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RESUM

La neurofibromatosi de tipus 1 (NF1) és una de les malalties hereditaries autosomiques
dominants més freqiients, amb una prevalenga aproximada d'un de cada 3.500 nounats.
Es una malaltia multisistémica que afecta principalment el sistema nervios i la pell. L’ex-
pressio clinica de la malaltia és molt variable, fins i tot entre els membres amb NF1 d’una
mateixa familia. El gen d’aquesta malaltia mapa a la regi6 centromerica del cromosoma 17,
va ser aillat per clonatge posicional el 1990 i té una elevada taxa de mutacié. Es considera
que aproximadament un 50 % dels pacients representen casos esporadics de la malaltia.
L’espectre mutacional d’aquest gen és molt ampli i la majoria de mutacions sén tiniques,
cosa que dificulta el diagnostic directe i el consell genetic de la malaltia. Solament s’ha
identificat un domini funcional pel producte genic de NF1, la neurofibromina, denominat
GRD (GAP related domain: domini amb homologia per a les proteines activadores de GTPa-
ses). La neurofibromina formaria part de la familia de les proteines GAP especifiques de
Ras i controlaria els nivells de Ras actiu, unit a GTP. Aquesta funci6 de la neurofibromina,
juntament amb el fet que el gen NF1 s’ha trobat inactivat en molts tipus tumorals, fa que
NF1 es consideri un gen supressor de tumors. Recentment també s’ha descrit que la neuro-
fibromina participa en les vies de transduccié de senyal associades a cAMP. El nostre grup
de recerca esta implicat en l'estudi geneticomolecular de les neurofibromatosis des de
1989. En aquest treball es revisen els aspectes clinics, genétics, patologics i moleculars de la
NF1, i es planteja la situacié del consell genetic i el diagnostic prenatal en aquesta malaltia.
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INTRODUCCIO

La neurofibromatosi de tipus 1 (NF1) és
una malaltia multisistémica que afecta prin-
cipalment el sistema nervios i la pell. Es una
malaltia hereditaria, monogenica, que es
transmet seguint un patré autosomic domi-
nant. La seva incidencia s’estima en un de
cada 3.500 naixements (Crowe et al., 1956;
Sergeyev, 1975; Samuelsson i Axelsson,
1981; Huson et al., 1989). L’expressi6 clinica
de la malaltia és heterogenia i altament va-
riable, fins i tot entre els membres afectats
d’una mateixa familia. Actualment no exis-
teix cap tractament etiologic per a cap de les
alteracions cliniques de la neurofibromatosi.

ANTECEDENTS HISTORICS

En la literatura medica dels segles pas-
sats hi ha diverses descripcions de casos de
pacients amb caracteristiques clares de pre-
sentar NF1. Tot i que alguns autors havien
destacat "aparici6 de tumors a la pell i ha-
vien descrit la natura familiar de la malaltia,
va ser Friedrich von Recklinghausen, el
1882, qui va donar una descripcié comple-
ta de la NF1. Es per aquest motiu que la
NF1 també es coneix com a malaltia de von
Recklinghausen. La definici6é d’aquesta ma-
laltia com a hereditaria, amb un patré auto-
somic dominant, no es va fer fins al comen-
cament del segle XX (Preiser i Davenport,
1918). Durant molts anys es va pensar que
Joseph Merrick, 'home elefant, patia aques-
ta malaltia. Actualment és reconegut que en
realitat es tractava d'un cas de sindrome de
Proteus. Tanmateix, aquest fet ha permes
que algunes de les caracteristiques cliniques
de la NF1 siguin conegudes per gran part de
la poblacié a través del cinema, teatre o tele-
visi6. D’altra banda, aquest error ha causat
greus preocupacions a moltes families amb
NF1 sobre el seu futur aspecte fisic. Normal-

ment, els especialistes no acostumen a des-
criure formes cliniques de NF1 amb unes
caracteristiques semblants a les de Joseph
Merrick.

ASPECTES CLINICS DE LA NF1
Criteris diagnostics

El terme neurofibromatosi (NF) inclou
diferents condicions nosologicament rela-
cionades a causa de l'existéncia de coin-
cidéncia entre algunes manifestacions cli-
niques. Actualment es poden distingir de
manera clara dos tipus de neurofibromato-
si: la NF1 (o de von Recklinghausen) i la
NF2 (neurofibromatosi central o bilateral
acustica). Ambdues tenen un patré d’heren-
cia autosomic dominant i es consideren
dues entitats completament diferents, tant
des del punt de vista clinic com genetic.

El 1987, I'NIH (National Institutes of
Health) va establir els criteris diagnostics
per a la NF1 (taula 1). Les caracteristiques
cliniques majoritaries que es poden apreciar
externament en pacients amb NF1 son les

TAULA 1. Criteris diagnostics per a la NF1

Dos o més dels segiients

e Sis 0 més taques café amb llet
1,5 cm 0 més després de la pubertat
0,5 cm 0 més abans de la pubertat

¢ Dos 0 més neurofibromes de qualsevol
tipus o un o més neurofibromes plexiformes

e Efelides axil-lars
¢ Glioma optic
e Dos 0o més noduls de Lisch

e Lesio Ossia caracteristica
Displasia de I'esfenoide
Displasia cortical d'ossos llargs

e Familiar de primer grau amb NF1
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taques café amb lleti els neurofibromes. Les
taques cafée amb llet son macules planes i
pigmentades de forma homogenia, solen es-
tar presents des del naixement i I’existéncia
de sis 0 més és altament indicativa de NF1.
Existeixen altres entitats cliniques que cur-
sen solament amb la preséncia de taques
cafée amb llet i mostren una heréencia autoso-
mica dominant, perd encara no s’ha descrit
cap gen que hi estigui lligat.

Els neurofibromes soén lesions tumorals
benignes formades per diferents tipus
cel-lulars (cel-lules de Schwann, fibroblasts i
mastocits, entre d’altres) i elements vascu-
lars. S’ha descrit un increment d’aquests
neurofibromes durant 1'adolescéencia i en
I'embaras. També s’ha descrit que cap als
quaranta anys tots els pacients amb NF1
n’acaben tenint algun (Riccardi i Eichner,
1992). No existeix una edat determinada per
a l'aparici6 dels diferents signes que carac-
teritzen la malaltia, perd es considera que
un pacient amb NF1 ha de complir els crite-
ris diagnostics al’edat de cinc anys.

Complicacions observades en la NF1

Els criteris diagnostics que es mostren a
la taula 1 es troben a la majoria dels pacients
que presenten NF1. Tot i tenir una gran im-
portancia estética, principalment a causa
del creixement dels neurofibromes, aquests
no representen cap amenagca per a la vida
dels pacients. Ara bé, existeixen certes com-
plicacions associades a la NF1 que poden
ser més serioses i afectar I'esperanca de vida
dels individus que les presenten. Apro-
ximadament una tercera part dels pacients
amb NF1 poden patir una o més de les com-
plicacions segtients: problemes d’aprenen-
tatge, neurofibromes plexiformes, tumors
malignes, convulsions, escoliosi, pseudoar-
trosi, entre d’altres (Riccardi i Eichner,
1992).

ASPECTES GENETICS DE LA NF1

Preiser i Davenport (1918) van ser els
primers que van concloure que aproxima-
dament el 50 % dels descendents d’indivi-
dus afectats amb NF1 també presentaven la
malaltia, independentment del seu sexe. Per
tant, es tractava d’una malaltia hereditaria
amb un patré autosomic dominant.

Taxa de mutacié i eficacia biologica

D’'un 30 % a un 50 % dels pacients amb
NF1 no tenen cap progenitor amb la malal-
tia (Crowe et al., 1956; Samuelsson i Axels-
son, 1981; Huson et al., 1989), és a dir, repre-
senten mutacions de 1novo en el gen NF1. Per
tant, la taxa de mutacié per aquest locus s”es-
tableix en 10* per allel i per generacio; és
una de les taxes de mutacié més altes descri-
tes per a una malaltia genética humana.

Existeixen dades de lligament genétic en
trenta families NF1 on es descriu que aproxi-
madament el 90 % de mutacions de novos’es-
devenen a l’al-lel patern (Jadayel et al., 1990;
Stephens et al., 1992; Elyakim et al., 1994),
cosa que indica que la majoria de mutacions
NF1 succeeixen durant 1'espermatogenesi.
D’altra banda, s’ha descrit un biaix impor-
tant en els mecanismes de mutacié, segons si
aquesta es dona a la linia germinal femenina
o masculina. Aixi, s’ha descrit que la majoria
de mutacions NF1 de novo sén puntuals i es-
devenenalalinia paterna, pero quan les mu-
tacions passen a la linia materna, aquestes
solen ésser delecions (Lézaro et al., 1996).

Amb aquesta taxa de mutacio tan eleva-
da pot predir-se que I'eficacia biologica dels
individus amb neurofibromatosi ha d’estar
reduida de forma significativa per tal que la
malaltia estigui present en una freqiiéncia
d’equilibri. L’estudi realitzat per Huson et
al. (1989) va trobar una eficacia biologica de
0,31 per als homes afectats i de 0,60 per a les
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FIGURA1. Comparaci6 entre una heréncia tipicament mendeliana autosomica dominant (esquema de I’esquerra) i mosaicis-
me genetic (esquema de la dreta). La barra negra al cromosoma indica la preséncia d’un gen mutat. En I’heréncia dominant
observem que la mutacio és a totes les cél-lules de I’individu i en un 50 % dels gametes. Per tant, el risc de transmetre la ma-
laltia produida deprés a la descendéncia és de 1/2. En canvi, a la dreta observem com una mutacio produida després de la fe-
cundacié donara lloc a un individu que presentara un mosaicisme genétic. Aquesta mutacié es podra transmetre o no a la
segiient generaci6 segons el moment en que s’hagi donat (és a dir, abans o després de la determinacio de la linia germinal)

(Bernards i Gussella, 1994).

dones. Un alt percentatge de la menor efica-
cia biologica d’aquests individus por ésser
causat per la dificultat que tenen per trobar
parella, reflex de les conseqiiéncies psicoso-
cials de la malatia.

Mosaicisme

Des del punt de vista genetic parlem de
mosaicisme quan en un individu coexistei-
xen poblacions de cél-lules amb diferent ge-
notip (per exemple, quan existeix una pro-
porci6 de cél-lules amb una mutacié per una

malaltia genetica i una altra proporcié sense
la mutaci6) (figura 1). Les mutacions poden
succeir en qualsevol moment del desenvolu-
pament. Segons en quin estadi del desenvo-
lupament es doni la mutaci6, classifiquem
els mosaicismes en tres tipus. El mosaicisme
gonosomic, que afecta les linies germinal i
somatica; el mosaicisme germinal, que només
afecta la linia germinal, i el mosaicisme soma-
tic, que només afecta la linia somatica. A la
NF1 s’han descrit tres families cor-
responents a genealogies amb més d"un fill
afectat i els pares fenotipicament normals
(Riccardi i Lewis, 1988; Lazaro et al., 1994a).
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Aquests casos podrien correspondre a mo-
saicismes germinals; només en una d’aques-
tes families s’ha pogut demostrar molecu-
larment aquest mosaicisme (L&zaro et al.,
19944). També s’han descrit algunes families
on un dels pares sembla tenir una expressié
limitada del gen NF1 (Riccardii Lewis, 1988;
HusoniHughes, 1994). Els pares, en aquests
casos, probablement sén exemples de mo-
saicisme gonosomic pel gen NF1.

Penetraci6 i expressivitat

La penetracié de la NF1 es considera del
100 % en individus amb més de cinc anys
que han estat examinats detingudament per
un expert en la malaltia. L’ expressivitat d’a-
questa malaltia és molt variable, fins i tot en-
tre els membres afectats d'una mateixa fami-
lia. Es a dir, que la mateixa mutaci6 germinal
al locus NF1 no déna el mateix fenotip en els
diferents individus que la presenten. Amb la
finalitat de distingir entre les influéncies
genetiquesilesambientals es vaferunestudi
de bessons monozigotics amb NF1, i es van
comparar amb parelles de familiars de pri-
mer grau amb la malaltia (Eastonet al., 1993).
L’estudi demostra que hi ha una correlaci6
entre el nombre de taques café amb lletineu-
rofibromes entre bessons monozigotics,
també entre familiars de primer grau, i que
quasi no existeix correlaci6 entre familiars
mésllunyans. Aquestsresultats suggereixen
que aquestes caracteristiques estan controla-
des per altres gens menors, i que la mutacio
especifica al gen NF1 tindria un paper direc-
tor (gen major). Aquest mateix estudi (Eas-
tonetal., 1993) mostra que els gliomes optics,
I'epilepsia, I'escoliosiiels problemes d’apre-
nentatge concordaven en els bessons, perd
no els neurofibromes plexiformes. Tampoc
no es va veure que la preséncia d'una com-
plicaci6 predigués I'aparicié d'una altra, ex-
cepte per als neurofibrosarcomes, que solen

apareixer exclusivament en individus que
tenen neurofibromes plexiformes.

ASPECTES MOLECULARS DE LA NF1
Clonatge del gen NF1

El 1987 els estudis de lligament geneétic
designaren la regié pericentromerica del
cromosoma 17 com laregié on es localitzava
el gen responsable de la neurofibromato-
si de tipus 1 (Barker et al., 1987; Diehl
et al., 1987; Seizinger et al., 1987; Skolnick et
al., 1987). El descobriment de dos pacients
amb translocacions en aquesta zona va acce-
lerar el procés de localitzacio6 fisica del gen
NF1, ja que va delimitar més la regié d'in-
teres (Schmidtef al., 1987; Menon et al., 1989;
Ledbetter et al., 1989; O’Connell et al., 1989).
En aquest punt es va procedir a 'aillament
de cDNA d’aquesta regio. El primer candi-
dat va ser 'homoleg huma (EVI2A) del gen
evi2 (ecotropic viral integration site 2A) de ra-
toli, involucrat en els processos de leuce-
mies murines induides viricament. El segon
candidat va ésser EVI2B, de funci6 similar a
EVI2A. El tercer gen candidat va ser el gen
OMgP (oligodendrocyte myelin glycoprotein);
es va considerar de gran importancia ja que
la seva expressi6 era quasi exclusiva dels
oligodendrocits. Cap d’aquests gens va com-
plir criteris per ser responsable de la NF1, ja
que no es van trobar mutacions en aquests
gens en els pacients amb la malaltia i no es-
taven alterats per les translocacions abans
esmentades. Finalment, el quart gen candi-
dat clonat en aquesta regi6 va ser el gen res-
ponsable de la NF1 (figura 2). Primerament
es va veure que aquest gen era interromput
per les dues translocacions anteriorment es-
mentades i, a més, es van identificar muta-
cions en diversos pacients amb neurofibro-
matosi 1 (Cawthon et al., 1990; Viskochil et
al., 1990; Wallace et al., 1990).
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FIGURA2. Organitzacio genetica del locus NF1. 5°UT/3°UT: regions no traduides situades a 5’ 13’ del gen NF'/. GRD: GAP
related domain.

Estructura del gen NF1 una pauta de lectura oberta de quasi 9 kb
(Marchuk et al., 1991) (figura 2). L'RNA

L’extrem 5 del gen NF1 es troba en una  missatger (mRNA) esta estimat entre 11-13
illa CpG que conté un lloc de restriccié Notl, kb i s’ha detectat en tots els teixits exami-
ilaresta del gen és en el fragment Notl adja- nats per RT-PCR (Wallace et al., 1990). Ac-
cent de 350 kb (Li et al., 1995). El gen NF1 t¢  tualment sembla que ja s’ha determinat el
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nombre total d’exons: seixanta, inclosos al-
guns exons alternatius (Danglot et al., 1995;
Li et al., 1995), tot i que la seva estructura
genomica completa encara no ha estat ca-
racteritzada.

Lacomparacié delaregié promotoraidel
segment 3’ no traduit del gen NF1 entre hu-
mans i ratolins ha evidenciat un alt grau d’i-
dentitat de seqiiéncia, la qual cosa suggereix
que aquestes regions també poden ser dia-
nesdemutacié enels pacients NF1 (Bernards
et al., 1993). En la regi6 promotora no s’han
identificat seqiiencies TATA o CCAAT, pero
s’han detectat diversos motius perla unié de
factors de transcripcié, entre els quals un ele-
ment de resposta a cAMP (CRE), diversos
llocs consensus AP2iun element de resposta
a sérum. L’alta conservaci6 d’aquestes
seqiiencies indica que poden ser importants
en la regulacié de I'expressié del gen NF1
(Hajraetal., 1994).

S’han trobat diversos pseudogens de
NF1 localitzats en els cromosomes 14 i 22
(Marchuk et al., 1992), 15 (Legius et al., 1992),
2,12, 20 i 21 (Cummings et al., 1996). S'ha
postulat que algunes de les mutacions NF1
podrien ser causades per fendomens de con-
versié genica entre aquests pseudogens i el
gen NF1 (Legius et al., 1992; Marchuk et al.,
1992).

Els tres primers gens identificats durant
el clonatge del gen NF1 (EVI2A, EVI2B i
OMgP) estan dintre del'intr6 27b, de més de
40 kb, i es transcriuen en direcci6 contraria
al gen NF1 (Cawthon et al., 1990; Xu et al.,
1990a). Un fet interessant és que els homo-
legs murins dels gens EVI2A i EVI2B estan
implicats en tumors mieloides en ratolins,
totique el seu mecanisme d’actuacié encara
no és clar. Aquest fet podria tenir relaci6
amb el risc més elevat de leucémia mieloide
juvenil en els pacients amb NF1 (Clark,
1982; Shannon et al., 1994; Largaespada et
al., 1996b). OMgP codifica per la glicoprotei-
na mielinitzant d’oligodendrocits, que s’ex-

pressa tnicament en oligodendrocits del
sistema nervids central. OMgP podria fun-
cionar com una molécula d’adhesi6 cel-lular
en la mielina del sistema nerviés central
(Mikol et al., 1990). S'han descrit pacients
amb NF1 i esclerosi maltiple. L’esclerosi
multiple és una malaltia en la qual es donen
multiples plaques de desmielinitzaci6 en el
sistema nervids central (Dick, 1992). S'ha hi-
potetitzat que pacients amb NF1 i esclerosi
multiple tindrien una mutacié que alteraria
tant el gen NF1 com I'OMgP, la qual cosa
donaria lloc a aquest fenotip amb presenta-
ci6 d’ambdues malalties (Shen et al., 1996).

El producte del gen NF1, la neurofibro-
mina, té un domini central amb similitud de
seqiiencia amb la familia de proteines acti-
vadores de GTPases (GAP), les quals regu-
len negativament p21™ (Ballester et al., 1990;
Martin et al., 1990; Xu et al., 1990a, 1990b). A
més, la identificacié de mutacions somati-
ques en el gen NF1 en diversos tumors rela-
cionats o no amb la NF1 (Liet al., 1992; Xu et
al., 1992; Andersen et al., 1993a; Legius et al.,
1993; The et al., 1993; Shannon et al., 1994;
Colman et al., 1995; Sawada et al., 1996; Serra
et al., 1997) confirma que el gen NF1 és un
supressor de tumors.

Analisi de mutacions germinals

Tot i que fa més de vuit anys que es va
clonar el gen NF1, I'analisi de mutacions en
pacients amb neurofibromatosi no ha resul-
tat gaire eficient. Diverses raons podrien ex-
plicar I'escassetat de mutacions detectades:
la gran mida del gen (seixanta exons en unes
350 kb de DNA genomic), I'existéncia de
pseudogens en diferents cromosomes, la
possibilitat d’acumulacié de mutacions en
regions no codificants o la possible existen-
cia d'un mecanisme mutacional encara des-
conegut.

Actualment s’han descrit 241 mutacions
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TAULA 2. Quadre resum de les mutacions germinals detec-
tades en el gen NF1 segons dades del NNFF International
NF1 Mutation Analysis Consortium (novembre 1997)

Tipus de mutacid Nombre | %

Reordenament cromosomic 4 1,7
Delecions del gen sencer 26 10,7
Deleci6 de multiples exons 37 15,4
Petites delecions 53 22,0
Petites insercions 28 11,6
Mutacions d’aturada 42 17,4
Canvi d"aminoacid 23 9,5
Mutacions a introns 24 10,0
Mutacions a 3'UTR 4 1,7
Total 241 100

en el gen NFI1 que es poden classificar en
nou grups (taula 2). La majoria de muta-
cions NF1 sén tiniques i han estat trobades
només en una familia. Tanmateix, onze pa-
cients NF1 no relacionats i de diferents pai-
sos presenten la mateixa mutaci6 d’aturada,
R1947X, al’ex6 31 (Cawthon et al., 1990; Esti-
vill et al., 1991; Ainsworth et al., 1993; Horiu-
chi et al., 1994; Valero et al., 1994; Lazaro et
al., 1995b). Aquesta és la mutacié que pre-
senta una recurréncia més elevada, que s’ha
estimat en un 2 % dels cromosomes NF1 es-
tudiats. Aquesta mutacié involucra un di-
nucleotid CpG, el qual presenta una alta
taxa de mutaci6 en el genoma huma deguda
a la desaminaci6 espontania de citosina cap
a timidina (Cooper i Youssoufian, 1988).
També s’han detectat altres mutacions amb
una recurréncia menor, presents com a ma-
xim a entre dos i quatre cromosomes NF1 in-
dependents (NNFF International NF1 Mu-
tation Analysis Consortium).

Fins al moment, sembla que les muta-
cions NF1 es distribueixen uniformement al
llarg del gen, tot i que s’ha hipotetitzat que
I'ex6 37 podria ser un focus de mutacio, ja
que s’han identificat vint mutacions inde-
pendents en una seqiiéncia contigua de 49
pb d’aquest exd, en aproximadament sis-

cents individus NF1 analitzats (Robinson et
al., 1995; Boddrich et al., 1997; Messiaen et al.,
1997; Hoffmeyer et al., 1998). Recentment,
també s’han descrit mutacions d’aturada
dins els exons 7 i 37 que donen lloc a I"skip-
ping o salt de I'ex6 que presenta la mutacio.
L’eliminacié d’aquests exons no comporta
un canvi en la pauta de lectura i, per tant, es
prediu que no donara lloc a una proteina
truncada, ja que s’ha eliminat I’ex6 portador
de la mutaci6 d’aturada (Messiaen et al.,
1997; Hoffmeyer et al., 1998). Calculs d’ener-
gia lliure minima de les estructures se-
cundaries d’aquests dos exons en preséncia
de la mutacié d’aturada han mostrat impor-
tants diferéncies entre I'exé mutatiel salvat-
ge. Per tant, aquests canvis en 'estructura
secundaria podrien ser els responsables de
salt de l'ex6. Per altra banda, algunes
de les mutacions d’aturada poden donar lloc
ala creaci6 o disrupci6 de seqiiencies exoni-
ques rellevants per al procés de tall i unig,
que podrienser la causa d’aquests fenomens
desalt (Hoffmeyer et al., 1998).

La cerca de mutacions en el gen NF1 s’ha
realitzat amb totes les tecniques que normal-
ment s'utilitzen amb aquesta finalitat. Ac-
tualment, la tendencia és emprar técniques
basades en I’analisi de 'mRNA (RNA-SSCP,
RNA-heterodtiplex) (Gasparini et al., 1996;
Arsetal., manuscriten preparacié)idelapro-
teina (analisi de la proteina truncada) (Heim
et al., 1994 1 1995), que obvien l'estudi de les
regions no codificants i per tant permeten
una analisi més rapida de la regi6 codificant.

La majoria (60 %-70 %) de les mutacions
en el gen NF1, reportades a 'NNFF Interna-
tional NF1 Genetic Analysis Consortium
(Korf. 1997), sén mutacions que donen lloc a
una proteina truncada, entre les quals s'in-
clouen: delecions de multiples exons, petites
delecions, petites insercions i mutacions d’a-
turada (taula 2). Aquestes mutacions hau-
rien de donar lloc a una proteina més curta,
que fins al moment no s’ha pogut detectar
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mitjangant transferéncia Western. Aproxi-
madament un 25 % del total de mutacions
reportades son delecions del gen sencer o de
madaltiples exons. Probablement aquest alt
percentatge reportat es degui a un biaix per
la facilitat per detectar aquest tipus de muta-
cions. De fet, els estudis realitzats en séries
grans de pacients NF1 conclouen que les de-
lecions grans estan presents ennomés el 5 %
dels casos de NF1 (Lézaro et al. 1993 11996).

Correlacié genotip-fenotip ala NF1

L’escassetat de mutacions detectades en
la NF1 fa que sigui dificil correlacionar la
localitzaci6 i el tipus de mutacié amb les ca-
racteristiques cliniques variables de la ma-
laltia. A més, la variabilitat fenotipica intra-
familiar fa aquesta correlacié encara més
dificil.

L'tnica correlacié genotip-fenotip des-
crita associa delecions que eliminen tot el
gen amb retard mental i/ o dificultats en1'a-
prenantatge, lleugeres deformacions facials
iun gran nombre de neurofibromes cutanis
d’aparici6 primerenca (Kayes et al., 1994;
Wueetal., 1995; Leppig et al., 1996; Upadhya-
yaetal.,, 1996, Wu et al., 1997).

El treball d’Easton et al. (1993) prediu
que en la NF1 la correlacié fenotip-genotip
no sera facil a causa del paper important
que semblen tenir els gens modificadors. La
identificaci6 d’aquests gens modificadors
requerira estudis de mapatge genétic en
grups de families que presentin alteracions
fenotipiques determinades en estudis de
concordanga i discordanca per un o diver-
sos trets de la malaltia.

PROCESSAMENT DE L’'RNA DE NF1

L’expressi6 del gen NF1 és forca comple-
xa; és modulada posttranscripcionalment

per diversos esdeveniments de splicing al-
ternatiu i RNA editing en resposta a un gran
nombre de factors intrinsecs i extrinsecs.
Tots aquests mecanismes, en conjunt, po-
den actuar regulant els nivells intracel-lu-
lars de neurofibromina, modulant l’activitat
supressora tumoral d’aquesta o expressant
selectivament altres isoformes, les funcions
de les quals encara no es coneixen.

Processament alternatiu de 'mRNA

L’expressi6 del gen NF1 déna lloc a mul-
tiples transcrits alternatius (Marchuk et al.,
1991; Suzuki et al., 1991; Nishi et al., 1991;
Kyritsis et al., 1992; Suzuki et al., 1992; An-
dersen et al., 1993b; Mantani et al., 1994;
Danglot et al., 1995), deguts a |'existéncia de
diferents splicing alternatius (taula 3). D’a-
quests, els transcrits tipus 11 tipus I son els
millor caracteritzats i difereixen en la inclu-
si6 0 exclusi6 d'un ex6 addicional, 1'ex6
23a, localitzat dins del GRD (GAP related do-
main). El transcrit tipus I, 'mRNA NF1 ori-
ginalment identificat, no conté aquest exo.
El transcrit tipus II inclou I'ex6 23a, de 63
pb, el qual introdueix vint-i-un aminoacids
addicionals a la proteina (Nishi et al., 1991).
Aquest transcrit tipus II s’anomena GRD 1I
(GAP-related domain 11) i es troba en diverses
especies (huma, ratoli, rata i pollastre). Es-
tudis d’expressi6 d’aquesta isoforma en lle-
vat demostren que té activitat GAP, pero
que la seva capacitat per regular Ras esta re-
duida (veure apartat proteina). L'expressi6
d’aquest transcrit sembla estar regulada de
manera teixit especifica i estadi de desenvo-
lupament especifica. Teixits de cervell nor-
mal expressen preferencialment 'mRNA ti-
pus I, mentre que altres teixits examinats
expressen ambdoés transcrits, tipus I i II
Tanmateix, els tumors cerebrals expressen
I'mRNA de tipus II de manera predomi-
nant, fet que suggereix que l'expressi6 pre-
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TAULA 3. Transcrits alternatius del gen NF'/

AT 590 Teixits expressio iz e Espeécies
transcrit Alternatiu P neurofibromina GDR? P
només SNC, .. N
5 ALT2 9br reduida en adc?1c1c\> c_ie 10 no humfi’
tumors cerebrals aminoacids ratoli
tos huma,
GRD2o tipus1I  23a incrementada en :flni;ccl)zcciissﬂ si ;:’;;)h,
tumors cerebrals ’
pollastre
glandules introducci6 de ratoli
Tipus II (muri) 23ai?23b adrenals, rony6, canvide pautade si rata ’
ovaris lectura
introduccié de ratoli
Tipus IV (muri)  23b testicles canvi de pauta de  si e ’
lectura
muscul cardiac i addicié de 18 huma,
3ALT o Tipus 3 48a esqueletic fetal . no ratoli,
. aminoacids
iadult rata
muscul cardiaci addicié de 18 huma,
Tipus 4 23ai48a esqueleétic fetal ~ aminoacids al GRD si ratoli,
iadult 118 al C-terminal rata
5ALT1 o Exclou cervellnormali  Exclou aminoacids o huma
N-Isoform Exons 11-49 tumors cerebrals 548-2815

ferencial d’aquesta isoforma pot afectar el
creixement de tumors cerebrals (Suzuki et
al., 1991).

El tercer transcrit alternatiu, anomenat
tipus 11, inclou dos exons addicionals dins
del GRD: I'ex6 23a, ideéntic al del GRD I, i
I'ex6 23b, de 41 bp, el qual déna lloc a un
canvi en la pauta de lectura i conseqiient-
ment introdueix un codé d’aturada dins del
GRD (Kyritsis et al., 1992). Aquest transcrit
s’expressa en rata i ratoli, perd no s’ha pogut
detectar en diverses linies cel-lulars huma-
nes estudiades.

S’ha identificat un quart transcrit alter-
natiu muri, el tipus 1v, el qual inclou I'ex6
23b pero no el 23a (Mantani et al., 1994).
Aquest transcrit esta present en rata i ratoli.
El canvi en la pauta de lectura, degut a la in-
corporacié de 'ex6 23b, condueix a un se-

nyal d’aturada al cod¢ 1384 del gen NF1. Els
nivells d’expressi6 del transcrits tipus I1T i ti-
pus IV sén substancialment més baixos que
els dels transcrits 1i1I. Els nivells més elevats
de transcrit tipus I es detecten a les glandu-
les adrenals de ratoli, mentre que els nivells
més elevats de transcrit tipus IV es detecten
als testicles. Cal destacar que mentre els
transcrits tipus 111 i tipus IV codifiquen pro-
teines truncades a les quals manca la major
part del GRD, la seva habilitat per unir-se a
Ras és similar a la de la neurofibromina
completa (Mantani ef al., 1994). Aquesta ob-
servacio suggereix que les formes de neuro-
fibromina truncada, que resulten de la tra-
ducci6 dels transcrits tipus Il i tipus 1V, po-
den competir d’alguna manera amb la
neurofibromina de llargada completa per la
unio6 de Ras. Per tant, actuarien de manera
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dominant negativa per regular la conversio
de Ras des de la seva forma activa unida a
GTP cap a la seva forma inactiva unida a
GDP (Skuse i Cappione, 1997).

A més d’aquestes isoformes que diferei-
xen en els seus GRD, s’han identificat altres
transcrits que difereixen en altres punts de
la regi6 codificant. Un d’aquests transcrits,
anomenat N-isoforma o 5’ ALT1 (5" alternati-
vely spliced exon 1), té una llargada de només
2,9 kb i li manca tot el domini GRD. Aquest
codifica una proteina de 551 aminoacids,
dels quals 547 sén comuns a la resta de
transcrits NF1 mentre que els quatre tltims,
a 'extrem carboxiterminal, son addicionals
(Suzuki et al., 1992). L'expressi6 d’aquest
mRNA s’ha detectat tant a cervell normal
com a tumors cerebrals, tot i que no s’en co-
neix la funcié (Takahashi et al., 1994).

Un altre splicing alternatiu es produeix a
I'extrem 3’ del gen NF1 i déna lloc a un altre
transcrit que conté un nou exé addicional,
I'ex6 48a, de 54 nucleotids (Cawthon et al.,
1990; Marchuk et al., 1991). Aquesta isofor-
ma s’anomena 3’ ALT (3 alternatively spliced
exon) i es va detectar originariament en una
llibreria de cDNA de cervell fetal (DeClue et
al., 1991). Estudis d’aquesta isoforma per
RT-PCR han demostrat una expressié molt
alta en muscul cardiac, esqueletic i llis, i ni-
vells d’expressié residuals en nerviicervell.
Aquesta isoforma també s’expressa en tei-
xits musculars d’altres espécies vertebra-
des. L’expressi6 d’aquesta isoforma en
miuscul suggereix que el gen NF1 pot tenir
papers addicionals teixitespecifics en el de-
senvolupament del muscul i en la transduc-
ci6 de senyal en aquest teixit (Gutmann et
al., 1993). Transcrits que contenen 1'ex6 48a
pero no el 23a s’Tanomenen tipus 3, mentre
que els que els contenen tots dos s’anome-
nen tipus 4. Aquesta observacié d’especifi-
citat de teixit és inesperada per la manca de
patologia muscular en els pacients NF1.
Tanmateix, la preséncia d’anormalitats car-

diaques en ratolins knockout homozigots pel
gen NF1 suggereixen que l'expressio del
gen NF1 és necessaria per al desenvolupa-
ment correcte del muascul cardiac (Brannan
etal.,1994; Jacks et al., 1994), i podria ser par-
ticularment necessaria I'expressié del trans-
crit NF1 que conté I'ex6 48a.

Finalment, s’ha identificat un transcrit
alternatiu que conté un ex6 addicional entre
els exons 9110a, I'ex6 9br, que déna lloc a la
insercié de deu aminoacids entre els residus
4201421 de la neurofibromina. Aquest s"ha
anomenat 5 ALT2 (5 alternatively spliced
exon 2). L'expressi6 d’aquest mRNA esta
conservada en ratoli, la qual cosa suggereix
que la seva funcié, encara desconeguda, deu
ser important. Aquest transcrit s’expressa
a alts nivells al sistema nervids central, a
nivells reduits en tumors cerebrals i esta
absent en la resta de teixits no tumorals
(Danglot et al., 1995). El patré d’expressié
teixitespecific i dependent de I'estadi de de-
senvolupament dels transcrits murins que
contenen aquest exé alternatiu suggereix
que deu tenir un paper en la diferenciaci6 i
desenvolupament del sistema nerviés cen-
tral (Geist i Gutmann, 1996).

Expressio al-1élica desigual

A més de la regulacié de I'expressi6 del
gen NF1 mitjancant fenomens de splicing al-
ternatiu, s’ha descrit una altra possibilitat de
regulacié6 basada en l'expressié desigual
dels al-lels NF1. Utilitzant un polimorfisme
presental’ex6 5 d’aquest gen, es va analitzar
I'expressi6 dels seus allels per RT-PCR
quantitativa d’aquest ex6 preparat a partir
de 'RNA total. Es van analitzar fibroblasts
en cultiu de quinze pacients NF1 i de limfo-
cits de sang periférica d'un pacient NF1, tots
ells heterozigots per aquest polimorfisme
(Hoffmeyer et al., 1995). En un 80 % dels pa-
cients es van detectar nivells variables d’ex-
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pressio allelica que oscil-laven des de 0,1
fins a 26,8, expressats com a relacié6 d'un
al-lel respecte de l'altre. Analisis similars
amb RNA d’individus control detectaven
relacions al-leliques que variaven de 1,0 a
1,4, la qual cosa determina que els missat-
gers al-lelics estaven igualment representats
en I'RNA d’aquests individus sans. Quan
aquests estudis es realitzaven a partir de
RNA nuclear, es trobaven nivells iguals dels
transcrits primaris. Aquests resultats indica-
ven que I'expressio desigual en els nivells de
mRNA deviaresultar d’esdeveniments cito-
plasmatics, tals com diferéncies d’estabilitat
de I'mRNA madur en el compartiment ex-
tranuclear o transport diferencial des del nu-
clicap al citoplasma, més que d"un processa-
ment nuclear diferencial dels transcrits
al-lelics. Cal destacar que en aquest mateix
estudi es van analitzar els nivells de mRNA
de tres mutacions d’aturada i només una
d’elles donava lloc a una expressié6 desigual,
mentre que les altres dues donaven lloc a ni-
vells equivalents als de mRNA de I'al-lel
normal, cosa que esta en contradiccié amb
els resultats d’altres grups en altres malal-
ties (McIntosh et al., 1993).

Correcci6 (editing) del mRNA NF1

L'editing és un mecanisme de processa-
ment posttranscripcional mitjancant el qual
s’introdueixen canvis a la seqtiencia codifi-
cant de 'mRNA que no estaven predetermi-
nats a la seqiiéncia codificant de DNA. En
aquest sentit, la correccié del mRNA pot ser
considerat un altre nivell de regulacié de
I'expressi6 genica i que a més contribueix a
la diversitat proteica. El mRNA NF1 esta
sotmes a un procés de correccid pel qual es
modifica una citosina d"un codé d’arginina
(CGA), al nucleotid 3916 de I'ex6 23-1, per
una uridina (UGA) i déna lloc a la creaci6
d’un cod6 d’aturada (Skuse et al., 1996).

L’expressi6 de 'mRNA NF1 modificat pel
procés de correccié pot donar lloc a una pro-
teina truncada a la regi6é N-terminal del do-
mini GRD, o a un mRNA inestable per la
presencia de la mutaci6é d’aturada (Peltz et
al., 199111992). Tot i que encara no s’ha de-
terminat quina d’aquestes dues alternatives
télloc, en qualsevol cas es produira la inacti-
vacid del’activitat supressora tumoral sense
involucrar mutacions en el propi gen NF1.

S’ha detectat correccié de 'mRNA NF1
en tots el tipus cellulars estudiats fins al
moment. Per tal d’analitzar el paper d’a-
quest mecanisme en la tumorogenesi asso-
ciada a la NF1, es va realitzar un estudi ini-
cial en dinou tumors obtinguts de pacients
NF1 i quatre tumors no NF1, el qual va de-
mostrar la preséncia de nivells variables de
correccid en diferents tumors, amb nivells
més elevats en els tumors més malignes,
com neurofibrosarcomes, en comparacié
amb tumors benignes, com neurofibromes
cutanis. També es va comparar la correccié
de teixit tumoral i no tumoral de diversos
pacients NF1 i en tots els casos es van detec-
tar nivells més elevats en teixit tumoral que
en teixit normal (Cappione et al., 1997).
Posteriors estudis realitzats pel mateix grup
d’investigadors suggereixen que la correc-
cié en els tumors NF1 pot ser un fenomen no
consistent. En analitzar deu tumors addicio-
nals, han detectat nivells de correcci6 iguals
o més baixos que els observats en teixits no
tumorals (Skuse i Cappione, 1997). Per tant,
fins al moment no s’ha aclarit el paper d’a-
quest mecanisme en la tumorogenesi.

EL PRODUCTE DEL GEN NF1: LA
NEUROFIBROMINA
Les proteines Rasiles seves GAP

Les proteines Ras, els productes dels
gens H-, K-i N-Ras, soén reguladores centrals
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FIGURA 3. Esquema simplificat del senyal de transduccio de la MAP quinasa mitjangat per Ras, on es mostra on actuaria la

neurofribomina.

dels processos de transducci6 de senyal
cel-llulars, i sén essencials per controlar
el creixement i la diferenciacié cel-lular.
Aquestes proteines es poden considerar in-
terruptors moleculars que en les cel-lules en
repos estan en forma inactiva, unides a GDP.
En resposta a receptors amb activitat tirosi-
na quinasa o altres estimuls dependents de
factors de creixement, les proteines Ras es-
devenen activades per la uni6é a GTP (figura
3). En la cél-lula, I'estat conformacional d’a-
questes proteines esta regulat per la interac-
ci6é amb dos tipus de proteines, factors bes-
canviadors de nucleotids guanina (GEF) i
proteines activadores de GTPases (GAP)
(Boguski i McCormick, 1993). Les GEF pro-

mouen la unié de Ras a GTP. Una vegada ac-
tives, les proteines Ras poden interactuar
amb les anomenades molécules efectores (re-
visaten Marshal, 1996). Quan Ras interactua
amb les GAP, aquestes incrementen en di-
versos ordres de magnitud I'activitat GTPa-
sa intrinseca de Ras, que és molt lenta, i el
converteixen en Ras inactiu, unit a GDP.

En mamifers hi ha cinc GAP especifiques
de Ras que exerceixen aquesta funcié mit-
jancant un domini cataliticamb molta simili-
tud en totes elles (Martin ef al., 1990). En la
neurofibromina, el producte del gen NFI,
aquest domini s’anomena domini relacionat
amb GAP (GAP related domain o GRD) i re-
presenta 360 aminoacids d’aquesta protei-
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na. La proteina p120GAP fou la primera que
va ser aillada i és el prototipus d’aquesta
classe de proteines (Trahey i McCormick
1987). La segona va ser la neurofibromina
(Xuetal., 1990a). L’homoleg en mamifers del
gen de Drosophila GAP1, GAP1m, s"ha des-
crit com la tercera GAP de Ras (Maekawa et
al., 1994). Altres membres d’aquesta familia
de proteines sén la GAPIII, una isoforma
que es troba enriquida en cervell i que té una
alta similitud amb GAP1m (Baba et al., 1995;
Lietal., 1996)ila GAP1"™, que és una protei-
na especifica d'uni6 a inositol 1,3,4,5-tetra-
kisfosfat (IP4) amb activitat GAP tant cap a
Ras com cap a Rap, que pertany a la super-
familia de proteines Ras (Cullen et al., 1995).

No hi ha diferencies significatives en les
cinetiques o en els mecanismes d’interacci6
entre les tres isoformes de Ras (H-,K-,N-) i
P120GAP, aixi com entre aquestes tres i la
neurofibromina. En canvi, si que hi ha di-
ferencies en 'afinitat i 'activitat especifica
de les dues GAP per Ras. L’afinitat del GRD
de NF1 per Ras sembla vint vegades més
gran que l'afinitat de p120GAP. Pero, per
altra banda, l'activitat especifica de la neu-
rofibromina és trenta vegades menor que la
d’aquesta (Martin et al., 1990). Només a con-
centracions baixes de Ras, la p120GAP i la
neurofibromina tindrien activitats compa-
rables (Martin et al., 1990). La manera d'in-
teraccionar entre les dues GAP i Ras és molt
similar, la qual cosa suggereix que el meca-
nisme basic d’activacié de l'activitat GTPa-
sa és similar en les dues proteines (Ahman-
dian et al., 1997).

Expressié i estructura de la
neurofibromina

La neurofibromina migra com una pro-
teina de 250 kDa en gels de poliacrilamida-
SDS, encara que la mida que es prediu de la
seva pauta de lectura oberta és de 327 kDa.

D’altra banda, usant anticossos es detecta
un producte d’entre 220-320 kDa. Aquestes
discrepancies s’atribueixen al diferent ple-
gament de la proteina en els diversos expe-
riments. Es pot dir que la neurofibromina té
una expressié ubiqua i pot ser detectada en
tots els teixits, encara que en alguns casos a
nivells baixos (Gutmann et al., 1991). Fent
westerns d'immunoprecipitats de la protei-
na s’ha pogut refinar la deteccié. L'expres-
si6 de la neurofibromina és més alta en cer-
vell i medulla espinal, perd també es pot
detectar en sistema nervios periféric i glan-
dula adrenal. Es pot detectar en nivells més
baixos en fetge, melsa i pancrees, i amb una
expressi06 molt reduida en cor (Daston
1992). En el sistema nerviés la neurofi-
bromina es detecta en neurones, oligo-
dendrocits i cél-lules de Schwann no mieli-
nitzants. Contrariament, astrocits i cel-lules
de Schwann mielinitzants no l'expressen
(Daston et al., 1992). No hi ha evidéncies de
glicosilaci6 ni de cap altre processament
de la proteina (Gutmann i Collins, 1993).

La neurofibromina és una proteina que
és fosforilada en residus serina i treonina en
resposta a factors de creixement (Gutmann i
Collins, 1993). Es poden identificar quatre
dominis diferents en la neurofibromina (fi-
gura 4): un domini ric en serines i cisteines
(CSRD), el domini GAP (GRD), un domini
amb repeticions de leucines (LRD) i un do-
mini C-terminal (Izawa et al., 1996). En el
domini CSRD hi ha tres parelles de cistei-
nes, comparables a un domini de la proteina
BCR que serveix d'unié a 'ATP i que és cri-
tic per la seva autofosforilacié (Maru i Witte,
1991). En el domini LRD hi ha una repeticié
de leucines interrompudes per una prolina.
El domini C-terminal té dos possibles llocs
de fosforilacié per la MAP quinasa. La neu-
rofibromina també presenta sis possibles
llocs de fosforilacié per la proteina quinasa
dependent d’AMPc (PKA), tres dels quals
recauen dins el domini CSRD (Marchuk et
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al., 1991; Izawa et al., 1996). De fet, assajos
quinasa in vitro suggereixen que PKA fosfo-
rila principalment el domini CSRD, pero
també el domini C-terminal, i que aquest al-
tim també és fosforilat per una altra quinasa
que no és inhibida per inhibidors especifics
de la PKA (Izawa et al., 1996). No és clar en-
cara quin paper tenen aquestes fosforila-
cions en la funcid, localitzacié o senyalitza-
ci6 de la neurofibromina.

Localitzaci6 intracel-lular
de la neurofibromina

S’han fet diferents aproximacions per
identificar la localitzaci6 intracel-lular de la
neurofibromina. El producte del gen NFI
s’ha trobat tant a la fracci6 de membrana
com a la citosolica (Bollag i McCormick,
1991; Hattori et al., 1991; Golubic et al., 1992).
La seqiiencia d’aminoacids d’aquesta pro-
teina, perd, no revela cap regié d'uni6 a
membrana (Marchuk et al.,, 1991), la qual
cosa evidencia que no és una proteina inte-
gral d’aquesta. Altres experiments en cer-
vell de vaca (Hattoriet al., 1992) o en cél-lules
de ratoli NIH3T3 (DeClue et al., 1991) apun-
ten que estaria associada a estructures del ci-
toesquelet. Tincions immunofluorescents
en fibroblasts de cangur revelen que la neu-
rofibromina s’associa a microtibuls (Gut-
mann i Collins 1992; Gregory et al., 1993),
pero aixo no passa en cel-lules NIH3T3 (Go-
lubic et al., 1992). Seccions de cervell de rata
observades pel microscopi electronic localit-
zen la neurofibromina en el reticle endo-
plasmatic llis de neurones (Nordlund et al.,
1993). Recentment, estudis tant immunoci-
toquimics com bioquimics han trobat que la
neurofibromina colocalitza amb el mitocon-
dri, i no amb 1’actina, 8-tubulina o reticle en-
doplasmatic (RE) (Rodebush et al., 1997).
Fent transferencies western amb fraccions
mitocondrials molt pures de cor bovi, es

confirma la preséncia d’aquesta proteina,
pero no es descarta que part de la neurofi-
bromina pugui estar associada a RE o fins i
tot pugui ser a la coberta perinuclear. El fet
d’utilitzar tipus cel-lulars diferents, diverses
especies animals i tecniques distintes en
cada experiment esmentat fa dificil poder
donar una interpretacié definitiva clara.

Funcio de la neurofibromina

Unavegadaclonatel gen NF1, se'nva po-
der estudiar la zona codificant. L’analisi de
la seqiiéncia va revelar una zona de simili-
tud amb la superfamilia de proteines activa-
dores de GTPases, com ja s’ha esmentat (Xu
et al., 1990a; Buchberg et al., 1990). Aquesta
familia inclou tantles GAP de mamifers com
les de llevat IRA11IRA2, les de llevat de fis-
si6 sarl o la proteina GAP1 de Drosophila.
L’homologia es va veure que residia sobre-
tot en el domini catalitic, encara que entre la
neurofibromina i IRA1, IRA2 i sar1 la simili-
tud s’estenia a un fragment més gran de la
proteina (Xu et al., 1990a). Es va comprovar
que el domini GRD de la neurofibromina in-
teractuava amb Ras de llevat i de mamifers, i
elregulavanegativament en el seu estat nor-
mal (Ballester et al., 1990; Martin et al., 1990;
Xu et al., 1990b). De fet, tan sols noranta-un
aminoacids d’aquest domini ja eren capagos
derevertir el fenotip maligne induit per]’on-
cogen viric v-H-Ras (Nur-e-Kamal et al.,
1993). Es van fer estudis de mutagenesi diri-
gida i es va observar que mutacions en el
GRD reduien l'activitat GAP (Li et al., 1992;
Gutman et al., 1993; Poullet et al., 1994). Re-
centment, s’ha identificat una seqiiéncia con-
sensus d’uni6é a Ras-GTP en un subgrup de
possibles efectors de Ras, entre ells Raf i la
neurofibromina (Clark et al., 1996). L expres-
si6 cel-lular de peptids sintetics que conte-
nen aquesta seqiiéncia és capa¢ d’inhibir
I'estimulacié de l'activitat GTPasa de Ras
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que exerceix la neurofibromina. També s6n
capagos de bloquejar I'activitat mitogéenica
deguda a I'estimulaci6 de Ras per proteines
quinasa. Aixi, aquests péptids sintetics blo-
quejarien la unié dels efectors a Ras.

La neurofibromina podria regular el
creixement induit per Ras mitjancant altres
vies, a més de la seva activitat GAP. Shan
fet experiments encaminats a dissociar
aquesta activitat de la inhibicié del creixe-
ment. En aquest sentit Johnson i col-labo-
radors (1994), sobreexpressant la neurofi-
bromina en cel-lules NIH3T3, n’inhibien el
creixement sense alterar la quantitat de Ras
unit a GTP. Aquesta sobreexpressié també
podia revertir el creixement de cel-lules
transformades per una proteina Ras resis-
tental'activitat GAP.

Un altre conjunt d’experiments ha de-
mostrat que la funcié GAP de la neurofibro-
mina pot ser inhibida per diferents lipids,
entre ells: I'acid araquidonic, l'estearic i el
fofatidilinositol-4,5-bisfosfat o el detergent
dodecil 8-D-maltosid (Golubic et al., 1991;
Han et al., 1991; Bollag i McCormik 1991; re-
visat en Shen et al., 1996).

S’ha trobat que I'activitat GAP de la neu-
rofibromina també pot ser inhibida per la
tubulina (Bollag et al., 1993). De fet, la neuro-
fibromina s’ha trobat colocalitzada amb els
microtabuls (Gregory et al., 1993). Existeix
un segment de vuitanta residus immediata-
ment N-terminal al domini GAP que servei-
xen d'uni6 a la tubulina, principal compo-
nent dels microttbuls. Recentment, estudis
de mutagenesi dirigida cap a residus molt
conservats del GRD demostren que algunes
mutacions trenquen la capacitat d’associa-
ci6 de la neurofibromina als microtabuls
(Xu i Gutmann, 1997). El significat biologic
d’aquesta associaci6 encara no esta determi-
nat. Es postula que la unié a microtabuls po-
dria mantenir la neurofibromina lluny de
Ras, o també podria ser que la neurofibro-
mina mitajncés senyals entre Ras i la tubuli-

na per reorganitzar el citoesquelet (revisat
en Shen et al., 1996).

Totiquel'tnica funci6 reconeguda de la
neurofibromina és la GAP, el domini GRD
nomsés representa un 13 % de la proteina.
Per tant, és molt probable que altres domi-
nis tinguin diferents funcions, fins ara des-
conegudes. L’estudi d’aquests permetra
comprendre el conjunt de funcions biologi-
ques que exerceix la neurofibromina en els
diferents tipus cel-lulars.

La neurofibromina en la via de
transduccié de senyal de ’AMPc

Experiments fets en diverses espeécies
s’han concentrat en estudiar el possible paper
de la neurofibromina en el senyal de trans-
duccié mitjangat per la concentracié del se-
gonmissatger AMPc. EnS. cerevisiae, Ras con-
trola l'activitat de 'adenilat ciclasa, enzim
que produeix I’ AMPc. IRA-11IRA-2, que s6n
els homolegs a NF1 en aquest llevat, contro-
len negativament la via de Ras-AMPc.

Per altra banda, estudis que utilitzen
mutants en homozigosi pel gen NFI en
Drosophila mostren que en aquests knockouts
no hi ha signes evidents d’alteraci6 del sen-
yal mitjancat Rasl (homoleg de Ras en
aquest organisme) (The et al., 1997). La pér-
dua de NF1 fa que tant les larves com les pu-
pes o els adults tinguin una reduccié de
mida. Inhibint el senyal promogut per Rasl1,
el fenotip no reverteix i en canvi si que ho fa
quan s’expressa la proteina quinasa depen-
dent d’AMPc (PKA) activada. Aquests ex-
periments suggereixen que NF1 i PKA inte-
ractuen en una via de transduccié que con-
trola el creixement global en Drosophila. En
aquests mutants s’aboleix I'increment de cor-
rents de potasi que es déna en les unions
neuromusculars. En concret, els mitjancats
pel neuropeptid PACAP38 (polipeptid acti-
vador de 'adenilat ciclasa pituitaria). Guo i
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coll. (1997) demostren que la neurofibromi-
na és essencial en la resposta que exerceix
PACAP38. Exposant les preparacions de
cel-lules neuromusculars d’aquests mutants
a tractaments farmacologics que incre-
menten les concentracions d’AMPc, es res-
tableixen els corrents de potasi. D’aquesta
manera els autors demostren que la neurofi-
bromina és un component crucial per a I’ac-
tivaci6 dela via de ’AMPc.

L”AMPc té un paper decisiu en el desen-
volupament de les cel-lules de Schwann,
(proliferaci6 i diferenciaci6). En cél-lules de
Schwann de ratoli deficients en neurofibro-
mina, I'elevacié de I’ AMPc provoca un aug-
ment en la proliferacié de quaranta vegades
més que sino sén tractades. Aixd no passaen
cél-lules de Schwann normals 0 amb una co-
piadel gen NF1 (Kimetal.,1997). Aquests re-
sultats fan pensar que I'activacié de la via de
I"AMP potinduir a la hiperplasia en cél-lules
de Schwann que no tenen neurofibromina.

Finalment, cal esmentar que la zona pro-
motora del gen NF1 d’humans i de ratolins
esta altament conservada (Hajra et al., 1994,
vegeu l'apartat d’estructura del gen) particu-
larment enlaregié compresa entre elsnucleo-
tids -33 1 +261, on hi ha perfectament conser-
vat un motiu d’uni6é a CREB (proteina d'uni6
al’elementderespostaa AMPc). Aquestésun
factor de transcripcié que és substrat per a
PKAiqueregulal expressi6 de diversos gens
enrespostaals efectes del’ AMPc.

ASPECTES PATOLOGICS DE LA NF1:
DISPLASIA INEOPLASIA

Com s’ha esmentat al principi, la NF1 és
una malaltia que afecta diferents tipus de tei-
xits com la pell, el sistema nerviés central i
periferic, 'iris i el sistema esquelétic. Prefe-
rentment afecta els tipus cel-lulars derivats
de les crestes neurals. Els pacients amb NF1
tenen, a més, una predisposicié a patir certs

tipus de tumors tant benignes com malignes.
Per tant, hi ha dos tipus de manifestacions:
aquelles que representen vertaderes neopla-
sies o aquelles que s6n displasies, o sigui
malformacions en el desenvolupament.

Manifestacions displastiques

En general, hi ha molt pocs estudis enca-
minats a aprofundir en la patologia molecu-
lar d’aquestes manifestacions, tot i que es
creu que poden ser degudes a la manca par-
cial o total de la neurofibromina en els tei-
xits afectats en un moment del desenvolu-
pament (especialment en aquells tipus
cel-lulars que son derivats de les crestes
neurals), sense descartar el possible efecte
d’altres gens modificadors. Podem trobar
les segiients manifestacions displastiques
associades a la NF1: taques cafée amb llet, le-
sions esqueléetiques, noduls de Lisch i altres
lesions malformatives, com per exemple de
laregi6 cortical del cervell.

Les taques caféamb llet sén lesions pigmen-
tades de la pell. Constitueixen una displasia
dels melanocits que no comporta un risc de
neoplasia. Recentment s’han fet estudis
genetics en cultius de melanocits d’aquestes
regions de la pell. No s’han trobat delecions
en el gen de la NF1 mitjancant l'estudi de
pérdues d’heterozigositat amb marcadors
polimorfics intragenics (Eisebarth et al.,
1997). En el mateix treball es suggereix que
I'origen d’aquestes taques és monoclonal. La
displasia del’esfenoide ola displasia cortical
d’ossos llargs son les lesions esqueletiques més
comunes en pacients amb NF1: poden arri-
bar a ser del 7 % (Rubenstein, 1984). Aques-
tes manifestacions poden ser la causa de fu-
tures fractures o pseudoartrosi. Els noduls de
Lisch, o hamartomes de l'iris, representen
noduls ben circumscrits que es desenvolu-
pen a qualsevol lloc de la superficie de l'iris.
Hihaunagranvariaciéenlamidaiel graude
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TAULA 4. Tumors que tenen alteracions al gen NF/.

. Associat . . Lo
Tipus de tumor amb NF1 Tipus alteraci6 Referéncia
Astrocitoma St Canvi aa (Lys1423Glu) Li et al. 1992
Feocromocitoma Si Delecions Xu et al. 1992
Leucémia mieloide Si Delecions Shannon et al. 1994;

Delecions, inactivacié

Side et al. 1997

The et al. 1993

Neuroblastoma St NF1 homozigosi Johnson et al. 1993
Delecions, inactivacié Colman e al. 1995;
Neurofibromes St NF1 hom(;zi osi Sawada et al. 1996;
& Serra et al. 1997
Adenocarcinoma de colon No Canvi aa (Lys1423Glu) Li et al. 1992
Sindrome mielodisplastica No Canvi aa (Lys1423Glu) Lietal. 1992
Melanoma maligne No Canvi aa (Lys1423Glu) Andersen et al. 1993;

Johnson et al. 1993

pigmentacié. En conjunt sén considerats ha-
martomes melanocitics sense evidencia de
malignitzacié cap a melanoma maligne. Al-
tres lesions malformatives poden afectar l'ar-
quitectura del cortex, I"orientacié al’atzar de
les neurones o el desarranjament de la lami-
nacio cortical, entre d’altres. Aquestes mani-
festacions podrien ser les causants de les de-
ficiencies en els processos intel-lectuals o el
retard mental, que de vegades s’associen a
aquesta malaltia hereditaria.

Neoplasia

Com ja s’ha descrit anteriorment, la neu-
rofibromina és una proteina amb funci6

GAP que actua inactivant Ras (vegeu apar-
tat de funcié de la neurofibromina). Molts
experiments s’han encaminat a demostrar
que en tumors relacionats amb la NF, Ras
esta anormalment regulat (Basu et al., 1992;
DeClue et al., 1992; Bollag et al., 1996; Larga-
espada et al., 1996a; Guha et al., 1996; Gut-
mann et al., 1996). D’altres han demostrat
que el gen NF1 es troba alterat en diferents
tipus tumorals, estiguin o no relacionats
amb la malaltia (taula 4). Tot aquest conjunt
d’estudis ha evidenciat que el gen NF1 és un
gen supressor de tumors. La teoria de Knud-
son del «doble impacte» (Knudson, 1971)
postula que es necessiten les dues copies al-
terades d'un mateix gen supressor de tu-
mors perque aquest contribueixi a un feno-
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tip tumoral. En les malalties hereditaries
com la NF1, una de les mutacions és germi-
naliper tant és en totes les cél-lules de I'indi-
vidu. La segona mutaci6 (en I'al-lel normal)
és somatica i pot ser una mutacié puntual, o
qualsevol esdeveniment que impedeixi la
funcié normal d’aquell al-lel. En]’ambit mo-
lecular, les delecions s6n més facils de de-
tectar. S'utilitzen marcadors genetics po-
limorfics, que s’interpreten com a pérdues
d’heterozigositat (LOH). Aixi, s’han trobat
mutacions en les dues copies del gen NF1
tant en tumors no relacionats amb la malal-
tia, com melanoma o el neuroblastoma (An-
dersen, 1993a; The et al., 1993), com en tu-
mors malignes associats a la malaltia, comel
neurofibrosarcoma (Legius, 1993), o benig-
nes, com els neurofibromes (Colman et al.,
1995; Sawada et al., 1996; Serra et al., 1997).

Dins els tumors relacionats amb la NF1,
per la seva incidencia o gravetat, cal desta-
car-ne uns quants tipus: els neurofibromes,
els neurofibrosarcomes, les leucémies mie-
loides i els gliomes optics.

Els neurofibromes sén tumors benignes
que s’originen a partir de la beina dels ner-
vis periferics. Estan constituits per diferents
tipus cel-lulars, encara que les cel-lules de
Schwann 1i els fibroblasts sén majoritaris.
Normalment se situen a la dermis, no malig-
nitzen, apareixen a partir de I'etapa prepu-
beral i un mateix pacient en pot arribar a te-
nir molts. Quan els neurofibromes afecten
nervis importants s’anomenen neurofibro-
mes plexiformes. Aquests normalment sén
congenits, poden afectar grans proporcions
del cos i en un 5 % poden malignitzar cap
a neurofibrosarcomes (Huson i Hughes,
1994). S'han fet diferents estudis genetics
amb els neurofibromes. Skuse i col-labora-
dors (1991) van demostrar que aquests tu-
mors tenien un origen monoclonal. També
s’ha estudiat I'estat del gen NF1 en aquests
tumors i, encara que els primers estudis no
van trobar cap alteracid, recentment s’ha

descrit LOH en els neurofibromes i s’ha vist
que, almenys enun 25 %, les dues copies del
gen NF1 estan inactives (Colman et al., 1995;
Sawada et al., 1996; Serra et al., 1997). Encara
no esta del tot clar quin és el tipus cel-lular
que origina aquests tumors.

Menys del 5 % dels pacients amb NF1
desenvolupen neurofibrosarcomes (Huson i
Hughes, 1994). Aquests tumors tenen un
creixement agressiu i metastatic, com la res-
ta de sarcomes. Diferents estudis han reve-
lat LOH o inactivacié de les dues copies del
gen NF1 (Skuse et al., 1989; Legius et al.,
1993). També s’han detectat altres altera-
cions genetiques, com delecions a 17p o mu-
tacions a p53 (Menon et al., 1990).

Els pacients amb NF1 tenen una predis-
posicié a patir diferents tipus de leucemies
mieloides juvenils, especialment la leucémia
mieloide cronica juvenil (JCML), i un tras-
torn relacionat, anomenat sindrome de la
monosomia 7 (resumit en Largaespadact al.,
1996D). El risc de patir JCML en un pacient
amb NF1 és d’entre dues-centes i cinc-centes
vegades més elevat que en una persona nor-
mal (Side et al., 1997). Cel-lules leucemiques
de pacients amb NF1 i JCML tenen les dues
copies del gen NF1 inactivades (Shannon et
al., 1994; Side et al., 1997) cosa que confirma
que aquest gen funciona com un supressor
de tumors en cel-lules mieloides immadu-
res. Experiments recents han demostrat que
la pérdua del gen NF1 pot ser suficient per
produir els simptomes mieloproliferatius
associatsalaJCML (Bollagetal., 1996; Larga-
espada ef al., 1996a). Sembla que la neurofi-
bromina és essencial per regular el senyal de
Ras en resposta al factor estimulant de colo-
nies macrofag/ granulocit (GM-CSEF).

Els gliomes dptics constitueixen un dels ti-
pus tumorals més freqiients en la NF1.
Representen d'un2 % aun 5 % dels tumors
de cervell eninfants, el 70 % dels quals estan
associats a NF1 (Listernick et al., 1997). S'ha
demostrat immunocitoquimicament que te-
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nen un origen astrocitic. Tot i que normal-
ment es comporten de manera benigna, po-
den portar a la pérdua de vista o estendre’s
aregions properes del cervell. Un estudi re-
cent troba associaci6 entre tenir un glioma
optic i la presencia d'un altre tumor del sis-
tema nervioés central en pacients amb NF1
(Friedman i Birch, 1997).

MODELS ANIMALS

Existeixen diferents tipus de models ani-
mals per a la NF1. Hi ha animals que tenen
la malaltia de manera natural, altres on la
neurofibromatosi és induida per agents qui-
mics i també hi ha models animals creats
mitjancant la manipulacié genetica. Tot i
que no és totalment comparable a la malal-
tia en humans, la NF1 es déna espontania-
ment en moltes especies (Muntaner, 1996).
D’especial interes son els estudis que s’han
fet en el peix Pomacentrus partitus, anomenat
també bicolor damselfish. Aquest peix, que es
troba a les aigties de Florida, pot presentar,
a vegades, neurofibromes disseminats, neu-
rofibromes plexiformes, schwanomes ma-
lignes i lesions epidérmiques hiperpigmen-
tades (Schmale ef al., 1986). S'ha vist que
aquesta neurofibromatosi és transmissible
per inoculacions d’homogenats de tumor de
peixos afectes a peixos sans. Aquest fet ha
portat a identificar en cel-lules dels neurofi-
bromes de peixos afectes, particules retrovi-
riques que encara no estan totalment carac-
teritzades (Schmale et al., 1996). Per altra
banda, estudis de lligament fets en vedelles
Holstein amb neurofibromatosi cutania van
demostrar que dues vedelles amb aquesta
malaltia havien heretat el mateix al-lel NF1
patern (Sartin et al., 1994).

Mitjangant l'administracié transplacen-
taria de 'agent quimic N-nitroso-N-etilurea
(ENU) es pot induir un fenotip que s’assem-
bla a la neurofibromatosi humana, tant en

hamsters com en rates (Perantoni et al., 1987;
Cardesa et al., 1989; Nakamura et al., 1989).
S’ha vist que els tumors del sistema nervios
periféric de rates induits amb aquest agent
contenen mutacions enl oncogen neu (Peran-
toni et al., 1987). També s’han trobat muta-
cions especifiques en neu en neurofibromes
induits per 'ENU en hamster, per6 no en
erbB-2 (homoleg en humans) en neurofibro-
mes humans (Nakamura et al., 1994a). L'ex-
pressi6 de la neurofibromina és molt alta en
cél-lules de Schwann de nervis periférics de
hamsteries veureduidaenelsneurofibromes
induits per'ENU (Nakamuraetal., 1994b).

Ratolins transgenics que expressen el
gen tax del virus T-limfotrofic de tipus 1
huma (HTLV-1), sota el control d’elements
reguladors virals, desenvolupen neurofi-
bromes multiples (Hinrichs et al., 1987). La
proteina codificada per tax es pot unir a un
activador transcripcional que tant es troba en
I'LTR del virus HTLV-1 com en el promotor
d’altres gens cel-lulars (revisat en Yoshida et
al., 1995). S’ha vist que aquesta proteina pot
reprimir 1'expressi¢ del gen NF1 unint-se a
una seqiiéncia localitzada immediatament
abans de 'inici de transcripci6, i aixi permet
el desenvolupament de neurofibromes sen-
se que hi hagi mutacions directes sobre el
gen (Feigenbaum ef al., 1996).

També s’han generat ratolins heterozi-
gots o homozigots per mutacions que inacti-
ven el gen NF1 (Brannan et al., 1994; Jacks et
al., 1994; Silva et al., 1997). Els ratolins he-
terozigots no mostren cap dels simptomes
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FIGURA 4. Representacié esquematica dels diferents domi-
nis de la Neurofibromina segons la seva seqiiencia. CSDR:
domini ric en cisteines; GRD: GAP related domain; LRD:
domini ric en leucines; CTD: domini C-terminal. A: residus
susceptibles de ser fosforilats per la PKA. M: residus
susceptibles de ser fosforilats per la MAP quinasa. Extret
d’Izawa et al., 1996.



PATOLOGIA MOLECULAR DE LA NEUROFRIBOMATOSI DE TIPUS 1 183

classics dela NF1 en humans, pero tenen una
alta predisposici6 a desenvolupar tumors,
especialment feocromocitomes (tumors de
la medul-la adrenal) i leucémies mieloides.
Els ratolins knockout pel gen NF1 moren en
I"Gter entre els dies 121 14,5 de gestacio i pre-
senten defectes en el desenvolupament del
cor i en alguns teixits derivats de les crestes
neurals. També s’han fet knockouts pel gen
p120GAP, que moren en l'tter cap al dia 10,5
(Henkemeyer et al., 1995). En aquests mu-
tants les cel-lules endotelials no es poden or-
ganitzar per formar una xarxa altament vas-
cularitzada, la qual cosa provoca una gran
mort neuronal. S’han aprofitat aquests rato-
lins per fer dobles knockouts pel gen p120GAP
i per NF1, amb els quals s’ha vist un efecte
sinergic entre els dos gens. Aquests em-
brions mostren un fenotip GAP(-/-) encara
més exacerbat, cosa que confirma que
p120GAP i la neurofibromina actuen con-
juntament per regular I'activitat de Ras du-
rant el desenvolupament embrionari. Final-
ment, cal esmentar que s’ha desenvolupat
un ratoli NF1 (+/-) com a model per a les
mancances de memoria i aprenentatge asso-
ciades ala NF1 (Silvaetal., 1997). Com enels
humans, les mancances en I'aprenentatge i
en la memoria en aquests ratolins estan res-
tringides a tipus especifics d’aprenentatge,
no s6n totalment penetrants, es poden com-
pensar incrementant un treball especific d’a-
questes areesino inclouen mancances enl’a-
prenentatge d’associacions simples.

CONSELL GENETICI
NEUROFIBROMATOSI 1

El consell genetic per a la NF1 es pot ofe-
rir a diferents ambits: confirmacié diagnos-
tica, diagnostic presimptomatic i diagnostic
prenatal de la malaltia. A priori, el risc de
recurrencia en la descendéncia per a un pa-
cient amb NF1 és del 50 % (malaltia au-

tosomica dominant). En canvi, el risc de
recurréncia en la futura descendeéncia per
als pares asimptomatics d'un cas esporadic
de NF1 es considera gairebé negligible.
Aix0 és perque s’assumeix que la penetracié
en la NF1 és del 100 % a una edat superior
als cinc anys i perqué sembla que el nombre
de casos de mosaicismes germinals per NF1
és molt escas (Riccardi i Lewis, 1988; Lazaro
et al., 1994a) (figura 1) (vegeu I’ apartat de
mosaicisme i neurofibromatosi). Si ens tro-
bem davant un progenitor d"un cas espora-
dic que presenta caracteristiques limitades
de NF1, normalment amb una distribucio
segmental, probablement es tracta d’un cas
de mosaicisme (somatic o gonosomic).
Actualment és impossible donar un risc de
recurréncia acurat en aquests casos i nor-
malment es déna un risc de recurréncia
empiric del 5 % (Huson i Hughes, 1994).
Fins al’aparici6 de les tecniques de gene-
tica molecular, no existia cap metode per
poder realitzar diagnostics prenatals o pre-
simptomatics de la malaltia. El diagnostic
molecular més acurat per a una malaltia
monogenica es pot donar quan el gen res-
ponsable d’aquesta malaltia esta clonat i
s’en coneix la patologia molecular. En el cas
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FIGURA 5. Exemple de I’estudi de segregacié de marcadors
de la regio NF1 per un cas familiar de neurofibromatosi ti-
pus 1. L’haplotip que segrega amb la malaltia esta enqua-
drat i és el que comparteixen els tres afectats de la familia,
(pare, fill gran i filla). Aixi és com es pot realitzar la confir-
maci6 diagnostica de la malaltia, o realitzar un diagnostic
presimptomatic per la NF1 en els casos familiars.

3
3
5




184 C.LAZARO, E. SERRA, E. ARSIX. ESTIVILL

concret de la NF1, I'enfocament en aquest
aspecte ha anat variant segons s’ha avangat
en el coneixement del gen NF1 i de la seva
patologia molecular. Aixi doncs, abans del
clonatge de NF1 només es podia oferir con-
sell genetic als casos familiars de neurofi-
bromatosi, on es feia una analisi de lliga-
ment genetic per tal d'identificar 'haplotip
de risc associat a la malaltia (figura 5).
Primerament es van utilitzar marcadors del
tipus RFLP que mostraven lligament gene-
ticamb el locus NF1 (Fain et al., 1989). Un cop
clonat el gen es van desenvolupar nous
marcadors intragenics, sobretot dels del ti-
pus microsatel-lit (Xu et al., 1991; Andersen
etal., 1993; Lazaro et al., 1993 1 1994b; Weiss,
comunicacié personal), amb els quals el
nombre de families informatives s’ha incre-
mentat molt. L'tnic problema d’aquesta
analisi indirecta de la malaltia és que només
se’n poden beneficiar les families amb més
d’un individu afectat, és a dir, els casos fa-
miliars. També es poden beneficiar d’aques-
tes analisis les persones que sén casos es-
poradics de NF11i que han tingut un fill sen-
se NF1 (Lazaro et al., 1992).

Després de la caracteritzaci6 del gen NF1
es va obrir la possibilitat al diagnostic direc-
te de la malaltia mitjancant la recerca de la
mutacié responsable. Malauradament exis-
teixen forca problemes que fan dificil aques-
ta analisi, com sén la no existencia de cap
mutacié majoritaria i 'elevat nombre d’e-
xons que componen el gen NFI. De fet, tot i
que aquest es va identificar el 1990, hi ha
pocs laboratoris que realitzin una cerca ex-
haustiva de mutacions com a eina diagnos-
tica. Tanmateix, en els dos darrers anys hi
ha hagut un gran aveng en la cerca de muta-
cions emprant diferents tecniques d’analisi
a partir de RNA. S’han utilitzat les tecniques
del test de la proteina truncada (Heim et al.,
1994 i 1995) i 'analisi de SSCPs/heterodu-
plex de cDNA (Gasparini ef al., 1996; Ars et
al. 1998). Ambdues técniques sén forca efi-

cients i detecten un 60-70 % de les muta-
cions NF1.

Tot i que fa forca anys que existeixen
marcadors indirectes per realitzar el
diagnostic prenatal, la demanda d’aquests
diagnostics no ha estat gaire amplia. Ward
et al. (1990) i Hofman i Boehm (1992) han
descrit la seva experiéncia als Estats Units;
Upadhyaya ef al. (1992), la seva experiéncia
al Regne Unit; Rodenhiser et al. (1993), la
seva a Ontario; Elyakim et al. (1994), a Israel,
i el nostre grup (Lazaro et al., 1995), a Espa-
nya. En total es descriuen molt pocs casos de
diagnostics prenatals si es considera la in-
cidéncia tan elevada de la malaltia. Moltes
de les parelles que sol-liciten consell geneétic
tindrien en consideracié un diagnostic pre-
natal si es predigués la severitat de la malal-
tia, cosa del tot impossible en aquests mo-
ments. Normalment, quan a la familia s"han
donat formes molt greus de la malaltia
és quan la decisi6 del diagnostic prenatal és
més clara. També existeixen casos en que els
pares volen saber I'estat del futur fill sense
cap intenci6é d’interrompre I'embaras. Les
noves técniques de deteccié de mutacions
NF1 fan possible el diagnostic prenatal di-
recte, cosa que és de gran importancia per
als casos esporadics de la malaltia (Ars et al.,
manuscrit en preparacio).

TERAPIA PER A LA NF1

En aquests moments encara no hi ha un
tractament medic per pal-liar o revertir cap
de les manifestacions cliniques de la NF1.
Per aquest motiu és de gran importancia un
bon seguiment clinic dels pacients, per tal
de tractar millor les possibles complicacions
associades amb la malaltia, com també per
oferir un bon consell geneétic a les families
NF1. Existeixen alguns grups que estan co-
mengant a provar agents farmaceutics, so-
bretot contra 1'acci6 relacionada amb Ras o
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la funci6 GAP de la neurofibromina, dirigits
a les neoplasies benignes o malignes. Blo-
quejar la farnesilacié de Ras perquée no es
pugui unir a la membrana i inactivar-ne aixi
I'accié és una de les aproximacions que
s’han provat (Chenet al., 1991; Kinsella et al.,
1991; Kimet al., 1997). Inhibidors de la farne-
silaci6 de Ras disminueixen tant la formaci6
de clons com la hiperproliferacié de les
cel-lules de ratoli que no tenen neurofibro-
mina (Kim et al., 1997).

Aproximacions de terapia génica per ala
NF1 semblen molt llunyanes per diverses
raons, com ara la gran mida del gen, I'afec-
tacié de diversos teixits i la manca de bons
models animals per a la malaltia, entre d’al-
tres. Actualment, la manifestacié clinica que
té més possibilitats de gaudir de beneficis
terapeutics basats en la transferéncia génica
son els tumors. S'ha descrit que una sobre-
expressio del domini GRD de la neurofibro-
mina redueix molt la capacitat proliferativa
de cel-lules transformades (Nur-E-Kamal et
al., 1993).

El progrés realitzat en el coneixement de
la neurofibromatosi tipus 1 en els vuit anys
des de la identificacié del gen NF1 ha estat
notable. Aquests avencos permeten oferir a
les families amb NF1 una confirmacié
diagnostica o un diagnostic presimpto-
matic/prenatal de la malaltia. Es d’esperar
que en els propers anys l'allau de recerca
que s’esta produint en aquesta malaltia pu-
gui aportar beneficis terapeutics per als pa-
cients amb NF1.
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