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Medische vignetten

Van gen naar ziekte; retinoblastoom en het RB1-gen

H.SCHEFFER, S.M.IMHOF EN A.C.MOLL

DE ZIEKTE
Het retinoblastoom is een maligne tumor die ontstaat uit
de nucleaire lagen van de retina. De diagnose wordt ge-
woonlijk gesteld voor de leeftijd van 6 jaar wanneer stra-
bisme of een verkleurde/witte reflex (‘kattenoog’) wordt
onderzocht. De klinische symptomen van retinoblas-
toom zijn leukocorie, strabisme of een rood oog. De
diagnostiek vindt plaats door middel van funduscopie bij
een kind onder algehele narcose, echografie en MRI. Bjj
funduscopie worden één of meerdere witgrijzige tumo-
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ren aan één of beide ogen gezien. Het echografisch beeld
is karakteristiek en vertoont een irregulier aspect met
calcificaties. MRI geeft informatie over de extraoculaire
doorgroei. De aandoening kan voorkomen als eenzijdi-
ge of als tweezijdige tumor en is in ongeveer 40% van de
gevallen erfelijk (ongeveer 15% van de patiénten met
de eenzijdige vorm; alle patiénten met de tweezijdige
vorm).

HET GEN
Het retinoblastoom wordt veroorzaakt door mutaties in
het gen voor retinoblastoom (RBr1),!* dat gelegen is op
chromosoom 13 in band q14.1-q14.2. Het gen bestaat uit
27 exonen en omvat ongeveer 200 kb genomisch DNA;;
het transcript codeert voor een eiwit van 928 amino-
zuren. Het ontstaan van de erfelijke en de niet-erfelijke
vorm van retinoblastoom wordt verklaard vanuit het
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FIGUUR I. ‘Two-hit’-model volgens Knudson.* Mutaties in beide RBr-allelen van een retinacel resulteren in retinoblastoom. Bij
de erfelijke vorm van retinoblastoom (a) is de eerste mutatie ontstaan in de kiembaan van (meestal) vader of moeder, dus in de
zaadcel- of eicelproducerende cellen. De tweede mutatie in het andere RBr-allel ontstaat op somatisch niveau in een retinacel.
De erfelijke RBr-mutatie is in alle lichaamscellen aanwezig en kan derhalve als autosomaal dominant erfelijke predispositie wor-
den doorgegeven aan het nageslacht. De niet-erfelijke vorm van retinoblastoom (b) wordt veroorzaakt door twee somatische mu-

taties in beide RBr-allelen van een retinacel.

‘two-hit’-model, voor het eerst door Knudson geformu-
leerd.* Het principe is weergegeven in figuur 1. Feitelijk
is het familiair voorkomen van retinoblastoom het ar-
chetype van de erfelijke kankersyndromen, aan de hand
waarvan Knudson deze two-hit-hypothese ontwikkelde.
Retinoblastoom is ook de eerste tumor waarbij deze hy-
pothese moleculair bevestigd kon worden.’> Ongeveer
95% van alle RBr-mutatiedragers krijgt de aandoening.
Deze onvolledige penetrantie wordt veroorzaakt door
het feit dat bij ongeveer 5% van de mutatiedragers er
geen tweede, somatische mutatie optreedt in één van de
retinacellen gedurende de embryonale ontwikkeling. Bij
bepaalde families is er een nog veel lagere penetrantie
door de aard van de voor retinoblastoom predispone-
rende RBr-mutatie (figuur 2). Dragers van een RBI-
mutatie hebben een verhoogde kans op het krijgen van
osteosarcoom of wekedelensarcoom als tweede primai-
re tumor. Op jonge leeftijd treden met name rabdomyo-
sarcomen op, in de adolescentie (osteo)sarcomen en op
latere leeftijd melanomen. Tevens kunnen pinealoblas-
tomen (trilateraal retinoblastoom) optreden tot de leef-
tijd van 4 jaar.

HET EIWIT
Het eiwitproduct p1os-rb, ook ‘pp110’ genoemd, is een
tumorsuppressor en werkt waarschijnlijk als regulator
van andere genen. Het vormt een complex met het ade-
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novirus-E1A-eiwit en het SV40-‘large T-antigen’, beide
virale eiwitten met oncogene werking. Het kan bepaal-
de andere cellulaire eiwitten binden en functioneel
moduleren, die kunnen competeren met de adenovirus-

O

O .

FIGUUR 2. Stamboom van een retinoblastoomfamilie met ver-
laagde penetrantie: (M) overleden man met retinoblastoom;
() overleden vrouw; ([¢J) man die drager is van een mutatie
doordat met DNA-analyse de RB1-R661 W-mutatie werd aan-
getoond, maar bij wie zich geen retinoblastoom heeft ontwik-
keld; (O) vrouw; (M) man met retinoblastoom.



eiwitten E1A en T voor binding aan het ‘pocket-domain’
van p1os-rb. Het eiwit bindt normaliter aan de E2F-
familie van transcriptiefactoren. Tevens kan pr1os-rb
eiwitten van het humaan papillomavirus binden, een vi-
rus dat een belangrijke rol speelt bij het ontstaan van
cervixcarcinoom en van huidtumoren.

DE CEL
Het pros-rb-eiwit bevindt zich in de celkern. Het kan ge-
durende de celcyclus in twee vormen voorkomen: gefos-
foryleerd van de S-fase tot de M-fase en gedefosfory-
leerd in G1. Het eiwit speelt dus een centrale rol als con-
trolepost van de celcyclus; het remt progressie van de
G1-fase naar de S-fase. Ook de producten van andere
genen, zoals TP53 en CDKN2A, spelen hierbij een rol.
Gedefosforyleerd rb-eiwit remt de celproliferatie en
deze activiteit moet tijdelijk worden opgeheven door
cyclische fosforylering om de celcyclus te voltooien. Het
pros-rb/E2F-complex houdt de cellen in de Gi-fase
door actieve repressie van DNA-transcriptie. Een tekort
aan rb-eiwit, hetzij door mutatie, hetzij doordat het
wordt weggevangen door virale eiwitten, leidt tot pro-
gressie in de celcyclus, via activering van de transcriptie.

DE POPULATIE
Retinoblastoom komt voor bij ongeveer 1:20.000 levend-
geborenen, ongeacht etnische afkomst, en vertegenwoor-
digt ongeveer 2% van alle maligniteiten bij kinderen.

DE DIAGNOSTIEK
Mutatieanalyse van het RBr-gen is belangrijk (a) om
vast te stellen of er een erfelijke vorm bestaat (bij een-
zijdig retinoblastoom), en (b) voor pre- of postnatale
diagnostiek (om kinderen die ‘at risk’ zijn voor deze
oogtumor te identificeren of juist om retinoblastoom
bij familieleden uit te sluiten) bij alle patiénten en hun
familieleden met een erfelijke vorm (onder wie alle
pati€énten met een tweezijdige en/of familiaire vorm). Bij
kinderen at risk kan periodieke controle helpen de tu-
mor tijdig te ontdekken en te behandelen.

Er zijn meer dan 350 onafhankelijke mutaties bekend
in de RBr-mutatiedatabase (http://www.d-lohmann.de/
Rb/mutations.html).

Bij ruim 2% van de patiénten met erfelijk retinoblas-
toom is met chromosomenonderzoek op leukocyten een
interstitiéle deletie of andere chromosomale afwijking in
chromosoom 13, band q14.1-q14.2, detecteerbaar. Bij
ongeveer 8% is een dergelijke deletie alleen met DNA-
onderzoek vast te stellen. De grote meerderheid van de
RBr-mutaties zijn subtiele DNA-veranderingen (‘non-
sense’-, ‘frame shift’- en de meeste ‘splice-site’-muta-
ties), die leiden tot een verkort en dus niet-functioneel
eiwit. Bij een klein deel (ongeveer 4% ) van de patiénten

met een RBr-mutatie wordt een ‘missense’-mutatie aan-
getoond, leidend tot een verminderd functioneren van
het eiwit. Missensemutaties kunnen, evenals bepaalde
splice-sitemutaties en mutaties in de regulerende se-
quenties van het RBr1-gen, leiden tot verlaagde pene-
trantie. Het effect van dergelijke mutaties is dus niet bjj
elke drager pathogeen. Enkele relatief frequent voorko-
mende nonsensemutaties kunnen de novo ontstaan.
Hierbij ontstaat een stopcodon uit bijvoorbeeld een co-
don voor arginine of glutamine.

Op basis van deze gegevens wordt in Groningen bij
DNA-onderzoek naar retinoblastoom een scanning van
de volledige coderende RBr1-sequentie inclusief flanke-
rende intronsequenties uitgevoerd. Tevens wordt on-
derzocht of een volledig RBr-allel gedeleteerd is. Met
deze strategie wordt bij ongeveer 85% van de patiénten
met tweezijdig en/of familiair retinoblastoom de patho-
gene mutatie aangetoond. In de overige gevallen zal de
RBr1-mutatie zich waarschijnlijk bevinden in een niet-
routinematig onderzochte regelsequentie van het RB1-
gen of ver in een intron. Het niet kunnen detecteren van
de pathogene RBr-mutatie in DNA uit leukocyten bij
een deel van de sporadische patiénten met de erfelijke
vorm van retinoblastoom kan waarschijnlijk verklaard
worden door somatisch mozaicisme, waardoor niet in
alle lichaamscellen de RBr-mutatie aanwezig is.

ABSTRACT

From gene to disease; retinoblastoma and the RBI gene. —
Retinoblastoma is caused by mutations in the RBr gene. The
penetrance is 95 %, as in approximately 5% of the mutation car-
riers, no second somatic mutation occurs in one of their
retina cells during embryonic development. Molecular diagno-
sis is performed by a complete scanning of the RB1 coding se-
quence which includes flanking intronic sequences. Approxi-
mately 85% of pathogenic mutations can be identified.
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