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Moleculair-genetische aspecten van neurofibromatosis

T.J.M.HULSEBOS

In 1989 gaf Fleury in dit tijdschrift een overzicht van de
op dat moment aanwezige kennis betreffende de kli-
nische en genetische aspecten van neurofibromatosis.!
Toen reeds was duidelijk dat neurofibromatosis, geken-
merkt door een predispositie tot het krijgen van tumo-
ren van het zenuwstelsel, meerdere erfelijke aandoenin-
gen omvat. Het gen voor de meest voorkomende vorm,
neurofibromatosis type 1 (NF1) of neurofibromatosis
van Von Recklinghausen, was op de lange arm van chro-
mosoom 17 gelokaliseerd. Het gen voor een andere, veel
minder frequente vorm, neurofibromatosis type 2 (NF2)
of bilaterale acusticus-neurofibromatosis, bleek op chro-
mosoom 22 gelegen te zijn. Daarnaast waren nog ande-
re NF-vormen bekend, waarvan niet duidelijk was of dit
varianten waren van NF1 of NF2 of genetisch separate
aandoeningen. Sindsdien is onze kennis van met name
de moleculair-genetische aspecten van NF1 en NF2
spectaculair toegenomen: het NF1- en het NF2-gen zijn
geidentificeerd, de eiwitten waarvoor deze genen code-
ren, zijn bekend en hun functies worden intensief bestu-
deerd. Bovendien blijken beide genen tot de groep van
tumorsuppressorgenen te behoren; inactivering van
deze genen, door mutatie of deletie, heeft ongecon-
troleerde celdeling en daardoor tumorvorming tot ge-
volg.

NEUROFIBROMATOSIS TYPE I
NF1 is een frequente, autosomaal dominant overerven-
de aandoening; de frequentie bedraagt 1 per 3000 ge-
boorten.2 De ziekte wordt gekenmerkt door het voorko-
men van neurofibromen, café-au-laitvlekken, irishamar-
tomen (zogenaamde Lisch-noduli), N.-opticusgliomen
en velerlei ontwikkelingsstoornissen. De klinische en
DNA -diagnostische aspecten van NF1 worden elders in
dit tijdschriftnummer behandeld.* Met behulp van zoge-
naamd koppelingsonderzoek (onderzoek waarbij wordt
vastgesteld welk chromosoom(gedeelte) tezamen met
de aandoening wordt overgeérfd) was het gebied op de
lange arm van chromosoom 17, waarin het NF1-gen zou
moeten liggen, ingeperkt tot enkele miljoenen basepa-
ren. Hierin ‘passen’ nog zeker enkele tientallen genen
van gemiddelde grootte en welke van deze zou dan het
NF1-gen zijn? ,

De identificatie van het NF1-gen werd mogelijk door
het bekend worden van twee NF1-pati€énten met zo-
genaamde gerearrangeerde chromosomen. Normaliter
worden bij NFI1-patiénten geen structurele chromoso-
male afwijkingen gevonden, dat wil zeggen afwijkingen
in chromosoomaantal of -vorm. Echter, bij deze patién-
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Zie ook de artikelen op bl. 624 en 639.

SAMENVATTING

. —Twee vormen van neurofibromatose, type 1 (NF1) en type 2

(NF2), houden verband met genen gelokaliseerd op respectie-
velijk chromosoom 17 en 22.

— De genen die bij neurofibromatose geinactiveerd zijn, code-
ren voor respectievelijk het eiwit neurofibromine en merline.
Omdat inactivering leidt tot tumorziekte worden ze tumorsup-
pressorgenen genoemd.

— Neurofibromine heeft overeenkomsten met eiwitten die zor-
gen voor de inactivering van oncogenen. Merline vertoont ver-
wantschap met eiwitten die het cytoskelet en de celmembraan
met elkaar verbinden. De precieze functie van de eiwitten is
nog onbekend. h

— Het NF1-gen wordt gekenmerkt door uitzonderlijk grote ge-
voeligheid voor mutatie; de helft van de NF1-patiénten heeft
de ziekte niet door overerving.

— Bij de familiaire vorm van neurofibromatose wordt een ge-
muteerd gen overgeérfd en wordt het normale allel in de tumor
geinactiveerd waardoor tumoruitgroei kan plaatsvinden. Bij de
sporadische vorm van neurofibromatose worden beide norma-
le allelen lokaal in het weefsel geinactiveerd zodat ter plaatse
een tumor ontstaat.

ten werden gebalanceerde translocaties aangetroffen
(tussen de chromosomen I en I7 en tussen 17 en 22; ge-
balanceerd wil zeggen dat bij de translocatie geen chro-
mosoommateriaal is verloren gegaan). In beide gevallen
lagen de translocatie-breukpunten in de regio op chro-
mosoom 17 waarin het NF1-gen werd vermoed. Door de
translocatie zou een breuk in het NF1-gen zijn opgetre-
den, waardoor het NF1-gen niet meer zijn normale func-
tie zou kunnen uitoefenen. Dit bleek inderdaad het ge-
val. De breukpunten werden gekloneerd en bleken
slechts ongeveer 60 kbp (van ‘kilobaseparen’, 1 kbp is
1000 baseparen) van elkaar verwijderd te liggen. Toch
heeft het nog heel veel moeite gekost om het NF1-gen
te identificeren.* °

Neurofibromine. Het NF1-gen is ongeveer 350 Kbp
groot (figuur 1). Het bevat 59 exonen, die coderen voor
een messenger-RNA (mRNA) met een lengte van on-
geveer 12 kb (kilobasen). Dit RNA wordt vertaald in
een zeer groot eiwit, genaamd neurofibromine, met een
lengte van 2818 aminozuren. Het grootste gedeelte van
het gen bestaat uit intronen, dit zijn niet-coderende re-
gio’s, die na transcriptie uit het RNA worden verwij-
derd. De beide translocatiebreukpunten liggen in res-
pectievelijk intron 27b en intron 31 van het NF1-gen.b
Volkomen onverwacht werden tussen deze breukpunten
(in intron 27b) nog 3 andere genen gevonden (OMGP,
EVI2B en EVI2A), die in omgekeerde richting worden
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FIGUUR I. Structuur en expressie van het gen van neurofibro-
matose type 1 (NF1) op chromosoom 17. Het NF1-gen bevat
59 exonen (regio’s die de genetische code voor eiwitten bevat-
ten), met daartussen intronen (niet-coderende regio’s), die ver-
spreid liggen over een gebied van 350 kilobaseparen (kbp). De
globale posities van de beide translocatie-breukpunten (t(1;17)
en t(17;22)) en van de 3 genen in intron 27b (OMGP, EVI2B
en EVI2A) zijn aangegeven. De richting waarin het NF1-gen
wordt afgelezen (transcriptie) met als resultaat een ‘messen-
ger’-RNA-keten is met een grote horizontale pijl naar rechts
aangegeven. Na transcriptie worden de intronen uit het RNA
verwijderd en de exon-bevattende delen aan elkaar gezet. Dit
proces wordt ‘splicing’ genoemd. Het rijpe mRNA, met een
lengte van ongeveer 12 kilobasen (kb), codeert voor neurofi-
bromine. Aangegeven is het deel van neurofibromine dat gro-
te overeenkomst in aminozuurvolgorde vertoont met guani-
dinetrifosfatase-activerende proteinen (GAP-eiwitten). (Illu-
stratie: R.P.Slagter.)

getranscribeerd. Deze genen zijn ook weer opgebouwd
uit exonen en intronen. Hun relatie tot NF1 is voorals-
nog onduidelijk.

Verband met oncogenen. Het middendeel van het
neurofibromine heeft een aminozuurvolgorde die grote
overeenkomst vertoont met die van guanidinetrifosfata-
se-activerende proteinen (GAP’s). Dit zijn eiwitten die
betrokken zijn bij de omzetting van het proto-oncogen
p21-ras van een actieve guanidinetrifosfaat (GTP)-
gebonden vorm in een inactieve guanidinedifosfaat
(GDP)-gebonden vorm. Het p21-ras behoort tot de zo-
genaamde oncogenen. Dit zijn genen die onder norma-
le omstandigheden (als proto-oncogen) een functie heb-
ben in de regulatie van cellulaire processen, zoals celde-
ling en differentiatie. Als ze echter blijvend geactiveerd
zijn (men spreekt dan van een oncogen) dan heeft dat
tumorvorming tot gevolg.

Een mogelijke werking van neurofibromine is .als
volgt: neurofibromine onderdrukt de oncogene werking
van p21-ras door stimulering van de omzetting van het
actieve p21-ras-GTP in het inactieve p21-ras-GDP. In
een tumor waarin beide kopieén van het NF1-gen gein-
activeerd zijn, wordt geen neurofibromine meer ge-
maakt. Hierdoor blijft het p21-ras in de actieve vorm en
wordt de tumorvorming gestimuleerd. Onder normale
omstandigheden onderdrukt neurofibromine dus tu-
morvorming. Het NF1-gen, dat codeert voor dit eiwit,
wordt dan ook een tumorsuppressorgen genoemd (zie
verder).

NEUROFIBROMATOSIS TYPE 2
NF2 is een zeldzame autosomaal dominant overervende
aandoening (de frequentie is I per 40000 geboorten).?
Het belangrijkste kenmerk van de aandoening is de ont-
wikkeling van bilaterale vestibulaire schwannomen op
jong-volwassen leeftijd. Daarnaast worden met name
meningiomen, maar ook ependymomen en astrocyto-
men, in verhoogde frequentie bij personen met NF2 aan-
getroffen. Door koppelingsstudies was het NF2-gen op
chromosoom 22 geplaatst. De inperking van de regio op
chromosoom 22, waar het NF2-gen zou moeten liggen,
is vooral tot stand gekomen door de moleculair-geneti-
sche analyse van NF2-specifieke tumoren. Er werd na-
melijk verondersteld dat het NF2-gen een tumorsup-
pressorgen zou kunnen zijn. Zoals reeds vermeld in de
vorige paragraaf, is dit een gen waarvan uitschakeling
van beide kopieén resulteert in tumorvorming. Deze zo-
genaamde ‘two-hit’-hypothese is voor het eerst gefor-
muleerd door Knudson’ om de vorming van retinoblas-
toma, een erfelijke tumor van de retina, te verklaren.

“Two-hit’-mechanisme. Toegepast op NF2 komt deze
hypothese op het volgende neer (figuur 2). Bij de ge-
troffen vader is één kopie van het NF2-gen in alle li-
chaamscellen geinactiveerd door een (meestal kleine)
mutatie. Dit gemuteerde NF2-gen heeft hij doorgegeven
aan zijn dochter, waardoor ook al haar lichaamscellen de
mutatie bevatten. De dochter heeft nog een tweede, nor-
maal werkend NF2-gen, dat afkomstig is van de moeder.
De inactiverende mutatie van dit gen vindt plaats in het
weefsel waarin de tumor ontstaat. Vaak betreft deze mu-

- tatie een deletie van het gehele chromosoom 22 of van

een gedeelte daarvan met daarop het tweede nog intac-
te NF2-gen. Het resultaat is dat beide kopieén van het
NF2-gen geinactiveerd zijn, waardoor tumorvorming
plaats kan vinden. Indien een DNA-marker in de regio
ligt die betrokken is bij de deletie, dan kan deze NF2-gen-
inactivering moleculair-genetisch vastgesteld worden
omdat dan €én allel van de DNA-marker verloren gaat
(allel b in figuur 2). Door nu in een groot aantal schwan- -
nomen de DNA-markers op chromosoom 22 te testen
op allelverlies, kon een kleine regio worden aangewe-
zen, die altijd verloren ging in de tumor. Op deze manier
kon de regio op chromosoom 22 waarin het NF2-gen
moest liggen sterk ingeperkt worden.?

Voor dit onderzoek konden ook sporadische schwan-
nomen, dus van patiénten zonder NF2, worden gebruikt
omdat ook deze tumoren volgens het two-hitmechanis-
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FIGUUR 2. Het tumorsuppressorgenmodel voor neurofibroma-
tose type 2 (NF2). Bovenaan is een klein stukje stamboom
weergegeven met een getroffen vader (1) en een niet-getroffen
moeder (2). De beide chromosomen 22 zijn bij de personen
aangegeven. De dochter (3) heeft van haar moeder een nor-
maal werkend NF2-gen geérfd (+), van haar vader een gemu-
teerd NF2-gen (NF2). De mutatie is dus aanwezig in al haar li-
chaamscellen. Schwannoomvorming vindt plaats doordat het
normaal werkende NF2-gen verloren is gegaan door deletie
van chromosoom 22 (of van een deel daarvan) in de Schwann-
cel. In de sporadische vorm vinden mutatie en deletie beide in
de Schwann-cel plaats. Op de chromosomen ligt een allel (B of
b) van een DNA-marker in de buurt van het NF2-gen. Door de
deletie van chromosoom 22 is het allel b van een DNA-marker
verdwenen. Dit allelverlies kan met moleculair-biologische
middelen worden vastgesteld. Omgekeerd is een dergelijk al-
lelverlies in de tumor een indicatie voor de aanwezigheid van
een tumorsuppressorgen in de buurt van de onderzochte DNA-
marker. (Illustratie: R.P.Slagter.)

me ontstaan. Beide inactiverende mutaties vinden dan
echter in het weefsel plaats waaruit de tumor ontstaat
(zie figuur 2).

De uiteindelijke identificatic van het NF2-gen werd
mogelijk door de analyse van het DNA van NF2-patién-

622 Ned Tijdschr Geneeskd 1997 29 maart;141(13)

ten met een kleine deletie in de ingeperkte regio op
chromosoom 22. Door deze deleties zou het NF2-gen
verloren kunnen zijn gegaan. Dit bleek inderdaad het
geval te zijn. Het NF2-gen is ongeveer 100 kbp groot.
Het bevat 17 exonen, die coderen voor een mRNA met
een lengte van 4500 basen. Het RNA wordt vertaald in
een eiwit, genaamd merline’ of schwannomine,"” met
een lengte van 595 aminozuren. Dit eiwit vertoont ver-
wantschap met eiwitten die het cytoskelet en de cel-
membraan met elkaar verbinden. Hoe het eiwit zijn tu-
moronderdrukkende werking uitoefent, is onderwerp
van intensief onderzoek.

TUMORSUPPRESSORGENEN

Als het NF1- en het NF2-gen tumorsuppressorgenen
zijn, dan moeten dus beide kopieén van de respectieve-
lijke genen geinactiveerd zijn in NF1- of NF2-specifieke
tumoren. Voor zowel schwannomen! als meningiomen*?
is aangetoond dat dit inderdaad vaak het geval is.
Onlangs is gerapporteerd dat in neurofibromen, die ka-
rakteristiek zijn voor NF1, deleties van het NF1-gen
voorkomen.? Slechts in één geval heeft men nu kunnen
laten zien dat beide kopieén van het NF1-gen geinacti-
veerd waren in een tumor; het betrof een neurofibroom
van een NF1-patiént. Een complete kopie van het NF1-
gen was verloren gegaan door deletie. In de andere ko-
pie was een kleine deletie aanwezig, die resulteerde in
de vorming van een inactief eiwit."

MUISMODELLEN

Het onderzoek van humane genen en de eiwitten waar-
voor ze coderen, wordt beperkt door de geringe moge-
lijkheden van experimenteel onderzoek. Belangrijke ge-
nen zijn echter vrijwel altijd evolutionair geconserveerd,
wat wil zeggen dat ze ook bij andere species voorkomen.
De muis is reeds vele jaren het onderwerp van genetisch
en moleculair-biologisch onderzoek. Er zijn nu technie-
ken beschikbaar om genen bij de muis gericht uit te scha-
kelen om zodoende hun functie te kunnen bestuderen.
Muizen met één geinactiveerd NF1-gen, overeenkom-
stig de situatie bij NF1-patiénten, krijgen echter niet
de typische humane NF1-kenmerken, zoals neurofibro-
men, café-au-laitvlekken of irishamartomen.’” ¢ In dit
opzicht is de muis dus niet het ideale diermodel. Wel zijn
deze muizen veel gevoeliger voor het krijgen van tumo-
ren (met name feochromocytomen) en van leukemie.
Beide laatste aandoeningen komen ook in verhoogde
frequentie bij NF1-patiénten voor. Muizen waarbij bei-
de NF1-genkopieén zijn geinactiveerd, zijn niet levens-
vatbaar. Ze sterven voor de geboorte als gevolg van ern-
stige ontwikkelingsstoornissen van het hart. Uit deze re-
sultaten blijkt dat het NF1-gen een belangrijke functie
vervuld gedurende de normale ontwikkeling. Aan een
muismodel voor NF2 wordt op dit moment op verschil-
lende onderzoeksinstituten gewerkt.

TOEKOMST
Het NF1-gen wordt gekenmerkt door een uitzonderlijk
hoge mutatiegevoeligheid. Bij de helft van de NF1-pa-
tiénten is de aandoening het gevolg van een nieuwe mu-



tatie, met andere woorden: de patiént heeft geen getrof-
fen ouder. Naar de oorzaak van deze mutatiegevoelig-
heid wordt veel onderzoek verricht. Een ander kenmerk
van NFT is de grote variabiliteit in de klinische manifes-
tatie van de aandoening. Binnen één familie kunnen
sommige dragers van het gemuteerde NF1-gen ernstig
getroffen zijn, terwijl andere gendragers nauwelijks kli-
nische verschijnselen vertonen. Misschien zijn er modi-
ficerende genen die de expressie van het NF1-gen bein-
vloeden. Wellicht zijn ook niet-genetische factoren van
belang. De ernst van de aandoening kan dus op dit mo-
ment bij gendragers niet worden voorspeld.

Voor NF2 is gebleken dat bij ongeveer de helft van de
getroffen personen de oorzakelijke mutatie in het NF2-
gen aangetoond kan worden. Waarom bij de overige

-helft de mutatie niet gevonden kon worden, is onder-
werp van onderzoek. Ook bij NF2 is sprake van een gro-
te klinische variabiliteit in’ de manifestatie van de aan-
doening. Deze variabiliteit is echter vooral interfami-
liair. Binnen een familie is dit veel minder het geval.
Momenteel wordt getracht te achterhalen of er een cor-
relatie bestaat tussen aard en positie van de mutatie in
het NF2-gen en de ernst van de aandoening.

Het is duidelijk dat zowel het NF1- als het NF2-gen
een belangrijke rol speelt gedurende de normale ont-
wikkeling. Wat precies de functie is van de eiwitten en
hoe die functie ontregeld raakt door mutaties in de res-
pectievelijke genen is onderwerp van intensief onder-
zoek. Kennis van deze aspecten is een noodzakelijke
voorwaarde om te komen tot de ontwikkeling van the-
rapeutische systemen, waarmee gericht gedereguleerde
groei bij NF1- en NF2-patiénten bestreden kan wor-
den.

ABSTRACT
Molecular-genetic aspects of neurofibromatosis
— Two forms of neurofibromatosis, type 1 (NF1) and type 2
(NF2) are connected with genes localized on chromosomes 17
and 22, respectively.
- The genes that are inactivated in neurofibromatosis code for
the proteins neurofibromine and merline, respectively. Since
inactivation leads to neoplasia, they are called tumour sup-
pressor genes.
—Neurofibromine shows resemblances to proteins that serve to
inactivate oncogenes. Merline has a relationship with proteins
that connect the cytoskeleton and the cell membrane. The pre-
cise function of the proteins is still unknown.
— The NF1 gene is characterized by extraordinarily high sensi-
tivity to mutation; half the NF1 patients have not inherited the
disease.
— In the familial form of neurofibromatosis, a mutated gene is
inherited and the normal allele in the tumour is inactivated,
making tumour growth possible. In the sporadic form of neuro-
fibromatosis, both normal alleles are inactivated locally in the
tissue so that a tumour develops in that place.
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Aanvaard op 27 juni 1996

Bladvulling

Spionnen in de achterbuurt

Er zijn zulke gewichtige en bedroevende verschijnselen in onze
negentiende eeuwsche maatschappij waar te nemen, die naar
mijn vaste overtuiging berusten op de geringe bekendheid van
den eenen stand met den anderen. Het is zelfs zoover gekomen,
dat een beschaafd man en een beschaafde vrouw zich hebben
vermomd om, onder den schijn van tot de hunnen te behooren,
het leven der fabrieksarbeiders en arbeidsters te bestudeeren.
Alsof zij spionnen waren in een vijandelijk land moesten zij
kennis maken met hun eigen landgenooten, zorgende hun wa-
ren stand niet te verraden, op straffe van onmiddellijk gewan-
trouwd te worden en het open en vrije woord te zien besterven
op de lippen hunner medemenschen, wier lijden zij wilden ver-
zachten door het bekend te maken, wier streven naar een bete-
ren toestand zij wilden ondersteunen.

(Ned Tijdschr Geneeskd 1897;4111:46.)
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