permette di superare il 

limite principale della CGH convenzionale che è la risoluzione. 

Nell’array-CGH, si possono utilizzare diverse piattaforme, che si differenziano 

sostanzialmente per la grandezza delle sequenze genomiche disposte sull’array e per la 

copertura del genoma. I principi di base dell’array-CGH assomigliano a quelli 

dell’ibridazione genomica comparativa tradizionale. I campioni di DNA test e di 

controllo sono differentemente marcati, con fluorocromi verdi (Cy3) e rossi (Cy5), 

successivamente coprecipitati in presenza di Cot-1 DNA per bloccare le sequenze 

ripetitive e co-ibridizzati sull’array (Figura 10). 
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Figura 10. Rappresentazione schematica di un esperimento array-CGH. I DNA test e di controllo 

sono differentemente marcati, coprecipitati e ibridizzati su un array. Dopo le procedure di lavaggio, i 

vetrini sono analizzati attraverso uno scanner e viene determinata l’intensità di fluorescenza di ogni 

sonda. Dopo la trasformazione dell’immagine e la normalizzazione dei dati, i rapporti in log2 delle sonde 

sono tracciati come funzione della posizione cromosomica. Le sonde con un valore uguale a zero 

rappresentano un uguale rapporto dell’intensità della fluorescenza tra il test e il controllo. Ogni punto 

rappresenta una singola sonda individuata sull’array. In questa rappresentazione, la perdita del numero di 

copie sposta il rapporto a sinistra, mentre l’aumento  sposta il rapporto a destra. 
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Si tratta di una competizione comparativa in cui si legherà in proporzione più 

DNA da testare in ogni locus se maggiore sarà il numero di copie presenti in quel locus 

rispetto al numero di copie presenti nel DNA genomico di controllo. Viceversa se ne 

legherà meno se minore sarà il numero di copie presenti in quel locus rispetto al numero 

di copie presenti nel DNA genomico di controllo. La fluorescenza è rilevata mediante 

uno scanner a laser, grazie al quale si acquisisce un’immagine per entrambi i 

fluorocromi. In seguito, le immagini sono quantificate con metodo digitale mediante 

software specifici, che quantificano l’intensità di fluorescenza emessa per ogni sonda 

(Figura 10), calcolando quanto il rapporto tra i segnali emessi dal campione e dal DNA 

di riferimento devia dai valori attesi. Dato che le misurazioni possono essere riferite 

direttamente alle posizioni sul genoma, è possibile definire con precisione, i punti di 

rottura (breakpoints) dei riarrangiamenti eventualmente presenti. La risoluzione 

dell’esperimento dipende dalla risoluzione dell’array. La sovrapposizione dei due segnali 

corrispondenti ai due fluorocromi, nel caso di un soggetto normale produce un valore di 

intensità di fluorescenza uguale ad 1, poiché il rapporto tra i due fluorocromi 2/2 è pari 

ad 1. La rappresentazione grafica fornita dal software trasforma questo valore in 

logaritmo. Quindi i cloni in cui è avvenuta una normale ibridazione tra DNA di controllo 

e DNA test si trovano lungo la linea grafica dello 0. L’elaborazione finale del 

programma produce uno schema in cui è possibile vedere la distribuzione dei segnali di 

fluorescenza dei cloni nell’intorno del valore “zero” ad indicare un uguale dosaggio della 

regione del DNA test e del DNA di controllo. Cloni che si discostano da questa linea di 

“zero” verso +0.58, dove il rapporto tra i due fluorocromi è di 3/2, sono indicativi di una 

regione duplicata e cloni che si discostano verso -0.80, dove il rapporto tra i due 

fluorocromi è ½, sono indicativi di una delezione. Si considerano possibili delezioni o 

duplicazioni quando si discostano dal valore di “zero” almeno tre sonde. 
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La Genetica Medica di Siena rappresenta il centro di riferimento in Italia per il 

retinoblastoma, per il quale, a partire dal 2001, vengono effettuate sia la consulenza 

genetica che l’analisi molecolare. Durante il periodo di specializzazione ho partecipato a 

circa 60 consulenze per retinoblastoma, rivolte prevalentemente a bambini, sia italiani 

che stranieri, ed in minoranza, ad adulti inviati da uno specialista di riferimento o dietro 

richiesta personale, sia in epoca preconcezionale che prenatale. La maggior parte delle 

consulenze hanno riguardato casi sporadici e solo una piccola quota forme familiari di 

retinoblastoma, con interessamento sia unilaterale che bilaterale. La maggior parte di 

questi casi sono stati riferiti alla nostra attenzione dalla U.O.C. Oftalmologia e dalla 

U.O.C. Pediatria del Policlinico Universitario di Siena. In particolare dal 2010 partecipo 

attivamente a incontri settimanali del gruppo oncologico multidisciplinare (GOM) 

dedicato al retinoblastoma, che coinvolge diverse figure professionali, quali oculista,  

pediatra oncologo, neuroradiologo, radiologo interventista e anatomo-patologo. 

Nell’ambito di questi incontri viene discusso l’iter diagnostico, la strategia terapeutica da 

adottare ed il decorso clinico dei pazienti giunti presso l’AOU Siena. Di seguito 

riassumerò il processo della consulenza per retinoblastoma e descriverò alcuni casi da 

me valutati. 

Oltre ai pazienti seguiti all’interno della AOUS, giungono alla nostra attenzione 

anche pazienti esterni, che vengono riferiti dagli specialisti di riferimento. Nel caso di 

pazienti adulti molto spesso la richiesta è personale, collocandosi in epoca 

preconcezionale o prenatale. 

La consulenza genetica non coinvolge solo il probando, ma anche gli altri 

familiari. Uno dei setting tipici è quello in cui il consulente genetista si trova davanti un 

bambino affetto da retinoblastoma accompagnato dai genitori, spesso in apparente stato 

di buona salute. Uno dei punti cruciali della consulenza è la raccolta della storia 

familiare, sotto forma di albero genealogico, che deve prendere in considerazione 

almeno tre generazioni. Durante la raccolta anamnestica deve essere posta particolare 

attenzione non solo alla presenza di eventuali altri familiari affetti da retinoblastoma, ma 

anche alla presenza di eventuali familiari con storia positiva per altri tipi di neoplasie, 

quali osteosarcomi, tumori dei tessuti molli, melanomi, che talvolta, nell’ambito di forme 

ereditarie ad espressività variabile, possono rappresentare l’unica manifestazione 

associata alla presenza di una mutazione germinale nel gene RB1. Inoltre, nel caso di 

forme apparentemente sporadiche, è importante capire se i genitori del probando hanno 



 

56 

mai eseguito una valutazione oculistica con esame del fondo oculare, per la ricerca di 

eventuali lesioni asintomatiche, quali il retinoma, che possano far sospettare una forma 

ereditaria di retinoblastoma e quindi la segregazione nella famiglia di una mutazione 

germinale nel gene RB1. 

Un altro punto fondamentale della consulenza genetica è la raccolta della storia 

personale del probando con la valutazione della documentazione clinica e l’effettuazione 

di un accurato esame obiettivo. È molto importante valutare la lateralità e la focalità del 

tumore, in quanto bilateralità e multifocalità fanno propendere per forme tumorali 

ereditarie, dovute alla presenza di una mutazione costitutiva nel gene RB1. E’ necessario 

inoltre prestare particolare attenzione all’età del probando, poiché soprattutto in presenza 

di bambini molto piccoli, vi è un elevato rischio che una forma unilaterale al momento 

della diagnosi, successivamente si bilateralizzi. Infine, un’attenta valutazione dello 

sviluppo psicomotorio e un accurato esame obiettivo del probando, consente di rilevare 

la presenza di eventuali caratteristiche fisiche e facciali peculiari, che possono far 

spostare il sospetto da una forma isolata ad un quadro sindromico. Nei casi in cui viene 

sospettata una forma sindromica, solitamente vengono effettuate fotografie del probando, 

come documentazione dei segni fisici e facciali rilevati, previa acquisizione di un 

consenso informato scritto. È molto importante discriminare tra forme isolate e 

sindromiche, in quanto in quest’ultimo caso può essere presente un ritardo 

nell’acquisizione delle tappe dello sviluppo psicomotorio. A seconda che venga 

ipotizzata una forma isolata o sindromica di retinoblastoma il consulente genetista 

indirizza l’indagine genetica verso la ricerca di mutazioni puntiformi o delezioni 

intrageniche nel gene RB1 o verso la ricerca di una microdelezione genomica, 

coinvolgente il gene RB1 ed i geni fiancheggianti. 

In seguito all’acquisizione delle informazioni cliniche, il consulente genetista 

fornisce informazioni riguardo agli aspetti genetici, ovvero la modalità di trasmissione e 

il rischio di ricorrenza della patologia nella prole. In particolare, ai genitori dei bambini 

affetti o, nel caso di individui adulti, al probando stesso, talvolta in presenza anche del 

partner e/o familiari, viene spiegato che circa il 60% dei casi di retinoblastoma è 

sporadico, mentre il restante 40% è rappresentato da casi familiari con trasmissione 

autosomica dominante, dovuti alla presenza di un’alterazione costitutiva nel gene RB1. 

Viene inoltre sottolineato che coloro che presentano un’alterazione del gene RB1 a 

livello costitutivo hanno una probabilità di circa il 50% di trasmetterla ai propri figli, in 
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particolare, il rischio di ricorrenza del retinoblastoma nella prole è di circa il 45%, 

considerando che la penetranza della malattia è di circa il 90%. In base alla storia 

familiare e personale viene inoltre riferita la probabilità a priori che nell’affetto sia 

presente una mutazione costitutiva, elevata nei casi familiari, bilaterali o multifocali, 

bassa invece nei casi unilaterali unifocali. Vengono inoltre sottolineati i possibili bias, 

legati sia all’età del probando al momento della diagnosi, nel caso di bambini molto 

piccoli, sia al fatto che spesso, quando il tumore viene diagnosticato, è già in fase 

avanzata e pertanto non è nota la mono o multifocalità. 

Viene inoltre spiegato il tipo di indagine genetica che verrà avviata, sottolineando 

che essa richiede tempi di attesa lunghi, non inferiori ai sei mesi, e che presenta dei limiti 

legati al fatto che la sensibilità delle tecniche impiegate non raggiunge il 100%. Pertanto, 

nel caso in cui l’analisi identifichi una mutazione costitutiva patogenetica viene 

confermata la presenza di una predisposizione ereditaria allo sviluppo del tumore con 

rischio di ricorrenza nella prole; invece, nel caso in cui l’analisi risulti normale, viene 

spiegato che esiste la possibilità di un falso negativo, ovvero uno di quei casi in cui la 

mutazione costitutiva è presente, ma le tecniche a nostra disposizione non sono in grado 

di rilevarla. Tale possibilità è elevata nei casi familiari, bilaterali o multifocali risultati 

normali all’analisi molecolare, mentre è più bassa nei casi unilaterali unifocali. 

Nel caso in cui venga identificata una mutazione costitutiva nel probando, viene 

inoltre spiegato che soprattutto in presenza di bambini molto piccoli, sono necessari 

controlli oculistici a frequenza ravvicinata per la possibile comparsa di nuovi focolai. 

Sebbene venga fatto presente che gli individui con mutazione costitutiva nel gene RB1 

presentano un rischio aumentato di sviluppare altri tumori, quali osteosarcomi, sarcomi 

dei tessuti molli, melanomi e carcinomi epiteliali, viene spiegato che non c’è una 

sorveglianza specifica per prevenire o diagnosticare precocemente la comparsa di tali 

neoplasie. 

Se la mutazione viene identificata in un bambino, viene solitamente consigliata 

una consulenza genetica preconcezionale in età fertile. Nel caso in cui venga identificata 

in persone adulte viene spiegata la possibilità di eseguire una diagnosi prenatale 

invasiva, mediante prelievo di villi coriali o liquido amniotico, eseguiti rispettivamente 

nel primo e nel secondo trimestre di gestazione, al fine di ricercare l’eventuale presenza 

nel feto, della mutazione identificata. Vengono pertanto discusse tutte le implicazioni di 

una diagnosi prenatale invasiva, sottolineandone i benefici ed i rischi. In particolare, 
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viene spiegato che esiste un rischio di aborto in seguito all’esame di circa l’1% aborto e 

che qualora venga riscontrata nel feto la mutazione, non esistono terapie specifiche, ma 

solo la possibilità di eseguire un’interruzione di gravidanza. Viene tuttavia sottolineato 

che ad essere ereditata è la predisposizione allo sviluppo del tumore e che, sebbene la 

penetranza della patologia sia elevata, in circa il 10% dei casi essa non si manifesta o 

determina la comparsa di lesioni minime. Inoltre, viene sottolineato che grazie ad un 

controllo del fondo oculare periodico a partire dalla nascita è spesso possibile 

diagnosticare i tumori in una fase molto precoce ed intervenire con terapie conservative. 

L’identificazione di una mutazione costitutiva nel probando consente di estendere 

l’analisi anche ad altri familiari, in particolare i genitori del probando, anche nei casi 

apparentemente sporadici, in modo tale da identificare eventuali altri soggetti a rischio e 

stabilire il corretto rischio di ricorrenza. La ricerca di una mutazione nota viene eseguita 

in tempi rapidi e fornisce una risposta sicura, poiché viene semplicemente valutata la 

presenza o assenza di una mutazione in un determinato familiare. Nei genitori in cui non 

viene identificata la mutazione, viene spiegato che essa è verosimilmente insorta “de 

novo” nel gamete di uno dei due ed in tal caso per questi ultimi il rischio di ricorrenza di 

malattia in eventuali ulteriori figli è paragonabile a quello della popolazione generale. 

Viene tuttavia fatto presente che esiste la possibilità, seppur rara, di mosaicismo 

germinale, ovvero la presenza di più ovociti o spermatozoi con la mutazione, e pertanto 

non è possibile escludere un minimo rischio di ricorrenza nei genitori di un affetto, 

risultati normali all’analisi molecolare. Viene pertanto segnalato che, qualora lo 

richiedano, è possibile eseguire una diagnosi prenatale in caso di future gravidanze. 

In tutti i probandi in cui non viene identificata una mutazione costitutiva, è 

raccomandata una sorveglianza oculistica con frequenza da concordare con lo specialista 

di riferimento. In questi casi è inoltre opportuna una valutazione del fondo oculare nei 

genitori, al fine di identificare la presenza di eventuali segni minimi di malattia, e in 

eventuali altri figli al momento della nascita. 

Al termine della consulenza viene eseguito un prelievo ematico al probando e ai 

genitori, qualora presenti, previa acquisizione del consenso informato scritto. Viene 

infine spiegato che ad indagine conclusa, viene fornita loro una relazione scritta, 

contenente le informazioni cliniche del probando e dei familiari, le informazioni relative 

all’indagine eseguita e all’esito, e le considerazioni connesse al risultato dell’indagine, il 
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cui referto viene allegato. Si informa inoltre che una copia della risposta verrà spedita 

anche allo specialista inviante.  
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4.1 Caso 1 (consulenza n. 2311) 

 

QUADRO CLINICO ED ANAMNESI FAMILIARE  

Probando, di 22 mesi, giunto in consulenza insieme ai genitori durante il 

ricovero in Clinica Pediatrica. Gravidanza normodecorsa con parto spontaneo a termine. 

Sviluppo psicomotorio nella norma. All’età di 8 mesi, diagnosi di retinoblastoma 

bilaterale, trattato con chemioterapia sistemica e consolidamento locale. All’esame 

obiettivo non sono state evidenziate caratteristiche facciali e fisiche peculiari. 

Padre, 38 anni, con pregresso intervento per osteosarcoma della coscia destra, 

diagnosticato all’età di 14 anni. Fondo oculare riferito nella norma. 

L'albero genealogico mostra le seguenti caratteristiche: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESAMI RICHIESTI ED ESITO 

Eseguito prelievo ematico al probando e ai genitori. Sul DNA estratto è stata 

effettuata l’analisi molecolare del gene RB1 responsabile, se mutato, del retinoblastoma. 

L’indagine ha evidenziato la presenza di una mutazione puntiforme patogenetica 

(g.156713C>T nell’esone 20), in eterozigosi, sia nel probando che nel padre. 

La mutazione identificata è stata successivamente ricercata anche nel DNA dei 

nonni paterni del probando. L’analisi ha evidenziato la presenza della mutazione del 

gene RB1 nella nonna paterna. Infine, la mutazione identificata è stata ricercata nel 

DNA della zia paterna, risultando assente in quest’ultima. 
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INDICAZIONI FORNITE 

Nel caso del probando, data la bilateralità del tumore, era elevata la probabilità a 

priori di identificare una mutazione a livello costitutivo. Tale ipotesi è stata confermata 

dall’esito dell’analisi molecolare che ha individuato la presenza di una mutazione in 

eterozigosi. La mutazione identificata è stata ricercata anche nel DNA dei genitori, 

risultando presente nel padre. È stato pertanto spiegato che tale risultato può essere 

legato sia alla bassa penetranza della malattia che si apprezza in alcune famiglie sia alla 

sua variabile espressività. In tal caso la malattia si sarebbe espressa nel padre del 

probando come osteosarcoma, mutazioni del gene RB1 sono state infatti riportate in casi 

di osteosarcoma primario isolato. È stata pertanto suggerita l’esecuzione di un esame 

accurato del fundus oculi, volto alla ricerca di eventuali retinomi nel padre del 

probando. 

Dato il risultato dell’analisi molecolare è stato fatto presente che sia il probando 

che il padre hanno una probabilità di circa il 50% di trasmettere alla prole la mutazione 

del gene RB1, in particolare, il rischio di ricorrenza della malattia è di circa il 45% 

(penetranza della malattia di circa il 90%). È stata pertanto raccomandata l’effettuazione 

di un consulenza genetica preconcezionale nel probando in epoca fertile. È stato inoltre 

segnalato che l’identificazione della mutazione del gene RB1, rende possibile, in caso di 

gravidanza e qualora richiesto, la diagnosi prenatale previo prelievo di villi coriali o 

amniocentesi. 

Al fine di verificare se l’alterazione identificata fosse insorta “de novo” nel 

padre del probando o fosse stata ereditata da uno dei nonni paterni, è stato richiesto a 

questi ultimi di effettuare un esame accurato del fundus oculi ed un prelievo ematico per 

la ricerca della specifica mutazione. L’analisi ha riscontrato la presenza della mutazione 

nella nonna paterna, ma l’analisi del fundus oculi è risultata nella norma. È stato 

pertanto spiegato che presumibilmente la signora rientra in quella minima percentuale di 

soggetti che pur presentando la mutazione del gene RB1 non sviluppano il 

retinoblastoma. 

Infine, in considerazione del rischio a priori del 50% per la zia paterna, di aver 

ereditato la mutazione, l’analisi è stata estesa anche a quest’ultima. Dato l’esito nomale 

dell’indagine è stato fatto presente che la zia paterna non è a rischio di trasmettere la 

malattia all’eventuale prole. 
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4.2 Caso 2 (consulenza n. 1044) 

 

QUADRO CLINICO ED ANAMNESI FAMILIARE 

Probando, di 3 anni e 10 mesi, giunto in consulenza insieme ai genitori durante il 

ricovero in Oculistica. Gravidanza normodecorsa con parto spontaneo a termine. 

Sviluppo psicomotorio nella norma. All’età di 4 mesi, diagnosi di retinoblastoma 

bilaterale, trattato con enucleazione dell’occhio destro e successiva chemioterapia, 

laserterapia, radioterapia ed infine enucleazione anche dell’occhio sinistro. All’esame 

obiettivo non sono state evidenziate caratteristiche facciali e fisiche peculiari. 

Padre, di 40 anni, con riscontro di retinoma in occhio sinistro all’età di 37 anni, 

in seguito alla diagnosi di retinoblastoma nel figlio. 

Sorella maggiore e fratello minore, rispettivamente di 9 e 2 anni, in apparente 

stato di buona salute. 

L'albero genealogico mostra le seguenti caratteristiche: 

 

 

ESAMI RICHIESTI ED ESITO 

Eseguito prelievo ematico al probando e ai genitori. Sul DNA estratto è stata 

effettuata l’analisi molecolare del gene RB1 responsabile, se mutato, del retinoblastoma. 

L’indagine ha evidenziato la presenza di una mutazione puntiforme patogenetica 

(c.2106+2 T>C nel sito di splicing al 5’ dell’introne 20), in eterozigosi, sia nel probando 

che nel padre. 

La mutazione identificata è stata successivamente ricercata anche nel DNA dei 

fratelli del probando, risultando assente in entrambi. 
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INDICAZIONI FORNITE 

Nel caso del probando, data la bilateralità del tumore, era elevata la probabilità a 

priori di identificare una mutazione a livello costitutivo. Tale ipotesi è stata confermata 

dall’esito dell’analisi molecolare che ha individuato la presenza di una mutazione in 

eterozigosi. La mutazione identificata è stata ricercata anche nel DNA dei genitori, 

risultando presente nel padre, il quale presenta un retinoma, il quale è stato spiegato che 

può essere riconducibile sia alla bassa penetranza della malattia che si apprezza in 

alcune famiglie sia alla sua variabile espressività. 

Dato il risultato dell’analisi molecolare è stato fatto presente che sia il probando 

che il padre hanno una probabilità di circa il 50% di trasmettere alla prole la mutazione 

del gene RB1, in particolare, il rischio di ricorrenza della malattia è di circa il 45% 

(penetranza della malattia di circa il 90%). È stata pertanto raccomandata l’effettuazione 

di un consulenza genetica preconcezionale nel probando in epoca fertile. È stato inoltre 

segnalato che l’identificazione della mutazione del gene RB1, rende possibile, in caso di 

gravidanza e qualora richiesto, la diagnosi prenatale previo prelievo di villi coriali o 

amniocentesi. 

Infine, in considerazione del rischio a priori del 50% anche per gli fratelli del 

probando, di aver ereditato la mutazione, l’analisi è stata estesa anche a quest’ultimi. 

Dato l’esito nomale dell’indagine in entrambi è stato fatto presente che quest’ultimi non 

sono a rischio di sviluppare la malattia, né di trasmetterla all’eventuale prole. 
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4.3 Caso 3 (consulenza n. 1043) 

 

QUADRO CLINICO ED ANAMNESI FAMILIARE 

Probanda, di 2 anni e 5 mesi, giunta in consulenza insieme ai genitori durante il 

ricovero in Oculistica. Gravidanza normodecorsa con parto spontaneo a termine. 

Sviluppo psicomotorio nella norma. All’età di 14 mesi, diagnosi di retinoblastoma 

unilaterale in occhio sinistro, trattato con chemioterapia sistemica e laserterapia. 

All’esame obiettivo non sono state evidenziate caratteristiche facciali e fisiche peculiari. 

Padre, di 46 anni, sottoposto ad enucleazione dell’occhio sinistro all’età di 15 

mesi, per causa non meglio specificata (sospetto retinoblastoma). 

Sorella maggiore, di 7 anni, in apparente stato di buona salute. Ripetute 

valutazioni del fondo oculare riferite nella norma. 

L'albero genealogico mostra le seguenti caratteristiche: 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESAMI RICHIESTI  ED ESITO 

Eseguito prelievo ematico alla probanda e ai genitori. Sul DNA estratto è stata 

effettuata l’analisi molecolare del gene RB1 responsabile, se mutato, del retinoblastoma. 

L’indagine ha evidenziato la presenza di una mutazione puntiforme patogenetica 

(c.58delC nell’esone 1), in eterozigosi, sia nella probanda che nel padre. 

La mutazione identificata è stata successivamente ricercata anche nel DNA della 

sorella della probanda, risultando anch’essa portatrice della mutazione. 
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INDICAZIONI FORNITE 

Nel caso della probanda, nonostante la unilateralità del tumore, nel sospetto di 

una forma familiare di retinoblastoma, era elevata la probabilità a priori di identificare 

una mutazione a livello costitutivo. Tale ipotesi è stata confermata dall’esito dell’analisi 

molecolare che ha individuato la presenza di una mutazione in eterozigosi. La 

mutazione identificata è stata ricercata anche nel DNA dei genitori, risultando presente 

nel padre. È stato pertanto spiegato che in quest’ultimo la causa di enucleazione 

dell’occhio sinistro era stata effettivamente la presenza di retinoblastoma. 

Dato il risultato dell’analisi molecolare è stato fatto presente che sia la probanda 

che il padre hanno una probabilità di circa il 50% di trasmettere alla prole la mutazione 

del gene RB1, in particolare, il rischio di ricorrenza della malattia è di circa il 45% 

(penetranza della malattia di circa il 90%). È stata pertanto raccomandata l’effettuazione 

di un consulenza genetica preconcezionale nella probanda in epoca fertile. È stato 

inoltre segnalato che l’identificazione della mutazione del gene RB1, rende possibile, in 

caso di gravidanza e qualora richiesto, la diagnosi prenatale previo prelievo di villi 

coriali o amniocentesi. 

Infine, in considerazione del rischio a priori del 50% anche per la sorella della 

probanda, di aver ereditato la mutazione, l’analisi è stata estesa anche a quest’ultima. 

Poiché l’indagine ha evidenziato anche in lei la presenza della mutazione, è stato 

spiegato che tale evento rappresenta un caso di penetranza (presenza della mutazione, 

ma assenza di retinoblastoma). Sebbene l’insorgenza del retinoblastoma è rara dopo i 7 

anni di vita, è stata raccomandata l’effettuazione periodica dell’esame del fondo oculare 

alla sorella della probanda. È stato infine spiegato che anche quest’ultima ha un rischio 

di circa il 50% di trasmettere la mutazione all’eventuale prole e pertanto raccomandata 

l’effettuazione di un consulenza genetica preconcezionale in epoca fertile. 
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4.4 Caso 4 (consulenza n. 4593) 

 

QUADRO CLINICO ED ANAMNESI FAMILIARE 

Probanda, di 2 anni e 1 mese, giunta in consulenza insieme ai genitori durante il 

ricovero in Oculistica. Gravidanza normodecorsa con parto spontaneo a termine. 

Sviluppo psicomotorio nella norma. All’età di 2 anni, diagnosi di retinoblastoma 

unilaterale multifocale, trattato con due cicli di chemioterapia intrarteriosa con 

Melphalan. All’esame obiettivo sono state evidenziate le seguenti caratteristiche: peso 

18,500 kg (>97°cnt), altezza: 87 cm (50°-75°cnt), COF 49 cm (75°cnt), naso corto con 

narici anteverse, bocca conformata ad “M” con angoli rivolti in basso e lieve peluria. 

Genitori in apparente stato di buona salute. Non eseguita valutazione del fondo 

oculare in entrambi. 

L'albero genealogico mostra le seguenti caratteristiche: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESAMI RICHIESTI ED ESITO 

Eseguito prelievo ematico alla probanda e ai genitori. Sul DNA estratto è stata 

effettuata l’analisi molecolare del gene RB1 (ricerca di mutazioni puntiformi e 

delezioni) responsabile, se mutato, del retinoblastoma. L’indagine eseguita nella 

probanda non ha evidenziato alterazioni. 
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INDICAZIONI FORNITE 

Nel caso della probanda, la multifocalità del retinoblastoma rendeva plausibile 

l’ipotesi della presenza di una mutazione costituzionale. L’analisi molecolare effettuata 

tuttavia non ha permesso di identificare alcuna mutazione a livello costituzionale. È 

stato tuttavia fatto presente che, dal momento che una percentuale minima di mutazioni 

a carico del gene RB1 può non essere evidenziata con le tecniche ad oggi impiegate, e 

tenendo conto della multifocalità del retinoblastoma, la presenza di una mutazione 

costituzionale non può essere esclusa. 

Nel caso di mutazione costitutiva nel gene RB1, è stato spiegato che il rischio di 

ricorrenza della malattia nell’eventuale prole della probanda, può essere valutato di 

poco inferiore al 50% ad ogni gravidanza, indipendentemente dal sesso del nascituro. È 

stato pertanto raccomandato l’effettuazione di una consulenza genetica preconcezionale 

in epoca fertile. 

Nel caso di mutazione costitutiva nella probanda, è stato fatto presente che con 

elevata probabilità è insorta de novo al momento del concepimento, e quindi è assente 

nel DNA dei genitori. In tal caso il rischio di ricorrenza per quest’ultimi risulterebbe 

trascurabile. È stata tuttavia consigliata una valutazione oculistica mirata in entrambi i 

genitori, facendo presente che anche nel caso di assenza di segni di malattia, poichè la 

penetranza è incompleta, non può essere del tutto escluso un possibile rischio di 

ricorrenza che si attesta, secondo dati empirici, intorno all’1-2%. Pertanto, nel caso di 

successive gravidanze è stata consigliata una valutazione oculistica precoce alla nascita. 
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4.5 Caso 5 (consulenza n. 4090) 

 

QUADRO CLINICO ED ANAMNESI FAMILIARE  

Probanda, di 31 anni, giunta in consulenza prenatale, insieme al marito e alla 

figlia, su indicazione dell’oculista. All’età di 2 mesi, diagnosi di retinoblastoma 

bilaterale, trattato con enucleazione dell’occhio destro e successiva radioterapia, 

chemioterapia sistemica e fotocoagulazione dell’occhio sinistro. Riferito cariotipo 

femminile normale. Al momento della consulenza la signora era alla 21
+1

 settimana di 

gestazione, con ecografie durante la gravidanza risultate nella norma. 

Figlia, 2 anni e 7 mesi, sottoposta, fin dalla nascita, ad esame del fondo oculare, 

sempre risultato nella norma. 

L'albero genealogico mostra le seguenti caratteristiche: 

 

 

 

 

 

ESAMI RICHIESTI ED ESITO 

Eseguito prelievo ematico alla probanda e alla figlia. Sul DNA estratto è stata 

effettuata l’analisi molecolare del gene RB1 responsabile, se mutato, del retinoblastoma. 

Tale indagine ha evidenziato la presenza di una mutazione puntiforme patogenetica 

(g.150037C>T nell’esone 18) in eterozigosi nella probanda, risultata assente nel DNA 

della figlia. 
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INDICAZIONI FORNITE 

Nel caso della probanda, data la bilateralità del tumore, era elevata la probabilità 

a priori di identificare una mutazione a livello costitutivo. Tale ipotesi è stata 

confermata dall’analisi molecolare. 

È stato spiegato che i soggetti che, come la signora, presentano una mutazione a 

livello costitutivo hanno una probabilità di circa il 50% di trasmetterla ai propri figli, in 

particolare, il rischio di ricorrenza della malattia nella prole è di circa il 45% 

(penetranza della malattia di circa il 90%). 

In considerazione del rischio a priori, la mutazione identificata nel DNA della 

signora è stata ricercata anche nel DNA della figlia. Tale indagine è risultata negativa, 

indicando che la bambina non ha ereditato l’alterazione del gene RB1 presente nella 

madre e non è a rischio di sviluppare la patologia né di trasmetterla all’eventuale prole. 

Inoltre, è stato spiegato che l’identificazione della mutazione del gene RB1, 

rende possibile, in caso di gravidanza e qualora richiesto, la diagnosi prenatale previo 

prelievo di villi coriali o liquido amniotico. Tuttavia, è stato fatto presente che, nel caso 

della signora, data l’età gestazionale avanzata, e dato che non era ancora nota la 

mutazione nel gene RB1, non è stato possibile offrire la diagnosi prenatale nella 

gravidanza in corso. È stata pertanto segnalata la possibilità di eseguire l’analisi al 

momento della nascita, al fine di programmare il corretto follow up oculistico. 
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4.6 Caso 6 (consulenza n. 5041) 

 

QUADRO CLINICO ED ANAMNESI FAMILIARE  

Probanda, di 10 mesi, giunta in consulenza insieme ai genitori, durante un 

ricovero in Clinica Pediatrica. Parto spontaneo eutocico a termine. Pochi giorni dopo la 

nascita, diagnosi di retinoblastoma bilaterale, trattato con chemioterapia sistemica, 

fotocoagulazione e successivamente con chemioterapia intrarteriosa con Melphalan. 

All’esame obiettivo sono state evidenziate le seguenti caratteristiche: peso 8,3 Kg (25° 

cnt), lunghezza 70 cm (25° cnt), circonferenza cranica 43 cm (25° cnt), orecchie 

anteverse, clinodattilia del 2° e 4° dito dei piedi. 

Madre, di 30 anni, con diagnosi di retinoblastoma bilaterale, trattato con 

enucleazione di entrambi gli occhi all’età di 5 mesi, e di osteosarcoma all’età di 26 anni. 

Giunta in consulenza alla 15
+4

 settimana di gestazione. Analisi molecolare del gene RB1 

tramite sequenziamento, effettuata presso altro centro, riferita negativa. 

Padre, di 39 anni, con pregressi interventi per fibroma benigno ossificante 

localizzato alla base cranica, diagnosticato all’età di 6 anni, con lesione secondaria dei 

nervi ottici. 

L’albero genealogico mostra le seguenti caratteristiche: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESAMI RICHIESTI ED ESITO 

Eseguito prelievo ematico della probanda e della madre. Sul DNA estratto è stata 

effettuata l’analisi molecolare del promotore del gene RB1 e la ricerca di delezioni 

tramite tecnica di MLPA. Tale indagine ha evidenziato nella probanda e nella madre la 

presenza di una delezione intragenica (delezione dall’esone 1 al 14) in eterozigosi. 
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Successivamente su un’aliquota di DNA estratto da liquido amniotico della 

gravidanza in corso della signora è stata effettuata ricerca della specifica mutazione, 

tramite tecnica di PCR quantitativa. L’indagine ha riscontrato nel DNA fetale la 

presenza della mutazione in condizione di eterozigosi. Sul DNA fetale è stata inoltre 

effettuata analisi di QF-PCR, al fine di evidenziare eventuali anomalie a carico dei 

cromosomi 13, 18, 21, X e Y. Tale analisi è risultata normale. 

 

INDICAZIONI FORNITE 

Data la familiarità del tumore era elevata la probabilità a priori di identificare 

una mutazione a livello costitutivo. Tale ipotesi è stata confermata dall’esito dell’analisi 

effettuata.  È stato spiegato che i soggetti che, come la probanda e la madre, presentano 

una mutazione a livello costitutivo, hanno una probabilità di circa il 50% di trasmetterla 

ai propri figli, in particolare, il rischio di ricorrenza della malattia nella prole è di circa il 

45% (penetranza della malattia di circa il 90%). È stato pertanto raccomandata alla 

probanda una consulenza preconcezionale in età fertile. 

Inoltre, poiché l’identificazione della mutazione rende possibile la diagnosi 

prenatale invasiva, è stata discussa con la madre della probanda la possibilità di eseguire 

un prelievo di liquido amniotico, in considerazione dell’età gestazionale. È stato tuttavia 

fatto presente che l’analisi del gene RB1 sul DNA fetale, tramite tecnica MLPA o 

Array-CGH, è tecnicamente complessa e pertanto vi può essere la possibilità di referto 

non conclusivo. È stato inoltre segnalato che in caso di prelievo di liquido amniotico 

ematico, è necessario effettuare una coltura di amniociti, pertanto i tempi di attesa per la 

risposta si allungano oltre i 20 giorni. Infine, è stata spiegata la possibilità, qualora 

richiesto, di effettuare l’analisi di QF-PCR, che consente di avere una risposta in 48-72 

ore relativamente alle principali aneuploidie fetali a carico dei cromosomi 13, 18, 21, X 

e Y. Poiché la signora ha deciso di sottoporsi ad amniocentesi, è stato possibile eseguire 

l’analisi sul DNA fetale, che ha evidenziato la presenza della mutazione nel feto. Alla 

signora è stato spiegato che il tipo di mutazione riscontrata nel feto presenta una 

penetranza del 99% e pertanto è stato possibile predire che il feto avrebbe sviluppato la 

malattia con una probabilità del 99%. Dopo lungo colloquio, la signora si è dimostrata 

orientata a non proseguire la gravidanza ed ha pertanto richiesto informazioni sull’iter 

previsto dalla normativa vigente. 
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4.7 Caso 7 (consulenza n. 6224) 

 

QUADRO CLINICO ED ANAMNESI FAMILIARE 

Probando, di 10 mesi, giunto in consulenza insieme ai genitori, durante il 

ricovero in Clinica Pediatrica. Durante la gravidanza eseguita, mediante prelievo di villi 

coriali, diagnosi prenatale per osteogenesi imperfetta, con riscontro della mutazione 

patogenetica del gene COL1A1, precedentemente identificata nel padre. Parto a termine 

con taglio cesareo programmato. All’età di 10 mesi, diagnosi di retinoblastoma 

bilaterale, trattato con chemioterapia sistemica. All’esame obiettivo sono state 

evidenziati ritardo di crescita staturo-ponderale (lunghezza 67 cm, <5°cnt; peso 7730 g, 

<3°cnt), COF 46 cm (25°-50°cnt), fontanella anteriore ampia, sclere lievemente blu e 

accenno a coste svasate alla base. 

Padre, di 47 anni, con diagnosi clinica e molecolare di osteogenesi imperfetta. 

L'albero genealogico mostra le seguenti caratteristiche: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESAMI RICHIESTI ED ESITO 

Eseguito un prelievo ematico al probando e ad entrambi i genitori. Sul DNA 

estratto è stata effettuata l’analisi molecolare del gene RB1 responsabile, se mutato, del 

retinoblastoma. L’analisi ha evidenziato nel probando la presenza di una mutazione 

puntiforme patogenetica (c.958C>T), in condizione di eterozigosi, assente nel DNA dei 

genitori. 

 

SP 

I trimestre 

Marasma 

senile 

65 

Pancreatite 

cronica 

45 

Nefrite 

* 

Osteogenesi imperfetta 

* 

* 

* 

Mutazione in eterozigosi 

gene COL1A1 

Retinoblastoma 

Marasma 

senile 



 

73 

INDICAZIONI FORNITE 

Nel caso del probando, data la bilateralità del tumore, era elevata la probabilità a 

priori di identificare un’alterazione a livello costitutivo. Tale ipotesi è stata confermata 

dall’analisi molecolare. La mutazione identificata nel DNA del probando è stata 

ricercata anche nel DNA dei genitori. Tale indagine è risultata negativa, rendendo 

pertanto verosimile che la mutazione sia insorta “de novo” nel figlio al momento del 

concepimento. È stato fatto presente che in tal caso il rischio di ricorrenza di malattia in 

altri eventuali figli dei coniugi è paragonabile a quello della popolazione generale. 

Tuttavia, data la possibilità di mosaicismo germinale (presenza di più ovociti o 

spermatozoi con la mutazione in genitori sani), non è possibile escludere un minimo 

rischio di ricorrenza. È stato sottolineato che l’identificazione dell’alterazione del gene 

RB1, rende possibile, in caso di gravidanza e qualora richiesto, la diagnosi prenatale 

previo prelievo di villi coriali o liquido amniotico. 

È stato spiegato che i soggetti che, come il probando, presentano un’alterazione 

del gene RB1 a livello costitutivo hanno una probabilità di circa il 50% di trasmetterla ai 

propri figli, in particolare, il rischio di ricorrenza del retinoblastoma nella prole è di 

circa il 45% (penetranza della malattia di circa il 90%). 

È stato inoltre ribadito che l’osteogenesi imperfetta, patologia che segrega nella 

famiglia del probando, è caratterizzata da aumentata fragilità scheletrica, ridotta massa 

ossea e suscettibilità alle fratture ossee, e presenta un’ampia variabilità clinica inter e 

intrafamiliare. Pertanto è stata raccomandata l’effettuazione di fisioterapia precoce, 

valutazioni ortopediche periodiche, valutazione uditiva a partire dall’età di 3 anni con 

frequenza biennale e valutazione odontoiatrica dopo la comparsa della dentizione 

permanente. È stato inoltre ribadito che l’osteogenesi imperfetta si trasmette con 

modalità autosomica dominante, pertanto i soggetti affetti, come il probando ed il padre, 

hanno una probabilità a priori del 50% di trasmettere la mutazione ai propri figli. 

È stata infine consigliata l’effettuazione di una consulenza genetica 

preconcezionale in età fertile. 
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4.8 Caso 8 (consulenza n. 2691) 

 

QUADRO CLINICO E ANAMNESI FAMILIARE 

Probando, di 16 mesi, giunto in consulenza insieme ai genitori, durante un 

ricovero in Clinica Pediatrica. Gravidanza decorsa con minacce d’aborto dal 3° mese e 

parto alla 37° settimana di gestazione. Riferita acquisizione della stazione seduta a 8 

mesi, della lallazione a 8 mesi e della deambulazione autonoma dopo i 16 mesi. All’età 

di 14 mesi, diagnosi di retinoblastoma unilaterale, trattato con cicli di chemioterapia 

sistemica e crioterapia. Riscontro, presso altro centro di delezione del cromosoma 13, 

comprendente il gene RB1. RMN encefalo risultata normale. All’esame obiettivo sono 

state riscontrate le seguenti caratteristiche: peso 10,370 Kg (25°-50° cnt), lunghezza 77 

cm (10°-25° cnt), COF 49 cm (75°-90° cnt), fronte ampia, bozze frontali, rime 

palpebrali allungate con eversione del terzo distale della palpebra inferiore, ponte nasale 

depresso, filtro appiattito, lobi delle orecchie lievemente anteversi. 

Genitori, entrambi di 31 anni, in apparente stato di buona salute. 

Una cugina di primo grado della madre (II-10) presenta una premutazione nel 

gene FMR1 (un allele lungo 32 CGG ed uno lungo 130 CGG), identificata presso altro 

centro, in seguito alla comparsa di insufficienza ovarica prematura (POF). 

L'albero genealogico mostra le seguenti caratteristiche: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESAMI RICHIESTI ED ESITO 

Eseguito prelievo ematico al probando e ai genitori. Al fine di definire 

l’estensione della delezione identificata  sul DNA estratto è stata effettuata analisi di 

array-CGH. Tale analisi ha rilevato che la delezione del cromosoma 13, include le 

regioni q13.3 e q21.33 ed ha un’estensione di 34.6 Mb. 
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La presenza della delezione individuata nel probando è stata inoltre ricercata nel 

DNA dei genitori con tecnica di MLPA. Tale indagine ha evidenziato che la delezione è 

assente nel DNA dei genitori. Su un’aliquota di DNA della madre del probando è stata 

effettuata l’analisi del gene FMR1. Tale indagine ha evidenziato un normale range di 

ripetute. 

Su una un’aliquota di DNA estratto da amniociti di una gravidanza successiva 

della madre del probando è stata ricercata la specifica delezione tramite analisi di array-

CGH. Tale indagine è risultata normale. 

 

INDICAZIONI FORNITE 

L’insieme delle caratteristiche cliniche e l’esito dell’indagine effettuata indicano 

che il probando è affetto da sindrome da delezione interstiziale del braccio lungo del 

cromosoma 13 (q14). Ai genitori è stato spiegato che tale sindrome si caratterizza per la 

presenza di un fenotipo complesso costituito dall’associazione di retinoblastoma, ritardo 

motorio e caratteristiche facciali e fisiche peculiari. In particolare è frequente il 

riscontro di una fronte ampia e alta e di lobi auricolari anteversi, come nel probando. 

Le analisi molecolari effettuate hanno dimostrato che la delezione individuata 

nel probando non è presente nel DNA dei genitori. Pertanto è stato spiegato che è 

probabile che tale delezione sia insorta de novo nel gamete di uno dei genitori. E’ stato 

fatto presente che in presenza di delezioni de novo il rischio di ricorrenza della malattia 

in eventuali future gravidanze della coppia e nei familiari risulta essere nullo. 

Alla madre del probando è stato spiegato che l’identificazione dell’alterazione 

patogenetica rende possibile la diagnosi prenatale in caso di ulteriori gravidanze, 

mediante prelievo di villi coriali o di liquido amniotico. Pertanto, ad una successiva 

gravidanza la signora ha effettuato l’amniocentesi e sul DNA fetale estratto da 

amniociti, mediante analisi di array-CGH, è stata esclusa la presenza della delezione. 

Infine, dato il riscontro in una cugina della signora di una premutazione del gene 

FMR1 è stato ritenuto opportuno effettuare l’analisi del gene sul DNA della signora. 

L’analisi effettuata ha escluso la presenza di un amplificazione del gene. Pertanto alla 

signora è stato spiegato che non è a rischio di sviluppare POF, né di generare figli 

maschi affetti da sindrome dell’X-fragile, condizione associata a mutazioni piene del 

gene FMR1. 
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4.9 Caso 9 (consulenza n. 3070) 

 

QUADRO CLINICO E ANAMNESI FAMILIARE 

Probanda, di 6 mesi, giunta in consulenza durante il ricovero in Clinica 

Pediatrica, insieme ai genitori, alla sorella gemella e al fratello maggiore. Parto 

mediante taglio cesareo programmato alla 37^ settimana di gravidanza gemellare 

bicoriale biamniotica normodecorsa. Parametri auxologici alla nascita: peso 2040 gr (<-

1DS), lunghezza 42 cm (<-2DS), circonferenza cranica 31,5 cm (10°-25°cnt) e indice di 

Apgar 10 e 10, al 1’ e al 5’. A 6 mesi di vita, non ancora acquisito il controllo del capo. 

A 5 mesi comparsa di episodio convulsivo e successiva diagnosi di retinoblastoma 

monolaterale bifocale a carico dell’occhio sinistro. Riscontro di “lieve dilatazione del 

sistema ventricolare sovratentoriale in relazione ad agenesia parziale del corpo calloso” 

alla RMN encefalo e “difetto interatriale di 3 mm con shunt sinistro>destro e lieve 

dilatazione delle camere destre” all’ecocardiografia. All’esame obiettivo sono state 

riscontrate le seguenti caratteristiche: peso 5160 g (<5° cnt), lunghezza 62 cm (25° cnt), 

COF 39,8 cm (3°-10° cnt), brachicefalia asimmetrica, fronte ampia e spaziosa, filtro ben 

disegnato, labbro superiore sottile, clinodattilia del 3°, 4° e 5° dito dei piedi con 3° dito 

che va a posizionarsi sotto il 2° e cutis marmorata. 

Gemella con i seguenti parametri auxologici alla nascita: peso 1950 (<-1DS) e 

lunghezza 42 cm (<-2DS). All’esame obiettivo sono state riscontrate le seguenti 

caratteristiche: brachicefalia, fronte ampia e spaziosa, filtro ben disegnato, labbro 

superiore sottile, anomalie delle dita dei piedi simili alla gemella e cutis marmorata. 

Successivamente alla consulenza riferita insorgenza di retinoblastoma. 

Genitori e fratello maggiore in apparente stato di buona salute, con esame del fondo 

oculare riferito normale, ad eccezione di riscontro di un nevo oculare nel padre. 

L'albero genealogico della famiglia mostra le seguenti caratteristiche: 
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ESAMI RICHIESTI ED ESITO 

Eseguito prelievo ematico alle gemelle, al fratello maggiore e ai genitori. Sul 

DNA estratto delle gemelle è stata eseguita la ricerca di eventuali delezioni del gene 

RB1, responsabili di retinoblastoma. L’analisi effettuata tramite MLPA ha evidenziato 

la presenza di una delezione in 13q14, coinvolgente il gene RB1, in entrambe. 

Successivamente è stata effettuata l’analisi tramite array-CGH che ha confermato la 

presenza della delezione 13q14 ed ha definito l’estensione della stessa che è di circa 34 

Mb. L’analisi del DNA dei genitori e del fratello è risultata nella norma. Il test di 

zigosità eseguito nelle due bambine ha indicato che sono gemelle monozigoti. 

 

INDICAZIONI FORNITE 

L’insieme della caratteristiche cliniche delle gemelle e dell’esito delle indagini 

genetiche eseguite hanno permesso di porre diagnosi di sindrome da delezione 13q14 in 

entrambe. Ai genitori è stato spiegato che tale sindrome è caratterizzata da 

retinoblastoma, ritardo variabile dell’acquisizione delle tappe psicomotorie e 

caratteristiche facciali e fisiche peculiari, alle quali talvolta possono associarsi anomalie 

congenite a carico di altri organi. 

Le analisi molecolari effettuate dimostrano che la delezione individuata nelle 

gemelle non è presente nel DNA dei genitori. Tale dato ha fatto ipotizzare che le due 

gemelle, benché nate da gravidanza bicoriale biamniotica, fossero monozigoti, poiché 

risulta poco probabile che lo stesso evento mutazionale possa essere insorto 

indipendentemente in due diversi gameti o che sia presente mosaicismo germinale in 

uno dei due genitori. Tale ipotesi è stata confermata dal test di zigosità, che ha mostrato 

un patrimonio identico nelle gemelle. 

Ai genitori è stato spiegato che in caso di mutazione de novo il rischio di 

ricorrenza per eventuali future gravidanze è trascurabile. È stato fatto presente che 

l’identificazione delle alterazione patogenetica rende possibile, qualora richiesto, 

l’effettuazione di una diagnosi prenatale invasiva, tramite prelievo di villi coriali o di 

liquido amniotico. 

L’analisi effettuata ha infine consentito di escludere la presenza della delezione 

nel fratello maggiore, che pertanto non è a rischio di sviluppare la malattia, né di 

trasmetterla alla eventuale prole. 

 



 

78 

4.10 Caso 10 (consulenza n. 2833) 

 

QUADRO CLINICO E ANAMNESI FAMILIARE 

Probanda, di 4 anni, giunta in consulenza insieme ai genitori e alla sorella 

maggiore, durante un ricovero in Clinica Pediatrica. Parto spontaneo espletato alla 30^ 

settimana di gestazione per rottura prematura delle membrane. Parametri auxologici alla 

nascita: peso 1500 g (50°-75° cnt) e lunghezza 46 cm (>90° cnt); non noto il valore 

della circonferenza cranica. Riferita acquisizione delle tappe dello sviluppo 

psicomotorio nei tempi fisiologici: prime parole all’età di un anno e acquisizione della 

deambulazione autonoma tra i 12 e i 18 mesi. All’età di 5 mesi diagnosi di 

retinoblastoma unilaterale, trattato inizialmente con cicli di chemioterapia e laserterapia 

ed infine con enucleazione dell’occhio interessato. Riferita presenza di un angioma 

capillare frontale alla RMN encefalo. A tre anni e mezzo, episodio di insufficienza 

renale acuta in corso di sindrome emolitica uremica, trattata con sedute di 

emodiafiltrazione ed emotrasfusione di emazie concentrate. All’esame obiettivo sono 

state riscontrati peso 17 Kg (50°-75° cnt), altezza 101 cm (25°-50° cnt) e COF 49,5 cm 

(25°-50° cnt); non evidenziate caratteristiche facciali e fisiche peculiari. 

Genitori e sorella maggiore in apparente stato di buona salute, con esame del 

fondo oculare riferito nella norma. 

L'albero genealogico mostra le seguenti caratteristiche: 

 

 

 

 

ESAMI RICHIESTI ED ESITO 

Eseguito prelievo ematico alla probanda, alla sorella maggiore a ai entrambi i 

genitori. Sul DNA estratto della probanda è stata eseguita, mediante tecnica di MLPA, 
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la ricerca di eventuali delezioni del gene RB1, responsabile del retinoblastoma. Tale 

analisi ha mostrato una delezione totale del gene RB1 e di alcuni geni fiancheggianti. 

Successivamente, al fine di definire l’estensione della delezione identificata nella 

probanda, sul DNA estratto è stata effettuata analisi di array-CGH. Tale analisi ha 

rilevato che la delezione del cromosoma 13, include le regioni q14.11 e q14.13 ed ha 

un’estensione di 7,8 Mb. La presenza della delezione individuata è stata inoltre ricercata 

nel DNA dei genitori e della sorella. Tale indagine ha mostrato che la delezione è 

assente nel DNA dei genitori e della sorella. 

 

INDICAZIONI FORNITE 

Il risultato dell’indagine sopra riportato indica che la probanda presenta una 

delezione interstiziale del cromosoma 13 coinvolgente il gene RB1. Ai genitori è stato 

spiegato che delezioni di tale regione sono responsabili della “sindrome da delezione 

interstiziale del braccio lungo del cromosoma 13 (q14)” che si caratterizza per la 

presenza di un fenotipo complesso, costituito dall’associazione di retinoblastoma, 

ritardo psicomotorio di grado variabile e caratteristiche facciali e fisiche peculiari. 

L’esame obiettivo effettuato in sede di consulenza genetica non ha evidenziato nella 

probanda la presenza di elementi facciali suggestivi di tale sindrome, quali fronte alta e 

bombata, lobi delle orecchie anteversi, filtro profondo. Inoltre lo sviluppo psicomotorio 

è risultato apparentemente adeguato all’età. Tuttavia, al fine di escludere un possibile 

deficit cognitivo di grado lieve è stata consigliata una valutazione mirata. 

 Le analisi molecolari effettuate hanno dimostrato che la delezione individuata 

nella probanda non è presente nel DNA dei genitori. È stato spiegato che è probabile 

che tale delezione sia insorta de novo nel gamete di uno dei genitori. In presenza di 

delezioni de novo il rischio di ricorrenza della malattia in eventuali future gravidanze 

della coppia e nei familiari risulta essere trascurabile. Infine, è stato fatto presente che 

l’identificazione delle alterazione patogenetica rende possibile, qualora richiesto, 

l’effettuazione di una diagnosi prenatale invasiva, tramite prelievo di villi coriali o di 

liquido amniotico. 

L’analisi effettuata ha infine consentito di escludere la presenza della delezione 

anche nella sorella maggiore della probanda, che pertanto non è a rischio di sviluppare 

la malattia, né di trasmetterla alla eventuale prole. 
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Diversi studi hanno dimostrato che l’inattivazione di entrambi gli alleli del gene 

RB1 è un prerequisito per lo sviluppo del retinoblastoma, ma a tali eventi seguono altre 

alterazioni genomiche che guidano il processo di trasformazione maligna, in un modello 

multi-step, che prevede l’attivazione di alcuni oncogeni e l’inattivazione di alcuni 

oncosoppressori
109

. In particolare, i primi studi eseguiti su tessuto tumorale di 

retinoblastoma mediante CGH convenzionale o PCR quantitativa multipla hanno 

mostrato la presenza di duplicazioni/amplificazioni ricorrenti a livello di alcune regioni 

genomiche (1q32, 2p24 e 6p22) e delezioni di altre regioni (16q22)
110-116

, la cui 

caratterizzazione ha portato all’identificazione di alcuni oncogeni e oncosoppressori 

candidati: MDM4 e KIF14 in 1q32, MYCN e DDX1 in 2p24, E2F3 e DEK in 6p22, 

CDH11 e RBL2 in 16q22
26

. Nel modello proposto, l’inattivazione di entrambi gli alleli 

del gene RB1 (M1 e M2), non era sufficiente a determinare l’inizio del processo 

tumorale; sulla base della frequenza riscontrata di alcuni riarrangiamenti sono pertanto 

stati proposti altri eventi chiave, quali duplicazioni 1q32 e 6p22 (M3 e M4), delezione 

16q22 e duplicazione/amplificazione 2p24 (M5)
116

. 
Pochi studi invece sono stati condotti per chiarire la relazione a livello molecolare 

tra retinoma e retinoblastoma, principalmente per la difficoltà di reperire tessuto di 

retinoma, dal momento che gli individui in cui è presente tale lesione solitamente non 

necessitano di enucleazione ed inoltre tessuti misti di retinoma/retinoblastoma raramente 

vengono riscontrati negli occhi enucleati. Tali studi si sono incentrati sulla valutazione 

dell’espressione di una proteina, p75
NTR

, recettore delle neurotrofine ad azione pro-

apoptotica
117

, nella retina, nel retinoma e nel retinoblastoma, mettendo in evidenza come 

l’espressione di tale proteina sia conservata nei primi due tessuti e persa nel 

retinoblastoma e facendo ipotizzare che la perdita di p75
NTR 

 possa accompagnare la 

trasformazione maligna del tessuto retinico
118

. Tuttavia, in tali studi non sono state 

evidenziate alterazioni nel numero di copie di tale gene, suggerendo che la perdita di 

p75
NTR 

possa essere correlata con mutazioni puntiformi del gene o con eventi 

epigenetici
116

. In uno studio successivo è stato inoltre messo in evidenza come nei 

retinomi vi sia assenza di markers proliferativi (colorazione Ki67), bassi livelli di 

instabilità genomica ed elevata espressione di proteine associate alla senescenza, a fronte 

di una ridotta espressione di p16INK4a e p130 ed aumento delle alterazione genomiche 

nei retinoblastomi adiacenti, indicando una progressione dal retinoma
119

. Da parte del 

nostro gruppo di lavoro è stata impiegata la qPCR per ricercare variazioni nel numero di 
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copie di quattro geni candidati, coinvolti nella patogenesi del retinoblastoma, indagando 

tessuto di retinoblastoma, retinoma e retina normale
32

. 

Diversi studi hanno inoltre dimostrato che un meccanismo importante nella 

patogenesi di diversi tipi di tumore, anche pediatrici, è l’ipermetilazione del promotore, 

che determina il silenziamento trascrizionale di geni oncosoppressori
120-125

. Alcuni di 

questi studi, impiegando tecniche di PCR quantitava o metilazione specifica, hanno 

dimostrato un’ipermetilazione di alcuni geni (MGMT, RASSF1A, CASP8, MLH1, RBL2, 

NEUROG1, DAP-kinase, RUNX3 e CACNA1G) nel retinoblastoma
125-131

. 

Nell’ambito dell’attività di ricerca sul retinoblastoma da parte del gruppo di 

lavoro della U.O.C. Genetica Medica di Siena, ho partecipato alla produzione di tre 

lavori scientifici (Appendice 1, 2, 3), contribuendo alla corretta classificazione clinica 

dei pazienti, alla discussione critica e alla scrittura. Tali lavori hanno riguardato 

l’identificazione di eventi chiave nella iniziazione e progressione tumorale, sia in termini 

di riarrangiamenti genomici (Appendice 1), che di variazioni del numero di copie e di 

modificazioni epigenetiche di alcuni geni oncosoppressori
 
(Appendice 2) ed infine il 

ruolo di alcuni geni come modificatori del fenotipo
 
(Appendice 3). In particolare, 

mediante analisi di array-CGH è stato indagato l’intero genoma, su tessuti di 

retinoblastoma e retinoma, al fine di individuare regioni critiche e nuovi geni candidati, 

importanti per l’iniziazione e la progressione tumorale
 
(Appendice 1). Per la prima volta, 

è stata inoltre impiegata l’analisi di MS-MLPA (Methylation-Specific Multiplex 

Ligation Probe Amplification), per investigare gli eventi epigenetici e le variazioni del 

numero di copie in alcuni geni oncosoppressori, confrontando il tessuto tumorale con la 

retina normale
 
(Appendice 2). Infine, data la scarsità di dati in letteratura riguardanti 

eventuali geni modificatori del fenotipo nel retinoblastoma, è stato per la prima volta 

condotto uno studio caso-controllo nel quale sono stati analizzati due polimorfismi p53 

Arg72Pro e MDM2 309, in considerazione del ruolo di tali geni in molte funzioni 

cellulari, quali il controllo del ciclo cellulare, della stabilità genomica e dell’apoptosi, e 

della loro frequente deregolazione nella carcinogenesi
 
(Appendice 3). 

L’effettuazione di tali studi è stata possibile grazie alla disponibilità di un grande 

numero di campioni, derivanti da pazienti affetti da retinoblastoma. Sin dal 1998, nella 

U.O.C. Genetica Medica di Siena è infatti attiva una banca di linee cellulari e di DNA 

derivanti da pazienti affetti da retinoblastoma. In considerazione dell’importanza di tale 

strumento per la comunità scientifica, più recentemente è stato creato un database online, 
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disponibile su richiesta per tutti coloro che svolgono attività di ricerca nell’ambito del 

retinoblastoma. Tale database è disponibile alla seguente pagina web: 

http://www.biobank.unisi.it. Il database è organizzato su due livelli, uno accessibile 

liberamente da tutti i ricercatori ed un altro, accessibile solo ai gestori del sito tramite 

l’uso di una password protetta. Il database è stato creato in modo tale che nella pagina 

principale del sito compaiono un elenco di caratteristiche, che individuano ogni 

campione e mediante le quali è possibile ricercare specifici campioni di interesse, sia 

selezionando una sola caratteristica (ad es. tipo di mutazione), sia combinando tra loro 

due o più caratteristiche (ad es. fenotipo e tipo di mutazione) (Figura 11). 

 

 

 

Figura 11. Ricerca di specifici campioni di retinoblastoma nel database. 

 

 

http://www.biobank.unisi.it/
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Il retinoblastoma è il tumore maligno intraoculare più comune in età pediatrica ed 

insorge solitamente nei primi cinque anni vita, con un’età media alla diagnosi di 12 mesi 

per le forme bilaterali e 24 mesi per le forme unilaterali. Tale differenza è spiegata dal 

fatto che nelle forme bilaterali è già presente una mutazione costitutiva nel gene RB1 e 

l’insorgenza del tumore è legata alla perdita di eterozigosità a livello somatico, mentre 

nelle forme unilaterali solitamente si susseguono due eventi somatici a carico della 

cellula retinica, pertanto l’esordio del tumore è più tardivo. In realtà, ad oggi è noto che 

mutazioni a carico del gene RB1, rappresentano solo il prerequisito per l’insorgenza del 

tumore e che ad esse fanno seguito altri eventi, che contribuiscono sia all’insorgenza che 

alla progressione tumorale. In particolare, dagli studi condotti finora è stato proposto un 

modello multi-step, che prevede la progressiva acquisizione di riarrangiamenti a carico 

di specifiche regioni genomiche, variazioni nel numero di copie di alcuni oncogeni e 

oncosoppressori e modificazioni epigenetiche, che conducono al passaggio da retina 

normale al retinoblastoma. Pertanto, la penetranza incompleta e l’espressività variabile, 

che si riscontrano in alcuni soggetti con mutazioni a carico del gene RB1, 

verosimilmente non dipendono soltanto dal tipo di mutazione presente (mutazioni di stop 

e frameshift vs mutazioni missenso, di splicing e a carico del promotore), ma anche da 

altri eventi secondari. 

La diagnosi del retinoblastoma è posta su base clinica, solitamente in seguito al 

riscontro di leucocoria, ovvero il riflesso bianco pupillare, che di norma viene rilevato 

dai genitori del bambino. In assenza di una storia familiare positiva il tumore non viene 

infatti identificato fino a quando non dà manifestazione di sé, mentre al contrario quando 

la patologia è già nota in famiglia, è possibile attuare dei controlli oculistici mirati fin 

dalla nascita, qualora non sia stata eseguita la diagnosi molecolare. La presenza del 

tumore viene confermata all’esame oftalmoscopico eseguito in narcosi che solitamente 

evidenzia una massa biancastra e di dimensioni variabili. A tale esame si affiancano 

l’ecografia oculare e la RMN delle orbite e dell’encefalo, che consentono una corretta 

stadiazione del tumore e permettono di rilevare eventuali lesioni associate, quali ad 

esempio la presenza di un pinealoblastoma. La presenza di tale tumore, che nei soggetti 

con interessamento oculare bilaterale configura il cosiddetto “retinoblastoma trilaterale” 

influisce negativamente sulla prognosi di tali pazienti. 

Una diagnosi precoce, spesso rende possibile l’effettuazione di terapie 

conservative, che consentono di preservare il bulbo oculare e talvolta di conservare una 
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parziale capacità visiva. Negli ultimi anni, in centri molto specializzati, come quello di 

Siena, sono state introdotte nuove terapie, quali la chemioterapia superselettiva 

intrarteriosa con infusione nell’arteria oftalmica di Melphalan in monoterapia o in 

associazione ad altri chemioterapici. Tale modalità di somministrazione dei farmaci 

presenta, a differenza della chemioterapia sistemica, effetti che, nella maggior parte dei 

casi, sono locali e reversibili. Studi preliminari inoltre indicano un buon controllo del 

tumore a breve termine, sebbene manchino ancora degli studi che dimostrino l’efficacia 

nel controllo a lungo termine. 

La tempestività della diagnosi, la possibilità di accesso alle cure mediche e le 

caratteristiche del tumore, in termini di dimensioni, localizzazione e diffusione locale e a 

distanza, influenzano in prima battuta la sopravvivenza dei pazienti, che è elevata nei 

paesi sviluppati. Nella valutazione della sopravvivenza complessiva, va tuttavia tenuto 

presente, soprattutto nei soggetti sottoposti a radioterapia o con forme ereditarie di 

retinoblastoma, il rischio di seconde neoplasie maligne extraoculari. Tali tumori 

presentano un periodo di latenza estremamente variabile, sebbene la  loro comparsa sia 

più comune nell’adolescenza e nell’età adulta. In particolare, uno studio recente ha 

indicato un rischio cumulativo, di seconde neoplasie maligne, quali osteosarcomi, 

sarcomi dei tessuti molli, melanomi e carcinomi epiteliali, di circa il 28%, a distanza di 

40 anni dalla diagnosi. Sebbene, tali neoplasie incidano negativamente sulla prognosi dei 

pazienti, non esiste una sorveglianza clinica specifica per prevenirne l’insorgenza. 

La consulenza genetica nell’ambito del retinoblastoma, così come di altre 

patologie ereditarie, si configura come un processo comunicativo, finalizzato a far 

comprendere ai pazienti affetti e ai loro familiari, le informazioni relative alle 

caratteristiche della malattia, alle modalità di trasmissione, al rischio di ricorrenza e alle 

possibili terapie, incluse le opzioni riproduttive, che sono pertinenti alla loro condizione. 

Caratteristiche fondamentali della consulenza genetica sono quella di non essere rivolta 

solo al probando, ma all’intera famiglia, e quella di non essere direttiva, ovvero di non 

dover in alcun modo influenzare le decisioni del probando e dei familiari. 

Per eseguire una corretta consulenza genetica è molto importante effettuare una 

dettagliata raccolta della storia familiare, con la costruzione dell’albero genealogico, 

comprensivo di almeno tre generazioni. In particolare, è necessario prestare attenzione 

non solo ad un’eventuale familiarità per retinoblastoma, ma anche per altri tipi di 

tumore, che talvolta possono rappresentare l’unica manifestazione legata alla presenza di 
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una mutazione costitutiva nel gene RB1, nell’ambito di forme familiari ad espressività 

variabile e con penetranza incompleta, come nel caso 1. Inoltre, è molto importante 

accertarsi che i genitori, di un caso apparentemente sporadico, abbiano eseguito un 

accurato esame del fondo oculare, poichè in alcuni casi può essere svelata la presenza di 

un retinoma, come nel caso 2. Il riscontro di tale lesione, ormai considerata un 

precursore del retinblastoma, è importante perché, sebbene solitamente sia asintomatica, 

deve essere tenuta sotto controllo per il rischio, seppur basso, di trasformazione maligna. 

Infine, una buona raccolta dell’anamnesi familiare è fondamentale per rilevare quei casi, 

benchè rari, in cui segregano, in modo del tutto indipendente, due (o più) patologie 

ereditarie, come nel caso 7. 

Durante la raccolta dell’anamnesi personale del probando, con la valutazione 

della documentazione clinica, deve essere posta particolare attenzione alla valutazione 

dello sviluppo psicomotorio. Alla raccolta anamnestica, deve seguire un accurato esame 

obiettivo del probando, possibilmente con l’effettuazione di fotografie, previa 

acquisizione di un consenso informato scritto. Questo passaggio è particolarmente 

importante poiché consente di discriminare tra forme isolate di retinoblastoma e forme 

sindromiche. In queste ultime, infatti, causate da grandi delezioni genomiche 

coinvolgenti il gene RB1 ed il genoma circostante, spesso è possibile riscontrare un 

ritardo di grado variabile nell’acquisizione delle tappe dello sviluppo psicomotorio e la 

presenza di caratteristiche fisiche e facciali peculiari, come nei casi 8 e 9; in alcuni di 

questi casi possono inoltre essere evidenziate anche altre anomalie congenite, come nel 

caso 9. L’osservazione della assenza di ritardo psicomotorio e delle suddette 

caratteristiche fisiche e facciali in alcuni pazienti con delezione interstiziale del braccio 

lungo del cromosoma 13, coinvolgente la regione 13q14.2, come nel caso 10, ha fatto 

ipotizzare il ruolo di specifici geni nello sviluppo di tale fenotipo. Partendo dal confronto 

di un numero esiguo di pazienti, data la rarità della condizione, il gruppo di lavoro della 

UOC Genetica Medica di Siena, ha cercato di individuare una regione critica minima per 

il ritardo psicomotorio, individuando dei possibili geni candidatati. In tale studio, in cui è 

stata impiegata per la prima volta l’analisi di array-CGH, è stato infatti possibile definire 

l’estensione ed i punti di rottura delle delezioni identificate nei singoli pazienti e di 

confrontarle tra loro. Più recentemente, un altro gruppo ha analizzato una casistica più 

ampia di pazienti, proponendo una correlazione genotipo-fenotipo in base alle 

dimensioni della delezione. Nell’ottica di una diagnosi quanto più precoce possibile, va 
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sottolineato come l’individuazione di specifiche caratteristiche fisiche e facciali possa 

essere un elemento importante per indirizzare la diagnosi, anche prima della comparsa 

del retinoblastoma, e per attuare nei soggetti a rischio, un follow up oculistico mirato. 

Un momento cruciale nella consulenza genetica è la spiegazione della modalità di 

trasmissione della condizione ed del rischio di ricorrenza nella prole sia per il probando 

che per gli altri familiari. Viene spiegato che esistono forme non ereditarie di 

retinoblastoma, più frequenti, e forme ereditarie, dovute alla presenza di un’alterazione 

costitutiva nel gene RB1. Viene inoltre sottolineato che questi ultimi hanno una 

probabilità di circa il 50% di trasmettere la mutazione ai propri figli, in particolare, il 

rischio di ricorrenza del retinoblastoma nella prole è di circa il 45%, considerando che la 

penetranza della malattia è di circa il 90%. È importante sottolineare come la mutazione 

costitutiva del gene RB1, in assenza di una chiara familiarità, solo in pochi viene 

ereditata da un genitore, mentre nella maggior parte dei casi origina “de novo” nel 

gamete di uno dei genitori. Questo è un punto molto delicato della consulenza, che nella 

maggior parte dei casi vede come interlocutori i genitori del bambino affetto. Si deve 

infatti tener conto del senso di smarrimento e dolore che essi provano di fronte alla 

notizia di una condizione genetica, e quindi immodificabile, e potenzialmente 

trasmissibile, e del successivo senso di colpa quando viene prospettata l’ipotesi di una 

possibile trasmissione della condizione da parte di uno dei due genitori. Pertanto, è molto 

importante che tali informazioni vengono riferite dal consulente genetista, che ha avuto 

un training specifico, in un contesto temporale e spaziale ricercato ed adeguato alla 

comunicazione di tali informazioni. 

Infine, in occasione della consulenza genetica viene valutato per ogni paziente 

quale è il test genetico più appropriato da eseguire e vengono discussi con il probando ed 

eventuali familiari i benefici ed i limiti derivanti del test. In particolare, viene spiegato 

che presso la UOC di Genetica Medica di Siena, per diagnostica, viene eseguita l’analisi 

per la ricerca di mutazioni puntiformi, tramite DHPLC e sequenziamento, e per la ricerca 

di delezioni intrageniche, tramite MLPA. L’impiego di tali metodiche consente di 

identificare la maggior parte dei pazienti con una mutazione costitutiva del gene RB1, 

sebbene la sensibilità non raggiunga il 100%. È importante sottolineare come, al fine di 

stabilire il corretto rischio di ricorrenza, l’analisi molecolare debba essere condotta in 

tutti i pazienti, in quanto anche nel 15% dei retinoblastomi unilaterali unifocali sporadici 

viene identificata una mutazione costitutiva nel gene RB1. Il momento ottimale per 
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l’effettuazione dell’analisi molecolare è l’epoca preconcezionale, al momento della 

pianificazione di una gravidanza, in considerazione dei tempi di risposta lunghi. 

L’identificazione della mutazione consente infatti di offrire, qualora richiesto, la 

possibilità di effettuare una diagnosi prenatale invasiva, tramite prelievo di villi coriali o 

liquido amniotico, rispettivamente nel primo e nel secondo trimestre di gravidanza, 

consentendo alla donna di decidere più consapevolmente se continuare o interrompere la 

gravidanza. Nel caso in cui venga identificata nel feto una mutazione e la donna decida 

di proseguire la gravidanza, viene consigliato un monitoraggio oculistico fin dalla 

nascita, al fine di consentire una diagnosi quanto più precoce possibile. Viceversa, 

qualora il feto non abbia ereditato la mutazione, non essendo a rischio di sviluppare la 

patologia, non necessita dei serrati controlli oculistici, che invece verrebbero eseguiti in 

assenza del dato molecolare. Purtroppo, ancora oggi, a causa di una scarsa o non 

adeguata informazione ricevuta dai pazienti riguardo ai possibili rischi di ricorrenza, si 

arriva ad eseguire la diagnosi molecolare nel soggetto affetto in epoca prenatale. Spesso 

la donna è ad un’età gestazionale avanzata, come nel caso 6, e talvolta i tempi di risposta 

dell’indagine non sono compatibili con i tempi della diagnosi prenatale, come nel caso 5. 

La gestione di tali consulenze diventa pertanto molto difficile, in considerazione del 

carico emotivo supplementare presente durante la gravidanza. 

L’identificazione della mutazione nel probando consente infine di estendere 

l’analisi anche agli altri familiari e pertanto di identificare, in tempi rapidi, coloro che 

sono a rischio di sviluppare la patologia e di trasmetterla alla prole. È infatti noto che 

alcuni individui, a causa della penetranza incompleta della condizione, possono non 

manifestare nell’arco della vita la malattia, e pertanto, in assenza dell’analisi molecolare, 

non vengono identificati, con il rischio di trasmettere la condizione alla prole, che invece 

può presentare una penetranza completa, come nei casi 1 e 3. I soggetti che mostrano 

penetranza incompleta, soprattutto in giovane età, vanno monitorizzati per il rischio, 

benchè basso, di insorgenza del retinoblastoma anche in età adulta. 

Nei casi in cui l’analisi molecolare non consente di identificare una mutazione 

costitutiva nel gene RB1, nonostante il rischio a priori sia elevato, come nel caso 4, è 

opportuno sottolineare la necessità di un attento monitoraggio oculistico, soprattutto nei 

primi anni di vita per il rischio di comparsa di nuovi focolai e far presente il rischio di 

trasmissione all’eventuale prole. Inoltre, in tali casi, soprattutto quelli apparentemente 
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sporadici, è opportuna un’accurata valutazione del fondo oculare nei genitori, qualora 

non effettuata. 

La sensibilità delle analisi eseguite potrà in futuro essere incrementata, grazie 

all’impiego di nuove tecniche diagnostiche, quali il Next Generation Sequencing (NGS), 

già in uso presso la UOC Genetica Medica di Siena ed attualmente impiegata nella 

diagnosi di altre patologie ereditarie, che presentano eterogeneità genetica, quali la 

sindrome di Alport, o nelle quali l’analisi risulta particolarmente lunga a causa delle 

grandi dimensioni del gene, quali la sindrome di Cohen. Tale metodica consente di 

accorciare notevolmente i tempi di risposta, anche grazie al fatto che permette di 

analizzare più pazienti contemporaneamente. Recentemente, è stato inoltre avviato un 

progetto di ricerca, presso la UOC Genetica Medica di Siena, per un eventuale impiego 

di tale metodica nella diagnosi prenatale non invasiva su DNA fetale libero ottenuto da 

plasma materno (NIPD). Studi preliminari hanno infatti indicato la possibilità di 

impiegare con successo lo studio del DNA libero fetale nel plasma materno nella 

determinazione del sesso fetale, del genotipo RhD nei feti di madri RhD negative e nella 

diagnosi di alcune aneuploidie cromosomiche. L’eventuale effettuazione della NIPD 

mediante la tecnica di NGS ha pertanto delle grandi potenzialità e può aprire il campo 

anche alla diagnosi prenatale non invasiva di malattie monogeniche, quali il 

retinoblastoma. Infine, allo scopo di estendere l’indagine preliminare effettuata sul ruolo 

dei polimorfismi p53 Arg72Pro e MDM2 309 come modificatori del fenotipo, la NGS 

potrebbe essere impiegata anche nello studio di ulteriori polimorfismi in geni coinvolti 

nel pathway di RB1 o in oncogeni e oncosoppressori, il cui ruolo è stato dimostrato 

importante in altri tumori. Il riscontro di eventuali geni modificatori e quindi 

dell’associazione di determinati polimorfismi a fenotipi più lievi o più gravi, può infatti 

avere delle ripercussioni rilevanti in ambito terapeutico. 

Fino ad oggi, si è pensato che tutte le forme di retinoblastoma richiedano come 

primo step l’inattivazione biallelica del gene RB1. Tuttavia, recenti studi, condotti da 

Gallie et al su un’ampia casistica di retinoblastomi, hanno dimostrato in circa l’1% dei 

casi l’assenza di mutazioni nel gene RB1 e la presenza nel tessuto tumorale di 

un’amplificazione del gene MYCN oltre le 40 copie. In tali tumori, tutti unilaterali, sono 

state osservate caratteristiche istologiche peculiari, un’età alla diagnosi precoce (<6 

mesi), una minore instabilità genomica, una rapida crescita ed una maggiore aggressività 

del tumore, ma una buona risposta alla terapia. 
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Sulla base di tali osservazioni, recentemente, è stato avviato, da parte del nostro 

gruppo, un progetto di ricerca volto allo studio del tessuto tumorale di pazienti, che 

hanno avuto una diagnosi precoce di retinblastoma e trattamento di enucleazione, nei 

quali l’analisi molecolare non ha identificato mutazioni a carico del gene RB1. La 

conferma di tali osservazioni, potrebbe infatti avere delle ricadute importanti sia in 

termini terapeutici per la possibilità di sviluppare nuove terapie biologiche, sia in termini 

di valutazione del rischio di ricorrenza, in quanto in tali pazienti risulterebbe 

paragonabile a quello della popolazione generale. 
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