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5.1 Einleitung

Die Neurofibromatosen gehoren zu einer Gruppe
von etwa 25 Tumordispositionskrankheiten, denen
konstitutionelle Heterozygotie fiir Mutationen an
Tumorsuppressorgenen zugrunde liegt. Allen die-
sen Krankheiten ist hohe Komplexitit sowohl ihrer
Manifestationsformen als auch der verursachenden
Mechanismen auf zellbiologischer, biochemischer
und molekulargenetischer Ebene gemeinsam. IThre
phénotypische Manifestation ist durch ausgeprigte
variable Expressivitit gekennzeichnet. Eindeutige
Genotyp-Phinotyp-Korrelationen sind deshalb nur
selten nachweisbar. Auf molekularer Ebene besteht
die Komplexitit v.a. in den vernetzten Reaktions-
kaskaden der Signaltransduktion und in der multi-
faktoriellen Tumorgenese. Obwohl wihrend des
vergangenen Jahrzehnts bedeutende Fortschritte
im Verstindnis der Pathogenese der Neurofibro-
matosen gemacht wurden, sind wir von einer
liickenlosen und eindeutigen kausalen Erkldrung
der Krankheitsbilder noch weit entfernt. So konnte
z.B. bisher keines der nichtneoplastischen Sympto-
me der NF1 im Sinn einer Folge des Neurofibro-
minmangels erkldrt werden. Es kann deshalb auch
in dieser Ubersicht kein schliissiges Bild vermittelt
werden. Es wurde vielmehr der Versuch einer
moglichst vollstindigen Bestandsaufnahme unter-
nommen.

Berichte und bildliche Darstellungen von Pa-
tienten, deren Phédnotyp heute dem breiten Spek-
trum der Erscheinungsformen der Neurofibroma-
tose zugeordnet werden wiirde, reichen bis ins 2.
Jahrhundert unserer Zeitrechnung zuriick. Zahlrei-
che detaillierte Beschreibungen besonders der gro-
tesken Formen der NFI folgten im Zeitalter der
Aufkldrung. Erst um die Mitte des 19. Jahrhun-
derts wurde von Virchow (1847) und Smith (1849)
die Beziehung der Tumoren zum Bindegewebe des
peripheren Nervensystems erkannt. Friedrich Da-
niel von Recklinghausen fiihrte 1882 den Beweis
fiir diese Hypothese in seiner Virchow gewidmeten
Schrift: ,,Uber die multiplen Fibrome der Haut und
ihre Beziehung zu den multiplen Neuromen“
(1882). Von Recklinghausen prigte den Begriff
»Neurofibromatose®, den wir heute mit den Zusit-
zen ,Typ 1“ und ,,Typ 2“ (NF1 und NF2) den bei-
den genetisch am genauesten definierten Formen
der Krankheit zuordnen. Eine detaillierte Darstel-
lung der frithen Geschichte der Neurofibromatose
gab Huson (1994a). Aus der Flut rein kasuistischer
Literatur der Folgezeit heben sich einige klinische
Studien an groferen Patientenkollektiven ab; Zitate

finden sich in der Ubersicht von Koch (1966). Mit
der Beteiligung fast aller medizinischen Diszipli-
nen an dieser regen Publikationstitigkeit ist auf
das anschaulichste dokumentiert, dass von der
Neurofibromatose praktisch alle Organe in Mitlei-
denschaft gezogen werden konnen, sei es infolge
des Befalls durch Neurofibrome oder andere Tumo-
ren, oder aufgrund nicht tumorbedingter, autoch-
thoner Verdnderungen. Die umfang- und folgen-
reichste unter den spiteren Erhebungen dieser Art
ist ohne Zweifel in der Monografie von Crowe et
al. (1956) dokumentiert worden. Dieser Studie (und
einer vorausgehenden Arbeit der Autoren) ist das
diagnostische Kriterium der ,,mindestens 6 Café-au-
lait-Flecken“ zu verdanken sowie auch die bis dahin
genauesten Belege fiir die Haufigkeit der Kardinal-
symptome und mancher Komplikationen der NF1.
In der Folgezeit wurden zunehmend klarere Un-
terscheidungen zwischen der
o ,peripheren“ NF (NF1) und
e einer so genannten ,zentralen“ Form (NF2)
getroffen, deren Symptomatik gleichwohl Uberlap-
pungen mit derjenigen der NF1 aufweist. Erst in
der 2. Halfte der 70er und Anfang der 80er Jahre
wurde mit Laboruntersuchungen und experimen-
tellen Studien, hdufig an Zellkultursystemen, be-
gonnen. Viele dieser Studien wurden in Band 486
(1986) der Annals of the New York Academy of
Sciences zusammengefasst (Rubenstein et al.
1986). Ein kausalanalytisch ergiebiger und repro-
duzierbarer Laborparameter fiir NF1 ist aus diesen
Arbeiten nicht hervorgegangen. Der Schwerpunkt
der NF1-Forschung verlagerte sich konsequenter-
weise auf die Suche nach dem NF1-Gen.

Zu Beginn der Bemiithungen um die Kartierung
und Identifizierung des NF1-Gens galt fiir einige
Zeit das Gen fiir den neuronalen Wachstumsfaktor
(NGEp) als Kandidatengen. Die Hypothese er-
schien durch frithe Arbeiten begriindet, wonach
die Aktivitit und/oder die Konzentration des
NGFf im Serum von NF1- und NF2-Patienten
erhoht seien. Obwohl sich diese Befunde spiter
nicht bestdtigen lielen (Riopelle et al. 1984), gaben
sie den Anlass zu Kopplungsstudien mit Hilfe
zweier polymorpher Marker des NGEFf-Gens,
durch die das NF1-Gen mit hoher statistischer
Plausibilitit von einer Region von je 13 cM beider-
seits des NGFf-Gens ausgeschlossen werden konn-
te (Darby et al. 1985). 1987 wurde aufgrund von
90 genau lokalisierten und 24 priliminar kartier-
ten polymorphen DNA-Markern eine Ausschluss-
karte erstellt (Sarfarazi et al. 1987). Hierdurch war
es moglich, 18 der 22 Autosomen als Triger des
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NF1-Gens auszuschlieflen; nicht ausgeschlossen
blieben die Chromosomen 5, 10, 17 und 18. Da-
raufhin fokussierten Gusella und Mitarbeiter ihr
Interesse auf den langen Arm von Chromosom 17.
Dort war inzwischen das Gen fiir den niederaffi-
nen NGF-Rezeptor lokalisiert worden (Huebner et
al. 1986). Mit Hilfe zweier RFLP des NGFR-Gens
ergaben sich in 9 von 13 NFl-Familien positive
Lod-Scores, die sich bei einem Genabstand zwi-
schen 10 und 20 cM zu signifikanten Kopplungs-
werten addierten (Seizinger et al. 1987b). Zwar
war das NGFR-Gen als Kandidatengen aus-
geschlossen, aber das NF1-Gen eindeutig 17q zu-
gewiesen. Auch Kopplungsanalysen mit Hilfe
moglichst vieler iiber das Genom verteilter Poly-
morphismen fiithrten auf die Spur des NF1-Gens.
So vermochten Barker et al. (1987a,b) das
NF1-Gen der Zentromerregion des Chromosoms
17 zuzuordnen. Damit war der Weg zur genaueren
Kartierung und zur Klonierung des NF1-Gens vor-
gezeichnet. Es bedurfte zunichst einer moglichst
liickenlosen Belegung der perizentrischen Region
17 mit weiteren polymorphen Markern.

Der weitere Ablauf der Kartierung und Klonie-
rung des NF1-Gens belegt die Ergiebigkeit gut or-
ganisierter internationaler Kooperation auf das an-
schaulichste. Auf einer von der National Neurofi-
bromatosis Foundation (NNFF) geforderten Ta-
gung von 75 Autoren aus 17 Institutionen wurden
die Ergebnisse dieser Untersuchungen miteinander
verglichen. Ihre gemeinsame Publikation in 10 Ar-
beiten erfolgte im Jahr 1987 [Editorial: Mulvihill u.
Parry (1987); Zusammenfassung: Skolnick et al.
(1987)]. Die Untersuchungen erlaubten jedoch
noch nicht die eindeutige Zuweisung des
NF1-Gens zum langen oder kurzen Arm von Chro-
mosom 17, es bestand aber kein Zweifel mehr da-
ran, dass es in der perizentrischen Region liegt.
Die von Schmidt et al. (1987) bei einer NF1-Fami-
lie entdeckte, mit NF1 kosegregierende reziproke
Translokation t(1;17)(p34.3; q11.2) verwies unzwei-
felhaft auf die Bande 11.2 auf dem langen Arm.
Aber auch die genaue Anordnung der dem
NF1-Gen nichstliegenden Marker konnte aufgrund
dieser Daten noch nicht ermittelt werden. Diese
Wissensliicken wurden durch Fortsetzung der in-
ternationalen Kartierungskooperation geschlossen,
die an insgesamt 142 betroffenen Familien mit
mehr als 700 Personen mit 13838 Typisierungen
an 31 Markern durchgefiihrt wurde (Goldgar et al.
1989). Dabei bestitigte sich die Lokalisation des
NF1-Gens in 17q11.2.

Die ,,physikalische“ Bestitigung der Anordnung
flankierender Marker konnte mit Hilfe von Zell-

hybriden erreicht werden, die unterschiedliche An-
teile des Chromosoms 17 enthalten. Auch die bei-
den derivativen Chromosomen einer inzwischen
entdeckten reziproken Translokation t(17;22)
(q11.2; q11.2) (Ledbetter et al. 1989) spielten hier-
bei eine entscheidende Rolle. Im American Journal
of Human Genetics 44 (1989) sind diese Ergebnis-
se dokumentiert [Editorial: Collins et al. (1989)].

Die Kartierung der Translokationsbruchpunkte
der beiden NF1-Patienten verhalf dazu, die Positi-
on des NF1-Gens innerhalb der damals bekannten
Karte des Chromosoms 17 in der Region q11.2 ni-
her einzuengen. Durch Pulsfeldgelelektrophorese
gelang es, aberrante Restriktionsfragmente zu
identifizieren, welche die jeweiligen Bruchpunkte
tiberspannten. Die aus der Gréfe und Lage dieser
aberranten Fragmente gewonnene Information ver-
half dazu, die Translokationsbruchpunkte 56 kb
voneinander entfernt in eine weitreichende Res-
triktionskarte der NF1-Region einzuordnen.

Die Suche nach kodierenden Sequenzen in der
Bruchpunktregion fiihrte zunichst zur Identifizie-
rung von 3 Kandidatengenen, EVI2A, EVI2B, und
OMGp (Cawthon et al. 1990a; Cawthon et al. 1991;
Viskochil et al. 1991). Jedoch iiberspannte keines
dieser Gene den Bruchpunkt einer der beiden
Translokationspatienten. Auch waren bei NF1-Pa-
tienten keine Mutationen in diesen Genen nach-
zuweisen. Erst spéter stellte sich heraus, dass diese
Gene in einem groflen Intron des eigentlichen
NF1-Gens inseriert liegen. Viskochil et al. (1990)
identifizierten 3 Patienten mit groBeren Deletionen
in dieser Kandidatenregion. Eine dieser Deletionen
umspannte keines der 3 inserierten Gene, erwies
sich aber als dem Translokationsbruchpunkt der
t(17;22) unmittelbar benachbart. Damit waren Se-
quenzen des Gens zuginglich geworden, dessen
Unterbrechung durch eine Translokation oder eine
Deletion ursichlich mit NF1 verbunden ist. Mit ge-
nomischen Restriktionsfragmenten aus dieser Re-
gion gelang es dann, cDNA-Klone zu isolieren, von
denen aus die Struktur des NF1-Transkripts er-
schlossen werden konnte. Die Entdeckung weiterer
Mutationen in dieser Sequenz bei NF1-Patienten
bewies, dass es sich um das NFI1-Gen handelte
(Cawthon et al. 1990b; Viskochil et al. 1990; Wal-
lace et al. 1990). Die neuere Entwicklung der
NF1-Forschung ist Gegenstand verschiedener Ab-
schnitte der vorliegenden Ubersicht.

Neurofibromatose ist die Bezeichnung fiir eine
Gruppe von hereditiren Krankheiten, welche in
erster Linie durch multiple Anomalien der Haut
und des peripheren und/oder des zentralen Ner-
vensystems gekennzeichnet sind. Dariiber hinaus
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kénnen weitere Organe primdr oder sekundir be-
troffen sein. Durch autosomal-dominante Ver-
erbung als genetische Entititen belegt sind die
Neurofibromatosen Typ 1 (NF1) und Typ 2 (NF2),
deren zugehorige Gene auf den Chromosomen-
abschnitten 17q11.2 bzw. 22q12.2 lokalisiert sind.
Beide Krankheiten treten auch als segmentale For-
men auf, denen der Status somatischer Mosaike
zugrunde liegt. Innerhalb des Formenkreises der
NF1 werden diverse Varianten unterschieden, die
in Kapitel 5.2.1.4 ,Varianten“ besprochen werden.
Bei NF2 werden
o eine frith manifestierende schwere Verlaufsform
(Wishart-Typ) und
o eine leichtere Verlaufsform mit spiterem Er-
krankungsalter (Gardner-Typ) unterschieden.
Da beide Varianten in derselben Familie auftreten,
koénnen sie nicht als getrennte genetische Entititen
betrachtet werden. Dies schliefit jedoch das Vor-
kommen seltener Formen von NF2 mit familidr
einheitlich hoherem Erkrankungsalter nicht aus.
Zum Formenkreis der NF2 wird auch die Schwan-
nomatose gerechnet, die nosologisch deutlich von
NF2 abgrenzbar ist. Ihre genetische Beziehung zu
NF2 konnte bisher noch nicht eindeutig im Sinn
der Kategorien von Allelie oder Locusheterogenitit
geklart werden.

5.2 Neurofibromatose Typ 1 (NF1)
5.2.1 Krankheitsbild
5.2.1.1 Diagnostische Kriterien

Die Standardisierung der diagnostischen Kriterien
fiir NF1 durch eine Consensus Conference der Na-
tional Institutes of Health im Jahre 1987 (NIH
1988) entsprach der Notwendigkeit einer Verein-
heitlichung der insbesondere im Zusammenhang
mit der Kartierung des NF1-Gens zu untersuchen-
den Patientenkollektive. In Tabelle 5.1 sind diese
Kriterien zusammengefasst. Im Folgenden werden
die Kardinalsymptome der NF1 nicht in der in Ta-
belle 5.1 dargestellten Reihenfolge, sondern eher
ihrer Natur nach aufgefiihrt. Dabei wird zwischen
den Hauptsymptomen - Pigmentierungsanomalien
und Neurofibrome - und den Komplikationen der
Krankheit unterschieden, worunter Krankheits-
erscheinungen verstanden werden, die nicht bei al-
len Patienten auftreten und schwere Verlaufsfor-
men kennzeichnen.

Tabelle 5.1. Neurofibromatose Typ 1 (NF1)

Die diagnostischen Kriterien fiir NF1 sind erfiillt, wenn 2
oder mehr der folgenden Kennzeichen vorliegen

* 6 oder mehr Café-au-lait-Flecken mit einem grifiten
Durchmesser >5 mm bei priipubertiren und >15 mm
bei postpubertiren Individuen

2 oder mehr Neurofibrome beliebigen Typs oder 1 ple-
xiformes Neurofibrom

Gesprenkelte axillire oder inguinale Hyperpigmentie-
rung (skinfold freckling)

Optikusgliom

2 oder mehr Lisch-Knétchen (Irishamartome)

Eine umschriebene Knochenlision wie Keilbeinfliigel-
dysplasie oder Verschmichtigung/Auflockerung der
langen Réhrenknochen (Rareficatio) mit oder chne
Pseudarthrose

1 Verwandter 1. Grads mit NFI, den obigen Kriterien
entsprechend

Das Kriterium: ,,1 Verwandter I. Grads...“ darf im Zusam-
menhang mit der Uberpriifung des Vererbungsmodus, z.B.
bei Familien mit Verdacht auf unvollstindige Penetranz,
nicht zur Anwendung kommen, denn es nimmt ja vorweg,
was iiberpriift werden soll.

5.2.1.2 Kardinalsymptome

Neurofibrome. Die Namen gebenden Tumoren der
NF1 bilden sich hdufig erst zu Beginn oder im
Verlauf der Pubertit. Ihre Anzahl kann gering sein
und bleiben oder sich im Lauf des Lebens von
NF1-Patienten unterschiedlich stark vermehren.
Bei manchen Patienten kommt es zur Bildung vie-
ler 100 Neurofibrome, wobei die Handflichen und
die Fufsohlen sowie die behaarte Kopfhaut meist
ausgespart bleiben. Bei einigen wenigen Patienten
sind kongenitale multiple Neurofibrome beobach-
tet worden, ein frithes Zeichen einer schweren Ver-
laufsform. Andererseits gibt es Patienten, bei de-
nen die Tumoren erst im 3. Lebensjahrzehnt ent-
stehen, jedoch hat sich eine spit manifestierende
Form der NF1 bisher nicht als eigene genetische
Entitdt abgrenzen lassen. In verschiedenen Studien
berichteten zwischen 30% und 60% der schwange-
ren NF1-Patientinnen von einer Vermehrung und/
oder von der Vergroflerung ihrer Neurofibrome.
Uber die Klassifizierung der Neurofibrome be-
steht keine einheitliche Meinung. Es erscheint
zweckmifig, kutane und subkutane Neurofibrome
von solchen zu unterscheiden, die als noduldre
oder fusiforme Tumoren an Nervenbahnen im In-
neren des Korpers lokalisiert sind oder sich sub-
kutan als diffuse plexiforme Neurofibrome ausbrei-
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ten. Im Gegensatz zu kutanen und subkutanen
Neurofibromen konnen die noduliren, fusiformen
und diffus-plexiformen Neurofibrome Schmerzen
und/oder neurologische Ausfallserscheinungen ver-
ursachen, was Anlass zu ihrer zeitigen Exzision
geben sollte. Kutane und subkutane Neurofibrome
sind gut umschriebene, aber nicht kapselbegrenzte
benigne Tumoren von weicher bis fester Konsis-
tenz. Sie gehen von terminalen Zweigen der Haut-
nerven aus und zeigen in der Regel keine Bezie-
hungen zu grofleren peripheren Nervenbahnen. Ei-
ne Tendenz zur sarkomatdsen Entartung ist bei
diesen dermalen Neurofibromen nicht nachzuwei-
sen.

Fusiforme und noduldre Neurofibrome kénnen
sich zu diffusen plexiformen Neurofibromen ent-
wickeln. Oft sind plexiforme Neurofibrome als
subkutane Schwellungen bereits im frithen Kindes-
alter zu erkennen. Sie breiten sich iiber fingerarti-
ge Fortsitze im Gewebe aus und kénnen zu Ent-
stellungen fiihren, wie z.B. die supraorbital entste-
henden oder die eine ganze Extremitit in Mitlei-
denschaft zichenden Tumoren dieser Art. Plexifor-
me Neurofibrome finden sich bei 25-30% der
NF1-Patienten; die Haufigkeit maligner Entartung
wird mit 2-4% angegeben.

Neurofibrome bestehen aus mehreren unter-
schiedlichen Zelltypen, deren Anteile am Tumorge-
webe in so weiten Grenzen variieren konnen, dass
es sich um eine auflerordentlich heterogene Grup-
pe von Tumoren handelt. Lassmann et al. (1977)
wiesen die folgenden Zellarten in Neurofibromen
nach: '

Schwann-Zellen,
Fibroblasten,
Perineuralzellen,
Mastzellen,
Kapillarendothelzellen,
Perizyten und

glatte Muskelzellen;

perivaskuldr fanden sich auch

¢ Lymphozyten und

e Monozyten.

Nach Meinung dieser Autoren tragen alle zelluli-
ren Elemente des peripheren Nervengewebes zur
Bildung von Neurofibromen bei.

Pigmentierungsanomalien

Café-au-lait-Flecken (CALF) und gesprenkelte Hyper-
pigmentierung in Hautfalten. An der Entstehung
dieser Pigmentierungsstdrungen sind in erster Li-
nie Melanozyten beteiligt, jedoch ist noch nicht
geklirt, ob CALF, Freckling und LN allein auf zell-

autonomen Anomalien der Melanozyten beruhen.
Diese entstehen aus Melanoblasten, die beim Men-
schen im letzten Drittel des ersten Monats der On-
togenese von der Neuralleiste iiber dorsolaterale
Routen abzuwandern beginnen. Die Besiedlung
der Epidermis ist im 6. Monat vollendet. Die Ent-
stehungsmechanismen der NF-Pigmentierungsano-
malien sind unbekannt; relevante experimentelle
Ergebnisse werden in Kapitel 5.2.4.4 ,Pathogenese
der nichtneoplastischen Symptome der NF1¢ Un-
terkapitel ,,Pigmentierungsanomalien®, diskutiert.

CALF sind in der Regel das 1. Erkennungszei-
chen der NFI1. Sie bilden sich wihrend der ersten
2 Lebensjahre und nehmen in der Kindheit an
Grofle und Anzahl zu. Wahrend das Kriterium ,,>6
CALF“ bis Mitte des 2. Lebensjahrzehnts zu 100%
erfiillt ist, beginnen die CALF danach zu verblas-
sen, sodass sie bei etwa 70% der iiber 50-jihrigen
Patienten angetroffen werden. Ob dies lediglich als
Folge der altersgemdflen Abnahme der Melanozy-
tendichte der Epidermis geschieht (Gilchrest et al.
1979), ist nicht geklart. Von sehr seltenen Ausnah-
men abgesehen haben alle Erwachsenen, bei denen
6 oder mehr CALF nachgewiesen werden, Neurofi-
bromatose Typ 1. Bei Gesunden ist diese Anzahl
von CALF dufierst selten anzutreffen. Das geht aus
frithen Erhebungen an mehr als 8000 Personen im
Alter von 14 Jahren und dariiber hervor, die nicht
an NF1 litten [zitiert in Huson (1994b)]. Bei ge-
sunden Erwachsenen liegt die Haufigkeit von
CALF im Bereich von 10-14%; die iiberwiegende
Mehrzahl dieses Anteils zeigt 1-3 CALE.

Der Durchmesser der CALF variiert zwischen
0,5 und 50 cm; gelegentlich kénnen auch groflere
Korperareale betroffen sein. CALF bilden sich be-
vorzugt in den nicht lichtexponierten Korperare-
alen; sie sind asymptomatisch und zeigen keine
Tendenz zur malignen Entartung. Wahrend ihre
Begrenzung bei NFI in der Regel glatt und gut de-
finierbar ist, kann die Ausfirbung innerhalb eines
CALF variieren.

Histologisch liegt dem CALF bei NF1 eine Ver-
dnderung der Zusammensetzung der Melaninein-
heit zugrunde. Darunter ist die Anzahl der Kerati-
nozyten zu verstehen, die von einem Melanozyten
mit Melanosomen versehen werden. Bei Gesunden
wird dieser Parameter mit durchschnittlich 36:1
angegeben (Frenk u. Schellhorn 1969). Schon die
nicht von CALF betroffene Haut der NF1-Patienten
weicht mit 29:1 von diesem Wert ab. Dem ent-
spricht die oft beobachtete leichte generelle Hyper-
pigmentierung bei NF1-Patienten. In CALF betrigt
dieses Verhiltnis nur noch 22:1 (Frenk u. Marazzi
1984). In den Pigmentflecken ist jedoch nicht nur
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die relative Anzahl der Melanozyten erhoht, son-
dern auch die intrazellulire Verteilung des Mela-
nins auf die Melanosomen (s. Kapitel 5.2.4.4 ,Pa-
thogenese der nichtneoplastischen Symptome der
NF1¢ Unterkapitel ,Pigmentierungsanomalien®).
Die gesprenkelte axillire und inguinale Hyperpig-
mentierung (Freckling; engl. auch ,skinfold freck-
ling“) besteht aus braunen Flecken mit einem
Durchmesser von 1-3 mm. Diese treten etwas spi-
ter in Erscheinung als CALE unterscheiden sich
histologisch jedoch nicht von diesen; es handelt
sich also um kleine CALE Lisch-Kn&tchen sind
domkuppelférmige, gelbliche bis dunkelbraune Er-
hebungen auf der Oberfliche der Iris. Sie wurden
bereits 1918 von Waardenburg beschrieben und
gelegentlich histopathologisch untersucht, jedoch
erkannte erst Karl Lisch (1937) ihre Assoziation
mit NF1.

Lisch-Knotchen (LN). Lisch-Knotchen (LN) sind bei
Spaltlampenuntersuchung leicht von den héufigen
flachen Pigmentnivi der Iris zu unterscheiden. Die
Anzahl der LN nimmt in Abhingigkeit vom Alter
zu; im Gegensatz zu CALF bleichen sie im héheren
Erwachsenenalter nicht aus. Die quantitativen An-
gaben iiber die altersabhingige Zunahme der LN
unterscheiden sich betrichtlich (Lewis u. Riccardi
1981; Flueler et al. 1986; Huson et al. 1987), stim-
men jedoch darin iiberein, dass bereits bei einem
beachtlichen Anteil der NF1-Patienten <6 Jahren
(zwischen 33% und 66%) LN beobachtet werden,
sodass LN ein wichtiges diagnostisches Kriterium
insbesondere bei sporadischen Patienten im Kin-
desalter darstellen. Von der Adoleszenz an gelten
LN als das zuverldssigste Zeichen fiir NF1; Huson
(1994b) sah LN bei 95% der NF1-Patienten im Al-
ter zwischen 16 und 85 Jahren. Durch die elektro-
nenmikroskopische Studie von Perry u. Font
(1982) ist die mafigebliche Beteiligung von Mela-
nozyten an der Entstehung von LN belegt. Nur et-
wa 30% der Melanozyten in LN enthielten vorran-
gig reife Melanosomen.

5.2.1.3 Komplikationen

Neben den Kardinalsymptomen tragen auch die
Komplikationen in hohem Maf dazu bei, dass fast
alle medizinischen Disziplinen von NF1-Patienten
in Anspruch genommen werden miissen. In Tabel-
le 5.2 sind die wichtigsten Komplikationen und ih-
re Hiufigkeiten, soweit aufgrund objektiver Popu-
lationsstudien bekannt, zusammengefasst [die
meisten der Héufigkeitsangaben stammen von Hu-
son (1994b) und dort zitierten Arbeiten dieser Au-

Tabelle 5.2. Komplikationen der Neurofibromatose 1

Kategorie Symptome Hiufigkeit
[%6]

Tumoren Plexiformes Neurofibrom 30
Neurofibrosarkom (MPNST) 4
Rhabdomyosarkom ca. 1
Symptomatisches Optikus- 5-7
gliom
Andere ZNS-Tumoren 155
Spinale Neurofibrome 1,5
Phidochromozytom 1
Duodenales Karzinoid 0,7
Juvenile MML

Skelettsystem  Skoliose 10
Pseudarthrose (Tibia, Fibula) 3
Keilbeinfligeldysplasie ca. 1

Gefiflsystem  Verdickung der Gefilwinde, ca. 50
engeres Lumen, Spindelzell
proliferation in der Intima

Aneurismen, Stenosen, Infark- 6
te (Aorta, Carotis interna,

Nierenarterie), Bluthochdruck

Mentale Spezifische Lernschwierigkei- 40-60
Fihigkeiten ten (Konzentrationsfihigkeit,
Raumorientierung usw.)
Geistige Retardierung (1Q<70) 8-10

torin]. Nicht aufgefiihrt wurden neurologische
Komplikationen, die durch Raum forderndes Tu-
morwachstum bedingt sind. Klinisch am bedeut-
samsten sind

o die plexiformen Neurofibrome,

o symptomatische Optikusgliome und

o die Skelettanomalien.

Plexiforme Neurofibrome. Plexiforme Neurofibrome
sind oft kongenital erkennbar oder werden im
frithen Kindesalter als grofe subkutane Schwellun-
gen auffillig. Thre Pradilektionsstellen sind der
Rumpf, die Extremititen und der Kopf. Wachsende
plexiforme Neurofibrome ziehen oft die umgeben-
den Gewebe in Mitleidenschaft und kénnen z.B.
an den Gliedmaflen und am Kopf Hypertrophie
oder Osteolyse verursachen. Orbitale und supraor-
bitale Tumoren dieser Art fithren zu schweren Be-
eintrdchtigungen des Visus.

Durch ihre unregelméfige Begrenzung sind ple-
xiforme Neurofibrome der totalen chirurgischen
Exzision nicht zuginglich und erfordern deshalb
wiederholte Eingriffe.

Die Entartung plexiformer Neurofibrome zu
malignen  peripheren  Nervenscheidentumoren
(MPNST, Neurofibrosarkome), welche bei 2-4%
der Tumoren erfolgt, kiindigt sich in der Regel
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durch Schmerzen an und erfordert angesichts der
infausten Prognose der MPNST sofortige therapeu-
tische Intervention. Hinsichtlich genauerer Anga-
ben sei auf die Monografien iiber NF verwiesen (s.
Kapitel 5.6.1 ,,Monografien®).

Optikusgliome. Das Optikusgliom ist ein pilozyti-
sches, also geringgradiges Astrozytom (WHO-Grad
I), das entlang der gesamten Ausdehnung des N.
opticus einschliefllich des Chiasma opticum auf-
treten kann. Im englischsprachigen Schrifttum
sind neben ,,optic glioma“ auch die Bezeichnungen
»optic pathway glioma“ und ,visual pathway glio-
ma“ gebrduchlich. Die Assoziation dieses Tumors
mit NF1 ist hoch signifikant, da etwa 70% der
Kinder mit Optikusgliom an NF1 leiden. Es han-
delt sich um einen Tumor des Kindesalters mit ei-
nem mittleren Erkrankungsalter von 4,9 Jahren.
Jenseits des Alters von 6 Jahren ist die Entstehung
von Optikusgliomen extrem selten beobachtet wor-
den. Die Angaben iiber die Hiufigkeit unterschei-
den sich je nach Erhebungsmethode betrichtlich;
in Patientenkollektiven liegen sie zwischen 15 und
25%. Hochstens die Hilfte der Tumoren wird
symptomatisch. Dabei kann es zur Beeintrichti-
gung aller visuellen Funktionsparameter kommen:
Sehschirfe, Gesichtsfeld, Farbsehen, visuell evo-
zierte Potenziale. Bei intraorbitaler Ausdehnung
des Tumors kommt es zur Proptosis. Der Druck
eines chiasmatischen Optikusglioms auf den Hy-
pothalamus kann eine Pubertas praecox und be-
schleunigtes Lingenwachstum auslosen. Dieses
Phinomen tritt ausschliefflich bei dem Teil (39%)
der Kinder mit NF1 auf, die an einem Gliom des
Chiasma opticum leiden (Habiby et al. 1995). Nur
ein sehr geringer Anteil der Optikusgliome von
Kindern mit NF1 wird progredient. Listernick et
al. (1997) haben den Kenntnisstand {iber diese
Komplikation der NF1 zusammengefasst und wich-
tige Strategien der Therapie vorgeschlagen.

Skelettanomalien. Von den Skelettanomalien sind
13-14% der Patienten betroffen (Huson 1994b;
McGaughran et al. 1999). Thre Bedeutung steht in
einem auffilligen Missverhdltnis zu unserer Un-
kenntnis ihrer Entstehungsmechanismen. Schon
im Kindesalter manifestiert sich eine deutliche
Wachstumsverzogerung (Kéhler 1990). Die durch-
schnittliche Korperhdhe erwachsener NF1-Patien-
ten liegt um 7-8 cm unter dem Bevolkerungsmit-
telwert. Auch Makrozephalie wird bereits im Kin-
desalter auffillig, und ein Kopfumfang oberhalb
der 95.-98. Perzentile ist bei NF1-Patienten all-
gemein 2- bis 3-mal hiufiger als im Bevolkerungs-

durchschnitt. Dabei wurden Patienten mit plexifor-
men Neurofibromen am Schidel und solche mit
Hydrozephalus nicht beriicksichtigt. Genu valgum,
Genu varum und Pectus excavatum sind im Kin-
desalter von NF1-Patienten ebenfalls hdufige Auf-
falligkeiten.

Im Gegensatz zu diesen harmlosen morphologi-
schen Charakteristika gehen die Anomalien der
Wirbelsdule und der langen Réhrenknochen mit
hoher Morbiditét einher. In beiden Bereichen ist
Fritherkennung die unabdingbare Voraussetzung
fiir wirksame orthopédische oder chirurgische In-
terventionen. Beziiglich der Details und der Be-
handlungsmethoden sei auf die Handbuchbeitrige
von MacEwen (1990) und Fairbank (1994) hinge-
wiesen.

Skoliosen treten bei NF1 schon im prdadoleszen-
ten Alter, oft schon unter 10 Jahren, auf. Die sich
tiber 6-10 Wirbel erstreckenden C-férmigen Verbie-
gungen unterscheiden sich nur durch das friihe Er-
krankungsalter von den bei Patienten ohne NF1 vor-
kommenden Skoliosen. Scharfe Abwinkelung und
kurzbogige Skoliosen in Bereichen von hochstens
5 Wirbeln sind fast pathognomonisch fiir NF1. Letz-
tere imponieren oft als zervikale Kyphosen. Eine
Korrektur durch intervertebrale Fusion misslingt
oft aufgrund der allgemeinen Rarefikation der Kno-
chensubstanz. Diese kann sich auch in Form von
Exkavationen der Lendenwirbel (vertebral scallo-
ping) manifestieren. Folgenschwere Anomalien der
Rohrenknochen der Extremitdten sind:
¢ Ausdiinnung der Knochensubstanz,

e kongenitale anterolaterale Verbiegung der Tibia
mit Bruchgefihrdung,
e Pseudarthrose an Tibia, Fibula, Ulna und Radi-
us mit Neigung zu nicht heilenden Briichen.
Eine besondere Form von Knochenschidigung
kann durch angrenzende subkutane plexiforme
Neurofibrome hervorgerufen werden. Dabei kann
es sowohl zu tief greifenden Erosionen als auch zu
exzessivem Wachstum kommen (Riccardi 1992).
Die fiir NF1 charakteristischen Knochenanomalien
sind radiologisch von denen gut unterscheidbar,
die bei polyostotischer Fibrodysplasie (McCune-
Albright-Syndrom, MIM 174800) auftreten (Riccar-
di 1992).

GefdBanomalien. Die Fiille der kasuistischen Mittei-
lungen {iber Geféflanomalien und dadurch beding-
te Komplikationen des Krankheitsverlaufs kann
hier keine Beriicksichtigung finden. Grundsitzlich
sind autochthone Gefiflanomalien von solchen zu
unterscheiden, die durch Tumoren bedingt sind,
welche die Gefafifunktion beeintréchtigen.
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Etwa 6% der NF1-Patienten leiden unter Blut-
hochdruck (Ferner 1994a). Bei 1/3 der Patienten
beruht dieser auf Stenosen der Nierenarterie; an-
dere Ursachen sind Aortenisthmusstenose oder das
Vorhandensein eines Phidochromozytoms. Der Nie-
renarterienstenose liegen unterschiedliche mikroa-
natomische Anomalien zugrunde, welche letztlich
auf eine Verdickung der Gefifiwand und eine Ver-
engung des Lumens hinauslaufen (Salyer u. Salyer
1974). Aufler in der Niere beobachteten diese Au-
toren entsprechende Gefiflanomalien im Herz,
Pankreas, Ileum, Thyreoidea, der Milzarterie und
in den Hirnhduten.

Aneurismen der betroffenen Gefifle beruhen of-
fenbar auf einer gestdrten Zytoarchitektur der Ge-
filwand bei gleichzeitiger Verengung des Lumens
durch Hyperproliferation von Spindelzellen und
polygonalen Zellen. Ahnliche Verinderungen wur-
den von Teixeira et al. (1988) in der Mikrovaskula-
tur von Neurofibromen beobachtet, wo besonders
die Verlegung des Lumens durch multiple Fortsit-
ze (Filopodien?) der Endothelzellen auffiel. Neben
der Nierenarterie sind bei NF1-Patienten auch ze-
rebrale Arterien von Stenosen und/oder Aneuris-
men betroffen, die zur Bildung multipler Kollatera-
len fithren konnen. Die histopathologische Unter-
suchung ldsst auch hier eine konzentrische Ver-
dickung der Intima, Spindelzellproliferation und
Aufspaltungen der Elastika erkennen. Eine sponta-
ne Ruptur oder eine Okklusion zerebraler Gefifle
sind bei NF1 wiederholt beschrieben worden. Ins-
gesamt ist die NF1-Vaskulopathie als eine systemi-
sche Stérung des Gefiflsystems zu betrachten, die,
vom Hochdruck abgesehen, relativ selten sympto-
matisch wird.

Beeintrdchtigungen intellektueller Fahigkeiten. Die
Beeintrichtigungen intellektueller ~ Féhigkeiten
durch NF1 und gewisse assoziierte Verhaltens-
storungen sind von Ferner (1994b, 1996) kritisch
dargestellt worden. Die Zuverldssigkeit von Studi-
en iiber diese Problematik ist u.a. an 2 wichtige
Voraussetzungen gebunden:

1. Die intellektuellen Fihigkeiten miissen mit etab-
lierten psychometrischen Methoden quantitativ
ermittelt werden.

2. Andere Ursachen intellektueller Defizite, ins-
besondere Epilepsie und/oder das Vorhanden-
sein von Hirntumoren sind auszuschliefen.

Der durchschnittliche Intelligenzquotient der

NF1-Patienten ist um etwa 10 Punkte geringer als

im Bevolkerungsmittel. Dies gilt fir Angehorige

aller sozioSkonomischen Gruppen. In der Studie

von Ferner et al. (1996) an 105 Kontrollprobanden

und 103 NF1-Patienten ergaben sich folgende 1Q-
Werte und Streubereiche:

o Kontrollen 101,6 (74-146);

o NFI1-Patienten 88,6 (51-129).

Der Anteil geistig retardierter Patienten (IQ<70)
betrug 8% und ist damit etwa 2- bis 3-mal hoher
als im Bevolkerungsdurchschnitt. In 10 Studien,
welche die obigen Voraussetzungen erfiillen [zu-
sammengefasst von North (1999)], betrug die Hau-
figkeit von Lernbehinderung unter Schulkindern
mit NF1 30-65% (im Mittel 53%), wihrend solche
Storungen in dieser Altersgruppe im Bevolke-
rungsmittel nur bei 6-9% auftreten. Die im All-
gemeinen geringfiigige Intelligenzminderung von
NF1-Patienten betrifft nicht alle geistigen Teilfunk-
tionen gleichermaflen, jedoch sind sowohl verbale
als auch nonverbale Fahigkeiten betroffen. Die auf-
falligsten Defizite bestehen bei der rdumlichen
Orientierung, der visuellen Perzeption und beim
Kurzzeitgeddchtnis. Verhaltensanomalien wie Hy-
peraktivitit, Konzentrationsschwiche, schlechte
motorische Koordination und Mingel bei Planung
und Organisation erschweren den Lernprozess zu-
sdtzlich. Aufgrund der von North (1999) zusam-
mengestellten Ergebnisse mehrerer Studien ist mit
einiger Regelmifigkeit ein Defizit der Fihigkeit
zur Lageorientierung (judgement of line orienta-
tion: JLO) festzustellen, sodass dies der beste Indi-
kator der fiir NF1 charakteristischen kognitiven
Schwierigkeiten zu sein scheint.

Atiologisch wurden die Lernbehinderungen und
Verhaltensanomalien jugendlicher NFI1-Patienten
mit den postmortal im Gehirn nachweisbaren Fol-
gen von Migrationsstérungen von Neuronen und
Gliazellen in Zusammenhang gebracht. Hierzu
gehoren neuronale Heterotopien in der weiflen
Substanz, Stérungen der kortikalen Zytoarchitek-
tur und Schichtung sowie Anzeichen lokaler glialer
Proliferation (Rosman u. Pearce 1967; Rubinstein
1986). Nach Einfithrung der Kernspintomografie
(NMR) wurden im Gehirn jugendlicher NFI-Pa-
tienten bei T,-Gewichtung kontrastreiche Objekte
beobachtet, die im Erwachsenenalter verschwin-
den. Sie finden sich v.a. in den Basalganglien, im
Zerebellum, Hirnstamm und in der subkortikalen
weiflen Substanz. Ihre Hiufigkeit liegt in verschie-
denen Erhebungen bei 43-79%, jedoch scheint die-
se Variabilitdt hauptsichlich auf der Altersabhén-
gigkeit ihres Vorkommens zu beruhen. Aufgrund
ihrer unbekannten Natur erhielten sie den Namen
UBO (unidentified bright objects). Zahlreiche Ar-
beitsgruppen haben sich in der Folgezeit der Frage
gewidmet, ob Vorkommen, Lokalisation, Anzahl
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und Volumen der UBO mit den intellektuellen De-
fiziten der NF1-Patienten korreliert seien [Literatur
bei North (1999)]. Obwohl die kontroverse Diskus-
sion dariiber nicht beendet ist, gibt es einige pri-
zise Studien, welche eine solche Korrelation zwei-
felsfrei belegt haben (North et al. 1994; Joy et al.
1995). Dabei scheint die beeintrichtigte Lageorien-
tierung (JLO) mit dem Vorkommen der UBO im
Bereich der Basalganglien am besten zu korrelie-
ren. Histologisch haben sich die UBO als Folgen
dysplastischer und hyperplastischer Gliaproliferati-
on und intramyeliner Odeme erwiesen (DiPaolo et
al. 1995).

Einen gewissen Zugang zu den mdglichen Ursa-
chen der Lernbehinderung bei NF1 haben Modell-
organismen wie die Nfl(+/-)-Maus und Drosophila
melanogaster mit Mutationen im Neurofibromin-
gen erdffnet. Dies wird Gegenstand der Kapitel
5.2.44 ,Pathogenese der nichtneoplastischen
Symptome der NF1“ und 5.2.5 ,Kiinstliche Tier-
modelle der NF1“ sein.

5.2.1.4 Varianten

Es gibt eine Reihe von Varianten der NFI, die ent-
weder auch als autosomal-dominant erbliche Enti-
titen bekannt sind oder bisher nur als sporadische
Fille auftraten. Sie entsprechen nicht den diagnos-
tischen Kriterien, fallen aber z.T. durch zusitzliche
Symptome auf. Thre Klassifizierung ist immer wie-
der auf Schwierigkeiten gestoflen. Die Riccardi-Un-
terscheidung mit 8 Formen der NF1 hat sich nicht
durchgesetzt; ihr lagen zwar sehr genaue Analysen

des klinischen Phanotyps zugrunde, jedoch fehlte
bei den Typen NF3 (mixed), NF4 (variant), NF7
(late onset) und NF8 (not otherwise specified) der
Nachweis der Vererbung (Riccardi 1992). Die spit
manifestierende Form (NF7) ist inzwischen durch
mindestens eine Beobachtung der Vererbung als
genetische Entitét belegt (Theiler et al. 1991).

Die Klassifizierung von Carey u. Viskochil
(1999) orientiert sich an verschiedenen phinotypi-
schen Kategorien, wie: atypisch und/oder segmen-
tale Manifestation, verwandte Formen mit zusétz-
licher Symptomatik und der schweren Manifestati-
onsform bei den meisten Trigern einer vollstindi-
gen Deletion des NF1-Gens. Wir folgen hier die-
sem Schema in vereinfachter Form, beriicksichti-
gen aber nur die Varianten, fiir deren allelische
oder nichtallelische Relation zu NF1 es empirische
Belege gibt (Tabelle 5.3).

Segmentale NF1; der sichtbare Mosaikstatus. Die
hiufigste Variante ist die des Mosaikstatus, der
sich oft, aber nicht durchgingig, in Form der seg-
mentalen Manifestation darstellt. Im Prinzip kann
der Mosaikstatus entweder durch somatische Mu-
tationen wihrend der Ontogenese oder, bei beste-
hender konstitutioneller Mutation, durch somati-
sche Riickmutation zustande kommen. Der letztere
Mechanismus wird auflerordentlich selten sein, da
nur bestimmte Arten von Mutationen revertieren
konnen und hierfiir positionsspezifische Ereignisse
erforderlich sind.

In Abhingigkeit vom Zeitpunkt und Ort (Zell-
population, Gewebe) der Mutationen kann ein ge-

Tabelle 5.3. Autosomal-dominant erbliche Krankheiten des Formenkreises der Neurofibromatose Typ 1

Krankheit Wichtigste Symptome Genetische Relation zu NF1
Allelisch Nichtallelisch
NF1 S. Diagnostische Kriterien (Kapitel 5.2.1.1 ,,Diagnostische
Kriterien“)
Segmentale NF (NF5) Teilmanifestation der NF1 in einem Kérpersegment Mosaikstatus
Familidre spinale NF  Multiple Neurofibrome im Spinalkanal, oft paarig; CALF nur + +
bei der NF1-gekoppelten Form? Locusheterogenitit
Familiiire CALF Multiple CALF; keine Lisch-Knélchen, kein Freckling, keine + +
Neurofibrome, Intelligenzminderung Locusheterogenitit
Gastrointestinale NF  Neurofibrome ausschliefilich im Magen-Darm-Trakt; unvoll- i i
standige Penetranz; Beginn im Erwachsenenalter
Watson-Syndrom Zusitzlich zu NF1-Symptomatik: Pulmonalstenose, Intelligenz- +

NF-Noonan-Syndrom,
NF-NS

minderung

Zusitzlich zu NF1-Symptomatik: Pulmonalklappenstenose,
Pterygium colli, Minderwuchs, Intelligenzminderung, unvoll-
standige Penetranz

1 1
Locusheterogenitit
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netisches Mosaik auf die Keimbahn oder auf die
somatischen Zellen beschrinkt sein oder beide
Zellpopulationen betreffen. In diesem Fall wird
von einem gonadosomatischen Mosaik gesprochen.
Der im englischen Schrifttum verwendete Aus-
druck ,gonosomal® sollte vermieden werden, da er
seit Jahrzehnten fiir die Bezeichnung der Mosaike
von Aneuploidien der Geschlechtschromosomen
sinnvoll verwendet wird. Bei einer autosomal-do-
minant erblichen Krankheit mit vollstindiger Pe-
netranz weckt das Vorkommen von 2 oder mehr
betroffenen Nachkommen gesunder Eltern den
Verdacht auf ein Keimbahnmosaik bei einem der
Eltern. Die Nachkommen zeigen in der Regel das
volle Krankheitsbild. Diese Konstellation ist bereits
in allen frithen Familienuntersuchungen iiber NF1
beobachtet worden. Den ersten molekularen Nach-
weis eines solchen Keimbahnmosaiks fiihrten
Ldzaro et al. (1995): 2 an NF1 erkrankte Kinder
gesunder Eltern trugen als konstitutionelle Mutati-
on des NF1-Gens eine 12021-bp-Deletion, die sich
ebenfalls in 10% der Spermatozoen des Vaters
fand, nicht aber in seinen Lymphozyten. Oftmals
férdert die sehr genaue Untersuchung der Eltern
in einem solchen Fall Anzeichen einer Minimalma-
nifestation der Krankheit zutage, wie z.B. einzelne
CALE, ein Neurofibrom oder sogar nur Lisch-
Knétchen (Riccardi u. Lewis 1988).
Gonadosomatische Mosaike konnen als segmen-
tale NF1 oder als milde generalisierte Manifestati-
on der NF1 in Erscheinung treten. Riccardi (1982)
gab der segmentalen NF1 die Bezeichnung NF5.
Viskochil u. Carey (1994) haben aus der Original-
literatur 59 Fille segmentaler NF1 zusammen-
gestellt. 90% der Patienten hatten dermale Neurofi-
brome, 12% zusitzlich ein plexiformes Neurofi-
brom oder nur ein solches, CALF fanden sich bei
19 von 57 (1/3) und Freckling hatten 7 von 57 Pa-
tienten (12%). Keiner der Patienten wies alle 4
Merkmale auf, und nur 4 zeigten die Merkmals-
kombination Neurofibrome, CALF und Freckling.
Ruggieri et al. (1999) beobachteten im Rahmen
einer umfangreichen Studie iiber segmentale NF1
9 Familien, in denen ein Patient mit segmentaler
Manifestation Nachkommen mit dem vollstindigen
Krankheitsbild hatte. Somit ist auch der gonadoso-
matische Mosaikstatus bei NF1 phénotypisch und
formalgenetisch belegt. Der Mosaikstatus bei
NF1-Patienten mit Neumutationen wurde mit Hilfe
von LOH-Studien an multiplen polymorphen Mar-
kern der NF1-Genregion in 5 Fillen von groflen
Deletionen des NF1-Gens nachgewiesen (Colman
et al. 1996; Ainsworth et al. 1997; Wu et al. 1997;
Rasmussen et al. 1998; Streubel et al. 1999).

Die Hiufigkeit von Mosaiken wird bei NF1 und
bei anderen autosomal-dominant erblichen Tumor-
krankheiten unterschitzt. Bei NF1, so argumen-
tiert Zlotogora (1993), kénnte dies 2 Griinde ha-
ben.

1. NF1-Gen-Mutationen in frithen Keimzellstadien,
die also ein Keimbahnmosaik erzeugen, konnten
auflerordentlich selten sein. Dies konnte die Sel-
tenheit von NF1-Familien mit mehreren betrof-
fenen Kindern von gesunden Eltern erkléren.

2. Die meisten postzygotischen Mutationen ge-
schehen in der frithen Embryogenese, erzeugen
also gonadosomatische Mosaike, von denen wie-
derum der grofite Teil nicht segmental, sondern
in generalisierter Form manifestiert. Unter den
leicht betroffenen sporadischen NF1-Patienten
wird mit einem hoéheren Anteil von Mosaiken
zu rechnen sein als bisher angenommen. Auch
bei NF2 (s. Kapitel 5.4.4 ,Formalgenetik®) wer-
den in zunehmendem Mafl Mosaikfille be-
schrieben (Evans et al. 1998b; Kluwe u. Maut-
ner 1998). Gleiches gilt fiir beide Formen der
tuberdsen Sklerose (Verhoef et al. 1999).

Familidre spinale NF. Die familidre spinale NF ist
durch multiple, oft paarige spinale Neurofibrome
in potenziell allen spinalen Segmenten gekenn-
zeichnet. Kutane, subkutane und diffuse plexifor-
me Neurofibrome fehlen, wie auch andere typische
Symptome und Komplikationen der NF1. Hiufiger
als bei NF1 kommt es zur malignen Entartung. Bei
der Analyse auf Kopplung mit dem NF1- bzw.
NF2-Gen-Locus bei 4 Familien, in denen die
Krankheit entsprechend dem autosomal-dominan-
ten Vererbungsmodus segregierte, erwiesen sich 3
als mit dem NF1-Gen gekoppelt (Pulst et al. 1991;
Poyhonen et al. 1997; Ars et al. 1998). Kopplung
mit dem NF2-Locus konnte bei 2 dieser Familien
ausgeschlossen werden und entfiel aufgrund des
Nachweises der zugrunde liegenden NF1-Gen-Mu-
tation bei der 3. Patientin (Ars et al. 1998). Den
Patienten dieser 3 Familien war das Vorhandensein
zahlreicher CALF gemeinsam. Demgegeniiber fehl-
ten jegliche Pigmentierungsanomalien bei der 4.
Familie (Pulst et al. 1991), bei der die Krankheit
nicht mit dem NF1-Gen segregierte. Bei dieser NF-
Variante besteht also Locusheterogenitit, und die
zu NF1 allelische Form scheint sich durch Pigmen-
tierungsanomalien als zusétzliches Symptom zu er-
kennen zu geben.

Auf CALF beschrinkte Variante der NF1. Diese aufler-
ordentlich seltene Variante der NF1 wurde erst-
malig von Parkes Weber (1909) beschrieben. Ric-
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cardi (1980) bestitigte an 2 Familien die auto-
somal-dominante Vererbung des Merkmals sowie
das Fehlen von Neurofibromen und der anderen
Pigmentierungsanomalien der NFI. Die Patienten
fielen auch durch geistige Retardierung auf. Abe-
liovich et al. (1995) gelang es, enge Kopplung zwi-
schen dem autosomal-dominant erblichen Merk-
mal ,familidre CALF“ und dem NF1-Gen-Locus
nachzuweisen. Jedoch zeigt auch diese Variante
Locusheterogenitit, denn Brunner et al. (1993)
und Charrow et al. (1993) schlossen fiir je eine Fa-
milie die Kopplung dieses Merkmals mit NF1 aus.
Die sich somit erdffnende Méglichkeit der Existenz
eines 2. Gens mit Mutationen, die zur Entstehung
multipler CALF fiihren, legt den Gedanken nahe,
dass schwach hypomorphe Allele eines solchen
Gens zur intrafamilidren Variabilitit der Anzahl
der CALF im Sinn modifizierender Gene beitragen
kénnten.

Watson-Syndrom. Das Watson-Syndrom ist durch ei-
ne meist abgeschwichte Manifestationsform der
NF1 mit den zusitzlichen Symptomen Pulmonal-
stenose und eine bei allen Patienten einer Familie
gleichmiBige Intelligenzminderung gekennzeich-
net. Allanson et al. (1991) bewies Kopplung dieser
autosomal-dominant erblichen Merkmalskombina-
tion mit dem NF1-Gen und Upadhyaya et al. (1992)
fanden bei einer Familie eine 80-kb-Deletion des
NF1-Gens. Die Mutationsanalyse an einer gréfieren
Stichprobe wird Aufschluss dariiber geben kénnen,
ob diese offensichtlich allelische Variante von NF1
durch eine bestimmte Kategorie oder Lokalisation
von NF1-Gen-Lisionen bedingt ist.

Gastrointestinale NF. Die gastrointestinale NF ist ei-
ne weitere Variante, die in ihrer reinen Form
durch ausschliefllich auf den Magen-Darm-Trakt
begrenzte Neurofibromatose gekennzeichnet ist.
Andere Symptome der NF1 und NF2 treten nicht
auf. Der Stammbaum der von Lipton u. Zucker-
brod (1966) beschriebenen Familie ist mit auto-
somal-dominanter Vererbung vereinbar. Die intes-
tinalen Neurofibrome werden meist erst im mitt-
leren oder spiten Lebensalter symptomatisch. Eine
Analyse der genetischen Beziehung zu NFI1 liegt,
wohl aufgrund der auflerordentlichen Seltenheit
der Krankheit, noch nicht vor. Neurofibrome des
Gastrointestinaltrakts finden sich bei der klassi-
schen NF1 mit einer Héufigkeit von 2,2% (Huson
et al. 1988).

NF1-Noonan-Syndrom. Mit ,NF1-Noonan-Syndrom“
(NF-NS) wird die relativ hiufig beschriebene As-

soziation der NF1 mit NS benannt. Sie ist Gegen-

stand einer kontroversen Diskussion iiber die

méglichen Ursachen, die diesem Phinomen zu-
grunde liegen. NS ist eine relativ hdufige auto-
somal-dominant vererbte Krankheit mit variabler

Expressivitit und unvollstindiger Penetranz. Ihre

wichtigsten Symptome sind: angeborenes Pterygi-

um colli, Minderwuchs, angeborene Herzfehler, be-
sonders Pulmonalklappenstenose (verschieden von
der Pulmonalstenose bei Watson-Syndrom), cha-
rakteristische Fazies und Intelligenzdefekte. Nicht
alle Beobachtungen von NF-NS halten der Anwen-
dung strenger diagnostischer Mafistibe fiir NS
stand (Carey 1998). Keine der bisher beschriebe-
nen Familien, in denen NF1 und NS entweder voll-
stindig oder partiell kosegregieren, ist wider-
spruchsfrei deutbar. Es gibt Hinweise auf Locushe-
terogenitit des NS mit je einem Gen auf 12q (Ja-
mieson et al. 1994) und auf 17q [nicht in unmittel-
barer Nachbarschaft zum NFIl-Locus (Bahuau et
al. 1998)]. Aufgrund der Variabilitit der Phino-
typen beider Krankheiten und der unvollstindigen

Penetranz schlielen sich manche der im Folgen-

den aufgefiihrten Hypothesen nicht aus:

e Es handelt sich um Zufallsassoziationen der bei-
den Krankheiten (Erwartungswert der Hiufig-
keit 1:8x10°)

e NF-NS, aber nicht NS, ist eine allelische Varia-
nte von NF1. Symptome des NS wiren in die-
sem Fall als Bestandteile des variablen Manifes-
tationsspektrums von NF1 zu deuten. Die dis-
kordante Segregation von NF1 und NS in NF-
NS-Familien beruht auf der bekannten Unvoll-
stindigkeit der Penetranz des NS.

¢ Die diskordante, aber nicht zufallsgemifle Se-
gregation von NF1 und NS in NF-NS-Familien
beruht auf relativ enger Kopplung der beiden
Gene auf 17q (Bahuau et al. 1998).

¢ Die konkordante Segregation der NF1- und NS-
Merkmale in manchen Familien mit NF-NS und
der Nachweis einer kosegregierenden NF1-Gen-
Mutation zeigen, dass NF-NS eine zu NF1 alle-
lische genetische Entitit darstellt (Carey 1998).

5.2.2 Genetik der NF1
5.2.2.1 Formalgenetik

Bei autosomal-dominantem  Vererbungsmodus
wird ein 1:1-Verhiltnis von Betroffenen zu Gesun-
den unter den Nachkommen der Patienten erwar-
tet. Fiir die Erhebung dieses Segregationsverhalt-
nisses kommen nur solche Familienstudien in Be-
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tracht, bei denen klar zwischen NF1 und NF2 un-
terschieden wurde, denn die Aussage sollte sich
auf eine einheitliche genetische Entitit beziehen.
Es konnte z.B. die intrafamilidre Variabilitit der
peripheren Symptomatik in NF2-Familien, die
nicht als solche erkannt wurden, unvollstindige
Penetranz der NF1-Gen-Defekte vortiuschen. Dies
mag einer der Griinde dafiir sein, dass in &lteren
Serien immer wieder von ,iibersprungenen Gene-
rationen“ berichtet und mithin auf unvollstindige
Penetranz geschlossen wurde. In der bereits er-
wihnten Studie von Crowe et al. (1956) erfiillten
26 der 107 einbezogenen NF1-Familien die Voraus-
setzung, dass alle lebenden Mitglieder examiniert
werden konnten. Zwar haben diese Autoren noch
nicht zwischen NF1 und NF2 unterschieden, je-
doch war keine der (aus heutiger Sicht) mindes-
tens 5 NF2-Familien dieser Studie in dieser Stich-
probe von 26 Familien enthalten. In 3 Studien er-
gab sich unter 161 Nachkommen von NF1-Patien-
ten ein Segregationsverhaltnis von 79:82 (NF1:ge-
sund) (Crowe et al. 1956; Samuelsson u. Akesson
1988; Huson et al. 1989). Diese Segregationsver-
hiltnisse belegen autosomal-dominante Vererbung
mit vollstindiger Penetranz. Bei einer Krankheit
mit einem so hohen Maf} an variabler Expressivitit
ist jedoch durchaus mit einem gewissen Anteil an
Gentrigern zu rechnen, welche die diagnostischen
Kriterien nicht vollstindig erfiilllen und zwischen
einem betroffenen Groflelternteil und Kindern mit
der vollstdndigen Ausprigung des Krankheitsbilds
stehen, also nicht den Status des somatischen Mo-
saiks (s. unten) reprisentieren. Hierauf wird im
Zusammenhang mit der Frage nach der Bedeutung
modifizierender Gene fiir die variable Expressivitdt
der NF1 eingegangen (s. Kapitel 5.2.4.5 ,Ursachen
der variablen Expressivitit der NF1“).

Seit Mutationen des NF1-Gens auf molekularer
Ebene nachgewiesen werden konnen, bestitigt sich
der autosomal-dominante Erbgang auch durch de-
ren regelmiflige Kosegregation mit der Krankheit.

Die genetische Fitness - definiert als die Anzahl
der Nachkommen pro Person in Relation zum
Bevolkerungsmittel - ist bei NF1-Patienten mit etwa
0,5 deutlich vermindert. Es besteht diesbeziiglich
ein auffilliger Geschlechtsunterschied: Ménner
0,31-0,41; Frauen: 0,60-0,78 (Samuelsson u. Akes-
son 1989, 1989; Huson et al. 1989). Eine verringerte
Tendenz zur Fortpflanzung scheint die wesentliche
Ursache der reduzierten Fitness zu sein.

Frithere Berichte iiber eine Abhingigkeit des
Schweregrads der Krankheit bei den Nachkommen
vom Geschlecht des iibertragenden Elternteils ha-
ben sich nicht bestitigt. Auch besteht, im Gegen-

satz zu manchen anderen autosomal-dominant
erblichen Krankheiten, kein Einfluss des Alters der
Eltern auf die Haufigkeit sporadischer Fille [Neu-
mutationen; Huson et al. (1989)].

Homozygote oder komplex Heterozygote fiir
NF1-Gen-Mutationen sind noch nicht beobachtet
worden. Die intrauterine Letalitdit der am NFI-
Gen-Locus homozygot defizienten Maus (Jacks et
al. 1994a; Brannan et al. 1994; s. Kapitel 5.2.5
»Kiinstliche Tiermodelle der NF1“) legt es nahe,
anzunehmen, dass der vollstindige Funktionsver-
lust des NF1-Gens auch beim Menschen prinatale
Letalitdt verursacht.

5.2.2.2 Charakteristika des NF1-Gens

Viktor A. McKusick (1998) Klassifizierte die
menschlichen Gene ihrer Gréfle nach in 5 Katego-
rien: small, medium, large, giant, mammoth.

Das NF1-Gen ist mit seiner Linge von 335 kb in
die Gruppe der riesigen Gene (giant) einzuordnen.
Wie die Zusammenstellung der wichtigsten Cha-
rakteristika des NF1-Gens in Tabelle 5.4 zeigt, ist
es zugleich ein sehr komplexes Gen, das durch ei-
ne extrem heterogene Grofenverteilung seiner In-
trons gekennzeichnet ist, eine konservierte grofle
3-UTR besitzt, die etwa 28% des grofiten Tran-
skripts beansprucht, und das 4 inserierte Gene
enthilt. Der sehr geringe Anteil der Protein kodie-
renden Sequenzen von 2,6% reflektiert die extreme
Groflenzunahme der Introns des NF1-Gens wih-
rend der Phylogenese der Wirbeltiere. Dies geht
aus einem Vergleich mit dem NF1-Gen des Puffer-
fischs Fugu rubripes hervor, des Trigers des zweit-
kleinsten  Vertebratengenoms (400 Mb).  Das
NF1-Gen von Fugu ist mit 27 kb 13-mal kleiner als
das des Menschen (Kehrer-Sawatzki et al. 1998).
Da das groflitmogliche Leseraster mit 8302 bp bei
Fugu nur um 299 Nukleotide kleiner ist als das
des menschlichen NF1-Gens und der grofite Anteil
dieses Defizits (76%) dem Fehlen der Exons 9a,
12b und 48a zuzuschreiben ist, geht die {iberpro-
portionale Gréfenzunahme des NF1-Gens fast
vollstindig auf eine Verlingerung der Introns
zuriick. In der Tat weichen nur 6 der 57 Exons des
Fugu-NF1-Gens in ihrer Gréfle von den homolo-
gen Exons im NF1-Gen des Menschen ab. Introns
1 und 27b beanspruchen mit etwa 115kb und
60,5 kb etwas mehr als die Hilfte der gesamten
Ausdehnung des menschlichen NF1-Gens.

Einen Uberblick iiber die Exon-Intron-Struktur
des humanen NF1-Gens gibt Tabelle 5.5. Vergleiche
der NF1-cDNA-Sequenz mit in Datenbanken ge-
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Tabelle 5.4. Charakteristika des NF1-Gens

Lokalisation
Linge

Transkriptionsrichtung

Grofites mbgliches Leseraster (inklusive der alternativ ge-
spleifiten Exons 9a, 23a und 48a)

Anteil der Protein kodierenden Sequenzen
5'-UTR und 3'-UTR der NF1-mRNA

Funktionelle Domiine kodiert durch (GAP-related domain,
GRD)

2 sehr grofle Introns
Kleinstes Intron
3 inserierte Gene in Intron 27b, Transkriptionsrichtung

Aufbereitetes Pseudogen in Intron 37, Transkriptionsrich-
tung

Promotorregion

17q11.2
335kb
17cen—17qter
8601 bp

2,57%
484 bp bzw. 3512 bp

Exons 21-27a, 366 AA aufgrund von Homologievergleichen
Exons 22-26, 230 AA, minimale Funktionseinheit in vitro

Nr. 1: ungefihr 115 kb; Nr. 27b: 60,5 kb
Nr. 20: 120 bp

OMGP-6-kb-EVI2B-3,7 kb-EVI 2A
17qter—17cen

wAK3 mit intaktem Leseraster
17cen—17qler

GC-reich, kein TATA-, kein CCAAT-Motiv, TATA -Inr"

Tabelle 5.5. Lingen und Positionen der Exons und Introns des NF1-Gens, nach Li et al. (1995) mit Ergénzungen

Exon Nr. ‘¢cDNA-Position  Linge [bp]  Intron [kb]

1 1 544/60 ca. 15
kodierend
2 61 144 3,10
& 205 84 4,1
da 289 195 6,5
4b 484 103 11,4
4c 587 68 0,22
5 655 76 0,80
6 731 158 17,7
7 889 174 0,40
8 1063 123 0,2
L 1186 75 1,6
9a 1231 30 3,1
10a 1261 132 4.4
10b 1393 135 4,0
10c 1528 114 2,5
11 1642 80 0,54
12a 1722 124 1,5
12b 1846 156 152
13 2002 250 0,49
14 2252 74 0,23
15 2326 84 1,3
16 2410 441 0,38
17 2851 140 0,28
18 2991 123 0,46
19a 3114 84 1,2
19b 3198 117 0,55
20 3315 182 0,12
21 3497 212 22
22 3709 162 0,14
23-1 3871 104 12,9

23-2 3975 136 4,0

Exon Nr.  cDNA-Position Linge [bp] Intron [Kkb]

23a 4111 63 6,0
24 4111 159 0,53
25 4270 98 1,25
26 4368 147 1,27
27a 4515 147 33
27b 4662 111 60,5
28 4773 433 1,3
29 5206 341 2,7
30 5547 203 4.3
3l 5750 194 1,55
32 5944 141 0,15
33 6085 280 0,40
34 6365 215 0,24
35 6580 62 0,15
36 6642 115 0,57
37 6757 102 1,7
38 6859 141 24
39 7000 127 6,0
40 7127 132 0,93
41 7259 136 2,0
42 7395 158 4,0
43 7553 123 0,35
44 7676 131 0,18
45 7807 101 1,1
46 7908 143 0,35
47 8051 47 1.4
48 8098 217 06,5
48a 8315 54 6,7
49 8315 3665/153
kodierend
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speicherten Sequenzen lieflen einen hohen Grad
von Ahnlichkeit in einem etwa 1080 bp umfassen-
den Abschnitt zu einem entsprechenden Segment
der beiden Gene IRA1 und IRA2 von Saccharomy-
ces cerevisiae erkennen, die fiir negative Regulato-
ren der Ras-Proteine (Rasl und 2) kodieren (inhi-
bitor of Ras). Die monomeren GTP/GDP-binden-
den Proteine der Ras-Superfamilie sind im GTP-
beladenen Zustand funktionell aktiv. Ihre physio-
logische Inaktivierung erfolgt durch die Stimulati-
on ihrer meist geringen intrinsischen GTPase-Ak-
tivitdt durch GTPase-aktivierende Proteine (GAP),
welche diese G-Proteine in den inaktiven, GDP-ge-
bundenen Zustand iberfiihren. Das erste GAP der
Sauger, pI120GAP, wurde von Trahey u. McCormick
(1987) beschrieben. Die zueinander homologen
katalytischen Dominen des pl120GAP und des
Neurofibromins erhielten die Bezeichnung GRD,
von ,GAP-related domain“. Die GRD-kodierende
Sequenz des NF1-Gens beginnt in Exon 21 und
endet in Exon 27a. Diese Zuordnung beruht auf
Vergleichen der Homologie zu den entsprechenden
katalytischen Domédnen anderer GAP, insbesondere
der beiden IRA-Proteine und des p120GAP. Das in
Form von Expressionskonstrukten der NF1-GRD
transfizierte Fragment des Neurofibromingens ver-
mag ira-Mutanten von Saccharomyces cerevisiae
ebenso zu komplementieren, wie die entsprechen-
de Domine des pl20GAP (Ballester et al. 1990;
Martin et al. 1990; Xu et al. 1990a,b). Genauere
Struktur-Funktions-Beziehungen der NF1-GRD
werden im Zusammenhang mit den Eigenschaften
des Neurofibromins behandelt (s. Kapitel 5.2.3
»Neurofibromin®).

In das NF1-Gen inserierte Gene. Bei der Suche nach
dem NF1-Gen wurden zuerst Protein kodierende
Sequenzen des EVI2B-Gens gefunden. Bei der
Analyse der Translokationsbruchpunktregionen (s.
Kapitel 5.1 ,Einleitung®“) wurden 3 im Intron 27b
des NF1-Gens liegende Gene gefunden; ihre Eigen-
schaften sind in Tabelle 5.6 wiedergegeben. Diese
3 relativ kleinen Gene enthalten nur je ein Intron,
das jeweils ein kurzes, nichtkodierendes Exon von
einem ldngeren kodierenden Exon trennt. Somit
ist das 1. Exon ein Bestandteil der 5-nichttrans-
latierten Region (5-UTR). Die Bezeichnungen
EVI2A und EVI2B der ersten beiden Gene dieser
inserierten Gruppe weisen auf die Homologie mit
einem orthologen Doublett der Maus hin, das 1
von 5 Integrationsorten 6kotroper C-Typ-Retrovi-
ren in myeloischen Leukdmiezellen von BXH-
2-Méusen kennzeichnet. Auch bei der Maus liegen
diese beiden Gene im Intron 27b des NF1-Gens,

Tabelle 5.6. Eigenschaften der Gene OMGp (Oligodendrozy-
tenmyelinglykoprotein), EVI2A und EVI2B (ecotropic viral
integration site), die im Intron 27b des NF1-Gens liegen

Gen OMGp EVI2B EVIZA
Abstand 6315 3408
Gen® 3013 10202 4202
Transkript® 2047 1863 1325
Leserahmen” 1320 1345 699
5'-UTR* 490 78 411
3-UTR 343 440 626
Intron 818 8339 2467
Promoter TATA/ Nicht bekannt Nicht bekannt
CAAT-Typ
Protein 440 448 232

|Aminosduren|

Groflenangaben in Basenpaaren.

* Berechnet ab der 1. Base der bekannten 5'-Sequenz der je-
weiligen Transkripte nach Cawthon et al. (1990, 1991), Vis-
kochil et al. (1991) bzw. im Fall des OMGp-Gens ab der
CAAT-Box (Position 8788-8791, GenBank accession Nr. 1
05367).

® Vom Start- bis zum Stoppkodon.

das auf Chromosom 11 in der zum proximalen
Segment von 17q des Menschen orthologen Region
lokalisiert ist (Buchberg et al. 1990b). Beide Gene
werden in Zellen der myeloischen Reihe expri-
miert, jedoch sind weder ihre Aktivierung noch
ihre Inaktivierung durch retrovirale Integration
das transformierende Ereignis, sondern die da-
durch verursachte Inaktivierung des NF1-Gens
(Largaespada et al. 1995) (s. auch Kapitel 5.2.4.2
»Mechanismen der Tumorgenese bei NF1).

Die murinen C-Typ-Retroviren werden entspre-
chend der Herkunft der von ihnen beanspruchten
Wirtsrezeptoren klassifiziert. Okotrope (engl.: eco-
tropic) Retroviren kdnnen nur an murine Rezep-
toren binden. Demgegeniiber erkennen xenotrope
Retroviren nur fremde, nichtmurine Rezeptoren,
wihrend ampho- bzw. polytrope sowohl fremde
als auch murine Rezeptoren zur Infektion benut-
zen.

Das in ihrer gemeinsamen Transkriptionsrich-
tung letzte dieser 3 Gene kodiert fiir das Oligoden-
drozytenmyelinglykoprotein (OMGp), das im Ge-
hirn und im Riickenmark exprimiert wird und
sich intrazellulir in Oligodendrozyten sowie an
den Perikarya und in den Axonen grofler Neuro-
nen findet (Habib et al. 1998a). Sein Expressions-
spektrum zeigt weitgehende Uberschneidungen
mit dem des NF1-Gens (s. auch Kapitel 5.2.2.6
»Expressionsmuster des NF1-Gens®“). Wird OMGp
in NIH3T3-Zellen iiberexprimiert, erweist es sich
als ein negativer Wachstumsregulator, der die mi-
togene Wirkung von PDGF auf diese Zellen zu
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hemmen vermag (Habib et al. 1998b). Das 4. der
in das NF1-Gen inserierten Gene erwies sich als
ein aufbereitetes Pseudogen mit hoher Homologie
zum autochthonen Gen der Adenylatkinase 3
(AK3) auf 9p. Letzteres beansprucht 30 kb, wih-
rend das intronlose wAK3, das mit gleicher Tran-
skriptionsrichtung im Intron 37 des NF1-Gens
liegt, nur 1700 bp einnimmt, die ein Leseraster
von 669 bp beherbergen. Nur 3 der 13 Basensub-
stitutionen, in denen sich das wAK3- vom
AK3-Gen unterscheidet, liegen in der kodierenden
Region und sind synonyme Austausche (Xu et al.
1992a).

Promotorregion. Mit einem (G+C)-Gehalt von
37,5% liegt das NF1-Gen als Ganzes in einer leich-
ten Isochore vom Typ LI, die innerhalb von 10 kb
nach seinem 3’-Ende von einer schweren Isochore
(H II) mit 51% (G+C) gefolgt wird (Eisenbarth et
al. 2000b). Dennoch wird das NF1-Gen von einer
(G+C)-reichen Promotorregion aus transkribiert,
die weder das TATA- noch das CCAAT-Motiv ent-
halt. Der Startpunkt der Transkription (Nukleotid
+1) liegt im NF1-Gen des Menschen 484 bp ober-
halb des Translationsstartkodons. Wie bei TATA-
losen Promotoren erwartet, gibt es alternative
5’-Enden; sie liegen bei der NF1-mRNA des Men-
schen und der Maus bei +22 und -11. Die entspre-
chenden Transkripte wurden mit Hilfe von Primer-
extensionsexperimenten (Marchuk et al. 1991) und
mit dem RNAse-Protektionstest (Hajra et al. 1994)
nachgewiesen. Keine der 3 mdglichen Transkripti-
onsstartsequenzen entspricht der Konsensusse-
quenz PyPyA.;N-T/A-PyPy des Transkriptionsini-
tiators (Inr), wie sie von Javahery et al. (1994) er-
mittelt wurde. Demnach ist der engere Promotor
des NF1-Gens ein TATA™-Inr"-Promotor. Auch dies
gilt gleichermaflen fiir die entsprechenden Sequen-
zen bei der Maus. Potenzielle cis-regulatorische Se-
quenzelemente sind im 5'-flankierenden Bereich
des NF1-Gens zahlreich vertreten. Es ist bemer-
kenswert, dass eine ganze Reihe solcher Motive
bereits in der 484 bp umfassenden Sequenz liegen,
welche die 5'-UTR kodiert. Hier finden sich 2 po-
tenzielle Bindungsstellen fiir den ubiquitéren Tran-
skriptionsfaktor Spl und 5 solcher Elemente fiir
Ap2. Dieser letztere Transkriptionsfaktor wird in-
teressanterweise iiberwiegend in Zelltypen expri-
miert, die ontogenetisch von der Neuralleiste ab-
stammen. Weitere potenzielle cis-regulatorische Se-
quenzmotive der 5-UTR sind auch als Anteile an
den Verstirkern (enhancers) des Insulin- bzw. des
Apolipoprotein-E2-Gens bekannt. Diese Besetzung
der 5'-UTR eines Gens mit 9 potenziellen cis-regu-

latorischen Sequenzelementen ist ungewdhnlich.
Motive, die in der Regel oberhalb des Transkripti-
onsstarts liegen, nehmen hier die Positionen von
»downstream promoter elements“ (DPE) ein, die
sonst auf die Sequenzen bis etwa +35 beschrinkt
sind, bis wohin sich der gebundene basale Initiati-
onskomplex erstreckt (Burke u. Kadonaga 1996).
TIhre funktionelle Bedeutung im Kontext der ge-
samten Promotorstruktur des NF1-Gens ist noch
nicht geklart. Als isolierter Bestandteil eines Luci-
ferasereportergenkonstrukts mit dem 5-UTR-An-
teil von +144 bis +474, also ohne den Transkripti-
onsstart, vermochte diese Region eine 8fache Stei-
gerung der Transkriptionsrate zu bewirken (Visko-
chil 1998). Die Sequenzanalyse der ersten 450 bp
oberhalb des Transkriptionsstartpunkts ergab An-
haltspunkte fiir eine Reihe von cis-regulatorischen
Motiven (Hajra et al. 1994). Unmittelbar vor +1
befindet sich ein cAMP-Responseelement (CRE),
das sich von -16 bis -9 erstreckt. Die von den Au-
toren postulierte Uberlappung dieses CRE mit ei-
nem Serumresponseelement (SRE) ist durch den
Vergleich mit der funktionell sehr restriktiven
SRE-Konsensussequenz nicht verifizierbar. Es fol-
gen bis zur Position -375 9 weitere Motive, von
denen jedoch nur 4 dem kritischen Vergleich mit
den jeweiligen Konsensussequenzen standhalten.
Diese sind:
e 2 iiberlappende SP1-AP2-Bindungsstellen (-142
bis -130, sowie -166 bis -157),
e 1 Motiv aus der SV40-Enhancersequenz (GT2,
von -152 bis -146) und
o das E3B-Element (-371 bis -365), das aus dem
Bereich des E3-Gens von Adenoviren bekannt
ist.
Fiir die Analyse des 5'-flankierenden Bereichs wur-
de die transiente Transfektion von Cosl-Zellen mit
Luciferasereportergenkonstrukten eingesetzt, die
unterschiedliche Anteile dieser Sequenzen enthiel-
ten (Purandare et al. 1996; Viskochil 1998). Dabei
wurde ein erster Hinweis auf das Vorhandensein
eines Abschnitts, der in Cosl-Zellen einen gewis-
sen Grad von Repression vermittelt, gewonnen.
Das ergab sich aus der héheren Wirksamkeit eines
kleineren gegeniiber einem groferen Fragment; die
die Repression vermittelnde Region scheint zwi-
schen -3377 und -3305 zu liegen.

Auch im proximalen Bereich der das NF1-Gen
5'-flankierenden Sequenzen befindet sich eine Bin-
dungsstelle fiir einen negativen Regulator der
Transkription. Es handelt sich um das Proteinpro-
dukt Tax des transregulatorischen Gens tax des
humanen T-Zell-Leukdmie-Virus Typ 1 (HTLV-1).
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Mehreren Arbeitsgruppen war aufgefallen, dass
transgene Miuse, die das tax-Gen unter der Kon-
trolle der 5'-LTR des HTLV-1 tragen, Neurofibrome
entwickeln [Zitate bei Feigenbaum et al. (1996)].
Diese Beobachtung lief} einen hemmenden Einfluss
des Tax-Proteins auf die Expression des NF1-Gens
vermuten. In der Tat wird das LTR-tax-Konstrukt
im PNS der Méuse exprimiert. Die Menge der
NF1-mRNA vermindert sich in trigeminalen Gan-
glienzellen zu dem Zeitpunkt, an welchem die Tax-
Expression einsetzt; sie ist bei 17 Wochen alten
tax-Transgenoten nicht mehr nachzuweisen. Die
genauere Zuweisung der fiir die Repression erfor-
derlichen NF1-Promotorsequenz gelang den Auto-
ren mit Hilfe der Kotransfektion von LTR-tax mit
CAT-Reportergenkonstrukten, denen unterschiedli-
che Anteile von 5-flankierenden Sequenzen des
NF1-Gens vorgeschaltet waren. Dabei erwies sich
die Repression des kotransfizierten NF1-Promotor-
CAT-Konstrukts als abhingig vom Vorhandensein
des proximalen Abschnitts -236 bis -3. SchliefSlich
konnte auch die Repression des intrinsischen
NF1-Gens der NIH3T3-Zellen durch tax nach-
gewiesen werden (Feigenbaum et al. 1996).

Fiir das Verstidndnis der zelltypspezifischen und
fir Entwicklungsstadien charakteristischen Ex-
pressionsmuster des NF1-Gens ist eine genaue
Kenntnis der funktionell bedeutsamen Sequenzen
seiner Promotor-Enhancer-Region und der damit
interagierenden transregulatorischen Faktoren un-
erldsslich. Solche Erkenntnisse kdnnten sich auch
unter medizinischem Gesichtspunkt als relevant
erweisen: Da die meisten Mutationen des
NF1-Gens Haploinsuffizienz des Neurofibromins
bewirken (s. Kapitel 5.2.2.5 ,Mutationen®), bote
die Moglichkeit der Transkriptionsstimulation des
Wildtypallels der Patienten einen viel versprechen-
den Therapieansatz. Die fiir die 3'-UTR der
NF1-mRNA kodierende Sequenz ist mit 3500 bp
ungewdhnlich lang. Thre hohe phylogenetische
Konservierung bei Mensch und Maus mit 75% Se-
quenzidentitit in 2 groflen Segmenten, die zusam-
men 2/3 der 3-UTR umfassen, lisst eine Bedeu-
tung fiir funktionelle Regulation der NF1-Gen-Ex-
pression vermuten. Hierauf wird im Abschnitt
iiber die Transkriptionsprodukte des NF1-Gens né-
her eingegangen (s. Kapitel 5.2.2.4 ,,Transkriptions-
produkte®).

5.2.2.3 NF1-Pseudogene
Bei der Mutationensuche im NF1-Gen fielen kreuz-

reagierende, NFl-verwandte Sequenzen auf, deren
Leserahmen mehrfach durch Stoppkodons, kleinere

Deletionen und Insertionen unterbrochen ist. Diese
Pseudogensequenzen erfordern hohe Spezifitit bei
der Mutationsanalyse des Bona-fide-NF1-Gens. Ins-
gesamt sind 12 NF1-Pseudogene auf 8 verschiede-
nen Chromosomen nachgewiesen worden (Tabelle
5.7) (Marchuk et al. 1991; Legius et al. 1992; Suzuki
et al. 1994; Purandare et al. 1995; Cummings et al.
1996; Hulsebos et al. 1996; Regnier et al. 1997;
Luijten et al. 2000). Es handelt sich dabei um nicht
aufbereitete, also intronhaltige Pseudogene. Wih-
rend im perizentrischen Bereich des Chromosoms
14 2 NFl1-Pseudogene lokalisiert wurden, gibt es
Hinweise darauf, dass auf Chromosom 15 drei
NF1-Pseudogene liegen (Kehrer-Sawatzki et al. 1997;
Regnier et al. 1997). Jedoch muss angenommen wer-
den, dass die Anzahl der NF1-Pseudogensequenzen
auf Chromosom 15q11.2 interindividueller Varia-
bilitdt unterliegt, da Pseudogenanteile innerhalb ei-
ner etwa 1 Mb umfassenden Repeatregion kartiert
wurden, deren Kopienzahl polymorpher Variabilitat
unterworfen ist (Barber et al. 1998; Ritchie et al.
1998). Der Anteil an NFl-verwandten Exons, die
bislang in den Pseudogenen nachgewiesen wurden,
ist in Tabelle 5.7 angefiihrt. Daraus geht hervor, dass
Sequenzen mit Homologie zu NF1-Gen-Bereichen
distal von Exon 29 nicht in Form von Pseudogenen
vertreten sind. Die Sequenzanalyse der NF1-Pseu-
dogene auf den Chromosomen 2, 14, 15, und 22
weist darauf hin, dass diese Sequenzen vor 23-31
Mio. Jahren begannen, voneinander zu divergieren.
Es ist anzunehmen, dass es etwa in dieser Zeitspan-
ne zu einer Duplikation eines zentralen Segments
des NF1-Gens gekommen ist, und dass diese erste
partielle Kopie des NF1-Gens nach einer weiteren
Duplikation die Ursprungssequenzen der heutigen
NF1-Pseudogene entstehen lief (Regnier et al. 1997;
Luijten et al. 2000).

5.2.2.4 Transkriptionsprodukte

Die anhand von Northern-Blots geschitzte Linge
der grofiten beobachteten NF1-mRNA betragt 13000
Nukleotide (Nt). Aus der Sequenz und RNase-
-Schutz-Experimenten ergeben sich etwa 12100 Nt,
von denen 484 der 5-UTR und 3512 der 3'-UTR zu-
gehodren, wenn Letztere vom 1. Nt nach dem Stopp-
kodon bis zu einem Polyadenylierungssignal ge-
rechnet wird. In die angegebene Linge der 3'-UTR
sind 15 Nt eingerechnet, welche auf das Polyaden-
ylierungssignal folgen und dem durchschnittlichen
Abstand der Polyadenylierungsposition vom Signal
entsprechen. Letzteres ist mit seiner Sequenz
AGUAAA nicht mit der bekannten Konsensusse-
quenz von 95% dieser Motive identisch, vermittelt



5 Neurofibromatosen

103

Tabelle 5.7. Chromosomale Lokalisation der NF1-Pseudogene

Exon Nr.  2q21 12q12 14q11.2 15q11.2

8
9
10a
10b

12a + +

+ 4+ o+
+ +

BB B3 BB B R
=1 = Ot & b

oo

+ +
- +
- +

L T S S S R S S

[T
C -1
I

18p/ql1 20p/ql1 21q11.2 22q11.2

+
+ +
+ +

+

t
+

4 +

i

+

4

4

+

1

I S

- +

(+) Nachweis von Pseudogen Exonsequenzen, () Ausschluss von NF1-dhnlichen Sequenzen.

aber noch etwa 30% der Polyadenylierungseffizienz
von AAUAAA (Wickens 1990). Aufgrund von 3 wei-
teren Polyadenylierungssignalen in der proximalen
Hilfte der 3'-UTR muss mit Lingenvarianten der
NF1-mRNA von Mensch und Maus gerechnet wer-
den (Bernards et al. 1993).

Eine Anzahl von Normvarianten der NF1-mRNA
entstehen durch alternatives Spleiflen, Editing und,
im Fall der so genannten N-Form, auch durch al-
ternative Polyadenylierung. In Tabelle 5.8 sind die
bis heute bekannten alternativen Formen der
menschlichen NF1-mRNA hinsichtlich ihres Zu-
standekommens, ihrer Grofle und der jeweils er-
warteten Lidnge des Leserahmens zusammen-
gestellt. Mit den alternativ gespleifiten Exons er-
weitert sich der im NF1-Gen verfiigbare Leserah-
men von 2818 Kodons (Typ I) auf 2871 Kodons.
Bisher ist keine NF1-mRNA bekannt, die alle zu-
satzlich eingespleifiten Exons enthielte. Die Isofor-
men I (ohne Exon 23a) und II (mit Exon 23a) in-
nerhalb der GRD werden in wechselnden Mengen-
verhiltnissen ubiquitdr exprimiert. Da die 63 bp
des Exons 23a fiir ein polares Peptid kodieren, ist
der Unterschied zwischen Neurofibromin Typ I
und II sehr wahrscheinlich von funktioneller Be-
deutung (s. Kapitel 5.2.3.1 ,,Neurofibromin als Mit-

glied der Ras-GAP-Familie“). Eine verwirrende
Fiille von Publikationen iiber die Mengenverhilt-
nisse dieser beiden Isoformen und ihre Verdn-
derungen in verschiedenen physiologischen Zu-
stinden und bei der malignen Transformation
lasst bisher keine durchgingige Regelhaftigkeit er-
kennen [Zitate bei Shen et al. (1996) und Viskochil
(1998)]. Es bedarf wohl einer jeweils systemspezi-
fischen Interpretation dieser divergierenden Beob-
achtungen. Die funktionelle Relevanz der beiden
Isoformen I und II wird auch dadurch hervorgeho-
ben, dass Exon 23a nicht nur bei Sdugern
(Mensch, Maus, Ratte) sondern auch bei dem nie-
deren Vertebraten Fugu rubripes alternativ ge-
spleifit wird (Kehrer-Sawatzki et al. 1998).

Im Gegensatz zu Exon 23a zeigen die Isoformen
mit Exon 9a (auch 9br, von ,brain specific“) bzw.
mit Exon 48a gewebespezifische Expression. NF-
mRNA Typ 3 (Tabelle 5.8), welche eine 54-Nt-In-
sertion in Intron 48 enthalt, die fiir 18 Aminosdu-
ren des Neurofibromins Typ 3 kodiert (auch 3'-Alt
genannt, von alternative“ am 3’-Ende) wird im
Herzmuskel und in der Skelettmuskulatur expri-
miert (Gutmann et al. 1993a). Die funktionelle Be-
deutung dieser Gewebespezifitit ist unbekannt. Es
liegt nahe, anzunehmen, dass das Oligopeptid eine
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Tran-  Exons [(-) fehlend, (+) zusitzlich Anzahl zusitz-  Linge des Expression Zitate

skript-  zu Typ I] licher und erwarteten nachgewiesen

typ fehlender Neurofibromins

Kodons [Aminosduren]

9br 9a (+) 23a (+/-) 48a (=) +10, +/-21 2828 Gehirn Danglot et al.
(1995)

1 9a(-) 23a(-) 48a(-) - 2818 Ubiquitir Nishi et al. (1991);
Suzuki et al.
(1991)

11 9a(-) 23a(+) 48a(-) +21 2839 Ubiquitir Nishi et al. (1991);
Sozuki et al.
(1991)

3 9a(-) 23a(-) 48a (+) +18 2836 Herz, Muskeln Gutmann et al.
(1993a)

4 9a(-) 23a(+) 48a(+)* +21, +18 2857 Herz, Muskeln  Gutmann et al.
(1995a)

5 9a (=) 23a(+/-) 29(-) 48a(-) +/-21,-815 2045/2024 Lymphozyten Park et al. (1998)

6 9a (-) 23a(+/-) 30 (-) 48a(-) +/-21, -968 1871/1850 Lymphozyten Park et al. (1998)

7 9a(-) 23a(+/-) 29(-) 30(-) +/-21, -1080 1759/1738 Lymphozyten Park et al. (1998)

48a (-)

8 9a(-) 23a (+/-) 43 (-) 48a (-) +/-21, -41 279812777 Zellkulturen Eisenbarth u. As-
sum unverdffent-
licht

N-Form 11-49 (-)° -2267+4 551 Niere, Plazenta, Suzuki et al.

HeLa-Zellen (1992)

Editing- A23.1, 23.2-49 (-)° =(1512+1 Nt) 1305 Ubigquitir Skuse et al. (1996)

produkt

Die verwendete Nummerierung mit romischen und arabischen Zahlen erkldrt sich aus der Vergabe der romischen Zahlen
III und IV an 2 Spleiflvarianten der NF1-mRNA der Maus, die beim Menschen nicht vorkommen. Der Einfachheit halber
wurde die Nummerierung beim Menschen iiber 2 hinaus mit arabischen Ziffern fortgesetzt.

* cis-Stellung auf Proteinebene nachgewiesen.
® Entstehung s. Text.

€ Kodon 16 in Exon 23.1 wird durch C—U-Editing zum Stoppkodon.

Interaktion des Neurofibromins mit einem muskel-
spezifischen Protein (Desmin?) vermitteln konnte.
Die NF1-mRNA 9br (+ Exon 9a) enthilt eine In-
sertion von 30 Nt in Intron 9 und wird ausschlie3-
lich im Gehirn, und zwar vorrangig in Neuronen
des Vorderhirns, nicht aber des Hirnstamms, ex-
primiert (Danglot et al. 1995; Gutmann et al.
1999a). Astrozyten und Astrozytome enthalten
diese Variante nicht. Auch diese Zelltypspezifitit
harrt noch ihrer funktionellen Begriindung. Die
Existenz der beiden gewebespezifisch exprimierten
Exons und ihre Lage weit ab von der GRD weisen
darauf hin, dass die groflen, GRD-flankierenden
Segmente des Neurofibromins Funktionen ausiiben
konnten, die von der Ras-Regulation unabhingig
sind. Dafiir spricht auch ihre phylogenetische Kon-
servierung: Beide Spleiffisoformen sind auch bei
der Maus und bei der Ratte mit entsprechender
Spezifitit nachgewiesen worden. Exons 9a und 48a
fehlen jedoch bei Fugu rubripes. Obwohl die Muta-
tionen des NF1-Gens fast gleichmiflig iiber seine

Linge verteilt sind, fanden sich noch keine Muta-
tionen in den 3 alternativ gespleifiten Exons, die
zusammen 1,8% des Leserahmens einnehmen.

Die ubiquitire Spleiflalternative Exon 23a (+/-)
ldsst erwarten, dass die meisten anderen Spleifi-
varianten jeweils in 2 Formen vorkommen, mit
und ohne Exon 23a. Das ist in Tabelle 5.8' durch
»23a (+/-)“ und die Angaben der zugehorigen Lese-
rahmenldngen deutlich gemacht. Neurofibromin
Typ 4 [23a(+) 48a(+)] wurde durch Gutmann et
al. (1995a) am Herzmuskel der Ratte mit Hilfe diffe-
renzieller Immunprézipitation mit Antikorper ge-
gen Typ 3 (48a-Epitop) und Western-Blot mit An-
tikérper gegen Typ II (23a-Epitop) nachgewiesen.

! Die in Tabelle 5.8 verwendete Nummerierung mit rdmi-
schen und arabischen Zahlen erklirt sich aus der Vergabe
der romischen Zahlen III und IV an 2 Spleifivarianten der
NF1-mRNA der Maus, die beim Menschen nicht vorkom-
men. Der Einfachheit halber haben wir die Nummerierung
beim Menschen iiber 2 hinaus mit arabischen Ziffern fort-
gesetzt,
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Interessant ist die Entstehung der 2,9-kb-Vari-
ante mit der Bezeichnung N-Form, durch die auf
die N-terminale Position dieses Transkripts hinge-
wiesen werden soll. Die einfachste Erklirung die-
ser Form sieht vor, dass der 5-Spleiffort des In-
trons 10c {ibergangen wird und es 226 Nt nach ei-
nem im proximalen Intron 10c liegenden Stopp-
kodon und 16 Nt nach einem kanonischen Poly-
adenylierungssignal zur Polyadenylierung kommt.
Die 4 zusitzlichen Kodons reprisentieren das
5'-Ende des Introns 10c und determinieren die 4
C-terminalen Aminosduren des mutmafllichen
N-Form-Neurofibromins. Eine noch gebrauchliche
Bezeichnung der N-Form ist 5-Altl fiir ,alternati-
ves Transkript am 5-Ende®. Entsprechend erhielt
die 9br-Variante die Bezeichnung 5'-Alt2 (Shen et
al. 1996). Die Isolierung des trunkierten Neurofi-
bromins der N-Form und seine funktionelle Ana-
lyse wiren im Hinblick auf unsere Unkenntnis der
Bedeutung der GRD-flankierenden Segmente des
Neurofibromins von groflem Interesse.

Die zunehmende Anzahl von Beispielen der
posttranskriptionalen Modifikation von mRNA
und tRNA durch enzymatisch katalysierte Desami-
nierung, Amidierung oder Substitution von Basen
veranlassten Skuse et al. (1996) dazu, die
NF1-mRNA einer Priifung auf Editing zu unter-
werfen. Eine C:U-Desaminierung in Position 3916
der NF1-mRNA wurde gefunden, durch welche das
Arg-Kodon 1306 in Exon 23.1 in ein Stoppkodon
verwandelt wird. In Gewebeproben von Gesunden
und NF1-Patienten sowie in Leukozyten war ein
Anteil von im Mittel 1,7% der NF1-mRNA in die-
ser Weise verdndert. Der Vergleich von Tumoren
von NF1-Patienten ergab fiir kutane Neurofibrome
Werte zwischen 1,9 und 5,7%, fiir plexiforme Neu-
rofibrome 4,1-14% und bei Neurofibrosarkomen
4,3-17,5% Editing der NF1-mRNA. Wenn sich
auch die Werte der verschiedenen Stichproben
iiberlappten, ist doch eine deutliche Tendenz zu
hoheren Anteilen edierter NF1-mRNA in benignen
und besonders in malignen Tumoren zu erkennen
(Cappione et al. 1997). Die Editingposition liegt
nahe am 5-Ende der GRD, sodass das Translati-
onsprodukt die Ras-GAP-Wirkung einbiifit, was
durch das Vorkommen dieses C:U-Austausches als
konstitutionelle Mutation einer NF1-Patientin be-
stdtigt wird (Park u. Pivnik 1998). Es erscheint al-
so moglich, dass dieser Editingvorgang durch Ver-
minderung des funktionell aktiven Neurofibromins
zur Tumorgenese bei NF1-Patienten beitrigt.

Die 5-UTR der NF1-mRNA umfasst 484 Nt (Ta-
belle 5.4). Auf ihren iiberraschenden Gehalt an
Transkriptionsfaktorbindungsstellen wurde bereits

in Kapitel 5.2.2.2 ,Charakteristika des NF1-Gens“
hingewiesen. Die Translationsstartsequenz am
3’-Ende der 5-UTR weicht zwar von der Konsen-
sussequenz ab, die wichtigsten konservierten Posi-
tionen, das G an 3. Position vor und das G unmit-
telbar nach dem AUG-Kodon sind vorhanden.

Die 3'-UTR ist mit mehr als 3500 Nt ungewShn-
lich groft; sie nimmt fast 29% der Linge der
NF1-mRNA in Anspruch. Neben ihrer Linge ldsst
auch ihre hohe phylogenetische Konservierung ei-
ne funktionelle Bedeutung erwarten. Die 3'-UTR
der NF1-mRNA des Menschen und der Maus ent-
halten 2 grole Segmente (1700 und 500 Nt lang),
in denen eine Sequenzidentitdt >75% besteht. Die
Bedeutung der 3’-UTR fiir das Schicksal eukaryoti-
scher mRNA ist durch eine Fiille von Unter-
suchungen belegt. Translatierbarkeit, Translations-
geschwindigkeit, Stabilitit und intrazellulire Loka-
lisation der mRNA kénnen durch Sequenzmotive
der 3’-UTR reguliert werden (Jackson 1993). Mit
Hilfe von RNA-Protein-Bindungsstudien identifi-
zierten Haeussler et al. (2000) 5 Proteinbindungs-
regionen (PBR1-5) in der 3'-UTR der NF1-mRNA,
die mit je spezifischen Proteinen aus Zellextrakten
Komplexe bilden. Das auf 38 Nt eingeengte pro-
ximale (A+U)-reiche Sequenzelement PBR1 intera-
giert mit dem 32 KDa-Protein HuR (Keene 1999),
das in die Regulation der Translation und Stabilitit
der mRNA von Protoonkogen, Zytokinen und
Transkriptionsfaktoren involviert ist. Es ist zu er-
warten, dass die Identifizierung der von den ande-
ren PBR der NFI1-3-UTR gebundenen Proteine
weitere Moglichkeiten der posttranskriptionalen
Regulation der NF1-Gen-Expression unserem Ver-
stindnis erschlieft.

5.2.2.5 Mutationen

Die Mutationensuche im NF1-Gen ist durch die
grofle Zahl seiner Exons und der NF1-Pseudogene
erschwert. Lohnende Ausbeuten an identifizierten
Mutationen (>60%) sind am besten durch die An-
wendung von Methodenkombinationen zu erzielen;
aber selbst die Sequenzierung des gesamten kodie-
renden Anteils des NF1-Gens bei jedem Patienten
(Fahsold et al. 2000) fiihrt nicht zu einer 100%igen
Erfassung der Mutationen. Hierfiir mag ein unver-
mutet hoher Anteil von Mutationen in nichtkodie-
renden Sequenzen verantwortlich sein. Da die Aus-
beute an erkannten Mutationen bei familidren Fil-
len deutlich hoher liegt als bei sporadischen [s.
z.B. Ars et al. (2000)] konnte auch ein Anteil nicht
identifizierter Mosaike an Letzteren zu diesem De-
fizit beitragen. Die von Korf (1999) zusammenge-
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Anzahl an Mutationen

Abb. 5.1. Verteilung von Mutationen des NF1-Gens iiber sei-
ne Exons. Schwarze Siulen: 278 pathogene Mutationen, iden-
tifiziert von Fahsold et al. (2000), weiffe Sdulen: 191 bis No-

Tabelle 5.9. Zusammenfassung der bis Mirz 1999 an die
Zentrale des NNFF International NF1 Genetic Analysis Con-
sortium (Korf 1999) gemeldeten Mutationen des NF1-Gens,
erginzt durch 5 Chromosomenanomalien, deren einer
Bruchpunkt jeweils in 17q11.2 liegt

Strukturelle Chrome 1 g

Deletionen des ganzen Gens 38
Deletionen einzelner oder mehrerer Exons 42
Kleine Deletionen 63
Grofle Insertionen 3
Kleine Insertionen 29
Direkte Stoppmutationen (Nonsense) 51
Aminosduresubstitutionen (Missense) 31
Mutationen in Introns (Spleifmutationen) 26
3'-UTR-Mutationen 4
Stumme, nichtpolymorphe Austausche 4
Summe 300

fassten Mutationen (Tabelle 5.9) reprisentieren nur
einen Teil der inzwischen bekannten Aberrationen.
In diese Stichprobe gingen die Ergebnisse zahlrei-
cher Studien ein, in denen mit Methoden unter-
schiedlicher Ergiebigkeit einzelne oder wenige
Exons analysiert wurden. Daher représentiert diese
Stichprobe nicht das tatsichliche Mutationenspek-
trum des NF1-Gens.

Exon

vember 1997 an das NF1 Genetic Analysis Consortium be-
richtete Mutationen (Korf 1998). Mit freundlicher Genehmi-
gung von Priv.-Doz. Dr. Peter Niirnberg, Berlin

Im Rahmen eines kooperativen Projekts haben
es sich die Arbeitsgruppen um Fahsold, Niirnberg,
und Hoffmeyer, Assum, zur Aufgabe gemacht, bei
mehr als 500 NF1-Patienten die gesamte kodieren-
de Region und die den Exons unmittelbar benach-
barten Sequenzen auf Kleinmutationen hin zu un-
tersuchen (Fahsold et al. 2000) (Abb. 5.1). Sie setz-
ten dafiir eine Kombination aus Temperaturgra-
dientengelelektrophorese (TGGE) an genomischen
PCR-Produkten, dem so genannten Proteintrunka-
tionstest (PTT) und der Sequenzierung aller Exons
bei allen Patienten ein. Bei 521 Patienten identifi-
zierten Fahsold et al. (2000) 301 Sequenzverin-
derungen, von denen 278 als pathogen gelten
konnen. Als Griinde fiir die tiberraschend geringe
Erfolgsquote von 53,3% gaben die Autoren an:
¢ die Beschrinkung auf Kleinmutationen, sodass

grofle Deletionen des ganzen Gens oder multi-

pler Exons nicht erfasst wurden;

e auch grofle Duplikationen oder Inversionen ent-
gehen mit diesen Methoden dem Nachweis;

o Inaktivierung des Gens durch Promotormethy-
lierung;

e nicht erfasste Mutationen in regulatorisch be-
deutsamen Sequenzen der 5-UTR und 3'-UTR;

e Locusheterogenitit der NF1 und

o vielleicht auch Fehldiagnosen.
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Solche Griinde kdnnen gewiss auch fiir die relativ
geringen Erfolgsquoten anderer Bemiihungen um
die Identifizierung von NF1-Gen-Mutationen ins
Feld gefiihrt werden.

Die Stichproben des NF1-Konsortiums (Korf 1999)
und von Fahsold et al. (2000) stimmen in folgen-
den Parametern tiberein:

e geringer Anteil von
(10,3% und 10,1%);

o sehr hoher Anteil Protein trunkierender Muta-
tionen (ungefihr 80%);

o weitgehend gleichmiflige Verteilung der Muta-
tionen iiber die Ausdehnung der kodierenden
Region, es zeichneten sich keine prominenten
Vorzugsorte (Hot spots) ab (Abb. 5.1).

In der Serie des Konsortiums sind nur 21 (7%)

der 300 Mutationen bei mehr als einem Patienten

verschiedener Familien beobachtet worden. In Ta-
belle 5.10 sind die rekurrenten Mutationen mit ei-
ner Hiufigkeit von mehr als 1% zusammengefasst.

Eine Diskrepanz zwischen den beiden Kollektiven

besteht hinsichtlich der hidufigsten rekurrenten

Mutationen:

e Konsortium: R1947X (C5839T) bei 14 von 300
Patienten (4,59%),

e Fahsold et al: R1513X (C4537) bei 7 von 278
Patienten (2,52%).

Ein Anteil von 4,6% an einer von 8601-bp-Positio-

nen der NF1-cDNA mag die Bezeichnung dieser

Position als Hot spot rechtfertigen, jedoch wird

dies durch die Fahsold-Serie mit nur 3/278 Fillen

der R1947X-Substitution in Frage gestellt (1,08%).

Wie aus Tabelle 5.10 hervorgeht, betreffen alle

C:T-Transitionen mit Haufigkeiten deutlich >1,0%

Missense-Mutationen

CpG- bzw. CpNpG-Positionen. Diese Transitionen
sind also mit dem durch C-Methylierung vermit-
telten Mutationsmechanismus vereinbar. Auch viele
nicht rekurrente  Einzelbasenaustausche im
NF1-Gen betreffen diese methylierungsempfindli-
chen Sequenzmotive; insgesamt sind es 66 von 181
(36,5%) im Fahsold-Kollektiv. Das entspricht der
von Cooper u. Krawczak (1994) ermittelten Hiu-
figkeit unter Einzelbasenaustauschen bei genetisch
bedingten Krankheiten.

Mit groflerer Berechtigung konnen die Positionen
6789-6792 in Exon 37 als Hot spot bezeichnet wer-
den. Hier sind, verschiedene z.T. {iberlappende Se-
rien zusammengenommen, 15 Mutationen gefun-
den worden (Tabelle 5.10). Welche Rolle hierbei
die nicht perfekte, flankierende Repetition spielt,
ist nicht bekannt, jedoch zeigten Boddrich et al.
(1997), dass diese Struktur wahrend der Replikati-
on eine Art Mobius-Schleife bilden kann, die ei-
nerseits die Deletion begiinstigen, andererseits
aber die Fehlpaarungsreparatur behindern kann.
Die 4-mal beobachtete 2027insC findet ihre wahr-
scheinlichste Erklirung im so genannten ,slipped
mispairing der DNA-Polymerase, da die C-Inserti-
on in eine Sequenz von 7C (Positionen 2027-2033)
hinein erfolgt. Weitere mechanistische Betrachtun-
gen iiber die Mutationen im NFI1-Gen finden sich
bei Upadhyaya u. Cooper (1998).

In beiden Kollektiven sind die 3 alternativ ge-
spleifiten Exons 9br, 23a und 48a frei von Mutatio-
nen. Sie repridsentieren zusammen nur 1,71% der
kodierenden Region, sodass sie zufillig von Muta-
tionen ausgespart sein konnten. Im Fall der gewe-
bespezifisch exprimierten Exons 9br (Gehirn) und

Tabelle 5.10. Rekurrente Kleinmutationen des NF1-Gens, die mehr als 1% der jeweiligen Stichprobe ausmachen

Mutation Exon xfn
499delTGTT 4b 6/278
D176E (T528A) 4b 4/278
R416X (C1246T)" 9 4/278
2027insC 13 4/300
R681X (C2041T)* 13 4/278
R816X (C2446T)" 16 4/185
R1276X (C3826T)" 22 5/300
R1306X (C3916T)" 23-1 4/278
K1423 E (A4267G) 24 5/300
RI513X (C4537T)* 27a 7/278
R1947X (C5839T)" 31 14/305
6789del TTAC" 37 5/278

% Referenz

2,16 Fahsold et al. (2000)
1,44 Fahsold et al. (2000)
1,44 Fahsold et al. (2000)
1,23 Korf (1999)

1,44 Fahsold et al. (2000)
2,16 Bahuau et al. (1998)
1,67 Korf (1999)

1,44 Fahsold et al. (2000)
1,67 Korf (1999)

2,52 Fahsold et al. (2000)
4,59 Korf (1999)

1,80 Fahsold et al. (2000)

* In einer CpG- oder CpNpG-Position.

Positionen 6789-6792 in Exon 37 sind ein Pridilektionsort fiir verschiedenartige Mutationen: 5-mal 6789delTTAC (s.
oben), 6-mal C6792A, 2-mal 6791insA, 1-mal 6790TT, 1-mal C6792G, in verschiedenen Stichproben: Robinson et al. (1995),
Upadhyaya et al. (1996), Boddrich et al. (1997), Messiaen et al. (1997), Korf (1999), Fahsold et al. (2000).
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48a (Muskulatur) miissten zelltypspezifische domi-
nant-negative Effekte angenommen werden, sollte
das Fehlen von Mutationen durch die Hypothese
erklart werden, dass Mutationen dieser Exons letal
seien. Auch im vorletzten (48) und im kodierenden
Anteil des letzten Exons (49) - zusammen 4,3%
der kodierenden Region - sind noch keine Muta-
tionen nachgewiesen worden. Ob diesem C-termi-
nalen Abschnitt des Neurofibromins eine besonde-
re funktionelle Bedeutung zukommt, ist fraglich,
da er nicht zu den stirker konservierten Regionen
gehort. Unter den Mutationen des NF1-Gens ist als
Besonderheit die De-novo-Insertion eines Alu-Re-
trotransposons zu erwédhnen, welche das erste Bei-
spiel dieses Mutationsmechanismus im mensch-
lichen Genom darstellte (Wallace et al. 1991). Die-
se Insertion betraf das viterliche Allel des spora-
dischen NF1-Patienten und inaktivierte die Spleif3-
verzweigungssequenz des Introns 33. Wie diese
Alu-Insertion erfolgt die iiberwiegende Mehrheit
der Neumutationen des NF1-Gens am viterlichen
Allel, entweder in der Keimbahn oder als somati-
sche Mutation wihrend der Ontogenese. Haplotyp-
analysen mit Hilfe intragener und flankierender
Polymorphismen, die zugleich grofie Deletionen
des NF1-Gens ausschlossen, ergaben bei 31 von 35
Familien (88,6%) sporadischer Patienten eine vi-
terliche Herkunft des betroffenen Allels (Jadayel et
al. 1990; Stephens et al. 1992; Ldzaro et al. 1996).
Obwohl die Natur der Mutationen in diesen Unter-
suchungen nicht bestimmt wurde, kann davon
ausgegangen werden, dass es sich {iberwiegend um
Einzelbasenaustausche, kleine Deletionen und klei-
ne Insertionen handelte. Deletionen grofler Teile
des NF1-Gens oder des ganzen Gens wiren durch
Hemizygotie eines Anteils der informativen Mar-
ker aufgefallen. Untersuchungen der parentalen
Herkunft von 60 groflen sporadischen Deletionen
des NF1-Gens zeigten, dass 74% das materne Allel
betrafen [Literatur bei Upadhyaya u. Cooper
(1998)]. Damit entspricht die Abhingigkeit des
Mutationsspektrums auch bei diesem Gen der all-
gemeinen Tendenz, dass Kleinmutationen eher pa-
ternaler, grofe Deletionen hiufiger materner Her-
kunft sind.

Bei Priifung bekannter Mutationen des
NF1-Gens auf ihre Auswirkungen auf das Leseras-
ter lassen >80% (251 von 300; 83,7%) die Entste-
hung verkiirzter Neurofibrominmolekiile erwarten.
Derartige trunkierte Proteinprodukte mutierter
NF1-Gene konnten bisher im Western-Blot mit An-
tikorpern gegen C- und N-terminale Epitope noch
nicht nachgewiesen werden. Wahrscheinlich fallen
sie einem raschen Abbau anheim oder sie entste-

hen bereits nur zu kleinen Anteilen, da von einer
ganzen Reihe von NF1-Gen-Mutationen gezeigt
werden konnte, dass sie auf der Ebene ihrer reifen
Transkripte stark unterreprisentiert sind (Hoff-
meyer et al. 1995). Der grofite Teil der NF1-Gen-
Mutationen ist somit fiir die biochemisch-geneti-
sche Funktionsanalyse, wie sie bei zahlreichen
Proteinen so erfolgreich ist (Hdmoglobine, Ras-
Proteine), wenig ergiebig. Man muss sich entweder
an die etwa 10% Missense-Mutationen halten oder
durch positionsspezifische, gezielte Mutagenese ge-
eignete Mutanten erzeugen. In welcher Weise die
Funktionsanalyse von Neurofibrominmutanten
durchgefiihrt werden kann und welche Ergebnisse
dabei erhalten werden, wird in Kapitel 5.2.4.3
»Molekulare Pathologie®, Unterkapitel ,,Funktions-
analysen von NF1-Gen-Mutationen®, dargestellt.
Einen hohen Anteil an den trunkierenden
NF1-Gen-Mutationen stellen die Spleifimutationen.
Die iiberwiegende Mehrzahl solcher Lisionen be-
ruht entweder auf Mutationen der Konsensusse-
quenzen der Donor-, Akzeptor- bzw. Verzwei-
gungspositionen, oder auf der Entstehung neuer
Sequenzmotive dieser Art, die alternativ zu den
normalen oder ausschliefflich beniitzt werden. Na-
turgemdfl treten diese Spleiffaberrationen nur bei
Untersuchungen auf RNA-Ebene zutage, und des-
halb empfehlen manche Autoren, alle auf DNA-
Ebene identifizierten Kleinmutationen in dieser
Weise auf ihre Auswirkungen auf den Spleiflpro-
zess hin zu priifen (Ars et al. 2000; Fahsold et al.
2000). Wenn dies in groflerem Umfang geschihe,
miisste die frithe Schitzung des Anteils von Punkt-
mutationen, die zu Spleifldefekten fiihren
(Krawczak et al. 1992) auf 15%, gewiss zu hoheren
Werten korrigiert werden. Beispielhaft hierfiir ist
die Studie von Ars et al. (2000), in der alle 80 Pa-
tienten des Kollektivs auf DNA- und RNA-Ebene
untersucht wurden. Unter den 44 identifizierten
verschiedenen Mutationen gingen 19 (43,2%) mit
Spleiflaberrationen einher. Davon betrafen 9 die
5'-Spleiflposition, 3 die 3'-Spleifiposition und 5 er-
zeugten neue Spleifisequenzen. Die fehlenden 2
Mutationen konnten keiner dieser Kategorien zu-
geordnet werden. Es handelt sich um Stoppmuta-
tionen in Exon 7 bzw. Exon 37, die weitab von den
Spleifisequenzen liegen und dennoch zum Uber-
springen (exon skipping) des jeweils betroffenen
Exons filhren (Messiaen et al. 1997; Hoffmeyer et
al. 1998). Dass direkte oder indirekte Stoppmutatio-
nen ,exon skipping® verursachen kénnen, war be-
reits an einigen anderen Genen beobachtet worden
(Maquat et al. 1996). Diesen beiden NF1-Gen-Muta-
tionen eng benachbarte andere Stoppmutationen
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beeintrichtigen den Spleiflprozess an Exon 7 bzw.
Exon 37 nicht (Hoffmeyer et al. 1998). Ein Vergleich
der Strukturen minimaler freier Energie dieser be-
nachbarten Lisionen ergab Hinweise auf einen ho-
hen Grad von Spezifitit des durch Stoppmutationen
verursachten Uberspringens von Exons.

GroBe Deletionen der NF1-Region. Etwa 2-13% aller
NF1-Patienten haben grofile Deletionen in der
NF1-Gen-Region, die nicht nur das NF1-Gen, son-
dern auch die flankierenden Regionen des
NF1-Gens umspannen. Diese Patienten zeigen hiu-
fig eine schwere Manifestation der Erkrankung,
die durch zusitzliche Komplikationen wie dysmor-
phe Gesichtsziige und schwere intellektuelle Beein-
trachtigung gekennzeichnet ist. Bei einem Anteil
dieser Patienten werden multiple Neurofibrome im
pripubertiren Alter beobachtet. Die Herstellung
eines BAC/PAC/YAC-Contigs der NFI1-Region
ermoglichte es, die Deletionsgrofie bei insgesamt
43 NF1-Patienten naher einzuengen (Dorschner et
al. 2000; Jenne et al. 2000; Lopez-Correa et al.
2000). Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde
deutlich, dass ein Grof3teil der Patienten (n=37)
Deletionen einer Grofie von etwa 1,5 Mb aufweist,
die neben dem NF1-Gen und den darin inserierten
Genen mindestens 7 weitere Gene iiberspannen.
Hinsichtlich der Funktion der entsprechenden Pro-
teinprodukte ist wenig bekannt. Im Bereich der
Deletionsbruchpunkte wurden grofle Duplicons
entdeckt, die aus Clustern paraloger Sequenzen
von 60-100 kb bestehen. Diese Duplicons oder Se-
quenzwiederholungen (NFIREPs), enthalten selbst
mehrere Gene oder Pseudogene. Es wird vermutet,
dass der hohe Homologiegrad zwischen den Dup-
licons distal und proximal zum NF1-Gen die Re-
kombination und den Verlust der zwischen den
Duplicons liegenden Bereiche erleichtert. Da sich
grofle De-novo-Deletionen des NF1-Gens hiufig
auf dem maternalen Chromosom 17 ereignen,
scheint die durch NF1-REPs vermittelte Rekom-
bination priferenziell mit meiotischem Cross-over
wihrend der Oogenese assoziiert zu sein. Die ge-
naue Analyse der Deletionsgrenzen bei diesen Pa-
tienten wird es erleichtern, durch einen Vergleich
mit der Manifestation der Erkrankung der Frage
einer Genotyp-Phinotyp-Korrelation nachzugehen
und zu kldren, ob NF1-Patienten mit groflen Dele-
tionen von einem ,contiguous genes-syndrome“
betroffen sind.

5.2.2.6 Expressionsmuster des NF1-Gens

Die Tatsache, dass die Hauptsymptome der NFl,
Neurofibrome und Pigmentierungsanomalien, on-
togenetischen Derivaten der Neuralleiste zugeord-
net werden konnen, lief} eine vorrangige Expressi-
on des NF1-Gens in SZ, Melanozyten, Spinalgan-
glien, Projektionsneuronen und Phdochromozyten
erwarten. Diese Vorstellung wurde bereits von den
ersten Analysen des Expressionsspektrums des
NF1-Gens widerlegt, die im Zug seiner Klonierung
unternommen wurden. Wallace et al. (1990) sahen
mit Hilfe des Northern-Blots und der RT-PCR
NF1-Gen-Expression in folgenden menschlichen
Geweben: Gehirn, Milz, Muskel, Kolon, Schilddriise
und Niere, aber nicht in der Lunge. Mamma- und
Endometriumkarzinomgewebe sowie ein Adenom
der Parathyreoidea waren ebenfalls positiv.

Die erste breit angelegte Erhebung auf Protein-
ebene wurde von Daston et al. (1992) mit Hilfe
von Immunprizipitation und Western-Blot an der
adulten Ratte durchgefiihrt. Diese Autoren verwen-
deten Antikdrper gegen je ein N- und ein C-termi-
nales Epitop des Neurofibromins, um Kreuzre-
aktionen mit anderen GAP, insbesondere mit
p120GAP auszuschliefen. Die Ergebnisse dieser
und eine Reihe weiterer Studien sind in Tabelle
5.11 zusammengefasst. Das Expressionsspektrum
geht dabei weit iiber die Derivate der Neuralleiste
hinaus. Bei Studien, die an Gewebeextrakten
durchgefiithrt wurden, mag das Vorkommen von
Gefdflen und/oder Nerven hie und da eine héhere
Expression vorgetduscht haben als der jeweils cha-
rakteristischen Zellsorte zukommt. Jedoch kann
fiir den adulten Sdugerorganismus von einer nahe-
zu ubiquitiren Expression des NFI1-Gens aus-
gegangen werden, wenn auch die neuralen Gewebe
alle anderen an Intensitit deutlich iibertreffen.
Auch der Nachweis des Neurofibromins in ver-
schiedenen primiren Zellkulturen (Tabelle 5.12)
spiegelt die Breite seines Expressionsspektrums wi-
der, da Zellen neuroektodermalen, ektodermalen
und mesodermalen Ursprungs gleichermaflen Neu-
rofibromin enthalten. Zur Ergénzung sind in Ta-
belle 5.13 auch Neurofibromin exprimierende etab-
lierte Zelllinien aufgefiihrt; ihre Eigenschaften las-
sen in der Regel keine sicheren Riickschliisse auf
die Verhdltnisse in ihren Ursprungsgeweben zu.
Solche Linien sind oft als Modellsysteme fiir ver-
schiedenartige Untersuchungen der Neurofibro-
minexpression und -funktion verwendet worden.

Die Verinderungen, welche das Expressions-
muster des NF1-Gens wahrend der Ontogenese er-
fiahrt, sind an der Ratte (Daston et al. 1992), der
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Tabelle 5.11. Neurofibromin und/oder NF1-mRNA in Geweben und Zellen von adulten Siugern (Mensch, Ratte, Maus,
Hamster), zusammengefasst nach folgenden Originalarbeiten: Gutmann et al. (1991, 1995a,b); Daston u. Ratner (1992); Ahl-
gren-Beckendorf et al. (1993); Malhotra u. Ratner (1994); Norton et al. (1995)

Ontogenetische Herkunft Gewebe

Ektoderm

Neuralrohr Gehirn
Riickenmark

(graue>weifle Substanz)

Neuralleiste Periphere Nerven

Sensible und autonome Ganglien

Spinalganglien

Zellen

Projektionsneuronen; Motoneuronen
Oligodendrozyten

Astrozyten (-)

Nichtmyelinisierende SZ
Ganglienneuronen

Satellitenzellen (=)

Nebennierenmark Phiochromozyten

Pigmentzellen Melanozyten
Oberfléichenektoderm Epidermis Keratinozyten (Stratum basale)
Mesoderm Skelettmuskulatur (+/-) Myoblasten

Dermis und Subkutis (+/-) Fibroblasten

Niere

Herz

Blutgefifle Endothelzellen, glatte Muskelzellen

(Aorta)

Blut Lymphozyten

Milz Lymphozyten, Retikulum?
Endoderm Leber Hepatozyten

Pankreas

Kolon

Lunge Endo- oder Mesodermanteile?

Tabelle 5.12. Expression des Neurofibromins in primaren menschlichen Zelllinien

Zellsorte Herkunft NF1-mRNA  Neurofibromin
Fibroblasten Dermis + +
Neurofibrom
Keratinozyten  Epidermis [
Melanozyten  Epidermis + +
Lymphozyten  Blut + +
Schwann-Zellen PNS
Neurofibrom 4

Literatur

Kobayashi et al. (1993); Yli-Outinen et al. (1998)
Kaufmann et al. (1999b); Boddrich et al. (1995)
Hermonen et al. (1995)

Kaufmann et al. (1999a,b); Griesser et al. (1995, 1997)
Wallace et al. (1990)

Kluwe et al. (1999); Wallace et al. (2000)

Maus (Huynh et al. 1994) und beim Huhn (Stocker
et al. 1995) erhoben worden. Obwohl sehr friihe
Stadien nicht erfasst wurden, zeichnet sich vom
Beginn der Organogenese an insofern ein gemein-
sames Muster ab, als die Neurofibrominexpression
wihrend dieses Prozesses ansteigt, mehr und mehr
Gewebe und Zelltypen erfasst und bis zu einer na-
hezu ubiquitiren Expression fortschreitet. Erst
postnatal wird die Neurofibrominexpression zu-
nehmend beschrinkt und bleibt im Wesentlichen
im ZNS und PNS auf hohem Niveau bestehen
(Daston u. Ratner 1992). In den beiden Saugetier-
systemen (s. oben) kénnen 3 Arten von Geweben
mit unterschiedlichem Verlauf der Neurofibromin-
expression unterschieden werden (Sherman et al.
1998):

1. Stetige Zunahme wihrend der Ontogenese und

Bestehenbleiben hoher Expression beim adulten
Organismus.
Dieses Verhalten zeigen folgende Zellarten: spi-
nale Motoneuronen, Ganglionneuronen, Projek-
tionsneuronen, Oligodendrozyten, nicht myeli-
nisierende SZ und Phiochromozyten.

2. Prinataler Anstieg und postnatale Abnahme auf

ein niedriges Niveau.

Dieser Verlauf wird beim Herzen und der Ske-
lettmuskulatur, aber auch bei einigen Neuronen
beobachtet.

3. Prinatal gleich bleibend geringe Expression mit

postnataler Abnahme auf kaum noch nachweis-
bare Mengen.

Dies trifft fiir die Lunge, Leber und Niere zu.
Mit Hilfe der RT-PCR nachweisbare Mengen
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Linie Herkunft
HeLa Zervixkarzinom Mensch
NIH3T3 Embryo Maus
Rat-1A Fibroblasten Ratte
PC12 Phiochromozytom Ratte
SK-Mel-2, -3, -5 n.a. Melanome Mensch
NB-90-5, -6, -7 u.a. Neuroblastome Mensch
MT,H1 SV40-T-transfor- Ratte
mierte SZ
C;H,5, BC;H1 Myoblasten Maus
K562 CML, Blastenkrise Mensch
NF188-3; NF190-8 Neurofibrosarkom® Mensch
Lu-130, -134B, -139, u.a. Kleinzelliges Lun- Mensch

genkarzinom

mRNA  Neurofibromin Literatur

+ + DeClue et al. (1991);
Suzuki et al. (1992)

+ + DeClue et al. (1991);
Johnson et al. (1994);

+ + Norton et al. (1996)

+ Metheny u. Skuse (1996)

+ + Johnson et al. (1993; 1994);
Wallace et al. (1990),
Andersen et al. (1993a)

+ + Huynh et al. (1992);
Johnson et al. (1993)

+ + Gutmann et al. (1993b)

Gutmann et al. (1994b)
+ Nakai et al. (1994)
Wallace et al. (1990);
DeClue et al. (1992)

¢ Koh et al. (1995)

2 von 3 Linien zeigten schwache Expression.

von NF1-mRNA oder aus Gewebeextrakten im-
munprizipitierbares Neurofibromin kénnten in
dieser Kategorie von Lymphozyten, peripheren
Nerven oder Gefiflen stammen.
Die fast ubiquitdre Expression des NF1-Gens wirft
die Frage auf, wie das begrenzte Spektrum der bei
NF1 entstehenden Tumoren zu erkldren sei. Dieser
scheinbare Gegensatz ist bei NF2 noch extremer
ausgeprigt (s. Kapitel 5.4.5.3 ,,Expression des Mer-
lins“). Das entsprechende Problem besteht bei vie-
len anderen Tumorsuppressorgenen. So wird Rbl
als ein universeller Zellzyklusregulator praktisch
ubiquitdr exprimiert, aber seine konstitutionelle
heterozygote Defizienz pridisponiert im Wesentli-
chen zu Retinoblastomen und Osteosarkomen. An-
dererseits findet die universelle Funktion des Rbl
aber darin ihre Entsprechung, dass ein vollstindi-
ger somatischer Funktionsverlust in zahlreichen
sporadischen Tumoren erfolgt, besonders beim
kleinzelligen Lungen-, Mamma- und Blasenkarzi-
nom. Auch das APC-Gen, dessen Mutationen der
adenomatosen Polyposis coli zugrunde liegen, ist
ubiquitdr exprimiert, und sein Produkt ist in einen
offenbar universellen Prozess der Proliferations-
regulation involviert. Hierzu steht die Vielfalt der
zusétzlichen Tumoren, fiir welche Keimbahnmuta-
tionen des APC-Gens pridisponieren, in einem
giinstigeren Verhiltnis als bei NF1 und NF2. Zum
Teil in Abhdngigkeit vom Ort der Mutation im
APC-Gen konnen zusétzlich zu den Kolonkarzino-
men folgende Tumoren entstehen: Desmoidtumo-
ren und mandibulire Osteome beim allelischen

Gardner-Syndrom; Medulloblastome, Glioblastome
und Ependymome bei der allelischen Form des
Turcot-Syndroms (Hamilton et al. 1995); sowie He-
patoblastome und Tumoren der Thyreoidea.

Bei NF1 ist beziiglich der Diskrepanz zwischen
ubiquitdrer Expression und spezifischem Tumor-
spektrum zu bedenken, dass Neurofibromin in den
Progenitorzellen (SZ) der typischen NF1-Tumoren
hoch exprimiert ist. Wenn dies auf eine vorrangige
Bedeutung des Neurofibromins (im Vergleich zu
anderen GAP) als Regulator von Wachstum und/
oder Differenzierung von SZ schliefen lisst, ist ei-
ne hohe Empfindlichkeit dieser Zellen gegen die
Verminderung der NFI1-Gen-Dosis verstindlich.
Entsprechend konnte in anderen Zellen der Beitrag
des Neurofibromins zum Gesamtinventar der Ras-
GAP gering und unbedeutend sein, sodass die Ver-
ringerung seiner Konzentration auf 50% der Norm
und seine vollstindige Defizienz (infolge somati-
scher Zweitmutation) ohne phinotypisch nach-
weisbare Folgen bleiben. Die Zelltypspezifitit der
Tumorgenese bei NF1 trotz ubiquitdrer Expression
des Neurofibromins wiirde unter diesen Gesichts-
punkten also aus der Relation von Expressions-
muster und Redundanz der Ras-GTPasen resultie-
ren. Diskutiert wurden in diesem Zusammenhang
auch die Moglichkeiten, dass Neurofibromin zur
Entfaltung seiner Wirkungen neuralleistenspezi-
fischer Interaktionspartner oder posttranslationa-
ler Modifikationen bedarf.
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5.2.3 Neurofibromin

Einige Charakteristika des Neurofibromins sind in
Tabelle 5.14 zusammengefasst.

5.2.3.1 Neurofibromin als Mitglied
der Ras-GAP-Familie

Es ist allen Mitgliedern der Superfamilie kleiner,
monomerer GTPasen gemeinsam, dass sie von
Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEF), den Ka-
talysatoren der Beladung mit GTP, aktiviert und
von GTPase aktivierenden Proteinen (GAP) inakti-
viert werden. Neurofibromin gehért zu den fiir die
Subfamilie der Ras-Proteine spezifischen GAP (s.
Abb. 5.2). Sduger verfiigen iiber mindestens 5 ver-
schiedene Ras-GAP; ihr gemeinsames Kennzeichen
ist eine etwa 300-360 Aminosduren lange funktio-

Tabelle 5.14. Charakteristika des Neurofibromins

Charakteristika

Linge 2818 AS, Spleiftisoform 1
Translationsprodukte anderer alternativ
gespleifiter mRNA

MG

Merkmale der
Aminosiiurensequenz

nelle Domine, welche mit unterschiedlicher Spezi-
fitdt Ras-Proteine bindet und deren GTPase-Akti-
vitdt stimuliert. Aufgrund ihrer Funktion hat diese
Domine ganz allgemein die Bezeichnung ,,GAP-re-
lated domain“ (GRD) erhalten. In Abb. 5.3 ist die
erstaunliche Verschiedenheit der Segmente erkenn-
bar, welche bei den unterschiedlichen Molekiilen
die GRD flankieren. Vergleiche mit den Ras-GAP
anderer Spezies (Saccharomyces cerevisiae, Schizo-
saccharomyces pombe, Dictyostelium discoideum,
Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster)
lieBen erkennen, dass die GAP der Sduger unter-
schiedlichen Familien angehdren, innerhalb deren
sich die Sequenzdhnlichkeit iiber die GRD hinaus
in die flankierenden Sequenzen erstreckt. Letztere
sind oft mit bekannten Dominen fiir die Interakti-
on mit anderen Proteinen ausgestattet, und solche
Interaktionspartner werden gegenwirtig in stetig

+21 AS des Exons 23a, SpleiBisoform II

+18 AS des Exons 48a, Spleifiisoform 3'-Alt
+10 AS des Exons 9br, Spleifisoform 5°-Alt-2
319 KDa aufgrund der Aminosdurezusammen-
setzung

240-290 KDa in der Gelelektrophorese

6 potenzielle PKA Phosphorylierungspositionen® 583KKLT586

8§15RRMS818
873RKGS876
2036KRV52039
2573RKVS2576
2810KRNS2813

Domdinen

Prominente Expression

1 potenzielle Tyr-Phosphorylierungsposition®
Das FLR-Tripeptid enthaltende Kennzeichen
aller Ras-GAP?

Funktionelle Domiine (GRD: GAP-related do-
main)

Minimale funktionelle Domine ,NF1-230"
Keine Transmembrandomiine

MutmafRliche 2. funktionelle Domiine; enthilt
3-mal 2 gepaarte Cys (622/632, 673/680 und
714/721 in Exons 12b und 13)

Gehirn

Riickenmark

Spinalganglien

Nebenniere

Nichtmyelinisierende Schwann-Zellen
Oligodendrozyten

Projektionsneuronen

Fast ubiquitiire Expression in kleinen Mengen

2549PRVAETDY2556
1386SAMFLRFINPAIVSP1400

366 AS zwischen 1173 in Exon 21 und 1538 in
Exon 27a

230 AS zwischen 1248 in Exon 22 und 1477 in
Exon 26

Keine SH2-, SH3- und Pleckstrin-Domiinen
Exons 11-17

Martin et al. (1990); Xu et al. (1990); DeClue et al. (1991); Gutmann et al. (1991); Marchuk et al. (1991); Huynh et al. (1992);

Uchida et al. (1992); Golubic et al. (1992); Fahsold et al. (2000).
# Zahlung der AS ohne Exon 23a.
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Schema der MAPK-Signaliibertragungs-

Beispiele der beteiligten Molekiile

Kaskade
Agonisten (Liganden) PDGF, EGF, IGF1, Insulin
l
RTK e spezifischer Rezeptor
|
Adaptorproteine Shc, Nck, Ash, Grb2
|
GEF «ovvevvieeiis RasGDF, RasGRF, RasGRP*
GTP l GpP
RasGDP RasGTP
P i
GAP p120GAP, Neurofibromin

Raf1 (MAPKKK) <

Abb. 5.2. Vereinfachtes Schema der
durch aktivierte Rezeptortyrosin-

MEK (MAPKK) <

auch A-Raf und B-Raf

MEK1 und MEK2

kinasen (RTK) ausgelosten und durch
Ras vermittelten Signaltransduktion
iiber die Raf-MEK-Erk-Kaskade, rech-
te Hilfte Bezeichnungen der beteilig-
ten Molekiile, Ras-unabhingige Akti-
vierung von Raf und von MAPK
durch  Nichtrezeptortyrosinkinasen
(Src, Lck) angedeutet. Punktierte Li-
nie: positive Riickkopplung durch
Phosphorylierung iibergeordneter
Komponenten ~ durch  aktivierte
MAPK, *: zelltypspezifische Formen
von Austauschfaktoren, nicht syno-
nym mit GEF zu gebrauchen

wachsender Zahl entdeckt [Bourne et al. (1991); Ye
et al. (1999); Feldmann et al. (1999) und in diesen
Arbeiten zitierte Literatur].

Die Zugehorigkeit des Neurofibromins zur Fa-
milie der Ras-GTPase aktivierenden Proteine ergab
sich aus Vergleichen seiner abgeleiteten Aminosdu-
resequenz mit bekannten Sequenzen (Buchberg et
al. 1990a; Xu et al. 1990a). Das einzige zu dieser
Zeit bereits klonierte GAP der Sduger war das von
Trahey u. McCormick (1987) entdeckte p120GAP.
Innerhalb der GRD von Neurofibromin finden sich
25,8% Sequenzidentitit und 48,7% Sequenzihn-
lichkeit zu p120GAP. Dariiber hinaus besteht keine
strukturelle Ahnlichkeit zwischen diesen beiden
Molekiilen; sie geh6ren verschiedenen Subfamilien

MAPK | ——> | MAPK

Erk1 und Erk2

andere
zytoplasmatische
Substrate  (z.B. RSK)

XK

®
/IN

Regulation von Transkriptionsfaktoren

Elk-1, SAP-1, SAP-2, Ets-1, Ets-2,
Jun, Fos, ATF-2, CREB, SRF

verdndertes Genexpressionsmuster

an. Fiir Neurofibromin ist die Zugehérigkeit zu ei-
ner solchen Subfamilie belegt durch ,,DmNF1“ von
Drosophila melanogaster mit seiner Sequenzidenti-
tit von 60% und durch die beiden ,Inhibitoren
von Ras“ der Hefe (Saccharomyces cerevisiae),
IRA1 und IRA2, die in einem etwa 1450 bp umfas-
senden Segment (Positionen 900-2350 im Neurofi-
bromin), das die GRD einschliefit, eine Sequenz-
ghnlichkeit von mehr als 30% aufweisen. Die Neu-
rofibromine aller untersuchten Vertebraten (Fugu
rubripes, Maus, Ratte, Mensch) sowie von Droso-
phila melanogaster zeigen ein vergleichbar hohes
Maf an Ahnlichkeit in dieser IRA-Homologieregi-
on (Bernards et al. 1998; Kehrer-Sawatzki et al.
1998) (Abb. 5.3).
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910 198 1530 2350
NF1 1—{ 333 |7 2818
928 1219 1580 2317
dmNF1 4 | “ 'y AR
1081 1487 1854 2726
IRAT 1 —{ T/ }_— 2038
1245 1643 2003 2867
IRAZ 1_‘ _ 3 / Ji 3079
81 &7 14 1047
p120GAP  1—kid = zﬁ H 14
SynGAPm
GAP1-IP4BP
603
356 568] T04
GAPIm 1 Pul— 850

Abb. 5.3. Schematische Darstellung der Struktur von Ras-
GTPase-aktivierenden Proteinen (GAP) vom NF1/IRA- und
vom pl20GAP-Typ. NFI/IRA-Typ: GRD-flankierende Seg-
mente mit weitgehend unbekannter Funktion, p120GAP-Typ:
multiple funktionelle Doménen zusitzlich zur GRD, NF1 hu-
manes Neurofibromin; dmNFI Drosophilaneurofibromin;
IRAI, IRA2 Saccharomyces-cerevisiae-Proteine IRA1 und
IRA2; p120GAP Mensch; SynGAPrn SynGAP von Rattus nor-
vegicus; GAP1-IP4BP humanes GAP fiir Ras und Rap, dessen
Aktivitdt durch Inositol-1,2,4,5-Tetrakisphosphat stimuliert

Der Strukturihnlichkeit der GRD der IRA-Pro-
teine, des p120GAP und des Neurofibromins ent-
spricht erwartungsgemafl die funktionelle Homo-
logie. Transfektion von Saccharomyces-ira”-Mutan-
ten mit Vektoren, die entweder die cDNA des voll-
stindigen p120GAP oder die seiner GRD enthalten,
fithrt zur Komplementation dieser Mutationen
(Ballester et al. 1990; Tanaka et al. 1990). Der ira -
Phénotyp der Hefe ist, ebenso wie der Phénotyp
bei konstitutiv aktiviertem Ras (Mutante Ras2V19;
entspricht beim Siuger der onkogenen Mutante
RasV12), durch den Mangel an Speicherkohlenhy-
draten und durch Hitzeschockempfindlichkeit ge-
kennzeichnet.

wird. Es gehort zur GAPIII-Familie wie das humane
GAP1m. Schwarze Zahlen Aminosiurepositionen, schwarz
unterlegte Regionen GAP- bzw. GRD-Doménen (GAP related
domain), weifle Zahlen Linge dieser Doménen, schraffierte
Regionen Bereiche hoher Homologie zwischen IRA1, IRA2,
dem humanen und dem Drosophilaneurofibromin auflerhalb
der GAP-Domine, SH2/SH3 Src-homologe Dominen; PH
Pleckstrin-homologe Domine; C2A Ca’*-abhingige Phos-
pholipidbindungsdomine; C2B Ca®*-unabhingige Phospho-
lipidbindungsdomine des Synaptotagmin II

Die Expression der Neurofibromin-GRD in ira™-
Mutanten hat auf diesen Phénotyp einen korrigie-
renden Effekt (Ballester et al. 1990; Martin et al.
1990). Die Autoren wiesen auch eine erhohte Ras-
GTPase-Aktivitit in Extrakten aus Hefezellen, die
H-Ras und die NF1-GRD bzw. p120GAP koexpri-
mieren, nach. Wurde in solchen Versuchen nicht
Wildtyp-Ras verwendet, sondern eine konstitutiv
aktivierte (onkogene) Mutante wie RasV12, erwie-
sen sich sowohl p120GAP als auch die NF1-GRD
erwartungsgemif als unwirksam.

Die Tatsache, dass im Sdugerorganismus mehre-
re GAP anzutreffen sind, wirft Fragen nach ihrem
Expressionsspektrum wihrend der Ontogenese
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und im adulten Organismus, ihren Substratspezifi-
titen und ihrem jeweiligen Stellenwert bei der Ak-
tivititsregulation der Ras-Proteine auf. Die er-
schopfende Kenntnis dieser Parameter wire fiir
die Beurteilung der Auswirkungen der Neurofibro-
mindefizienz bei NF1 von Bedeutung. Die Koex-
pression von Neurofibromin und p120GAP im glei-
chen Gewebe oder der gleichen Zellsorte ist an
verschiedenen Systemen nachgewiesen worden
(Bollag u. McCormick 1991; DeClue et al. 1991),
oft wurde jedoch lediglich der Anteil der Neurofi-
brominaktivitit an der gesamten GAP-AKktivitit
bestimmt (Griesser et al. 1995). Selbst in den Fal-
len, bei denen die erwartete reziproke Beziehung
zwischen Neurofibrominspiegel und dem Anteil
von Ras-GTP besteht, erscheint eine isolierte Be-
trachtung des Neurofibromins unangebracht. Mar-
tin et al. (1990) isolierten zum ersten Mal die Neu-
rofibromin-GRD (NF1-GRD) als rekombinantes,
mit einem immunogenen Epitop versehenes Pro-
tein und zeigten seine GAP-Aktivitdt in vitro mit
N-Ras als Substrat. Die beiden rekombinanten Pro-
teine NF1-GRD und p120GAP wurden auch fiir die
Messung ihrer spezifischen Aktivititen und ihrer
Affinititen zu N-Ras verwendet. Dabei zeigte
P120GAP bei der verwendeten N-Ras-Konzentrati-
on eine mehr als 30fach hohere Aktivitit, aber ei-
ne etwa 50-mal geringere Affinitit zu diesem Sub-
strat (Martin et al. 1990). Ganz dhnlich liegen die
Verhltnisse, wenn die katalytischen Doménen von
p120GAP und Neurofibromin mit H-Ras als Sub-
strat verglichen werden (Ahmadian et al. 1996):
pI20GAP Km=9,7 uM

K, =03 uM k=145

Key=19 57"

Neurofibromin

Neurofibromin hat also eine 32-mal hdhere Affini-
tit zu H-Ras, erzielt aber eine 7,4-mal geringere
Aktivitit als p120GAP. Diese Unterschiede in den
kinetischen Parametern deuten auf eine Beanspru-
chung der beiden negativen Regulatoren von Ras-
Proteinen in verschiedenartigen physiologischen
Situationen hin.

Fiir die Bestimmung der Ras-GAP-Aktivitdt in
vitro stehen mehrere Methoden zur Verfiigung. In
vitro mit "*?P-GTP beladenes rekombinantes Ras-
Protein wird mit dem zu priifenden Zellextrakt,
der zu priifenden Zellfraktion oder mit den reinen
Proteinen (z.B. rekombinante GRD) inkubiert. Die
zeitliche Abnahme der Radioaktivitit (**P release)
in immunprézipitiertem oder membrangebunde-
nem Ras-Protein oder des diinnschichtchromato-
grafisch getrennten GTP ist ein Mafl der Ras-GAP-

Aktivitit. Dieser Trennung von GDP und GTP be-
dient sich auch die verbreitete Methode zur Be-
stimmung des Anteils GTP-beladenen Ras-Proteins
in verschiedenen physiologischen Zustinden (Quo-
tient Ras-GTP/Ras-GTP+Ras-GDP). Nach Markie-
rung des gesamten Nukleotidpools einer Zellkultur
mit *?P-Phosphat wird das Ras-Protein aus dem
Zellextrakt immunprazipitiert und die markierten
Guaninnukleotide wie oben getrennt und der Be-
stimmung ihrer Markierung unterworfen. Klassi-
sche biochemische Methoden zur quantitativen Be-
stimmung der Ras-gebundenen Guaninnukleotide
im Femtomolbereich verwendeten Scheele et al.
(1995), indem sie die Nukleosiddiphosphatkinase-
reaktion und das Luciferin-Luciferase-System ver-
wendeten. Fiir die Messung der Affinitit von GAP
zu ihren Ras-Substraten werden Letztere mit nicht
hydrolysierbaren ~GTP-Analogen beladen (z.B.
Guanylylimidodiphosphat).

Die beiden ubiquitir exprimierten Spleiffisofor-
men des Neurofibromins Typ I und II unterschei-
den sich durch die Insertion von 21 Aminosiduren
in Position 1370 bei Typ II. Mit 6 Lysin- und 2
Glutaminsdureresten handelt es sich um ein pola-
res Oligopeptid in einer weitgehend neutralen Um-
gebung. Es iiberrascht deshalb nicht, dass die kata-
lytischen Eigenschaften der GRD durch diese In-
sertion verandert werden. Die Typ-II-GRD hat eine
geringere GTPase aktivierende Wirkung auf H-Ras,
aber eine hohere Affinitit zu diesem Substrat als
Typ I (Andersen et al. 1993b). Typ-II-Neurofibro-
min wire also geeignet, bei niederer Ras-Konzen-
tration als Regulator der Ras-Aktivitdt zu dienen.
Die Regulation dieses alternativen Spleifiprozesses
zugunsten der einen oder der anderen Form ist al-
so vermutlich von funktioneller Bedeutung (s. Ka-
pitel 5.2.2.4 ,Transkriptionsprodukte).

Bedeutsam sind auch die strukturellen Unter-
schiede zwischen pl20GAP und Neurofibromin.
Wihrend die GRD mit 333 Aminosduren nur 12%
des Neurofibromins beansprucht und seinen aus-
gedehnten, die GRD flankierenden Abschnitten
noch keine funktionelle Rolle zuerkannt werden
konnte, nimmt die GRD des p120GAP das C-ter-
minale Drittel des Molekiils ein, und die 2/3 zum
N-Terminus hin beherbergen 5 funktionelle Domi-
nen (s. Abb. 5.3). Proteine, die mit Letzteren in
Wechselwirkung treten, sind identifiziert worden;
sie heiflen GAP-assoziierte Proteine und beziehen
p120GAP in multifunktioneller Weise in Prozesse
der Signaltransduktion ein (McGlade et al. 1993;
Leblanc et al. 1998; Ye et al. 1999; Feldmann et al.
1999). Beim Neurofibromin weist lediglich die
Hiufung von Missense-Mutationen in einem N-ter-
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minalen Abschnitt und dessen iiberdurchschnitt-
liche phylogenetische Konservierung auf die Exis-
tenz einer zusitzlichen funktionell bedeutsamen
Domine hin (Kehrer-Sawatzki et al. 1998; Fahsold
et al. 2000). Fiir die getrennte Erfassung der Akti-
vitdten von p120GAP und Neurofibromin hat sich
die Anwendung des fiir Neurofibromin spezi-
fischen Inhibitors n-Dodecylmaltosid als zweck-
dienlich erwiesen. Auch gegen die Phospholipide
Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat und Phos-
phatidylsdure sowie gegen Arachidonsdure (Golu-
bic et al. 1991) ist Neurofibromin empfindlicher
als p120GAP (Bollag u. McCormick 1991). Diese
Lipide gehoren zu den Kleinmolekiilen, deren in-
trazellulire Konzentration nach Stimulation von
Rezeptortyrosinkinasen durch die zugehorigen
Wachstumsfaktoren ansteigt. In einer Reihe von
Extrakten aus Geweben und Zellkulturen fanden
diese Autoren stets die Aktivititen beider Enzyme
mit Anteilen der Neurofibrominaktivitit zwischen
0,57% (Xenopusoozyten) und 79% (PC12-Zellen).
In primédren Kulturen menschlicher Fibroblasten
tragt Neurofibromin 15% zur gesamten GAP-Akti-
vitdt bei (Kobayashi et al. 1993), in epidermalen
Melanozyten etwa 1/3 (Griesser et al. 1995).

Intrazelluldre Lokalisation. Bei der Erforschung der
intrazelluldren Lokalisation des Neurofibromins
sind immunzytochemische Analysen von Zellfrak-
tionierungsstudien zu unterscheiden, wenngleich
sich beide immunologische Nachweise des Neuro-
fibromins zunutze machen.

Einen elementaren Ansatz der Zellfraktionie-
rung wandten DeClue et al. (1991) auf Homogena-
te von >°S-markierten NIH3T3-Kulturen an. Der
postnukledre Uberstand wurde durch Zentrifugati-
on bei 100000 g in eine Partikelfraktion (P100)
und einen Uberstand (S100) getrennt. Der weitaus
grofite Teil des p120GAP fand sich im Uberstand,
wihrend Neurofibromin anndhernd vollstindig
mit der Partikelfraktion sedimentierte. Eine wei-
tere schonende Zellfraktionierungsmethode ergab,
dass ein wesentlicher Anteil des Neurofibromins in
der P100-Fraktion offenbar als Komponente eines
hochmolekularen Komplexes mit einem Protein
mit einem Molekulargewicht (MG) von 400-
500 KDa vorliegt (DeClue et al. 1991).

Ahnliche Verteilung von p120GAP und Neurofi-
bromin im Zytosol bzw. in der Partikelfraktion be-
obachteten Hattori et al. (1992) an Homogenaten
von Rinder- und Rattenhirn. Diese Autoren unter-
mauerten ihre mit Immunoblots gewonnenen Er-
gebnisse durch GAP-Aktivititsmessungen in den
jeweiligen Fraktionen und fanden, dass in der Tri-

ton-X100-unldslichen Fraktion aller anderen Gewe-
be, wenn iiberhaupt, weniger als 10% der in Ge-
hirnextrakten gefundenen Neurofibrominaktivitit
nachzuweisen waren.

In der Haut des reifen Rattenfetus (E21) fanden
Malhotra u. Ratner (1994) die héchste immunolo-
gisch nachweisbare Neurofibrominexpression in
den Keratinozyten des Stratum spinosum, wo es
an der Plasmamembran und in mutmaflichen
Transportvesikeln lokalisiert ist. Das Vorhanden-
sein von NF1-mRNA in diesen Zellen belegt deren
autochthone Neurofibrominsynthese; das Protein
stammt also nicht aus den Melanozyten, die ihrer-
seits sowohl in der nicht betroffenen Haut als auch
in CALF von NF1-Patienten Neurofibromin enthal-
ten (Malhotra u. Ratner 1994; Griesser et al. 1995).
Mit Hilfe der verwendeten immunelektronenmi-
kroskopischen Methode sahen die Autoren kein
Neurofibromin an der Kernmembran, in Mito-
chondrien oder in Assoziation mit dem Zytoskelett
der Keratinozyten. Da die Ras-Proteinsubstrate des
Neurofibromins in ihrem aktiven Zustand in der
Plasmamembran verankert sind, ist eine Assoziati-
on des Neurofibromins mit der Plasmamembran
zu erwarten. Ein weiteres Beispiel hierfiir sind B-
und T-Lymphozyten der Maus, die neben einer
diffusen zytoplasmatischen Neurofibrominfirbung
einen membranstindigen Anteil zeigen (Boyer et
al. 1994). Beim antigeninduzierten Capping der
B-Zell-Antigen-Rezeptoren werden das membran-
stindige und das zytoplasmatische Neurofibromin
im Sinn eines Kocapping mit dem Antigen-IgG-
Komplex neu verteilt.

Die auffillige Konzentration des Neurofibromins
in den Dendriten grofler Projektionsneuronen
konnten Nordlund et al. (1993) auf der ultrastruk-
turellen Ebene dem glatten endoplasmatischen Re-
tikulum (sER) und vesikulotubuliren Strukturen
zuordnen. In Purkinje-Zellen des Rattenzerebel-
lums zeigen besonders gestapelte Membranvesikel
(Zisternen) hohe Neurofibrominimmunreaktivitit.
Zellkern, Kernmembran, Golgi-Apparat, Mitochon-
drien, raues ER und die Plasmamembran bleiben
unmarkiert.

Eine immunzytochemische Untersuchung der
subzelluldren Lokalisation des Neurofibromins in
primdren Mausembryofibroblasten und in 2 fibro-
blastoiden Zelllinien ergab eine perinukledre zyto-
plasmatische Firbung in NIH3T3-Zellen und den
primédren Fibroblasten (Gregory et al. 1993). Au-
Rerordentlich kontrovers werden inzwischen friihe-
re Beobachtungen iiber die Assoziation des Neuro-
fibromins mit den Mikrotubuli diskutiert (Golubic
et al. 1992; Bollag et al. 1993; Gregory et al. 1993;
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Nordlund et al. 1993; Malhotra u. Ratner 1994;
Roudebush et al. 1997). Im Gegensatz zu den an-
deren Autoren sahen Roudebush et al. (1997) eine
Assoziation des Neurofibromins mit den Mito-
chondrien in verschiedenen Zellsystemen. Ob ein
Teil der Widerspriiche auf der bekannten Assozia-
tion von Mitochondrien mit Mikrotubuli beruht,
bleibt durch weitere Untersuchungen zu kliren.

5.2.3.2 Struktur-Funktions-Beziehungen

Die Grofle des Neurofibromins setzt der Erfor-

schung von Struktur-Funktions-Beziehungen er-

hebliche Schwierigkeiten entgegen. Aus diesem

Grund war bisher v.a. die GRD Gegenstand der-

artiger Analysen. Bisher sind 2 Wege beschritten

worden:

1. Identifizierung funktionell relevanter Segmente
und Aminosdurepositionen anhand des Grads
der phylogenetischen Konservierung,

2. Bestimmung von Funktionsparametern bei
kiinstlichen und/oder natiirlichen Mutationen,
wobei Letztere im Prinzip auch die Erhebung
von Korrelationen zwischen der Manifestations-
form der Krankheit und dem Genotyp des Pa-
tienten ermdglichen sollten.

Analysen funktioneller Parameter an Mutanten des

Neurofibromins in vivo (z.B. in transfizierten

Saccharomycesstimmen) oder in vitro (mit rekom-

binanten Proteinen) tragen unmittelbar zu unse-

rem Verstandnis der Pathogenese der NF1 bei und
sollen deshalb in Kapitel 5.2.4.3 ,Molekulare Pa-
thologie®, Unterkapitel ,Funktionsanalysen von

NF1-Gen-Mutationen®, behandelt werden. Hier sei

nur kurz auf die Einsichten eingegangen, die aus

Vergleichen von Aminosduresequenzen von Ras-

GAP gewonnen wurden.

Bei solchen Vergleichen der GRD von mensch-
lichem Neurofibromin mit pl120GAP und den bei-
den IRA-Proteinen (ScNeurofibromine) fielen 17
Abschnitte auf, innerhalb deren héhere phylogene-
tische Konservierung besteht als in den iibrigen
Anteilen. Die 4 dieser Segmente, die eine beson-
ders hohe Konservierung zeigen und die GRD cha-
rakterisieren, wurden als Blécke 1-4 oder 1, 2, 3A
und 3B bezeichnet (Abb. 5.4). Etwa 1/3 der relativ
seltenen Missense-Mutationen des NF1-Gens be-
treffen die GRD, die nur 12,8% der kodierenden
Sequenz beansprucht (y*=18,5; p<<0,01). Von den
12 pathogenen Missense-Mutationen in der GRD
betreffen 8 hoch konservierte Aminosiurepositio-
nen innerhalb der Bldécke 1, 3A und 3B, obwohl
diese Blocke nur etwa 20% der Aminosiuren der

GRD enthalten. Die zuerst am Beispiel der instabi-
len Himoglobine und spéter am Gerinnungsfaktor
IX (Bottema et al. 1991) nachgewiesene positive
Korrelation zwischen phylogenetischer Invarianz
einer Aminosdureposition und der Wahrschein-
lichkeit der klinischen Manifestation ihrer mutati-
ven Veridnderungen scheint also auch fiir Neurofi-
bromin zu gelten. Es wire interessant, die Manifes-
tationsformen der GRD-Mutationen an invarianten
Positionen mit denjenigen anderer Missense-Muta-
tionen des NF1-Gens zu vergleichen. Die Koinzi-
denz der Haufung pathogener Missense-Mutatio-
nen in phylogenetisch konservierten Regionen
fihrte Fahsold et al. (2000) auf die Spur einer
mutmafllichen 2. funktionellen Domiéne des Neu-
rofibromins im Bereich der Exons 11-17 (s. Kapi-
tel 5.2.5 ,Mutationen“). Dieser Abschnitt enthilt
die von Izawa et al. (1996) erstmalig beschriebene
cysteinreiche Region, gekennzeichnet durch 3 Paa-
re eng benachbarter Cysteinreste, eine Konfigurati-
on, die einer bekannten ATP-Bindungsdoméne &h-
nelt. Dariiber hinaus liegen dort 3 der 6 PKA-spe-
zifischen Serin-Threonin-Phosphorylierungsmotive
des Neurofibromins (Marchuk et al. 1991).

Fiir das Studium der strukturellen Vorausset-
zungen der GAP-Aktivitit des Neurofibromins ist
es von Interesse, zu ermitteln, auf welche Grofle
die Sequenz der GRD reduziert werden kann, ohne
wesentlich an GAP-Aktivitit und Ras-Affinitdt ein-
zubiilen. Aufgrund der Homologie zu den IRA-
Proteinen und zum DmNeurofibromin war die
Linge der GRD des Neurofibromins auf 366 Ami-
nosduren veranschlagt worden. Gideon et al.
(1992) klonierten ein proteolytisches Fragment
von 333 Aminosiuren, das noch die volle GAP-Ak-
tivitit des Neurofibromins in vitro entfaltete und
ira”-Mutanten zu komplementieren vermochte. Da-
mit war die aktive vermeintliche Minimaldomane
des Neurofibromins auf die Grofle derjenigen des
P120GAP mit 334 Aminosduren reduziert. Diese
beiden Proteine mit den Kurzbezeichnungen
NF1-333 und GAP-334 waren Gegenstand genaues-
ter kristallografischer ~Roéntgenstrukturanalysen
(Scheffzek et al. 1998), wobei einerseits der prinzi-
piell gleichartige Aufbau der beiden Doménen, an-
dererseits aber auch aufschlussreiche Unterschiede
im Detail zutage traten, welche die Verschiedenheit
der Ras-Affinitit und der spezifischen Ras-GAP-
Aktivitdt verstandlich machen. Dariiber hinaus er-
laubt das so gewonnene Strukturmodell der
NF1-333 plausible Interpretationen der Auswirkun-
gen von Missense-Mutationen und der Insertion
der 21 Aminosduren der Typ-II-Spleifivariante
(Scheffzek et al. 1998).
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NF1 1198 ETVLADRFERLVELVTMMGDEGE 12570
pl20GAP 714 E 770
NF1 1258 KIMTFCFE YGATYLQKL@DPLLRIVITSSDWQHV 1317
pl20GAP 771 LMEQYMw TATQFVHH KDSILKIMES----KQ 826
. .. %k .
R
A\
NF1 1318 KFFHARISSSSEFER 1377
pl20GAP 827 FTLVEKMFMASETL P 886
die B s, '?? ¢
Block2
NF1 1378 QNSTG KIMSET LES TR 1434
pL20GAP 887 TNTTM 946
K. . .
G
NF1 1435 1493
pl20GAP 947 1005
NF1 1494 QEKIGQYLSSNRDHKAVGRRPFDKMATLLAYLGPPEH- -~~~ 1530
pl20GAP 1006 1047

Abb. 5.4. Vergleich der Aminosiduresequenzen der GAP-Do-
minen von Neurofibromin und p120GAP. Eingerahmt die 4
Blocke, innerhalb deren hohe Sequenzéhnlichkeit zwischen
den GRD von Neurofibromin, p120GAP, IRA1 und IRA2 be-
steht. Grau bzw. schwarz, Stern identische Aminoséuren; die
schwarz unterlegten Positionen, von denen 15 in den homo-
logen Sequenzbldcken liegen, sind auch bei dmGAP1, ceGAP

NF1-333 und GAP-334 bestehen aus 14 a-Heli-
ces, welche durch unterschiedlich lange, z.T. frei
bewegliche Schleifen miteinander verbunden sind.
3 N-terminale (1.4, 24 und 3.,) und 3 C-terminale
Helices (4¢x, 5ex und 6¢,) bilden mit Anteilen ihrer
zugehdrigen Verbindungsschleifen eine so genann-
te Extradomine (NFl.; GAP.,) mit erstaunlich
dhnlicher dreidimensionaler Struktur trotz gerin-
ger Sequenzhomologie. Die beiden Teile der Extra-
domine flankieren die 8 Helices der zentralen Do-
mine (NF1., GAP,.), welche die Ras-Bindungsfur-

SDELRTLSNERGAQQHVLKKLLAITEL;:;QQKQNQYTKTNDVR
cee P A * .

und rnGAP1m identisch, Doppelpunkte konservative Amino-
sdureaustausche, einfache Punkte semikonservative Amino-
sdureaustausche, schwarze Dreiecke die beobachtete und/
oder kiinstlich erzeugte Missense-Mutationen, eckige Klam-
mern jeweilige minimale funktionelle Dominen ,NF1230¢
und ,,GAP275¢

che (Ras-binding groove) in Helices 6. und 7. und
ihre zugehorigen Schleifen enthilt.

NF1, ist identisch mit der auf 230 Aminosiuren
reduzierten wirklichen Minimaldomine des Neu-
rofibromins mit Ras-GAP-Aktivitit, die von Ahma-
dian et al. (1996) hinsichtlich ihrer strukturellen
und biochemischen Eigenschaften charakterisiert
wurde. Dieser Abschnitt (NF1-230) reicht von
Asp1248-Phel477; bei pl20GAP entspricht dem
das 273 Aminosduren lange Segment (GAP-273)
von Met714-His986 (Gamblin u. Smerdon 1998;
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Abb. 5.5. Veranschaulichung der multi-
plen Wirkungsmoglichkeiten des Neu-

rofibromins als negativer Regulator (-)
von GTPasen der Ras-Subfamilie

[ Zell-Proliferation Differenzierung

Apoptosis

Scheffzek et al. 1998). Die Ras-Bindungsfurche des
Neurofibromins beansprucht die Aminosduren
1381-1431. Anzahl und Verteilung polarer und
neutraler Aminosduren an den Ras-Kontakten un-
terscheiden sich von denen des homologen Ab-
schnitts in GAP-334 in einem Sinn, der eine ein-
leuchtende Interpretation der Aktivitits- und Affi-

nitidtsunterschiede zwischen diesen Proteinen
ermoglicht (Scheffzek et al. 1998).
Die rontgenkristallografische Strukturanalyse

wurde nicht nur an den beschriebenen Domiénen
der Ras-GAP durchgefiihrt, sondern auch an ihren
Komplexen mit einem Ras-Protein (Scheffzek et al.
1997). Das Ergebnis ist insofern iiberraschend, als
die Stimulation der Ras-GTPase durch die GRD
nicht oder nicht nur durch eine allosterische Ver-
dnderung des Ras-Proteins im Komplex mit dem
GAP zustande kommt, sondern durch direkte Ein-
wirkung eines Arginins des GAP, das Kontakt mit
dem y-Phosphat des Ras-gebundenen GTP auf-
nimmt. Dieses Arg nimmt eine exponierte Position
in der Schleife zwischen Helices 1. und 2. ein, die
als ,Argininfinger bezeichnet wird, weil sie in die
GTPase-Domine des Ras-Proteins hineinragt. Der
Arg-Finger liegt nicht in der Ras-Bindungsfurche.
Bei diesem Ras-GTPase-Aktivierungsmechanismus
bildet sich also das aktive Zentrum fiir die hydro-
lytische Reaktion aus Anteilen zweier verschiede-
ner Proteine (Bourne 1997; Noel 1997). Im Neuro-
fibromin nimmt das Arg des ,,Fingers“ die Position
1276 ein, bei p120GAP ist es Arg789; es handelt
sich, wie erwartet, um eine der hoch konservierten
Positionen. Das Kodon Argl276 war wiederholt
das Ziel von pathogenen Stoppmutationen und 2
verschiedenen Missense-Mutationen (R1276Q und
R1276P). Es handelt sich nicht um das Arginin des
ebenfalls invarianten FLR-PA-Motivs (die ersten 2

Aminosduren im Zwischenraum sind stets unpolar),
das im Neurofibromin die Positionen 1389-1396
einnimmt. Nach Scheffzek et al. (1998) iibt dieses
Arg eine stabilisierende Wirkung auf den Arg-Fin-
ger aus. Eine detailliertere Ubersicht iiber die bio-
chemischen Eigenschaften des Neurofibromins, in
die auch Aspekte der molekularen Pathologie ein-
bezogen sind, gaben Kim u. Tamanoi (1998).

In der Einleitung wurde darauf hingewiesen,
dass nicht nur die ,klassischen® monomeren
G-Proteine der Ras-Subfamilie, H-, K- und N-Ras,
Substrate des Neurofibromins sind, sondern auch
R-Ras und TC21/R-Ras2 (Abb. 5.5). Der Stellen-
wert des Neurofibromins fiir die Regulation der
von diesen Molekiilen vermittelten Wege der Sig-
naltransduktion ist mit Hilfe der wenigen bisher
bestimmten kinetischen Parameter kaum zu beur-
teilen. Dieser Frage mit der notwendigen Sorgfalt
nachzugehen, war den Autoren im Rahmen dieser
Ubersicht nicht méglich. Es erscheint aber not-
wendig, auch an dieser Stelle darauf hinzuweisen,
dass ein zutreffendes Bild der funktionellen Be-
deutung des Neurofibromins nur gewonnen wer-
den kann, wenn seine Wechselwirkung mit allen
seinen Substraten und Regulatoren beriicksichtigt
wird.

Ahnliches gilt fiir die Einbeziehung der anderen
Ras-GAP-Spezies in die Betrachtung. Wie eingangs
erwihnt, ist der Beitrag des Neurofibromins zur
Ras-Regulation im Zusammenhang mit dem der
anderen Ras-GAP zu beurteilen, die in der jeweili-
gen Zellsorte exprimiert sind. Die Frage, ob Neu-
rofibromin tber seine Ras-GAP-Aktivitit hinaus
noch auf andere Weise in Ras-vermittelte Prozesse
involviert ist oder sogar Ras-unabhingige Funktio-
nen ausiibt, wird in Kapitel 5.2.4.3 ,Molekulare Pa-
thologie“ aufgegriffen.

Multiple Effektoren
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5.2.3.3 Regulation der NF1-Gen-Expression
und der Neurofibrominaktivitét

Das NF1-Gen liegt nicht in einer von geschlechts-
spezifischer Prigung (imprinting) betroffenen Re-
gion des menschlichen Genoms. Bei gesunden He-
terozygoten fiir Sequenzpolymorphismen der ko-
dierenden Region des NF1-Gens ist keine unglei-
che Expression der allelischen mRNA-Kopien be-
obachtet worden. Die (G+C)-reiche Promotorregi-
on beherbergt zahlreiche regulatorisch relevante
Sequenzmotive, und auch weiter oberhalb sind Ab-
schnitte gefunden worden, welche die Transkripti-
onsrate des NF1-Gens beeinflussen kénnen [s. Ka-
pitel 5.2.2.2 ,Charakteristika des NF1-Gens®; Vis-
kochil (1998)].

Uber die Transfektionsexperimente mit geeig-
neten Konstrukten hinaus, mit deren Hilfe diese Se-
quenzen identifiziert wurden (Viskochil 1998), liegt
wenig Information {iber ihre Bedeutung in vivo vor.

Im Hinblick auf die Gréfe des NF1-Gens sind
per Transkriptionsregulation (Induktion, Repressi-
on) keine raschen Verinderungen der Menge an
NF1-mRNA zu erwarten. Bei einer Transkriptions-
geschwindigkeit von 20-30 Nukleotiden/s dauert
die Synthese eines primdren NF1-Gentranskripts
zwischen 3,1 und 4,65 h; die Translation der reifen
NF1-mRNA nimmt mindestens 1,5h in Anspruch.
Wo rasche Verinderungen der Neurofibrominakti-
vitdt erforderlich sind, werden diese deshalb eher
durch posttranslationale Mechanismen vermittelt.
Nach bisherigen Befunden stehen der Zelle hierfiir
folgende Moglichkeiten zur Verfiigung:

e die Regulation des Neurofibrominturnovers;

e die posttranslationale Modifikation, welche ih-
rerseits den Turnover beeinflussen kann, und

o die Aktivititsregulation durch Interaktion mit
anderen Molekiilen wie Tubulin bzw. Lipiden.

Aus Folgendem geht hervor, dass die NF1-Gen-Ex-

pression auf unterschiedlichen Ebenen reguliert

wird:

Da Ras-Proteine in Abhingigkeit von der Zellsorte
entweder als Wachstums- oder als Differenzie-
rungsstimulatoren wirken konnen (Hall 1993), ist
es von Interesse, die Expression des Neurofibro-
mins als eines ihrer negativen Regulatoren in Si-
tuationen induzierter Differenzierung zu priifen.
In den 3 etablierten Zelllinien

e Rat-1A,

e C,C;, und BC3;H1 sowie

e MT,HI

ist die Neurofibrominsynthese offenbar positiv mit
der Differenzierung korreliert.

Da der konfluente Zustand bei Fibroblasten mit
erh6hter Produktion von Komponenten der extra-
zelluldren Matrix einhergeht, kann der Ubergang
in die Konfluenz als Differenzierungsprozess be-
trachtet werden. Norton et al. (1996) verwendeten
die fibroblastoide Linie Rat-1A, um zu priifen, ob
es wahrend der Phasen des Zellzyklus zu Verdn-
derungen der NF1-mRNA- und der Neurofibro-
minkonzentration kommt. Sie unterwarfen die Zel-
len einer Synchronisation durch Serumentzug im
subkonfluenten Zustand. Nach Aufheben des
Blocks durchliefen die Zellen den Zellzyklus ohne
jegliche Veranderung der NF1-Gen-Expression auf
RNA- und Proteinebene. Wurden die Zellen aber
im konfluenten Zustand gehalten, stiegen
NF1-mRNA und Neurofibromin innerhalb von
72 h auf das 3Fache im Vergleich zu proliferieren-
den Zellen an.

Einen vergleichbaren parallelen Anstieg der bei-
den NF1-Gen-Produkte beobachteten Gutmann et
al. (1994a) 2-3 Tage nach Auslosung der Muskel-
zelldifferenzierung durch Serumentzug in den
Mausmyoblastenlinien C,C;, und BC;H1. Die Zu-
nahme des Neurofibromins folgte dem friiher ein-
setzenden Anstieg des als Differenzierungsmarker
verwendeten nikotinischen Azetylcholinrezeptors.
Die hohe Neurofibrominexpression war mit einer
signifikanten Abnahme des N-Ras-GTP-Anteils
verbunden und blieb im differenzierten Zustand
der Zellen langfristig erhalten. Dies steht in einem
auffilligen Gegensatz zu der geringen bis fehlen-
den Neurofibrominexpression in der adulten Ske-
lettmuskulatur und im Herzmuskel (Daston et al.
1992).

Fir  entsprechende  Untersuchungen  an
Schwann-Zellen bot sich die Linie MT,H1 an, die
durch unphysiologisch hohe Konzentrationen von
Forskolin oder cAMP zur Differenzierung gebracht
werden kann. Hohe Zelldichte hat eine dhnliche
Wirkung. Als Differenzierungsmarker verwendeten
Gutmann et al. (1993b) das Myelinprotein PO und
Galaktozerebrosid. Die Induktion der SZ-Differen-
zierung war schon nach wenigen Stunden mit ei-
nem dramatischen Anstieg der NF1-mRNA ver-
bunden, wihrend Neurofibromin erst nach 24h
folgte und sein Maximum nach 72h erreichte.
Dies war das erste Beispiel fiir eine posttranskrip-
tionale Regulation der Expression des NF1-Gens.

Es liegt nahe, anzunehmen, dass das CRE-Motiv
im NF1-Gen-Promotor (s. Kapitel 5.2.2.2 ,Charak-
teristika des NF1-Gens“) die Induktion der
NF1-Gen-Transkription durch cAMP vermittelt. Da
cAMP iiber die Phosphorylierung des Ras-Effek-
tors Rafl an Ser43 durch PKA die Ras-Rafl-Inter-
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aktion hemmt (Cook u. McCormick 1993), scheint
cAMP durch Stimulation der Neurofibrominsyn-
these eine dazu synergistische Wirkung auszuii-
ben.

Im Gegensatz zu diesen 3 Beispielen positiver
Korrelation zwischen Differenzierung und gestei-
gerter Neurofibrominexpression ist die durch Ca**
induzierte Differenzierung von primiren mensch-
lichen Keratinozyten in der Kultur mit einer dras-
tischen Verringerung der Neurofibrominkonzentra-
tion verbunden (Hermonen et al. 1995). Dagegen
sahen diese Autoren bei immunzytochemischen
Untersuchungen eine sehr geringe Neurofibromin-
markierung der Fibroblasten. In der unmittelbaren
Umgebung von Schnittwunden jedoch steigt die
Neurofibrominexpression in den Dermisfibroblas-
ten signifikant an (Yl4-Outinen et al. 1998). Da
der hohe Neurofibromingehalt im Narbengewebe
fir lange Zeit erhalten bleibt, kann er nicht aus-
schliefflich eine Folge der Fibroblastenproliferation
sein. Die Behandlung menschlicher Fibroblasten in
vitro mit den Wachstumsfaktoren, die wesentlich
an der Wundheilung beteiligt sind, PDGF und
TGF-f1, fithrte schon bei geringen physiologischen
Mengen der Faktoren zu einem starken Anstieg
der NF1-mRNA-Konzentration, jedoch wurde dies
nicht quantitativ. mit Proliferationsparametern
(Mitoseindex; BrdU-Markierung oder dergleichen)
korreliert (Yl4-Outinen et al. 1998).

Die gemeinsame Proliferation von SZ und Fi-
broblasten wahrend des Wachstums von Neurofi-
bromen ist oft mit dem entsprechenden Geschehen
bei der Waller-Degeneration verglichen worden.
Wrabetz et al. (1995) wihlten die nach Axotomie
des Ischiasnervs der Ratte einsetzende Waller-De-
generation als Modellsystem fiir Untersuchungen
des Verhaltens der NF1-mRNA und des Neurofi-
bromins in SZ des distalen Stumpfs. Wahrend die
Reversion der SZ-Differenzierung an erwartungs-
gemiflen Verinderungen der PO-mRNA (Abnah-
me) und der mRNA des niedrig-affinen NGFR
(Zunahme) zu erkennen war, verinderte sich der
Spiegel der NF1-mRNA zwischen 1 und 24 Tagen
nach Axotomie nicht. Weder der Zusammenbruch
des genetischen Myelinisierungsprogramms noch
die einsetzende SZ-Proliferation beeinflussten
demnach den Anteil der NF1-mRNA an der Ge-
samt-RNA. Neurofibromin hingegen stieg parallel
zur SZ-Proliferation am Tag 4 nach Axotomie an
und war auch spiter noch deutlich gegeniiber dem
Spiegel im ruhenden Ischiasnerv erhoht. Dies ist
ein 2. anschauliches Beispiel fiir die posttranskrip-
tionale Regulation der Neurofibrominsynthese. Es
spricht fiir die Relevanz dieser Beobachtungen,

dass der NF1-mRNA-Gehalt der SZ auch wiahrend
der physiologischen postnatalen Myelinisierungs-
phase (P1-P5) konstant blieb.

Ahnliche Ergebnisse erhielten Griesser et al.
(1997) bei Messungen der NF1-mRNA-Konzentra-
tionen und der Halbwertszeit des Neurofibromins
in epidermalen Melanozyten. Wachstumsstimulato-
ren wie bFGE, Choleratoxin und PMA bewirkten
eine signifikante Zunahme des Neurofibromins,
hatten aber keinen Einfluss auf die NF1-mRNA-
Konzentration. Der Anstieg des Neurofibromins
konnte auf eine Verldngerung der Halbwertszeit
des Neurofibromins von 25h auf bis zu 80h
zuriickgefithrt werden (Griesser et al. 1997; Kauf-
mann et al. 1999a). Da die Hemmung des lysoso-
malen Abbaus mit Chlorochin in mehreren primi-
ren bzw. etablierten Zelllinien zu einer deutlichen
Erhéhung des Neurofibromingehalts fiihrt (Kauf-
mann et al. 1999a), scheinen die oben genannten
Wachstumsstimulatoren zu verhindern, dass Neu-
rofibromin dem lysosomalen Abbau anheim fllt.
Dies konnte durch eine posttranslationale Modifi-
kation des Neurofibromins geschehen. Tatsichlich
korreliert ein héherer Phosphorylierungsgrad des
Neurofibromins mit der verlingerten Halbwertszeit
in PMA-behandelten Melanozyten (Kaufmann et
al. 1999b). Entsprechend verhindern Inhibitoren
von Proteinphosphatasen, wie Okadasdure oder
Vanadat, die durch Abwesenheit von PMA ver-
ursachte Verkiirzung der Neurofibrominhalbwerts-
zeit (Kaufmann et al. 1999b).

Stabilisierung des Neurofibromins gegen proteo-
lytischen Abbau wire eine sinnvolle Funktion sei-
ner von Izawa et al. (1994) in vitro und von Boyer
et al. (1996) in vivo nachgewiesenen Phosphorylie-
rung. Die ersteren Autoren zeigten, dass Neurofi-
bromin durch PKA an Serin und Threonin phos-
phoryliert werden kann. Die 2. Arbeitsgruppe wies
eine kurzlebige Phosphorylierung des Neurofibro-
mins nach, die mit der Aktivierung des B-Zell-An-
tigen-Rezeptors in vivo einhergeht. Ob die Phos-
phorylierung des Neurofibromins iiber die Sti-
mulation seines lysosomalen Abbaus hinaus wei-
tere Wirkungen auf seine funktionellen Eigen-
schaften ausiibt, ist nicht bekannt. Es sei darauf
hingewiesen, dass die Phosphorylierung des
P120GAP nach RTK-Aktivierung zu seiner Inakti-
vierung fiihrt, eine zur RTK-vermittelten Ras-Akti-
vierung offensichtlich synergistische Reaktion. Es
ist denkbar, dass Neurofibromin neben der Phos-
phorylierung noch anderen posttranslationalen
Modifikationen unterworfen ist.
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Aktivitatsregulation durch  Kleinmolekiile. Die
schnellsten Veridnderungen der Neurofibrominakti-
vitdt sind vermutlich auf dem Weg der Regulation
durch Kleinmolekiile zu verwirklichen. Wegen ih-
rer mitogenen Wirkung wurden in erster Linie be-
stimmte Lipidmetaboliten in Betracht gezogen. Es
wurde dabei an die frithe Beobachtung von Yu et
al. (1988) angekniipft, dass die wachstumsstimulie-
rende Wirkung dieser Verbindungen von der Ras-
Aktivitdt abhingig ist. Hemmung von Ras durch
den neutralisierenden Antikdrper Y13-259 verhin-
dert den mitogenen Effekt z.B. von Phosphatidsau-
re (PA). Daraus wurde gefolgert, dass entgegen
fritheren Vermutungen, wonach diese Lipidmole-
kiile von Ras-kontrollierten Phospholipasen gebil-
det werden wiirden, die Lipide ihrerseits die Ras-
Aktivitit stimulieren. Es lag nahe anzunehmen,
dass dies durch Hemmung Ras-GTPase stimulie-
render Enzyme, also der negativen Regulatoren
von Ras, geschehen konnte. Es wird vermutet, dass
an der Grenzfliche der substrathaltigen Plasma-
membran und des Zytosols geniigend hohe lokale
Konzentrationen von Arachidonat und anderen Li-
pidmetaboliten entstehen konnen, um die im Fol-
genden zusammengefassten Wirkungen auf Neuro-
fibromin und p120GAP zu gewihrleisten. Obwohl
die verschiedenen Autoren unterschiedliche Me-
thoden angewendet haben, um den Einfluss von

Lipiden auf die GAP-Aktivititen von Neurofibro-
min, pl20GAP und ihren jeweiligen katalytischen
Dominen zu bestimmen, wurden die Ergebnisse
in Tabelle 5.15 zu einer Ubersicht zusammenge-
fasst.

Aus Tabelle 5.15 ist zu entnehmen, dass Neuro-
fibromin und seine GRD gegen Arachidonsdure
empfindlicher sind als p120GAP und dessen kata-
lytische Domine. Phosphatidsdure erwies sich bei-
den Molekiilen gegeniiber als unwirksam oder
schwach inhibitorisch, wobei eine nicht erklirliche
Diskrepanz zwischen den Daten von Bollag u.
McCormick (1991) und denen von Golubic et al.
(1991) hinsichtlich der NF1-GRD besteht. Ein wei-
terer wirksamer Inhibitor beider GAP ist PIP,, die
Vorstufe der beiden sekundédren Botenstoffe DAG
und IP;. Keine inhibitorische Wirkung auf
p120GAP und Neurofibromin iiben die folgenden
Lipide aus: DAG (mit unterschiedlichen Fettséure-
resten), Phosphatidylcholin, Phosphatidylserin,
Phosphatidylethanolamin und eine Reihe anderer
freier Fettsduren (Tsai et al. 1989; Bollag u. McCor-
mick 1991). Hinsichtlich der Regulation der Bil-
dung dieser sekundéren Lipidbotenstoffe sei auf
die Ubersicht von Han et al. (1991) verwiesen.

Bei allen beschriebenen Untersuchungen wurde
eine Wirkung der verschiedenen Substanzen auf
die Ras-Bindungsaffinitit und auf die GDP-GTP-

Tabelle 5.15. Hemmung von Neurofibromin und p120GAP durch Phospholipide und Arachidonséure

Lipide Konzentration [uM] Hemmung der Aktivitit [%)]
Neurofibromin pl120GAP
Ganzes Molekiil GRD Ganzes Molekiil ~ Katalytische Domine
AA 16 100° (= Rt
AA ca. 20 100" 10°
AA 65 ca. 90°¢
AA 100 ca. 95°¢ ca. 14°
AA 164 (88)"
AA 328 100" 100" 100"
AA 1000 100°¢ ca. 95°
PA(A,S) 65 ca. 95°
PA(A,S) 138 0° ca. 6° (100)*¢ 12*
PI(A,S) 113 (100)¢
PIP(A,S) 103 (100)¢
PIP,(A,S) 65 ca. 98¢ (100)¢
PIP,(A,S) 95 100°

AA Arachidonsiure; PA Phosphatidsdure; PI Phosphatidylinositol; PIP Phosphatidylinositol-4-Phosphat; PIP, Phosphatidyl-
inositol-(4,5)-Bisphosphat. Zusatz (A,S) mit Arachidonsiure in der -, Stearinsiure in der y-Position, ungefihr Daten aus

Diagrammen abgelesen; keine genaueren Angaben der Autoren.

? Golubic et al. (1991).
® Golubsic et al. (1992).
€ Bollag u. McCormick (1991).

4 Tsai et al. (1989). Die von Tsai et al. (1989) erhobenen Befunde wurden in Klammern gesetzt, weil nur die GAP-Aktivitit
von Zellextrakten (NIH3T3) gemessen wurde, deren groflerer Anteil erfahrungsgemiaf jedoch auf p120GAP beruht.
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Dissoziation ausgeschlossen. Es handelt sich also
um Hemmung bzw. Stimulation der Ras-GTPase
aktivierenden Reaktion.

5.2.4 Mechanismen der Pathogenese bei NF1

5.2.4.1 Formale Aspekte
des Tumorsuppressorparadigmas

Die Vorstellung, dass Tumorzellen in Folge einer

Imbalance zwischen positiven und negativen

Wachstumsregulatoren entstehen, geht auf Theodor

Boveri (1914) zuriick. Ein Mangel oder eine Inak-

tivierung negativer und/oder ein Uberschuss bzw.

eine unphysiologische Aktivierung positiver

Wachstumsregulatoren tragen, diesem Gedanken

entsprechend, entscheidend zur Umwandlung nor-

maler in transformierte Zellen bei und vermogen
den vielstufigen Prozess der Tumorgenese einzulei-
ten. Fiir den Fall einer defekten negativen Regula-
tion der Zellproliferation wurde diese Hypothese
zum ersten Mal am Beispiel des Retinoblastoms
epidemiologisch (Knudson 1971) und experimen-
tell (Cavenee et al. 1983) bestitigt. Das Retinoblas-
tomgen (RB1) auf Chromosom 13ql14.3 wurde so
zum Prototyp eines Tumorsuppressorgens (TSG).

In der Folgezeit hat sich das TSG-Paradigma als

Leitlinie fiir die Erforschung vieler hereditérer Tu-

morkrankheiten mit autosomal-dominantem Erb-

gang bewihrt. Es dient als formales Modell, das

auf eine Vielfalt unterschiedlicher molekularer Me-

chanismen zutrifft. In seiner heutigen Gestalt er-

laubt das TSG-Modell die folgenden Voraussagen:

¢ Dominante Vererbung eines erhéhten Risikos,
an einer oder mehreren Arten von Tumoren zu
erkranken, welche auch sporadisch vorkommen.
Die Patienten aus betroffenen Familien, in wel-
chen die Krankheit seit 2 oder mehreren Gene-
rationen segregiert, sind konstitutionell hetero-
zygot fiir ein Defektallel, das sie vom betroffe-
nen Elter geerbt haben. Patienten mit gesunden
Eltern haben eine Neumutation geerbt, die sich
in der Keimbahn eines Elters ereignete.

e Der Funktionsverlust beider Allele eines TSG -
durch welchen Mechanismus auch immer - ist
Voraussetzung fiir die Entstehung von Progeni-
torzellen der Tumoren. Homozygot defiziente
Zellen entstehen bei heterozygoten Patienten
durch den somatischen Funktionsverlust des
Wildtypallels, der mit einer (um den Faktor der
reziproken somatischen Mutationsrate) hoheren
Wahrscheinlichkeit auftritt als bei Homozygoten
fiir das Wildtypallel. Bei letzteren sind 2 Mutati-

onsereignisse an dem betreffenden TSG-Locus
notwendig, um die homozygote Defizienz her-
beizufiihren (2-Treffer-Theorie). Auf zelluldrer
Ebene sind also TSG-Defekte in der Regel rezes-
siv. Bei bestimmten Mutationsereignissen (grofie
Deletionen, Nondisjunction) bzw. bei somati-
scher Rekombination ist der Verlust des Wild-
typallels in den Tumorzellen oft als Heterozygo-
tieverlust (loss of heterozygosity: LOH) anhand
des Genotyps flankierender oder intragener po-
lymorpher Marker nachweisbar.

e Das Erkrankungsalter ist gegeniiber dem der
spontanen nichthereditéren Fille wesentlich ver-
ringert. Die Tumoren treten multifokal, ggf. bila-
teral auf, wihrend sie bei der sporadischen Er-
krankung, sofern sie nicht auf einer Keimbahn-
neumutation beruht, unifokal bzw. unilateral ent-
stehen. Natiirlich gibt es auch bei hereditérer Dis-
position (Keimbahnmutation) Félle mit einer Mi-
nimalmanifestation im Sinn einer singulédren,
unilateralen Tumorbildung. Diese reprisentieren
entweder das untere Ende der allelischen Varia-
bilitit oder lassen auf den Einfluss genetischer
und/oder nichtgenetischer Modifikatoren schlie-
Ren, deren Natur in der Regel noch unbekannt ist.

e Der transformierte zellulire Phinotyp kann
durch Transfektion und Expression des Wild-
typallels des jeweiligen TSG zumindest partiell
korrigiert werden (experimentum crucis).

Im Folgenden soll ndher betrachtet werden, ob und
in welcher Weise das NF1-Gen diese Voraussetzun-
gen erfiillt. Wie in Kapitel 5.2.2.1 ,,Formalgenetik*
beschrieben, segregiert in NF1-Familien das erhoh-
te Risiko, an bestimmten Tumoren zu erkranken,
entsprechend einem autosomal-dominanten Ver-
erbungsmodus mit hoher Penetranz. In Kapitel 5.2.1
»Krankheitsbild“ wurde das Spektrum der Tumoren
beschrieben, die fiir das Krankheitsbild der NF1
charakteristisch sind, bzw. fiir deren Entstehung
bei NF1 ein erhohtes Risiko besteht. Gegenstand
der nun folgenden 3 Abschnitte ist die Frage, ob
die Entstehung dieser Tumoren im Sinn des Tumor-
suppressorparadigmas verstanden werden kann.

LOH-, Klonalitdtsuntersuchungen
und Mutationsanalysen bei NF1-assoziierten Tumoren
von NFi-Patienten

Neurofibrome. Wie in Kapitel 5.2.1.2 ,Kardinal-
symptome* dargelegt wurde, haben die 3 Haupt-
gruppen dieser benignen Tumoren,

e dermale,

¢ noduldre und

o plexiforme Neurofibrome,



124

W. Krone und H. Kehrer-Sawatzki

eine ausgeprigte Heterogenitit ihrer zelluldren Zu-
sammensetzung gemeinsam. Die Schwann-Zellen,
die als die Progenitorzellen der Neurofibrome gel-
ten, stellen jeweils nur einen Anteil der Zellpopula-
tionen dieser Tumoren. Es nimmt deshalb nicht
Wunder, wenn in mehreren frithen Studien, in de-
nen allerdings vorwiegend extragene Marker ver-
wendet wurden, kein LOH in der NF1-Gen-Region
in Neurofibromen gefunden werden konnte (Lothe
et al. 1995; Menon et al. 1990; Skuse et al. 1989,
1991; Stark et al. 1992). Auch die Expression beider
Allele des Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Po-
lymorphismus in Neurofibromen von G6PD-
A/B-heterozygoten Frauen (Fialkow et al. 1971) ldsst
sich ebenso im Sinn eines multizelluliren Ur-
sprungs der Tumoren deuten wie als Folge ihrer zel-
luliren Heterogenitit. Diese Situation veranderte
sich durch die Einfithrung verbesserter Nachweis-
methoden und durch die Verwendung einer breite-
ren Palette intragener Marker. Ebenfalls unter dem
Eindruck der Zusammensetzung der Neurofibrome
aus unterschiedlichen Zellsorten wurde das Kriteri-
um des Nachweises von LOH dahingehend abge-
schwicht, dass bereits eine signifikante Abweichung
des Allelverhiltnisses von 1:1 als Zeichen fiir LOH
gewertet werden durfte. So gelang es, sowohl bei
dermalen, als auch bei plexiformen Neurofibromen
LOH des NF1-Gens nachzuweisen (Tabelle 5.16).

LOH zeigt den Verlust des Wildtypallels an. Durch
Verwendung einer ganzen Serie intragener und
flankierender Marker konnen die etwaige Ausdeh-
nung einer Deletion abgeschitzt oder der Verlust
des ganzen Chromosoms wahrscheinlich gemacht
werden. Der Funktionsverlust des Wildtypallels
durch Kleinmutationen wird auf dieser Ebene in

Tabelle 5.16. LOH in Neurofibromen von NF1-Patienten

der Regel nicht erfasst. Der Nachweis einer solchen
Kleinmutation als somatisches Zweitereignis ge-
lang erstmalig Sawada et al. (1996) in einem Neu-
rofibrom eines NF1-Patienten, dessen konstitutio-
nelle Mutation das gesamte NF1-Gen deletiert hat-
te; im verbleibenden Allel fanden diese Autoren ei-
ne Deletion von 4 bp im Exon 4b. Auch Eisenbarth
et al. (2000a) und John et al. (2000) konnten zei-
gen, dass Kleinmutationen im NF1-Gen als somati-
sche Zweitereignisse auftreten. Durch getrennte
Kultur der Schwann-Zellen und der fibroblasten-
artigen Zellen eines Neurofibroms gelang es Kluwe
et al. (1999a), zu zeigen, dass nur die Schwann-
Zellen LOH am NF1-Gen erlitten hatten. Mit die-
sem Befund scheint sich die alte These zu bewahr-
heiten, dass Schwann-Zellen die Progenitorzellen
der Neurofibrome sind. Dies fand Bestitigung in
einer aspektreichen Arbeit von Rutkowski et al.
(2000), die das vollstindige Fehlen von NF1-mRNA
in S100-positiven SZ aus dermalen Neurofibromen
zweier NF1-Patienten bewiesen, die heterozygot
fiir jeweils eine Totaldeletion des NF1-Gens waren.

Da davon ausgegangen werden kann, dass das
mutative Zweitereignis in der Subpopulation der
potenziellen Progenitorzellen in der Regel nur
1-mal vorkommt, sollten in den meisten Neurofi-
bromen monoklonale Zellpopulationen nachweis-
bar sein. Diese Erwartung wurde durch die Ana-
lyse des X-Inaktivierungsmusters mit Hilfe eines
RFLP im Phosphoglyzeratkinasegen und methylie-
rungssensitiver Hpall-Spaltung an Neurofibromen
von informativen NF1-Patientinnen bestatigt (Sku-
se et al. 1991). Den entsprechenden Nachweis der
Klonalitdt der Tumorzellen fithrten Déschner et al.
(1997) an einem plexiformen Neurofibrom mit
LOH im NF1-Gen und bei 3 von 7 dermalen Neu-

Autoren Anzahl

Analysierte Neuro- Plexiforme/dermale Tumoren mit LOH  Analysierter Marker

fibrome (Patienten) Neurofibrome [%] (intragenisch)
Colman et al. (1995) 22(5) {22 8(36,4) 24(12)
Dischner et al. (1997) 38(26)" 5/31 1(3,2)" 5(4)
Serra et al. (1997) 60(17) ? 15(25) 11(5)
Rasmussen et al. (1997) 14(7) 14/~ ?[5{1}“ 10(10)
Kluwe et al. (1999a,b) 14(10) 14/~ 8(57)" 4(4)
Eisenbarth et al. (20004) 7(4) 116 2(28,6)° 9(7)
John et al. (2000) 77(40) 3174 10(13) 13(8)
Gesamt 232(109) 37/133 51(22)

2 Ein spinales Neurofibrom und ein Neurofibrom des Plexus brachialis wurden in diese Studie einbezogen.

® plexiforme Tumoren.
¢ Ein Tumor mit LOH war ein plexiformes Neurofibrom.
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rofibromen von 7 informativen NF1-Patientinnen
unter Verwendung des polymorphen (CAG)-Re-
peats im X-chromosomalen Androgenrezeptorgen.

Optikusgliome. Da diese Tumoren nur selten exzi-
diert werden, liegen keine umfangreichen Studien
iber LOH-Analysen vor. Unter den untersuchten
30 benignen Tumoren von NFI-Patienten, die Me-
non et al. (1990) mit 11 polymorphen Markern
des Chromosoms 17 untersuchten, waren auch 3
Optikusgliome, die keinen LOH erkennen lielen.
Da jedoch kein intragener Marker verwendet wurde
und die analysierte Stichprobe sehr klein war, bleibt
die Frage, ob der Verlust des NF1-Gens urséchlich
an der Entstehung dieser pilozytischen Astrozytome
beteiligt ist, unbeantwortet. Der Nachweis von LOH
in der NF1-Gen-Region bei einem pilozytischen As-
trozytom im Hypothalamus eines NFI1-Patienten
(von Deimling et al. 1993) ermutigt jedoch zu wei-
teren Studien an Optikusgliomen.

Phidochromozytome. Hinweise darauf, dass der Ver-
lust des NF1-Gen-Produkts zur Tumorgenese bei
Phiochromozytomen beitrdgt, gaben die Unter-
suchungen von Xu et al. (1992b), die in 7 solchen
Tumoren von 6 NF1-Patienten LOH mit einem in-
tragenen Marker und verschiedenen anderen Mar-
kern auf Chromosom 17 fanden. Die relativ grofle
Zahl der verwendeten Marker und ihre Verteilung
auf Chromosom 17 liefen in 5 dieser Tumoren auf
den Verlust eines ganzen Chromosoms 17 schlie-
Ben. In einem der Phidochromozytome war der
Verlust auf 17q, in einem anderen auf die
NF1-Gen-Region beschrankt. Die Untersuchung
der elterlichen Genotypen erlaubte es in 3 Fillen,
die im Tumor verbleibenden Allele des Chromo-
soms 17 als diejenigen zu identifizieren, die vom
betroffenen Elter stammten und somit das Chro-

mosom 17 mit der Keimbahnmutation kennzeich-
neten. Auch Gutmann et al. (1994b) wiesen in ei-
nem Phéochromozytom und einem adrenokortika-
len Tumor LOH des NF1-Gens nach.

Maligne Tumoren des ZNS und der peripheren Ner-
venscheiden (MPNST). Bei malignen Tumoren hat
der Funktionsverlust eines einzelnen Tumorsup-
pressorgens einen anderen Stellenwert als bei beni-
gnen, da maligne Tumoren iiber eine mehrstufige
Folge von genetischen Verinderungen entstehen,
die in der Regel sowohl eine Inaktivierung von Tu-
morsuppressorgenen als auch eine Aktivierung
von Protoonkogen umfasst. Auf die Bedeutung des
jeweiligen Tumorsuppressorgens fiir die Tumorini-
tiation weisen lediglich die erhohte Hiufigkeit der
einschldgigen Art maligner Tumoren bei bestehen-
der genetischer Pradisposition (konstitutionelle
Heterozygotie am TSG-Locus) und die Beziehung
des Tumors zum Herkunftsgewebe hin. Dies
schliefit aber nicht aus, dass somatische Mutati-
onsereignisse an anderen relevanten Genloci
groflere Bedeutung fiir die maligne Transformation
gewinnen (s. unten), unabhingig davon, ob am be-
troffenen Keimbahn-TSG-Locus ein homozygoter
Funktionsverlust eingetreten ist.

An 35 malignen Tumoren von NF1-Patienten
wurden bisher Untersuchungen zu Allelverlusten
verschiedener polymorpher Marker auf Chromo-
som 17 durchgefiihrt (Tabelle 5.17). Dabei wurde
in 6 Fillen auch LOH intragener Marker nach-
gewiesen. Die erste tumorspezifische Mutation im
NF1-Gen eines Neurofibrosarkoms wiesen Legius
et al. (1993) bei einem Patienten mit unbekannter
konstitutioneller Mutation nach. Feldkamp et al.
(1996) fanden auf RNA- und auf Proteinebene den
vollstindigen Verlust der Expression des NF1-Gens
in einem Neurofibrosarkom, dessen Konzentration

Tabelle 5.17. LOH-Untersuchungen bei MPNST (malignant peripheral nerve sheath tumor) und malignen Gehirntumoren

von NF1-Patienten

Autoren Tumoren

7 Neurofibrosarkome

1 malignes Schwannom

1 Astrozytom

& Neurofibrosarkome

1 Glioblastoma multiforme
6 Neurofibrosarkome

5 Neurofibrosarkome

6 MPNST

Skuse et al. (1989)

Glover et al. (1991)

Menon et al. (1990)
Xu et al. (1992)
Lothe et al. (1993, 1995)

Anzahl der Tumoren mit
LOH (intragenisch)

Anzahl informativer analysier-
ter Marker auf Chromosom 17
(intragenisch)

5

13 (1)
1

12 5

14 (1) 3(1)

9 (2) 3

#In einem Fall aus LOH beidseitig flankierender Marker geschlossen.
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an aktiviertem, GTP-beladenem Ras auf das 15Fa-
che der Norm erhoht war. Damit bestdtigten sich
entsprechende Befunde iiber erhohte Ras-GTP-
Konzentrationen in 3 Zelllinien aus malignen
MPNST (DeClue et al. 1992; Basu et al. 1992). Das
NF1-Gen verhilt sich also in diesen malignen Neo-
plasien und in davon abgeleiteten Zelllinien wie
ein Tumorsuppressorgen.

Es muss jedoch angenommen werden, dass zu-
sdtzlich zu der homozygoten NF1-Defizienz Muta-
tionen anderer Gene zur Entstehung und Progres-
sion der malignen Tumoren bei NF1 beitragen, da
auch Allelverluste auf den Chromosomen 1, 2, 7
und 22 (Menon et al. 1990) und multiple Chromo-
somenverdnderungen insbesondere bei Neurofibro-
sarkomen (Glover et al. 1991; Decker et al. 1990;
Jhanwar et al. 1994; Rao et al. 1996; Lothe et al.
1996) nachgewiesen wurden. Uber die Rolle des
NF1-Gens bei der Entstehung des Rhabdomyosar-
koms, fiir das bei NF1 im Kindesalter ein erhohtes
Risiko besteht (Matsui et al. 1993; Yang et al
1995), liegen noch keine LOH- oder Mutations-
untersuchungen vor. Das gilt auch fiir die duode-
nalen Karzinoidtumoren.

Myeloide Leukdmien. Das Spektrum der Leukdmien
im Kindesalter ist bei NF1 deutlich in Richtung
der myeloischen Neoplasien verschoben. Kinder
mit NF1 haben ein 200- bis 500fach erhohtes Risi-
ko, an juveniler myelo-monozytischer Leukimie
(JMML) oder akuter myeloischer Leukdmie (AML)
oder an Monosomie-7-Syndrom zu erkranken.
Molekulargenetische und biochemische Studien
haben gerade an diesen malignen myeloproliferati-
ven Krankheiten die Hypothese bestitigt, dass das
Proteinprodukt des NF1-Gens Neurofibromin in
unreifen Zellen der myeloiden Reihe als ein negati-
ver Regulator der Ras-Protoonkogene und somit
als Tumorsuppressor wirkt. Die Ergebnisse der
LOH-Studien am Knochenmark betroffener Kinder
entsprachen denen, die sich bei einem Teil der ma-
lignen soliden Tumoren ergeben hatten. So konnte
z.B. bei 9 familidren von 22 Fillen der Verlust des
Wildtypallels und der Verbleib des vom betroffe-
nen Elternteil geerbten Allels in den Tumorzellen
nachgewiesen werden (Shannon et al. 1994; Miles
et al. 1996). Side et al. (1997) gelang es, bei 8 von
18 NF1-Patienten mit verschiedenen Proliferations-
stérungen der myeloischen Reihe im Knochen-
mark 2 direkte und 6 indirekte Stoppmutationen
des NF1-Gens zu identifizieren und bei 5 dieser
Punktate das Fehlen des Wildtypallels nachzuwei-
sen (die 3 zitierten Arbeiten entstammen dersel-
ben Arbeitsgruppe; es handelt sich um iberlap-

pende Stichproben). Dies sind iiberzeugende Bele-
ge dafiir, dass das NF1-Gen bei der Entstehung der
myeloproliferativen ~ Neoplasien  jugendlicher
NF1-Patienten die Rolle eines TSG spielt.

Somatische Mutationen des NF1-Gens in NF1-assozi-
ierten Tumoren von Patienten, die nicht an NF1 er-
krankt sind. Gibt es alternative molekulare Mecha-
nismen der Entstehung der mit NF1 assoziierten
Tumoren? Mit anderen Worten: Ist der Funktions-
verlust des NF1-Gens auch dann mafigeblich an
der Entstehung dieser Tumoren beteiligt, wenn
keine konstitutionelle NF1-Gen-Mutation als Aus-
gangsbasis vorliegt? Die Antwort auf diese Frage
ist fiir unser Verstindnis der Molekularbiologie
dieser Tumoren von Bedeutung. Der Nachweis so-
matischer Mutationen im NF1-Gen in solchen Tu-
moren ist ein 1. Schritt zur Losung dieses Pro-
blems.

Molekularbiologische Untersuchungen an spora-
dischen solitdren Neurofibromen gesunder Proban-
den sind nicht bekannt.

Die erhohte Hiufigkeit von Optikusgliomen bei
NF1-Patienten veranlasste von Deimling et al.
(1993) zu einer LOH-Studie an 20 pilozytischen
Astrozytomen. Die 13 verwendeten Marker waren
iiber das ganze Chromosom 17 verteilt und lielen
bei 1 von 4 Tumoren mit LOH den Schluss zu,
dass ein ganzes Chromosom 17 verloren gegangen
war. Bei 2 weiteren Tumoren war LOH auf die
NF1-Gen-Region bzw. auf 17q beschrinkt; der 4.
Tumor mit LOH war das bereits erwéhnte Opti-
kusgliom eines NF1-Patienten (s. oben). Da mit
multiplen genetischen Veridnderungen, wie sie in
Astrozytomen erwachsener Patienten gefunden
werden, bei pilozytischen Astrozytomen nicht zu
rechnen ist, sind pilozytische Astrozytome ein be-
sonders geeignetes Objekt fiir die Suche nach Mu-
tationen an beiden Allelen des NF1-Gens mit den
verfiigbaren genaueren Methoden.

Bei sporadischen Phdochromozytomen und bei
solchen von Patienten mit multipler endokriner
Neoplasie Typ 2A und 2B bzw. mit Von-Hippel-
Lindau-Syndrom haben Gutmann et al. (1994a)
und Xu et al. (1992b) eine fehlende bzw. verrin-
gerte Expression des NF1-Gens und LOH an intra-
genen Markern nachgewiesen (Tabelle 5.18).

Neben ihren Studien an myeloproliferativen
Stérungen bei Kindern mit NF1 unternahmen Side
et al. (1998) die Suche nach NF1-Gen-Mutationen
im Knochenmark von Kindern mit juveniler mye-
loischer Leukimie, die keine Stigmata und keine po-
sitive Familienanamnese der NF1 aufwiesen. Bei 2
dieser Patienten fanden sich trunkierende Mutatio-
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Tabelle 5.18. Expressionsanalysen und LOH-Untersuchungen des NF1-Gens bei Phdochromozytomen von Patienten ohne

NF1

Autoren

Anzahl und Herkunft  Anzahl der Tumoren mit

Anzahl analysierter

Tumoren mit LOH

der Phiochromozytome reduzierter oder fehlender Chromosom-17-Marker (LOH im NF1-Gen)

Xu et al. (1992)

NF1-Gen-Expression

9 sporadische

§ von Patienten mit

MEN

4 von Patienten mit

VHL
Gutmann et al.
(1994)

4 sporadische 1

10 von Patienten mit 3

MEN 2A

4 von Patienten mit 2

MEN 2B

2 von Patienten mit 1

VHL

MEN Multiple endokrine Neoplasie, VHL Von-Hippel-Lindau-Syndrom.

19 (1)

19 (1)

(im NF1-Gen)

1 (1) durch Verlust ei-
nes Chromosoms 17

19 (1)

1 (1) interstitielle Dele-
tion

Tabelle 5.19. Mutationsanalyse des NF1-Exons 24 bei nicht mit NF1 assoziierten Tumoren von Patienten ohne NF1

Autoren

Li et al. (1992)

Ludwig el al. (1993)

Tenan et al. (1993)
Foulkes et al. (1994)
Nakai et al. (1994)

Gomez et al. (1995)
Jensen et al. (1995)
Scheurlen und Senf (1995)
Uchida et al. (1995)

Anzahl und Art der untersuchten Tumoren

28 Blutproben von Patienten mit MDS
10 anaplastische Astrozytome

22 Kolonadenokarzinome

57 Patienlen mit MDS

27 Fille Akuter Myeloischer Leukimie

18 Glioblastome

36 sporadische Ovarialkarzinome

86 CML (45 chronische Phase; 41 akute Phase)
und 4 CML-Zelllinien

44 Sarkome (9 Neurofibrosarkome)

22 Gliome hohen Malignititgrads

51 Gehirntumoren von Kindern

31 primére Blasenkarzinome

Anzahl der Tumoren mit Mutationen
{Art der Mutation)

1/28 (Lys1423Glu)
1/10 (Lys1423Gln)
1/22 (Lys1423Glu)

1/84 (Deletion der Spleifakzeptorstelle
des Introns 23

0/18

0/36

0/90

0/44
022
0/51
0/31

6 Nierenbeckenkarzinome
2 Ureterkarzinome

MDS Myelodysplastisches Syndrom.

nen des NF1-Gens. Da bei Kindern unter 2 Jahren
die Diagnose der NF1 sehr schwierig sein kann
und kein normales Vergleichsgewebe zur Verfiigung
stand, bleibt offen, ob es sich um somatische oder
um Keimbahnmutationen handelte. Da aber bei
20-30% der Kinder mit myelodysplastischem Syn-
drom (MDS) aktivierende Ras-Mutationen gefun-
den wurden, ist es wahrscheinlich, dass die Defi-
zienz des negativen Ras-Regulators Neurofibromin
auch an der Entstehung dieser Neoplasien bei Pa-
tienten beteiligt sein kann, die nicht an NF1 leiden.

Die Entdeckung einer Missense-Mutation in
dem phylogenetisch hochkonservierten Lysinko-

0/6
0/2

don 1423 in Exon 24 des NF1-Gens bei einem er-
wachsenen Patienten mit MDS (Li et al. 1992) war
der Anlass fiir 2 umfangreiche Studien an ins-
gesamt 218 Patienten mit MDS oder akuter mye-
loischer Leukdmie (Ludwig et al. 1993; Preudhom-
me et al. 1993). Die Autoren untersuchten nur das
Exon 24, das fiir einen Teil der funktionellen Do-
mine des Neurofibromins kodiert, die hochkonser-
vierte Aminosdureabfolge FLR (Phe-Leu-Arg) ent-
halt und deshalb auch FLR-Exon genannt wird.
Bei keinem der Patienten konnte eine Mutation in
diesem Exon nachgewiesen werden. Es liegt auf
der Hand, dass mit der Mutationensuche in einem
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so kleinen Anteil des NF1-Gens die Frage nach sei-
ner Bedeutung fiir die Entstehung adulter mye-
loischer Leukidmien nicht beantwortet werden
kann. Die Unergiebigkeit einer solchen Beschrin-
kung der Mutationensuche auf Exon 24 und/oder
auf das Lysinkodon 1423 wird durch die negativen
Ergebnisse einer Anzahl derartiger Untersuchun-
gen deutlich (Tabelle 5.19). Zwar ist die funktio-
nelle Bedeutung dieses Exons im Rahmen der
GRD vielfach belegt, doch stellen Missense-Muta-
tionen nur einen geringen Anteil der zum Funk-
tionsverlust filhrenden Mutationen des NF1-Gens.

Mutations- und Expressionsanalyse des NF1-Gens bei
Tumoren, die bei NF1 nicht gehduft auftreten. Muta-
tions- und Expressionsanalysen an zahlreichen Tu-
moren unterschiedlicher Genese zeigen, dass die
beiden bekanntesten TSG, das Rbl- und das
p53-Gen, an der Entstehung einer Vielzahl von Tu-
moren beteiligt sind, die nicht zum Spektrum der
bei konstitutioneller Heterozygotie fiir Defektmu-
tationen dieser Gene entstehenden Tumoren geho-
ren, also nicht mit hereditirem Retinoblastom
bzw. mit Li-Fraumeni-Syndrom assoziiert sind.
Trotz seines vergleichsweise stirker eingeschrank-
ten Expressionsspektrums sind entsprechende
Analysen auch am NF1-Gen bei einer Anzahl nicht
oder nur geringfiigig mit NF1 assoziierten Tumo-
ren durchgefiihrt worden.

Gliome, Adenokarzinome, Ovarialkarzinome, mye-
loische Leukdmie im Erwachsenenalter. Nicht nur im
Fall des oben erwihnten Patienten mit MDS, son-
dern auch in einem Kolonadenokarzinom und ei-
nem anaplastischen Astrozytom von Patienten oh-
ne NF1 fanden Li et al. (1992) die Mutation
Lys1423Glu im Exon 24 des NFI1-Gens, die eine
200- bis 400fache Reduktion der GAP-Aktivitdt zur
Folge hat. Uber die zahlreichen nicht mit NF1 as-
soziierten Tumoren, die aufgrund dieser Befunde
auf Mutationen dieses Kodons hin untersucht wur-
den, gibt Tabelle 5.19 einen Uberblick. Nur bei ei-
nem Patienten mit chronisch-myeloischer Leuka-
mie fanden Ludwig et al. (1993) eine 3-bp-Deletion
der Spleiflakzeptorstelle des Introns 23, die zu ei-
ner aberranten posttranskriptionalen Aufbereitung
des Transkripts fithrt (Ludwig et al. 1995).

Die Assoziation von NF1 mit pilozytischen As-
trozytomen im Bereich des N. opticus gab zu der
Vermutung Anlass, dass NF1-Gen-Mutationen zur
Entstehung von Astrozytomen im Allgemeinen bei-
tragen konnten. Unter Verwendung iiberlappender
NF1-cDNA-Sonden haben Thiel et al. (1995) an 31
Gliomen unterschiedlicher Subtypen und 3 pri-

mitiven neuroektodermalen Tumoren (PNET)
Southern-Blot-Hybridisierungen durchgefiihrt. Der
Vergleich der Hybridisierungsmuster von Blut-
und Tumor-DNA zeigte somatische Mutationen in
5 Gliomen (1 Astrozytom, 2 Glioblastomen, 1
Ependymom und 1 PNET mit astrozytirer Kom-
ponente). Bei einer LOH-Untersuchung von 22
hochgradigen Astrozytomen mit 4 intragenen Mar-
kern fanden Jensen et al. (1995) LOH im NF1-Gen
in einem rekurrenten anaplastischen Astrozytom.
Diese Befunde legen es nahe, dass der Verlust des
NF1-Gens auch an der Genese hohergradiger Glio-
me beteiligt sein kann. Dies geht auch aus der Ar-
beit von Muhammad et al. (1997) hervor, die bei 3
anaplastischen Astrozytomen und 4 Glioblastomen
LOH an multiplen Chromosom-17-Markern ent-
deckten, was auf den Verlust eines ganzen Chro-
mosom 17 oder grofler Teile desselben schlieffen
lieB. Auf diesem Hintergrund ist die Bedeutung
des Verlusts einer NF1-Gen-Kopie fiir die Tumor-
genese schwer zu beurteilen. In 29 Vestibularis-
schwannomen (VS), 10 Meningeomen und 7 Epen-
dymomen wiesen Huynh et al. (1997) Neurofibro-
min mit intaktem C-Terminus immunhistoche-
misch nach. Diese 3 Tumorarten sind in hohem
Maf fiir NF2 charakteristisch. Offenbar ist ein ho-
mozygoter Funktionsverlust des NF1-Gens nicht
haufig mit der Entstehung dieser Tumoren verbun-
den.

Melanome und Neuroblastome. Trotz der fiir NFI
charakteristischen Pigmentierungsanomalien
scheinen NF1-Patienten kein erhohtes Risiko zu
haben, am malignen Melanom zu erkranken (Ma-
strangelo et al. 1979; Duve u. Rakoski 1994). Den-
noch konnten Andersen et al. (1993a) und John-
son et al. (1993) bei insgesamt 7 von 17 Melanom-
zelllinien eine fehlende bzw. reduzierte Neurofibro-
minexpression feststellen, wobei Andersen et al.
bei einer der Melanomlinien eine homozygote De-
letion fanden, die das 5-Ende und 5'-flankierende
Bereiche des NF1-Gens iiberspannte (Tabelle 5.20).
Demgegeniiber wurden bei 35 priméiren Melano-
men, 29 metastasierenden Melanomen und 4 kon-
genitalen Nivi keine Mutationen in der GRD des
NF1-Gens gefunden, und bei keinem dieser Tumo-
ren konnte LOH fiir einen intragenen Marker fest-
gestellt werden (Gomez et al. 1996). Diese Diskre-
panz beruht wahrscheinlich darauf, dass an etab-
lierten Zelllinien erhobene genetische Befunde oft
nicht reprisentativ fiir den Genotyp des Her-
kunftstumorgewebes sind. Es kénnen jedoch erst
Studien der Neurofibrominexpression in Melano-
men oder Mutationsanalysen, die grofiere Teile des
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Tabelle 5.20. Neurofibrominexpressionsanalysen und Mutationsuntersuchungen des NF1-Gens in Tumorzelllinien von Patien-

ten ohne NF1

Anzahl und Art der
Tumorzelllinien

Autoren

Johnson et al. (1993) 9 Melanomzelllinien

14 Neuroblastomzelllinien

8 Ewing-Sarkom-Zelllinien

3 Gehirntumorzelllinien

7 Rhabdomyosarkomlinien
Andersen et al. (1993) 8 Melanomzelllinien

The et al. (1993) 10 Neuroblastomzelllinien

2 PNET-Zelllinien

Anzahl der Tumorzelllinien
mit reduzierter Expression

LOH bzw. Mutationen des
NF1-Gens (Nachweismethode)

4 (r)

1 (sr) Heterozygote Deletion (FISH)

2 (sr) 1 heterozygote Deletion
(FISH)

1 (f) Homozygote Deletion
(Southern-Blot)
I heterozygote Deletion
(FISH) *

- 0/8

= 0f3

= 017 :

2 (f) I homozygote Deletion *
(Southern-Blot)

2 (sr) -

1(f)

Homozygote Deletion
(Southern-Blot)

r reduzierte Neurofibrominexpression, sr stark reduziert, f fehlende Expression, PNET primitive neuroektodermale Tumoren.
* Bei dieser Neuroblastomzelllinie war der Neurofibromingehalt nicht reduziert.
® Die Deletion iiberspannt den 5'-Bereich des NF1-Gens und 5'-flankierende Regionen unbekannter Linge, der distale Bruch-

punkt der Deletion liegt im Exon 28 des NF1-Gens.

NF1-Gens einbeziehen, die Frage beantworten, ob
NF1-Gen-Mutationen bei der Entstehung dieser
Tumoren eine Rolle spielen.

Ahnlich verhilt es sich mit den Neuroblasto-
men. Auch diese zdhlen nicht zu den mit NFI as-
soziierten Tumoren; bei Kindern mit NF1 wurde
keine signifikante Erh6hung des Neuroblastomrisi-
kos beobachtet (Matsui et al. 1993). Johnson et al.
(1993) und The et al. (1993) fanden jedoch bei 6
von insgesamt 24 Neuroblastomzelllinien keine
bzw. nur eine geringe Neurofibrominexpression.
Bei 2 dieser Linien war dies auf eine homozygote
Deletion des NF1-Gens zuriickzufiihren. Anderer-
seits ergaben Mutationsanalysen an der NF1-GRD
bei insgesamt 76 Neuroblastomen keine Hinweise
auf Mutationen in diesem Teil des NF1-Gens (Ima-
mura et al. 1993; Castresana et al. 1995).

Korrektur von Transformationsparametern durch Ex-
pression des Wildtypallels des NF1-Gens. Wihrend
die LOH-, Mutations- und Expressionsanalysen an
Tumoren oder davon abgeleiteten Zelllinien den
Funktionsverlust eines TSG zum Gegenstand hat-
ten, sind die Transfektionsversuche dem Nachweis
der Tumorsuppression durch das Wildtypallel ei-
nes TSG gewidmet. Dieses ,experimentum crucis“
ist am Beispiel des NF1-Gens noch nicht in bedeu-
tendem Umfang durchgefiihrt worden, jedoch
erfiillte das NF1-Gen in den wenigen einschldgigen

Studien weitgehend die 4. Voraussage des TSG-Mo-
dells (s. Kapitel 5.2.4.1 ,,Formale Aspekte des Tu-
morsuppressorparadigmas®).

Eine breite Palette von Transformationsparame-
tern testeten Li u. White (1996) in ihren Transfekti-
onsexperimenten an der etablierten Kolonkarzi-
nomlinie HCT116. Die Autoren wihlten diese K-ras-
transformierte Kolonkarzinomlinie als Modell, weil
in mindestens 50% der Kolonkarzinome ein K-ras-
Gen aktiviert ist. Transfektion mit der vollstindigen
NF1-cDNA fiihrt zur erhdhten Adhdrenz und einem
besser organisierten Wachstumsmuster, also zur Re-
version der morphologischen Transformation. So-
wohl die vollstindige NF1-cDNA als auch die
NF1-GRD bewirkten eine dramatische Hemmung
des verankerungsunabhingigen Wachstums, eines
Transformationsparameters also, der am stirksten
mit der Tumorigenitit der Zellen korreliert ist.
Dementsprechend war auch das durch die Transfek-
tanten ausgeloste Tumorwachstum in nu/nu-Méiu-
sen hinsichtlich Anzahl und Wachstumsgeschwin-
digkeit wesentlich reduziert.

An NIH3T3-Zellen, die zundchst nicht mit ei-
nem Onkogen der ras-Familie transformiert waren,
demonstrierten Johnson et al. (1994) eine Vermin-
derung der Klonierungsausbeute und verzogertes
Wachstum nach transienter Transfektion mit der
vollstindigen NFI1-cDNA. Neurofibromin war in
diesen Zellen 2,2- bis 2,6fach iiberexprimiert. Auch
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diese Studie diente primér der Aufkldrung des Me-
chanismus der Tumorsuppression durch Neurofi-
bromin.

Die Durchfiithrung entsprechender Versuche zur
Korrektur von Transformationsparametern an Zell-
kulturen aus Tumoren, die mit NF1 assoziiert sind,
wire wiinschenswert.

5.2.4.2 Mechanismen der Tumorgenese bei NF1

Als eines der Ras-GTPase stimulierenden Enzyme
wird Neurofibromin primir als ein negativer Regu-
lator von Ras-Proteinen verstanden. Die Vermin-
derung seiner Funktion bis hin zum vollstindigen
Funktionsverlust sollte also zu einer Erhéhung der
Konzentration GTP-beladener, also aktivierter Ras-
Proteine fithren (Abb. 5.2, 5.5). Da aktivierte Ras-
Proteine in erster Linie als Stimulatoren der Pro-
liferation bekannt sind, liegt es nahe, anzunehmen,
dass die Verminderung der Konzentration des Ras-
GTP durch Neurofibromin dessen tumorsuppri-
mierende Wirkung erklirt. Es wird spéter auf die
Frage eingegangen werden, ob Neurofibromin zu-
sitzliche Funktionen ausiibt. Neben den Folgen
des Neurofibrominverlusts werden im Folgenden
auch weitere Faktoren diskutiert, die fiir die Tu-
morgenese bei NF1 relevant sind.

Neurofibrosarkome (MPNST). Die Auswirkungen des
Neurofibrominmangels auf die GTP-Beladung und
die Aktivitit von Ras-Proteinen wurde zunichst an
Zelllinien aus Neurofibrosarkomen (malignen
Schwannomen; MPNST) von  NF1-Patienten
gepriift (Basu et al. 1992; DeClue et al. 1992). Bei-
den Arbeitsgruppen standen die gleichen 3 Neuro-
fibrosarkomlinien zur Verfiigung, von denen 1 nur
geringe Spuren von Neurofibromin enthielt, wah-
rend in den 2 anderen kein Neurofibromin nach-
weisbar war. Der Anteil des GTP an den Ras-ge-
bundenen Guaninnukleotiden war gegeniiber einer
Reihe von Kontrollzelllinien in den Neurofibrosar-
komlinien signifikant erhoht; in der einen Studie
im Vergleich zu durchschnittlich 8,7% auf maximal
37,8% (Basu et al. 1992), in der anderen von
durchschnittlich etwa 5% auf maximal 46% (De-
Clue et al. 1992). Solche Werte dhneln denen, die
fiir onkogene, aktivierende Ras-Mutanten charak-
teristisch sind (z.B. GI12V, G13D, A59T, Q61R,
E63K) und die intrinsische GTPase-Aktivitdt dieser
Proteine stark reduzieren sowie ihre Empfindlich-
keit gegen p120GAP und Neurofibromin praktisch
eliminieren. Auch verursachen diese Mutationen,
die im Durchschnitt bei 30% der Tumoren des
Menschen gefunden werden (Bos 1988), eine Ver-

minderung der Affinitit zu den Guaninnukleoti-
den, was ebenfalls zur erhohten GTP-Beladung der
onkogenen Ras-Proteine beitragt, da nicht mehr in
erster Linie die katalysierte GDP-Dissoziation, son-
dern das hohe GTP-GDP-Konzentrationsverhltnis
die GTP-Beladung bestimmt. Mit Hilfe der Mes-
sung eben dieser Parameter:
e intrinsische GTPase-Aktivitit,
o Dissoziation von GDP/GTP und
¢ Empfindlichkeit gegeniiber den GTPase-stimu-
lierenden Proteinen,
schlossen die Autoren aus, dass onkogene Mutatio-
nen der Ras-Gene die erhohte Aktivierung der
Ras-Proteine in den Neurofibrosarkomlinien ver-
ursacht haben kdnnten. Das Fehlen aktiven Neuro-
fibromins wurde auch anhand von Immunprizipi-
taten nachgewiesen, die mit einem nichtneutrali-
sierenden Antikorper (welcher die GAP-Aktivitit
nicht beeintrichtigt) aus Lysaten der Neurofibro-
sarkomlinien gewonnen wurden. Solche Prizipitate
vermochten die intrinsische GTPase-Aktivitit von
Ras-GTP nicht zu stimulieren, wihrend in Kon-
trollzelllinien die Neurofibrominaktivitit auf diese
Weise gemessen werden konnte. Analoge Versuche
dienten dazu, in den Neurofibrosarkomlinien nor-
male Aktivitit des pI20GAP nachzuweisen.

Die aufgrund des Neurofibrominmangels erhohte
Ras-Aktivitat ist ursichlich mit der malignen
Transformation verkniipft. Mikroinjektion des neu-
tralisierenden Anti-Ras-Antikdrpers Y13-259, der
gegen die Effektordomane von Ras gerichtet ist, in
Zellen einer Neurofibrosarkomlinie hemmte deren
Proliferation (Basu et al. 1992). Uberexpression
von p120GAP durch stabile Transfektion derselben
Zelllinie mit einem Expressionskonstrukt der kata-
lytischen Domine von p120GAP hatte die Rever-
sion von Transformationsparametern zur Folge:
flache, weniger refraktile Morphologie, von der
Zelldichte abhidngige Wachstumshemmung (Mono-
layer), 5- bis 10-mal geringere Fihigkeit zu ver-
ankerungsunabhingigem Wachstum (Koloniebil-
dung in Weichagar). Die GTP-Beladung des Ras
sank fast auf Kontrollwerte (DeClue et al. 1992).

In Gewebeproben aus Neurofibrosarkomen von
2 NF1-Patienten maflen Guha et al. (1996) etwa
3Fach erhéhte prozentuale Ras-GTP-Anteile (wenn
auf die Werte der erwahnten Kontrollzelllinien Be-
zug genommen wird) bei deutlich verminderten
Neurofibromin-mRNA-Konzentrationen bzw. feh-
lendem Neurofibromin (in 1 Fall). Damit haben
die Zellkulturbefunde eine Bestitigung am in vivo
System gefunden.
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Die Aktivierung von Ras-Proteinen infolge von
Neurofibromindefizienz kann jedoch nicht die al-
leinige Ursache der Entstehung von Neurofibrosar-
komen sein. Wie bei anderen malignen Tumoren
(Kinzler u. Vogelstein 1996) muss vielmehr davon
ausgegangen werden, dass diese besonders aggres-
siven Tumoren iber eine oder mehrere mogliche
Folgen von Mutationsereignissen entstehen. Ein
untriigliches Anzeichen hierfiir ist die Vielzahl der
zytogenetischen Anomalien, die in Neurofibrosar-
komen zuerst von Riccardi u. Elder (1986) und in
der Folgezeit von zahlreichen Autoren nachgewie-
sen wurde [Literatur zitiert in Plaat et al. (1999)].

Der Verlust oder Zugewinn von fiir diese Tumo-
ren charakteristischen Chromosomensegmenten
lasst sich nur schwer abgrenzen; LOH und zytoge-
netisch nachweisbare Verluste in der Region
17q11.2 sind eher seltene Ereignisse (Menon et al.
1990; Plaat et al. 1999). Demgegeniiber beobachte-
ten diese Autoren hdufiger Verluste auf 17p, was in
Kombination mit inaktivierenden Mutationen des
verbleibenden Allels des p53-Gens (17p13.1) zu
dessen homozygotem Verlust fithrt. Dies wurde an
5 von 11 MPNST beobachtet (Menon et al. 1990;
Legius et al. 1994). Auch in der Studie von Lothe
et al. (1995) ist der vollstindige Verlust von p53
nur in einem Teil der Neurofibrosarkome nach-
gewiesen worden.

Das Tumorsuppressorprotein p53 kann seine
Funktion aber auch auf einem anderen Weg einbii-
fen, namlich durch Stabilisierung seines Antago-
nisten MDM2, welcher - analog zum Papillomavi-
rusonkoprotein E6 - den raschen proteolytischen
Abbau des p53 stimuliert. MDM2 unterliegt aber
auch selbst dieser Form einer posttranslationalen
Regulation; sein proteolytischer Abbau wird durch
das ARF-Protein (alternative reading frame) sti-
muliert (Zhang et al. 1998a). Der Verlust von ARF
wird also tiber eine Stabilisierung des p53-Antago-
nisten MDM2 zu einem raschen Abbau von p53
fithren. Das komplexe Gen p16INK4“/ARF, das fiir
den Inhibitor der CDK4 und 6 und fiir das ARF-
Protein kodiert, liegt in dem kleinsten gemein-
samen Segment der Deletionen von 9p, die bei vie-
len malignen Tumoren einschlieflich der MPNST
nachgewiesen wurden (Berner et al. 1999; Plaat et
al. 1999). Vom homozygoten Verlust beider Pro-
dukte dieses Gens ist somit die Inaktivierung der
wichtigen Tumorsuppressoren Rbl und p53 zu er-
warten, Rbl infolge seiner permanenten Phospho-
rylierung durch CDK4/6, p53 infolge seines unge-
hemmten Abbaus. Diese Betrachtungen betreffen
jedoch lediglich die Zellzyklusregulation. Ein fiir
die Progression von MPNST vermutlich entschei-

dender Schritt ist die Expression des EGFR in den
neurofibromindefizienten SZ dieser Tumoren sowie
auch in den spontan transformierten SZ aus
Nf1(-/-)-Mausembryonen (DeClue et al. 2000). Die
genetischen Verinderungen, welche die Invasivitit
und Metastasierung dieser Tumoren hervorrufen,
sind noch nicht identifiziert worden.

Neurofibrome. Die Aussagekraft von Messungen des
Ras-GTP-Gehalts an benignen Neurofibromen von
NF1-Patienten ist wegen der zelluldren Heterogeni-
tit dieser Tumoren problematisch. LOH am
NF1-Locus und Zweitmutationen (Kapitel 5.2.4.1
»Formale Aspekte des Tumorsuppressorparadig-
mas“, Unterkapitel ,,LOH-, Klonalititsuntersuchun-
gen und Mutationsanalysen bei NF1-assoziierten
Tumoren von NF1-Patienten“) betreffen immer
nur einen variablen Anteil der Zellen von Neurofi-
bromen. Kluwe et al. (1999a) nahmen Schwann-
Zellen und fibroblastenartige Zellen eines Neurofi-
broms in Kultur und fanden eine Zweitmutation
nur in ersteren, ein Befund, der diese Schwierig-
keit unterstreicht, da gerade der Anteil an
Schwann-Zellen in Neurofibromen iiber einen brei-
ten Bereich streut. Ein gesundes Gewebe vergleich-
barer zellulirer Zusammensetzung ist weder von
NF1-Patienten (nicht betroffene Haut?, N. suralis?)
noch von Gesunden zu erhalten. Es wire aber von
Interesse, herauszufinden, in welcher Weise sich
bereits die konstitutionelle Mutation der NF1-Pa-
tienten auf den Ras-GTP-Gehalt auswirkt. Trotz
dieser Schwierigkeiten haben Guha et al. (1998) 4
benigne Neurofibrome von 4 verschiedenen NF1-
Patienten in ihre Bestimmungen des Ras-GTP-An-
teils einbezogen (s. oben). Der gefundene Wert
von etwa 6% liegt im Bereich der bei primiren
Zellkulturen oder gesunden Geweben ermittelten
Ergebnisse (z.B. Griesser et al. 1995). Die von den
Autoren konstatierte Erhohung dieses Parameters
beruht daher lediglich auf dem Vergleich mit 4
sporadischen Schwannomen von Personen, die
nicht an NF1 oder NF2 litten, und bei denen sich
ein Ras-GTP-Anteil von nur 1,3% ergab.
Aufschlussreicher sind Messungen an Zellkultu-
ren, die jedoch noch nicht in gréflerem Umfang
durchgefiihrt wurden. Im Hinblick auf die zelluldre
Heterogenitit von Neurofibromen ist die Kenntnis
der Zellarten von Interesse, in denen es durch
Neurofibromindefizienz zu einer gestrten Ras-Re-
gulation kommt. Um in frischen, primiren Zell-
kulturen aus Neurofibromen die Zellen mit erhoh-
tem Ras-GTP-Gehalt zu identifizieren, verwendeten
Ratner et al. (1999) den immunzytochemischen
Nachweis der Bindung eines Fusionsproteins aus
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der Ras-Bindungsdomine des Ras-Effektors Rafl
und der Glutathion-S-Transferase (RBD-GST) an
Ras-GTP. Variable Anteile der Neurofibrom-
Schwann-Zellen (12-62%) erwiesen sich als posi-
tiv, wihrend die fibroblastenartigen Zellen (FLC)
nicht reagierten. Da nicht alle Schwann-Zellen ei-
nen erhdhten Ras-GTP-Gehalt zeigten, belegen die-
se Experimente auch die Heterogenitit der
Schwann-Zellen in Neurofibromen. Dieses Ergeb-
nis zeigt nicht nur, dass Schwann-Zellen die Pro-
genitorzellen von Neurofibromen sind, sondern
weist auch auf die Rolle parakriner Stimulations-
mechanismen beim Wachstum dieser benignen
Tumoren hin, denn ein grofler, wenn auch varia-
bler Anteil der Zellen in Neurofibromen ist mesen-
chymalen Ursprungs. Da auch in Neurofibromen
somatische Zweitmutationen des NF1-Gens nach-
gewiesen wurden (s. Kapitel 5.2.4.1 ,Formale
Aspekte des Tumorsuppressorparadigmas, Unter-
kapitel ,LOH-, Klonalitdtsuntersuchungen und Mu-
tationsanalysen bei NF1-assoziierten Tumoren von
NF1-Patienten“), kann davon ausgegangen werden,
dass die Ursprungszellen dieser benignen Tumoren
entsprechend dem 2-Treffer-Modell, dem Tumor-
suppressionsparadigma, entstehen. Es stellt sich
nun die Frage, welche Kette von Ereignissen zur
Proliferation der Schwann-Zellen und zum Wachs-
tum eines Neurofibroms fithrt. Um zu einer Vor-
stellung dartiber zu gelangen, miissen verschiedene
Parameter in Betracht gezogen werden:

a.) Unterschiede zwischen Schwann-Zellen (SZ)
aus Neurofibromen und solchen aus gesundem
Gewebe

Nur eine kleine Minoritit von SZ der Neurofibro-

me befindet sich in Kontakt mit Axonen; in Neu-

rofibromen besteht SZ-Hyperplasie, und diese gilt
es im Sinn der partiellen (+/-) und/oder vollstin-
digen (-/-) Neurofibromindefizienz zu erklédren.

Die Erforschung der Eigenschaften von SZ aus Tu-

moren von NF-Patienten wurde durch die Entwick-

lung von Methoden zur Gewinnung und Propagie-
rung reiner Schwann-Zell-Populationen erméglicht

(Rutkowski et al. 1995). Hierzu war zum einen die

Eliminierung von FLC erforderlich, zum anderen

die spezifische Stimulation der Schwann-Zell-Pro-

liferation. Dies gelang durch die Kombination von

Aktivatoren der Adenylatzyklase (wie Choleratoxin

oder Forskolin) mit dem Gliawachstumsfaktor

(GGF2) im Kulturmedium. Letzterer ist das Her-

regulin, der Ligand der Rezeptortyrosinkinase

Her2 (auch Neu genannt) aus der Familie der EGF-

Rezeptoren. Zuerst haben Sheela et al. (1990) 2 ty-

pische Eigenschaften von Tumorzellen,

- die Induktion der Angiogenese und
- die Invasivitit,

an nativen Neurofibromfragmenten sowie an FLC
und SZ aus Neurofibromen von NF1-Patienten ge-
testet. Sie beniitzten dazu die Chorioallantoismem-
bran des befruchteten Hiihnereis, auf die die Ge-
webefragmente oder die Zellpopulationen auf-
gebracht wurden. Von den Gewebefragmenten
zeigten nur diejenigen aus Neurofibromen, nicht
aber solche aus normalem Suralisnerv angiogene
und invasive Eigenschaften. Unter den Zellpopula-
tionen reagierten nur die hoch angereicherten SZ
aus Neurofibromen positiv, wihrend die FLC und
normale Ratten-SZ weder invasiv noch angiogen
waren. Als Positivkontrollen dienten eine etablierte
Ratten-SZ-Linie, eine menschliche Neurofibrosar-
komlinie und bFGE. Ob die invadierenden und an-
giogenen SZ den konstitutionellen Genotyp des
Patienten hatten (NF1+/-), oder eine Subpopulati-
on mit der Zweitmutation (NF1-/-) darstellten,
blieb unbekannt.

Die Verfiigbarkeit von Mausstimmen mit gezielt
mutativ inaktiviertem NF1-Gen (so genannte
NF1-Knockout-Maus; Brannan et al. 1994; Jacks et
al. 1994a), ermoglichte es, vergleichende Studien
an Zellpopulationen definierten NFI1-Genotyps
durchzufiihren. Da die Miuse mit homozygoter
Neurofibromindefizienz zwischen Tag E12.5 und
E14.5 sterben [Kapitel 5.2.5.2 ,Eigenschaften der
Nfl(-/-)-Mausembryonen“], miissen die zu unter-
suchenden  Zellpopulationen beim  Genotyp
Nfl(-/-) vor diesem Stadium aus Embryonen ge-
wonnen werden.

Die Invasivitit und Angiogenitit der Nfl(-/-)-SZ
bestitigten sich in diesem System, wobei in der
Auspriagung beider Eigenschaften ein deutlicher
Gendosiseffekt erkennbar war. Durch den Verlust
des Neurofibromins kommt es zu einem von der
NF1-Gendosis abhidngigen Anstieg des Anteils an
Ras-GTP, woraus auf eine vorrangige Bedeutung
des Neurofibromins als Ras-GTPase-stimulierendes
Protein in Maus-SZ geschlossen werden kann. Die-
se Befunde, erhoben an SZ aus Nfl(-/-)-Embryo-
nen, stehen jedoch im Widerspruch zu der Beob-
achtung, dass SZ zu den Zellarten gehoren, bei
welchen eine erhohte Ras-Aktivitdt die Differenzie-
rung fordert und nicht die Proliferation (Ridley et
al. 1988; Kim et al. 1995). Auch Ratten-SZ, die
v-Ha-Ras iiberexprimieren, proliferieren nicht im
gleichen Ausmafl nach Stimulation mit GGF und
Forskolin wie SZ mit normal reguliertem Ras. Hin-
weise auf eine negative Wachstumsregulation erga-
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ben sich auch aufgrund der Bestimmungen der
Proliferationsrate bei SZ aus NF1-Knockout-Maiu-
sen. Nach GGF-Stimulation zeigen die Wildtyp-SZ
eine hohere Proliferationsrate als Nf1(+/-)-SZ, und
deren Wachstumsrate lag wiederum héher als die
der Nfl(-/-)-SZ. Dementsprechend verringerte
sich mit abnehmender NF1-Gendosis der *H-TdR-
Einbau, und die SZ bildeten in zunehmendem
Maf lange Fortsitze aus. Diese Verdnderungen
sind unabhingig davon, ob die Proliferation der
SZ durch Herregulin (GGF) oder durch Kokultur
mit Neuronen stimuliert wird (welche u.a. durch
Herregulin auf SZ einwirken). Die Wachstumshem-
mung ist jedoch weder bei NF1(-/-)-SZ noch bei
v-H-Ras exprimierenden Ratten-SZ vollstindig,
und ihr verlangsamtes Wachstum bleibt abhingig
von GGF Auch wirkt sich die verringerte
NF1-Gendosis in Nfl(+/-)- und Nfi(-/-)-SZ dann
in der erwarteten Weise auf den Anteil an Ras-
GTP (also als Anstieg desselben) im Vergleich zum
Wildtyp aus, wenn die Proliferation mit GGF sti-
muliert wird (Kim et al. 1995).

Aufgrund des bisher beschriebenen Verhaltens der
SZ aus NFl-Knockout-Embryonen [Nf1(+/-);
Nf1(-/-)] ist die Hyperplasie der humanen SZ in
Neurofibromen nicht erklirbar. Es miissen viel-
mehr weitere stimulierende Faktoren angenommen
werden, welche unter den in vivo vorherrschenden
Bedingungen das vermehrte Wachstum der SZ
begiinstigen, und/oder zusitzliche genetische Er-
eignisse in den SZ selbst. Eine kleine Subpopulati-
on von S100-positiven SZ in benignen Neurofibro-
men exprimiert den EGF-Rezeptor (DeClue et al.
2000). Wie bereits erwihnt, erfihrt die Proliferati-
on von SZ durch Erhohung der intrazelluldren
cAMP-Konzentration eine signifikante Steigerung.
Ein besonders hohes Mafl an Abhingigkeit des SZ-
Wachstums von Agenzien wie Forskolin besteht,
wenn der Serumzusatz zum Kulturmedium durch
einen der Wachstumsfaktoren FGF1, PDGF oder
GGF ersetzt wird (Stewart et al. 1991; Kim et al.
1995, 1997). Interessanterweise stimuliert Forskolin
allein (ohne GGF) unter diesen Bedingungen nur
die Proliferation der Nf1(-/-)-Maus-SZ, nicht aber
die der Nfl(+/-)- und Nfl(+/+)-Tiere. Es sei da-
ran erinnert, dass die Nfl(~/-)-SZ unter den 3 Ge-
notypen den héchsten Grad der Ras-Aktivierung
zeigen. Bei GGF-stimulierten Ratten-SZ blockiert
der hochspezifische PKA-Inhibitor H89 die GGF-
induzierte Proliferation dieser Zellen, die zugleich
mit einer Erhéhung der cAMP-Konzentration ein-
hergeht (Kim et al. 1997).

In welcher Weise die durch aktiviertes Ras vermit-
telte MAPK-Kaskade und die durch aktivierte PKA
ausgelosten Reaktionen bei der Wachstumsstimula-
tion von SZ zusammenwirken, ist noch nicht ge-
klart; sicher ist, dass beide Wege involviert sind.
Die Hemmung der Interaktion von Ras mit seinem
Effektor Rafl durch dessen PKA-katalysierte Phos-
phorylierung an Ser43 scheint keine entscheidende
Rolle zu spielen (Kim et al. 1997).

b.) Unterschiede zwischen den anderen Zellarten
der Neurofibrome, insbesondere den fibroblas-
tenartigen Zellen (FLC: fibroblast-like cells),
und ihren normalen Entsprechungen.

Die FLC der Neurofibrome konnen sich aus Epi-,

Peri- und Endoneuralfibroblasten und auch aus

den eigentlichen Perineuralzellen rekrutieren. Letz-

tere bilden die aus 3-15 Zellschichten bestehende
bindegewebige Hiille der Nervenfaszikel. Im Gewe-
beverband des Perineuriums sind sie durch eine
flache epitheloide Gestalt, zahlreiche pinozytoti-
sche Vesikel und eine Basallamina gekennzeichnet.

Bei der Waller-Degeneration nehmen sie den Phi-

notyp proliferierender Fibroblasten an, der auch in

der subkonfluenten Zellkultur vorherrscht. Im

konfluenten Stadium bilden Perineuralzellen einen

flachen Monolayer und erweisen sich als stirker
adhidrent als Fibroblasten (Kaufmann und Krone,
unverdffentlicht). Den Beweis dafiir, dass sich das

Perineurium aus FLC bilden kann, erbrachten

Bartlett Bunge et al. (1989) mit Hilfe eines In-vi-

tro-Rekonstitutionssystems, in dem sie die Entste-

hung eines markierten Perineuriums bei der Ko-
kultur von Neuronen, SZ und markierten Fibro-
blasten beobachteten. Das Vorkommen von Peri-
neurinomen berechtigt zu der Hypothese, dass Pe-
rineuralzellen als eine 2. Art von Progenitorzellen
aktiv zur Entstehung von Neurofibromen beitra-
gen. Thr zahlreiches Vorhandensein in Neurofibro-
men ist durch den immunzytochemischen Nach-
weis von Kollagen IV belegt (Peltonen et al. 1988).

Es waren aber nicht Fibroblasten aus Neurofibro-
men, sondern solche der heterozygoten bzw. ho-
mozygoten NF1-Knockout-Maus, die mit Fibro-
blasten des Wildtyps hinsichtlich ihrer Fahigkeit
verglichen wurden, Perineurium zu bilden (Rosen-
baum et al. 1995). In einem #hnlichen Kokultur-
system, wie oben beschrieben, erwiesen sich die
Nfl(-/-)-Fibroblasten (aus E12.5-Embryonen) als
unfihig, mit den angebotenen Neuronen-SZ-Ag-
gregaten Faszikel auszubilden, wihrend die
Nfl(+/-)- und die Nfl(+/+)-Fibroblasten dies ver-
mochten.
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Bei diesen Versuchen fiel zugleich eine ausgeprigte
Tendenz der Nfl(-/-)-Fibroblasten zur Hyperpro-
liferation auf. Da Fibroblasten in entstehenden
Neurofibromen die Zweitmutation am NFI1-Locus
ebenso erleiden konnen wie SZ, ist auch diese Be-
obachtung mit einem aktiven Beitrag dieser Zellen
zum Tumorwachstum vereinbar. Das Wachstums-
verhalten von FLC-Kulturen aus Neurofibromen
von NF1-Patienten variiert innerhalb der gleichen
weiten Grenzen wie das von FLC aus gesunder
Haut der Patienten oder von Vergleichsprobanden
(Krone et al. 1986). In einer Reihe gegenteiliger
Berichte wurde die extreme inter- und intraviduel-
le Variabilitit aller qualitativen und quantitativen
Parameter von FLC-Kulturen des Menschen zu we-
nig beachtet. Eine Vergroferung der Stichproben
der zu vergleichenden Kollektive ldsst in der Regel
erkennen, dass die zur Frage stehende Eigenschaft
nicht dazu geeignet ist, eine Neurofibromkultur
von einer solchen aus gesunder Haut zu unter-
scheiden. Eine Ausnahme scheint jedoch die Zell-
gestalt zu sein, die von vielen Autoren als deutlich
von derjenigen typischer Hautfibroblasten in der
Kultur abweichend beschrieben wird. Neurofi-
brom-FLC zeigen oft eine weniger gleichmafige,
quasi ,ausgefranste” Begrenzung und eine hohere
Anzahl von Fortsitzen gegeniiber den meist bi-
oder tripolaren normalen FLC aus der Haut (z.B.
Peltonen et al. 1984; Krone et al. 1986; Hayashi et
al. 1990). Welchen Verinderungen der Form ge-
benden Elemente des Zytoskeletts dieser morpho-
logische Unterschied entspricht, ist noch nicht be-
kannt.

c.) Voraussetzungen der auto- und/oder parakri-
nen Wachstumsstimulation in Neurofibromen

Die Bedeutung para- und autokriner Mechanismen
fiir das Tumorwachstum steht heute aufer Zweifel.
Neurofibrome scheinen hiervon keine Ausnahme
zu sein, da die Voraussetzungen fiir die Wirksam-
keit solcher Mechanismen gegeben sind.

Als erster priifte Riccardi (1986) Rohextrakte aus
Neurofibromen auf ihre wachstumsférdernde Wir-
kung an Neurofibromzellkulturen und fand eine
signifikante und dosisabhingige Stimulation von
Fibroblasten und von kleinen ,Spindelzellen mit
Schwann-Zell-Morphologie. Hansson et al. (1988)
wiesen immunhistochemisch IGF1 (Somatomedin
C) in SZ, benachbarten FLC und in Gefiflen von
Neurofibromen nach. Aus der Verteilung des
Wachstumsfaktors schlossen die Autoren, dass er
von den SZ produziert und sezerniert wird. In
fraktionierten Extrakten aus Neurofibromen fan-

den Ratner et al. (1990) FGF2 und einen Wachs-
tumsfaktor fiir SZ, dessen chromatografisches Ver-
halten dem des Neuregulin (GGF) dhnelte. Damit
bestitigten sich frithere Befunde von Brockes et al.
(1986), die GGF-dhnliche Aktivitit nicht nur in
Schwannomen von NF2-Patienten, sondern auch in
Neurofibromen von NFI1-Patienten nachgewiesen
hatten. Krasnoselsky et al. (1994) entdeckten, dass
der Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) ein poten-
tes Mitogen fiir SZ ist und seine Wirkung ohne
den Zusatz von Agenzien entfaltet, welche die
Adenylatzyklase stimulieren. Sie zeigten, dass ein
hoher Anteil der von Forskolin unabhingigen Sti-
mulation der Schwann-Zell-Proliferation durch
Neurofibromextrakte auf HGF beruht. Die zugeho-
rigen Rezeptoren der 3 genannten Wachstumsfak-
toren, IGF1, GGF und FGF2, werden von SZ bzw.
FLC exprimiert.

An primidren Ratten-SZ wurde das Bestehen einer
autokrinen Schleife zwischen Neuregulin (GGF)
und erbB3, einem der GGF-Rezeptoren, nach-
gewiesen (Rosenbaum et al. 1997). Para- und auto-
krine Mechanismen kénnen also wesentlich zur
Stimulation des Neurofibromwachstums beitragen.
Eine weitere mogliche Quelle von Wachstumssti-
mulanzien in Neurofibromen sind die zahlreichen
Mastzellen, die in diesen Tumoren gefunden wer-
den. Manche Autoren sehen die hohe Mastzell-
besiedlung von Neurofibromen als pathognomo-
nisch fiir diese Tumoren an. Unter den zahlreichen
Komponenten der Mastzellgranula sind Histamin,
TNF-a und Proteasen als Mediatoren der Fibroblas-
ten- und/oder Endothelzellenproliferation bekannt.
Mastzelldegranulation und das Phinomen der
Transgranulation, d.h. des unmittelbaren Zell-zu-
Zell-Transfers der Granula von Mastzellen in Fibro-
blasten, sind im Neurofibromingewebe hiufiger als
in der gesunden Haut. Eine detaillierte Diskussion
der moglichen Bedeutung von Mastzellen fiir die
Entstehung und das Wachstum von Neurofibromen
findet sich in der Monografie von Riccardi (1992).

d.) Proteolytische Aktivitit in Neurofibromen und
extrazellulidre Matrix

Die Initiation und die Progression von Tumoren
gehen mit tief greifenden Verinderungen der In-
teraktion zwischen Zellen und der extrazelluliren
Matrix (ECM) einher. Sie manifestieren sich als
Veriinderungen der Zellgestalt, der molekularen
Restrukturierung der ECM und funktionell in
aberranten Verlaufsformen der wechselseitigen Sig-
naliibertragung zwischen ECM und intrazelluliren
Prozessen [Ubersicht, z.B. Lukashev u. Werb
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(1998)]. Auf molekularer Ebene sind daran neben
den verschiedenen Komponenten der ECM und ih-
ren jeweiligen Rezeptoren zahlreiche Proteasen be-
teiligt, die wegen ihres Wirkungsbereichs auch als
perizellulire Proteasen bezeichnet werden. Dazu
gehoren in erster Linie Matrixmetalloproteinasen
(MMP) und die beiden Plasminogenaktivatoren,
Urokinase (uPA) und Gewebeplasminogenaktivator
(tPA) (Johnson et al. 1996; Werb 1997). In invasi-
ven und metastasierenden Tumoren wird eine
mehr oder minder spezifische Gruppe dieser Enzy-
me, oft auch im Zusammenspiel mit ihren Inhibi-
toren TIMP1 und 2 (tissue inhibitor of metallopro-
teinases), exprimiert (Lukes et al. 1999).

Fiir Astrozytome, anaplastische Astrozytome, Glio-
blastome und davon abgeleitete Zelllinien zeigten
Nakano et al. (1995), dass die Expression von Ge-
latinase A (MMP2), B (MMP9) und Matrilysin
(MMP7) fiir deren Invasivitit von Bedeutung ist.
Bei vergleichenden Messungen der proteolytischen
Aktivitit an Rohextrakten ergaben sich im Mittel
10fach hohere Werte in den Extrakten aus Neurofi-
bromen und der tumornahen Haut im Vergleich
zu solchen aus Haut von Gesunden bzw. periphe-
rem Nervengewebe (Krone et al. 1986). Die An-
wendung spezifischer Inhibitoren bzw. Substrate
liel erkennen, dass diese proteolytische Aktivitit
nicht allein auf Urokinase (uPA) zuriickgefiihrt
werden konnte. Clark et al. (1991) zeigten, dass
Kulturen primédrer Ratten-SZ tPA sezernieren. Die
produzierte Menge und das Spektrum der tPA-Iso-
formen werden in hohem Mafl von der Gegenwart
von Neuronen beeinflusst. Werden Neuronen aus
Kokulturen mit SZ entfernt, steigt die von den SZ
sezernierte Menge an tPA zeitabhingig auf mehr
als das 10Fache an (Clark et al. 1991).

Neuronen sind in Neurofibromen relativ selten an-
zutreffen, sodass sich die iiberwiegende Mehrzahl
der Neurofibrom-SZ nicht im Kontakt mit Axonen
befindet (Lassmann et al. 1976). Es ist also denk-
bar, dass die tPA-Synthese in Neurofibrom-SZ
nicht durch Kontakt mit Axonen herunterreguliert
wird und somit wesentlich zur erhohten proteoly-
tischen Aktivitdt des Tumorgewebes beitrigt.

Normale menschliche SZ aus adultem Nervengewe-
be sezernieren die Matrixmetalloproteinasen MMP2
und MMP3 (Stromelysin 1). Letztere iibt eine
wachstumshemmende Wirkung aus, indem sie ein
inhibitorisches Peptid vom Fibronektin der ECM
abspaltet (Muir u. Manthorpe 1992; Muir 1995).

Neurofibrome sind reich an ECM, die in Arealen
geringer Zelligkeit als dichte Kollagenablagerung

imponiert. Die ECM der Neurofibrome enthilt die
Kollagene I, III, V und VI, Fibronektin und die
Komponenten der Basallamina Laminin, Nidogen
und Kollagen IV (Peltonen et al. 1984; Fleisch-
majer et al. 1985). Letztere werden von SZ und Pe-
rineuralzellen synthetisiert (Peltonen et al. 1988;
Jaakkola et al. 1989). Qualitativ dhnelt die Zusam-
mensetzung der ECM der Neurofibrome derjenigen
peripheren Nervengewebes, jedoch ist der Anteil
an den fibrilldren Kollagenen I und III in Neurofi-
bromen im Vergleich mit dem des Endoneuriums
deutlich erhoht (Peltonen et al. 1986). Erhohte
Kollagensyntheseraten im Vergleich mit denen der
Haut wurden auch an Neurofibromgewebeschnit-
ten nachgewiesen (Peltonen et al. 1981). Fibroblas-
tenkulturen von Nfl(-/-)-Mausembryonen (s. Ka-
pitel 5.2.5.3 ,Untersuchungen zur Funktion des
Neurofibromins in spezifischen Zellen der Knock-
out-Méuse®, Unterkapitel ,Fibroblasten“) deponie-
ren mindestens 2-mal so viel Kollagen wie
Nfl(+/-)- bzw. Nfl(+/+)-Fibroblasten (Atit et al.
1999). Der funktionelle Zusammenhang zwischen
der Neurofibromindefizienz und einer erhéhten
Produktion der fibrilliren Kollagene ist unbe-
kannt.

e.) Einwirkungen exogener Faktoren auf das
Wachstum von Neurofibromen

Zahlreiche Einzelbeobachtungen sprechen dafiir,
dass lokale duflere Einwirkungen auf die Haut die
Wahrscheinlichkeit der Entstehung eines Neurofi-
broms am betroffenen Ort erhshen (Riccardi
1992). Verletzungen, permanenter Druck oder Irri-
tationen anderer Art (Juckreiz) werden von Patien-
ten als Einfluss genannt, die dem Erscheinen von
Neurofibromen vorausgehen. Es liegt nahe, dieses
Phanomen im Sinn eines Zusammenwirkens kon-
stitutionell labiler Zytoarchitektur der Hautnerven
mit exogen ausgelster Einwanderung inflammato-
rischer hdmatogener Zellen und Mastzelldegranu-
lation zu erkléren.

Die unter Punkt 1-5 diskutierten Aspekte sind
auch fiir plexiforme Neurofibrome relevant. In wel-
cher Weise sich die Entstehung noduldrer und fu-
siformer Neurofibrome und deren Umwandlung in
diffuse plexiforme Neurofibrome von der Entste-
hung dermaler Neurofibrome unterscheidet, ist un-
bekannt. Histopathologisch gehen diese Tumoren
von intrafaszikuliren Wachstumsprozessen aus
und bleiben deshalb zunichst eng mit Nervenbah-
nen oder Nervenplexus verbunden (s. Wiestler u.
Radner 1994). lhre Tendenz zur malignen Ent-
artung und die Tatsache, dass in den so entstehen-
den Neurofibrosarkomen (MPNST) inaktivierende
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Mutationen des p53-Gens nachweisbar sind (Me-
non et al. 1990; Greenblatt et al. 1994; Legius et al.
1994), veranlassten Kluwe et al. (1999b) zur Suche
nach Mutationen in den Exons 5-8 dieses Gens in
14 plexiformen Neurofibromen. Die Autoren fan-
den keine Mutationen im p53-Gen. Wahrscheinlich
ist die Inaktivierung dieses Gens dem Stadium der
Progression plexiformer Neurofibrome zu MPNST
vorbehalten. Ein weiteres héufiges Ereignis auf
dem Weg zu MPNST ist der homozygote Verlust
des Gens fiir den Inhibitor von zyklinabhangigen
Proteinkinasen CDKN2A/p16, womit sich diese Tu-
moren in die wachsende Gruppe maligner Tumo-
ren mit dieser Lision einreihen lassen (Nielsen et
al. 1999).

Astrozytome. Wie in Kapitel 5.2.4.1 ,Formale
Aspekte des Tumorsuppressorparadigmas, Unter-
kapitel ,LOH-, Klonalititsuntersuchungen und Mu-
tationsanalysen bei NFl-assoziierten Tumoren von
NF1-Patienten®, beschrieben, ist NF1 mit einer
erhohten Hiaufigkeit von pilozytischen Astrozyto-
men des N. opticus und des Hirnstamms assozi-
iert. Beide Tumorarten werden bei NF1-Patienten
selten nach dem 6. Lebensjahr auffillig. Etwa 1/3
der Optikusgliome und mindestens die Hilfte der
Stammbhirnastrozytome verursachen Symptome,
aber nur ein kleiner Anteil bedarf der chirurgi-
schen Intervention. Beide Arten von Tumoren neh-
men bei NF1-Patienten einen weniger gefihrlichen
Verlauf als in sporadischen Fillen. Représentative
molekularbiologische Studien liegen aus diesen
Griinden iber solche Tumoren noch nicht vor
Auch gibt es noch keine Erklirung fiir ihr Vor-
kommen in den beiden Pridilektionsarealen Seh-
nerv und Hirnstamm.

Schwann-Zellen finden in der Glia des ZNS ihre
funktionelle Entsprechung in den Oligodendrozy-
ten. Es ist deshalb iiberraschend, dass Astrozyten,
die im Gegensatz zu Oligodendrozyten normaler-
weise kein Neurofibromin exprimieren (Daston et
al. 1992), die Progenitorzellen der intrakranialen
Tumoren bei NF1 sind. Die Entstehung dieser As-
trozytome muss vielleicht vor dem Hintergrund
der bei NF1-Patienten beobachteten Astrogliosis
gesehen werden (Nordlund et al. 1995), hinter der
sich eine erhohte Proliferationsbereitschaft der As-
trozyten verbirgt. Die Astrogliosis im Gehirn von
NF1-Patienten stellt sich histologisch als Hyperpla-
sie und Hypertrophie der Astrozyten in der wei-
Ben und grauen Substanz dar; ihr auffilligstes im-
munzytochemisches Kennzeichen ist die erhshte
Bildung des fiir Astrozyten charakteristischen In-
termedidrfilamentproteins GFAP. Sie dhneln darin

den bei Verletzungen oder bei Ischimie auftreten-
den reaktiven Astrozyten. Ob die aktivierten As-
trozyten im Gehirn von NF1-Patienten auch darin
den reaktiven Astrozyten entsprechen, dass die Ex-
pression und/oder Aktivitit zahlreicher anderer
Molekiile erhoht ist (Neurotrophine und ihre Re-
zeptoren, Wachstumsfaktoren, Zytokine, Zelladha-
sionsmolekiile, Proteasen), bleibt zu erforschen
(Ridet et al. 1997). Da Neurofibromin auch in den
hyperplastischen und hypertrophen Astrozyten der
3 von Nordlund et al. (1995) analysierten Gehirne
von NFl-Patienten immunzytochemisch nicht
nachweisbar war, ist ein Kausalzusammenhang
zwischen NF1 und Astrogliosis nicht unmittelbar
einsichtig. Das Phinomen wurde aber auch in be-
stimmten Hirnregionen der Nfl(+/-)-Maus beob-
achtet [s. Kapitel 5.2.5.3 ,Untersuchungen zur
Funktion des Neurofibromins in spezifischen Zel-
len der Knockout-Méuse®, Unterkapitel ,Astrozy-
ten von Nfl(+/-)-Miusen“], sodass vom Bestehen
eines solchen Zusammenhanges ausgegangen wer-
den kann.

Kleine Mengen von NF1-mRNA und Neurofibro-
min haben Hewett et al. (1995) in kortikalen As-
trozyten der Maus in der Zellkultur nachgewiesen.
Wurden die Kulturen Bedingungen unterworfen,
welche die Situation posttraumatisch reaktiver As-
trozyten simulieren (z.B. Stimulation mit cAMP
oder mit Interferon y+IL-15), kam es zu einem
deutlichen Anstieg der NF1-mRNA. Ahnlich ver-
hielt es sich mit Astrozyten des Rattenhirns, wenn
experimentell eine fokale oder globale Ischimie
herbeigefithrt wurde; nach dem ischamischen In-
sult stieg in den Astrozyten die Menge des Neuro-
fibromins parallel zu der des GFAP an (Giordano
et al. 1996). Es liegt nahe, anzunehmen, dass die
erhohte Expression des NF1-Gens unter diesen Be-
dingungen mit dem Eintritt der zuvor ruhenden
Astrozyten in den Zellzyklus korreliert ist.

Die Beobachtung von LOH in der NF1-Gen-Re-
gion bei 2 sporadischen pilozytischen Astrozyto-
men (PA) und am NF1-Gen bei einem solchen Tu-
mor eines NF1-Patienten und einem weiteren spo-
radischen Tumor (von Deimling et al. 1993) ladsst
eine verringerte Expression des NF1-Gens in die-
sen niedergradigen Astrozytomen erwarten. Es
war daher iiberraschend, dass in 6 PA 1,6- bis
2,8fach erhohte NF1-mRNA gefunden wurde (Plat-
ten et al. 1996). Homozygotie fiir Protein trunkie-
rende Mutationen konnte durch den immunzyto-
chemischen Nachweis hoher Neurofibrominexpres-
sion in den Tumorzellen ausgeschlossen werden.
Es kommt also wie in den reaktiven Astrozyten
der oben beschriebenen experimentellen Systeme
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auch in Astrozyten niedergradiger Astrozytome zu
einem Anstieg der Neurofibrominkonzentration.
Diese an sporadischen PA erhobenen Daten stehen
aber im Gegensatz zu den LOH-Befunden an PA
von NF1-Patienten (von Deimling et al. 1993; Gut-
mann et al. 2000). Letztere Autoren haben zudem
das vollige Fehlen der Neurofibrominexpression an
8 PA von 6 NF1-Patienten nachgewiesen. Diese Er-
gebnisse legen es nahe, anzunehmen, dass auch
fiir die Entstehung dieser benignen oder langsam
progredienten Tumoren das Tumorsuppressions-
paradigma gilt, mit Neurofibromin als dem betrof-
fenen TSG-Produkt.

Auch in hohergradigen Astrozytomen und in
davon abgeleiteten Zelllinien ist der Neurofibro-
minspiegel gegeniiber dem normaler Astrozyten
signifikant erhoht (Gutmann et al. 1996). Damit
sollte eine Verminderung des Anteils an aktivier-
tem Ras einhergehen, da Astrozytome in der Regel
nicht durch aktivierende Mutationen der Ras-Gene
entstehen. Der Anteil an aktiviertem Ras erweist
sich jedoch in Astrozytomen der Grade II, III und
IV (Glioblastoma multiforme) und den daraus pro-
pagierten Zelllinien (Guha et al. 1997) als erhéht,
und zwar in vergleichbarem Mafl zu dem von
v-Ras transformierten Linien (20-35% Ras-GTP).
Aufgrund dieser Ergebnisse priiften Gutmann et
al. (1996), ob die Erhohung des Neurofibromin-
gehalts mit dem hohen Grad der Ras-Aktivierung
in einem ursichlichen Zusammenhang steht. In
NIH3T3-Zellen mit einem induzierbaren v-ras-
Konstrukt stieg der Neurofibromingehalt nach In-
duktion proportional zur jeweils erzielten Ras-Ak-
tivitdt an. Wurde die hohe Ras-Aktivitdt in einer
menschlichen Astrozytomlinie durch Transfektion
mit der dominant-negativen Mutante rasN17 ge-
hemmt, sank auch der Neurofibromingehalt ent-
sprechend. Ob es sich hierbei um eine Induktion
der NF1-Gen-Aktivitit iiber einen der Ras-vermit-
telten Wege der Signaltransduktion handelt oder
um posttranskriptionale Regulation, ist noch nicht
gekldrt. Das Wachstum von Zelllinien, die von ma-
lignen Astrozytomen gewonnen wurden, ist abhén-
gig von der Aktivierung von Ras, die in diesen Tu-
moren und Zelllinien durch auto- oder parakrine
Stimulation der Rezeptortyrosinkinasen PDGFRa,
PDGFRf und EGFR erfolgt. Wenn Neurofibromin
in Zellen hohergradiger Astrozytome nicht als ne-
gativer Regulator, sondern als Effektor von Ras
fungierte, miisste das Tumorwachstum nicht nur
von der Ras-Aktivierung, sondern auch von Neu-
rofibromin abhingig sein. In diesem Fall wire des-
sen erhohte Konzentration in Astrozytomen (s.
oben) sinnvoll. Eine solche Funktion des Neurofi-

bromins in Astrozytomzellen wiirde auch die Sel-
tenheit anaplastischer und maligner Astrozytome
bei NF1 erkldren und verstindlich machen, dass
die im Kindesalter von NF1-Patienten vermehrt
auftretenden pilozytischen Astrozytome so selten
zu hohergradigen Stadien fortschreiten.

Die Kette der molekularen Ereignisse, die zur
Entstehung der bei NF1 seltenen anaplastischen
(Grad II) bzw. malignen Astrozytome (Grad III
und IV) fiihren, ist aber noch nicht entschliisselt
worden. Folgende Schritte spielen dabei eine Rolle:
o Uberexpression von PDGF und des PDGFa-Re-

zeptors,

e Verluste der Tumorsuppressorgene Rbl und

P53,

o Verlust des multiplen Tumorsuppressors MTS-1

(p16) und im spéten Stadium,

o Verlust von PTEN,
¢ Amplifikation oder mutative Aktivierung des

EGFR.

Auch Verluste unbekannter Genloci auf 19q und
22q tragen zur Progression dieser Tumoren bei
(Guha et al. 1997).

Juvenile myeloische Leukdmien. Wie in Kapitel
5.2.4.1 ,Formale Aspekte des Tumorsuppressor-
paradigmas®, Unterkapitel ,LOH-, Klonalitdtsunter-
suchungen und Mutationsanalysen bei NF1-assozi-
ierten Tumoren von NFI1-Patienten®, beschrieben
besteht bei Kindern mit NF1 ein signifikant
erhohtes Risiko, an juveniler myelo-monozytischer
Leukdmie (JMML), auch bekannt als juvenile chro-
nisch-myeloische Leukimie (JCML) oder einer ver-
wandten Proliferationsstorung der myeloischen
Reihe zu erkranken.

Bei einem bedeutenden Anteil der Fille konnte
der Verlust des NF1-Wildtypallels in den leuka-
mischen Zellen nachgewiesen werden (LOH). Die
Befunde von Miles et al. (1996) weisen darauf hin,
dass sich der Verlust des Wildtypallels in einer
frithen erythromyeloischen Progenitorzelle ereig-
net, gefolgt von der klonalen Expansion der neo-
plastischen Zellen. Dementsprechend ist die Ras-
GTPase-stimulierende Aktivitit des Neurofibro-
mins in den leukdmischen Zellen im Vergleich mit
derjenigen in gesundem Knochenmark signifikant
verringert. Um dies nachzuweisen, mafien Bollag
et al. (1996) die GAP-Aktivitit in Gegenwart und
in Abwesenheit des fiir Neurofibromin spezifischen
Inhibitors n-Dodecylmaltosid und konnten auf die-
se Weise den fiir Neurofibromin spezifischen An-
teil erfassen. Die Folge dieser Aktivititsminderung
des Neurofibromins ist eine durchschnittliche Zu-
nahme des Ras-GTP-Anteils auf das 2,8Fache. Da-
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mit ist Neurofibromin als negativer Regulator der
Ras-Aktivitit in diesem Teil des hdmatopoetischen
Gewebes ausgewiesen. Die Alternative zu dieser
Form der Ras-Aktivierung sind onkogene Ras-Mu-
tationen, die bei mindestens 20% der JCML gefun-
den werden, jedoch - wie erwartet — nicht bei
NF1-Patienten mit dieser Erkrankung (Kalra et al.
1994).

Der die Granulopoese regulierende Wachstums-
faktor GM-CSF wirkt iiber einen Ras-aktivierenden
Rezeptor. Eine spezifische Hypersensitivitit der
leukdmischen Zellen gegeniiber diesem Faktor war
schon frither bei JCML anhand von Dosis-Wir-
kungs-Kurven nachgewiesen worden. Bollag et al.
(1996) und Largaespada et al. (1996) vermochten
diese Hypersensitivitit an hdmatopoetischen Pri-
kursorzellen aus der Leber des etwa 13 Tage alten,
neurofibromindefizienten Mausembryos zu repro-
duzieren. Die Dosis-Wirkungs-Kurve der Kolonie-
bildung in halbfesten Medien (Weichagar oder Me-
thylzellulose) war bei myeloiden Progenitorzellen
aus Nfi(-/-)-Embryonen zu wesentlich geringeren
GM-CSF-Konzentrationen verschoben. Zum Ver-
gleich dienten myeloide Progenitorzellen aus
Nfl(+/-)- und Nfl(+/+)-Embryonen, die sich in
ihrer Stimulierbarkeit durch GM-CSF nicht von-
einander unterschieden. In diesem System erweist
sich also das Wildtypallel des NF1-Gens als voll-
stindig dominant.

Largaespada et al. (1996) untersuchten den Ein-
fluss der Neurofibromindefizienz auf den Ras-GTP-
Anteil in myeloiden Progenitorzellen aus
NF1-Knockout-Embryonen im Vergleich zu Zellen
von Wildtypmausen. Hierfiir verwendeten die Au-
toren myeloide Prikursorzellen, die mit onkogen-
aktiviertem Myb immortalisiert worden waren.
Diese Immortalisierung ist nétig, da fiir die Mes-
sungen des Ras-GTP-Gehalts grofle Mengen an
metabolisch aktiven Zellen bendtigt werden. Durch
Myb immortalisierte Nfl(-/-)-Zellen wachsen
schneller, bleiben aber GM-CSF-hypersensitiv. Un-
ter permanenter GM-CSF-Stimulation (im Steady
state) war sowohl bei Myb-transformierten Zellen
des Wildtyps als auch bei den Nfi(-/-)-Zellen ein
normaler Wert von 10% Ras-GTP festzustellen.
Wurde jedoch eine Periode des Wachstumsfak-
torentzugs vorgelegt und kurz nach der Restimula-
tion gemessen, erreichten die Nfl(-/-)-Zellen viel
héhere (30%) und linger persistierende Werte als
die Nf1(+/+)-Zellen.

Die Rekonstitution des Knochenmarks letal be-
strahlter Mause mit himatopoetischen Prakursor-
zellen aus Wildtyp- oder Nfl(-/-)-Embryonen
fiihrt nur bei Verwendung der Letzteren zur CML-

Symptomatik bei den Empfingertieren (Largaespa-
da et al. 1996). Der Kausalzusammenhang zwi-
schen homozygoter Neurofibromindefizienz und
der Entstehung dieser Krankheit ist somit im
Mausmodell bestitigt, jedoch bleibt ungeklart, wa-
rum erwachsene NF1-Patienten kein erhohtes Risi-
ko haben, an CML zu erkranken. Mdglicherweise
ist die Empfindlichkeit myeloider Progenitorzellen
gegeniiber GM-CSF oder anderen Wachstumsfak-
toren entwicklungsspezifisch reguliert und betrifft
nur myeloide Progenitorzellen innerhalb eines be-
stimmten zeitlichen Fensters.

Obwohl Kinder mit NF1 ein 200- bis 500fach
erhohtes Risiko haben, an malignen myeloprolife-
rativen Erkrankungen wie JCML oder juveniler
myelo-monozytirer Leukdmie (JMML) zu erkran-
ken, ist die Inzidenz nicht so hoch wie erwartet
werden miisste, wenn es nur des Verlusts des
Wildtypallels am NF1-Gen-Locus bediirfte. Griinde
hierfiir kénnten zum einen in Erhebungsfehlern zu
suchen sein. Der Anteil von Kindern mit NF1 un-
ter den JMML-Patienten wird vermutlich unter-
schitzt, da in diesem Alter NF1 als zugrunde lie-
gende Krankheit oft iibersehen wird, insbesondere,
wenn es sich um einen sporadischen Fall (Neumu-
tation) handelt. Zum anderen muss angenommen
werden, dass zur Pathogenese der JMML multiple
Verinderungen beitragen, nicht nur der Verlust
des Wildtypallels des NF1-Gens. Hierauf weisen
nichtzufillige Chromosomenanomalien hin, wie
die Monosomie 7, die bei einigen Kindern mit
NF1 und myeloproliferativen Erkrankungen in den
leukdmischen Zellen nachgewiesen wurde. Welche
Genverluste in diesen Fillen zur Neoplasie beitra-
gen, ist unklar, ebenso wie der Grund dafiir, dass
vornehmlich Jungen an myeloproliferativen Syn-
dromen des Kindesalters erkranken. Miles et al.
(1996) stellten auch fest, dass bei Kindern mit NF1
und JMML das mutante NF1-Allel signifikant hau-
figer von der Mutter vererbt wurde.

Dass Mutationen des p53-Gens bei der Entste-
hung der JMML von NF1-Patienten ebenfalls eine
Rolle spielen konnten, ist durch den Nachweis des
Genotyps NF1(+/-)p53(+/-) in den leukdmischen
Zellen eines Patienten in der chronischen Phase
belegt (Luria et al. 1997). In der Blastenkrise kam
es zum Verlust des p53-Wildtypallels. Aber auch in
der chronischen Phase kann bereits eine homozy-
gote Defizienz des p53-Gens vorgefunden werden
(Miyauchi et al. 1999).
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5.2.4.3 Molekulare Pathologie

Die Funktion eines Ras-GTPase aktivierenden Pro-
teins (GAP) fiir die 3 monomeren Ras-Proteine
H-Ras, K-Ras und N-Ras verleiht dem Neurofibro-
min potenziell eine Schliisselstellung innerhalb der
ubiquitdren Regulationsmechanismen, in welche
diese GTPasen als eine Art molekularer Schalter
fir irreversible Prozesse integriert sind. Ein Blick
auf die Vielfalt der den Ras-Proteinen vor- und
nachgeordneten Regulatoren und Effektoren (Abb.
5.5) ldsst erkennen, dass eine Voraussage der Fol-
gen einer Funktionsminderung oder des Funk-
tionsverlusts einer Komponente offenbar unmog-
lich ist. Dem stehen u.a. die vielfiltige Vernetzung
der verschiedenen Signalwege (cross-talk) und die
zelltyp- und differenzierungsstadienspezifische
Signalauslésung und Ubertragung in ihrer Abhin-
gigkeit von den variablen Expressionsmustern der
verschiedenen Komponenten entgegen. Deshalb
kénnen solche Schemata der Realitdt auch nicht
gerecht werden; sie bieten lediglich eine Ubersicht
tiber die beteiligten Molekiile und ihre erwiesenen
oder hypothetischen Wechselwirkungen miteinan-
der. Unberiicksichtigt bleiben u.a. ihre intrazellu-
ldren Konzentrationen in vivo und ihre kinetischen
Parameter (z.B. Affinititen und Geschwindigkeits-
konstanten).

Es stellt sich die Frage, ob, und - wenn ja - wie
die Symptome der NF1 auf der Grundlage der Funk-
tionsminderung oder des Funktionsverlusts des
Neurofibromins erkldrt werden kénnen. Hier stoffen
wir nun auf eine insofern schwierige Situation, als
die wesentlichen Symptome der NF1 sich an primi-
ren, diploiden Zellen manifestieren. Die fibroblas-
tenartigen Zellen der Neurofibrome sind ebenso
wie die Melanozyten aus CALF (Kehrer u. Krone
1994), Gefiflendothelzellen, Osteoblasten und As-
trozyten euploid und haben in vitro eine begrenzte
Lebensspanne. Die iiberwiegende Mehrzahl der For-
schungsarbeiten iiber die Ras-vermittelte Sig-
naliibertragung ist aber an immortalen etablierten
Zelllinien durchgefiihrt worden, wie z.B. an der
Mauszelllinie NIH3T3 mit fibroblastoider Morpho-
logie und der Phiochromozytomlinie PC12. Wenn
primére Zellkulturen herangezogen wurden, waren
es mit wenigen Ausnahmen embryonale Nagerzel-
len, die zur spontanen Immortalisierung in vitro
neigen. Dies gilt es zu bedenken, wenn die aus sol-
chen z.T. sehr detaillierten Studien gewonnenen Er-
kenntnisse auf die Verhiltnisse angewendet werden,
die in euploiden Zellen vorherrschen.

Im Folgenden werden zunichst die Grundziige
der Ras-vermittelten Signaltransduktion beschrie-

ben. Auf dieser Grundlage soll sodann der Frage
nachgegangen werden, in welcher Weise NF1-Gen-
Mutationen die Wechselwirkung zwischen Neurofi-
bromin und Ras-Proteinen beeinflussen.

Proteine der Ras-Subfamilie und von ihnen vermittel-
te Signaliibertragung. Innerhalb der mehr als 50
Mitglieder der Superfamilie monomerer GTPasen
(Bourne et al. 1991) bilden die Ras-artigen GTP-
asen eine Subfamilie mit zurzeit 16 Komponenten
(Reuther u. Der 2000). Es sind dies

¢ die 4 bekannten Ras-Proteine

a H-Ras,

b N-Ras,

¢ K-Ras4A und

d K-Ras4B,

3 R-Ras-Proteine,

4 Rap-Proteine,

2 Ral-Proteine sowie

Rheb,

Rin und

e Rit.

Die beiden Formen von K-Ras sind Translations-
produkte zweier Spleiffisoformen des Transkripts
des K-Ras-Gens. Sie werden im Folgenden unter
der Bezeichnung K-Ras zusammengefasst. Substra-
te des Neurofibromins als eines Ras-GTPase akti-
vierenden Proteins sind H-, K-, N-, R-Ras und
TC21 (R-Ras2) (Abb. 5.5).

Die Mitglieder der Ras-Familie sind kleine Prote-
ine mit 189 (H-, K- und N-Ras) bzw. 218 Amino-
sduren (R-Ras und TC21) vor der mehrstufigen
posttranslationalen Modifikation. Letztere vermit-
telt nach endoproteolytischer Abspaltung der letz-
ten 3 Aminosduren, Prenylierung des dann C-ter-
minalen Cysteins und Methylierung von dessen
Karboxylgruppe die Membranverankerung der
Ras-GTPasen. In alternativen Konformationen bin-
den diese Proteine GDP oder GTP. Die GTP-bela-
dene Form besitzt die Aktivitéit als eine Art mole-
kularer Schalter fiir irreversible Prozesse. Es exis-
tiert eine grofle Vielfalt von Aktivatoren verschie-
dener Natur, die iiber ihre jeweiligen Rezeptoren
die f]berfiihrung von Ras-GTPasen in den aktiven,
GTP-gebundenen Zustand bewirken konnen. Diese
Aktivatoren sind z.B. Hormone (z.B. Insulin), Zy-
tokine (z.B. IL-2, IL-3 etc.), Wachstums- und Dif-
ferenzierungsfaktoren (EGF, PDGF, FGFl und 2,
IGF1, NGF und andere Neurotrophine), Molekiile
der extrazelluliren Matrix (Vitronektin, Fibronek-
tin und andere das RGD-Tripeptid enthaltende
Proteine) sowie Antigene bei der Aktivierung der
T-Zell-Rezeptoren. Eine Liste von 25 Faktoren und
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der von ihnen in verschiedenen Zellsorten bewirk-
ten Erhéhung der GTP-Beladung von Ras-GTPasen
findet sich in der Ubersicht von Pronk u. Bos
(1994). Auch manche, aber keineswegs alle hetero-
trimeren G-Proteine kénnen nach Stimulation der
jeweils mit ihnen gekoppelten Rezeptoren meist
mittels ihrer fy-Untereinheit die Aktivierung von
Ras-Proteinen auslésen (Dhanasekaran et al. 1998;
Gutkind 1999). Den Prototyp der ligandenabhéngi-
gen Ras-Aktivierung stellen aber die Rezeptortyro-
sinkinasen (RTK) dar, also z.B. die Rezeptoren fiir
EGE, PDGE, IGF-1, Insulin u.a. Die durch Bindung
ihres jeweiligen Liganden dimerisierten Rezeptoren
werden durch meist wechselseitige Phosphorylie-
rung bestimmter Tyrosine der intrazelluldren Do-
minen aktiviert. Dies versetzt die Rezeptoren in
die Lage, die Guaninnukleotidaustauschfaktoren
(GEF) zu aktivieren, welche die GTP-Beladung der
Ras-Proteine katalysieren. Da intrazelluldr in der
Regel ein grofer Uberschuss an GTP iiber GDP
vorherrscht, kann der Austausch des GDP gegen
GTP, also die Aktivierung des Ras-Proteins, bereits
durch eine Verminderung seiner Affinitit zu GDP
bewerkstelligt werden. Darin besteht die Funktion
der aktivierten GEE.

Die GEF heiflen deshalb auch ,guanine nucleo-
tide releasing” oder ,dissociation factor” (GRF
oder GDF). Bei den monomeren G-Proteinen der
Familien Rho und Rab ist der Aktivititszustand
zusitzlich von Guaninnukleotiddissoziationsinhibi-
toren (GDI) abhingig.

Zwischen die Rezeptoren und die GEF sind 1
oder 2 Adaptorproteine geschaltet, deren Bedeu-
tung dadurch unterstrichen wird, dass ihre konsti-
tutionell aktiven Varianten zur Transformation
filhren konnen. Die Interaktion zwischen den
Phosphotyrosinmotiven der aktivierten Rezeptoren
und dem Adaptorprotein wird iber dessen
SH2-Domine erméglicht, diejenige zwischen dem
Adaptorprotein und dem GEF oft iiber SH3-Domi-
nen des Ersteren und prolinreiche Motive des Letz-
teren. Die Adaptorproteine zeigen eine gewisse
Zelltypspezifitit. Da die GEF von H-, K- und
N-Ras auch unter der Bezeichnung Sos (son of
sevenless) bekannt sind, sei diese wegen ihrer pa-
radigmatischen Bedeutung hier in Kiirze erklirt.

Sevenless ist die Bezeichnung fiir eine RTK, die
von der Vorlduferzelle der 7. von 8 Photorezeptor-
zellen (R7) in jedem Ommatidium des Facetten-
auges von Drosophila melanogaster exprimiert
wird. Durch Bindung des membranstindigen Li-
ganden Boss (bride of sevenless) der Nachbarzelle
R8 wird diese RTK aktiviert und die zur Differen-
zierung von R7 fithrende Signalkette ausgeldst.

Der 1. Schritt dieser Kette ist die Aktivierung des
GEF Sos durch den aktivierten Rezeptor Sevenless
(Sev), und infolgedessen die GTP-Beladung von
Ras. Im Fall dieser Kette Boss—Sev—Sos, also
zwischen dem aktivierten Rezeptor Sev und dem
GEF Sos, erfiillt das Protein Drk (downstream of
receptor kinase) die Funktion eines Adaptors.
Beim Sduger sind es u.a. die Proteine Shc (src ho-
mology domains containing) und, diesem folgend,
Grb2 (guanine nucleotide releasing factor binding)
(Abb. 5.2). Die intrinsische GTPase-Aktivitit der
kleinen G-Proteine der Ras-Subfamilie ist meistens
sehr gering. Sie wird um 2-3 Groflenordnungen
durch GTPase-aktivierende Proteine (GAP), wie
p120GAP und Neurofibromin, stimuliert. GAP sind
spezifisch fiir Einzelne oder fiir Gruppen mono-
merer GTPasen.

Die monomeren G-Proteine verfligen iiber eine
Effektordomine, iiber die sie im aktiven, d.h.
GTP-gebundenen Zustand auf Effektorproteine ein-
wirken, wodurch Signaliibertragungskaskaden in
Gang gesetzt werden, an deren Enden bedeutsame
Verinderungen des Genexpressionsmusters erfol-
gen. Von den meisten monomeren G-Proteinen
gibt es konstitutionell aktive Mutanten, die der In-
aktivierung durch GAP unzugénglich sind und als
dominante Onkogene wirken. Bei GTPasen der
Ras-Subfamilie kénnen die onkogenen Varianten je
1 oder 2 der folgenden Aminosiureaustausche
(Missense-Mutationen) haben: G12V, G13V, A59T,
Q61L, E63K, N116I und D119A. GTPasen anderer
Subgruppen werden durch Mutationen an homolo-
gen Positionen in die entsprechenden konstitutio-
nell aktiven onkogenen Varianten umgewandelt.

Die 3 klassischen Ras-GTPasen wirken in ihrer
GTP-beladenen Konformation auf mindestens 7
verschiedene Effektoren, von denen unterschiedli-
che Signaliibertragungskaskaden ausgeldst werden,
aktivierend ein (Abb. 5.5). R-Ras und TC21 akti-
vieren nur je eine Subgruppe dieser Effektoren.
Der zuerst entdeckte Effektor von Ras-GTP war
die Serin-Threonin-Kinase Raf-1. Sie steht am An-
fang der bekannten Kaskade der durch Mitogene
aktivierten Proteinkinasen (MAPK-Kaskade) (Abb.
5.2). Eine der Voraussetzungen fiir die Aktivierung
von Raf-1 durch Ras-GTP ist die Membranveranke-
rung des Letzteren. Entgegen fritheren Vorstellun-
gen, wonach die Funktion von Ras-GTP darin be-
stehe, Raf-1 an die Zellmembran zu rekrutieren,
ist Ras-GTP auch direkt an der Aktivierung von
Raf-1 beteiligt, und dariiber hinaus tragen zu die-
sem auflerordentlich komplexen Vorgang noch an-
dere Proteine bei (Morrison u. Cutler 1997; Camp-
bell et al. 1998). Fiir eine realistische Beurteilung
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des Stellenwerts der negativen Regulation von Ras

durch Neurofibromin miissen aber noch 2 weitere

Umstidnde beriicksichtigt werden.

1. Es gibt neben Raf-1 die nahe verwandten
$/T-Kinasen A-Raf und B-Raf, und diese 3 Mit-
glieder der Familie unterscheiden sich von-
einander in funktionellen Parametern.

2. Raf-Proteine kénnen auch auf anderem Weg ak-
tiviert werden als durch ihre Interaktion mit
Ras-GTP, z.B. durch verschiedene Proteinkina-
sen (Src; PKC-Varianten). Schon auf dieser 1.
Stufe der so oft als lineare Signalkaskade
(Ras—»Raf > MEK—ERK) dargestellten Reaktio-
nenfolge ergeben sich also Verzweigungsmo-
glichkeiten, die in ihrer jeweils zelltypspezi-
fischen Realisation zu beriicksichtigen wiren.

In ihrer aktivierten Form vermdgen Raf-Proteine
die bifunktionellen Proteinkinasen der MEK-Fami-
lie zu phosphorylieren und dadurch zu aktivieren
(MEK: durch Mitogene aktivierte Kinasen fiir die
durch extrazellulire Signale regulierten MAPK,
z.B. Erk-1 und Erk-2). Auch MEK-1 und MEK-2
konnen auf alternativen Wegen durch andere Kina-
sen aktiviert werden. Als bifunktionelle Proteinki-
nasen phosphorylieren MEK sowohl Threonin- als
auch Tyrosinreste, und diese beiden Formen post-
translationaler Modifikation sind fiir die vollstdn-
dige Aktivierung der MAP-Kinasen, z.B. Erk-1
und Erk-2 (auch p44™*F¥ und p42M**X genannt),
erforderlich (Abb. 5.2). Entsprechend ihrer Stel-
lung in der Folge der Proteinkinasereaktionen wer-
den die Raf-Proteine auch als MAPK-Kinase-Kina-
se und die MEK-Proteine als MAPK-Kinase be-
zeichnet.

Die Aktivierung der MAPK durch Phosphorylie-
rung demaskiert ihre Kernlokalisationssignale und
ermoglicht den Transport in den Zellkern. Zahlrei-
che Transkriptionsfaktoren werden durch MAPK
reguliert, sodass es letztlich durch RTK-abhingige
Aktivierung von Ras-Proteinen zu tief greifenden
Verinderungen des  Genexpressionsspektrums
kommt. Auch fiir die MAPK gibt es alternative
Wege der Aktivierung, und sie sind z.T. positiv
mit den MEK riickgekoppelt und mit anderen ih-
nen vorgeschalteten Regulatoren, bis hin zu den
RTK und den GEF selbst (Seger u. Krebs 1995;
Campbell et al. 1998). Neben einer Gruppe von
Transkriptionsfaktoren mit unterschiedlichen Spe-
zifititen (Treisman 1996) gibt es auch zusitzliche
zytoplasmatische Substrate der Erks, z.B. eine Rei-
he mikrotubuliassoziierter Proteine. Ras-Aktivie-
rung bedeutet also eine tief greifende Verinderung
auf mehreren Ebenen zellulirer Regulationsmecha-

nismen. Je nach Zelltyp konnen diese im Dienst
des Eintritts in den Zellzyklus, also der Proliferati-
on, stehen oder in Differenzierungsprozesse invol-
viert sein; Apoptose und Seneszenz sind weitere
Optionen.

In Abb. 5.2 wurde versucht, das beschriebene Ge-
schehen schematisch darzustellen. Das Kernstiick,
die eigentliche MAPK-Kaskade, kann als eine Art
Modul betrachtet werden, das in vielen verschiede-
nen Zusammenhingen verwendet wird. Fiir die Sti-
mulation der Proliferation ist die Aktivierung der
frithen Zellzyklusgene entscheidend, die tiber die-
sen Weg erfolgen kann (Kerkhoff u. Rapp 1998).

Dass Ras-GTP aber noch andere Effektoren als
Raf-Proteine bedient, wurde deutlich, als der Phi-
notyp von Ras-transformierten Zellen mit dem
von Zellen verglichen wurde, die von einer nach-
geordneten Stufe aus transformiert wurden, nim-
lich durch konstitutiv aktive MAPKK (MEK). Die-
ser letztere Weg der Transformation erzeugt zwar
den tumorigenen Phinotyp bei NIH3T3-Zellen,
nicht aber die dramatischen morphologischen Ver-
dnderungen, welche diese Zellen bei der Ras-
Transformation erleiden, wie Membrankrausen
und Verminderung der Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Kontakte, also die Reorganisation des submembra-
nidren Aktinzytoskeletts. Dieser Prozess wird von
monomeren G-Proteinen der Rho-Familie vermit-
telt. Es gibt mehrere Verbindungen zwischen der
rezeptorabhidngigen Ras-Aktivierung und den
Rho-Proteinen. Eine davon verlduft iiber die Ras-
abhingige Aktivierung der Phosphatidylinositol-
3-Kinase (PI3-K) und die von dieser phosphory-
lierten Phosphatidylinositide (Corvera u. Czech
1998), welche ihrerseits die RhoGTPase Rac akti-
vieren (Rodriguez-Viciana et al. 1996). Es liegt na-
he, anzunehmen, dass die an Kulturen primérer
Zellen von NF1-Patienten und in vivo beobachteten
zelluliren Formverinderungen auf diesem Weg
durch eine erhéhte Ras-Aktivitdt infolge Neurofi-
brominmangels hervorgerufen werden (s. Kapitel
5.2.4.2 ,Mechanismen der Tumorgenese bei NF1%
Unterkapitel ,,Neurofibrome*). PI3-K iibt als einer
der Effektoren von Ras-GTP in manchen Zellsyste-
men aber auch eine antiapoptotische Wirkung aus,
sodass eine erhohte Ras-Aktivitit nicht nur die
Zellproliferation, sondern auch das Uberleben der
Zellen fordert (Jarpe et al. 1998). Ein solcher Ef-
fekt mag dem neurotrophinunabhingigen Uberle-
ben bestimmter neuronaler Zellpopulationen in
den Nfl(-/-)-Mausembryonen zugrunde liegen (s.
Kapitel 5.2.5.3 ,Untersuchungen zur Funktion des
Neurofibromins in spezifischen Zellen der Knock-
out-Miuse“).
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Mit diesen Betrachtungen sollte die Richtung
angedeutet werden, in welcher die molekulare Pa-
thologie der NF1 vermutlich aufzukldren wire.
Dies erfordert aber die Beriicksichtigung des ge-
samten Netzwerks der Signaltransduktion, soweit
Neurofibromin und seine Ras-Substrate darin in-
volviert sind.

Es ist nun immer wieder die Frage gestellt wor-
den, ob Neurofibromin iiber seine Funktion als
Ras-GAP hinaus noch andere Funktionen ausiibt,
seien es von Ras abhingige oder vollig unabhangi-
ge Funktionen. Einer der Anlidsse zu dieser Frage
ist der geringe Anteil der GRD (maximal 367 von
2867 Aminosduren, 12,8%) am Neurofibromin im
Verhiltnis zu der erstaunlichen phylogenetischen
Konservierung der groflen flankierenden Anteile
bis zu den IRA-Proteinen von Saccharomyces cere-
visiae mit noch 30% Sequenzidentitit. Uber die
funktionelle Bedeutung dieser Abschnitte kénnen
nur Vermutungen angestellt werden.

Je 3 der PKA-Phosphorylierungsmotive liegen
in der N- bzw. C-terminalen GRD-flankierenden
Region. Auf die regulatorische Relevanz der Neu-
rofibrominphosphorylierung wurde bereits in Ka-
pitel 5.2.3.3 ,Regulation der NF1-Gen-Expression
und der Neurofibrominaktivitat“ hingewiesen. Ne-
ben dem Turnover konnte durch Phosphorylierung
auch die intrazellulire Lokalisation des Neurofi-
bromins beeinflusst werden. Durch Phosphorylie-
rung verursachte Verdnderungen der Tertidrstruk-
tur kénnten die Zuginglichkeit der GRD fiir Ras-
GTP und damit die Affinitit des Neurofibromins
zu seinen Substraten regulieren. Wihrend die In-
teraktion von Neurofibromin mit Mikrotubuli
durch ein Sequenzmotiv am Anfang der GRD ver-
mittelt wird, sind die Sequenzen, iiber die Neurofi-
bromin mit Mitochondrien (Roudebush et al.
1997) oder mit Zytokeratinen (Koivunen et al.
2000) in Wechselwirkung tritt, noch nicht bekannt;
dafiir kénnten Abschnitte der GRD flankierenden
Regionen beansprucht werden. Schlieffllich sei in
diesem Zusammenhang noch einmal auf den ne-
ben der GRD durch Hiufung von Missense-Muta-
tionen auffallenden Abschnitt (Exons 11-17) hin-
gewiesen (Fahsold et al. 2000, s. Kapitel 5.2.2.5
»Mutationen®), in dem eine 2. funktionell bedeut-
same Domine vermutet werden darf.

Andere Hinweise auf Funktionen des Neurofi-
bromins, welche die Ras-GTPase-Aktivierung nicht
in Anspruch nehmen, ergaben sich aus Experi-
menten, bei denen der Anteil des Ras-GTP nicht
erwartungsgemify auf natiirliche oder experimen-
tell herbeigefithrte Verinderungen der intrazellula-
ren Neurofibrominkonzentration reagierte. Die

einschldgige Diskussion wurde durch 2 in diesem
Zusammenhang fast rituell zitierte Arbeiten von
Johnson et al. (1993, 1994) in Gang gebracht, die
an etablierten Tumorzelllinien durchgefithrt wur-
den. Bei der Analyse des Ras-GTP-Anteils (Ver-
hiltnis Ras-GTP zu Ras-GDP+Ras-GTP) in Mela-
nom- und Neuroblastomlinien mit partieller oder
vollstindiger Neurofibromindefizienz fanden die
Autoren keine Unterschiede zum Ras-GTP-Anteil
in NIH3T3-Zellen bzw. in einer der Neuroblastom-
linien mit normalem Neurofibromingehalt. Beziig-
lich des Gehalts an p120GAP bestanden keine Un-
terschiede zwischen diesen Linien. Aus diesen Er-
gebnissen wurde der Schluss gezogen, dass Neuro-
fibromin in solchen Zellen, im Gegensatz zu seiner
Funktion in der als Positivkontrolle mitgefiihrten
NF1-MPNST-Linie, nicht mittels der Ras-GTPase-
Aktivierung als negativer Regulator von Ras fun-
giert. Diese Deutung setzt voraus, dass das Wachs-
tum dieser Tumorzelllinien in dem Maf von Ras
abhingig ist, in dem die Neurofibromindefizienz
durch die Verminderung der negativen Regulation
von Ras zur Wachstumsstimulation beitragt. Als
andere Maoglichkeiten der negativen Regulation
von Ras wurden in Betracht gezogen:

a.) Neurofibromin hemmt positive Ras-Regulato-

ren kompetitiv an der Effektordomine.
b.) Neurofibromin ist ein negativ wirkender Effek-
tor von Ras.

Die Autoren erwogen jedoch auch die interessante
Méoglichkeit, dass Neurofibromin eine von Ras-
Proteinen ginzlich unabhingige Funktion ausiiben
konnte. Es ist in diesem Kontext zu erwigen, dass
Neurofibromin in Analogie zu p120GAP (Toque et
al. 1997) auch in manchen Zusammenhingen die
Funktion eines positiven Effektors von Ras aus-
iiben kénnte (Krone et al. 1998).

Um die Wirkungsweise des Neurofibromins ge-
nauer zu bestimmen, transfizierten Johnson et al.
(1994) NIH3T3-Zellen bzw. neurofibromindefizien-
te Melanomzelllinien stabil mit einem Expressions-
vektor mit vollstindiger NF1-cDNA als Transgen.
Die 2,2- bis 2,6fache Uberexpression von Neurofi-
bromin fithrte bei den NIH3T3-Zellen zur Wachs-
tumshemmung (klonal und in Massenkulturen),
ohne dass damit eine wesentliche Verringerung
des Ras-GTP-Anteils verbunden gewesen wire. Im
Fall der Melanomlinien induzierte Neurofibromin
die Differenzierung bei praktisch vollstindiger
Wachstumshemmung. Um das iiberexprimierte
Neurofibromin in stirkerem Mafl mit Ras zu kon-
frontieren, wurde einer der transfizierten
NIH3T3-Klone in Massenkultur mit onkogen-
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aktivierten v-ras-Mutanten transfiziert und seine
Fihigkeit zur Bildung transformierter Foci im Ver-
gleich mit der nicht-NFI-transfizierten Kontrolle
bestimmt. Die eindrucksvolle Hemmung der Fo-
cusbildung in den Neurofibromin iiberexprimie-
renden Kulturen berechtigte zu der Schlussfolge-
rung, dass Neurofibromin auch hier als negativer
Regulator von Ras wirkt, ohne allerdings seine
Ras-GTPase aktivierende Funktion einzusetzen,
denn erstens war keine Reaktion der Ras-GTP-Be-
ladung auf die Neurofibrominiiberexpression fest-
gestellt worden und zweitens sind die verwendeten
v-ras-Mutanten resistent gegen Neurofibromin.

Wird der Test auf Bildung transformierter Foci
nicht mit v-ras, sondern mit v-raf durchgefiihrt,
vermag die Neurofibrominiiberexpression die Aus-
beute an Foci nicht zu reduzieren. Obwohl nicht
beweisend, legen es diese Ergebnisse nahe, dass ei-
ne der beiden unter a und b genannten Hypothe-
sen zutrifft. Die Vorstellung, dass Neurofibromin
aufler einem Ras-GAP auch ein Effektor von Ras
sein konnte (b), wird indirekt durch die Argumen-
te unterstiitzt, die fiir eine Effektorfunktion von
P120GAP sprechen (Tocque 1997). Jedoch stehen
dem p120GAP in seiner N-terminalen Hilfte 5 Pro-
teinbindungsdominen fiir die Ausiibung einer sol-
chen Funktion zur Verfiigung, wihrend die GRD-
flankierenden Regionen des Neurofibromins solche
vermissen lassen.

Ein anderes Zellsystem, in dem die vollstindige
Neurofibromindefizienz nicht zur erwarteten Erho-
hung von Ras-GTP fiihrt, sind Leukdmiezelllinien
der Maus, bei der das NF1-Gen durch Integration
des BHX-2-Retrovirus am EVI-2-Gen-Locus (,eco-
tropic virus integration site“ innerhalb von Intron
27b des NF1-Gens) inaktiviert ist (Largaespada et
al. 1995). Auch diese Autoren schlossen daraus auf
eine von der GAP-Aktivitit unabhingige Funktion
des Neurofibromins. Diese Mausleukdmie ist aller-
dings kein gutes Modell fiir die juvenile myelo-
monozytire Leukdmie bei NF1-Patienten, da bei
dieser die Neurofibromindefizienz in den leuki-
mischen Zellen durchaus zur erwarteten Erhdhung
des Ras-GTP-Anteils fiihrt (Bollag et al. 1996, s.
Kapitel 5.2.4.2 ,Mechanismen der Tumorgenese
bei NF1 Unterkapitel ,,Juvenile myeloische Leuk-
mien®).

Die bisher diskutierten, nicht erwartungsgema-
en Ergebnisse wurden an etablierten, immortalen
Zelllinien erhoben. Ahnliche Verhiltnisse kommen
auch bei primiren, euploiden Zellkulturen von
NF1-Patienten vor. In epidermalen Melanozyten
aus CALF und nicht betroffener Haut von NF1-Pa-

tienten ist der Neurofibromingehalt auf die Hilfte
des normalen Werts reduziert, der Ras-GTP-Anteil
unterscheidet sich jedoch nicht von dem bei epi-
dermalen Melanozyten gesunder Probanden ge-
messenen Werten (Griesser et al. 1995). Da die
Verringerung des Neurofibromins in epidermalen
Melanozyten von NF1-Patienten keineswegs ohne
Wirkung ist, sondern morphologische und quanti-
tative Veranderungen der Melanogenese verursacht
(Kaufmann et al. 1989, 1991), scheint auch in die-
sem Fall eine gestorte Regulation der Ras-Aktivitit
nicht der entscheidende Mechanismus zu sein. In
einer dhnlichen Studie zeigten Boeddrich et al.
(1995), dass sich fibroblastenartige Zellen aus ei-
nem Neurofibrom eines NF1-Patienten mit Neuro-
fibrominhaploinsuffizienz in ihrem Ras-GTP-Ge-
halt von fibroblastenartigen Zellen aus normalen
Nervenfaszikeln bzw. aus normalem Epineurium
nicht unterscheiden.

Einen mehr topografisch begriindeten Hinweis
auf unabhingiges Verhalten von p21Ras und Neu-
rofibromin haben Boyer et al. (1994) gegeben. Im-
munglobuline, die bei der Aktivierung von B-Lym-
phozyten als Antigenrezeptoren fungieren, werden
durch gegen sie gerichtete Antikérper durch Ag-
gregation neu auf der Zelloberfldche verteilt. Dies
geschieht im Sinn einer Kappenbildung (capping).
Das in ruhenden Lymphozyten gleichmaflig sub-
membranir verteilte p21Ras folgt dieser Kappen-
bildung ebenso wie Neurofibromin, das zuvor
gleichmifig im Zytoplasma und unter der Plasma-
membran verteilt ist. Wird die Membranveranke-
rung des Ras-Proteins durch Hemmung der Farne-
sylproteintransferase verhindert, vermag es der
Kappenbildung nicht mehr zu folgen und wird
gleichmiBig zytoplasmatisch verteilt, wihrend sich
Neurofibromin weiterhin in den Aggregaten der
Antigenrezeptoren und sodann in der durch Kon-
fluenz dieser Aggregate gebildeten Kappe anrei-
chert. Die sehr wahrscheinlich iiber Komponenten
des Zytoskeletts vermittelte Assoziation des Neuro-
fibromins mit den Antigenrezeptoren erfolgt also
unabhingig von Ras.

Es gibt - das sei abschlieflend festgehalten -
ernst zu nehmende Hinweise auf Funktionen des
Neurofibromins, die unabhingig von seiner Ras-
GTPase-aktivierenden Funktion sind. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass wesentliche Teile der die GRD
flankierenden Abschnitte des Neurofibromins in
solche Funktionen involviert sind.

Funktionsanalysen von NF1-Gen-Mutationen. Mit gro-
Ber Wahrscheinlichkeit kann aufgrund des gegen-
wirtigen Kenntnisstands davon ausgegangen wer-
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den, dass der fiir die Entstehung der NF1-Neopla-
sien entscheidende Schritt der Verlust des
NF1-Wildtypallels in den Progenitorzellen der Tu-
moren ist, obwohl bei einem Teil der benignen
Neurofibrome der Prozentsatz der NF1(-/-)-Zellen
unter der Nachweisgrenze liegt. Die nichtneoplas-
tischen Symptome der NF1 scheinen hingegen im
Wesentlichen auf einer Haploinsuffizienz des Neu-
rofibromins zu beruhen. Diese wird in erster Linie
durch den hohen Anteil Protein trunkierender Mu-
tationen (ungefdhr 90%) verursacht, aber auch da-
durch, dass selbst bei verkiirztem, aber nicht un-
terbrochenem Leseraster das Proteinprodukt des
mutierten Allels nicht oder nur in sehr geringen
Mengen produziert wird. Dem liegt oft eine un-
gleiche Expression von Wildtyp- und Defektallel
schon auf der Ebene der mRNA (nicht aber der
HnRNA!) zugrunde (Hoffmeyer et al. 1995, 1998)
sowie vermutlich der rasche Abbau verkiirzter
Neurofibrominvarianten. Da bisher noch in keinem
Fall einer trunkierenden Mutation ein verkiirztes
Neurofibromin hat nachgewiesen werden konnen,
ist nicht zu erwarten, dass diese aberranten Neu-
rofibrominvarianten  pathologische  Funktionen
ausiiben.

Beziiglich der Methoden fiir die Messung der
Ras-GTPase aktivierenden Aktivitit des Neurofi-
bromins, seiner Affinitit zu Ras-GTP sowie des
GTP beladenen Anteils der Ras-Proteine sei auf
Kapitel 5.2.3.2 ,,Struktur-Funktions-Beziehungen®
verwiesen. Da Neurofibromin und die NF1-GRD
ira-Mutanten der Hefe (Sc) zu komplementieren
vermdgen, sind verschiedene Methoden der Funk-
tionsanalyse von Neurofibromin auch an geeig-
neten Transfektanten der Hefe entwickelt worden:
e Bei Saccharomyces regulieren die Ras-Proteine

Rasl und Ras2 die Aktivitit der Adenylatzykla-

se. Die Aktivierung von Ras fiihrt also zu einem

hohen cAMP-Spiegel und zur Aktivierung der

Proteinkinase A (PKA), die ihrerseits die Glyko-

genolyse und die Glykolyse stimuliert. Dariiber

hinaus bewirkt PKA die Induktion von Prolife-
rationsgenen durch die Aktivierung einschligi-
ger Transkriptionsfaktoren. Der Phinotyp von

Mutanten der ira-Gene (ira™-) &#hnelt erwar-

tungsgemidfl dem durch konstitutiv aktive Ras-

Mutationen verursachten Phinotyp. Es kommt

zum raschen Verbrauch der Speicherkohlenhy-

drate, zu einer Uberempfindlichkeit gegen Hun-
germedium und - besonders leicht nachweisbar

- zur Hitzeschockempfindlichkeit. Mit Hilfe der

Korrektur dieses Phénotyps als Indikator

konnen also Neurofibrominvarianten oder Va-

rianten der GRD auf ihre Fihigkeit gepriift wer-

den, die  erhohte  Ras-Aktivitit  der
iral™-ira2"-Mutanten zu hemmen. Auch durch
gezielte oder ungezielte Mutagenese gewonnene
Varianten koénnen diesem Test unterworfen wer-
den.

e Eine 2., an Sc entwickelte Methode der Funk-
tionsanalyse des Neurofibromins konfrontiert
Ras mit Neurofibromin in Doppeltransfektanten.
Als Wirt wird eine Mutante mit temperatursen-
sitivem GEF (cdc25“) verwendet, sodass die He-
fe-Ras-Proteine bei der restriktiven Temperatur
nicht mit GTP beladen werden konnen. Unter
diesen Bedingungen ist das Wachstum also von
dem Produkt des transfizierten Ras-Gens ab-
hingig. Dieses bedarf keines GEF, weil es spon-
tan mit GTP beladen wird. Es ist auch bei der
permissiven Temperatur kein Substrat des
CDC25-Austauschfaktors. Wird nun ein Wild-
typallel des NF1-Gens (meist cDNA) oder eines
GRD-Konstrukts kotransfiziert, wird das Siu-
ger-Ras-Protein inaktiviert, und es findet kein
Wachstum statt. Eine Transfektion mit inaktivie-
renden Mutanten der NF1-Sequenzen jedoch
wird Wachstum bei der restriktiven Temperatur
zulassen. Als Kontrolle der Wachstumsfihigkeit
der Doppeltransfektanten dient die Anwendung
der permissiven Temperatur, bei der ja die eige-
nen Ras-Proteine der Hefe durch ihr GEF (das
nunmehr aktive ¢dc25%) beladen werden
konnen (Ishioka et al. 1995).

In Kombination mit den biochemischen Methoden

der Aktivitits- und Affinititsmessung und der Be-

stimmung des Ras-GTP-Anteils sind mit Hilfe die-
ser Methoden einige Mutationen funktionell gut
charakterisiert worden.

Eine der ersten spezielleren Anwendungen der
erstgenannten Methode (ira”-Komplementation)
war der Nachweis, dass auch die NF1-GRD Typ-II-
Ras-GAP-Aktivitdt besitzt, obwohl die Insertion
des Exons 23a die Homologie zwischen Neurofi-
bromin und den ira -Proteinen unterbricht (An-
dersen et al. 1993b). Von besonderem Interesse
war die Bedeutung der 19 hochkonservierten Ami-
noséurepositionen, von denen 15 in den 4 homo-
logen Sequenzblocken aller GRD liegen (s. Kapitel
5.2.3.2 ,Struktur-Funktions-Beziehungen“; Abb.
5.4). Fiir das in den GRD aller Ras-GAP vorhande-
ne Lysin in Position 1423 des Neurofibromins zeig-
ten Poullet et al. (1994) mit Hilfe des ira™-Komple-
mentationstests, dass es ohne signifikanten Funk-
tionsverlust durch keine andere Aminosdure er-
setzt werden kann. Aktivitdts- und Ras-Affinitits-
messungen ergaben, dass der geringste Funktions-
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verlust (1:123) durch den Austausch gegen das
gleichsinnig geladene Arginin (K1423R) verursacht
wurde. Mutationen an dieser Position (1423) wa-
ren zuvor schon bei einem NF1-Patienten und als
somatische Mutationen bei einer Reihe von Tumo-
ren gefunden worden (Li et al. 1992). Sie erwiesen
sich in den Untersuchungen von Poullet et al.
(1994) als hochgradig inaktivierend mit Funk-
tionsverlusten von 1:800 (K1423E) bzw. 1:400
(K1423Q). Durch Zufall fanden diese Autoren einige
Mutationen des Phenylalaninkodons 1434, welche
die inaktivierende Wirkung der Mutationen an
K1423  supprimieren;  Doppelmutanten  wie
K1423S/F1434S oder K1423G/F1434L iiberstehen al-
so die Hitzeschockbehandlung, welche fiir jede der
beiden Einzelmutanten tédlich ist, da diese erhéhte
Ras-Aktivititen zulassen. Messungen der GAP-Akti-
vititen an den aufgereinigten Proteinen ergaben,
dass dies in der Tat auf der partiellen Restauration
dieser Funktion durch die Zweitmutation beruht.

Im Zug solcher Funktionsanalysen wurden Mu-
tationen mit erhohter Affinitdt zu Ras-Proteinen
gefunden und solche, die sogar konstitutiv akti-
vierte Ras-Mutanten zu hemmen vermochten. Die
Affinitdt der Letzteren gegeniiber Ras-GTP war 5-
bis 10fach im Vergleich mit jener der Wildtyp-
NF1-GRD erhoht. Eine Transfektion dieser
NF1-GRD-Mutanten in NIH3T3-Zellen, welche mit
der onkogenen K-ras-Doppelmutante G12S/A59T
transformiert worden waren, verursachte die Re-
version des transformierten Phédnotyps in einem
signifikanten Anteil der Klone (Nakafuku et al.
1993). Diese tberraschenden Ergebnisse wurden
im Sinn einer Hemmung der Interaktion des Ras-
GTP mit einem Ras-Effektor infolge der hochaffi-
nen Bindung der mutierten NF1-GRD gedeutet.
Diese Hypothese wurde von Mori et al. (1995) be-
stitigt, die die kompetitive Hemmung der Ras-
GTP/Rafl-Bindung durch solche Mutanten experi-
mentell nachweisen konnten. Es gibt also Mutanten
in der GRD des Neurofibromins, welche onkogene
Ras-Varianten hemmen koénnen, ohne deren in-
trinsische GTPase-Aktivitdt zu beeinflussen. Uber-
raschenderweise hat die Wildtyp-NF1-GRD einen
gewissen korrigierenden Einfluss auf den hitze-
schockempfindlichen Phinotyp einer anderen akti-
vierten Ras2-Mutante, Ras2(Q68L). Auch diese un-
erwartete Aktivitit scheint durch eine erhshte Af-
finitdt vermittelt zu werden, denn dies wurde bei
der entsprechenden Sdugermutante Ras(Q61L)
nachgewiesen (Bollag u. McCormick 1991). Beziig-
lich der Eigenschaften weiterer hochaffiner Mutan-
ten der NF1-GRD sei auf die Studie von Morcos et
al. (1996) hingewiesen.

Was nun die bei NF1-Patienten an 9 Positionen
vorgefundenen 12 Missense-Mutationen der GRD
(hier NF1-333) betrifft (Abb. 5.4), wurden 8 von
diesen von Kim u. Tamanoi (1998) und 1 von Klo-
se et al. (1998) einer Analyse ihrer kinetischen
Funktionsparameter unterzogen. Unter ihnen kom-
men solche mit drastisch reduzierter GAP-Aktivi-
tit und fehlender Ras-Interaktion vor (Nullmutan-
ten), aber auch solche mit Restaktivitit. 2 der Mu-
tationen (S1468G und N1504S) zeigen normale Af-
finitat zu Ras-GTP und normale GAP-AKktivitit, so-
dass angenommen werden muss, dass die an der
GRD in vitro gemessenen Parameter die Eigen-
schaften des vollstindigen Neurofibromins in vivo
nicht reprisentieren oder dass diese Patienten un-
entdeckte Zweitmutationen an anderen Positionen
tragen. Die extremste  Aktivititsminderung
(1:20000) unter den Nullmutanten ist bei L1339R
nachzuweisen, obwohl dieses Leucin auflerhalb der
4 konservierten Blocke liegt. An dieser Position ist
offenbar nur ein unpolarer Rest mit der Funk-
tionsfihigkeit des Neurofibromins vereinbar (L
auch bei DmGAP und p120GADP, F bei Iral und 2).
R1391 ist das Arginin des fiir Ras-GAP charakte-
ristischen FLR-PA-P-Motivs in Block 3A (die je-
weils ersten 2 Positionen der Liicken sind mit un-
polaren Aminosduren besetzt). An dieser Position
ist ein langer basischer Rest erforderlich, denn die
R1391K-Mutante ist in der Lage, mit Ras-GTP zu
interagieren. Hingegen verursacht die bei einem
NF1-Patienten nachgewiesene Mutation R1391S
(Upadhyaya et al. 1997), wie jede der iibrigen 17
Aminosduren in dieser Position, den Verlust der
Affinitit zu Ras-GTP und der Ras-GAP-Aktivitit
(Kim u. Tamanoi 1998). Aus den an der p120GAP-
GRD erhobenen strukturanalytischen Beobachtun-
gen geht hervor, dass das zu Position 1391 des
Neurofibromins homologe R903 die Ausrichtung
des Argininfingers (hier R789) stabilisiert und so-
mit dessen effiziente Interaktion mit Ras-GTP
ermdoglicht (Ahmadian et al. 1997). Am Arginin-
finger selbst sind bei NF1-Patienten 2 verschiedene
Missense-Mutationen ~ nachgewiesen  worden:
R1276P und R1276Q. Die Erste dieser Mutationen
und ihre Auswirkungen in der betroffenen
NF1-Familie haben Klose et al. (1998) im Detail
analysiert. Das bemerkenswerte an dieser Mutation
(R1276P) ist die hohe Spezifitit dieses Aminosiu-
reaustausches hinsichtlich seiner Auswirkungen
auf die NF1-GRD (NF1-333): Die GAP-Aktivitit ist
der einzige dramatisch beeintrichtigte Parameter,
sie ist im Verhaltnis 1:8000 verringert, wihrend
die Affinitdt zu Ras nur um das 6,6Fache vermin-
dert ist. Mit physikalischen Methoden gemessene
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Parameter der Tertidrstruktur bleiben unverdndert.
Bei der betroffenen Familie ist, von der Alters-
abhingigkeit der Neurofibromentstehung abge-
sehen, ein geringes Maf} an variabler Expressivitdt
festzustellen; die Patienten manifestieren das typi-
sche Spektrum der vielfdltigen Symptome der NF1.
Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass das kom-
plexe Krankheitsbild der NF1 allein durch die Ak-
tivitdtsminderung des Neurofibromins entstehen
kann (Klose et al. 1998). Ob dieser Schluss in sei-
ner ganzen Tragweite gerechtfertigt ist, wird sich
erst erweisen, wenn auch die GRD flankierenden
Segmente des Neurofibromins der Funktionsana-
lyse unterworfen worden sind.

5.2.4.4 Pathogenese der nichtneoplastischen
Symptome der NF1

Durch die systemische Auspragung der NF1 sehen
wir uns mit der Frage konfrontiert, in welcher
Weise die nicht mit Raum fordernder Zellprolifera-
tion einhergehenden Symptome auf die partielle
Neurofibromindefizienz ~ zuriickgefithrt ~ werden
konnen. Die Beantwortung dieser Frage erfordert
die Kenntnis der molekularen und zelluliren Me-
chanismen der Ontogenese und der Aufrechterhal-
tung der betroffenen Zellpopulationen und Organ-
systeme, also der epidermalen Melanozyten und
Melanogenese, des Skelettsystems, des Gefaf3sys-
tems und bestimmter Strukturen des Gehirns. Die-
se Voraussetzungen sind nicht erfiillt, und die voll-
stindige Ausschopfung des gegenwirtigen Kennt-
nisstands ist im Rahmen dieser Ubersicht nicht zu
leisten. Im Folgenden wird deshalb lediglich ver-
sucht, auf die jeweilige Problemlage aufmerksam
zu machen.

Pigmentierungsanomalien. CALF und gesprenkelte
Hyperpigmentierung zeichnen sich gegen eine ins-
gesamt dunklere Pigmentierung der NF1-Patienten
ab, die wahrscheinlich auf die zugunsten der Mela-
nozyten verschobene Zusammensetzung der ,Me-
lanineinheit“ zuriickgeht (s. Kapitel 5.2.1.2 ,,Kardi-
nalsymptome®, Unterkapitel ,Pigmentierungsano-
malien“). Hier manifestiert sich also bereits der
NF1(+/-)-Genotyp in Form eines generalisierten
Merkmals. Besonders deutlich ist dieses Merkmal
bei Patienten mit segmentaler Ausprigung des Mo-
saikstatus am Kontrast zwischen dem betroffenen
und dem nicht betroffenen Areal zu erkennen
(Ruggieri u. Huson 1999). Die disseminierte Natur
der CALF wire am einfachsten im Sinn des Tu-
morsuppressionsschemas zu erkldren, also durch
die Zufilligkeit inaktivierender Mutationen des

Wildtypallels des NF1-Gens in Melanozyten und
anschlieBende Besiedelung begrenzter Areale der
Epidermis mit NF1(-/-)-Melanozyten. In Analogie
zu den Verhiltnissen bei Tumoren miisste sich ein
solcher Mechanismus durch LOH am NF1-Gen-Lo-
cus zu erkennen geben. Eisenbarth et al. (1997)
untersuchten primire Melanozytenkulturen aus
CALF von 11 NF1-Patienten auf LOH an 4 intrage-
nen und 1 flankierenden polymorphen Marker. In-
formativ fiir mindestens einen dieser Polymor-
phismen waren 10, sie erwiesen sich als heterozy-
got an allen informativen Markern. Da die verwen-
deten Marker eine Region von Exon 5 bis 3'-distal
des NF1-Gens iiberspannten, schlieffen diese Be-
funde den Verlust des Wildtypallels durch grofle
Deletionen, Nondisjunction, somatische Rekom-
bination und Rearrangements aus. Haploinsuffi-
zienz des Neurofibromins ist die Konsequenz der
meisten NF1-Gen-Mutationen. Deshalb legt das
durch Immunprézipitation und Western-Blot nach-
gewiesene Vorhandensein des Neurofibromins in
CALF-Melanozyten (Griesser et al. 1995) ebenfalls
die Erhaltung eines funktionellen Wildtypallels na-
he. Ein beweiskriftiger Ausschluss von somati-
schen Zweitmutationen wiirde eine Mutationsana-
lyse mit allen verfiigbaren Methoden erfordern.
Auch muss die Einschrinkung gemacht werden,
dass Melanozytenkulturen fiir diese Untersuchun-
gen herangezogen wurden, bei denen eine Selekti-
on gegen eine NF1(-/-)-Subpopulation von Mela-
nozyten nicht ausgeschlossen werden kann.

Andererseits ist Neurofibromin auch immunzy-
tochemisch an Melanozyten der CALF-Epidermis
in situ nachweisbar (Malhotra u. Ratner 1994). Es
erscheint also wenig plausibel, dass der Funktions-
verlust des NF1-Wildtypallels in epidermalen Me-
lanozyten oder ihren Prikursoren die Ursache fiir
die Entstehung der CALF ist. CALF konnten je-
doch hinsichtlich des NF1-Genotyps der Melano-
zyten heterogen sein; eine kleine Subpopulation
von NF1(-/-)-Zellen konnte NF1(+/-)-Melanozy-
ten zur Bildung eines CALF z.B. durch parakrine
Stimulation rekrutieren. In diesem Fall sollte die
Melanozytenpopulation eines CALF polykional zu-
sammengesetzt sein. Leider ist diese Frage anhand
des X-Inaktivierungsmusters nicht entscheidbar,
denn die Melanozytenpopulation von Hautexzisa-
ten bis zu einer Grofe von 2 cm” erwiesen sich als
monoklonal, unabhingig davon, ob solche aus
CALF oder aus der nicht betroffenen Haut ana-
lysiert wurden (Eisenbarth et al. 1997).

Ein méglicher Weg zur Erschliefung des mole-
kularen Mechanismus der Entstehung von CALF
ist durch die Ergebnisse der Kreuzung von
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Nfl(+/-)-Médusen mit Homozygoten fiir das Allel
W*' des W-Gens eroffnet worden [s. Kapitel 5.2.5.4
»Analyse von Doppelmutanten aus Nfl(+/-)- u.a.
Knockout-Mausstimmen®, Unterkapitel ,,Knockout-
Miuse mit Mutationen des NF1- und c-kit-Rezep-
tor-Gens“]. Das Proteinprodukt des W-Gens, des-
sen Mutationen den Phinotyp ,dominant white
spotting® hervorbringen, ist c-Kit, eine RTK, wel-
che durch den Steel-Faktor (auch Stammzellfaktor
genannt) aktiviert wird. Steel und c-Kit spielen ei-
ne wichtige Rolle bei der Migration und Differen-
zierung von Melanoblasten, hématopoetischen
Stammzellen und Keimzellen wihrend der Ontoge-
nese. Der grofite Teil des Fells von Nfl(+/+)-
W*W*'Mdusen ist weifl. Die Firbung der Extre-
mitdten und am Kopf zeigt, dass die Missense-Mu-
tation W* (V831M) eine Restaktivitdt des mutan-
ten c-Kit zuldsst. Beim Genotyp Nfl(+/-)W*'W*
ist die Pigmentierung zu 60-70% restauriert (In-
gram et al. 2000). Dieser Effekt wird mit grofler
Wahrscheinlichkeit durch die infolge der Neurofi-
brominhaploinsuffizienz erhéhte Ras-Aktivierung
hervorgerufen. Denn c-Kit aktiviert nach Bindung
von Steel-Faktor Ras, und am Ende der dadurch
ausgelosten Signalkaskade steht die aktivierende
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Mi
durch die MAPK ERK-2 (Mi, von Mikrophthalmie
bei der Maus; entspricht dem Waardenburg-Syn-
drom Typ II beim Menschen) (Hemesath et al.
1998). Der aktivierte Transkriptionsfaktor Mi sti-
muliert die Transkription des Tyrosinasegens, also
des Gens fiir das Schliisselenzym der Melaninsyn-
these. Obwohl dieser Mechanismus die dissemi-
nierte Verteilung der CALF und der Sprenkelung
nicht erklart, bietet er doch den Ansatzpunkt fiir
die unbekannten Randbedingungen, aus denen die
zufillige Verteilung dieser Pigmentierungsanoma-
lien resultiert. Der Mechanismus ist mit der
erhohten Melanogenese vereinbar, die an Melano-
zytenkulturen von NFI1-Patienten nachgewiesen
wurde (Kaufmann et al. 1989, 1991). Ein mathema-
tisches Modell, das zufillige Konzentrationsunter-
schiede einer unbekannten Substanz, laterale Dif-
fusion dieser Substanz in der Epidermis und eine
jeweils kritische lokale Konzentration fiir die Ent-
stehung eines CALF voraussetzt, vermag die Zu-
fallsverteilung der CALF und ihren hiufig ovalen
Umriss zu simulieren (Kestler und Haschka 1999).

Skelettanomalien. Ubersichten iiber die bei NF1
auftretenden Anomalien des Skeletts und ihre
Hiufigkeit gaben Fairbank (1994) und Riccardi
(1999). Es muss grundsitzlich zwischen den durch
benachbarte, meist plexiforme Neurofibrome be-

dingten Schédigungen und den autochthonen Ano-
malien des Skeletts unterschieden werden. Die
Knochenerosionen der ersteren Art mégen durch
parakrine Stimulation der Osteoklasten durch Zy-
tokine verursacht sein, die von Tumorzellen oder
von tumorstindigen Makrophagen (IL-1, TNF als
bekannte  Osteoklastenstimulatoren)  sezerniert
werden. Nur die autochthonen Anomalien sollen
Gegenstand der folgenden Betrachtungen sein. Da-
zu gehoren auch multiple Fibrome innerhalb der
Knochensubstanz, welche zystische Rarefikationen
verursachen [Literatur bei Fairbank (1994)].

Da die Knochenanomalien bei NF1-Patienten
allgemein als dysplastisch beschrieben werden, lie-
gen ihnen vermutlich Stérungen des Gleichge-
wichts zwischen Osteogenese und Osteolyse zu-
grunde. Diese konnen durch einen aberranten Ver-
lauf der Osteogenese wihrend der Ontogenese
oder beim Erhaltungsstoffwechsel der Knochen-
substanz zustande kommen oder durch gesteigerte
Osteolyse. An beiden Vorgingen sind zahlreiche
regulatorisch wirksame Faktoren beteiligt. Es er-
hebt sich die Frage, ob dem Neurofibrominmangel
bei NF1 im komplizierten Netzwerk des Gesche-
hens eine Bedeutung zugemessen werden kann.
Die Analyse dieses Netzwerks auf molekularer
Ebene hat ergeben, dass beide Prozesse - Osteoge-
nese und Osteolyse - von Ras beeinflusst werden
konnen. Unter den zahlreichen an der Osteogenese
beteiligten Faktoren spielen 9 morphogenetische
Faktoren (BMP: bone morphogenetic protein) und
die nahe verwandte Gruppe von 10 Wachstums-
und Differenzierungsfaktoren (GDF?) eine heraus-
ragende Rolle [Ubersicht: Schmitt et al. (1999)].
Aufler BMP1 gehéren diese Zytokine alle der
TGEf-Superfamilie an. Wie die 3 paralogen For-
men von TGFf wirken auch die BMP iiber Rezep-
toren, die zur Klasse der Serin-Threonin-Kinase-
Rezeptoren gehéren. Die durch Ligandenbindung
zu Heterotetrameren vereinigten und aktivierten
BMP-Rezeptoren (ALK, Typ I und II; ,activin-re-
ceptor like kinases“) aktivieren jeweils eine oder
mehrere Komponenten einer Gruppe von Tran-
skriptionsfaktoren, welche die Bezeichnung Smad
erhalten haben (Erklirung s. Abkiirzungsverzeich-
nis). Bestimmte Heterodimere aus 2 Smad-Prote-
inen translozieren sodann in den Zellkern, wo sie
entweder direkt oder in Kooperation mit anderen
Transkriptionsfaktoren die Aktivierung von Genen
hervorrufen. Mindestens 2 antagonistische Smad-
Proteine unterbinden die Kerntranslokation oder

? Bedauerlicherweise ist diese Abkiirzung gleich lautend mit
derjenigen fiir ,,Guaninnukleotiddissoziationsfaktoren®
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die Aktivierung anderer Mitglieder dieser Effekto-
rengruppe. Details dieses Signaltransduktions-
mechanismus werden in folgenden Ubersichten be-
schrieben: Wozney u. Rosen (1998), Schmitt et al.
(1999), Christian u. Nakayama (1999), Karsenty
(1999), Zhang u. Derynck (1999). Dieser Signal-
transduktionsweg ist mit anderen Wegen in der
Weise vernetzt, dass Smad-Proteine auch durch
andere Kinasen phosphoryliert werden konnen,
z.B. durch die MAPK Erk1/2, die im Zug der Ras-
Aktivierung durch bestimmte RTK aktiviert wer-
den oder durch die stressaktivierten Kinasen
SAPK/JNK. Hier zeichnet sich also die Moglichkeit
ab, dass erhghte Ras-Aktivitit infolge von Neurofi-
brominmangel hemmend auf die Osteogenese ein-
wirken konnte.

Synergistisch zu einem solchen, noch hypothe-
tischen Mechanismus wire erhohte Osteolyse ent-
weder infolge vermehrter Bildung von Osteoklas-
ten, oder durch verstirkte Stimulation ihrer Akti-
vitdt. Reife Osteoklasten sind hidmatogene, mehr-
kernige Riesenzellen, die aus myeloiden Vorlaufer-
zellen entstehen. Der Wachstumsfaktor M-CSF und
sein Rezeptor c-fms und eine Reihe von Transkrip-
tionsfaktoren (Pu. 1, c-fos, NFxB, Mi und AP1)
sind neben mehreren anderen Faktoren an diesem
Differenzierungsvorgang beteiligt (Karsenty 1999).
Die Ras-vermittelte Signaltransduktion kommt
hierbei durch die RTK-c-fms ins Spiel, deren Akti-
vierung durch M-CSF nicht nur fiir die Differen-
zierung und Reifung der Osteoklasten wichtig ist,
sondern auch fiir die Aufrechterhaltung einer nor-
malen mittleren Lebensdauer dieser kurzlebigen
Zellen. In der Tat fanden Miyazaki et al. (2000) ei-
ne dramatisch verkiirzte Uberlebensdauer von Os-
teoklasten, die mit dem Gen fiir das dominant-ne-
gative RasN17-Protein transfiziert worden waren.
Erhohte Ras-Aktivitdt infolge von Neurofibromin-
mangel kann also die Osteolyse gegeniiber der Os-
teogenese begiinstigen. In der gleichen Richtung
wirkt die Beteiligung der Ras-vermittelten Signal-
kette an der Induktion der interstitiellen Kollage-
nase (MMP1) durch Interleukin-1§ in Chondrozy-
ten der Wachstumsfuge. Grumbles et al. (1997)
zeigten, dass auch dieser Vorgang durch die domi-
nant-negative Ras-Variante RasN17 gehemmt wird.
Von erhohter Ras-Aktivitit wére also auch in die-
sem Zusammenhang eine Begiinstigung der Osteo-
lyse gegeniiber der Osteogenese zu erwarten.

Da nur ein Teil der NF1-Patienten von Skelett-
anomalien betroffen ist, wirken die hier bespro-
chenen Faktoren wahrscheinlich eher in Form ei-
ner Pridisposition, und es bedarf jeweils lokaler,
auslésender Faktoren, um eine dieser Manifestatio-

nen hervorzurufen. Aber auch modifizierende Ge-
ne kénnen in diesem Bereich ihren Einfluss entfal-
ten (s. Kapitel 5.2.4.5 ,Ursachen der variablen Ex-
pressivitdt der NF1%).

NF1-Vaskulopathie. Die mit NF1 assoziierten Gefif3-
anomalien manifestieren sich, wie beschrieben (s.
Kapitel 5.2.1.3 ,Komplikationen), in Form von
Aortenkoarktation und Aneurismen der Aorta, Ste-
nosen und/oder Aneurismen der Nierenarterien
und zerebraler Arterien sowie Verengung des Lu-
mens kleiner Arterien und Arteriolen. Histopatho-
logische Befunde sind mit der Hypothese verein-
bar, dass alle diese Storungen auf einer lokalen
Hyperproliferation von Endothelzellen der Intima
und/oder glatten Muskelzellen der Media beruhen.
Es konnen aber auch alle 3 Schichten der Gefi3-
wand in Mitleidenschaft gezogen werden. Hei-
lungsprozesse konnen zu fibrotischen Veranderun-
gen fithren. Abkémmlinge der Neuralleiste sind le-
diglich am Aufbau der Media grofier Arterien als
glatte Muskelzellen ektomesenchymalen Ursprungs
beteiligt, und dies mag den Unterschied zwischen
der Neurofibrominexpression in der Aortenwand
und dem Fehlen derselben in der Media der Nie-
ren- und Gehirnarterien erkliren (Norton et al.
1995). Dass Letztere hiufig von der NF1-Vaskulo-
pathie betroffen sind, weist erneut auf die Bedeu-
tung des Neurofibromins in mesenchymalen Gewe-
ben hin. Auch die Herzfehlbildungen der Nf1(-/-)-
Mausembryonen sind nicht allein auf die in das
entstehende Zielorgan eingewanderten Subpopula-
tionen von Neuralleistenzellen zuriickzufiihren
(Brannan et al. 1994).

Wegen ihrer hiufig spindelférmigen Morpholo-
gie wurden die proliferierenden Zellen in den Ge-
falwinden zunichst fiir SZ gehalten. Sie exprimie-
ren jedoch keine immunzytochemischen SZ-Mar-
ker, sondern Kennzeichen glatter Muskelzellen
(Norton et al. 1995). Auch die polygonen Endo-
thelzellen sind an der fokalen Proliferation betei-
ligt. Die Verteilung in Form von Proliferationsfoci
legt den Gedanken nahe, dass auch auf diesen Pro-
zess das Tumorsuppressionsparadigma anwendbar
sein konnte, dass also die Proliferation durch die
Inaktivierung des Wildtypallels des NF1-Gens aus-
gelost werden wiirde. Aus nahe liegenden Griinden
gibt es hierzu keine Untersuchungen an NF1-Pa-
tienten, wohl aber an der Knockout-Maus mit ho-
mozygotem Verlust der Funktion des pl20GAP-
Gens und an einer solchen mit doppelter Homozy-
gotie fiir den Verlust beider GAP, p120GAP und
Neurofibromin. Wie in Kapitel 5.2.5.4 ,Analyse
von Doppelmutanten aus Nfl(+/-) und anderen
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Knockout-Mausstimmen®  beschrieben, sterben
p120GAP (-/-)-Mausembryonen am Tag 10,5 der
Gestation an multiplen Fehlbildungen des kardio-
vaskuldren Systems. Zusitzliche Neurofibromin-
defizienz [Genotyp: pl20GAP(-/-); Nfl(-/-)] hat
schwerere multiple Missbildungen mit Letalitit
zwischen Tag 7,5 und 8,5 zur Folge. In Kombinati-
on mit an den jeweiligen Einzelmutanten
[GAP(-/-) bzw. NF1(-/-)] erhobenen Befunden
lassen diese Daten auf eine verheerende Wirkung
erhohter, ungeziigelter Ras-Aktivitit wihrend der
Embryogenese schliefen, mit dem kardiovaskula-
ren System als einem der wesentlichen Zielorgane.
Die wihrend der Vaskulo- und Angiogenese be-
sonders relevanten Signaltransduktionswege wer-
den in Gefiflendothelzellen und ihren Pridkursoren
durch den vaskuliren Endothelwachstumsfaktor
VEGF und verwandte Faktoren ausgeldst. Die
VEGF wirken iiber eine Gruppe von mindestens 5
RTK, deren jeweilige homozygote Defizienzen in
Knockout-Miusen je spezifische letale Phénotypen
erzeugen, sodass anscheinend nur eine geringfii-
gige Redundanz ihrer Wirkungsspektren besteht
(Merenmies et al. 1997). Die Art und die Anzahl
der iiber die aktivierten Rezeptoren stimulierten
Zielproteine reflektieren diese relative Spezifitit
z.T. (Petrova et al. 1999). Obwohl ligandenindu-
zierte Rezeptorphosphorylierung und Assoziation
der so aktivierten RTK mit Adaptorproteinen wie
Grb2, Shc und Nck nachgewiesen wurde, ist noch
nicht bekannt, ob die darauf folgenden Schritte die
Aktivierung von Ras-GTPasen beinhalten. Zwar ist
die Aktivierung der Raf-MEK-MAPK-Kaskade
nach VEGF-Stimulation von Endothelzellen wie-
derholt beschrieben worden, doch scheint beson-
ders die durch VEGF-VEGFR-2 ausgeldste mitoge-
ne Reaktion iiber die direkte Aktivierung von
PLCy und die dadurch bedingte Stimulation von
bestimmten PKC-Subspezies zu verlaufen (Taka-
hashi et al. 1999), ein Weg, der ebenfalls mit der
Aktivierung der MAP-Kinasen verbunden sein
kann (Kroll u. Waltenberger 1997). Es ist also
nicht leicht, dem Neurofibromin eine bestimmte
regulatorische Funktion in den von VEGF iiber
seine Rezeptoren in Endothelzellen ausgelosten
Signaltransduktionskaskaden zuzuweisen.

Ein in diesem Zusammenhang besonders inte-
ressanter Aspekt ist, dass unter den infolge der Sti-
mulation von Endothelzellen mit VEGF phospho-
rylierten Proteinen auch die Komponenten des
Komplexes aus p120GAP, p190 und p62 sind, iiber
welche der Ras-vermittelte Signaltransduktionsweg
mit der Aktivierung von GTPasen der Rho-Familie
verbunden ist. Letztere sind in die Regulation der

Ausformung der fiir Zelladhédsion und Zellmigrati-
on erforderlichen Membranstrukturen Dbeteiligt
und damit an Prozessen, deren Dysregulation ur-
séchlich mit den Anomalien der Vaskulo- und An-
giogenese verbunden ist, die bei den oben genann-
ten Knockout-Mausen beobachtet werden.

Lern- und Verhaltensstorungen. Die relativ hohe
Hiufigkeit dieser Symptome bei NFI1-Patienten
lasst auf eine wichtige Funktion des Neurofibro-
mins bei der Aufrechterhaltung bestimmter Ge-
hirnfunktionen schliefen. Dies wird auf das an-
schaulichste durch die Storungen des Lernverhal-
tens und der Raumorientierung bei der Nfl(+/-)-
Maus und durch analoge Anomalien bei der
NF1(-/-)-Drosophila melanogaster belegt. Es liegt
nahe, anzunehmen, dass die in Gehirnen von
NF1-Patienten postmortal nachgewiesenen glialen
und neuronalen Heterotopien und die Storungen
der kortikalen Zytoarchitektur histologische Korre-
late der zerebralen Funktionsstérungen sind. Der
Beantwortung solcher Fragen stehen beim Men-
schen die grofiten Schwierigkeiten entgegen. Das
gilt auch fiir die Astrogliosis. In 3 Gehirnen von
NF1-Patienten dokumentierten Nordlund et al.
(1995) einen um 40% erhéhten Astrozytengehalt
und eine Hypertrophie der Astrozyten mit
erhohter GFAP-Expression. Die Verallgemeine-
rungsfahigkeit dieses Befunds wird durch das ana-
loge Phidnomen in Gehirnen der Nfl(+/-)-Maus
nahe gelegt (Nordlund et al. 1995; Gutmann et al.
1999b). Bei diesem Genotyp beruht die Astroglio-
sis auf einer erhéhten Proliferationstendenz der
Astrozyten nach Stimulation durch neuronale Fak-
toren. Rizvi et al. (1999) fanden bei 60% der Ge-
hirne von Nfl(+/-)-Médusen erhohte Astrozyten-
dichte und GFAP-Expression im Hippocampus. Da
im Hippocampus Zentren fiir die rdumliche Orien-
tierung und das Langzeitgeddchtnis lokalisiert
sind, ist es moglicherweise kein Zufall, dass
60%-65% der Nfl(+/-)-Miduse im Raumorientie-
rungs- und Gedichtnistest von Morris (hidden
platform water maze) eine signifikante Lernschwi-
che zeigen (Silva et al. 1997). Andere Komponen-
ten des Lernvermdgens der Nfl(+/-)-Miuse sind
von denen des Wildtyps nicht zu unterscheiden.
Die Aminosduresequenz des Neurofibromins
von Drosophila melanogaster ist zu 60% identisch
mit der des menschlichen Neurofibromins (The et
al. 1997). Die Inaktivierung des NF1-Gens von
Drosophila gelang durch Mobilisierung eines nahe
gelegenen P-Element-Transposons, wodurch bei ei-
nem der erhaltenen Allele (P1) eine grofle Deletion
und beim anderen eine Insertion (P2) erzielt wur-
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de (The et al. 1997). Im Gegensatz zu Nfl(-/-)-
Miusen sind die homozygot (P1/P1 oder P2/P2)
oder komplex-heterozygot (P1/P2) defizienten Flie-
gen lebensfihig. Vom Wildtyp und NF1(+/-)-Flie-
gen unterscheiden sie sich nur durch eine um etwa
25% verringerte Grofle in allen postembryonalen
Lebensstadien. Sie zeigen jedoch eine Verhaltensa-
nomalie in der Form einer verzogerten Fluchtre-
aktion (Bernards 1998). Auch das olfaktorisch
konditionierte Lernen ist bei den neurofibromin-
defizienten Fliegen in hohem Maf} beeintrichtigt
(Guo et al. 2000). Auf die Spur der zugrunde lie-
genden molekularen Mechanismen haben Experi-
mente iiber die Moglichkeiten zur Korrektur dieser
Defizite gefithrt. Nicht nur die Expression eines
NF1-Transgens vermag erwartungsgemifl diese
Verhaltensstérungen zu revertieren, sondern auch
die Expression einer konstitutiv aktiven katalyti-
schen Untereinheit der cAMP-abhidngigen Protein-
kinase A (PKA). Damit bestitigten sich frither er-
hobene Befunde, wonach Neurofibromin bei Dro-
sophila an der Regulation der Aktivierung der
Adenylatzyklase beteiligt ist (Guo et al. 1997; The
et al. 1997). Diese verlduft bekanntlich iiber Rezep-
toren, die mit heterotrimeren G-Proteinen gekop-
pelt sind, aber nicht nur cAMP-abhingige, son-
dern auch Ras-vermittelte Signalwege regulieren.
In diesem Bereich kionnte das Drosophilaneurofi-
bromin seine Wirkung entfalten, wéhrend die von
den RTK Torso und Sevenless vermittelten Signal-
transduktionskaskaden offenbar unempfindlich ge-
gen Neurofibromindefizienz sind, obwohl diese
Prozesse ebenfalls Ras-abhingig sind. Demgegenti-
ber interferiert der NF1(-/-)-Genotyp mit der
Wirkung eines Neuropeptids, welches einen G-Pro-
tein gekoppelten Rezeptor beansprucht, der die
Adenylatzyklase stimuliert. Dies kann aber durch
Erhéhung der cAMP-Konzentration (Forskolin,
Uberexpression von Adenylatzyklase) Kkorrigiert
werden (Guo et al. 1997; The et al. 1997). Auch
der Zwergwuchs der NF1(-/-)-Fliegen ist auf die-
sem Weg korrigierbar.

Als sekundirer Botenstoff beeinflusst cAMP
iiber PKA die Regulation der Aktivitdt von Tran-
skriptionsfaktoren, die entweder der Gruppe der
an cAMP-responsive Sequenzelemente (CRE) bin-
denden Proteine (CREB) angehéren oder mit sol-
chen interagieren. In 4 verschiedenen Systemen,
an denen Mechanismen von Lernprozessen mole-
kular analysiert werden kénnen, ist inzwischen die
grofle Bedeutung der cAMP-regulierten Genexpres-
sion fiir solche Lernprozesse, insbesondere fiir das
Langzeitgedéchtnis, nachgewiesen worden; es han-
delt sich um

die Meeresschnecke Aplysia,

Drosophila,

die Maus und

die Ratte [Ubersicht: Silva et al. (1998)].
Vermutlich iibt Neurofibromin auch im ZNS der
Sduger einen Teil seiner Funktionen iiber die Re-
gulation der Aktivierung von Adenylatzyklase aus.

5.2.4.5 Ursachen der variablen Expressivitat
der NF1

Unter variabler Expressivitdt ist im strengen Sinn
die intrafamilidre Variabilitit der Manifestation ei-
nes genetisch bedingten, moglichst monofaktoriel-
len Merkmals oder Merkmalskomplexes zu verste-
hen. Die Beschrinkung auf intrafamilidre Variabili-
tdt liegt darin begriindet, dass interfamilidre Varia-
bilitdt genetisch bedingter Merkmale trivial ist,
weil stets mit multipler Allelie oder Locusheteroge-
nitit zu rechnen ist, also damit, dass in verschie-
denen Familien unterschiedliche genetische Ereig-
nisse am gleichen oder einem anderen Genlocus
segregieren. Auch variiert der Einfluss des geneti-
schen Hintergrunds interfamilidr in weiteren Gren-
zen als intrafamilidr. Bei dominant erblichen
Krankheiten geht variable Expressivitit oft mit un-
vollstindiger Penetranz einher. NF1 ist exempla-
risch fiir eine Krankheit mit vermutlich vollstindi-
ger Penetranz und einem hohen Mafl an variabler
Expressivitit. Im Zusammenhang mit diesem Phi-
nomen wurde oft auf die Rolle des genetischen
Hintergrunds hingewiesen, ohne dass konkrete ur-
sdchliche Faktoren benannt werden konnten. Fort-
schritte bei der Identifizierung von Mutationen ei-
nerseits und in unserem Verstindnis der Regulati-
on der Genexpression andererseits haben Wege
zur Diskussion méglicher Ursachen der variablen
Expressivitit eroffnet, die einer empirischen
Uberpriifung zuginglich sind.

Eine leicht verstindliche Ursache der variablen
Expressivitit ist das Vorkommen von Mosaiken.
Die Konstellation einer segmentalen oder einer
milden generalisierten Manifestation bei einem El-
ternteil und eines vollstindigen NF1-Krankheits-
bilds bei den betroffenen Nachkommen weist auf
einen gonadosomatischen Mosaikstatus des Eltern-
teils hin. Der umgekehrte Fall, Mosaik beim Kind
eines Betroffenen mit dem vollstindigen Krank-
heitsbild, wiirde eine postzygotische Riickmutation
beim Kind erfordern. Diese auflerordentlich selte-
ne Ursache der letzteren Familienkonstellation ist
beim Menschen noch nicht nachgewiesen worden
(s. auch Kapitel 5.2.1.4 ,Varianten“). Die erst-
genannte Konstellation ist also ein Beispiel von va-
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riabler Expressivitit, die in dem bekannten Phano-
men des Mosaizismus ihre einfache Erklarung fin-
det.

Eine Reihe von epigenetischen Einfliissen auf
die Expressivitit setzt deren stochastische Natur
voraus, es sei denn, sie wiirden ihrerseits durch
modifizierende Gene (s. unten) beeinflusst werden.
Solche Mechanismen kénnen z.B. die Art, die Lo-
kalisation und den ontogenetischen Zeitpunkt von
somatischen Zweitereignissen am NF1-Genlocus
betreffen. Auch die Moglichkeit der interindividu-
ellen Variabilitit der DNA-Methylierung, des
mRNA-Editing und vermutlich auch die Variabili-
tit des illegitimen Spleiflens sind in diesem Zu-
sammenhang zu beriicksichtigen.

Die Entdeckung, dass Tumorsuppressorgene
nicht nur durch Mutationen, sondern auch durch
Hypermethylierung CpG-reicher Promotorregionen
inaktiviert werden kénnen (Jones 1996), hat all-
gemeines Interesse an der Bedeutung epigeneti-
scher Mechanismen fiir die Tumorgenese und
-progression geweckt (Jones u. Laird 1999). Die
Moglichkeit der Aktivierung von Protoonkogen
durch De- oder Hypomethylierung ihrer Promoto-
ren ist ebenfalls in Betracht zu ziehen. Es ist in-
zwischen an zahlreichen Beispielen gezeigt wor-
den, dass die Kanzerogenese mit einer DNA-Me-
thylierungsimbalance einhergeht; ihre Kennzeichen
sind:
¢ Demethylierung grofier Bereiche des Genoms,

e erhohte Aktivitit der DNA-Methyltransferasen

(DNA-MT) und
e eine Reihe lokaler Hypermethylierungen.
Letztere wurden z.B. in den Promotoren der Gene
folgender Tumorsuppressoren nachgewiesen:

VHL,

Rb,

APC,

BRCAL,

CDKN2A(p16),

CDKN2B(p15) und

E-Cadherin.

In jedem dieser Fille fiihrt die Hypermethylierung
zur Inaktivierung des Gens [Literatur bei Baylin et
al. (1998)]. Das gleichzeitige Vorhandensein inakti-
vierender Mutationen in dem durch Promotor-
methylierung reprimierten Allel wurde jeweils
weitgehend ausgeschlossen. Hypermethylierung
der Promotorregion des Wildtypallels kann also
bei konstitutioneller Heterozygotie fiir eine Defekt-
mutation eines Tumorsuppressorgens das Zweiter-
eignis sein, welches zur vollstindigen funktionel-
len Defizienz fithrt. Der Schweregrad einer solchen
Tumorkrankheit wird also davon abhingen, in

welchem Anteil der Zellen dieses somatische Er-
eignis eintritt. Obwohl die Repression des
NF1-Gens als Zweitereignis in Tumorzellen bei
NF1 noch nicht nachgewiesen wurde, sei im Fol-
genden kurz auf die Ergebnisse von Methylie-
rungsstudien am NF1-Gen hingewiesen.

Methylierungsanalysen am NF1-Gen und seiner
Umgebung gingen zuerst von der Frage aus, in
welchem Ausmafl die hohe Mutationsrate des
5-Methylcytosins zu dem hohen Anteil spora-
discher Fille unter NF1-Patienten und zum Muta-
tionenspektrum des NF1-Gens beitragt. Mit Hilfe
von Paaren isoschizomerer Restriktionsenzyme,
von denen das eine jeweils die methylierte Schnitt-
stelle nicht zu spalten vermag, fanden Rodenhiser
et al. (1993) methylierte CpG-Positionen in Exons
28 und 29 sowie innerhalb der bekannten Marker-
sequenzen, welche das NF1-Gen beidseits in Ab-
stinden von mehr als 2 Mb flankieren, D17S33
(HHH202) und D17S73 (EW207). Die sehr viel
aussagekriftigere Methode der selektiven Konver-
sion von Cytosin zu Uracil mit Bisulfit und an-
schlieBender Sequenzierung erméglichte die ge-
naue Identifizierung der methylierten CpG- und
CpNpG-Positionen sowie der ™Cs auflerhalb dieser
Vorzugsmotive (Andrews et al. 1996) in Exons 28,
29 und 31. Dabei bestitigte sich die Vermutung,
dass die hiufig beobachtete Stoppmutation C5839T
(R1947X) in Exon 31 auf der Desaminierung von
5-Methylcytosin beruht. Im gegenwirtigen Zusam-
menhang ist von besonderem Interesse, dass sich
in jedem dieser analysierten Exons 1 oder 2 Posi-
tionen fanden, deren Methylierungsmuster variier-
ten. Dies kann im Sinn von unterschiedlicher Me-
thylierung der Allele eines Spenders gedeutet wer-
den.

Erst nachdem die Bedeutung der Methylierung
regulatorischer Sequenzen fiir die Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen erkannt worden war,
wurde auch die das NF1-Gen unmittelbar 5'-flan-
kierende Region in die Methylierungsanalyse ein-
bezogen (Mancini et al. 1999). Das grobe Methylie-
rungsmuster dhnelt dem, das auch bei anderen Ge-
nen gefunden wurde, in deren Promotorbereich ei-
ne CpG-Insel liegt:
¢ hohe konstitutive Methylierung an CpG- und

CpNpG-Motiven und an anderen Cytosinen in

einem Segment, das sich von etwa 4 kb bis etwa

250 bp oberhalb des Transkriptionsstartpunkts

erstreckt;

e sehr geringe Methylierung innerhalb der CpG-

Insel, die etwa zwischen -250 und -150 bp be-

ginnt und bis tiber Exon 1 hinausragt;
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¢ hohe konstitutive Methylierung in der kodieren-
den Region.

Das nicht methylierte Segment enthilt ein cAMP-
reaktives Element CRE und ein Spl-Bindungs-
motiv GGGCGG (s. Kapitel 5.2.2.2 ,,Charakteristika
des NF1-Gens“). Dies bot die Moglichkeit, den
Einfluss der Methylierung auf das Bindungsvermd-
gen dieser Sequenzelemente fiir Proteine aus Kern-
extrakten an methylierten und unmethylierten In-
vitro-Konstrukten zu priifen (Mancini et al. 1999).
Es gelang, zu zeigen, dass die Methylierung des
CpG im CRE die Proteinbindung vereitelt, wihrend
im Fall des Spl-Motivs, wie erwartet (Clark et al.
1997), die Methylierung beider Cytosine der
CpCpG-Sequenz auf dem Gegenstrang fiir die
Hemmung der Proteinbindung erforderlich war
(EMSA-Experimente). Damit ist die funktionelle
Relevanz der Methylierung derartiger Sequenzmo-
tive in der Promotorregion des NF1-Gens auch in
vivo als sehr wahrscheinlich anzusehen. Im Zu-
sammenhang mit der variablen Expressivitit bei
NF1 ist es nun erneut von Interesse, dass sich nur
wenige der CpG-Motive in der konstitutiv methy-
lierten Region als zu 100% methyliert erwiesen.
Im distalen Bereich wurden Methylierungshaufig-
keiten zwischen 75% und 100% beobachtet, in
mehr proximal liegenden Motiven zwischen 86%
und 100%. Sehr viel geringer und somit variabler
ist das Methylierungsniveau an den einzigen 3
CpG, die in der CpG-Insel nahe jhrem Beginn me-
thyliert gefunden wurden: 16%, 42% und 16%. Es
erscheint also durchaus mdglich, dass eine interin-
dividuelle Variabilitit der Methylierung von Pro-
motor- und/oder Enhancersequenzen hinsichtlich
der Haufigkeit und der Verteilung der methylierten
Motive zur variablen Expressivitit der NF1 bei-
tragt. Interindividuelle Variabilitit des geringen
Methylierungsniveaus von CpG-Motiven in der
CpG-Insel des CDKN2B-Gens (auch als p15-F*®
bezeichnet) von Lymphozyten gesunder Personen
beobachteten Cameron et al. (1999) im Zug ihrer
Untersuchungen zur Inaktivierung dieses Tumor-
suppressorgens bei akuten Leukdmien.

Ahnliche Erwigungen konnen iiber den méglichen
Einfluss des mRNA-Editings auf die Menge intak-
ter NFI-mRNA angestellt werden, die in den ha-
ploinsuffizienten Zellen [NF1(+/-)] noch verfiigbar
ist. Wie in Kapitel 5.2.2.4 ,Transkriptionsproduk-
te ausgefiihrt wurde, kann durch modifizierendes
Editing (C—U) an der ersten Basenposition des
Kodons 1306 ein Stoppkodon in Exon 23-1 entste-
hen (R1306X). Seine Lage am Beginn der GRD be-
dingt deren vollstindigen funktionellen Verlust,

was durch das Vorkommen dieser Verdnderung als
Punktmutation bei einer NF1-Patientin zweifelsfrei
belegt ist (Skuse et al. 1996; Cappione et al. 1997).
Wihrend sich der urspriingliche Befund erhohter
edierter NFI-mRNA in Tumoren nicht durchgin-
gig bestitigt hat, besteht doch offensichtlich ein
Ausmafl an interindividueller und intraindividuel-
ler Variabilitdt ihres Anteils, das die Hypothese ei-
nes Beitrags dieses Mechanismus zur varjablen Ex-
pressivitdt der NF1 rechtfertigt (Skuse u. Cappione
1997). Die Kenntnis von inneren und #ufleren
nichtgenetischen Faktoren, die DNA-Methylierung
und/oder mRNA-Editing beeinflussen, wiéren in
diesem Zusammenhang von groflem Interesse.

Der komplexeste posttranskriptionale Modifika-
tionsprozess primdrer Transkripte ist ohne Zweifel
das Spleiflien. Mehrere unterschiedliche cis-wirk-
same Sequenzmotive (auch iiber die 5- und 3'-
Spleifiorte und die Verzweigungssequenz hinaus),
eine Gruppe kleiner nukleirer RNA-Molekiile
(snRNA) und etwa 40 verschiedene Proteine sind
am Spleifivorgang beteiligt (Krimer 1996). In ei-
nem derartig multifaktoriellen System wird die
Auswirkung von Mutationen des fiir die jeweilige
Pri-mRNA kodierenden Gens auf die Art und An-
zahl entstehender Spleiffprodukte nicht voraussag-
bar sein. Ein erstaunlich hoher Anteil der Mutatio-
nen des NF1-Gens ist mit Spleifiaberrationen ver-
bunden. Das ist nur z.T. durch die grofle Anzahl
vulnerabler Spleilkonsensussequenzen im NF1-
Gen bedingt. Mutationen auflerhalb dieser Se-
quenzmotive tragen in erheblichem Ausmafl zur
Entstehung aberranter Spleifimuster bei (Ars et al.
2000; Fahsold et al. 2000). Ahnliches ist auch beim
ATM-Gen (Ataxia telangiectasia) beobachtet wor-
den (Teraoka et al. 1999). Die Identifizierung solch
unerwarteter Spleiffstérungen erfordert Analysen
auf RNA-Ebene (s. Kapitel 5.2.2.5 ,Mutationen®).
Bei detaillierter Erfassung der Spleifiprodukte er-
weisen sich viele SpleiSmutationen als ,leaky"
d.h., sie eliminieren das normale Spleifiprodukt
nicht vollstandig. Dabei ist immer wieder aufgefal-
len, dass die Anteile an normalen und aberranten
Spleifprodukten interindividueller Variabilitdt un-
terworfen sind: Tréger der gleichen Mutation, seien
sie blutsverwandt oder aus verschiedenen Familien,
konnen sehr unterschiedliche Mengen an normal
gespleifiten Transkripten produzieren. Die Relevanz
dieses Phinomens fiir die variable Expressivitit ei-
ner genetisch bedingten Krankheit ist zuerst an
Spleifmutationen des CFTR-Gens (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) nachgewie-
sen worden. Bei 2 verschiedenen Spleifimutanten
(dem so genannten ,,5T“-Allel bzw. dem so genann-
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ten ,,3849+10 kb C—T*“-Allel) variiert der Anteil an
aberrantem Spleiffiprodukt in weiten Grenzen, und
es besteht eine positive Korrelation dieses Anteils
mit dem gut messbaren Schweregrad der Stérung
der Lungenfunktion (Kerem et al. 1997; Chiba-Falek
et al. 1998). Fehlerquellen, wie zusitzliche Muta-
tionen an Spleifflkonsensussequenzen oder ,exon
skipping®, wurden jeweils ausgeschlossen.

Ein derartig klarer Nachweis der ,leakiness“
von Spleifimutationen als eine der Ursachen varia-
bler Expressivitit ist bei NF1 noch nicht erbracht
worden. Die steigende Anzahl von pathogenen und
nicht pathogenen Spleifaberrationen, die in letzter
Zeit an den Transkriptionsprodukten des NF1-
Gens beobachtet wurde, berechtigt jedoch zu der
Hypothese, dass solche Mechanismen auch bei
NF1 eine Rolle spielen (Ars et al. 2000). Chiba-Fa-
lek et al. (1998) erweiterten diese Hypothese da-
hingehend, dass allelische Varianten der Gene, die
fiir Spleififaktoren z.B. der SR-Familie kodieren, in
den Familien mit variabler Expressivitit segregie-
ren und die unterschiedliche Spleifieffizienz bei
Trigern der gleichen Spleiffmutation bedingen. Ein
solcher Mechanismus erfiillt die Kriterien fiir die
Wirkung modifizierender Gene.

Die Frage, ob die variable Expressivitit bei NF1
als Folge der Wirkung modifizierender Gene ver-
standen werden kann, ist oft gestellt worden, aber
erst Easton et al. (1993) haben sie zum Gegenstand
einer umfangreichen Familienstudie gemacht.
Gepriift wurde die Voraussage, dass sich im Fall
eines wesentlichen Einflusses modifizierender Ge-
ne die Korrelation zwischen dem Grad der Auspri-
gung des Phinotyps der Patienten innerhalb einer
Familie mit abnehmendem Verwandtschaftsgrad
verringern sollte. Fiir die Erhebung der Manifesta-
tionsform kénnen entweder
¢ quantitativ bestimmbare Merkmale oder
o die Alternative ,,Vorhandensein vs. Fehlen“ eines

Merkmals (alternative oder binire Merkmale)
herangezogen werden.

Hinsichtlich der Anzahl von CALF ergaben sich
signifikante Korrelationen zwischen monozygoten
Zwillingen sowie zwischen Geschwistern bzw. El-
tern und Kindern. Bei der Anzahl der Neurofibro-
me bestand eine hohe Konkordanz zwischen mo-
nozygoten Zwillingen und eine sehr viel geringere
Korrelation zwischen Verwandten I. Grads. Zwi-
schen dem Modell eines modifizierenden Gens mit
additiver Wirkung und einem Modell multifak-
torieller Modifikation konnte bei beiden Merkma-
len statistisch nicht unterschieden werden. Auch
im Fall des Kopfumfangs bestand eine signifikante

Korrelation zwischen eineiigen Zwillingen und
Verwandten 1. Grads.

Als bindre Merkmale wurden das Vorhanden-
sein bzw. das Fehlen von plexiformen Neurofibro-
men, Optikusgliomen, Skoliose, Epilepsie und der
Notwendigkeit von Sonderschulerziehung be-
stimmt. Die Prévalenz aller dieser Merkmale bei
Verwandten von Merkmalstrigern sank mit abneh-
mendem Verwandtschaftsgrad, wie es die Wirkung
modifizierender genetischer Faktoren erwarten
lieB. Jedoch fand sich im Fall der plexiformen
Neurofibrome keine nachweisbar familidre Hau-
fung.

Diese Ergebnisse sind im Sinn der Wirkung
nicht mit dem NF1-Gen gekoppelter modifizieren-
der Gene auf die Ausprigung der genannten Merk-
male zu deuten. Obwohl die Daten keinen sicheren
Riickschluss auf ein bestimmtes genetisches Mo-
dell zulassen, bevorzugten die Autoren Mechanis-
men der polygenen Modifikation (Easton et al.
1993). Da intraindividuell weder eine Korrelation
zwischen der Anzahl von Neurofibromen und der-
jenigen von CALF noch eine solche zwischen die-
sen Parametern und dem Auftreten der anderen
getesteten Merkmale bestand, kann angenommen
werden, dass unterschiedliche Gruppen modifizie-
render Gene in die Ausprigung dieser Merkmale
eingreifen.

Eine deutliche Korrelation besteht jedoch bei
NF1-Patienten zwischen dem Auftreten eines Opti-
kusglioms und der Entstehung anderer ZNS-Tumo-
ren (Friedman u. Birch 1997). In einer kritischen
Stellungnahme zu der Arbeit von Easton et al.
(1993) wies Riccardi (1993) darauf hin, dass ange-
sichts der Altersabhingigkeit vieler Symptome von
NF1-Patienten, die hohe Konkordanz der eineiigen
Zwillinge ganz wesentlich durch ihre exakte Alters-
gleichheit mitbedingt sein kann. Seine Vorschlige
alternativer Erklirungen fiir diese Daten halten
sich z.T. nicht an die strengere Definition des mo-
difizierenden Gens und entbehren der empirischen
Grundlage.

Folgende Definition des modifizierenden Gens
sei hier vorgeschlagen:

Ein Keimbahngen, von dem es Allele gibt, welche
die Expression und/oder die Wirkung eines oder
mehrerer Gene quantitativ und/oder qualitativ
beeinflussen kénnen, heifft modifizierendes Gen.

Diese Definition bezieht den Einfluss von Vari-
anten des 2. Allels mit ein. Ausgeschlossen sind
hingegen:
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¢ komplexe Heterozygotie fiir 2 Defektallele,

* 2 nichtallelische Gene, deren normale Funktion
darin besteht, ein digenes Merkmal zu determi-
nieren (Beispiel: Hh-Locus und ABO-Locus)

e alle Arten modifizierender somatischer Mutatio-
nen, es sei denn, sie sind die Folgen des Vor-
handenseins von Defektallelen eines Mutator-
gens in der Keimbahn.

Wird die Moglichkeit mehrerer modifizierender

Gene in diese Definition mit einbezogen, trifft sie

auch fiir die Modifikation durch den genetischen

Hintergrund und durch das (genetisch determi-

nierte) Geschlecht zu.

Ein modifizierender Einfluss des genetischen Hin-

tergrunds ist anhand ethnischer Unterschiede der

Krankheitsmanifestation zu ermitteln, jedoch

bediirfte es des Vergleichs der Ethnien auch unter

vertauschten Lebensbedingungen, um die geneti-
sche Bedingtheit der Unterschiede zu begriinden.

Abgesehen von einer geringeren Haufigkeit des Op-

tikusglioms bei negriden NF1-Patienten (Saal et al.

1995; Pletcher et al. 1996) und dem haufigeren Vor-

kommen von Tierfellndvi bei asiatischen NF1-Pa-

tienten sind keine bedeutenderen ethnischen Unter-
schiede der NF1-Manifestation mitgeteilt worden.
Wenn modifizierende Gene einen groflen Anteil

an der variablen Expressivitit der NF1 haben, soll-
ten sie angesichts der pleiotropen Wirkung der
NF1-Gen-Defekte in unterschiedlichen funktionel-
len Kategorien zu finden sein. Polymorphe Varia-
bilitdt in der Population mit nicht zu selten vor-
kommenden grenzwertig hypomorphen Allelen
bzw. rezessiven Defektallelen ist eine Vorausset-
zung fiir die interindividuelle Variabilitit der mo-
difizierenden Wirkung. Viele Gene, die als Modifi-
katoren von NF1 in Betracht gezogen werden
konnen, sind auf diese Eigenschaft hin (multialleli-
sche polymorphe Variabilitit) noch nicht gepriift
worden. Bei den folgenden 4 Gruppen von Prote-
inen besteht eine gewisse Plausibilitdt dafiir, dass
ihre genetisch bedingten Variationen modifizie-
rend auf die Manifestation des Krankheitsbilds
einwirken kénnen:

¢ andere positive und negative Wachstumsregula-
toren, also die Proteinprodukte von Protoonko-
genen und anderen Tumorsuppressorgenen,

e Proteinasen und Proteinaseinhibitoren, ins-
besondere die Familie der Matrixmetalloprote-
inasen und deren Inhibitoren,

¢ Komponenten der DNA-Reparaturmechanismen:
Enzyme der Exzisionsreparaturmechanismen,
der Rekombinationsreparatur und der Fehlpaa-
rungsreparatur (mismatch repair: MMR)

e Enzyme des Stoffwechsels der Kleinmolekiile,
die mit Neurofibromin regulierend interagieren,
wie Phosphatidylinositide, Phosphoinositide
und ungesittigte Fettsduren.

Jede dieser Kategorien bediirfte einer ausfiihrli-

chen Erérterung ihrer jeweiligen potenziellen oder

faktischen Beziehung zum Krankheitsbild der NF1.

Dies wiirde Gegenstand einer eigenen Ubersicht

sein konnen. Eine weitere Kategorie potenziell mo-

difizierender Genprodukte, die Komponenten des

Ras-vermittelten Signaltransduktionsnetzes, wurde

wegen ihrer Vielzahl und der Unterschiedlichkeit

ihrer Funktionen nicht genannt, zumal es ange-
sichts der phylogenetischen Konservierung dieser

Molekiile wenig wahrscheinlich ist, dass sie einer

polymorphen Variabilitit unterliegen. Im Folgen-

den soll beispielhaft nur auf die mégliche Bedeu-
tung von Genen fiir Komponenten von DNA-Repa-
raturmechanismen hingewiesen werden.

Seit Swift et al. (1976) die erhshte Hiufigkeit von
Neoplasien bei Heterozygoten fiir ATM-Gen-Defek-
te entdeckten, ist der Gedanke lebendig geblieben,
dass die polymorphe Variabilitit von Genen, die
fiir DNA-Reparaturenzyme kodieren, das individu-
elle Krebsrisiko beeinflusst. Durch die Verfiigbar-
keit von Methoden der Bestimmung der Repara-
turkapazitit an Lymphozyten- oder Fibroblasten-
kulturen ist in der Folgezeit eine Fiille von Belegen
fiir diesen Zusammenhang erbracht worden [Mo-
nografie: Vos (1995)]. Es wurde erkannt, dass un-
ter Krebspatienten Personen mit 65-80% der nor-
malen Reparaturkapazitit hidufiger vorkommen als
unter gesunden Probanden. Die genetische Natur
dieses Zusammenhangs kommt darin zur Geltung,
dass auch bei Blutsverwandten von Krebspatienten
héufiger eine reduzierte Reparaturkapazitit ange-
troffen wird als bei nicht verwandten gesunden
Personen (Perera 1997; Mohrenweiser u. Jones
1998). Solche epidemiologischen Erkenntnisse wa-
ren der Anlass zur Suche nach interindividueller
polymorpher Variabilitit an bekannten Genloci,
wie z.B. den Genen, welche den verschiedenen
Komplementationsgruppen von Xeroderma pig-
mentosum zugrunde liegen. Shen et al. (1998) un-
terwarfen 5 Gene dieser Art (3-mal Exzisions-,
1-mal Rekombinations- und 1-mal Basenexzisions-
reparatur) einem Screening auf polymorphe Se-
quenzvariabilitdt der kodierenden Regionen und
fanden 9 Aminosiuresubstitutionen (Missense-Mu-
tationen) z.T. an konservierten Positionen, von de-
nen 6 als nichtkonservativ und deshalb vermutlich
funktionell relevant einzustufen waren. Weitere
solche Erhebungen werden im Zusammenhang mit
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der funktionellen Charakterisierung der gefunde-
nen Varianten die Tragweite dieser polymorphen
Variabilitat fiir das individuelle Krebsrisiko zu er-
kennen geben. Sollten sich solche Polymorphis-
men in Reparaturgenen als relevant fiir das Risiko
sporadischer Krebserkrankungen erweisen, steht
auch ihre Bedeutung fiir die variable Expressivitit
bei hereditiren Tumorerkrankungen aufler Frage.

Im Gegensatz zu den bisher genannten Kom-
ponenten von DNA-Reparatursystemen ist bei der
Gruppe der MMR-Gene, deren Proteinprodukte in
die postreplikative Fehlpaarungsreparatur invol-
viert sind, noch kein iiberzeugendes Beispiel fiir
eine funktionell relevante polymorphe Variabilitit
gefunden worden. Bekanntlich beruhen etwa 90%
der Erkrankungen an dominanten hereditdren
nichtpolypdsen Kolonkarzinomen (HNPCC) auf
inaktivierenden Mutationen eines der beiden
MMR-Gene, MLH1 oder MSH2 (Lynch et al. 1999).
Thre Bedeutung als rezessive Mutatorgene wird im
Zusammenhang mit NF1 dadurch verdeutlicht,
dass das NF1-Gen eines der Zielgene dieser Muta-
torwirkung zu sein scheint. Obwohl dem Konzept
modifizierender Genwirkung nicht entsprechend,
sei dies im Folgenden kurz erldutert.

Ricciardone et al. (1999) und Wang et al. (1999)
berichteten iiber HNPCC-Familien, in denen aus
Verwandtenehen homozygote Kinder fiir eine
MLH1-Mutation hervorgingen. Diese entwickelten
im frithen Kindesalter verschiedene himatologi-
sche Neoplasien und manifestierten multiple CALF
und Neurofibrome. Bei 1 der Kinder waren die
NF1-Symptome unilateral ausgeprigt, es hatte also
segmentale NF1. Die Autoren zitierten weitere Be-
richte iiber HNPCC-Familien mit Kosanguinitit
und Nachkommen mit der obigen Merkmalskom-
bination, bei denen aber die MMR-Gen-Mutatio-
nen nicht identifiziert wurden. Dieser drastische
Effekt der homozygoten MLH1-Defizienz auf eine
frithe Manifestation der NF1 lisst erwarten, dass
geringere Aktivititsminderungen durch hypomor-
phe Allele mit polymorphen Hiufigkeiten in der
Population modifizierend auf die Manifestation
der NF1 einwirken kénnten.

5.2.5 Kiinstliche Tiermodelle der NF1

5.2.5.1 Eigenschaften der Knockout-Mause
mit Mutationen im NF1-Gen

Phénotypische Merkmale der heterozygoten Nf1(+/-)-
Méduse. Nach gezielter Mutagenese embryonaler
Stammzellen wurden Miuse geziichtet, die wie

NF1-Patienten eine Mutation im NF1-Gen besitzen
und im Folgenden kurz als Nfl(+/-)-Méduse be-
zeichnet werden. Solche Miuse sind von 2 Arbeits-
gruppen unabhingig voneinander hergestellt wor-
den, wobei Jacks et al. (1994a) den Mausinzucht-
stamm 129/sv als Empfianger der Nfl(+/-)-Stamm-
zellen verwendeten und Brannan et al. (1994)
Maiuse des Stamms C57Bl/6. Bei den Nfl(+/-)-
Miusen der Arbeitsgruppe von Jacks entsteht eine
stabile mutante mRNA, die aber nicht in ein funk-
tionsfahiges Protein translatiert werden kann. Im
Gegensatz hierzu ist die mutante mRNA der
Nfl(+/-)-M&use von Brannan et al. (1994) instabil
und kann durch Northern-Blot-Hybridisierungen
nicht nachgewiesen werden. Unter den Merkmalen,
welche die Nfl(+/-)-Mduse beider Arbeitsgruppen
entwickeln (Tabelle 5.21), ist besonders die
erhohte Inzidenz von Phiochromozytomen und
myeloiden Leukdmien hervorzuheben. In diesen
Neoplasien ist der Verlust des Wildtypallels des
NF1-Gens nachgewiesen worden, in Analogie zu
Phdochromozytomen und der JCML bei NF1-Pa-
tienten (Kapitel 5.2.4.1 ,Formale Aspekte des Tu-
morsuppressorparadigmas®, Unterkapitel ,LOH-,
Klonalititsuntersuchungen und Mutationsanalysen
bei NF1-assoziierten Tumoren von NF1-Patienten®
Kapitel 5.2.4.2 ,Mechanismen der Tumorgenese
bei NF1% Unterkapitel ,,Juvenile myeloische Leuka-
mien“). Bemerkenswert ist auch, dass bei 60-70%
der Nfl(+/-)-Miduse Lernschwierigkeiten und Ge-
déchtnisprobleme hinsichtlich der rdumlichen Ori-
entierung auftreten (Silva et al. 1997). Durch zu-

Tabelle 5.21. Folgen der gezielten Inaktivierung des NF1-
Gens bei heterozygoten Mdusen [Nfl(+/-)]

Num- Folgen

mer

1. Sfache Erhshung der Hiufigkeit und friihere Ent-
stehung von Tumoren als beim Wildtyp

INF1(+/+)]*
Signifikant erhihte Inzidenz von Phiochromozy-
tomen und myeloischer Leukiimie

(%

3. Es fehlen die Kardinalsymptome der NF1: Pig-
mentierungsanomalien (CALF, LN) und Neurofi-
brome

4. Verlangsamtes Erlernen von Aufgaben der Raum-
orientierung (hidden platform water maze)

5. Persistierende Astrogliosis im Gehirn

6. Vermehrle Anzahl an Astrozylen in der Hippo

campusregion CAl, dem Corpus callosum, Gyrus
dentatus, Nucleus accumbens, periaquiiduktalem
Grau und dem Zerebellum

* Zu den Tumoren, die auch bei Wildtypmausen auftreten,

zihlen Lymphome, Lungenadenokarzinome, Hepatome, Fi-
brosarkome und lymphoide Leukdmien.
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sitzliche Ubungen kénnen die Nf1(+/-)-Mause ler-
nen, sich wie die Wildtypmause rdumlich zu ori-
entieren, ein Hinweis darauf, dass die verringerte
Neurofibrominmenge bei diesen Miusen die Ge-
schwindigkeit des Lernens beeinflusst. Auch bei
30-45% der NF1-Patienten sind Lernschwierigkei-
ten beobachtet worden, die auf einer Vermin-
derung des Intelligenzquotienten, auf visoperzep-
tuellen Defiziten und eingeschrinkter rdumlicher
Orientierungsfihigkeiten beruhen (Varnhagen et
al. 1988; Eldrige et al. 1989; North et al. 1995).

In diesem Zusammenhang sei noch einmal auf
die von Gutmann et al. (1999b) und Rizvi et al.
(1999) nachgewiesene Astrogliosis im Hippocam-
pus von 60% der Gehirne von Nfl(+/-)-Méusen
hingewiesen. Die klassischen NF1-Symptome wie
Neurofibrome und Pigmentierungsanomalien sind
bei den Nfl(+/-)-Miusen nicht zu beobachten, so-
dass sie nicht als echte NF1-Modellorganismen an-
gesehen werden konnen. Die Untersuchung spezi-
fischer Zelltypen, wie beispielsweise der Schwann-
Zellen dieser heterozygoten Mduse ist jedoch von
groflem Nutzen (s. Kapitel 5.2.4.2 ,Mechanismen
der Tumorgenese bei NF1 Unterkapitel ,,Neurofi-
brome® und Kapitel 5.2.5.3 ,Untersuchungen zur
Funktion des Neurofibromins in spezifischen Zel-
len der Knockout-Miuse“).

5.2.5.2 Eigenschaften der Nf1(-/-)-Mausembryonen

Durch Kreuzung der Nfl(+/-)-Mause miteinander
wurde versucht, Mduse mit homozygoter Neurofi-
bromindefizienz zu erhalten, jedoch hat der voll-
stindige Neurofibrominverlust das Absterben der
Feten zwischen dem Tag E12.5 und dem Tag El4
der Gestation zur Folge. Tabelle 5.22 gibt einen
Uberblick iiber die Anomalien, die bei den
Nfl(~/-)-Embryonen gefunden wurden.

Zu den Ursachen, die zum frithzeitigen Abster-
ben der Embryonen fithren, zihlen Herzfehlbil-
dungen. Besonders auffillig ist hierbei eine Ano-
malie, die als ,double-outlet-right-ventricle“
(Dorv) bezeichnet wird und auf einer Fehlanord-
nung der Aorta und der Pulmonalarterie beruht.
Bei den Nfl(-/-)-Embryonen verlassen beide Gefi-
Be den rechten Ventrikel. Wie Brannan et al.
(1994) beschrieben, liegt dem Dorv bei den von
dieser Gruppe hergestellten Nfl(-/-)-Embryonen
ein persistierender Truncus arteriosus zugrunde,
dessen Entstehung durch die Neurofibromindefi-
zienz der Neuralleistenzellen bedingt sein konnte,
die in den Austrittsbereich des Truncus arteriosus
eingewandert sind und dort die Septation des
Truncus arteriosus in Aorta und Pulmonalarterie

Tabelle 5.22. Phinotyp der Nfl(-/-)-Embryonen

Num- Phiinotyp
mer

Embryonale Letalitit zwischen E12.5 und E14
Generalisiertes Odem
Ventrikel-Septum-Defekte
Double-outlet right ventricle (Dorv)
Hyperproliferation von Endokardialpolsterzellen
des atrioventrikuldren Kanals und des ventrikuli-
ren Ausflusstrakts
Gestdrte Zytoarchitektur des Myokards
7. Verzogerte Entwicklung der Nieren, Hypoplasie
der Leber und der Skelettmuskulatur
8. Hyperplasie der pri- und paravertebralen Gan-
glien sowie des Ganglion cervicale superius (SCG)
mit erhdhter Zellzahl und Mitoserate. Andere von
der Neuralleiste abgeleitete Ganglien, wie dorsale
Wurzelganglien, das Trigeminusganglion und das
von der Plakode abgeleitete Ganglion nodosum,
zeigen normale Zellzahlen (Brannan et al. 1994)
9. Vergrisfierte Dorsalwurzelganglien mit erhihter
Zellzahl bei 50% (Jacks et al. 1994a; Lakkis et al.
1999)
10. Sensorische und sympathische Neuronen iiberle-
ben in vitro unabhingig von Neurotrophinen
11. 12,5% zeigen strukturelle Anomalien v.a. des
Prosenzephalons und Exenzephalie (nur bei weib-
lichen Embryonen) (Jacks et al. 1994 a; Lakkis et
al. 1999)
12 Vermehrte Zellzahl primitiver myeloider Prikur-
sorzellen in der fetalen Leber

U L3 b e

steuern (Brannan et al. 1994; Kirby et al. 1983).
Die Nfl(-/-)-Embryonen von Jacks et al. (1994a)
weisen ebenfalls die Anomalie des Dorv auf, die
jedoch bei diesen Embryonen nicht mit einem per-
sistierenden Truncus arteriosus einhergeht, son-
dern auf einer defekten konotrunkalen Rotation
der Aorta und der Pulmonalarterie beruht (Lakkis
et al. 1998). Der Unterschied kénnte durch den
verschiedenartigen  genetischen  Hintergrund
(129/sv vs. C57Bl/6) bedingt sein. Dafiir spricht
auch, dass noch weitere Unterschiede zwischen
den homozygot defizienten Embryonen der beiden
Knockout-Stimme beobachtet wurden. Wahrend
Brannan et al. (1994) keine Verinderungen der
Spinalganglien ihrer Knockout-Embryonen be-
merkten, bestand eine Hyperplasie derselben bei
den Nfl(-/-)-Embryonen von Jacks et al. (1994a)
(Lakkis et al. 1998). Auflerdem zeigten 12,5% der
weiblichen Nfl(-/-)-Embryonen von Jacks et al.
(1994a) schwere kraniale Neuralrohrverschluss-
defekte wie Exenzephalie.

Das genaue anatomische Studium der Nfl(-/-)-
(129/sv)-Embryonen ermdglichte es Lakkis et al.
(1999), nachzuweisen, dass Neurofibromin in der
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Embryogenese der Maus bei der Differenzierung
der Herzklappen eine wichtige Rolle spielt. Die
Herzklappen entstehen aus Endokardialzellen, die
im Bereich des atrioventrikuldren Kanals und des
ventrikuliren Ausflusstrakts in die extrazelluldre
Matrix zwischen Endokard und Myokard am 9.
Tag der Gestation einwandern und sich in mesen-
chymale Zellen umwandeln. Diese mesenchymal
transformierten Endokardialpolsterzellen prolife-
rieren und treten danach in eine Differenzierungs-
phase ein, die auch von Apoptose begleitet ist. Bei
Nfl(-/-)-Embryonen sind eine gesteigerte, mesen-
chymale Transformation, Hyperproliferation der
Endokardialpolsterzellen bei ausbleibender Diffe-
renzierung und Apoptose zu beobachten, wodurch
in schweren Fillen sogar der Bluteinstrom in das
Herz verhindert wird. Die epithelial-mesenchymale
Transformation der Endokardialzellen, ihre Prolife-
ration und Differenzierung sind von der Ras-Akti-
vitit abhingig, und Neurofibromin als negativer
Ras-Regulator fungiert als Modulator dieser Pro-
zesse. Die Hyperproliferation der Endokardialzel-
len ist bei Nfl(-/-)-Embryonen bereits am Tag
E10.5 nachzuweisen, zu einem Zeitpunkt, an dem
noch keine Neuralleistenzellen in die Bereiche der
Endokardialpolsterbildung  eingewandert  sind
(Lakkis et al. 1998). Somit ist die Hyperplasie der
Endokardialpolster auf eine Neurofibromindefi-
zienz in endothelialen und/oder mesenchymalen
Zellen zuriickzufiihren.

5.2.5.3 Untersuchungen zur Funktion
des Neurofibromins in spezifischen Zellen
der Knockout-Méause

Im Folgenden werden die Erkenntnisse zusammen-
gefasst, die durch Experimente mit verschiedenen
Zellsorten der Nfl(-/-)-Embryonen oder der
Nfl1(+/-)-Tiere gewonnen wurden und fiir das Ver-
stindnis der Funktionen des Neurofibromins von
grofler Bedeutung sind.

Astrozyten von Nf1(+/-)-Méusen. Bei Nfl(+/-)-Miu-
sen ist in den medialen Regionen der periaqui-
duktalen grauen Substanz und im Bereich des Nu-
cleus accumbens Astrogliose zu beobachten, die
durch erhohte GFAP-Expression gekennzeichnet
ist. Normalerweise ist die Aktivierung von Astro-
zyten eine Folge von Gehirnverletzungen und geht
mit neuronaler Degeneration einher. Bei den
Nfl(+/-)-Médusen jedoch ist die Astrogliose ein
persistierender Prozess, keine Reaktion auf akute
Ereignisse. Eine Degeneration von Neuronen konn-
te bei Nfl(+/-)-Médusen nicht festgestellt werden

(Rizvi et al. 1999). Bei NF1-Patienten ist Astroglio-
se nicht, wie bei den Nfl(+/-)-Miusen, auf be-
stimmte Gehirnareale beschrinkt, sondern in vie-
len Bereichen des Gehirns zu beobachten (Nord-
lund et al. 1995). Gutmann et al. (1999b) sahen
neben der erhdhten GFAP-Expression in Typ-1-As-
trozyten im Gehirn von Nfl(+/-)-Miusen, dass
auch die Anzahl der Astrozyten in der Hippocam-
pusregion CAl, im Corpus callosum, im Gyrus
dentatus und im Zerebellum im Vergleich zu den
Wildtypmiausen erhéht ist. In vitro wachsen zere-
brale Nfl(+/-)-Astrozyten nur in Gegenwart neu-
ronaler Zellen. Es ist denkbar, dass die Astrozyten-
proliferation im Gehirn von Nfl(+/-)Miusen kein
zellautonomer Vorgang ist, sondern der Steuerung
durch externe Stimuli bedarf. Im Gegensatz zu den
Nf1(+/-)-Astrozyten zeigen jene der Wildtypmau-
se bei Kokultivierung mit neuronalen Zellen keine
erhohte Proliferationsrate. Die Reduktion der Neu-
rofibrominmenge in Nfl(+/-)-Astrozyten fiihrt al-
so bei externen Wachstumsstimuli, wie Kontakt zu
Neuronen, zu einer gesteigerten Proliferation. Die
Rolle des Neurofibromins als eines negativen
Wachstumsregulators in Astrozyten wird durch die
Beobachtung bestitigt, dass die Neurofibromin-
menge stark ansteigt, wenn die Zellen in Kultur
ein konfluentes Stadium erreichen und ihr Wachs-
tum einstellen. Diese Wirkung des Neurofibromins
wird offenbar iiber die Hemmung der Ras-vermit-
telten Signaltransduktionskaskade ausgeiibt, denn
die erhohte Proliferation der Nfl(+/-)-Astrozyten
in Gegenwart neuronaler Zellen wird durch MEK-
Inhibitoren gehemmt (Abb. 5.2). Dabei kommt
Neurofibromin in Astrozyten eine sehr spezifische
Rolle zu, da es nicht durch ein anderes Ras-GAP
wie p120GAP ersetzt werden kann. Hierfiir spre-
chen auch die Beobachtungen an Knockout-Mau-
sen mit einer Mutation in einem Allel des
p120GAP-Gens (p120GAP+/-), bei denen die Men-
ge an GFAP-immunreaktiven Astrozyten im Gehirn
nicht erhoht ist (Henkemeyer et al. 1995; Gutmann
et al. 1999b) [Kapitel 5.2.5.4 ,Analyse von Doppel-
mutanten aus Nfl(+/-)- u.a. Knockout-Mausstim-
men®, Unterkapitel ,,Knockout-Mause mit Mutatio-
nen im NF1- und p120GAP-Gen“].

Fibroblasten. Die Untersuchungen von Fibroblasten
aus dem Wundbereich verletzter Nfl(+/-)-Miuse
zeigen, dass Neurofibromin auch eine Rolle bei
der Wundheilung spielt. Dies findet auch darin Be-
stitigung, dass die Neurofibrominexpression in
menschlichen Fibroblasten nach Verletzung der
Haut stark erhoht ist (Atit et al. 1999; Yl4-Outinen
et al. 1998). Wird die Haut von Nfl(+/-)-Miusen
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durch Ausschneiden eines Hautstiicks mit Anteilen
des darunter liegenden Gewebes verletzt, bilden
die Fibroblasten im Wundbereich bei 60% der Tie-
re vermehrt kollagenreiches Granulationsgewebe,
das zudem eine andersartige Struktur aufweist als
bei Wildtypmausen. Dies hat zur Folge, dass die
Narben der Nfl(+/-)-Méuse tiefer und grofler
sind. Auflerdem proliferieren Nfl(+/-)-Fibroblas-
ten im Wundbereich auch iiber den Zeitpunkt hi-
naus, zu welchem die Proliferationsphase im Rah-
men der Wundheilung abgeschlossen sein sollte.
Auch in vitro in Gegenwart von 10% Serum zeigen
die Nf1(+/-)- und Nf1(-/-)-Fibroblasten eine hohe-
re Proliferationsrate als der Wildtyp. Wird dem
Kulturmedium (mit 10% Serum) der epidermale
Wachstumsfaktor EGF oder konditioniertes Medi-
um aus Kulturiiberstinden aktivierter Makrophagen
zugesetzt, reagieren nur die Nfl(+/-)- und die
Nf1(-/-)-Fibroblasten mit einer erhéhten Prolifera-
tionsrate, nicht aber die Fibroblasten der Wildtyp-
méuse. Fibroblasten aus Nfl(+/-)-Médusen und
Nfl(-/-)-Embryonen reagieren also durch gestei-
gerte Proliferation auf den Einfluss von EGF und Zy-
tokinen, die beispielsweise bei Trauma oder Ver-
wundung von aktivierten Makrophagen sezerniert
werden. Das Granulationsgewebe im Wundbereich
von Nfl(+/-)-Miusen ist besonders kollagenreich.
Jedoch kann in vitro nur bei Nfl(-/-)-Fibroblasten,
nicht bei Nfl(+/-)-Fibroblasten eine erhohte Kolla-
genproduktion nachgewiesen werden. In den
Nf(~/-)-Fibroblasten wird die erhohte Kollagenaus-
scheidung aber nicht durch fehlregulierte Ras-
Signaltransduktionskaskaden ausgelost, da die Zu-
gabe von Farnesyltransferaseinhibitoren oder des
Inhibitors MEKKI (Inhibitor des Raf-MAPK-Signal-
transduktionswegs der Ras-Kaskade) die Kollagen-
ablagerung nicht beeinflusst (Atit et al. 1999).

Die vermehrte Bildung von kollagenreichem
Granulationsgewebe in den Narben ist sehr wahr-
scheinlich wie die Hyperproliferation von
Nf1(+/-)-Fibroblasten durch eine verinderte Reak-
tion auf Wachstumsfaktoren und Zytokine bedingt,
wie sie von Makrophagen sezerniert werden und
normalerweise im Wundbett zur Regeneration bei-
tragen. Das Verhalten der Fibroblasten bei der
Wundheilung von Nfl(+/-)-Médusen gleicht in ge-
wisser Weise dem der Fibroblasten in Neurofibro-
men, da auch in diesen Tumoren eine Hyperpro-
liferation von Fibroblasten und eine gesteigerte
Kollagensynthese festgestellt wurden (Peltonen et
al. 1981, 1986; Uitto et al. 1986; Sasaki et al. 1992).

Schwann-Zellen. Die Erkenntnisse, die durch Unter-
suchungen an SZ von Nfl(+/-)-Méusen bzw. von

Nfl(-/-)-Mausembryonen gewonnen wurden, sind
bereits in Kapitel 5.2.4.2 ,Mechanismen der Tu-
morgenese bei NF1¢ Unterkapitel ,,Neurofibrome*,
unter dem Aspekt der Unterschiede zwischen SZ
von NF1-Patienten und solchen gesunder Proban-
den behandelt worden.

Hamatopoetische Progenitorzellen. Die Ras-vermit-
telte Signaltransduktion spielt bei der Regulation
der normalen Granulopoese eine zentrale Rolle.
Heterozygote Nfl(+/-)-Méuse entwickeln spontan
Leukimien, die der JCML bei Kindern mit NF1
entsprechen. Aus der Leber von Nfl(-/-)-Embryo-
nen (E13) lassen sich hamatopoetische Progenitor-
zellen isolieren, die in Gegenwart von GM-CSF
(granulocyte-macrophage  colony  stimulating
factor) mehr Kolonien bilden als die entsprechen-
den Nfl(+/-)- oder Nfl(+/+)-Zellen (s. Kapitel
5.2.4.2 ,Mechanismen der Tumorgenese bei NFI1
Unterkapitel ,Juvenile myeloische Leukdmien®).
Diese hypersensitive Reaktion auf GM-CSF haben
die Nfl(-/-)-myeloiden Progenitorzellen mit den
leukdmischen Zellen bei JCML gemein (Largaespa-
da et al. 1996; Bollag et al. 1996). Auf diesem Hin-
tergrund stellen die Zelllinien der NF1-Knockout-
Méuse ein ideales Modellsystem dar, mit welchem
sich die Auswirkungen der Neurofibromindefizienz
auf die Signaltransduktionswege untersuchen las-
sen, die durch GM-CSF u.a. Faktoren reguliert
werden. Wichtige Befunde hierzu lieferten die Ar-
beiten von Zhang et al. (1998b), die den Einfluss
verschiedener Wachtumsfaktoren auf die Kolonie-
bildungsrate myeloider Vorlduferzellen der granu-
lozytiren und der monozytiren Linie untersuch-
ten. Nfl(-/-)-Zellen bilden in Gegenwart von GM-
CSF mehr Kolonien als Nfl(+/-)- oder Nfl(+/+)-
Zellen. Der stimulierende Effekt von GM-CSF auf
Nfl(~/-)-Zellen wird durch die Zugabe von SCF
(stem-cell factor), dem Liganden des c-kit-Rezep-
tors, noch verstirkt. Auch SCF allein zeigt in die-
sem Versuchsansatz eine stimulierende Wirkung.
Da SCF auf frithere Stadien der Progenitorzell-
population wirkt als GM-CSE, zeigen diese Daten,
dass der Verlust des Neurofibromins eine erhéhte
wachstumsfaktorstimulierte Proliferation sowohl
der frithen Stammzellen als auch der Progenitor-
zellen der granulozytiren und monozytiren Reihe
bewirkt.

Zhang et al. (1998b) konnten ebenfalls zeigen,
dass in der Leber von Nfl(-/-)-Embryonen mehr
primitive myeloide Prikursorzellen vorliegen als
bei Nfl(+/-)- oder Wildtypembryonen.

Héamatopoetische Progenitorzellen aus der Leber
von Nfl(-/-)-Embryonen, die den SCF-Rezeptor
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c-kit exprimieren, zeigen eine 3fache Erhchung
der MAPK-Aktivitit im Vergleich zum Wildtyp.
Die MAPK-Aktivitiat kann bei den Nfl(-/-)-Zellen
durch den Einfluss von SCF und GM-CSF auch we-
sentlich stirker und nachhaltiger erhéht werden
als bei den Nfl(+/+)-Zellen. Daraus ist zu folgern,
dass durch die Neurofibromindefizienz die Ras-
MAPK-Kaskade konstitutiv aktiviert ist und durch
Zytokine noch stirker aktiviert werden kann.
Durch Inhibitoren der MAP Kinasen kann diese
Fehlregulation des Ras-MAP-Kinase-Wegs in
Nfl(-/-)-Progenitorzellen  unterdriickt ~werden
(Zhang et al. 1998b).

Auswirkungen der Neurofibromindefizienz auf sensori-
sche und sympathische Neuronen. Sensorische Neu-
ronen der kranialen Ganglien und der Spinalgan-
glien (SG) stammen vom plakodalen Ektoderm
bzw. von der Neuralleiste ab. Nach der Proliferati-
onsphase dieser Neuronen setzt die Reifungsphase
ein, die mit der Innervation der Zielgewebe ein-
hergeht. Hierbei sterben  zahlreiche, evtl.
tiberfliissige oder nicht korrekt innervierende Neu-
ronen ab, wenn der Einfluss exogener Neurotro-
phine fehlt, die von den Zielgeweben sezerniert
werden. Aus den im Folgenden diskutierten Expe-
rimenten von Vogel et al. (1995) an Neuronen aus
Nfl(-/-)-Embryonen geht hervor, dass Neurofibro-
min wihrend der Ontogenese am Erwerb der Neu-
rotrophinabhéngigkeit sensorischer und sympathi-
scher Neuronen beteiligt ist.

Das Uberleben von sensorischen Neuronen der
Spinalganglien (SG) und des Trigeminusganglions
(TG) hingt normalerweise vom Tag E12.5-13.5 an
von der Prisens des NGF ab. SG-Neuronen von
Nfl(-/-)-Embryonen, isoliert am Tag E13.5, reifen
in Kultur und iiberleben ohne den Einfluss von
NGF. Dies ist nur bei einem sehr geringen Anteil
der Wildtypneuronen zu beobachten. Vogel et al.
(1995) zeigten, dass konditioniertes Medium von
Nf1(-/-)-SG-Neuronenkulturen keine Faktoren ent-
halt, die den Wildtypneuronen das Uberleben
ermdglichen konnten. Dieser Befund schliefit aus,
dass die Nf1(-/-)-Neuronen durch autokrine NGF-
Produktion in vitro iiberleben. Auch TG-Neuronen
von Nfl(-/-)-Embryonen, isoliert am Tag E12.5,
zu einer Zeit, zu der ihr Uberleben von der NGE-
Expression in den Zielzellen abhingt, sterben im
Gegensatz zu den Wildtypneuronen in Kultur nicht
ab, sondern iiberleben mehrere Tage und bilden
Neuriten aus. Dies gilt auch fiir unreife neurofi-
bromindefiziente TG-Neuronen, die ihre Zielzellen
noch nicht erreicht haben. Das neurotrophin-
unabhingige  Uberleben  der  sensorischen

Nfl(~/-)-Neuronen ist also nicht mit einer verzo-
gerten Reifung derselben oder mit einer Stérung
der Innervation von Zielzellen zu erklidren. Neuro-
nen des Ganglion nodosum (GN) stammen nicht
von der Neuralleiste ab, sondern vom Ektoderm
der Plakode. Auch bei diesen Neuronen héngt das
Uberleben in Kultur, wenn sie am Tag E12.5 iso-
liert worden sind, von einem Neurotrophin, in die-
sem Fall von exogenem BDNF ab (brain derived
neurotrophic factor). GN-Neuronen der Nfl(-/-)-
Embryonen iberleben ohne BDNF und bilden
Neuriten aus. Die Neurofibromindefizienz bewirkt
also in Neuronen, die von der Neuralleiste und
solchen, die vom plakodalen Ektoderm abstam-
men, neurotrophinunabhingiges Uberleben.

Kulturen unreifer sensorischer Neuronen reagie-
ren nicht auf die Zugabe von Neurotrophinen.
Aber in Kulturen aus Neuronen, die wihrend der
Innervationsphase isoliert wurden, finden sich Zel-
len, die auf NGF reagieren. Diese NGF-abhingigen
Neuronen aus Nfl(-/-)-Embryonen sind 10-mal
sensitiver gegeniiber NGF als die des Wildtyps
(Vogel et al. 1995).

Sympathische Neuronen reifen spiter in der Em-
bryonalentwicklung als sensorische Neuronen. Vor
dem Tag E16 liegen in den superioren zervikalen
Ganglien (SCG) von Wildtypembryonen unreife pro-
liferierende Neuronen vor. Da die Nfl(-/-)-Embryo-
nen vor der Reifungsphase der SCG-Neuronen ster-
ben, konnten Vogel et al. (1995) nur das Verhalten
der unreifen SCG-Neuronen untersuchen. Wahrend
SCG-Neuronen der Wildtypembryonen, isoliert am
Tag E13.5, ohne Neurotrophine nach 48 h in Kultur
grofitenteils sterben, bilden gleichaltrige SCG-
Nf1(-/-)-Neuronen in Kultur Neuriten aus und iiber-
leben ohne NGF oder Neurotrophin 3 mehrere Wo-
chen. Auch bei den SCG-Neuronen konnte eine auto-
krine NGF-Produktion der Nfl(-/-)-Zellen aus-
geschlossen werden. Brannan et al. (1994) beobach-
teten bei den Nfl(~/-)-Embryonen erhéhte Zellzah-
len in paravertebralen und sympathischen Ganglien.
In allen diesen Fillen resultiert also die erhéhte Zell-
zahl aus dem von Neurotrophinen unabhingigen
Uberleben der Neuronen (Vogel et al. 1995).

Aktiviertes Ras kann die Effekte von Neurotro-
phinen, also Neuritenbildung und Uberleben von
Neuronen imitieren, wie an sensorischen Neuro-
nen des Hiithnchens gezeigt wurde (Borasio et al.
1989). Neurotrophine, die an die Rezeptorkinase
Trk binden, erhéhen den Anteil an Ras-GTP in
diesen Neuronen (Ng u. Shooter 1993). Neurofi-
bromin ist also als negativer Ras-Regulator an
dem Reifungsprozess beteiligt, der zur Abhingig-
keit von Neurotrophinen fiihrt. Interessanterweise
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ist hierbei nicht Raf, sondern die Phosphatidylino-
sitol-3-Kinase (PI3K) der wirksame Effektor von
Ras. Dies konnten Klesse u. Parada (1998) bewei-
sen, indem sie embryonale SG-Neuronen der Maus
mit verschiedenen rekombinanten adenoviralen
Expressionsvektoren transfizierten. Diese rekom-
binanten Adenoviren exprimierten jeweils domi-
nant-negative, konstitutiv aktive oder die Wildtyp-
formen der Kinasen Raf, Mek oder Erk. Keines
dieser Konstrukte vermochte das NGF-abhingige
Uberleben der Wildtypneuronen oder das neuro-
trophinunabhingige Uberleben der Nfl(-/-)-Neu-
ronen zu beeinflussen, was zeigt, dass die Differen-
zierung sensorischer Neuronen nicht iiber den
Raf-Mek-Erk-Weg reguliert wird. Nur die Expressi-
on von dominant-negativem Ras in den SG-Neuro-
nen von Wildtypembryonen beeintrichtigte das
Uberleben der Neuronen trotz Neurotrophingabe
in hohem Maf. Dies entspricht der Erwartung, da
dominant-negative Ras-Mutanten die allen Ras-Ef-
fektor-Interaktionen vorgeschaltete Ras-Aktivie-
rung hemmen. Durch Inhibitoren der PI3K sterben
sowohl die Neuronen der Nfl(-/-)-Embryonen als
auch die des Wildtyps in weniger als 24 h, was die
Bedeutung dieses Ras-Effektors fiir die Signal-
transduktionskaskade, die das Uberleben von Neu-
ronen steuert, unterstreicht. Aus diesen Unter-
suchungen an Nfl(-/-)-Neuronen geht zweifelsfrei
hervor, dass im Zug des durch Ras regulierten Er-
werbs der Neurotrophinabhingigkeit hauptsichlich
Neurofibromin als negativer Ras-Regulator wirkt.

5.2.5.4 Analyse von Doppelmutanten
aus Nf1(+/-)- u.a. Knockout-Mausstimmen

Knockout-Miuse mit Mutationen im NF1- und im
p53-Gen. Der hohe Anteil von Tumoren mit homo-
zygotem Verlust der Funktion des p53-Gens (Nigro
et al. 1989; Hollstein et al. 1994) und die Tatsache,
dass auch in malignen Nervenscheidentumoren
(MPNST) von NFIl-Patienten inaktivierende
p53-Gen-Mutationen nachgewiesen worden sind
(Menon et al. 1990, Greenblatt et al. 1994; Legius
et al. 1994) gaben Anlass, die Bedeutung des Ver-
lusts des p53-Gens fiir die Tumorgenese bei NF1
an Miusen zu erforschen, die Defekte im NFI-
und im p53-Gen tragen.

Durch die Kreuzung von Nfl(+/-)-Miusen mit
p53(+/-)-Midusen wurden doppelt heterozygote
Tiere [Nf1(+/-);p53(+/-)] oder doppelt homozygot
defiziente Embryonen [Nfl(-/-);p53(-/-)] gewon-
nen. Im Voraus sei erwihnt, dass im Gegensatz zu
den Nfl(-/-)-Embryonen, die Mehrzahl der homo-
zygot p53-defizienten Miuse {iberleben kann

(Jacks et al. 1994b). Jedoch sterben etwa 20% der
p53(-/-)-Embryonen an Verschlussfehlbildungen
des kranialen Neuralrohrs. Exenzephalie wird bei
15-18% dieser Embryonen beobachtet (Armstrong
et al. 1995; Sah et al. 1995). Doppelt homozygote
Embryonen mit dem Genotyp Nf(-/-);p53(-/-)
sterben wihrend der Embryonalentwicklung und
zeigen hiufig Exenzephalie (Vogel u. Parada 1998).
Die kooperative Wirkung von Defekten des NF1-
und des p53-Gens bei der Tumorentwicklung der
Maus wurde von Vogel et al. (1999) und Cichowski
et al. (1999) eingehend untersucht. Wie in Kapitel
5.2.5.1 ,Eigenschaften der Knockout-Miuse mit
Mutationen im NF1-Gen“ angesprochen, ent-
wickeln Nfl(+/-)-Mduse mit 18-28 Monaten vor-
nehmlich Phdochromozytome und myeloide Leu-
kimien. p53(-/-)-Méuse entwickeln im Alter von 6
Monaten v.a. Lymphome und Hémangiosarkome,
wihrend p53(+/-)-Mause mit erhohter Inzidenz an
Osteosarkomen leiden, die sie durchschnittlich im
Alter von 9 Monaten manifestieren. Die doppelt
heterozygoten Mause [Nfl(+/-);p53(+/-)], bei wel-
chen die jeweiligen Defektallele auf unterschiedli-
chen Chromosomen 11 liegen (trans-Stellung), zei-
gen eine verminderte Uberlebensrate im Vergleich
zu Miusen mit dem Genotyp Nfl(+/-);p53(+/+)
oder Nfl(+/+);p53(+/-), iiberleben aber ein Alter
von 10 Monaten und entwickeln solche Tumoren,
wie sie auch bei den Miusen mit jeweils nur ei-
nem Defektallel beobachtet wurden. Die Analyse
dieser Tumoren im Southern-Blot zeigte den Ver-
lust entweder des Wildtyp-NF1-Allels oder des
Wildtyp-p53-Allels. Im Gegensatz hierzu iiberleben
die doppelt heterozygoten Mause mit beiden mu-
tanten Allelen auf einem Chromosom 11 (cis-Stel-
lung) den 10. Lebensmonat nicht, ihre durch-
schnittliche Lebenserwartung betrigt nur 5 Mona-
te, und sie entwickeln eine signifikant erh6hte Rate
an Weichteilsarkomen (81%), die etwa 2,3-mal
héher ist als die Inzidenz dieser Tumoren bei den
doppelt heterozygoten Tieren mit trans-Stellung
der Defektallele. Mindestens 30% der Tumoren der
Miuse mit cis-Konfiguration sind $100-positiv und
als maligne periphere Nervenscheidentumoren
(MPNST) einzuordnen. Da in den MPNST der
doppelt heterozygoten Miuse mit cis-Stellung der
Defektallele der Verlust der Wildtypallele des NF1-
und des p53-Gens nachgewiesen werden konnte,
legen diese Befunde eine kooperative Wirkung bei-
der Defekte bei der Entstehung von MPNST nahe.
Es ist nicht auszuschlielen, dass auch ein Teil der
doppelt heterozygoten Tiere mit den Defektallelen
in trans-Stellung an MPNST stirbt. Thre im Ver-
gleich mit den Tieren mit cis-Stellung mehr als
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doppelt so lange 50%-Uberlebenszeit (Vogel et al.
1999; Cichowski et al. 1999) reflektiert die Selten-
heit der hierfiir hochstwahrscheinlich notwendigen
Kombination von Ereignissen: somatische Rekom-
bination und Verlust des rekombinanten Chromo-
soms mit den beiden Wildtypallelen.

Auch bei NF1-Patienten ist davon auszugehen,
dass die maligne Progression durch p53-Gen-Muta-
tionen ausgeldst werden kann [Kapitel 5.2.4.2 ,,Me-
chanismen der Tumorgenese bei NF1 Unterkapitel
»Neurofibrosarkome (MPNST)“]. NF1-Patienten lei-
den unter einem drastisch erhohten Risiko, an
MPNST zu erkranken, die hiufig aus benignen, ple-
xiformen Neurofibromen entstehen (Riccardi 1992;
Woodruff 1999). Somit eignen sich die doppelt hete-
rozygoten Nfl(+/-);p53(+/-)-Mduse als ein Modell-
system fiir die Entwicklung von MPNST.

Die kooperative Wirkung von Defekten des
NF1- und des p53-Gens spiegelt sich auch auf an-
derer Ebene wider. Sympathische Neuronen der
superioren zervikalen Ganglien (SCG) aus
p53(-/-)-Embryonen proliferieren stirker und
iiberleben in Kultur ohne Neurotrophine ldnger als
die der Wildtypméduse oder als Neuronen aus
p53(+/-)-Embryonen. Diese Unterschiede sind nur
in einem bestimmten Entwicklungszeitraum zwi-
schen E12.5 und E14.5 festzustellen, danach diffe-
rieren die Uberlebenskurven der Neuronen unter-
schiedlicher p53-Genotypen nicht mehr. Ab etwa
E15-E16 endet normalerweise die Proliferations-
phase der SCG, und die Neuronen treten mit ihren
peripheren Zielzellen in Kontakt, wobei sie diffe-
renzieren und von Neurotrophinen abhingig wer-
den. Wie die sympathischen Neuronen des Wild-
typs brauchen die p53(-/-)-Neuronen NGEF, um
vollstindig morphologisch zu reifen und zu iber-
leben. Die p53-Defizienz steigert die Proliferation
von sympathischen Neuronen in einem zeitlich be-
grenzten Fenster zwischen E12.5 und E16. Diese
Effekte wurden bei sensorischen Neuronen nicht
beobachtet. Ganz im Gegensatz hierzu reifen sym-
pathische und sensorische Neuronen von Nfl(~/-)-
Embryonen auch morphologisch und iiberleben
mehrere Wochen ohne NGE Dies ist auch bei
SCG-Neuronen doppelt defizienter Embryonen mit
dem Genotyp Nfl(-/-);p53(-/-) zu beobachten,
wobei aber im Sinn eines additiven Effekts die
Proliferationsrate bei diesen Neuronen noch stir-
ker erhoht ist. Die Embryonen dieses Genotyps
sterben wie die Nfl(-/-)-Embryonen etwa am Tag
E13.5, und mehr als 60% zeigen Exenzephalie.
Durch die Neurofibromindefizienz wird die Inzi-
denz von kranialen Neuralrohrverschlussdefekten
bei p53-defizienten Miusen stark erhoht. Die Mu-

tationen des NF1- bzw. p53-Gens zeigen also auch
auf homozygot defizientem Hintergrund des je-
weils anderen Gens einen kooperativen Effekt (Vo-
gel u. Parada 1998).

Knockout-Mduse mit Mutationen im NF1- und
P120GAP-Gen. Ein synergistischer Effekt der Neuro-
fibromin- und der pl20GAP-Defizienz beziiglich
der Auswirkungen auf den Phinotyp wurde bei
Mausembryonen beobachtet, die den Genotyp
Nf1(-/-);p120GAP(-/-) aufweisen. Embryonen, die
nur pl20GAP-defizient sind, sterben vor dem Tag
E10.5 an den Folgen schwerer Anomalien der Or-
ganisation und des Migrationsverhaltens endothe-
lialer Zellen. Bis zum 12-Somiten-Stadium sind die
p120GAP(-/-)-Embryonen unauffillig. Im 16-So-
miten-Stadium jedoch werden trotz korrekter Ver-
zweigung der intersegmentalen Arterien un-
gewohnliche ventrale Verzweigungen der dorsalen
Aorta beobachtet, deren Durchmesser dariiber hi-
naus kleiner ist als bei Wildtypembryonen. Zum
frithzeitigen Tod dieser Embryonen fiithren multi-
ple innere Blutungen durch briichige Gefifle und
eine stark eingeschrinkte Blutzirkulation. Aufler-
dem sind massive Apoptosis vornehmlich neuro-
naler Zellen und Verschlussfehlbildungen im Be-
reich des dorsalen Stammhirns zu beobachten.
Embryonen mit dem Genotyp  Nfl(-/-);
P120GAP(-/-) sterben bereits am Tag E7.5 und
weisen noch schwerere Fehlbildungen auf als die
Embryonen, die jeweils nur an einem der beiden
Genorte homozygot defizient sind. Eine besondere
Auffilligkeit, die nur bei den doppelt homozygot
mutanten Embryonen auftritt, sind grofle Areale
hyperproliferierender neuronaler Zellen im Neuro-
epithel des Stammbhirns. Die schweren Entwick-
lungstérungen der Nfl(-/-);p120GAP(-/-)-Mduse,
welche bereits bei der Anlage der Somiten auftre-
ten, zeigen, dass der Verlust zweier negativer Ras-
Regulatoren massive Storungen in multiplen Or-
gananlagen zur Folge hat. Hierbei ist zu beriick-
sichtigen, dass p120GAP auch als Effektor von ak-
tiviertem Ras fungieren kann.

Uberraschenderweise sind die heterozygoten
p120GAP(+/-)-Méduse phédnotypisch unauffillig
und leiden im Gegensatz zu den Nfl(+/-)-Méusen
nicht unter einem erh6hten Tumorrisiko. Neurofi-
bromin und GAP iiben also wihrend der Ontoge-
nese der Maus nichtredundante Funktionen aus
(Henkemeyer et al. 1995).

Knockout-Maduse mit Mutationen des NF1- und c-kit-
Rezeptor-Gens. Der Einfluss von Mutationen des
NF1-Gens auf den Phinotyp von Médusen mit ho-
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mozygot mutantem c-kit-Rezeptor wurde von In-
gram et al. (2000) untersucht. Das c-kit-Gen ko-
diert fiir eine Rezeptortyrosinkinase (RTK) vom
PDGF-Rezeptor-Typ. Die Wahl des c-kit-Gens fiir
die Konfrontation mit dem NF1-Gen-Defekt der
NF1-Knockout-Maus darf insofern besonderes In-
teresse beanspruchen, als c-kit und sein Ligand,
der Steel- oder Stammzellfaktor (SCF) die Ent-
wicklung drejer migratorischer Zellpopulationen
steuern:

o primordiale Keimzellen,

¢ Melanoblasten und

¢ himatopoetische Stammzellen.

Bei der Maus sind zahlreiche Allele des c-kit-Gens
bekannt, die an Hypopigmentierung zu erkennen
sind und unterschiedliche Grade von Animie,
Mastzellhypoplasie und Sterilitdt verursachen. De-
fekte des menschlichen c-kit-Gens liegen auto-
somal-dominanten Pigmentierungsstérungen vom
Typ des Piebaldismus zugrunde (s. MIM 164920
und 172800). Die partielle Hypopigmentierung der
Mausmutanten am c-kit-Locus trigt die Bezeich-
nung ,dominant white spotting und wird durch
SW symbolisiert. Ingram et al. (2000) verwende-
ten heterozygote Méduse mit dem bekannten W-Al-
lel W*(W*!/+), das zu einer partiellen Inaktivie-
rung der c-kit-RTK fithrt. Die durch Kreuzung mit
Nfl(+/-)-Miusen erhaltenen Miuse des Genotyps
NfL(+/-);W*/W*! zeigen eine 60-70% stirkere
Pigmentierung des Fells im Vergleich zu Mausen
des Genotyps Nfi(+/+);W*//W*'. Diese signifikan-
te Korrektur des Pigmentierungsdefekts der
W*/W*.. Miuse durch Neurofibrominhaploinsuf-
fizienz ist mit der Hypothese vereinbar, dass eine
erhohte Ras-Aktivitit an der Entstehung der Pig-
mentierungsanomalien bei NF1 beteiligt ist (s. Ka-
pitel 5.2.4.4 ,Pathogenese der nichtneoplastischen
Symptome der NF1% Unterkapitel ,Pigmentie-
rungsanomalien®).

Bei den Nf1(+/-);W*/W*! ist die Anzahl der peri-
tonealen und der kutanen Mastzellen erhoht, und
Mastzellen dieser Miuse reagieren mit stirker als
normal erhéhter Proliferation, Klonierungsausbeu-
te und Uberlebensrate auf Stimulation mit Steel-
Faktor, dem Liganden der c-kit-RTK. Dies ist nicht
nur bei Mastzellen der Nfl(+/-);W*/W*'-Miuse,
sondern auch bei Homozygoten fiir das Wildtypal-
lel der c-kit-RTK zu beobachten. Da die aktivierte
c-kit-RTK {iber die Ras-vermittelte Signaltransduk-
tionskaskade wirkt, sollten diese Effekte der Neu-
rofibrominhaploinsuffizienz auf einer erhshten
Ras-Aktivitdt beruhen. Tatsichlich kommt es
durch Stimulation von Mastzellen der Nfl(+/-);

W*/W*. Miduse mit Steel-Faktor zu einer 5-mal
héheren Aktivierung der p42MAP-Kinase (Erk2)
als bei Mastzellen von Nfl(+/+); W*/W*'-Mausen.
Neurofibrominhaploinsuffizienz wirkt also hin-
sichtlich der Ras-Aktivierung der bei W*'/W*!-Ge-
notyp bestehenden partiellen c-kit-Rezeptor-Defi-
zienz entgegen. An diesem System der Nfl(+/-);
W*/W*'. Mduse wird deutlich, dass Neurofibro-
min als negativer Regulator von Ras bei der von
aktiviertem c-kit ausgelsten Signaltransduktion
wirkt. Auflerdem lassen diese Befunde vermuten,
dass bereits die Haploinsuffizienz des NF1-Gens
Konsequenzen in Bezug auf die Eigenschaften be-
stimmter Zellsorten hat, denn Mastzellen heterozy-
goter Nfl(+/-)-Miuse, die keine Mutationen des
c-kit-RTK-Gens aufweisen, reagieren aberrant auf
Stimulation durch Steel-Faktor. Sie hyperproliferie-
ren, iiberleben linger und zeigen eine deutliche
Erhohung der MAP-Kinase-Aktivitit in Gegenwart
des c-kit-Liganden. Da Neurofibrome von NF1-Pa-
tienten einen erhdhten Mastzellgehalt haben,
konnte deren Fehlregulation durch Haploinsuffi-
zienz des NF1-Gens beim Tumorwachstum eine
wichtige Rolle spielen.

Dass Neurofibrominmangel auch zur Entstehung
von Lymphomen beitragen kann, geht aus den
Versuchen an Miusen hervor, die N-Ras iber-
exprimieren und eine Mutation des NF1-Gens tra-
gen (Mangues et al. 1998).

5.2.5.5 Chimire Mduse mit Mutationen im NF1-Gen

Da Nfl(-/-)-Embryonen in utero sterben, wurden
chimire Tiere hergestellt, die es erlauben sollen,
die Effekte der vollstindigen Neurofibromindefi-
zienz im adulten Organismus zu untersuchen. Zu
diesem Zweck sind Nfl(-/-)-embryonale Stamm-
zellen in Blastozysten von Wildtypméusen injiziert
worden (Cichowski et al. 1999). Die daraus resul-
tierenden chimdren adulten Tiere konnten in 3
Phinotypkategorien eingeteilt werden. Etwa 20%
der untersuchten Tiere, welche den hochsten An-
teil an Nf(-/-)-Zellen aufwiesen, starben im 1. Le-
bensmonat aus unbekannten Ursachen. Die beiden
Miuse mit dem Anteil von nur 15% neurofibro-
mindefizienten Zellen hatten keine reduzierte Le-
bensspanne und wiesen keine pathologischen Ver-
dnderungen auf. Die meisten Tiere waren der Ka-
tegorie von mittlerem Chiméarismusgrad zuzuord-
nen. Diese Tiere entwickelten hiufig Myelodyspla-
sien und progressive neuromotorische Defekte. Th-
re Uberlebensrate war reduziert und variierte zwi-
schen 2 und 26 Monaten. Alle Tiere dieser Katego-
rie entwickelten plexiforme Neurofibrome periphe-
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rer Nerven oder der Spinalganglien, aber keine
subkutanen oder dermalen Neurofibrome. Die ple-
xiformen Neurofibrome dieser Miuse #hnelten
vom histologischen Bild her den entsprechenden
menschlichen Tumoren. Der Anteil neurofibromin-
defizienter Zellen in den plexiformen Neurofibro-
men erwies sich als sehr hoch. Die Schwann-Zel-
len dieser Neurofibrome zeigten aber keine
S$100-Expression, wie sie in Neurofibrom-Schwann-
Zellen der NFl1-Patienten nachgewiesen werden
kann. Diese Diskrepanz ist wahrscheinlich dadurch
zu erklidren, dass Neurofibromin fiir die vollstindi-
ge Differenzierung von Neuralleistenzellen zu
$100-positiven Schwann-Zellen benétigt wird. Die
Expression des Neurofibromins setzt in Schwann-
Zellen wihrend der Mausontogenese bereits 2-3
Tage vor der S100-Expression ein. Die Vorldufer-
zellen der Neurofibrome bei den chimiren Mausen
sind von Anfang an neurofibromindefizient, wih-
rend die Prikursorzellen der humanen NF1-assozi-
ierten Tumoren heterozygot sind und sich die so-
matische Mutation, die zur Neurofibromindefizienz
fithrt, wahrscheinlich erst nach dem Einsetzen der
S100-Expression ereignet. Dies wiirde den hohen
Prozentsatz S100-positiver Zellen in humanen
Neurofibromen erkldren. Diese Beobachtungen,
dass chimidre Miuse mit einem moderaten Anteil
an neurofibromindefizienten Zellen Neurofibrome
entwickeln, nicht aber heterozygote Nf(+/-)-
Knockout-Miduse, weisen darauthin, dass die Mu-
tationsrate des Wildtyp-NF1-Allels der limitierende
Schritt bei der Neurofibromentwicklung der
Nf(+/-)-Mduse ist. Die Griinde fiir die geringere
Prisens von Nf(-/-)-Schwann-Zellen in heterozy-
goten Méusen im Vergleich zu humanen NF1-Pa-
tienten sind unbekannt. Mogliche Ursachen sind:
¢ Unterschiede der Lebensdauer und der Anzahl
der peripheren Schwann-Zellen als Targetzellen
fiir somatische Mutationen,
e verschiedene Wachstumseigenschaften der neu-
rofibromindefizienten Zellen oder
e Differenzen der somatischen Mutationsrate.

5.2.5.6 Transgene Mause

Nicht nur chimire Mause mit moderaten Anteilen
neurofibromindefizienter Zellen, sondern auch
transgene Mause sind beschrieben worden, die
Neurofibrome entwickeln. Durch die Insertion des
tax-Gens (trans regulatory factor) des humanen
T-Zell-lymphotropen Virus Typ 1 (HTLV-1) unter
der Kontrolle seines eigenen Promotors in die
Keimbahn von CD1-Miusen wurden transgene Tie-
re erhalten, die das tax-Gen exprimieren und Neu-

rofibrome entwickeln, welche sich in maligne peri-
phere Nervenscheidentumoren (MPNST) umwan-
deln konnen (Hinrichs et al. 1987). Pridilektions-
stellen fiir die Entstehung dieser Tumoren sind un-
behaarte Korperareale sowie das kraniale Nerven-
system.

Obwohl diese Tumoren eine #dhnliche zellulire
Zusammensetzung aufweisen wie NFl-assoziierte
Neurofibrome, sind bei den Neurofibromen der
HTLV-tax-Mduse Perineuralzellen die vorherr-
schende Zellsorte und die Anteile S100-positiver
Schwann-Zellen sind nur sehr gering. Bei 68% der
transgenen Maiuse wurden auch Tumoren der
adrenalen Medulla beobachtet, und etwa die Hilfte
der Tiere wies fibroblastische Irislisionen auf. Bei-
de Anomalien sind aber aus histopathologischer
Sicht nicht mit den bei NF1-Patienten auftretenden
Phdochromozytomen bzw. Lisch-Knotchen ver-
gleichbar (Green et al. 1992).

Die Entstehung der Neurofibrome in diesen
HTLV-tax-transgenen Mausen steht mit der Fihig-
keit des tax-Gen-Produkts in Zusammenhang, an
regulatorische Sequenzen im Promotor des
NF1-Gens zu binden und das NF1-Gen zu repri-
mieren, wie dies Feigenbaum et al. (1996) in vitro
zeigen konnten (s. Kapitel 5.2.2.2 ,,Charakteristika
des NF1-Gens®).

Die stabile Transfektion des tax-Gens in die
Mauszelllinie NIH3T3 fiihrte zu einer drastischen
Reduktion der endogenen Neurofibrominexpressi-
on. Jedoch fanden Feigenbaum et al. (1996) auch
in vivo deutliche Hinweise auf eine negative Regu-
lation der NF1-Gen-Expression durch das tax-Pro-
tein, da in Trigeminusganglien der HTLV-1-Mause
die Menge der NFI-mRNA im Vergleich zu den
CD1-Wildtypmiusen stark reduziert ist. Trotz die-
ser Zusammenhinge sind die HTLV-1-Mé&use nur
sehr eingeschrinkt als Tiermodell fiir NF1 ein-
zustufen, da das tax-Gen-Produkt die Expression
multipler Gene beeinflusst, und so die Entstehung
der Tumoren in diesen Tieren auch entsprechend
komplexe Ursachen haben kann, die nicht oder
nur indirekt mit den Ursachen in Zusammenhang
gebracht werden konnen, die zur Entstehung von
Tumoren bei NF1-Patienten fiihren.
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5.3 Genetische Beratung, Patientenbetreuung
und Therapie

5.3.1 Neurofibromatose Typ 1

Fiir Kinder eines NF1-Patienten besteht in der Re-
gel ein Risiko von 50%, auch an NF1 zu erkran-
ken. Das erstmalige Auftreten von NF1 in einer Fa-
milie wirft die Frage nach dem Wiederholungsrisi-
ko auf. Eine kompetente Antwort auf diese Frage
setzt das Ergebnis einer griindlichen dermatologi-
schen und ophthalmologischen Untersuchung bei-
der Eltern eines sporadischen Patienten voraus. Er-
weisen sich die Eltern als frei von jeglicher
NF1-Symptomatik, wird in der Regel davon aus-
gegangen, dass das Risiko eines 2. Kinds fiir NF1
dem des Bevdlkerungsdurchschnitts entspricht,
d.h. der Mutationsrate von maximal 1:10000. Da-
bei bleiben reine gonadale Mosaike ohne jede so-
matische Manifestation unberiicksichtigt. In wel-
chem Ausmafl das Vorkommen solcher Mosaike
das Wiederholungsrisiko gegeniiber diesem Basis-
wert erhoht, ist nicht bekannt. Fiir die Ermittlung
eines empirischen Risikos bediirfte es eines groffen
Kollektivs sporadischer Patienten und ihrer auf
oben beschriebene Weise untersuchten Eltern. Auf-
grund der auferordentlichen Seltenheit von Fami-
lien mit 2 oder mehr betroffenen Kindern von ge-
sunden Eltern kann davon ausgegangen werden,
dass das reine gonadale Mosaik bei NF1 von ge-
ringer Bedeutung ist. Findet sich eine geringfiigige
oder segmentale Ausprigung des Krankheitsbilds
bei einem der Eltern, ist das Bestehen eines gona-
dosomatischen Mosaiks prinzipiell nicht aus-
zuschliefen, und der Berater wird von einem
erhohten Risiko ausgehen miissen. Dessen Ausmafd
hingt wiederum von einer unbekannten Grofle ab:
dem Anteil mutierter Gameten in der Keimbahn.
Auch in diesem Fall miisste ein empirisches Risiko
angegeben werden, dessen Bestimmung an
geniigend umfangreichen Stichproben noch aus-
steht.

Eine prinatale molekulare NF1-Diagnose ist im
Prinzip mit fast 100%ig sicherer Aussage moglich,
wenn die in der betreffenden Familie segregieren-
de Mutation oder ein mit der Krankheit kosegre-
gierender Markerhaplotyp aus der NF1-Gen-Regi-
on schon bekannt sind. Die Verwendung der Ko-
segregation polymorpher Marker erfordert eine in-
formative Familienkonstellation moglichst mit be-
troffenen und gesunden Verwandten I Grads.
NF1-Patienten mit Kinderwunsch nehmen - nach
bisherigen Erfahrungen - die DNA-Diagnose selten

in Anspruch. Soll sie durchgefiihrt werden, ist es
zweckmiflig, vor Beginn der Schwangerschaft zu
ermitteln, ob in der Familie eine informative Kon-
stellation der Markergenotypen besteht. Sowohl
die Entscheidung, die prdnatale DNA-Diagnose
durchfiihren zu lassen, als auch die Entscheidung
fir oder gegen einen Schwangerschaftsabbruch ist
durch die Unsicherheit der Prognose des Krank-
heitsverlaufs belastet. Etwa 2/3 der NF1-Patienten
bleibt ein schwer beeintrichtigender Krankheits-
verlauf erspart; sie konnen fiir Jahrzehnte ein weit-
gehend normales Leben fiihren. Befragungen ha-
ben ergeben, dass die prinatale Diagnose von NF1
anhand bekannter Mutationen haufiger gefordert
werden wiirde, wenn der Krankheitsverlauf auf-
grund des Ergebnisses prognostiziert werden
konnte (Huson u. Upadhyaya 1994). Dies ist wegen
der variablen Expressivitit der NF1 ausgeschlos-
sen. Die obigen Entscheidungen werden verstindli-
cherweise auch vom Schweregrad der Erkrankung
des betroffenen Elternteils beeinflusst.

Obwohl NF1 bei einem hohen Anteil der Patien-
ten schon im frithen Kindesalter diagnostizierbar
ist, besteht ein gewisser Bedarf an postnataler, pra-
symptomatischer Diagnose. Diese dient dem
Zweck, bei positivem Befund die notwendige eng-
maschige Kontrolle des Krankheitsverlaufs zu ge-
wihrleisten und ggf. praventive Mafinahmen ein-
zuleiten. Die Komplikationen der NF1, welche eine
solche regelmiflige Konsultation eines erfahrenen
Kinderarztes dringend erfordern, sind u.a. die or-
thopéddischen Symptome, plexiforme Neurofibrome
und progrediente Optikusgliome. Es gehort zu den
Aufgaben des genetischen Beraters, den Familien
die Notwendigkeit der engmaschigen Uber-
wachung der Entwicklung betroffener Kinder nahe
zu bringen. Dabei sind im Lauf der Zeit andere
Fachdisziplinen, wie Neurologie, Orthopadie, Oph-
thalmologie und Dermatologie, einzubeziehen. Es
ist letztlich die Koordination der Behandlung von
NF1-Patienten durch Arzte verschiedener Diszipli-
nen, die allein ihre optimale medizinische Versor-
gung garantiert. Angeboten wird dies leider noch
an zu wenigen deutschen Universititskliniken in
der Form interdisziplindrer NF-Sprechstunden, die
von den betroffenen Familien sehr gut angenom-
men werden (in den USA: NF-clinics).

NF1-Patienten und ihre Angehérigen sind viel-
filtigen Belastungen ausgesetzt. Die Entstellungen
durch multiple diffuse oder durch plexiforme Neu-
rofibrome, die orthopédischen Komplikationen
und die mehr oder minder ausgeprigten Lernsto-
rungen und Verhaltensanomalien konnen ihr Le-
ben iiberschatten. Hinzukommen die Sorge um
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das Schicksal der betroffenen Kinder und die

Angste im Zusammenhang mit der Progredienz

der Krankheit und dem Malignititsrisiko. Der An-

blick eines schwer betroffenen NF1-Patienten kann
bei jugendlichen Patienten und bei gesunden oder
leicht betroffenen Erwachsenen mit betroffenen

Kindern eine starke emotionale Belastung auslo-

sen. Dies geschieht oft bei den Treffen der Selbst-

hilfegruppen. Gerade von den lebendigen und oft
sehr tatkriftig gefiihrten Selbsthilfegruppen wird
andererseits ein Teil der psychosozialen Biirde, die
auf NF-Familien lastet, aufgefangen. Generell sind
bei den Neurofibromatosefamilien die psychothe-
rapeutischen Fédhigkeiten der genetischen Berater
in besonderer Weise gefragt, umso mehr, als sich

NF1-Patienten oft von anderen Arzten im Stich ge-

lassen fiihlen. Noch heute wird die Krankheit oft

erst im 3. oder 4. Lebensjahrzehnt diagnostiziert.
Die Ziele kausaler Therapien definieren sich von
den besonders belastenden Symptomen her:

o Verhinderung des Wachstums der Neurofibrome
und der malignen Entartung ihrer plexiformen
Varianten;

¢ Erhaltung der normalen Ultrastruktur der Kno-
chensubstanz;

e Erhaltung der normalen Zytoarchitektur der ar-
teriellen Gefifiwinde und

o Korrektur der Folgen der Migrations- und Pro-
liferationsanomalien von Neuronen und Astro-
glia im Gehirn.

Wiren alle diese Ziele erreicht, wenn es gelinge,

rechtzeitig (d.h. vermutlich perinatal) die intrazel-

luldre Neurofibrominkonzentration zu korrigieren?

Vieles von dem in dieser Ubersicht Diskutierten

spricht dafiir. Dies erfordert keineswegs unbedingt

den Ersatz des Defektallels am NF1-Locus durch
ein normales Allel in vielen Korperzellen - ein
utopischer Ansatz. Vielmehr miisste versucht wer-
den, die Neurofibrominproduktion des normalen

Allels hoch zu regulieren oder, posttranslational

den Abbau des Neurofibromins zu hemmen (Kauf-

mann et al. 1999). Hinweise auf eine posttrans-
lationale Regulation des Neurofibrominspiegels
wurden in Kapitel 5.2.3.3 ,Regulation der

NF1-Gen-Expression und der Neurofibrominaktivi-

tat“ diskutiert.

Andere mogliche Strategien einer kausalen Thera-
pie der NF1 zielen auf die Verminderung der
durch Neurofibrominhaploinsuffizienz erhéhten
Ras-Aktivitit oder ihrer Folgereaktionen. Farnesyl-
transferaseinhibitoren (FTI), welche die posttrans-
lationale Prenylierung von Ras und damit ihre
Membranverankerung verhindern, iiben an neuro-

fibromindefizienten Zelllinien in vitro die erwarte-
te wachstumshemmende Wirkung aus [Ubersicht:
Weiss et al. (1999)]. Auch durch spezifische Inhibi-
toren von MEK koénnen in vitro Transformations-
parameter von Zelllinien revertiert werden.
Schliefllich ist auch die Phosphatidylinositol-3-Ki-
nase (PI3K) als einer der Ras-Effektoren ein poten-
zielles Zielmolekiil fiir Inhibitoren gesteigerter
Ras-Aktivitdt. Durch aktivierte PI3K gebildete
3’-phosphorylierte Phosphoinositide aktivieren die
antiapoptotisch wirkende Proteinkinase B (auch
als Akt bezeichnet). Somit bewirkt eine Hemmung
der PI3K eine Aktivierung der Apoptose.

Der Gentherapie z.B. durch Korrektur von
Punktmutationen oder durch spezifischen Aus-
tausch von Defektallelen durch das Wildtypallel
stehen bei NF1 erhebliche Schwierigkeiten ent-
gegen. Die Grofle des Gens, die Erreichbarkeit gro-
Ber Anteile der betroffenen Zellpopulationen, die
jeweilige zelltypspezifische Einbindung des Neuro-
fibromins in die Ras-Regulation sind nur einige
der Hiirden, die zu iiberwinden wiren.

5.3.2 Neurofibromatose Typ 2

Auch NF2 wird mit nahezu vollstindiger Pene-
tranz vererbt; Nachkommen von NF2-Patienten ha-
ben ein Risiko von 50%, an NF2 zu erkranken. Ei-
ne Einschrankung dieser Regel ist auch hier durch
den Mosaikstatus eines leicht oder segmental be-
troffenen Patienten gegeben, dessen kleineres Risi-
ko, an NF2 erkrankte Kinder zu bekommen, quan-
titativ nicht abschitzbar ist. Die variable Expressi-
vitdt ist bei NF2 nicht so extrem ausgeprigt wie
bei NF1; es besteht eine grofere Ahnlichkeit des
Krankheitsverlaufs innerhalb betroffener Familien
als interfamilidr. Schweregrad und Manifestations-
alter sind also bei der NF2 eher prognostisch er-
giebige Faktoren als bei der NF1. Retrospektive
Studien zeigen, dass zwischen dem Zeitpunkt des
Auftretens erster Symptome und der Diagnose
»NF2“ in der Regel viele Jahre vergehen. Ange-
sichts der infausten Prognose ist dies eine bekla-
genswerte Situation, die naturgemaf} besonders die
sporadischen Patienten trifft. Obwohl 98% der
NF2-Patienten Vestibularisschwannome bekommen
(85% bilateral), macht sich NF2 oft zuerst durch
die okuldren Anomalien (oft asymptomatisch, aber
nachweisbar) oder durch einzelne kutane Schwan-
nome oder (seltener) Neurofibrome bemerkbar.
Diese Anzeichen konnen eine Verdachtsdiagnose
auf NF2 im frithen bis mittleren Kindesalter be-
griinden, auf die hin die Uberwachung des ZNS
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mit leistungsfahigen bildgebenden Verfahren in re-
gelmafligen Abstinden erfolgen sollte. Nur kleine
Vestibularisschwannome sind Gehor erhaltend
operabel. Bei asymptomatischen spinalen Tumoren
ist vor dem Einsatz aggressiver neurochirurgischer
Verfahren die Progredienz zu priifen, da manche
dieser Tumoren fiir lange Zeit asymptomatisch
bleiben und mit operativen Eingriffen groferer
Schaden angerichtet werden kann. Patienten mit
unilateralem sporadischem VS haben eine umso
hohere Wahrscheinlichkeit, spiter an NF2 zu lei-
den, je jiinger sie sind [ungefihr 50% mit 15, un-
gefdhr 2% mit 55 Jahren; Evans et al. (1993)].
Folglich sind auch solche jugendlichen Patienten
der engmaschigen Uberwachung zuzufiihren.

Als Alternative zur klinischen steht die moleku-
lare NF2-Diagnose zur Verfiigung, die - wie bei
NF1 - aufgrund bekannter Mutation oder informa-
tiver Familienkonstellation an polymorphen DNA-
Markern mit fast 100%iger Sicherheit durch-
gefiihrt werden kann. Die Suche nach der Mutati-
on ist auch bei NF2 noch bei 20-30% der Patien-
ten erfolglos, jedoch sind noch keine Studien be-
kannt, in denen alle verfiigbaren Methoden einge-
setzt worden wiéren. Bei einem durchschnittlichen
Sterbealter von 36 Jahren und einer mittleren
Uberlebenszeit nach der Diagnose von 15 Jahren
ist die pranatale Diagnose mit der Option einer In-
terruption bei NF2 von groflerer Bedeutung als bei
NF1. Entsprechend werden diese Mdoglichkeiten
von NF2-Patienten und ihren Angehérigen eher in
Betracht gezogen. Allgemein ist zu beachten, dass
die sachgemifle medizinische Versorgung und Be-
treuung von NF2-Patienten der Zusammenarbeit
von Otolaryngologen, Audiologen, Neurochirurgen
und Humangenetikern bediirfen.

5.4 Neurofibromatose Typ 2 (NF2)
5.4.1 Geschichte

Eine ,zentrale“ oder ,intrakraniale Form® der NF
wurde kurz vor Beginn des 20. Jahrhunderts von
der peripheren Neurofibromatose abgegrenzt, je-
doch wurden beide Formen noch fiir lange Zeit als
Varianten der Von-Recklinghausen-Neurofibroma-
tose angesehen. Die Geschichte der Abgrenzung
der NF2 von NF1 ist von Ahn et al. (1996) zusam-
mengefasst worden.

Schon 1920 war wiederholt auf die hereditire
Natur der Pridisposition zu ,Akustikusneurino-

men“ hingewiesen worden, bei denen es sich in
Wirklichkeit um Vestibularisschwannome handelt.
Der autosomal-dominante Erbgang der NF2 ergab
sich eindeutig aus der Analyse der berithmten
5-Generationen-Familie, iiber die Gardner u. Fra-
zier (1930) berichteten, nach denen spiter die
leichtere Verlaufsform der NF2 benannt wurde.
Das in dieser Familie beobachtete Segregationsver-
hiltnis lie auf eine hohe Penetranz des Gende-
fekts schlielen. Durch zahlreiche Studien wurde
dies in den Folgejahren bestitigt, sodass von Sei-
ten der Formalgenetik eine solide Basis fiir die
Kopplungsanalyse gegeben war. Es waren aber zu-
erst tumorzytogenetische Untersuchungen, welche
die Aufmerksamkeit auf das Chromosom 22 lenk-
ten. Am Anfang stand die Entdeckung des Verlusts
eines Chromosoms 22 oder von Teilen seines lan-
gen Arms (22q) in etwa 50% der Meningeome
(Zang 1982). Dieser erste Nachweis einer definier-
ten Chromosomenanomalie in soliden Tumoren
und die hdufige Assoziation von Meningeomen mit
VS bei der zentralen Form der NF veranlassten
Seizinger et al. (1986) zu einer umfangreichen Su-
che nach LOH fiir 3 Marker auf 22q und weitere
20 Sequenzpolymorphismen auf 11 anderen Chro-
mosomen an 21 VS, Allelverluste an mindestens 1
der 3 polymorphen Marker des Chromosoms 22
zeigten 7 dieser Tumoren, wihrend solche Verluste
auf keinem der anderen Chromosomenarme nach-
gewiesen werden konnten. Damit war die Kopp-
lungsanalyse auf den langen Arm des Chromosoms
22 verwiesen. Mit Hilfe eines der Marker von 22q,
eines BglII-RFLP, bewiesen Rouleau et al. (1987)
an einer 5-Generationen-Familie die Kopplung des
NF2-Gens mit diesem Marker innerhalb eines In-
tervalls von 20 cM auf 22q nach. Damit war NF2
als gesonderte genetische Entitdt etabliert und es
konnte mit den Bemithungen um die positionelle
Klonierung des NF2-Gens begonnen werden. Dies
nahm fast 6 Jahre in Anspruch; die Ergebnisse
werden in Kapitel 5.4.3 ,Das menschliche
NF2-Gen“ besprochen.

5.4.2 Krankheitsbild der NF2

Eines der Ziele der Standardisierung der diagnos-
tischen Kriterien fiir NF1 war es, die friiher als
zentrale Neurofibromatose“ bezeichnete NF2
exakt von NF1 abzugrenzen. Es bedurfte deshalb
auch der verbindlichen Definition der Kriterien
fiir NF2. Im Gegensatz zu den Bestimmungen, die
fiir NF1 getroffen wurden, wurden bei NF2 die
Kriterien fiir die Diagnose des ,vollstindigen
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Krankheitsbilds“ von solchen fiir den ,Verdacht

auf NF2“ unterschieden. Diese beiden Anweisun-

gen der NIH Consensus Conference (1987) sind in
der durch Gutmann et al. (1997a) revidierten

Form in Tabelle 5.23 aufgefiihrt.

NF2 (MIM 101000) ist etwa 10-mal seltener als
NF1; die Inzidenz liegt bei 1:40000. Das Leitsymp-
tom der NF2 ist das bilaterale Vestibularisschwan-
nom, ein Tumor, der bis zur Festlegung der diag-
nostischen Kriterien allgemein als Akustikusneuri-
nom bezeichnet wurde. Nicht erst durch die mo-
dernen bildgebenden Verfahren ist jedoch erkannt
worden, dass dieser Tumor vom vestibuliren
Zweig des VIIL. Hirnnervs ausgeht. Mindestens
85% der NF2-Patienten haben in der 2. Hilfte ih-
res 3. Lebensjahrzehnts bilaterale Vestibularis-
schwannome. Werden auch unilaterale VS beriick-
sichtigt, leiden 98% der NF2-Patienten an diesem
Tumor.

Wie bei Heterozygotie fiir einen Tumorsuppres-
sorgendefekt zu erwarten, werden VS bei NF2-Pa-
tienten in einem fritheren Alter symptomatisch als
sporadische unilaterale VS. Nach einer Studie an
englischen Patienten (Evans et al. 1992a,b) war
das durchschnittliche Alter des Auftretens erster
Symptome 21,6 Jahre, das der Diagnose NF2 27
Jahre, wihrend die sporadischen Tumoren erst
nach der 4. Lebensdekade diagnostiziert wurden.
Die Symptome sind:

e sensorineuraler Horverlust mit Tinnitus und/
oder Vertigo, bedingt durch Druck auf den N.
vestibulo-cochlearis,

¢ Gangunsicherheit in Folge von Gleichgewichts-
stérungen.

Groflere VS konnen auch den N. facialis in Mitlei-

denschaft ziehen, wodurch es zu

o verinderter Sensorik,

e Verzerrungen und Schwiche der Gesichtsmus-
kulatur kommt.

VS von NF2-Patienten unterscheiden sich oft mor-

phologisch von sporadischen VS durch ihre lobu-

lire Struktur und durch in den Tumor einbezoge-
ne Nervenfasern. Die VS von NF2-Patienten, wie
auch die sporadischen VS, bilden sich bevorzugt
am inneren Gehorgang (Meatus acusticus inter-
nus). Thre Wachstumsgeschwindigkeit variiert so-
wohl intra- als auch interindividuell erheblich.

Dies erfordert eine liickenlose Kontrolle des

Krankheitsverlaufs. Mit Ausnahme des ersten kra-

nialen Nervs kénnen Schwannome bei NF2 an al-

len kranialen und peripheren Nerven entstehen.

Die erhohte Proliferationstendenz der Schwann-

Zellen bei NF2 4uflert sich in dem Phdnomen der

Schwannosis, worunter multiple, lokale Verdickun-

Tabelle 5.23. Die von Gutmann et al. (1997a) revidierten di-
agnostischen Kriterien fiir Neurofibromatose Typ 2 (NF2)
der NIH Consensus Development Conference (1987) und fiir
die Verdachtsdiagnose auf NF2

Die Diagnose der NF2 ist zu stellen, wenn ein Patient Fol-
gendes aufweist

« Bilaterale vestibulire Schwannome (VS)

dargestellt durch entsprechende bildgebende Verfahren
wie CT bzw. NMR mit Gadoliniumkontrast

oder

Einen Verwandten I. Grads mit NF2 und

ein unilaterales VS im Alter <30 Jahre oder

zwei der folgenden Kennzeichen:

Meningeom, Gliom, Schwannom, juvenile posteriore
subkapsulire Linsentriibungen/juvenile kortikale Kata-
rakt

Verdacht auf NF2 besteht bei Personen mit den folgenden
klinischen Kennzeichen

Unilaterales VS im Alter <30 Jahre und

mindestens | der folgenden Zeichen:

Meningeom, Gliom, Schwannom, juvenile posteriore
subkapsulire Linsentriibungen/juvenile kortikale Kata-
rakt

Multiple Meningeome (2 oder mehr) und

unilaterales VS im Alter von <30 Jahre oder

eines der folgenden Zeichen:

Gliom, Schwannom, juvenile posteriore subkapsuliire
Linsentriibungen/juvenile kortikale Katarakt

.

gen peripherer Nervenfasern zu verstehen sind,
hinter denen sich lokale, mikroskopische Ansamm-
lungen von Schwann-Zellen verbergen.

Fiir lange Zeit unbeachtet blieben bei NF2 die
multiplen spinalen Tumoren, die nach einer Studie
von Mautner et al. (1995) bei 89% (76/85) der Pa-
tienten nachgewiesen wurden. Parry et al. (1994)
sahen spinale Tumoren bei 75% derjenigen Patien-
ten, bei denen alle 3 Segmente der Wirbelsdule un-
tersucht wurden; die durchschnittliche Anzahl pro
Patient lag bei 8. Es handelt sich um Schwannome,
Ependynome, Meningeome und Neurofibrome.
Diese Tumoren tragen wesentlich zur Morbiditit
und Mortalitit der NF2 bei (Mautner et al. 1996a).

Auch bei den multiplen kranialen und spinalen
Meningeomen der NF2-Patienten sind Erkran-
kungs- und Diagnosealter gegeniiber denen der
sporadischen Meningeome zu jiingeren Jahren ver-
schoben. Die von diesen in der Regel benignen Tu-
moren verursachte Symptomatik reicht - je nach
Lokalisation - von allgemeiner Schwiche, Krimp-
fen, sensorischen Stérungen bis zu Gedichtnis-
storungen und Personlichkeitsverinderungen. Spi-
nale Meningeome konnen Parésthesien, Schwiche-
gefiihl in den Beinen und Miktionsstrungen her-
vorrufen. Mindestens 50% der NF2-Patienten ha-
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ben Meningeome (Evans et al. 1992b; Parry et al.
1994). Gelegentlich ist auch der N. opticus von ei-
nem Meningeom befallen, was im Zusammenhang
mit den kutanen Manifestationen der NF2 (s. un-
ten) zur Fehldiagnose ,NF1“ Anlass geben kann,
wenn der Tumor irrtiimlich als Optikusgliom ge-
deutet wird.

Eine seltenere Komplikation der NF2 entsteht
durch Tumoren der zentralen Glia (Astrozytome,
Oligodendrogliome und Ependynome), von denen
die Ependynome mit bis zu 75% den gréfiten An-
teil stellen. Auch diese Tumoren treten meistens
multipel auf und befallen vorrangig das Riicken-
mark intramedulldr. An die oben erwihnte peri-
phere Schwannosis erinnern die Mikrohamartome
der zentralen Glia, die bei einem hohen Anteil der
NEF2-Patienten im zerebralen Kortex und intrame-
dulldr im Hinterhorn liegen. Sie bestehen aus aty-
pischen Zellen vermutlich astrozytischen Ur-
sprungs und fungieren nicht als pridneoplastische
Lisionen (Wiestler et al. 1989).

Dass sich ein Teil der spinalen Tumoren bei
NF2 als Neurofibrome erweist, deutet auf eine un-
scharfe Abgrenzung der beiden Formen der NF
hin. Eine stirker ausgepriagte Uberlappung der
Symptomatik von NF2 und NF1 wird an den Haut-
manifestationen erkennbar. Werden die von Evans
et al. (1992a,b) und von Parry et al. (1994) unter-
suchten Patientenkollektive vereinigt, hatten 72
von 161 NF2-Patienten CALF (44,7%); das diag-
nostische NF1-Kriterium von mindestens 6 CALF
erreichten allerdings nur 2 dieser Patienten (1-mal
6, 1-mal 8). Die Hiufigkeit von CALF bei Personen
ohne tastbare Tumoren wurde von Crowe u. Schull
(1953) an mehr als 6800 Personen zu 10,1% be-
stimmt. Zwar unterscheiden sich die CALF der
NE2-Patienten dadurch von denen der NF1-Patien-
ten, dass die Anzahl von Melaninmakroglobuli in
den Melanozyten nicht erhoht ist (Martuza et al.
1985), doch ist bei NF1 und NF2 offenbar die glei-
che Zielzelle betroffen, epidermale Melanozyten,
und die Anzahl der Personen mit 1 oder mehr
CALF ist bei NF2-Patienten um den Faktor 4,4, die
der Personen mit mehr als 3 CALF auf das 28Fa-
che erhoht. So scheinen die beiden Gene, wenn
auch auf unterschiedliche Weise, am Zustande-
kommen dieser Pigmentierungsanomalien beteiligt
zu sein. Gesprenkelte Hyperpigmentierung in
feuchtwarmen Hautfalten ist bei NF2 nicht beob-
achtet worden; Lisch-Knétchen der Iris sind bei
NF2-Patienten eine Seltenheit. Diese Unterschiede
lassen ebenfalls eine gewisse Spezifitdt der Auswir-
kungen von NF1- und NF2-Gen-Mutationen auf
Pigmentierungsmechanismen erkennen.

Multiple Hauttumoren sind die andere Form
der Hautmanifestationen der NF2. Die abermalige
Zusammenfassung der beiden oben genannten Stu-
dien ergibt, dass Hauttumoren bei 110 von 162 Pa-
tienten auftraten (67,9%), mit durchschnittlich 7-8
Tumoren pro Patient. Mautner et al. (1997) beob-
achteten Hauttumoren bei 52 von 88 NF2-Patien-
ten (59,1%) und fanden im Mittel 8-9 Tumoren
pro Patient. Die hichste Anzahl von Hauttumoren,
die in diesen 3 Studien bei einem Patient gezahlt
wurden, war 38. Das Vorhandensein und die An-
zahl von Hauttumoren waren mit dem Schwere-
grad des Krankheitsbilds korreliert, wobei die An-
zahl der von VS verschiedenen intrakranialen
(=>2: schwer betroffen) und spinalen Tumoren
(>4: schwer betroffen) zur Klassifizierung diente
(Mautner et al. 1997). Hiernach hatten 24% der
leicht und 71% der schwer betroffenen NF2-Pa-
tienten Hauttumoren. Die grofle Mehrzahl dersel-
ben sind kapselbegrenzte Schwannome. Bis zu
20% der Hauttumoren haben das duflere Erschei-
nungsbild typischer kutaner Neurofibrome (Evans
et al. 1992b). Histopathologisch wurde dies an ei-
nem Anteil der Tumoren bestitigt (Parry et al.
1994). In einer Serie von 29 typisierten Hauttumo-
ren der NF2-Patienten erwiesen sich 5 als Neurofi-
brome und 2 als gemischte Tumoren mit Anteilen
von Schwannom- und Neurofibromgewebe. Eine
gewisse Uberschneidung der Symptomatik von
NF1 und NF2 besteht also nicht nur im Bereich
der Pigmentierungsanomalien, sondern auch in
dem der spinalen und kutanen Tumoren.

Das gilt in geringerem Ausmafl auch fiir die
okuldren Anomalien, auch wenn die vereinzelten
Beobachtungen von wenigen Lisch-Knétchen bei
NF2-Patienten aufler acht gelassen werden. In 2
Studien hatten insgesamt 94 von 107 NF2-Patien-
ten okulire Anomalien, in manchen Fillen waren
diese die Erstmanifestation der Krankheit (Parry
et al. 1994; Ragge et al. 1995). Linsentriibungen
und Retinahamartome stellen den gréfiten Anteil
der Augensymptome; dariiber hinaus kann es
durch epiretinale Membranen, Gliome der Fovea
oder durch Meningeome am N. opticus zu Beein-
trichtigungen des Visus kommen. Die Lin-
sentriibungen sind von dreierlei Art:
¢ posteriore subkapsulidre Katarakt,

o kapsuldre Katarakt und

o kortikale Katarakt.

Diese 3 Formen der Katarakt konnen auch in
Kombination miteinander vorkommen. Die Ha-
martome der Retina konnen von der Retina selbst
oder vom Pigmentepithel ausgehen. Sie zhneln de-
nen, die bei NF1 oder bei der tuberdsen Sklerose
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(TSC) beobachtet werden, erreichen aber nicht das
fiir Letztere charakteristische Stadium der Maul-
beertumoren. NF2-Patienten mit Retinahamarto-
men zeigen in der Regel eine frith manifestierende,
schwere Verlaufsform der Krankheit.

Als weitere Anomalien, die im Symptomenspek-

trum der NF2 angetroffen werden, sind zu nennen:

¢ Meningeoangiomatose, manifestierend in Form
lokaler Herde begrenzter Hyperproliferation von
Meningeothelzellen mit variabler Gefiflbetei-
ligung, als isolierte Lasionen oder raumlich as-
soziiert mit Meningeomen oder Gliahamarto-
men.

Louis et al. (1995) sahen in diesen hamartdsen be-

nignen Wucherungen den Ausdruck einer

erhohten Proliferationstendenz der Meningeothel-
zellen infolge der Heterozygotie fiir Defektmutatio-
nen des NF2-Gens.

e Kalziumablagerungen im Gehirn, die denen &h-
neln, welche bei TSC regelmifig beobachtet
werden. Zu Tumoren oder hamartsen Verin-
derungen besteht keine Korrelation.

¢ Kombiniert sensorische und motorische peri-
phere Neuropathie der distalen Extremititen,
wie sie gelegentlich auch bei NF1 gefunden
wird. Diese Komplikation steht vermutlich in ei-
nem ursdchlichen Zusammenhang mit der oben
beschriebenen Schwannosis.

5.4.3 Das menschliche NF2-Gen

Durch Kopplungsstudien wurde das NF2-Gen auf
Chromosom 22 lokalisiert (Rouleau et al. 1987).
Hierfiir sprachen auch der hiufig zu beobachtende
Verlust von Chromosom 22 oder die partielle Dele-
tion dieses Chromosoms in Meningeomen und
Schwannomen (Seizinger et al. 1986, 1987c; Du-
manski et al. 1987). Segregationsstudien in betrof-
fenen Familien und die Analyse von NF2-Patienten
mit Deletionen der NF2-Gen-Region ermdglichten
eine Eingrenzung der Kandidatenregion und da-
nach die positionelle Klonierung des NF2-Gens
(Trofatter et al. 1993; Rouleau et al. 1993). Mittler-
weile sind zahlreiche Mutationen dieses Gens bei
NF2-Patienten (s. Kapitel 5.4.4.1 ,Mutationenspek-
trum des NF2-Gens“) und als somatische Defekte
in sporadischen Tumoren beschrieben worden.

Das NF2-Gen liegt im Bereich der Bande
22q12.2 zwischen dem NEFH- (NEFH: neurofila-
ment heavy subunit) und dem MTMR3-Gen
(MTMR3: myotubularin related protein 3). Es wird
in Richtung 22cen—22qter transkribiert. Die abge-

leitete Proteinsequenz zeigt eine hohe Ahnlichkeit
zu den Proteinen Ezrin, Radixin und Moesin
(ERM-Proteine), was dazu veranlasste, das
NF2-Protein als Merlin zu bezeichnen (moesin ez-
rin radixin like protein) (Abb. 5.6, 5.7). In der Li-
teratur wird fiir das NF2-Protein auch der Name
Schwannomin verwendet, da der Funktionsverlust
zur Entstehung von Schwannomen fiihrt und Ves-
tibularisschwannome die charakteristischen Tumo-
ren der NF2 sind.

Auf genomischer Ebene iiberspannt es etwa
120 kb und kodiert fiir einen Leserahmen von 1785
Nukleotiden, gerechnet vom Translationsstart bis
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Abb. 5.6. Vergleich der Mitglieder der ERM-Familie, Ezrin,
Radixin und Moesin, mit Merlin und dem Bande-4.1-Pro-
tein. Bei den ERM-Proteinen und Merlin kénnen eine globu-
lire N-terminale Domine, eine a-helikale und eine C-termi-
nale Domine unterschieden werden. Ein Abschnitt mit meh-
reren Prolinresten trennt die a-helikale von der C-termina-
len Domine bei Ezrin, Radixin und Merlin. Im Bereich der
N-terminalen Assoziationsdomane (N-ERMAD) binden ver-
schiedene Interaktionspartner der ERM-Proteine, wie CD44,
CD43, ICAM-1, -2, -3, MBS (Myosin bindende Untereinheit
der  Myosinphosphatase), ~PIP, (Phosphatidylinositol-
4,5-Bisphosphat) usw. Ezrin weist im a-helikalen Bereich ei-
ne Bindungsstelle fiir die RII-Untereinheit der Proteinkinase
A auf. In der C-terminalen Doméne (C-ERMAD) liegt die
hochaffine Aktinbindungsstelle der ERM-Proteine. Bei der
Angabe der Linge der jeweiligen Proteine wurde auch das
Methionin in Position 1 beriicksichtigt, obwohl es bei Ezrin
und Moesin posttranslational abgespalten wird. Die Amino-
sduresequenzidentitit in Bezug auf Ezrin ist fiir die N-termi-
nale Domiane und den Rest des Proteins in % angegeben
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<« Abb. 5.7. Vergleich der Aminosduresequenzen von Merlin

(Protein Information Ressource Accession no. $33809), Ezrin
(A34400), Moesin (A41289) und Radixin (A46127), graue Un-
terlegungen Aminosduren, die bei allen MERM-Proteinen
konserviert sind, schwarze Pfeilspitzen Positionen der Missen-
se-Mutationen (n=20) in der Aminosduresequenz des Mer-
lins, unter diesen sind die durch den Austausch kodierten
Aminoséduren angegeben. In den Klammern neben den Sym-
bolen der durch die Mutation kodierten Aminosiuren sind
Angaben zum Schweregrad der NF2 vermerkt, M milder Phi-
notyp, I intermedidr, S schwer, U unbekannt. In den Klam-
mern ist auch die Art des Aminosdureaustausches angegeben,
k konservativ, nk nichtkonservativ. Bei 4 Missense-Mutationen
wurde die allelische Expression erhoben; diese sind durch die
Vermerke ,,gleich“ (gleiche Expression des mutanten und des
Wildtypallels) und ,ungleich“ (verringerte Expression des
mutanten Allels gemessen auf mRNA-Ebene) gekennzeichnet.
Nach Jacoby et al. (1999) und MacCollin (1996)

N-terminale Doméane

zum Stoppkodon der Isoform 1, welche zuerst ent-
deckt wurde. Diese Isoform 1 des NF2-Transkripts
besteht aus 16 Exons (Exon 1-15 und 17) und ko-
diert fiir ein Protein aus 595 Aminosduren (Abb.
5.8). Neben der Isoform 1 zihlt die Isoform 2 zu
den am héufigsten exprimierten Transkripten des
NF2-Gens. Sie unterscheidet sich von der Isoform
1 dadurch, dass Exon 16 infolge normalen Splei-
ens der Introns 15, 16 und 17 erhalten bleibt. Da
jedoch das 12. Kodon in Exon 16 ein Stoppkodon
ist, entsteht bei der Translation dieses Transkripts
ein um 5 Aminosduren verkiirzter C-Terminus
(Abb. 5.9). Neben den Isoformen 1 und 2 existie-

alpha-helikale Domane C-terminale Doméne

Isoform 1
1 48 80 121 149 172200 225 270 295 333 374 446 482 525 LICTINS
|14 | 126 | 123 |84 |69 |83 | 76 | 135 |75] 114 | 123" | 218 106 | 128 | 163 |47
b I 7 T 5 T Tl s [siwwl Z T | w 1 % J7] 595 AS
1 115 241 34 448 517 600 676 811 886 1000 1123 1341 1447 1575 1738 1785
Isoform 2
TGA
]
C [ T 2 T 3 T2aTs5Te] 71 & Je] 0 1 1 1 12 I 3 [ » [ 5 Tl 590 AS
Ex1a Ex 16
J17, W
d 1 {2 [ 3 JaTsTe] v 8 [el 10 ] 0 ] 12 [ T 1 15 f17]
Mer151
0 AS
e
Mer150
TAG
| [ 2 [ 3 T aT5s5Tsel 781 2 259AS
1 15 4 364 448 517 600 676 764 1851 1575
Mer162
TAG
1T 2 T 35 11 165 AS
1 115 241 364 448 1738 1785

Abb. 5.8a-e. Schematische Darstellung der Organisation ko-
dierender Exons der Transkriptisoformen des NF2-Gens in
Relation zur Lage der Proteindominen (a). Die Isoform 1
(b) besteht aus 16 Exons, die als weifle Rechtecke mit den
entsprechenden Exonbezeichnungen dargestellt sind. Unter-
halb dieser Darstellung sind die Nukleotidpositionen wie-
dergegeben, welche die Exons begrenzen, wobei das Adenin-
nukleotid des Startkodons als 1 gesetzt wurde. Die Grofen
der jeweiligen Exons sind oberhalb der Rechtecke in kur-
siven Zahlen angegeben. Isoform 1 (b) kodiert fiir 595 Ami-
nosduren (AS), die jeweils ersten und letzten Aminosiure-
positionen jedes Exons sind oberhalb dargestellt. ¢ Die Iso-

form 2 mit verkiirztem C-Terminus durch die Insertion von
Exon 16 kodiert fiir 590 AS. d Zusammenfassung der ver-
schiedenen alternativen Spleiflereignisse, die zu Deletionen
der Exons 2, 3, 8, 10 und 15, bzw. der Insertion von Exon
la und Exon 16 fithren. In welcher Kombination diese alter-
nativ gespleifiten Exons in entsprechenden Transkripten auf-
treten bzw. fehlen, kann nur fiir die Isoformen Merl5},
Mer150 und Mer162 angegeben werden (e), da die entspre-
chenden cDNA-Formen vollstindig charakterisiert worden
sind. Bei den Isoformen Mer151 und Merl50 kommt es
durch alternatives Spleifien zu einer Veridnderung des Lese-
rahmens in den Exons 13 und 14 (grau)
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Isoform 1

Ex. 15 Ex.17

1735 AAG|CTC ACC TTG CAG AGC GCC AAG TCC CGA GTG GCC TTC TTT GAA GAG CTC TAGCAGGTG
K |IL T L @@ S A K S R V A F F E E

Isoform 2

Ex. 15 Ex.16

1735 BAAG|CCT CAA GCC CAA GGC AGA AGA CCT ATC TGC ATT TGAGCCCT TCACCTTGCAGAGCGCCAAGTCCCGAGTGGCC
K |pP @ A ¢ ¢ R R P I ¢ 1 *

Spleii-Isoform D208

Ex. 14
1567 AAA GAA AAC
K E N

Ex.17

s P o] R A P s P

Abb. 5.9, Vergleich der C-terminalen Nukleotid- und daraus
abgeleiteten Aminosduresequenzen der Transkriptisoformen
1, 2 und der Variante D208, bei welcher durch alternatives
Spleiflen Exon 15 deletiert und der Leserahmen in Exon 17

ren noch zusitzliche Transkriptvarianten des NF2-
Gens, die durch alternatives Spleiflen entstehen
und die im Zusammenhang mit der Struktur der
durch sie kodierten Proteine in Kapitel 5.4.5.2
»Spleifibedingte Isoformen des Merlins“ vorgestellt
werden.

5.4.3.1 Interspeziesvergleiche des NF2-Gens

Das Transkript eines zum menschlichen NF2-Gen
homologen Gens ist sowohl bei der Maus und der
Ratte als auch bei der Fruchtfliege Drosophila cha-
rakterisiert worden. Dies ermdglichte es, den Grad
der phylogenetischen Konservierung des NF2-Gens
und das Expressionsspektrum des Merlins in die-
sen Organismen zu erfassen. Die Analyse der
Transkripte und der davon abgeleiteten Proteine
ist auch eine wichtige Voraussetzung fiir die Ent-
wicklung méglicher Tiermodelle der NF2. Wie im
Fall des humanen NF2-Gens, existieren auch bei
der Maus die Isoformen 1 und 2 des NF2-Tran-
skripts, die sich durch die Insertion von Exon 16
in Isoform 2 voneinander unterscheiden. Werden
die kodierenden Anteile der Transkriptisoform 1
bei Mensch und Maus verglichen, sind diese zu
90% identisch. Auf der Ebene der abgeleiteten
Aminosduren ist eine 98,3%ige Identitit zu beob-
achten, was einen hohen Grad an funktioneller
Konservierung des Proteins anzeigt (Claudio et al.
1994). Die Identitit des durch Exon 16 kodierten
C-terminalen Bereichs bei Mensch und Maus weist
auf eine essenzielle Bedeutung dieses Segments fiir
die Funktion der Isoform 2 des Merlins hin. Auch

E

TCA CCT TGC AGA GCG CCA AGT CCC GAG TGG CCT TCT TTG AAG AGC TCT AGC AGG TGA

w P S L K s s S R *

verindert wird. Bei der Merlinisoform 2 fithrt die Insertion
von Exon 16 durch alternatives Spleiflen zu einem vorzeiti-
gen Stoppkodon nach 11 Aminoséuren

im Bereich der 5" und 3" nichttranslatierten Regio-
nen ist eine beachtliche Identitit von 80% bzw.
62% zu beobachten, die auf konservierte regulato-
rische Elemente schlieflen ldsst.

Aber nicht nur innerhalb der Vertebraten
scheint der kodierende Anteil des Merlingens hoch
konserviert zu sein. Eine erstaunlich hohe Ahn-
lichkeit des Merlins besteht auch zwischen Mensch
und Drosophila. Das Transkript des Drosophi-
lamerlingens iberspannt 1905 Nukleotide und ko-
diert fiir 635 Aminosiuren, die im Vergleich zum
humanen Merlin zu 50,3% identisch sind (McCart-
ney u. Fehon 1996). Der Verlust der Merlinexpres-
sion fiihrt bei Drosophila zu einer Hyperprolifera-
tion betroffener Gewebe, ohne die Differenzierung
gravierend zu beeinflussen. Das Drosophilamerlin
wird wihrend der Entwicklung in zahlreichen Ge-
weben exprimiert. Wie in Kapitel 5.4.7.7 ,Funk-
tionsanalyse des Merlins bei Drosophila“ dar-
gestellt, kommt dem Drosophilamerlin eine wichti-
ge Rolle bei der Larvalentwicklung zu.

5.4.4 Formalgenetik

Die autosomal-dominante Vererbung mit vollstin-
diger Penetranz ist bei NF2 durch zahlreiche Fami-
lienstudien belegt. Ausnahmen von diesem Ver-
erbungsmodus werden gelegentlich durch spét ma-
nifestierende Patienten vorgetduscht, jedoch ist
uns keine 3-Generationen-Familie mit iibersprun-
gener Generation bekannt. Etwa 50% der Patienten
stammen von gesunden Eltern ab, haben also eine
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Neumutation geerbt, die in der Keimbahn eines
der Eltern eingetreten ist. Entsteht aufgrund eines
frithen Mutationsereignisses ein Keimbahnmosaik,
kann ein phinotypisch Gesunder 2 oder mehrere
Kinder mit NF2 bekommen - solche Familien sind
beobachtet worden; sie stellen den genetischen Be-
rater vor eine schwierige Aufgabe. Die Mutations-
rate des NF2-Gens wird auf 6,5x107° pro Gamete
geschitzt (Evans et al. 1992a) und ist somit um
etwa eine Zehnerpotenz kleiner als die des
NF1-Gens. Sie liegt in derselben Grofenordnung
wie die des Retinoblastomgens.

Geschlechtsspezifische Unterschiede im Krank-
heitsverlauf der NF2 konnten nicht beobachtet
werden. Das durchschnittliche Erkrankungsalter
von Frauen liegt bei 21,6 Jahren, das der Minner
bei 21,1 Jahren. Nach den Untersuchungen von
Evans et al. (1992b) ertauben Minner und Frauen
durchschnittlich im Alter von 24 Jahren. Im Ge-
gensatz hierzu scheint das Geschlecht des betroffe-
nen Elters einen Einfluss auf das mittlere Erkran-
kungsalter und den Schweregrad bei betroffenen
Nachkommen zu haben. Die Differenz des Erkran-
kungsalters bei miitterlicher vs. viterlicher Ver-
erbung betrigt etwa 6 Jahre (18 vs. 24 Jahre) und
die Krankheit nimmt einen schwereren Verlauf,
wenn das Defektallel von der Mutter stammt (Kan-
ter u. Eldridge 1978, Kanter et al. 1980, Evans et
al. 1992a,b). Dieser Einfluss des Geschlechts des
betroffenen Elters konnte von Parry et al. (1994)
nicht bestitigt werden, allerdings umfasste ihre
Studie weniger Patienten. Moglicherweise erfahren
Erhebungen zum Einfluss des Geschlechts des be-
troffenen Elters auf den Schweregrad und das mitt-
lere Erkrankungsalter der Nachkommen eine ge-
wisse Verzerrung aufgrund der niedrigeren geneti-
schen Fitness bei Minnern mit NF2 (Evans et al.
1992a). Untersuchungen zum parentalen Ursprung
von Neumutationen zeigen, dass sich diese haufi-
ger in der mannlichen als in der weiblichen Keim-
bahn ereignen. Bei 31 von 45 sporadischen Patien-
ten mit NF2 (69%) konnte die Mutation dem pa-
ternalen NF2-Allel zugeordnet werden (Kluwe et
al. 2000).

Die Expressivitit der NF2 ist nicht in dem ho-
hen Maf variabel wie bei der NF1. Es gibt die re-
gelmiBige Vererbung einer schweren Verlaufsform,
die zuerst von Wishart (1822) beschrieben wurde
und durch frithes Erkrankungsalter (<25 Jahre)
und rasche Progredienz gekennzeichnet ist. Ent-
sprechend wird auch eine milde Verlaufsform mit
spiterem Erkrankungsalter und langsamem Fort-
schreiten als regelmiflig segregierendes Merkmal
beobachtet, wie es beispielhaft an der 5-Generatio-

nen-Familie von Gardner u. Frazier (1930) de-
monstriert wurde [s. auch Sainio et al. (1995)]. Im
Allgemeinen ist der Schweregrad der Krankheit in-
nerhalb der Familien recht einheitlich, in letzter
Zeit mehren sich jedoch die Berichte iiber das
Vorkommen sehr unterschiedlicher Schweregrade
in der gleichen Familie mit nachweislich einheitli-
cher NF2-Mutation (Kluwe et al. 1995; 1996; Kluwe
u. Mautner 1996; Mautner et al. 1996b; Scoles et
al. 1996). Die variable Expressivitit der NF2 zeigt
sich auch beim Vergleich eineiiger Zwillinge. Es
bestand zwar Konkordanz hinsichtlich des Schwe-
regrads, nicht jedoch in Bezug auf das Vorhanden-
sein von CALE zusitzlichen intrakranialen Tumo-
ren und (bei 2 der 3 untersuchten Paare) hinsicht-
lich der Art der okuldren Anomalien (Baser et al.
1996).

Ein nahe liegender Grund fiir variable Expressi-
vitdt ist der Mosaikstatus bei einem sporadischen
Patienten, in dessen Folgegenerationen das voll-
stindige Krankheitsbild segregiert. Ein Mosaik
entsteht durch postzygotische Mutation wihrend
der Ontogenese. In Abhéngigkeit vom Zeitpunkt
dieses Ereignisses kann die Keimbahn in den Mo-
saikstatus einbezogen sein oder nicht. Eine auffil-
lig leichte und oft auch segmentale Manifestation
beim ersten (also sporadischen) Patienten einer
Familie deutet auf einen Mosaikstatus hin. Der An-
teil betroffener Kinder in der F1 eines solchen Pa-
tienten ist vom Anteil der Keimzellen abhingig,
welche das Defektallel tragen, liegt aber erwar-
tungsgeméf} im Durchschnitt <50%. Bei einem Teil
der gesunden Kinder eines Mosaikpatienten kann
mit Hilfe von Markerstudien der Haplotyp desjeni-
gen Chromosoms nachgewiesen werden, das bei
den betroffenen Geschwistern die Mutation trigt
(Bijlsma et al. 1997). Die Genotypen der Hilfte der
Kinder eines Mosaikpatienten (gleicher Markerha-
plotyp mit bzw. ohne NF2-Defektallel) reflektieren
also unmittelbar das Keimbahnmosaik ihres be-
troffenen Elters. Mosaike scheinen bei den Tumor-
suppressorgendefekten héufiger zu sein als erwar-
tet. Bei Kombination der Serien von Kluwe u.
Mautner (1998) und von Evans et al. (1998a), fin-
den sich unter 216 Patienten 11 Mosaike (5,1%).
Da die Effizienz der Mutationsnachweise <100%
liegt und die Wahrscheinlichkeit der Mosaikerken-
nung naturgemifl verringert ist, kann von einer
hoheren Hiufigkeit von Mosaiken unter spora-
dischen NF2-Patienten ausgegangen werden. Bei 2
der 6 Mosaikpatienten von Kluwe u. Mautner
(1998) war z.B. der Anteil mutierter Zellen an den
Leukozyten so gering, dass die Mutation an DNA
aus peripherem Blut nicht nachgewiesen werden
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konnte. Die Mutationen dieser Patienten gaben
sich jedoch dadurch zu erkennen, dass jeweils
mehrere Tumoren die gleiche Lision aufwiesen,
wobei die Tatsache, dass je einer der Tumoren zu-
gleich das Wildtypallel verloren hatte (Zweitereig-
nis, LOH), den Schluss zulief3, dass es sich jeweils
um die konstitutionelle Mutation handelte. Der si-
chere Nachweis des Mosaikstatus hitte die Suche
nach der Mutation in verschiedenen Zellsorten der
Patienten erfordert, z.B. in:
o Fibroblasten aus Hautbiopsien von kontralatera-
len Korperarealen,
e Haarwurzeln,
o Wangenschleimhautabstrich,
¢ Blasenschleimhautzellen aus dem Harnsediment
und
¢ Ejakulat.
Als Ursache der variablen Expressivitit weniger
trivial ist die Mehrdeutigkeit eines Teils der Muta-
tionen, welche den Spleiffiprozess beeintrichtigen,
also Spleiflortmutationen. Dieses Thema steht nun
bereits in unmittelbarem Zusammenhang mit dem
Problem der Genotyp-Phinotyp-Korrelation, des-
sen Behandlung seinerseits durch die Kenntnis des
Mutationenspektrums des NF2-Gens vorbereitet
werden sollte.

5.4.4.1 Mutationenspektrum des NF2-Gens

Das Mutationenspektrum des NF2-Gens ist hin-
sichtlich der Anteile der verschiedenen Mutations-
typen nicht wesentlich verschieden von dem des
NF1-Gens. In Tabelle 5.24 sind die bis 1999 identi-
fizierten, von MacCollin (1996) zusammengefass-
ten Keimbahnmutationen des NF2-Gens nach dem
Mutationstyp aufgelistet. Diese Zusammenstellung
umfasst 298 Mutationen, wobei direkte Stoppmuta-
tionen den haufigsten Mutationstyp (34%) darstel-
len. Zusammen mit kleinen Deletionen und Inser-
tionen, die das Leseraster unterbrechen, und ei-
nem Groflteil der Spleiffimutationen kodieren sie
fiir verkiirzte Proteine, die sehr instabil sind
(Huynh et al. 1997; Gutmann et al. 1998). Aber be-
reits die Stabilitdt der mutanten mRNA mit einem
vorzeitigen Stoppkodon kann im Vergleich zum
Wildtyp reduziert sein, wie die Untersuchungen
von Jacoby et al. (1999) zeigen. Der grofite Teil der
Keimbahnmutationen verursacht also die Entste-
hung verkiirzter instabiler Merlinmolekiile oder
das vollstindige Fehlen eines Proteinprodukts des
jeweiligen Defektallels. Ein vergleichbares Spek-
trum wird auch bei somatischen Mutationen des
NF2-Gens in Tumoren beobachtet.

Tabelle 5.24. Zusammenfassung von 298 konstitutionellen

Mutationen des NF2-Gens nach Mutationstypen geordnet
Mutationstyp Anzahl [%]

Strukturelle Chromosomenanomalien® 2
Komplexe Rearrangements 4

GroBe Deletionen (einzelne Exons bis zum 13

ganzen Gen)"

Kleine Deletionen 63 (21)
Insertionen 21 (7)
Direkte Stoppmutationen (Nonsense) 101 (34)
Aminosiuresubstitutionen (Missense) 20 (7)
Spleifmutationen 72 (24)
3'-UTR-Mutationen 2

Nach MacCollin (1996) ,NF2 mutation map*“ in der Version
vom 26.8.1999. Zusitzlich wurden strukturelle Chromoso-
menanomalien und grofle Deletionen in diese Zusammenfas-
sung einbezogen.

2 Bruder et al. (1999); Arai et al. (1994).

" Sanson et al. (1993); Kluwe et al. (1995); Parry et al
(1996); Welling et al. (1996); Evans et al. (1998); Zucman-
Rossi et al. (1998); Legoix et al. (1999).

Im Vergleich zu den Protein trunkierenden Mu-
tationen sind Missense-Mutationen auffillig unter-
reprisentiert (7%). Von insgesamt 20 Missense-
Mutationen ereigneten sich 10 an im Vergleich zu
den ERM-Protein konservierten Aminosdureposi-
tionen und fithren zu nicht konservativen Austau-
schen (Abb. 5.7). Die Verteilung der Mutationen
iiber die Linge der Protein kodierenden Region
des NF2-Gens ist in Abb. 5.10 dargestellt. Auffillig
ist, dass die Exons 9, sowie 16 und 17 am 3'-Ende
von Mutationen ausgespart bleiben. Es ldsst sich
kein ausgeprigter Vorzugsort (Hot spot) fiir Muta-
tionen erkennen, jedoch sind rekurrente C:T-Tran-
sitionen in CGA-Kodons beobachtet worden, wel-
che diese Stellen zu Warm spots fiir Mutationen
des NF2-Gens werden lassen. So sind die Stopp-
mutationen C1021T (Kodon 341), C586T (Kodon
196), C169T (Kodon 57), C784T (Kodon 262) und
C1396T (Kodon 466) jeweils 18-, 14-, 11-, 10- und
8-mal festgestellt worden. Die Hypermutabilitit
der Dinukleotidfolge CpG spiegelt sich auch darin
wider, dass sich unter den 80 Protein trunkieren-
den C:T-Transitionen 61 (76%) in CGA-Kodons er-
eigneten. Das NF2-Gen enthilt 6 CGA-Kodons
(Arg), jedoch sind im Kodon 588, das 8 Kodons
vor dem Stoppkodon des Wildtypmerlins liegt,
noch keine Stoppmutationen gefunden worden.
Moglicherweise ist ein um 8 Aminosduren ver-
kiirztes Merlin in seiner Funktion nicht wesentlich
eingeschrinkt.

Generell bemerkenswert ist der hohe Anteil der
C:T-Transitionen unter den direkten Stoppmutatio-
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Abb. 5.10. Ubersicht iiber Art und Lage von 277 Kleinmutatio
(Hot spots) und die grofle Hiufigkeit von Spleifimutationen

nen (79%; 80/101). Insgesamt sind unter den 298
Mutationen 83 C:T-Transitionen zu finden (27%).
Die haufigste Ursache fiir diesen Mutationstyp ist
die Desaminierung von 5-Methylcytosin. Da in der
paternalen Keimbahn stirker methyliert wird als
in der maternen, konnte ein direkter Zusammen-
hang zwischen der hohen Rate an C:T-Transitio-
nen und der Hiufung von Neumutationen im
NF2-Gen in der paternalen Keimbahn bestehen
(Kluwe et al. 2000).

5.4.4.2 Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Die klinische Heterogenitit der NF2 wird sicher-
lich durch multiple Faktoren beeinflusst. Umfang-
reiche Studien zur Frage des Zusammenhangs zwi-
schen der Art der Mutation und dem Schweregrad
der Krankheit zeigen, dass Protein trunkierende
Mutationen hiufig mit einem schweren Phinotyp
assoziiert sind (Evans et al. 1998b; Parry et al
1996; Ruttledge et al. 1996). Zu den Protein trun-
kierenden Defekten zihlen neben Stoppmutationen
und Leserastermutationen (Frameshift-Mutationen)
auch Basenaustausche oder Deletionen an Spleif3-
stellen, die reguldres Spleiffen verhindern und bei
welchen, beispielsweise durch die Einbeziehung in-
tronischer Sequenzen, ein vorzeitiges Stoppkodon
eingefiihrt wird.

Die Studie von Evans et al. (1998b) belegt an-
hand der Analyse von 125 Familien, dass Protein
trunkierende Mutationen statistisch signifikant mit
einem fritheren Erkrankungsalter und mit verrin-
gerter genetischer Fitness korreliert sind. Entspre-
chend wird bei NF2-Patienten mit Mutationen, die
nicht zu einem vorzeitigen Stoppkodon fiihren,

iBmutation im Intron |; SpleiRmutation im Exon | ; Missense i

nen des NF2-Gens. Erkennbar: Fehlen von Vorzugspositionen

héufig eine mildere Verlaufsform beobachtet. Zu
diesen Mutationstypen zdhlen Missense-Mutatio-
nen, z.T. auch kleine Deletionen oder Insertionen
im Leseraster, die keine gravierenden Storungen
der Sekundirstruktur des Merlins bedingen, und
Spleifimutationen, die zur Insertion eines kleinen
Introns ohne Stoppmutationen fithren oder zu De-
letionen eines Exons, wobei das Leseraster nicht
verandert wird. Aber nicht nur solche Mutationen,
die zu einem leicht verdnderten, aber grofitenteils
intakten Merlin fithren, sondern auch grofie Dele-
tionen des NF2-Gens sind hiufig mit einem mil-
den Phidnotyp assoziiert (Bourn et al. 1994; Evans
et al. 1998b; Lopez-Correa et al. 2000).

Unter den 298 NF2-Patienten, deren Keimbahn-
mutationen in Tabelle 5.24 aufgefiihrt sind, weisen
215 Patienten (72%) Protein trunkierende Mutatio-
nen auf. Innerhalb dieser Gruppe ist bei 167 Pa-
tienten eine Kategorisierung des Schweregrads in
leicht, intermedidr und schwer betroffen méglich
(MacCollin 1996). Bei 71% dieser Patienten mit
trunkierenden Mutationen ist eine schwere Mani-
festation der NF2 zu beobachten. Nur etwa 16%
dieser 167 Patienten zeigten eine milde Verlaufs-
form der Krankheit und weitere 13% werden mit
intermedidrem Phénotyp eingestuft.

Unter den 20 NF2-Patienten mit Missense-Muta-
tionen konnten 14 Patienten hinsichtlich des Mani-
festationsgrads eingeordnet werden. In dieser
Gruppe waren 5 Patienten mit schwerer Manifesta-
tion (36%), 8 Patienten (57%) mit mildem und ein
Patient mit intermedidrem Phinotyp.

Diese Zahlen belegen die hiufigere Assoziation
von trunkierenden Mutationen mit einer schwere-
ren Verlaufsform. Die Verteilung der Mutationen
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iiber die Lange des NF2-Gens zeigt, dass es zwi-
schen dem Ort der Mutation und dem Schwere-
grad der Erkrankung keine Korrelation gibt. Es
gibt keinen Hinweis darauf, dass Mutation im
3'-Bereich des NF2-Gens mit einem milderen Pha-
notyp assoziiert wire, jedoch fillt auf, dass in den
kodierenden Bereichen der C-terminalen Exons 16
und 17 noch keine Mutationen gefunden worden
sind.

Trotz der gehduften Assoziation Protein trunkie-
render Mutationen mit schwerem Phinotyp sei an
dieser Stelle hervorgehoben, dass es sich dabei nur
um eine Tendenz handelt und dass eine direkte
Genotyp-Phinotyp-Korrelation nicht gilt, zumal
gleiche Mutationen bei Patienten mit milder und
schwerer Manifestation beobachtet wurden (Kluwe
u. Mautner 1996; Scoles et al. 1996). Vor allem in-
trafamilidre Variabilitit, die Frequenz neuraler Tu-
moren betreffend, kann die Signifikanz einer Asso-
ziation stark einschrinken (Parry et al. 1996). Das-
selbe gilt auch fiir die Manifestation der okuldren
Anomalien. Obwohl in der Studie von Parry et al.
(1996), die 47 Patienten aus 21 Familien umfasste,
alle 9 Patienten mit retinalen Hamartomen und/
oder epiretinalen Membranen Stopp- oder Frame-
shift-Mutationen aufwiesen, ist eine direkte Korre-
lation nicht moglich, da weitere 11 Patienten mit
Mutationen dieser Art keine retinalen Anomalien
hatten. Gegen eine Assoziation retinaler Anoma-
lien mit Protein trunkierenden Mutationen spre-
chen auch die Befunde von Baser et al. (1999), die
bei der Mutationsanalyse von 5 Patienten mit reti-
nalen Anomalien 2 Stopp- bzw. Frameshift-Muta-
tionen, 2 SpleiSmutationen und eine Missense-Mu-
tation identifizierten. Auch der Schweregrad der
Erkrankung, gemessen an der Anzahl der neuralen
Tumoren und dem Alter beim Ausbruch der
Krankheit, korreliert nicht signifikant mit der Ma-
nifestation okuldrer Anomalien. So hatten 6/18 Pa-
tienten mit diesen Lisionen einen milden Phino-
typ (33%) (Baser et al. 1999). Diese Beobachtun-
gen weisen darauf hin, dass Faktoren wie der ge-
netische Hintergrund, modifizierende Gene, epi-
genetische Faktoren und stochastische Ereignisse
einen Einfluss auf die Manifestation der NF2 aus-
iiben.

Allelische Expression. Mit Hilfe eines exprimierten
Polymorphismus in der 3'-UTR des NEF2-Gens
konnten Jacoby et al. (1999) zeigen, dass Protein
trunkierende Mutationen unabhingig von ihrer
Lage im Gen hdufig mit einer verringerten Expres-
sion des mutanten Allels einhergehen. Diese inak-
tivierenden Mutationen beeinflussen also offenbar

die Stabilitit oder die Aufbereitung (Processing)
der mRNA (Jacoby et al. 1999). Die Instabilitdt der
mRNA ist demnach einer der Griinde, weshalb
trunkierte Merlinformen haufig im Western-Blot
nicht nachgewiesen werden konnten.

Gleiche Expression der mutanten und der nor-
malen Allele wurde bei 2 unterschiedlichen Dele-
tionen beobachtet, die nicht zu einer Verinderung
des Leserasters fithren und bei 3 von 4 Missense-
Mutationen, deren Position in Abb. 5.7 wiederge-
geben ist. Die geringe Zahl der auf die allelische
Expression hin untersuchten Mutationen dieser
Art ldsst noch keine Aussagen dariiber zu, wie
haufig diese mit einer verringerten Expression des
mutanten Allels einhergehen.

Bei einer nicht konservativen Missense-Mutati-
on (N—-Y) in dem im Vergleich zu den ERM-Pro-
teinen konservierten Kodon 220 wurde eine redu-
zierte Expression des mutanten Allels beobachtet,
zugleich aber ein milder Phinotyp bei den betrof-
fenen Patienten (Abb. 5.7). Demgegeniiber beein-
trachtigt die Missense-Mutation (L—R) im eben-
falls konservierten Kodon 234 die Expression
nicht, geht aber mit einem schweren Phanotyp des
Betroffenen einher. Es erscheint moglich, dass das
mutante Merlin in diesem Fall dominant-negative
Effekte ausiibt. Gleiche Expression des mutanten
und des normalen Allels wurde auch bei einer
Missense-Mutation (L—P) im konservierten Ko-
don 360 festgestellt, bei mildem Phinotyp des Pa-
tienten. In diesem Fall kénnte die Translation trotz
nichtkonservativem Austausch zu einem zumindest
partiell funktionsfahigen Merlin fithren.

Ausfiihrlichere Studien werden die Frage beant-
worten konnen, ob bei Patienten mit gleicher Ex-
pression der NF2-Allele und geringen Veridnderun-
gen im mutanten Merlin die Tumorgenese redu-
ziert ist. Obwohl erst 18 der 298 charakterisierten
Mutationen hinsichtlich der allelischen Expression
untersucht worden sind, zeichnet sich doch ab,
dass Mutationen, die zu einem vorzeitigen Stopp-
kodon fiihren, eine verringerte Expression des mu-
tanten Allels zur Folge haben. In der Studie von
Jacoby et al. (1999) waren dies 6/6 Nonsense- bzw.
Leserastermutationen. Die hidufige Assoziation die-
ser Mutationstypen mit einem schweren Grad der
Erkrankung kénnte mit der verringerten Stabilitét
der jeweiligen Transkripte zusammenhingen. Je-
doch ist es auf diesem Hintergrund schwierig zu
erkldren, weshalb bei manchen Familien mit gro-
Ben Deletionen im NF2-Gen eine milde Verlaufs-
form beobachtet wird (Evans et al. 1998b).
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Variable Expressivitit. Im Gegensatz zur NF1 ist die
intrafamilidre Variabilitit der NF2 im Allgemeinen
wesentlich geringer. Dennoch sind einige Familien
mit variabler Expression des Krankheitsbilds be-
schrieben worden. Zu diesen intrafamilidren Mani-
festationsunterschieden konnten die komplexen Ef-
fekte mancher Mutationen beitragen. So ist varia-
ble Expression z.B. in Familien mit Spleifimutatio-
nen beobachtet worden (Mautner et al. 1996b;
Kluwe et al. 1998).

Mutationen an Spleifistellen konnen ,leaky“
sein, d.h. zu einem gewissen Prozentsatz wird
trotz der Mutation der Spleifistelle regulir ge-
spleifit. Eine andere Moglichkeit der komplexen
Auswirkungen von Spleiimutationen ergibt sich,
wenn durch eine Mutation unterschiedliche mutan-
te mRNA-Molekiile entstehen konnen. Beispiels-
weise konnte die Mutation einer Spleiffakzeptor-
stelle bei einem Teil der Spleiflprozesse die Deleti-
on des nachfolgenden Exons oder, zu einem gewis-
sen Prozentsatz, den Gebrauch einer kryptischen
Spleiflakzeptorstelle verursachen. Letzteres hitte
zur Folge, dass Anteile des nachfolgenden Exons
und/oder des darauf folgenden Introns in die reife
mRNA eingefiigt werden. Wie héufig es zur Nut-
zung kryptischer Spleifistellen kommt, wenn die
reguldre Spleifistelle mutiert ist, konnte durch die
dufleren Bedingungen und durch intranukleire
Faktoren beeinflusst werden. Schwankungen dieser
Faktoren oder Bedingungen wiirden also unmittel-
bar zur interindividuellen Variabilitit beitragen.

Nicht nur Spleifmutationen, sondern auch
manche Stoppmutationen kénnen mit komplexen
Effekten assoziiert sein. Im Ubrigen sei auf die im
Zusammenhang mit der variablen Expressivitit
der NF1 angestellten Betrachtungen verwiesen (s.
Kapitel 5.2.4.5 ,,Ursachen der variablen Expressivi-
tdt der NF1%).

5.4.5 Proteinprodukt des NF2-Gens:
Schwannomin/Merlin

5.4.5.1 Struktur des Merlins

Das Proteinprodukt des NF2-Gens weist sich auf-
grund seiner Struktur als zur Familie der Bande-
4.1-Proteine zugehorig aus. Der Name des 4.1-Pro-
teins beruht auf der Verwendung einer Laborbe-
zeichnung, der Nummer einer elektrophoretischen
Fraktion, die neben Proteinen &hnlichen Moleku-
largewichts zwischen den Spektrinen a und § und
dem Aktin zu liegen kommt. Mutative Verdn-
derungen des 4.1-Proteins sowie auch sein voll-

stindiges Fehlen sind die Ursache der mit Rhesus
gekoppelten Form der Elliptozytose (MIM 130500),
was auf eine Beteiligung des 4.1-Proteins an der
Aufrechterhaltung der Form der Erythrozyten
schlieflen ldsst. In der Tat erwies sich das 4.1-Pro-
tein als eines der Proteine, welche die Aktin- und
Spektrinfilamente des submembrandren Zytoske-
letts der Erythrozyten iiber eine Bindung an das
integrale Membranprotein Glykophorin C an der
Plasmamembran verankern. Die Stabilisierung der
Zellgestalt und die Regulation ihrer Verdnderun-
gen sind die Funktion vieler Mitglieder der Bande-
4.1-Proteinfamilie.

Die néchsten Verwandten des Merlins konstitu-
ieren die Subfamilie der ERM-Proteine, Ezrin, Ra-
dixin und Moesin. Diese nahe Verwandtschaft war
ausschlaggebend fiir die Bezeichnung des
NE2-Proteins als ,moesin-ezrin-radixin-like pro-
tein®. Die ERM-Proteine finden sich v.a. angerei-
chert in spezialisierten, an F-Aktin reichen Struk-
turen unterhalb der Plasmamembran, wie Mikro-
villi, Membranausstiilpungen und Membrankrau-
sen, Adhisionsfoci (wihrend ihrer Bildung zwi-
schen Zellen oder zwischen diesen und der extra-
zelluldren Matrix; weniger in den fertigen Struktu-
ren) und in der Teilungsfurche. Auch Merlin konn-
te in solchen an F-Aktin reichen Strukturen nach-
gewiesen werden, die ja einem stindigen Wandel
unterworfen sind, sodass die durch die ERM-Pro-
teine unter Beteiligung von Merlin vermittelte Ver-
kniipfung zwischen integralen Membranproteinen
und dem Membranzytoskelett als ein dynamischer
Prozess zu verstehen ist.

Aufgrund der strukturellen und wahrscheinlich
auch funktionellen Verwandtschaft des Merlins mit
den ERM-Proteinen werden im Folgenden die Ei-
genschaften der 4 Proteine im Zusammenhang be-
sprochen. Das gemeinsame Strukturprinzip der
auch als MERM-Gruppe bezeichneten Proteine ist
Abb. 5.6 zu entnehmen. Es handelt sich um eine
Struktur aus 3 Dominen: Auf eine globuldre N-ter-
minale Domine folgt ein stark geladenes a-helika-
les Segment, an welches sich die polare C-termina-
le Domine anschliet. Bei Ezrin, Radixin und
Merlin folgt unmittelbar auf die a-helikale Domine
ein Oligopeptid aus 7-8 Prolinresten, dem als
Scharniersegment (hinge-region) eine Bedeutung
fir die intramolekulare Wechselwirkung dieser
Proteine zugewiesen wird. Die h&chste Ahnlichkeit
des Merlins zu den ERM-Proteinen ist in der
N-terminalen Domine festzustellen. Diese auch als
FERM-Domine bezeichnete Region ist fiir die Mit-
glieder der Protein-4.1-Familie charakteristisch (F
von four).
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Innerhalb der N- und C-terminalen Dominen
der MERM-Proteine sind Assoziationsdoménen
(AD) lokalisiert worden, welche inter- und intra-
molekulare Interaktionen vermitteln. Diese Regio-
nen werden als N-ERMAD und C-ERMAD be-
zeichnet, je nach Lage im N- oder im C-Terminus.
Mittels der N-terminalen Bindungsstellen intera-
gieren die MERM-Proteine mit integralen Mem-
branproteinen oder submembranir lokalisierten
Adaptorproteinen, die ihrerseits mit Membranpro-
teinen assoziiert sind. In Abb. 5.6 sind einige der
Interaktionspartner aufgefiihrt, die im Bereich der
N-ERMAD mit Ezrin interagieren (s. Kapitel
5.4.5.6 Interaktionspartner des Merlins und der
ERM-Proteine“). Die MERM-Proteine konnen
durch Interaktion zwischen den N- und C-ERMAD
auch inter- und intramolekulare Assoziationen ein-
gehen, dies wird in Kapitel 5.4.5.5 ,,Interdoménen-
assoziation des Merlins“ niher erldutert.

Bei den ERM-Proteinen endet die C-terminale
Domine in einem etwa 30 Aminosduren langen
Segment mit hoher Affinitit zu F-Aktin. Beim
Merlin fehlt diese C-terminale hochaffine Aktin-
bindungsstelle, obwohl Merlin, wie die Mitglieder
der ERM-Familie assoziiert mit F-Aktin in Mikro-
villi und Membrankriuselungen lokalisiert werden
konnte (Huang et al. 1998). Statt der fiir die ERM-
Proteine typischen C-terminalen besitzt Merlin ei-
ne N-terminale Aktinbindungsstelle, die dem Be-
reich der Aminosduren 178-367 zuzuordnen ist,
wie durch Bindungsexperimente mit F-Aktin in vi-
tro gezeigt werden konnte (Xu u. Gutmann et al.
1998). Auch Ezrin verfiigt {iber zusitzliche, N-ter-
minal lokalisierte Aktin bindende Sequenzen. Roy
et al. (1997) konnten im N-Terminus von Ezrin 2
niederaffine Aktinbindungsstellen eingrenzen. Eine
der beiden Regionen des Ezrins, im Bereich der
Aminosduren 280-300, zeigt hohe Ahnlichkeit zur
Aminosduresequenz des Merlins von Position
298-318. Daher ist anzunehmen, dass dieser Ab-
schnitt, der in einer hoch konservierten Region
liegt, die Aktinbindungsdomdne des Merlins dar-
stellt (Xu u. Gutmann et al. 1998).

Die beschriebenen Daten sind mit der Vorstel-
lung vereinbar, dass die MERM-Proteine iiber die
N-terminale Assoziationsdomine mit den intrazel-
luliren Dominen integraler Membranproteine und/
oder mit bestimmten membranstindigen Adaptor-
proteinen in Wechselwirkung treten. Zusitzlich
binden sie auch an Elemente des Aktinzytoskeletts.
Auf diese Weise stellen die MERM-Proteine in
Analogie zur Funktion des Proteins-4.1 eine Ver-
bindungen zwischen der Plasmamembran und
dem submembraniren Aktinzytoskelett her.

5.4.5.2 SpleiBbedingte Isoformen des Merlins

Die Isoform 1 représentiert das so genannte Full-
length-NF2-Protein aus 595 Aminosduren, das in
zahlreichen Geweben exprimiert wird. Das ent-
sprechende Transkript iiberspannt die Exons 1-15
und 17, seine Struktur ist in Abb. 5.8b schema-
tisch und in Relation zur Lage der Proteindomi-
nen dargestellt. Die Isoform 2 des NF2-Transkripts
unterscheidet sich von der Isoform 1 nur durch
die Insertion von 45 Nt des Exons 16 an der Nu-
kleotidposition 1738 (Abb. 5.8¢, 5.9). Durch diese
Insertion folgt ein Stoppkodon nach 33 Nukleoti-
den, sodass der Bereich, der durch Exon 17 ko-
diert ist, zu einem Teil des nichttranslatierten Be-
reichs wird und die Isoformen 1 und 2 iiber diver-
gente C-Termini verfiigen. Die 11 Aminosduren
der Isoform 2 bedingen eine nichthelikale Struktur
mit hydrophilen Eigenschaften. Dagegen hat der
C-Terminus der Isoform 1 eine helikale Konforma-
tion und ist hydrophober (Bianchi et al. 1994).
Auch bei der Maus ist die Existenz dieser Isoform
2 nachgewiesen worden, wobei die von Exon 16
kodierte Aminosduresequenz zwischen Mensch
und Maus identisch ist. Pykett et al. (1994) beob-
achteten eine 3. Spleifivariante im C-Terminus des
NF2-Gentranskripts (D208), die zu einer Deletion
von Exon 15 fithrt und den Leserahmen in Exon
17 verdndert (Abb. 5.9).

Neben Exon 16 werden auch die Exons 1a, 2, 3,
8, 10, 11, 12 und 15 alternativ gespleifit (Abb.
5.8d,e) (Arakawa et al. 1994; Pykett et al. 1994;
Hara et al. 1994; Hitotsumatsu et al. 1994; Schmu-
cker et al. 1999). Leider ist unklar, in welchen
Kombinationen diese alternativ gespleifiten Exons
auftreten, da bei diesen Beschreibungen keine voll-
stindigen Transkripte bzw. cDNA-Klone analysiert
worden sind. Im Gegensatz hierzu sind die Tran-
skriptisoformen Mer151, Mer150 und Merl162 als
vollstindige Transkripte isoliert und charakteri-
siert worden (Abb. 5.8¢) (Schmucker et al. 1999).
Diese alternativen Spleifireaktionen fithren zur Ex-
pression verkiirzter Varianten des Merlins. Ohne
Verdnderung des Leserahmens werden im
Mer151-Transkript die Exons 2, 3, 5, 6 und 7
durch alternatives Spleiflen eliminiert. Das Splei-
Ben von der Donorstelle am Anfang des Introns 10
zur Akzeptorstelle vor Exon 13 fiihrt jedoch zu ei-
ner Verinderung des Leserahmens und zu einem
vorzeitigen Stoppkodon in Exon 14 bei diesem
Transkript Mer151, das fir 220 AS kodiert. Die
Isoform Mer150 ist dadurch gekennzeichnet, dass
eine kryptische Spleiflakzeptorstelle im Exon 8
und eine kryptische Donorstelle im Exon 14 akti-
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viert werden. Auf diese Weise werden Teile von
Exon 8 und 14 sowie die Exons 9-13 aus dem
Transkript eliminiert. Auch diese Transkriptiso-
form hat einen verkiirzten C-Terminus, denn ein
Stoppkodon folgt nach dem 12. Nukleotid im Exon
14, sodass diese Isoform nur 259 AS umfasst. Die
3. vollstindig sequenzierte Isoform ist Mer162, bei
welcher ein Segment von Exon 5 bis zum Beginn
des Exons 17 ausgespleifit wird. Bei dieser Isoform
werden 72% der kodierenden Sequenz (bezogen
auf Isoform 1) entfernt, sodass eine mRNA ent-
steht, die nur fiir 165 AS kodiert. Bei diesen 3
Spleilisoformen werden die gesamte a-helikale
Doméne und variable Anteile der ERM-homologen
Regionen eliminiert.

5.4.5.3 Expression des Merlins

Expression in Zellkulturen. Die Expression des Mer-
lins ist in zahlreichen Tumorzelllinien, primiren
Fibroblastenkulturen und lymphoblastoiden Zell-
linien nachgewiesen worden. In Western-Blot-Ana-
lysen mit Antikérpern gegen N- und C-terminale
Epitope der Isoform 1 des Merlins beobachteten
einige Autoren multiple Banden. Die Doublet-Ban-
de im Molekulargewichtsbereich von 70-80 KDa
reprasentiert die Isoform 1 des Merlins. Diese
Doppelbande besteht aus der etwas schneller wan-
dernden, nichtphosphorylierten und der verzggert
wandernden, phosphorylierten Isoform 1 (Shaw et
al. 1998a). Daneben werden aber auch Banden
hoheren Molekulargewichts (MG) gefunden, die
vermutlich durch Homodimerisierung des Merlins
oder durch Heterodimerisierung des Merlins mit
anderen Mitgliedern der ERM-Proteine entstehen.
Zusitzlich treten bei Western-Blot-Nachweisen des
Merlins auch Proteinbanden mit niedrigerem Mo-
lekulargewicht auf, welche als die Produkte alter-
nativen Spleifiens oder posttranslationaler Modifi-
kationen gewertet werden. In Proteinextrakten aus
einer lymphoblastoiden Zelllinie konnten nieder-
molekulare Merlinbanden identifiziert werden, die
vermutlich den Isoformen Mer162 (MG=19 KDa),
Mer150 (MG=30 KDa) und Merl151 (MG=26 KDa)
zuzuordnen sind (Schmucker et al. 1997, 1998).

Expression des Merlins in Geweben. Das Expressi-
onsmuster des Merlins im adulten Sdugerorganis-
mus ist beim Menschen, der Ratte und der Maus
dhnlich, aber nicht identisch. In allen Fillen be-
steht Konkordanz zwischen dem Vorhandensein
der mRNA (bestimmt durch RT-PCR oder RNA-in-
situ-Hybridisierung) und des Proteins (Western-
Blot, Immunhistochemie), wenn von Sensitivitits-

unterschieden zwischen den Methoden abgesehen
wird. Als Organe und Gewebe, welche Merlin ex-
primieren, werden von zahlreichen Autoren ge-
nannt:

e Gehirn und Riickenmark,

Lunge,

Niere,

Leber,

Milz,

Testis,

Ovar,

Nebenniere,

Plazenta,

Pankreas,

Magen,

Ileum,

Kolon,

Haut,

Herz und

Skelettmuskulatur.

Diese Vielfalt der Gewebe, in denen Merlin nach-
gewiesen werden konnte, bedeutet jedoch keines-
wegs ubiquitdre Expression, da Merlin innerhalb
von Organen oft nur bestimmten Zellsorten zuge-
ordnet werden kann. So war z.B. die Merlinfir-
bung in der Gefifiintima auf die glatten Muskelzel-
len beschriankt, wihrend das Gefiflendothel unge-
farbt blieb. Auch die viszeralen glatten Muskelzel-
len sind, im Gegensatz zum Darmepithel, durch
hohe Merlinexpression charakterisiert. Dieser Ge-
gensatz zwischen Epithelzellen und glatten Muskel-
zellen besteht allgemein (den Bakker et al. 1995a).

® © © o ¢ ¢ ¢ & o o o o ° o o

Im Gegensatz zur Merlinexpression in priméiren
menschlichen  Fibroblastenkulturen  (Gonzalez-
Agosti et al. 1996; Schmucker et al. 1997) wird
Merlin in der Dermis in vivo nicht exprimiert. In
der Epidermis ist der Merlingehalt mit dem Diffe-
renzierungsgrad der Keratinozyten korreliert: Die
héchste Immunreaktivitidt besteht im Stratum gra-
nulosum; die Intensitit geht iiber das Stratum spi-
nosum bis hin zum Stratum basale stark zuriick.
Besonders ausgeprigt ist die Zelltyp- und Ge-
webespezifitit der Merlinexpression im ZNS und
PNS (Stemmer-Rachamimov et al. 1997). Im Zere-
brum zeigen bestimmte Nuklei, z.B. im Thalamus
und im Hirnstamm, eine besonders hohe Markie-
rung. Im Zerebellum féllt das Neuropil der Purkin-
je-Zellen durch starke Merlinexpression auf, wih-
rend sich die Granularzellschicht u.a. zerebelldre
Neuronen als negativ erweisen. Unter den zentra-
len Gliazellen exprimieren Astrozyten, Oligoden-
drozyten und, in schwicherem Maf, das Ependym
Merlin. Die Schwann-Zellen und Meningeothelzel-
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len des PNS sind durchweg schwicher Merlin ex-
primierend als zentrale Gliazellen. Dies kann je-
doch nicht im Sinn einer geringeren Bedeutung
des Merlins fiir diese Zellsorten interpretiert wer-
den, da der Verlust des Merlins in ihnen ja gerade
die Entstehung der fiir NF2 charakteristischen Tu-
moren auslést. Ahnliche, aber keineswegs vollkom-
men {ibereinstimmende Expressionsmuster des
Merlins wurden im ZNS, PNS u.a. Organen der
Ratte (Gutmann et al. 1995¢) und der Maus (Clau-
dio et al. 1995) nachgewiesen.

Entwicklungsspezifische Expression. Von ganz beson-
derem Interesse sind die Verdnderungen der Ex-
pression eines negativen Wachstumsregulators wie
Merlin wihrend der Ontogenese. In einer griindli-
chen Studie der Merlinexpression wihrend der
Ontogenese der Maus vermochten Huynh et al.
(1996) das Protein vom Tag 8 (E8) an in zahlrei-
chen Geweben nachzuweisen. Dabei bestand im
Verlauf der Entwicklung die Tendenz, dass Merlin
stirker in schon differenzierten als in rasch pro-
liferierenden Geweben exprimiert war. Als merlin-
negativ erwiesen sich zwischen E8 und E16 ledig-
lich Neuroblasten des Neuroepithels, das Ependym
des ZNS, die Dermis, also der mesenchymale An-
teil der Haut, und kernhaltige Erythrozytenvorstu-
fen. Einen interessanten, weil gegenldufigen Verlauf
nimmt die Merlinexpression im superioren Zervi-
kalganglion (SCG) und den Spinalganglien bei der
Ratte wihrend der letzten Stadien der Ontogenese
und den ersten 2 postnatalen Wochen: Wahrend
die Merlinmenge in den Spinalganglien ansteigt,
sinkt sie zur gleichen Zeit im SCG auf nicht mehr
nachweisbare Werte (Gutmann et al. 1995c¢). Auf
welche Weise dieser gegensitzliche Verlauf in der
sehr unterschiedlichen Zytoarchitektur und Funk-
tionsstruktur dieser beiden Arten von Ganglien ei-
ne Erkldrung finden wird, bleibt abzuwarten. Auf-
schlussreich waren auch die Beobachtungen an
den Schichten des sich entwickelnden Neokortex
der Maus (E15-E16): Im proliferierenden Neuro-
epithel der Ventrikelzone einerseits und in der
Kortikalplatte bestanden sehr geringe Merlin-
expressionen, wohingegen die postmitotischen
Neuronen, welche die Intermedidrzone durchwan-
dern, und die dort befindlichen Gliazellen eine
starke Merlinreaktivitit zeigten. Dieses Muster
weist unmittelbar auf eine Bedeutung des Merlins
wihrend der Zellmigration hin. Im Hinblick auf
die Symptomatik der NF2 ist es interessant, dass
neben Schwann-Zellen auch die kochlearen und
vestibuldren Ganglien und verschiedene Anteile
der Augenlinse Merlin exprimieren.

RT-PCR-Analysen weisen daraufhin, dass die Ex-
pression der Merlinisoformen Mer150, 151 und 162
entwicklungsspezifisch reguliert sein konnte. Bis auf
die adulte humane Retina ist die Expression dieser
Isoformen in keinem der in Tabelle 5.25 aufgefiihr-
ten adulten humanen Geweben nachzuweisen.
Mer162 wird jedoch in verschiedenen embryonalen
Geweben exprimiert und alle 3 Isoformen, wie auch
die Isoform 1, finden sich in fetalem Thymus.

5.4.5.4 Intrazelluldre Lokalisation des Merlins

Im Gewebeverband zeigen Zellen in der Regel eine
granulire, seltener eine diffuse Verteilung im Zyto-
plasma mit einer Tendenz zur perinukledren Kon-
zentration. Dabei kann ein bestimmter Zelltyp un-
terschiedliche Verteilungsmuster aufweisen. So be-
obachteten Stemmer-Rachamimov et al. (1997) in
Astrozyten je nach Hirnregion
® eine grobkdrnig-verklumpte,
e cine feinkdrnige, auch die Zellfortsitze einbezie-
hende oder
o eine fidig-netzformige Verteilung des Merlins.
Es besteht offenbar eine Abhingigkeit der Lokali-
sation des Proteins vom Funktionszustand der Zel-
le, was z.B. auch durch ein veridndertes Vertei-
lungsmuster in fibrilliren reaktiven Astrozyten aus
infarktgeschddigten Gehirnen belegt wurde. In
nichtdifferenzierten Schwann-Zellen ist Merlin
hauptsichlich im perinukledren Zytoplasma lokali-
siert, wihrend es in differenzierten Schwann-Zel-
len submembranir in Assoziation mit dem Zyto-
skelett und dem transmembraniren f-Integrin
nachzuweisen ist (Obremski et al. 1998).

Sehr aufschlussreich im Hinblick auf die Funktion
des Merlins sind die zahlreichen Studien an Zell-
kulturen, bei denen die intrazellulire Lokalisation
des Merlins und der ERM-Proteine unter verschie-
denen experimentellen Bedingungen erforscht wer-
den konnte. Hierfiir wurden vorrangig etablierte
Linien herangezogen, nur wenige Untersuchungen
waren priméren Zellkulturen wie Fibroblasten und
Schwann-Zellen gewidmet. Unter Zellkulturbedin-
gungen erfihrt Merlin eine Verlagerung in dyna-
mische Strukturen der Plasmamembran, wie Mem-
brankrausen (ruffles), Filopodien, Lamellipodien
und, weniger hiufig beobachtet, in Mikrovilli (Sai-
nio et al. 1994; Gonzalez-Agosti et al. 1996;
Schmucker et al. 1997). Als Lamellipodium wurde
hier auch der in Bewegungsrichtung vordere Rand
(Frontkante, ,leading edge“) wandernder Zellen
bezeichnet. Merlin wird auch in Adhésionsfoci ge-
funden, die zwischen der Plasmamembran und der
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Tabelle 5.25. Expressionsmuster der Merlinisoformen 1, 2, Mer151, Mer150 und Mer162

Herkunft der RNA

Expression der Isoformen analysiert durch RT-PCR

Isoform 1 und 2

Merl51 (220 AS) Merl50 (259 AS) Merl62 (165 AS)

(595 bzw. 590 AS)

Adult Retina

Gehirn

Niere

Leber

Lunge

Skelettmuskel
Pankreas

Plazenta

Gehirn

Herz

Lunge

Skelettmuskel

Milz

Thymus
Lymphoblastoid
Primiire Fibroblasten
SKHepl (Leberkarzinomlinie)
A431 (epidermale Karzinom
linie)

Intrazelluldre Lokalisation

nach Transfektion

Fetal

Zelllinien

+ 4+ ++ o+

Submembranir,
Filopodien,
gekriuselte
Membranen

extrazelluliren Matrix bestehen. Neben der diskre-
ten submembrandren Lokalisation des Merlins im
Bereich des kortikalen Zytoskeletts kann eine dif-
fuse oder granulire zytoplasmatische Lokalisation
des Merlins bestehen bleiben. In HeLa- und in
NIH3T3-Zellen konnte Merlin nach transienter
Transfektion seiner cDNA mit einem Expressions-
vektor auch in der Teilungsfurche nachgewiesen
werden (Shaw et al. 1998b).

Die genannten Membranausstiilpungen, die Tei-
lungsfurche und moglicherweise auch die Zell-Ma-
trix-Adhésionsfoci sind Orte der Anreicherung der
ERM-Proteine [Ubersicht: Bretscher et al. (1997)].
Es sind zugleich Areale der Reorganisation des
submembranidren Zytoskeletts, insbesondere des
F-Aktins. Die Kolokalisation der ERM-Proteine
und des Merlins mit dem fS-Aktin der membranas-
soziierten Mikrofilamente ist immunzytochemisch
durch Doppelmarkierung mit den jeweiligen An-
tikorpern und fluoreszenzmarkiertem Phalloidin
vielfach nachgewiesen worden.

Jedoch gibt es auch wichtige Hinweise auf zell-
typspezifische Unterschiede hinsichtlich der intra-
zelluldren Lokalisation des Merlins und der ERM-
Proteine (Maeda et al. 1999). Nach Transfektion
von Expressionsvektoren mit NF2-cDNA (Isoform

4+ 4+ + ++

* -
+

Submembranir
in Filopodien,
zytosolisch und
intranukledr

In zytoplasmatischen Granula, peri-
nukledr und in peripheren Fortsdtzen

1 und 2) in HeLa-Zellen ist eine vornehmlich sub-
membranidre Lokalisation besonders in F-Aktin
reichen Membranvorstiilpungen wie Mikrovilli zu
beobachten, aber keine Assoziation mit Stress-
fasern. Wird Merlin transient in epithelialen Zell-
linien exprimiert, ist es in lateralen Membranen
kolokalisierend mit E-Cadherin nachzuweisen, im
Gegensatz zu endogenen ERM-Proteinen, die an
Zell-Zell-Grenzen, in Mikrovilli und in apikalen
Membranen lokalisiert sind.

Untersuchungen zur Lokalisation des Merlins
und des Ezrins in Kulturen einer humanen Gliom-
zelllinie zeigten, dass sich bei Konfluenz die intra-
zellulire Lokalisation beider Proteine verdndert.
Wihrend in subkonfluenten Kulturen Merlin und
Ezrin eine iiberlappende submembranire Lokalisa-
tion im Bereich von Membrankrausen und Mikro-
villi zeigten, war bei Konfluenz vornehmlich eine
diffuse oder punktférmige Verteilung im Zytoplas-
ma zu beobachten. Unterschiedliche Wachstums-
bedingungen beeinflussen also die intrazellulire
Verteilung des Merlins und des Ezrins (Grénholm
et al. 1999).

Die intrazelluldre Lokalisation der Spleifiisofor-
men Merl51, 150 und 162 wurde durch Transfekti-
onsexperimente mit entsprechenden Expressions-
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vektoren erhoben. Diese Vektoren sind so konstru-
iert worden, dass bei Expression der klonierten
Transkriptisoformen am 3’-Ende ein Epitop von 6
Histidinen eingebaut wird. Mit Hilfe eines An-
tikorpers, der dieses Polyhistidinepitop erkennt, ist
dann ein immunhistochemischer Nachweis der ek-
topisch exprimierten Merlinisoformen méglich.

Die Full-length-Isoform 1 des Merlins war bei
diesen Experimenten in NIH3T3-Zellen submem-
branir, besonders in Filopodien und gekriuselten
Membranen nachzuweisen (Den Bakker et al.
1995b; Schmucker et al. 1997; Gonzalez-Agosti et
al. 1996). Auch die Isoform Merl151 war in Filopo-
dien und Membrankrausen festzustellen, zusitzlich
aber auch perinukledr in einem nicht ndher defi-
nierten Kompartiment. Bei einem gewissen Anteil
der transfizierten Zellen war auch eine intra-
nukledre Lokalisation der Isoform Merl51 zu be-
obachten. Dies ist besonders bemerkenswert, da
bei dieser Isoform durch alternatives Spleifien ein
putatives Kernlokalisationssignal entsteht (KNKK),
das in der Sequenz der anderen Merlinformen
nicht auftritt. Die Merlinisoformen 150 und 162
wurden ausschlieflich in zytoplasmatischen Gra-
nula lokalisiert, nicht submembranir (Tabelle 5.25)
(Schmucker et al. 1999). Bei beiden Isoformen
wird der Bereich der Aminosiduren 298-318, dem
die Aktinbindungsdoméne des Merlins zugeschrie-
ben wird, durch alternatives Spleifien eliminiert.
Das Fehlen dieser Bindungsdomine konnte bedin-
gen, dass beide Isoformen nicht mit dem Aktinzy-
toskelett interagieren, sondern in zytoplasmati-
schen Granula zu finden sind.

Die Arbeiten von Deguen et al. (1998) und Koga
et al. (1998) zeigten, dass bei transienter Expressi-
on von cDNA-Konstrukten, die im Bereich der
Exons 2 und 3 deletiert sind, das mutante Merlin
nicht submembrandr, sondern in zytoplasmati-
schen Granula zu finden ist. Dies steht im Wider-
spruch zu der Beobachtung, dass die Isoformen
Mer150 und 162 in zytoplasmatischen Granula lo-
kalisiert sind, da beide die Aminosduresequenz
enthalten, die durch Exon 2 und 3 kodiert wird.
Die Isoform Merl51, bei welcher der durch die
Exons 2 und 3 kodierte Bereich infolge alternati-
ven Spleifens eliminiert wird, ist auch submem-
branir zu finden. Wie die unterschiedliche intra-
zelluldre Lokalisation der verschiedenen Merliniso-
formen reguliert wird oder von welchen Proteinse-
quenzen sie abhingt, ist noch unklar.

5.4.5.5 Interdomédnenassoziation des Merlins

Intramolekulare und homotypische Interaktion. Mer-
lin der Isoform 1, nicht jedoch der Isoform 2, ist,
wie die Mitglieder der ERM-Familie, fahig, intra-
molekulare Assoziationen zwischen dem N- und
dem C-Terminus einzugehen. Diese Assoziation
wird also hdchstwahrscheinlich von C-terminalen
Motiven der Isoform 1 vermittelt. In der Tat zeigen
zahlreiche Experimente mit C-terminal deletierten
Merlinmutanten, dass die Aminosduren in Position
580-595, kodiert durch Exon 17, fiir die Interdo-
mineninteraktion essenziell sind. In Abb. 5.11 ist
die intramolekulare Assoziation zwischen N- und
C-Terminus des Merlins schematisch dargestellt.
Es gibt Hinweise darauf, dass bei Merlin auch in-
nerhalb des N-Terminus eine Assoziation stattfin-
den muss, damit eine Interaktion mit dem C-Ter-
minus moglich ist oder stabilisiert wird (Gutmann
et al. 1999¢). Trotz der geschlossenen Konformati-
on des Merlins, welche durch die Interaktion der
N- mit der C-terminalen Domine zustande
kommt, bleibt die Aktinbindungsstelle im N-Ter-
minus unmaskiert, sodass Merlin auch in dieser
Form mit F-Aktin interagieren kann.

Versuche an Zellkulturen haben gezeigt, dass
bei Koexpression von C- und N-terminal trunkier-
ten Merlinformen eine Interaktion dieser Domi-
nen auch in trans moglich ist, also nicht nur in cis
innerhalb eines vollstindigen Merlinproteins. Da-
her wird diese Form der Interaktion des Merlins
mit sich selbst (in cis oder in trans) auch homo-
typische Interaktion genannt. Bei Interaktionsstu-
dien mit Hilfe des 2-Hybrid-Tests stellte sich he-
raus, dass auch vollstindige Isoformen 1 des Mer-
lins miteinander interagieren konnen, was Merlin
deutlich von Ezrin unterscheidet, da vollstindige
Ezrinproteine bei entsprechenden Untersuchungen
keine Dimere bilden. Merlinmolekiile voller Linge
binden stirker aneinander als an die N- oder
C-terminale Domine allein, ganz im Gegensatz zu
den ERM-Proteinen (Magendantz et al. 1995; Sto-
kowski et al. 2000). Dies weist zum einen darauf
hin, dass Merlin im Vergleich zu den ERM-Prote-
inen funktionell divergent reguliert werden konnte,
und zum anderen, dass die Stabilitdt der intramo-
lekularen Assoziation bei Merlin und den ERM-
Proteinen unterschiedlich ist (Grénholm et al
1999).

Es wird angenommen, dass die MERM-Proteine
in der geschlossenen Form nicht mit bestimmten
Interaktionspartnern assoziieren konnen, da rele-
vante Bindungsstellen maskiert sind und es akti-
vierender Ereignisse bedarf, damit sie eine offene
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Abb. 5.11. Schematische Darstellung der intramo-
lekularen Assoziation des Merlins, Merlin geht
nach diesem Modell 2 Arten intramolekularer As-
soziationen ein. Zum einen interagiert der durch
Exon 17 kodierte Bereich mit Sequenzen der
N-terminalen Domine, zum anderen findet inner-
halb dieser Domine eine Assoziation statt, welche
die geschlossene Form stabilisiert. Es wird ange-
nommen, dass Merlin nur in der geschlossenen
Form wachstumssupprimierende Eigenschaften
aufweist; bei dieser Form ist die Mikrotubuli bin-
dende Region durch die intramolekulare Assozia-
tion verdeckt. Sowohl in der offenen als auch in
der geschlossenen Form kann Merlin an Aktin
binden

Konformation mit verdnderten Bindungseigen-
schaften einnehmen konnen. An dieser Stelle soll
nun kurz angesprochen werden, welche Vorstellung
davon besteht, wie ein moglicher Wechsel zwi-
schen offener und geschlossener Konformation der
ERM-Proteine reguliert wird und welche Effekte
diese Konformationsdnderung hat:

Die Aktivierung der ERM-Proteine wird indi-
rekt durch die RhoAGTPase, dem Prototyp der
kleinen G-Proteine der Rho-Familie, gesteuert.
GTP-beladenes, aktives RhoA aktiviert seinerseits
die Phosphatidylinositol-4-Phosphat-5-Kinase
(PI4P5K), die zur Entstehung von Phosphatidyl-
inositol-4,5-Bisphosphat (PIP,) beitragt. PIP, bin-
det an den N-Terminus der ERM-Proteine und
erméglicht dadurch wahrscheinlich die Konforma-
tionsdnderung in die gedffnete Form, die durch
Phosphorylierung eines Threonins in der C-termi-
nalen Domine durch die Proteinkinase C 6 (PKCO)
aktiviert und stabilisiert wird. Nur in der offenen
Form ist Ligandenbindung méglich. In dieser akti-
ven, C-terminal phosphorylierten Form (als
CPERM bezeichnet, s. Abb. 5.12) werden die ERM-
Proteine an die Plasmamembran rekrutiert und
sind dort durch die Verbindung des Aktinzytoske-
letts mit der Plasmamembran an der Bildung von
Mikrovilli beteiligt (Simons et al. 1998; Matsui et
al. 1999).

Auch Merlin besitzt an der entsprechenden Stel-
le im C-Terminus ein Threonin. Es ist jedoch noch
unklar, ob eine Konformationsianderung bzw. Akti-
vierung des Merlins in Isoform 1 ebenfalls durch
eine Phosphorylierung dieses Threonins stabilisiert
wird. Da die Interaktion zwischen der Merliniso-
form 1 und einem seiner Interaktionspartner, der

Geschlossene Form

alpha-helikale Domane  C-terminale Domane

Offene Form
N - ()
Aktin-bindende Mikrotubuli-bindende
Domane Doméne

regulatorischen Untereinheit des Na-H*-Aus-
tauschproteins (NHE-RF) in Gegenwart des Phos-
phoinositids PIP, erleichtert wird, ist es sehr
wahrscheinlich, dass auch Merlin, wie die ERM-
Proteine, iber diese Reaktionskette (Rho-
AGTP—PI4P5K—PKCH) aktiviert wird (Gonzalez-
Agosti et al. 1999).

Heterotypische Interaktion des Merlins mit den ERM-
Proteinen. Merlinisoform 1 tritt aber nicht nur mit
sich selbst in Wechselwirkung, sondern auch hete-
rotypisch mit Moesin oder auch Ezrin (Gonzalez-
Agosti et al. 1999; Gronholm et al. 1999). Die As-
soziation des Merlins mit Ezrin oder Moesin er-
folgt, wie die homotypische Interaktion, tiber eine
Assoziation des C-Terminus mit dem N-Terminus
des heterotypischen Partners oder vice versa. Die-
se heterotypische Interaktion findet aber nicht
zwischen den Proteinen vollstindiger Lénge statt,
was erkennen lisst, dass durch intramolekulare In-
teraktionen entsprechende Bindungsstellen fiir he-
terotypische Assoziation maskiert werden.

Die Untersuchungen dariiber, welche Region des
Ezrins und des Merlins fiir diese Heterodimerisie-
rung verantwortlich sind, zeigten, dass die letzten
109 AS des Ezrins ausreichen, damit eine Inter-
aktion mit dem N-Terminus des Merlins zustande
kommt. Wihrend die C-ERMAD (C-terminale
ERM-Assoziationsdomine) des Ezrins auf den Be-
reich zwischen den Aminosduren 479 und 585 ein-
geengt werden konnte, steht bei Merlin eine solche
Eingrenzung noch aus. Fiir inter- und auch intra-
molekulare Interaktionen ist der Bereich des Mer-
lins zwischen den Aminosdurepositionen 252 und
595 notig, die Assoziationsvorginge bediirfen also
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extrazelluldre Signale (z.B. LPA) oder intra-
zelluldre Aktivierung durch andere GTPasen

‘CP-ERM verbinden Elemente der Plasmamembran
mit dem Aktinzytoskelett zur Bildung von Mikrovilli

v
RhoAGTP
Rock-Kinasen Piap 3K

l Andere Effektoren

Bildung von Stressfasern und fokalen Adhésionen

Abb. 5.12. Modell der RhoA-abhingigen Regulation der
ERM-Proteine. Extrazelluldre Stimuli, wie z.B. LPA (Lyso-
phosphatidsaure) oder intrazellulire Aktivierung durch an-
dere GTPasen, fithren zu einer Aktivierung von RhoA. Meh-
rere, durch aktiviertes RhoA vermittelte Signaltransdukti-
onswege regulieren die Organisation des Aktinzytoskeletts.
Die Rho-abhingige Aktivierung der PI4P5K (Phosphatidyli-
nositol-4-Phosphat-5-Kinase) bewirkt einen Anstieg der
PIP,-Konzentration (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat),
das den Ubergang der ERM-Proteine in die offene Konfor-
mation erleichtert. Diese gebffnete Form wird durch die
Phosphorylierung eines Threonins im C-Terminus durch Ki-
nasen wie die Proteinkinase C-f (PKC-0) stabilisiert. In

auch einer funktionsfihigen a-helikalen Domine.
Angesichts der Aminoséduredivergenz des C-Termi-
nus zwischen Merlin und den ERM-Proteinen ist
es erstaunlich, dass dieser Bereich des Merlins mit
dem N-Terminus des Ezrin interagieren kann.
Trotz der Unterschiede zwischen den Aminosdure-
sequenzen von Merlin und Ezrin im C-terminalen
Bereich ist bei beiden die Anwesenheit der letzten
C-terminalen Aminosduren fiir Interaktionen be-
sonders wichtig (Gary und Bretscher 1995;
Gronholm et al. 1999).

Ein interessanter Aspekt moglicher Regulations-
mechanismen der Interaktionen des Merlins in
Isoform 1 ergibt sich aus der Beobachtung, dass
das vollstindige Merlin im 2-Hybrid-Test mit
N-terminal und C-terminal deletierten Merlinfor-
men interagieren kann, nicht aber mit N- oder
C-terminal deletiertem Ezrin. Heterotypische In-
teraktionen sind bei diesen Versuchen nur

(00 »

PIP, —>T

T CP-ERM
e

PKC-theta

aktiv

£

ERM-geschiossen

“*

C-terminal phosphorylierter Form (CP-ERM) konnen die
ERM-Proteine mit dem Rho-GDI-Komplex interagieren, was
zu einer Inhibition und Dissoziation des GDI fithrt (guanin
nucleotide dissociation-inhibitor) und RhoGDP freisetzt.
GDP-beladenes RhoA kann durch GEF in die aktivierte
GTP-gebundene Form iiberfithrt werden. Auf diese Weise
sind aktivierte ERM-Proteine selbst an der Aktivierung von
RhoA beteiligt. Zu den Effektoren des aktivierten RhoA
zdhlt die Gruppe der Rock-Kinasen, die nicht an der RhoA-
vermittelten Mikrovilliorganisation mitwirken, aber an der
Bildung von Stressfasern und Adhasionsfoci beteiligt sind.
Hierbei wirken neben anderen Effektoren von RhoA auch
die ERM-Proteine mit

moglich, wenn Merlin und Ezrin als trunkierte
Proteine exprimiert werden. Diese Experimente
konnen so interpretiert werden, dass die Bin-
dungsstellen fiir Homodimerisierung bei der Mer-
linisoform 1 exponiert sind, wihrend die Bereiche,
die zur Interaktion mit Ezrin bend&tigt werden,
maskiert sind. Dies wiirde bedeuten, dass eine He-
terodimerisierung zwischen nativem Merlin mit
Ezrin einer aktivierenden Konformationsinderung
beider Proteine bedarf. Diese unterschiedliche Re-
gulation von Homo- vs. Heterodimerisierung lasst
ahnen, dass eine Rangordnung der Interaktions-
partner existiert, die von intrazelluliren Signalen
moduliert wird, welche die Aktivierung von Ezrin
oder Merlin regulieren. Da Koimmunpréazipitati-
onsexperimente an Zellextrakten gezeigt haben,
dass Ezrin und Merlin interagieren, muss zumin-
dest ein Anteil dieser Proteine in der aktivierten
Konformation vorliegen (Gronholm et al. 1999).
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5.4.5.6 Interaktionspartner des Merlins
und der ERM-Proteine

Die Molekiile, mit denen die MERM-Proteine
Wechselwirkungen eingehen, sind in Tabelle 5.26
zusammengefasst. Nur solche Bindungspartner ha-
ben Beriicksichtigung gefunden, deren Interaktion
mit Merlin durch mindestens 2 verschiedene Me-
thoden nachgewiesen wurde. Das angewendete Me-
thodenarsenal umfasst den immunzytochemischen
Nachweis der Kolokalisation, Koimmunpriézipitati-
on und Western-Blot, fraktionierte Elution mit io-
nischen oder nichtionischen Detergenzien, Affini-
titsadsorption an eine matrixgebundene Kom-
ponente (entweder Merlin oder Bindungspartner)
und der Hefe-2-Hybrid-Test. Bis auf die hochaffine
Bindungsstelle fiir F-Aktin befinden sich die Bin-
dungsstellen fiir die Interaktionspartner der ERM-
Proteine im Bereich der N-ERMAD (Abb. 5.6).
Aufgrund ihrer bipolaren Struktur und Orientie-
rung konnen die ERM-Proteine sowohl mit dem
submembraniren Zytoskelett als auch mit trans-
membraniren oder mit membranassoziierten
Adaptorproteinen interagieren (Gruppe 2, Tabelle
5.26). Dariiber hinaus bestehen auch heterotypi-
sche Interaktionen zwischen den Mitgliedern der
MERM-Familie (Gruppe 3, s. Kapitel ,,Interdoma-
nenassoziation des Merlins®, Unterkapitel ,,Hetero-
typische Interaktion des Merlins mit den ERM-
Proteinen®) und Assoziationen mit einer Reihe an-
derer Proteine (Gruppe 4) und regulatorisch wirk-
samer Faktoren, zu denen auch Kleinmolekiile aus
der Klasse der Phosphatidylinositide gehoren
(Gruppe 5). Im Nachfolgenden wird detailliert auf
die einzelnen Interaktionspartner eingegangen, da
diese Wechselwirkungen fiir das Verstindnis der
Pathogenese der NF2 von Bedeutung sind.

Assoziation des Merlins mit Komponenten des Zyto-
skeletts. Merlin interagiert mit dem Aktinzytoske-
lett iiber eine N-terminale Aktinbindungsstelle, die
etwa im Ubergangsbereich zwischen der N-termi-
nalen und der a-helikalen Domine in dem von
Exon 10 kodierten Bereich lokalisiert ist (Xu u.
Gutmann et al. 1998).

Zusitzlich assoziiert Merlin iiber eine C-termi-
nal lokalisierte Bindungsstelle mit pII-Spektrin,
das selbst zur groflen Gruppe der Aktin bindenden
Proteine gehort (Scoles et al. 1998).

Neben der Assoziation mit Aktin kann Merlin
in vitro auch mit einer anderen Komponente des
Zytoskeletts, den Mikrotubuli, interagieren. Bei Ex-
perimenten mit polymerisierten Mikrotubuli asso-
ziiert jedoch nur die Isoform 2 des Merlins, die

Tabelle 5.26. Interaktionspartner der MERM-Proteine

Interaktions- Merlin ~ Ezrin Radixin Moesin

partner

1. Innenseite der Zellmembran

CD44 + + + +
ICAM-1 i + o
ICAM-2 + + +
ICAM-3 1
EBP50 (NHE-RF) + + + +
E3KARP + +

CD43 + + =
2, Zytoskelett

F-Aktin + + + +
f11-Spektrin +

Mikrotubuli +

3. Hetero- und homotypische Interaktionen innerhalb der
MERM-Gruppe

Merlin + -

Ezrin + + +
Radixin

Moesin + +

4. Andere Proleine

RhoGDI + + + +
Dbl +

PKA + +
hDlg t

pl65

pl45

pl125

p85

p70

5. Botenstoffe
Phosphatidylino- + + +
sitol 4,5

Bisphosphat (PIF;)

+ 4+ + + +

nativ immer in der offenen Form vorliegt, mit Mi-
krotubuli. Auch C-terminal deletierte Formen des
Merlins kénnen in vitro an polymerisierte Mikro-
tubuli binden, nicht aber N-terminal deletierte
Merlinmutanten oder die Full-length-Isoform 1,
die intramolekulare Interaktionen eingeht. Da
Letztere trotz intramolekularer Assoziation in der
Lage ist, mit Aktin in Wechselwirkung zu treten,
miissen separate Regionen in der N-terminalen
Domiéne als Bindungsstellen fiir Aktin und Mikro-
tubuli fungieren. In der geschlossenen Form ist
die Mikrotubuli bindende Domine des Merlins
maskiert, wihrend sie in der offenen Form zu-
ginglich ist (Abb. 5.11). Bei ektopischer Expressi-
on der Merlinisoform 1 in HeLa-Zellen ist keine
Kolokalisation mit Mikrotubuli zu beobachten und
die Behandlung mit Nocodazol, welches die Tubu-
linpolymerisation hemmt, beeinflusst die subzellu-
lare Lokalisation der ektopisch exprimierten Mer-
linisoform 1 nicht (Deguen et al. 1998). Aufgrund
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der bislang geschilderten Eigenschaften des Mer-
lins ldsst sich erahnen, dass die wachstumssuppri-
mierenden Eigenschaften von Merlin, die ja nur in
der geschlossenen Form wirksam werden, durch
Interaktion mit dem Zytoskelett moduliert werden
(Xu u. Gutmann 1998).

Interaktion mit Proteinen an der Innenseite der Zell-
membran. Zu den submembranir lokalisierten In-
teraktionspartnern der MERM-Proteine zdhlt
EBP50 (Ezrin bindendes Protein), das aus 358 AS
besteht und 2 PDZ-Domiénen enthilt (Murthy et
al. 1998). Der Name dieser Dominen leitet sich
von den 3 Proteinen
e PSD-95 (postsynaptic density protein),
e Dlg (Drosophila disc large septate junction pro-
tein) und
e Z0-1 (mammalian epithelial tight-junction pro-
tein of the zona occludens)
ab, bei denen die zugrunde liegenden Sequenzmo-
tive zuerst entdeckt worden sind. PDZ-Doménen
dienen als Module fiir Protein-Protein-Interaktio-
nen. EBP50 ist das menschliche Homolog des Ka-
ninchen-NHE-RF-Proteins, das als regulatorischer
Kofaktor des Na*-H'-Austauschproteins NHE fun-
giert. Letzeres ist beispielsweise in die transepithe-
liale Na*-Absorption in Diinn- und Dickdarm in-
volviert. In vivo ist eine Interaktion zwischen
EBP50 und dem N-Terminus der MERM-Proteine
nur in Gegenwart von Phosphatidylinositol-
4-Phosphat und PIP, méglich, da diese Interaktion
die offene Konformation der MERM-Proteine vo-
raussetzt. Im Fall des Merlins gilt dies jedoch nur
fir die Isoform 1. Phospholipidzusatz verindert
die Affinitit der Merlinisoform 2 zu EBP50 nicht,
da diese Form keine intramolekulare Assoziation
eingeht, welche die Bindungsstelle fiir EBP50 mas-
kieren wiirde. Entsprechend fanden Gonzalez-
Agosti et al. (1999), dass die Isoform 2 des Merlins
die regulatorische Untereinheit des Na'-H'-Aus-
tauschproteins effizienter binden kann, als die Iso-
form 1, da N-terminale Bindungsstellen hierfiir
nicht durch intramolekulare Assoziation maskiert
sind. Das Gleiche gilt fiir fII-Spektrin, einen Inter-
aktionspartner, der an den C-Terminus des Merlin
bindet. Die physiologische Bedeutung der Inter-
aktion des Merlins mit EBP50 ist unklar, aber im
Zusammenhang mit den wachstumsregulierenden
Eigenschaften des Merlins ist interessant, dass die
Stimulation des Na™-H'-Austauschproteins mit
erhohter Zellproliferation oder Differenzierung als
Reaktion auf den Einfluss entsprechender Faktoren
einhergeht (Ritter et al. 1997).

Transmembranére Interaktionspartner. Durch die In-
teraktion mit Adaptorproteinen wie EBP50 oder
E3KARP (NHE3-Kinase-A-Regulator-Protein 2) an
der Innenseite der Plasmamembran interagieren
die MERM-Proteine auf indirekte Weise mit trans-
membranidren Proteinen.

Neben dieser indirekten ist auch eine direkte
Interaktion der MERM-Proteine mit intrazelluldren
Doménen von Transmembranproteinen moglich,
die iiber spezifische Bindungsmotive in den N-ter-
minalen Dominen erfolgt. Zu den direkten Inter-
aktionspartnern gehort das ubiquitdr exprimierte
56 KDa-CD44-Transmembranglykoprotein, das als
einer der Hyaluronatrezeptoren (Ubersicht: Sher-
man et al. 1994) und als ein Lymphozyten-Hom-
ing-Rezeptor bekannt ist. In der Krebsforschung
hat CD44 grofie Bedeutung erlangt, da die Expres-
sion von Spleifivarianten mit einem oder mehreren
von 10 alternativen Exons (v1-v10) in hohem Maf}
mit der Metastasenbildung korreliert ist (Ponta et
al. 1994). Neben den Bindungsdeterminanten fiir
Hyaluronat enthélt der umfangreichere extrazellu-
lare Anteil des CD44 auch solche fiir andere Kom-
ponenten der extrazelluliren Matrix (ECM), wie
Kollagen, Fibronektin und Laminin. CD44 gehort
somit auch zu den Zell-Matrix-Adhisionsprote-
inen. Als Zell-Zell-Adhdsionsmolekiil fungiert es
mittels wechselseitiger Bindung an membranstin-
dige Mukopolysaccharide. Damit ist das funktio-
nelle Repertoire des CD44 und seiner Isoformen
nicht erschopft. Der extrazellulire Anteil trigt
auch Stellen fiir die kovalente Bindung von Chon-
droitinsulfat (im Sinn einer posttranslationalen
Modifikation), sodass CD44 selbst als Proteoglykan
fungiert, das mittels seines Glykans Wachstums-
faktoren an der Zelloberfliche sequestriert.
Dariiber hinaus ist die intrazellulire Doméne des
CD44 an Signaltransduktionsvorgingen beteiligt,
indem sie mit Proteinkinasen bzw. mit der Rho-
AGTPase in Wechselwirkung tritt. Vor diesem Hin-
tergrund erweist sich die Beanspruchung der in-
trazelluliren Domidne des CD44 durch die 4
MERM-Proteine als eine weitere Komplikation ei-
nes bereits auflerordentlich komplexen Systems:
Zusitzlich zu seinen iibrigen Funktionen ist CD44
iiber Ankyrin, durch die ERM-Proteine (Tsukita et
al. 1994; Hirao et al. 1996) und durch Merlin (Sai-
nio et al. 1997) an der Verkniipfung der Plasma-
membran mit dem kortikalen (submembraniren)
Zytoskelett beteiligt. In COS-1-Zellen vermag Mer-
lin, die Verteilung von CD44 in der Plasmamem-
bran zu beeinflussen. Nach transienter Transfekti-
on mit einem Merlinexpressionsvektor kommt es
zur Akkumulation beider Proteine in Membran-
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ausstiilpungen (Sainio et al. 1997). Dadurch wird
die Wahrscheinlichkeit der Dimerisierung von
CD44 erhoht, welche Voraussetzung fiir die Zellad-
hésion an Hyaluronsiure der ECM ist. Auf diese
Weise konnte Merlin die Zell-Matrix-Adhésion po-
sitiv beeinflussen, was mit seiner Funktion als Tu-
morsuppressor vereinbar wire. Die Hypothese fin-
det Bestitigung in den von Huynh u. Pulst (1996)
an einer Schwannom- und einer Glioblastomzell-
linie erhobenen Befunden, wonach Antisense-Oli-
gonukleotide gegen Merlin-mRNA parallel zur
Hemmung der Merlinsynthese Abrundung und
leichtere Ablosbarkeit der Zellen zur Folge haben.
Ganz analoge Ergebnisse waren zuvor mit Anti-
sense-Oligonukleotiden gegen die mRNA der
ERM-Proteine erhalten worden (Takeuchi et al.
1994). Die ektopische Expression N-terminal dele-
tierter Merlinmutanten in SV40-transformierten
Fibroblasten fithrt zur Substratablgsung der Zellen
24h nach der Transfektion (Koga et al. 1998).
Merlin nimmt also wie die ERM-Proteine eine
wichtige Stellung bei der Regulation der Zelladhd-
sion ein.

Auch die interzelluliren Adh#sionsmolekiile
ICAM-1, -2 und -3, die zusammen mit NCAM,
VCAM und PECAM zur Familie der immunglobu-
lindhnlichen Adhdsionsmolekiile gehéren, sind in
vielfiltige Wechselwirkungen involviert und zzhlen
zu den Interaktionspartnern der ERM-Proteine
(Heiska et al. 1998). Zu den transmembraniren
Bindungspartnern des Merlins zdhlt sehr wahr-
scheinlich auch f-Integrin, das in differenzieren-
den Schwann-Zellen, die eine Basallamina ausbil-
den, mit Merlin kolokalisiert und koimmunprizi-
pitiert werden kann (Obremski et al. 1998).

Interaktion mit anderen Proteinen wie z.B. Rho-GDI.

Zu den Interaktionspartnern, die an die N-termi-

nale Doméne der MERM-Proteine binden, gehort

auch der Komplex aus RhoGDP und Rho-GDI

(RhoGDP-Dissoziationsinhibitor). Die Rho-Familie

kleiner G-Proteine oder GTPasen umfasst die Pro-

teine RhoA-RhoG, Racl, Rac2, CDC42, TC10 und

TTE. Mitglieder dieser Rho-Familie sind an der

Regulation der Beweglichkeit von Zellen, der Ver-

dnderung der Zellform und an der Zytokinese be-

teiligt. Die Konversion der inaktiven, GDP-gebun-
denen Form von Rho in die aktive GTP-gebundene

Form wird durch 2 Arten von Regulatoren beein-

flusst:

1. durch GDP-GTP-Austauschfaktoren (GEF: gua-
nin nucleotide exchange factors), welche die
Bindung von GTP férdern,

2. durch den GDP-Dissoziationsinhibitor (GDI).

Im Komplex von RhoGDP mit Rho-GDI wird die
Aktivierung von Rho durch GEF wie z.B. Dbl ver-
hindert (das Gen des Austauschfaktors Dbl wurde
zum 1. Mal aus einem diffusen B-Zell-Lymphom
isoliert und nach diesem benannt). In-vivo- und In-
vitro-Analysen haben gezeigt, dass die Bindung des
RhoA-Rho-GDI-Komplexes an die ERM-Proteine
zur Inhibition des Rho-GDI fithrt und so die Dis-
soziation des GDP von Rho und dessen GTP-Bela-
dung ermdglicht (Takahashi et al. 1997, 1998).
Durch die Bindung der ERM-Proteine wird die Ak-
tivierung von Rho eingeleitet, denn nun ist RhoGDP
zuginglich fiir Austauschfaktoren, die die GTP-Bin-
dung von Rho begiinstigen. Der Rho-GDI-Komplex
bindet jedoch nur an die N-terminale Doméne der
ERM-Proteine, nicht an die vollstindigen Proteine
in geschlossener Form, da die intramolekulare As-
soziation die Bindungsstelle fiir Rho-GDI maskiert.
Wie in Abb. 5.12 vereinfacht dargestellt, tragen die
ERM-Proteine auf diese Weise zur Aktivierung von
RhoA beli, das seinerseits iiber 1 seiner 7 Effektoren,
die PI4P5-Kinase, die Aktivierung der ERM-Protei-
ne steuert. Die Bindung des Rho-GDI-Komplexes
durch die ERM-Proteine fiihrt also indirekt zu ihrer
eigenen Aktivierung.

RhoA reguliert die Assoziation der ERM-Proteine
mit CD44 und ihre Rekrutierung in apikalen
Membranen sowie die Aktinpolymerisation in
Zellfortsitzen wie Mikrovilli (Hirao et al. 1996;
Tsukita et al. 1999). Da die Phosphorylierung und
Aktivierung der ERM-Proteine direkt mit der Bil-
dung von Mikrovilli korreliert ist (Oshiro et al.
1998; Matsui et al. 1998, 1999), wird angenommen,
dass die ERM-Proteine selbst die Verlingerung der
Aktinmikrofilamente steuern. Die Bindung von
Rho-GDI im aktivierten Zustand deutet daraufhin,
dass die ERM-Proteine, einmal aktiviert, zur Auf-
rechterhaltung des Rho-Signalwegs beitragen
(Mangeat et al. 1999).

Auch Merlin kann mit Rho-GDI interagieren,
wobei aber in vitro nur die N-terminale Domine
der Isoform 1 an Rho-GDI bindet, nicht das voll-
stindige Merlin 1. Im Gegensatz hierzu kann die
Merlinisoform 2 als vollstindiges Protein mit Rho-
GDI interagieren, da diese Form keine intramole-
kularen Assoziationen eingeht, was sie von den
ERM-Proteinen und der Merlinisoform 1 unter-
scheidet (Maeda et al. 1999). Die ERM-Proteine
miissen erst an einem C-terminalen Threonin
phosphoryliert werden, um in die Rho-GDI-bin-
dungsfihige, offene Form iiberzugehen. Auch Mer-
linisoform 1 interagiert nur in der gedffneten
Form mit Rho-GDI, jedoch ist noch nicht sicher,
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ob die Aktivierung von Merlin auf die gleiche Wei-
se reguliert wird wie die der ERM-Proteine.

Da Merlin den Rho-GDI-Komplex mit gleicher
Affinitdt bindet wie die ERM-Proteine, ist anzu-
nehmen, dass auch Merlin zur Aktivierung von
RhoA beitragen kann und selbst wiederum durch
Rho-vermittelte Signaltransduktionswege in seiner
Aktivitdt reguliert wird. Hierfiir spricht auch die
Beobachtung von Gonzalez-Agosti et al. (1999),
dass die Fahigkeit der Merlinisoform 1, den Inter-
aktionspartner NHE-RF zu binden, in Gegenwart
von PIP, stark erhéht ist. Die Synthese von PIP,
wird wiederum durch Rho-vermittelte Signaltrans-
duktion gesteuert, denn die PI4P5-Kinase Typ Ia
ist ein direkter Effektor von RhoA (Abb. 5.12). Mit
der Bindung des Rho-GDI-Komplexes ist die Fiille
der Proteine, die mit Merlin interagieren kénnen,
jedoch noch nicht ausgeschopft. Takeshima et al.
(1994) konnten zeigen, dass noch nicht naher cha-
rakterisierte Proteine, nach ihren Molekularge-
wichten als pl65, pl45, p125, p85 und p70 be-
nannt, mit Merlin interagieren konnen.

5.4.5.7 Merlin als negativer Wachstumsregulator

Da NF2-Patienten ein erhéhtes Risiko haben, an
Meningeomen, Schwannomen und glialen Tumo-
ren zu erkranken, und in diesen Tumoren der Ver-
lust des Wildtypallels des NF2-Gens erfolgt, ist
Merlin der Gruppe der Tumorsuppressoren zu zu-
ordnen. Auch die hohe Rate maligner Tumoren bei
heterozygoten NF2-Knockout-Médusen unterstreicht
die Rolle von Merlin als negativem Regulator des
Zellwachstums (McClatchey et al. 1998). Den expe-
rimentellen Beweis hierfiir lieferte die Hemmung
der Merlinexpression in einer Schwann-Zell-Linie
(STS26T) mit Oligonukleotiden, die zur Merlin-
mRNA komplementire Sequenzen enthielten. Dies
hatte eine gesteigerte Proliferation, verdnderte
Zellmorphologie und verminderte Adhédrenz zur
Folge (Huynh u. Pulst 1996). Dementsprechend
kam es nach Transfektion mit Expressionsvekto-
ren, die Wildtyp-NF2-cDNA enthielten, zu einer
Reduktion der Proliferationsrate von Maus-
NIH3T3-Zellen, die endogen nur sehr geringe
Mengen des Merlins exprimieren. Die wachstums-
supprimierende Wirkung der Transfektion mit
Wildtyp-NF2-cDNA konnte in diesem Experiment
durch NF2-Antisense-Oligonukleotide aufgehoben
werden (Lutchman u. Rouleau 1995). Die Expressi-
on des endogenen Merlins wird in NIH3T3-Zell-
kulturen beim Erreichen eines konfluenten Stadi-
ums und bei Serumentzug erhoht. Dieser Effekt ist
fiir Wachstumsstillstand durch Konfluenz bzw. Se-

rumentzug spezifisch, da er nicht bei Zellen zu be-
obachten ist, die in der G-, S- oder G,-M-Phase
des Zellzyklus arretiert worden sind (Shaw et al.
1998a). Offenbar hat Merlin auch in diesem Sys-
tem eine negativ regulierende Wirkung auf die
Zellproliferation. Die wachstumssupprimierende
Wirkung von Merlin ist jedoch spezifisch fiir die
Isoform 1. Nur nach Transfektion von Ratten-
schwannomlinien mit cDNA-Konstrukten der Mer-
linisoform 1 wird das Zellwachstum gehemmt,
nicht aber nach Transfektion mit Isoform 2. Die
wachstumshemmende Wirkung ist jedoch aufgeho-
ben, wenn cDNA-Konstrukte transfiziert werden,
die C-terminal trunkiert sind oder solche, die nur
die N-terminale oder nur die C-terminale Domine
enthalten. Wird jedoch mit 2 Arten von Expressi-
onsvektoren gleichzeitig transfiziert, solchen, die
fir die C-terminale Merlindomine kodieren und
solchen mit der N-terminalen Domine, so ist
Wachstumsinhibition zu beobachten. Diese Befun-
de belegen die funktionelle Bedeutung der in Ka-
pitel 5.4.5.5 ,Interdominenassoziation des Mer-
lins“ besprochenen Interaktion zwischen der N-
und der C-terminalen Domiéne des Merlins in cis
oder in trans fiir die Wachstumssuppression durch
die Merlinisoform 1 (Sherman et al. 1997 a).

Die Uberexpression der NF2-Isoform 1 in Rat-
tenschwannomzelllinien fithrt nicht nur zu einer
reduzierten Proliferationsrate, sondern auch zu ei-
ner stark eingeschrinkten Beweglichkeit der Zel-
len. Dieser Effekt ist nicht nach Transfektion mit
der Isoform 2 oder mutanten NF2-cDNA-Kon-
strukten zu beobachten. Die wachstumsinhibieren-
de Eigenschaft von Merlin scheint also direkt mit
der Fahigkeit, die Beweglichkeit von Zellen zu
steuern, korreliert zu sein. Dabei beeinflusst Mer-
lin jedoch nicht die Expression von a- und f-Cate-
nin, Ezrin oder Moesin. Die Uberexpression der
NF2-Isoform 1 in Ratten-Schwann-Zell-Linien
fiihrt auch zu einer verminderten Adhérenz nach
Ausplattierung, die von einer Verinderung im Ak-
tinzytoskelett begleitet ist. Diese Effekte der Mer-
liniiberexpression sind transient, sie sind nur wah-
rend der ersten 3h nach Ausplattieren festzustel-
len (Gutmann et al. 1999d).

Da die transient exprimierte Isoform 1 wachs-
tumssupprimierende Wirkung hat und diese von
einer eingeschrinkten Beweglichkeit und einer ver-
minderten Substratadhision begleitet ist, ist zu
folgern, dass Merlin seine wachstumsregulierende
Funktion vermutlich iiber eine Interaktion mit
dem Zytoskelett ausiibt. Hierbei ist jedoch zu
beriicksichtigen, dass die N-terminale Aktinbin-
dungsstelle des Merlins trotz intramolekularer
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Komplexbildung nicht maskiert ist (Abb. 5.11). So-
wohl die so genannte offene Form als auch die ge-
schlossene Isoform des Merlins binden an Aktin.
Diese Bindung erfolgt also unabhingig von der
wachstumsregulierenden Funktion.

5.4.5.8 Regulation des Merlins
durch posttranslationale Modifikation

Es gibt Hinweise darauf, dass Merlin durch Phos-
phorylierung und/oder selektive Proteolyse regu-
liert werden kann (Shaw et al. 1998a). Merlin ist
in Zelllysaten aus verschiedensten humanen und
Nagerzelllinien als ein Protein mit einem MG von
etwa 70 KDa nachzuweisen, das in unphosphory-
lierter und phosphorylierter Form auftritt. Die Ex-
pression beider Formen wird erhSht, wenn die
Zellen in Kultur ein konfluentes Stadium erlangen
oder auch bei Serumentzug, wobei die unphospho-
rylierte Merlinform dominiert. Zunehmender Zell-
Zell-Kontakt und Serumentzug wirken synergis-
tisch auf die verstirkte Expression des Merlins, die
spezifisch auf diese Parameter erfolgt und nicht
durch blofle Arretierung der Zellen im Zellzyklus
zu erzielen ist. Nach Serumentzug und darauf fol-
gender Restimulation durch Zugabe von Serum ist
innerhalb von wenigen Minuten ein Riickgang der
Merlinexpression festzustellen, wobei ein stirkerer
Abbau speziell der nichtphosphorylierten Merlin-
form erfolgt. Diese Beobachtungen sprechen fiir
eine spezifische Degradierung insbesondere des
nichtphosphorylierten Merlins im Zug von wachs-
tumsfaktorvermittelten Signaltransduktionswegen.
Nicht nur Serumentzug oder die Etablierung
von Zell-Zell-Kontakten beeinflussen das quantita-
tive  Verhdltnis von phosphoryliertem  zu
unphosphoryliertem Merlin, sondern auch der
Verlust der Substratadhision. Werden Zellen in
Suspension gehalten, kommt es zu einer schnellen
Dephosphorylierung des Merlins. Breiten sich die
Zellen auf dem Substrat aus, steigt die Menge des
phosphorylierten Merlins wieder an. Alle Unter-
suchungen weisen bislang darauf hin, dass Merlin
an Serin- und an Threoninresten, nicht aber an
Tyrosin phosphoryliert wird. Verinderungen im
Phosphorylierungsmuster waren nach dem Entzug
oder dem Zusatz von Serum oder nach dem Errei-
chen der Konfluenz nicht zu beobachten (Shaw et
al. 1998a). Auch die Mitglieder der ERM-Familie
werden nach Serumzusatz an Serin und Threonin,
aber auch an Tyrosin phosphoryliert. Welche
Wachstumsfaktoren die Phosphorylierung von
Merlin induzieren konnen, ist noch unbekannt.
Die Verdnderung der Expression und des Verhilt-

nisses der phosphorylierten zur nichtphosphory-
lierten Form des Merlins bei Konfluenz, Serument-
zug oder Verlust der Substratadhision kénnten mit
einer iibergeordneten Regulation des Zytoskeletts
durch Mitglieder der RhoGTPasen in Zusammen-
hang stehen. Die geschilderten Experimente wei-
sen darauf hin, dass Merlin besonders wihrend
der Antwort auf Bedingungen, welche der Prolife-
ration eher abtriglich sind, wachstumshemmend
wirkt. Dazu gehéren der Verlust der Substratadha-
sion, zunehmender Zell-Zell-Kontakt und Mangel
an Wachstumsfaktoren. Merlin ist unter diesen Be-
dingungen daran beteiligt, den Eintritt in den Zell-
zyklus zu verhindern. Dabei scheint die
unphosphorylierte Form des Merlins die aktive
wachstumssupprimierende Form zu sein.

Wie Kimura et al. (1998) zeigen konnten, wird
Merlin intrazellulir durch die - und m-Calpaine
abgebaut, die zur groflen Familie der kalziumabhén-
gigen neutralen Cysteinproteasen gehoren. Die Ak-
tivitit des calpainvermittelten proteolytischen Ab-
baus hingt nicht nur von der Mobilisierung des in-
trazelluldren Kalziums ab, sondern auch von der
Phosphorylierung des Substrats, die den proteolyti-
schen Abbau hemmen oder fordern kann. Mégli-
cherweise beeinflusst der Phosphorylierungsstatus
des Merlins die Sensitivit4t gegeniiber dem proteo-
lytischen Abbau durch das Calpainsystem.

5.4.5.9 Merlin vs. ERM-Proteine:
Gemeinsamkeiten und Gegensitze

Wie in den vorangegangenen Abschnitten dar-
gestellt, teilt Merlin einige Charakteristika mit den
ERM-Proteinen. Im Vordergrund steht hierbei die
Gemeinsamkeit der beschriebenen Doménenstruk-
tur des Merlins und der ERM-Proteine. Besonders
die hohe Ahnlichkeit im N-terminalen Bereich der
MERM-Familie ldsst auf gemeinsame Funktionen
schliefen, was durch ein iiberlappendes Spektrum
an Interaktionspartnern reflektiert wird. In diesem
Zusammenhang ist auch die gemeinsame submem-
branire Lokalisation anzufiihren, insbesondere die
Konzentration in Mikrovilli und gekriuselten
Membranen in Fibroblastenkulturen, wobei jedoch
zu bemerken ist, dass Merlin, im Gegensatz zu den
ERM-Proteinen, auch in perinukledren Bereichen
in bislang uncharakterisierten Granula zu finden
ist.

In Anbetracht der Gemeinsamkeiten zwischen
Merlin und den ERM-Proteinen dringt sich die
Frage auf, ob die MERM-Proteine zueinander in
Kompetition stehen. Das molare Verhiltnis des
Merlins zu den ERM-Proteinen von 0,05-0,15 in
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Fibroblasten und epithelialen Zellen spricht nicht
dafiir, dass Merlin unter physiologischen Bedin-
gungen mit den ERM-Proteinen um Bindungspart-
ner konkurriert (Maeda et al. 1999), es sei denn,
es wire mit hoherer Affinitit zu den Interaktions-
partnern ausgestattet.

Die 2. Frage, die sich aufgrund der gemein-
samen Eigenschaften stellt, ist die nach der Redun-
danz der Funktionen von Merlin und den ERM-
Proteinen. Alle 4 Proteine sind an der Organisati-
on der Vernetzung von Zytoskelettelementen mit
membranstindigen Proteinen beteiligt. Jedoch be-
sitzt Merlin nicht die hochaffine Aktinbindungs-
stelle am extremen C-Terminus der ERM-Proteine.
Die Suppression der Expression der MERM-Prote-
ine mit Antisense-Oligonukleotiden fithrt zwar bei
allen zu gravierenden Stérungen der Mikrovillibil-
dung, der Zellbeweglichkeit und der Substratadhi-
sion, aber nur im Fall von Merlin auch zur
erhohten Proliferation (Huynh u. Pulst 1996; Ta-
keuchi et al. 1994). Auch der Vergleich der Phino-
typen bei Knockout-Embyronen spricht nicht fiir
ein stark iiberlappendes Funktionsspektrum.
Nf2(-/-)-Embryonen kénnen die Gastrulation auf-
grund einer Fehlorganisation des extraembryona-
len Gewebes nicht einleiten. Moesindefiziente
Knockout-Miduse dagegen entwickeln sich normal
und haben keinen pathologischen Phinotyp, wobei
der Verlust von Moesin nicht durch eine verstarkte
Expression von Ezrin oder Radixin kompensiert
zu werden braucht (Doi et al. 1999). Bei den ERM-
Proteinen der Maus besteht also eine gewisse
funktionelle Redundanz. Alle Mitglieder der
MERM-Familie binden Rho-GDI und sind an der
Aktivierung von RhoA beteiligt. Wie in Kapitel
5.4.5.6 ,Interaktionspartner des Merlins und der
ERM-Proteine, Unterkapitel ,Interaktion mit an-
deren Proteinen wie z.B. Rho-GDI niher erliu-
tert, werden die ERM-Proteine durch die Rho-ver-
mittelte Entstehung von PIP, aktiviert, durch die
Bindung von Rho-GDI tragen sie aber selbst auch
zur Aktivierung von RhoA bei. Da Merlin-Rho-
GDI mit vergleichbarer Affinitit bindet wie die
ERM-Proteine, ist auch Merlin in die Aktivierung
von Rho involviert. Inwiefern auch Merlin durch
Rho-vermittelte Signaltransduktionswege aktiviert
wird, ist noch unklar.

5.4.6 Pathogenese der NF2
5.4.6.1 Schwannome

Fir die Entstehung der Tumoren, die von
Schwann-Zellen ausgehen, gibt es wie bei den
meisten Tumorarten, verschiedene Ursachen:

¢ die Aktivierung des Protoonkogens erbB2 (Neu)

und
e die Defizienz der Tumorsuppressorproteine
Neurofibromin bzw. Merlin (Schwannomin).

Vestibularisschwannome sind das Hauptkennzei-
chen der NF2; sind sie bilateral, ist NF2 zu diag-
nostizieren. VS treten bei 98% der NF2-Patienten
auf und fithren zu den hiufigsten Komplikationen
im Rahmen dieses Krankheitsbilds (Evans et al.
1992b, Parry et al. 1994). Im Vergleich zu den VS§
sporadischer Patienten werden bilaterale Tumoren
in einem fritheren Alter symptomatisch. Histologi-
sche Unterschiede zwischen sporadischen VS und
solchen von NF2-Patienten sind von Sobel et al.
(1993) beschrieben worden. Verocay-Korperchen,
Areale besonders hoher Zelldichte und lobulire
Wachstumsmuster sind hdufigere Charakteristika
der NF2-assoziierten VS. Bei NF2-Patienten enthal-
ten VS oft Nervenfasern des 7. und/oder des 8.
kranialen Nervs, wohingegen Axone in spora-
dischen VS seltener zu beobachten sind (Jaaskelai-
nen et al. 1994). Trotz dieser histopathologischen
Unterschiede kann aufgrund molekularbiologischer
Studien davon ausgegangen werden, dass den
meisten sporadischen und NF2-assoziierten VS die
gleichen Ursachen zugrunde liegen (s. unten). Dies
gilt auch fiir Schwannome, die von Schwann-Zellen
anderer peripherer Nerven ausgehen, wobei am
haufigsten kraniale und spinale Nerven betroffen
sind. Die Studie von Evans et al. (1992b) belegt,
dass bei NF2-Patienten nach dem 8. der 5. kraniale
Nerv (N. trigeminus) am haufigsten von Tumoren
befallen ist. Sehr oft gehen NF2-assoziierte
Schwannome auch vom 12. kranialen Nerv (N. hy-
poglossus) aus. Die Inzidenz spinaler Schwannome
ist bei NF2 ebenfalls erhoht, wobei diese Tumoren
bei NF2-Patienten oft in multipler Form auftreten.
Kutane Schwannome, die von ihrem Aspekt her oft
mit Neurofibromen verwechselt wurden, sind im
Rahmen der Studie von Evans et al. (1992b) bei
68% der NF2-Patienten beobachtet worden. Die in
den nachfolgenden Abschnitten geschilderten Un-
tersuchungen lassen keinen Zweifel daran, dass bei
den NF2-assoziierten Schwannomen und bei einem
Grof3teil der sporadischen Schwannome die bialle-
lische Inaktivierung des NF2-Gens das urséchliche
molekulare Ereignis der Tumorentstehung dar-
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stellt. Bei einem Teil der sporadischen Schwanno-
me besteht der Verdacht, dass der Funktionsverlust
anderer Tumorsuppressorgene zur Tumorgenese
fithrt. Welche Rolle diese noch unbekannten Tu-
morsuppressoren bei der Schwannomentstehung
von NF2-Patienten spielen, ist noch nicht bekannt.

Inaktivierung des NF2-Gens in Schwannomen. Zahl-
reiche Studien zur Mutationsanalyse des NF2-Gens
belegen, dass somatische Mutationen bei etwa
60-70% der sporadischen und bei 30-50% der
NF2-assoziierten Schwannome auftreten, unabhén-
gig von der Lage der Tumoren (Bijlsma et al. 1994;
Irving et al. 1994; Jacoby et al. 1994; Lekanne De-
prez et al. 1994; Sainz et al. 1994; Twist et al. 1994;
Merel et al. 1995; Sainz et al. 1995; Jacoby et al.
1996; Welling et al. 1996; Kluwe et al. 2000). Die
représentative Stichprobe von 95 Schwannomen
(77 sporadische und 18 NF2-assoziierte Schwanno-
me) von Jacoby et al. (1994, 1996) belegt die Hiu-
figkeit und die Mechanismen der biallelischen In-
aktivierung des NF2-Gens. Beide NF2-Allele waren
bei 58% (n=45) der sporadischen und bei 44%
(n=8) der NF2-assoziierten Schwannome von Mu-
tationen betroffen, also bei 56% der Tumoren. Die
somatischen Zweitmutationen wurden in 68 Tumo-
ren (72%) identifiziert. Partielle Deletionen oder
der Verlust eines gesamten Chromosoms 22, wel-
che als LOH sichtbar werden, traten bei insgesamt
43 Schwannomen (45%) auf, wobei LOH bei den
sporadischen Tumoren weit hdufiger festgestellt
wurde (n=40) als bei NF2-assoziierten Schwanno-
men (n=3). Im Gegensatz hierzu fanden Kluwe et
al. (2000) bei 58% (46 von 79) der Schwannome
von NF2-Patienten LOH von Chromosom-22-Mar-
kern, sodass es nicht sehr wahrscheinlich ist, dass
ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Héu-
figkeit von LOH zwischen NF2-assoziierten und
sporadischen Schwannomen besteht. Beziiglich des
Spektrums der Mutationstypen somatischer
NF2-Gen-Mutationen in Schwannomen scheint es
keine Unterschiede zu Keimbahnmutationen zu ge-
ben. Unter den 82 somatischen Mutationen waren
77% Nonsense- und Frameshift-Mutationen, bei
22% war das regulire Spleifien beeintrachtigt, und
nur 1 Tumor wies eine Missense-Mutation auf.
Diese Anteile verschiedener Mutationstypen am
Gesamtspektrum #hneln dem Verteilungsmuster
der Keimbahnmutationen (s. Kapitel 5.4.4.1 ,Muta-
tionenspektrum des NF2-Gens®).

Sowohl unter den somatischen als auch auch
unter den Keimbahnmutationen dominieren solche
mit Protein trunkierendem Effekt. Eine Hiufung
von somatischen Mutationen in bestimmten Berei-

chen des NF2-Gens wurde nicht beobachtet. Auf-
fallig ist jedoch sowohl bei den somatischen als
auch den Keimbahnmutationen, dass der C-Termi-
nus, kodiert durch die Exons 16 oder 17, von Mu-
tationen relativ ausgespart bleibt. Jacoby et al.
(1994, 1996) konnten keine Korrelation der Art
der Mutation im NF2-Gen mit klinischen Parame-
tern wie Alter und Geschlecht der Patienten, dem
Proliferationsindex und der Lage der Tumoren er-
mitteln. Unter den 95 Schwannomen dieser Studie
waren bei 32% (n=30) der Funktionsverlust von
nur einem Allel des NF2-Gens und bei 11%
(n=10) weder Mutationen im NF2-Gen noch LOH
fir Chromosom-22-spezifische Marker zu finden.
Stemmer-Rachamimov et al. (1997) haben bei 22
dieser Tumoren ohne nachweisbare biallelische In-
aktivierung des NF2-Gens mittels Western-Blot-
und immunhistochemischer Analysen festgestellt,
dass dennoch kein Merlin exprimiert wird. Diese
Diskrepanz konnte darin begriindet sein, dass die
gingigen Methoden zur Mutationsanalyse keine
100%ige Effizienz garantieren und dass grofle An-
teile nichtkodierender Sequenzen nicht einbezogen
wurden. Andere Ursachen fiir eine fehlende Mer-
linexpression bei nicht nachweisbarer biallelischer
Inaktivierung sind in posttranslationalen Prozes-
sen zu suchen, die zu einer Inaktivierung des Mer-
lins fithren. Hierbei konnte der gesteigerte proteo-
lytische Abbau des Merlins eine wichtige Rolle
spielen, wie in Kapitel ,,Schwannome®, Unterkapitel
»Merlindefizienz durch gesteigerte Proteolyse?*, er-
lautert wird.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bei ei-
nem Grofiteil der sporadischen und der NF2-asso-
zilerten Schwannome die Inaktivierung des
NF2-Gens entsprechend dem Tumorsuppressormo-
dell erfolgt. Hierfiir sprechen auch umfangreiche
Western-Blot- und immunhistochemische Analysen
der Merlinexpression in Schwannomen. Bei Zu-
sammenfassung der Untersuchungen von Stemmer-
Rachamimov et al. (1997), Harwalkar et al. (1998);
Huynh et al. (1997), Gutmann et al. (1997b) und
Hitotsumatsu et al. (1997) ergibt sich, dass bei 95
von insgesamt 101 Schwannomen kein Merlin
nachzuweisen war, wobei 14 dieser Tumoren von
NF2-Patienten stammten. Bei 4 der 95 Schwanno-
me wurde die Expression trunkierter Merlinvari-
anten nachgewiesen, jedoch ist anzunehmen, dass
diese, wenn tiberhaupt, nur eingeschrinkt funk-
tionsfahig sind.

Verlust der Merlinexpression in ,tumorlets”. Zu den
von Schwann-Zellen ausgehenden Anomalien bei
NF2-Patienten gehéren kleine Areale asymptomati-
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scher Schwann-Zell-Hyperproliferationen, die als
»Ltumorlets“ bezeichnet werden und die vornehm-
lich an den Wurzeln der Spinalnerven auftreten
(Louis et al. 1995). Die histologische Ahnlichkeit
dieser Mikroldsionen mit Schwannomen lief§ be-
reits vermuten, dass die ,tumorlets Vorstufen von
Schwannomen sind. Bestitigt wurde dies durch die
Arbeiten von Stemmer-Rachamimov et al. (1998),
die bei einem NF2-Patienten mit identifizierter
Keimbahnmutation nicht nur in Schwannomen,
sondern auch in den tumorlets LOH fiir Chromo-
som-22-spezifische Marker und fehlende Merlin-
expression feststellten. Die biallelische Inaktivie-
rung des NF2-Gens bereits in den Tumorvorstufen
weist auf ein sehr friihes oder sogar initiales Er-
eignis bei der Tumorentstehung hin.

Merlindefizienz durch gesteigerte Proteolyse? In Ka-
pitel 5.4.5.8 ,Regulation des Merlins durch post-
translationale Modifikation“ wurde erldutert, dass
Merlin in vitro und in vivo durch die Ca**-abhin-
gigen u- und m-Calpain-Cystein-Proteasen abge-
baut werden kann. Obwohl die Expression der
Merlin-mRNA durch RT-PCR in 3 NF2-assoziierten
Schwannomen und in 3 sporadischen Meninge-
omen nachzuweisen war, konnte keine Merlin-
expression auf Proteinebene mehr festgestellt wer-
den. Da f-Tubulin, das auch ein Substrat der Cal-
paine ist, in diesen Tumoren keinem gesteigerten
Abbau anheim fillt, scheint eine Selektivitit fiir
den Turnover des Merlins zu bestehen (Kimura et
al. 1998). Ein gesteigerter proteolytischer Abbau
des Merlins in diesen Tumoren hat also denselben
Effekt wie eine inaktivierende Genmutation. In
Zellkulturen eines Meningeoms ohne Merlin-
expression und ohne Mutationsinaktivierung des
NF2-Gens wurde die Expression des Merlins durch
Zugabe von Calpaininhibitoren wieder nachweis-
bar. Jedoch zeigten die Untersuchungen von Ueki
et al. (1999) an 50 sporadischen Meningeomen,
dass das u-Calpain-System bei fast allen aktiviert
war und keine Korrelation zur reduzierten Merlin-
expression in diesen Tumoren bestand. Diese Be-
funde schrinken die Bedeutung der Auswirkungen
des aktivierten p-Calpain-Systems auf die Merlin-
expression in Meningeomen und vielleicht auch in
Schwannomen stark ein.

Beteiligung anderer Tumorsuppressorgene an der Tu-
morgenese. Studien zur Merlinexpression in
Schwannomen haben gezeigt, dass bei etwa 5%
der sporadischen Schwannome Merlin unvermin-
dert exprimiert wird. In diesen Tumoren fiihrte
vermutlich die Inaktivierung anderer Tumorsup-

pressorgene zur Tumorgenese. Ob diese Gene auch
bei der Tumorgenese NF2-assoziierter Schwanno-
me involviert sind, ist nicht bekannt. Es gibt Hin-
weise, dass auf Chromosom 22 aufler dem
NF2-Gen noch weitere Gene lokalisiert sind, deren
Verlust zur Schwannomentstehung beitragt. Bruder
et al. (1999) untersuchten 50 Schwannome mit ins-
gesamt 40 Mikrosatellitenmarkern auf Chromosom
22. LOH fiir einen oder mehrere Marker wurde bei
41 Schwannomen (82%) gefunden, wobei Mono-
somie 22 bei 29 Tumoren (56%) auftrat. Intersti-
tielle oder terminale Deletionen oder eine Kom-
bination von beidem zeigten 14 Schwannome
(27%). Darunter waren auch 4 Schwannome, deren
Deletionen auflerhalb der NF2-Gen-Region lagen.
Einer dieser 4 Tumoren wies Mutationen beider
NF2-Allele auf, wihrend bei 3 Tumoren kein
NF2-Gen-Defekt festzustellen war. Da in diesen Tu-
moren aber Deletionen auflerhalb der NF2-Gen-
Region gefunden wurden, kénnte der Verlust ande-
rer Tumorsuppressorgene auf Chromosom 22 zur
Tumorentstehung gefiihrt haben. Der Vergleich der
Deletionsgrofien liefl jedoch keine eindeutige Iden-
tifizierung einer kleinsten Uberlappungsregion zu,
sodass noch keine Eingrenzung einer Region
moglich ist, in der Kandidatengene lokalisiert
sind.

Mono- oder polyklonaler Ursprung. Die Erhebung
des X-Inaktivierungsmusters bei 8 sporadischen
und 1 NF2-assoziierten Schwannom zeigte bei
Letzterem und 3 der sporadischen Schwannome
eindeutig einen klonalen Ursprung der Tumorzel-
len. Als wahrscheinlich monoklonal wurden wei-
tere 3 Schwannome eingestuft, bei welchen der
Verdacht bestand, dass kontaminierende normale
Zellen im Tumor vorhanden waren. Ein Schwan-
nom wies ein eindeutig poly- oder biklonales
X-Inaktivierungsmuster auf (Jacoby et al. 1990).

5.4.6.2 Meningeome

Meningeome gehen von den Deckzellen der Arach-
noidea des Gehirns und des Riickenmarks aus,
sind meist gutartig und als so genannte typische
Meningeome unter dem Grad I der WHO-Klassifi-
zierung einzustufen. Etwa 10% der Meningeome
werden als atypische Meningeome (Grad II) oder
als anaplastische Meningeome (Grad III) klassifi-
ziert, da sie ein aggressiveres Wachstum zeigen
und mit einem héheren Rekurrenzrisiko assoziiert
sind als typische Grad-I-Tumoren (Kleihues et al.
1993). In den meisten Fillen treten Meningeome



5 Neurofibromatosen

193

sporadisch auf, sie reprisentieren 25% aller spina-
len und 15% aller kranialen Tumoren.

NE2-Patienten haben ein stark erhéhtes Risiko,
an Meningeomen zu erkranken. Nach den Schwan-
nomen zihlen die Meningeome zu den hiufigsten
Tumoren bei NF2. Die klinische Charakterisierung
von insgesamt 183 NF2-Patienten hat gezeigt, dass
Meningeome bei 46,4% der Patienten auftraten
(Evans et al. 1992b, Parry et al. 1994). Meninge-
ome von NF2-Patienten unterscheiden sich weder
in ihrer Pathologie noch beziiglich ihrer Lage von
den sporadisch auftretenden Tumoren. Jedoch ent-
stehen NF2-assoziierte Meningeome hidufiger in
multipler Form und in wesentlich jiingerem Alter
als bei Patienten mit sporadischen Meningeomen.
In der Regel sind Meningeome bei NF2-Patienten
gutartig, atypische oder maligne Meningeome wer-
den nicht mit erhohter Inzidenz beobachtet. Es
sind Familien mit multiplen Meningeomen ohne
weitere Merkmale der NF2 beschrieben worden,
die somit die diagnostischen Kriterien der NF2
nicht erfiillen. Diese Form der multiplen Menin-
geomatose wird autosomal-dominant vererbt und
ist nicht allelisch zu NF2 (Pulst et al. 1993).

Die in den nachfolgenden Abschnitten geschil-
derten Untersuchungen iiber die genetischen Ursa-
chen der Entstehung von Meningeomen wurden
zum Grofiteil an sporadischen Tumoren aus-
gefiihrt, da diese vermutlich weit haufiger exzidiert
werden als Meningeome von NF2-Patienten. Dies
konnte u.a. dadurch bedingt sein, dass NF2-Pa-
tienten das Alter, in dem Meningeome symptoma-
tisch werden (4.-6. Lebensdekade) seltener errei-
chen als Patienten mit sporadischen Meningeo-
men. Da sich die Meningeome von NF2-Patienten
weder pathologisch noch beziiglich ihrer Lokalisa-
tion von den sporadischen Meningeomen unter-
scheiden, ist anzunehmen, dass die Mechanismen
der Tumorgenese bei den sporadischen und den
NF2-assoziierten Meningeomen &hnlich sind.

Inaktivierung des NF2-Gens. Die Monosomie eines
G-Chromosoms in einem groflen Anteil der Me-
ningeome war die erste an soliden Tumoren beob-
achtete Chromosomenanomalie (Zang und Singer
1967). Nach Einfilhrung der Binderungsmethoden
erwies sich das fehlende Chromosom als ein Chro-
mosom 22 (Zankl u. Zang 1972). Auch zytogene-
tisch sichtbare Deletionen des distalen langen
Arms von Chromosom 22, die bei 10-30% der Me-
ningeome beobachtet wurden, wiesen frith auf pa-
thogenetisch relevante Gene in dieser Region hin
(Zang 1982; Casalone et al. 1987). Umfangreiche
LOH-Untersuchungen haben gezeigt, dass bei

60-65% der sporadischen Meningeome Partialdele-
tionen oder der Verlust des ganzen Chromosoms
22 eintreten. Zusitzliche somatische Mutationen
des NF2-Gens sind bei 16% (Ruttledge et al.
1994a) bzw. 20-49% der Meningeome nachgewie-
sen worden (Papi et al. 1995; Merel et al. 1995;
Wellenreuther et al. 1995; De Vitis et al. 1996a;
Harada et al. 1996; Ueki et al. 1999). Also geht
auch bei einem Anteil der Meningeome die bialle-
lische Inaktivierung des NF2-Gens gemidfl dem
Two-hit-Modell mit der Tumorentstehung einher.
Dies wurde durch Western-Blot- und immunhis-
tochemische Analysen der Merlinexpression besti-
tigt (Gutmann et al. 1997b; Hitotsumatsu et al.
1997; Huynh et al. 1997; Lee et al. 1997; Harwalkar
et al. 1998). Im Rahmen dieser Studien war bei 55
von 75 Meningeomen (ungefihr 73%) keine Mer-
linexpression nachzuweisen. Unter diesen Tumoren
ohne Merlinexpression waren auch 4 Meningeome
von NF2-Patienten. In Analogie zu den Befunden
bei Schwannomen ist also der Funktionsverlust
des NF2-Gens bei einem Grofiteil der Meningeome
die Ursache der Tumorentstehung. Wie bei den
Schwannomen fiihren die meisten Mutationen in
Meningeomen zu verkiirzten Proteinen, wiahrend
Missense-Mutationen eher selten sind. Im Unter-
schied zu den Schwannomen scheint aber bei Me-
ningeomen der Anteil der Tumoren, bei welchen
die Entstehung durch den Funktionsverlust ande-
rer Gene bedingt ist, héher zu sein.

Es gibt Hinweise darauf, dass sich histopatholo-
gisch differenzierbare Subgruppen von Meninge-
omen hinsichtlich der Inzidenz von NF2-Gen-Mu-
tationen unterscheiden. Wellenreuther et al. (1995)
fanden bei insgesamt 59% der sporadischen Me-
ningeome ihrer Stichprobe somatische Mutationen
am NF2-Genort, wobei fibroblastische und tran-
sitionale Meningeome hohe Raten somatischer
NF2-Gen-Mutationen von 70% bzw. 83% aufwie-
sen. Im Gegensatz hierzu zeigten nur 25% der me-
ningothelialen =~ Meningeome Mutationen des
NF2-Gens. Letzere sind durch synzytiales Wachs-
tum und einen geringen Gehalt an Reticulinfasern
gekennzeichnet. Durch quantitative RT-PCR konn-
ten Wellenreuther et al. (1997) zeigen, dass bei fi-
broblastischen und transitionalen Meningeomen
signifikant geringere NF2-mRNA-Mengen nach-
zuweisen sind als bei meningothelialen Varianten.
Diese Befunde legen nahe, dass in meningotheli-
alen Meningeomen keine Storungen der Transkrip-
tion des NF2-Gens vorliegen, die zur Merlindefi-
zienz fiihren konnten. Bei den meisten meningo-
thelialen Meningeomen ist also anzunehmen, dass
die Tumorgenese durch andere genetische Ereig-
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nisse als NF2-Gen-Defekte hervorgerufen wird.
Hierfiir sprechen auch die Western-Blot- und im-
munhistochemischen Analysen von Hitotsumatsu
et al. (1997) und Lee et al. (1997). Bei 14 von ins-
gesamt 17 meningothelialen Meningeomen war
Merlinexpression nachzuweisen, nicht aber bei 29
Meningeomen anderer histologischer Subtypen.

NF2-Gen-Mutationen sind somit als die patho-
genetischen Ereignisse anzusehen, die der Entste-
hung fibroblastischer und transitionaler Menin-
geome zugrunde liegen (Wellenreuther et al. 1995).
Auch bei atypischen (Grad II) und anaplastischen
Meningeomen (Grad III) treten héufig somatische
Mutationen des NF2-Gens auf. Jedoch scheinen
Mutationen des NF2-Gens friihe Ereignisse bei der
Tumorgenese sporadischer Meningeome zu sein
und nicht direkt die Tumorprogression zu verursa-
chen. Zahlreiche Studien weisen auf eine Assoziati-
on des Verlusts von Genen auf Chromosom lp,
10q und 14q mit maligner Entartung von Menin-
geomen hin (Bello et al. 1994; Lindblom et al.
1994; Simon et al. 1995).

Nicht nur die Entstehung sporadischer, sondern
auch die der NF2-assoziierten Meningeome ist
durch biallelische Inaktivierung des NF2-Gens be-
dingt, wie frithere Einzelbefunde (Trofatter et al.
1993; Kluwe et al. 2000) und die Analysen einer
grofleren Stichprobe von 30 NF2-assoziierten Me-
ningeomen (Lamszus et al. 2000) zeigen.

Entstehung von Meningeomen durch Inaktivierung
anderer Gene. Die Untersuchungen zur Merlin-
expression in Meningeomen zeigten, dass etwa
70% der sporadischen Meningeome durch Funk-
tionsverlust des Merlin entstehen. Im Fall der Me-
ningeome ohne biallelische Inaktivierung des
NF2-Gens muss angenommen werden, dass der
Verlust eines anderen Tumorsuppressorgens die
Tumorentstehung auslost. Da bei den Meningeom-
en ohne NF2-Gen-Mutationen hidufig LOH von
Chromosom-22-Markern zu beobachten ist, liegt
es nahe, ein solches zusitzliches Tumorsuppressor-
gen auf Chromosom 22 zu vermuten. Insbesondere
die niedrige Rate an NF2-Gen-Mutationen in me-
ningotheliomatésen Meningeomen spricht dafiir,
dass diese Tumoren durch Defekte eines anderen,
noch unbekannten Tumorsuppressorgens entste-
hen. Inwieweit Verluste dieses unbekannten Tu-
morsuppressors auch zur Tumorgenese oder Tu-
morprogression bei NF2-assoziierten Meningeom-
en beitragen, ist unbekannt. Zu den Kandidaten-
genen fiir ein zusdtzliches Tumorsuppressorgen auf
Chromosom 22 zihlt das MN1-Gen, das durch ei-
ne balancierte Translokation t(4;22) in einem spo-

radischen Meningeom entdeckt wurde (Arai et al.
1994).

Da einige Meningeome Deletionen in Bereichen
distal zum NF2-Gen aufweisen und fiir Marker aus
der NF2-Region heterozygot bleiben, wird ein Tu-
morsuppressorgen auch im terminalen Bereich von
Chromosom 22 vermutet (Ruttledge et al. 1994b;
Akagi et al. 1995). Hierauf lief auch die Beobach-
tung eines Ringchromosoms 22 mit terminaler De-
letion bei einem Patienten mit multiplen Meningeo-
men schlieen (Arinami et al. 1986). Es ist durchaus
moglich, dass auch bei NF2-assoziierten Meningeo-
men Verluste anderer Gene auf Chromosom 22 zur
Tumorgenese oder Tumorprogression beitragen.
Partialdeletionen oder der Verlust eines Chromo-
soms 22 in Meningeomen von NF2-Patienten haben
nicht nur die biallelische Inaktivierung des NF2-
Gens zur Folge, sondern auch den Verlust anderer
Gene. Kluwe et al. (2000) fanden LOH Chromosom-
22-spezifischer Marker bei 14 von 19 (74%) NF2-as-
soziierten Meningeomen. Es gibt aber auch Anhalts-
punkte dafiir, dass Gene auf anderen Chromosomen
als Chromosom 22 an der Entstehung von Menin-
geomen beteiligt sind (Carlson et al. 1997).

Reduzierte Neurofibrominexpression. Auch das Pro-
teinprodukt des NF1-Gens, Neurofibromin, konnte
bei der Tumorgenese von Meningeomen eine Rolle
spielen, wie die Untersuchungen von Sundaram et
al. (1997) zeigten. Bei 4 von 17 sporadischen Me-
ningeomen und 1 Tumor eines NF2-Patienten wur-
de eine drastisch reduzierte Neurofibrominexpres-
sion, begleitet von einer verringerten, neurofibro-
minspezifischen GAP-Aktivitit festgestellt. Im Ge-
gensatz hierzu war die katalytische Aktivitit von
P120GAP bei 17 von 18 Tumoren im Normbereich.
In einem malignen Meningeom waren die Neurofi-
bromin- und p120GAP-Aktivitdt verringert, wobei
aber die Reduktion der GAP-Aktivitit des Neurofi-
bromins wesentlich deutlicher war. Eine Assoziati-
on zwischen histopathologischem Meningeomsub-
typ und verringerter Neurofibrominexpression be-
stand nicht. Bemerkenswerterweise waren auch in
einem Meningeom eines NF2-Patienten die Neuro-
fibrominexpression und die neurofibrominspezi-
fische GAP-AKktivitit reduziert. In diesem Tumor
konnte auch keine Expression des Merlins mehr
nachgewiesen werden. Aus dieser Beobachtung er-
gibt sich ein méglicher Zusammenhang zwischen
Meningeompathogenese und aktiviertem p21Ras:
Eine reduzierte negative Regulation von p21Ras
durch verringerte Neurofibromin-GAP-Aktivitit ei-
nerseits und Merlindefizienz andererseits konnten
bei der Tumorgenese synergistisch wirken.
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Die Untersuchungen von Tikoo et al. (1994) ha-
ben gezeigt, dass die Uberexpression des Merlins
den malignen Phinotyp v-Ha-Ras-transformierter
NIH3T3-Zellen revertieren kann. Auf welche Weise
Merlin in die Ras-vermittelte maligne Transforma-
tion eingreift, ist noch unklar (s. Kapitel 5.4.9 ,,Re-
version des v-Ha-Ras-transformierten Phénotyps
durch Merlin®), ebenso wie die Bedeutung der
Ras-vermittelten Signaltransduktion und deren
Storungen bei der Entstehung oder der Progressi-
on von Meningeomen. Obwohl Transfektionsstudi-
en mit der dominant-negativen Ras-Mutante
RasN17 darauf hinweisen, dass das Wachstum von
Meningeomzellen von der Ras-Aktivitdt abhingt
(Shu et al. 1999), bedarf es weiterer Untersuchun-
gen, um die Bedeutung einer reduzierten Neurofi-
brominexpression bei der Pathogenese von Menin-
geomen bewerten zu konnen.

Einfluss des Geschlechts auf die Haufigkeit von Me-
ningeomen. Wie die sporadischen treten auch die
NF2-assoziierten Meningeome bei Frauen hiufiger
auf als bei Minnern. Zusitzlich ist die Anzahl der
Meningeome bei weiblichen NF2-Patienten signifi-
kant héher als bei minnlichen (Evans et al. 1995).
Ein Grund fiir den modifizierenden Einfluss des
Geschlechts auf das Tumorwachstum kann in der
Wirkung weiblicher Hormone vermutet werden.

Polyklonaler oder monoklonaler Ursprung. Die Unter-
suchungen von Zhu et al. (1995) und Wu et al.
(1996) zeigten, dass bei 17 (59%) von insgesamt
29 informativen Meningeomen eine klonale Expan-
sion von Tumorzellen stattgefunden haben muss,
wihrend in 41% der Tumoren ein uneinheitliches
X-Inaktivierungsmuster vorgefunden wurde. Letz-
teres ist durch Heterogenitit der Tumorzellen oder
durch hohe Anteile ,reaktiver Zellen“ zu erkldren,
deren Proliferation im Tumorgewebe parakrin sti-
muliert wird.

Die Klonalitit rekurrenter Meningeome in Be-
zug auf den primiren Tumor wurde bei 4 Patien-
ten durch die Analyse des X-Inaktivierungsmusters
und bei 1 sporadischen Patienten durch den Nach-
weis der gleichen NF2-Gen-Mutation im priméiren
Meningeom und in 5 rekurrenten Tumoren bewie-
sen (von Deimling et al. 1999).

Multiple Meningeome. NF2-Patienten haben sehr
hidufig multiple Meningeome. Unter den spora-
dischen Meningeompatienten leiden nur 10-20%
unter multiplen Tumoren (Lusins et al. 1981; Boro-
vich et al. 1988). Die Untersuchungen von Stangl
et al. (1997) zeigten, dass multiple Meningeome

sporadischer Patienten hiufig einen gemeinsamen,
klonalen Ursprung haben und wahrscheinlich
durch subarachnoidale Ausbreitung der Tumorzel-
len im Liquor verursacht werden. Diese Autoren
untersuchten 39 Meningeome von 12 Patienten, die
unter multiplen Meningeomen litten, aber keine
weiteren NF2-assoziierten Symptome oder Ver-
wandte mit NF2 hatten. Da bei diesen Patienten
keine konstitutionellen Mutationen des NF2-Gens
nachzuweisen waren, ist das Auftreten multipler
Meningeome keine Forme fruste oder allelische
Variante der NF2. In den Tumoren von 10 der 12
Patienten waren somatische NF2-Gen-Mutationen
und LOH von Mikrosatellitenmarkern des Chro-
mosoms 22 zu finden. Bei 6 Patienten verriet die
gleiche somatische NF2-Gen-Mutation die mono-
klonale Herkunft der verschiedenen Tumoren. Die
Klonalitit multipler Meningeome wurde auch
durch die Analyse des X-Inaktivierungsmusters
bei 4 nichtverwandten sporadischen Patienten be-
statigt (Larson et al. 1995). An dieser Stelle sei an-
gemerkt, dass die Existenz einer seltenen spora-
dischen Form der multiplen Meningeomatose, die
nicht durch NF2-Gen-Defekte verursacht wird,
nicht auszuschlieflen ist, zumal, wie in Kapitel
5.4.11 ,Abgrenzung der NF2 von der familidren
multiplen Meningeomatose“ geschildert, eine fami-
lisre Form der multiplen Meningeomatose exis-
tiert, die keine allelische Variante der NF2 ist.

5.4.6.3 Defekte des NF2-Gens bei glialen Tumoren

Wesentlich seltener als Schwannome oder Menin-
geome treten bei NF2-Patienten Tumoren der zen-
tralen Glia auf, dennoch ist die Inzidenz dieser Tu-
moren bei NF2 im Vergleich zum Bevélkerungs-
durchschnitt erhoht. In der Studie von Evans et al.
(1992b) hatten 4% der NF2-Patienten Astrozytome
und 2,5% Ependymome. Entsprechend der Kkli-
nischen Studie von Rodriguez et al. (1966) sind et-
wa 80% der Gliome bei NF2 intramedulldre spinale
Tumoren oder solche der Cauda equina. Ependy-
mome sind 65-75% aller histologisch diagnosti-
zierten Gliome von NF2-Patienten. Ein erhéhtes
Risiko von NF2-Patienten, an Ependymomen zu
erkranken, ist zu erwarten, da NF2-Gen-Mutatio-
nen zu den Defekten zéhlen, die auch bei einem
Anteil der sporadischen Ependymome mit der Ent-
stehung dieser Tumoren assoziiert sind. Gutmann
et al. (1997b) fanden bei 3 von 8 sporadischen
Ependymomen und Huynh et al. (1997) bei 2 von
7 Ependymomen keine bzw. nur eine reduzierte
Merlinexpression. Eine somatische NF2-Gen-Muta-
tion und LOH von Chromosom-22-Markern wie-
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Tabelle 5.27. Héufigkeit somatischer NF2-Gen-Mutationen in nicht mit NF2 assoziierten Tumoren bzw. davon abgeleiteten

Zelllinien

Autoren Anzahl und Art der Tumoren

55 Brustkarzinome

44 Koloreklalkarzinome

67 Ovarialkarzinome

3 primiire Melanome

17 Melanommetastasen

5 sporadische Phiochromozytome
14 primdre Brustkarzinome

20 Kolonkarzinome

15 Mesotheliomzelllinien

7 Mesotheliome

70 Gliome

28 zentrale Himangioperizytome
10 periphere Himangioperizytome
68 Brustkarzinome

48 hepatozellulire Karzinome

23 primire Melanome

70 Gliome

24 Phiiochromozytome

15 Neuroblastome

6 Medulloblastome

15 Kolonkarzinome

15 Brusttumoren

3 anaplastische Astrozytome

8 Glioblastoma multiforme

24 Kolorektumkarzinome

10 Kolonkrebszelllinien

14 Mesotheliomzelllinien

10 Mesotheliome

38 Zelllinien aus kleinzelligen
Karzinomen der Lunge

34 Zelllinien aus nichtkleinzelligen
Lungenkarzinomen

3 Karzinoide der Lunge

2 rhabdoide Tumoren (atypische
teratoide Tumoren bei Kindern)
1 Gliom

60 Brusttumoren

19 Melanome

15 Merkel-Zell-Karzinome

22 Osteosarkome

Arakawa et al. 1994

Englefield et al. 1994
Bianchi et al. 1994

Bianchi et al. 1995

Hoang-Xuan et al. 1995
Joseph et al, 1995

Kanai et al. 1995

Merel et al. 1995

Ng et al. 1995
Rustgi et al. 1995

Sekido et al. 1995

Slave et al. 1995

Yaegashi et al. 1995
De Vitis et al. 1996b

Stemmer-Rachamimov et
al. 1998

Deguen et al. 1998
Cheng et al. 1999

18 Mesaotheliomzelllinien
25 Mesotheliomzelllininen

sen Rubio et al. (1994) bei 1 von 8 sporadischen
Ependymomen nach. Diese Untersuchungen wei-
sen auf Heterogenitit der pathogenetischen Ursa-
chen sporadischer Ependymome hin. Bei ins-
gesamt 62 ependymalen Tumoren unterschiedli-
chen Grads wurden in 6 von 14 intramedulliren
spinalen Ependymomen des Grads II somatische
NF2-Gen-Mutationen nachgewiesen. In 4 dieser
Tumoren war eine biallelische Inaktivierung des
NF2-Gens durch LOH von Chromosom-22-Mar-

Anzahl der Tumoren

mit NF2-Gen-Mutationen/
biallelischer Inaktivierung
des NF2-Gens

Anzahl der Tumoren
ohne Merlinexpression

=

NOoOOoOO0OCOoOO0OO000O0O0OCOoOO0 RO =0WN=0NOo

(=} oW
=
=

oo

oo Ccoo

~

11
14/18 14

kern festzustellen. Auch Birch et al. (1996) fanden
in intramedulliren Ependymomen des Grads II
NF2-Gen-Mutationen (5/7). Im Gegensatz hierzu
hatte keines der 15 intrakranialen Ependymome
(Grad II) eine NF2-Gen-Mutation. Offensichtlich
treten selbst innerhalb der Ependymome des
Grads 1I unterschiedliche pathogenetische Verin-
derungen auf, und die Inaktivierung des NF2-Gens
scheint in erster Linie mit den intramedulldren
spinalen Ependymomen assoziiert zu sein, die ja
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auch vorrangig bei NF2-Patienten auftreten (Ebert
et al. 1999).

Obwohl NF2-Patienten ein erhohtes Risiko ha-
ben, an Gliomen zu erkranken, zéhlen somatische
Mutationen des NF2-Gens nicht zu den typischen
Defekten bei sporadischen Astrozytomen bzw.
Gliomen (Tabelle 5.27). Dennoch scheint zumin-
dest bei einem Anteil der Astrozytome der Funk-
tionsverlust des NF2-Gens in die Tumorgenese in-
volviert zu sein, denn Hitotsumatsu et al. (1997)
fanden bei 8 von insgesamt 36 Tumoren keine
Merlinexpression. Unter den Tumoren ohne im-
munhistochemisch nachweisbare Merlinexpression
waren 3 fibrillire und 1 anaplastisches Astrozy-
tom, 1 Glioblastom und 3 Oligodendrogliome. Ob-
wohl keine Mutationsanalysen bei Astrozytomen
von NF2-Patienten unternommen worden sind, ist
anzunehmen, dass auch diese Tumoren durch die
Inaktivierung des NF2-Gens entstehen.

5.4.7 Molekulare Pathogenese

Die Interaktion membranstindiger Proteine mit
dem Zytoskelett spielt bei multiplen zelluldren
Funktionen eine wesentliche Rolle. Die ERM-Pro-
teine nehmen bei dieser Interaktion eine Art
Adaptorfunktion zwischen Plasmamembran und
Aktinzytoskelett wahr. Sie sind wahrscheinlich
auch direkt an der Reorganisation aktinbasierter
Zelloberfldchenstrukturen beteiligt. Eine weitere
Aufgabe der ERM-Proteine ist es, Zelladhisions-
molekiile in zelluldren Fortsitzen zu konzentrie-
ren. Thre Aktivitit bei der Modulation der Zello-
berfliche und der Zelladhdsion mag erkliren, wes-
halb sie auch indirekt an der Regulation des Zell-
wachstums beteiligt sind (Kaul et al. 1996).

Bereits aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit
zu den ERM-Proteinen, der teilweise iiberlappen-
den subzelluliren Lokalisation und der gemein-
samen Interaktionspartner ist anzunehmen, dass
auch Merlin an der Regulation der Zellgestalt, der
Zellmotilitit, der Substratadhision und der Prolife-
ration beteiligt ist. Experimentell ist dies dadurch
belegt, dass die Transfektion von Expressionsvek-
toren mit NF2-cDNA des Wildtyps morphologi-
sche Verinderungen und Wachstumshemmung bei
NIH3T3-Zellen, Rattenschwannomzelllinien und
primidren humanen Meningeomzellen ausldst
(Lutchman u. Rouleau 1995; Sherman et al. 1997 a;
Tkeda et al. 1999). Die Uberexpression der Wild-
typ-mRNA in Rattenschwannomzelllinien fiihrt zu
einem Arrest in der G;-Phase des Zellzyklus und
nicht zu Apoptose (Sherman et al. 1997a). Die hu-

manen ERM-Proteine sind zu 73-81% identisch;
ihre Aktivititen sind teilweise redundant und sie
ersetzen sich gegenseitig (Takeuchi et al. 1994).
Merlin hingegen weist nur 45% Identitdt zu Ezrin
auf und besitzt sehr wahrscheinlich Funktionen,
die es nicht mit den ERM-Proteinen teilt. Hierbei
steht v.a. die Rolle des Merlins als negativer
Wachstumsregulator im Vordergrund. Nach Trans-
fektion von Oligonukleotiden, die zur Merlin-
mRNA komplementire Sequenzanteile enthalten,
sind morphologische Verinderungen, Stérungen
der Substratadhésion und erhshte Proliferation der
humanen Schwannomzelllinie STS26T zu beobach-
ten (Huynh u. Pulst 1996). Proliferationssteigernde
Effekte sind durch die Transfektion von Oligo-
nukleotiden mit komplementiren Sequenzen zu
den mRNA der ERM-Proteine bei epithelialen und
Thymomzelllinien von Miusen nicht zu erzielen,
vielmehr werden Zell-Zell-Interaktionen, Substrat-
adhésion und die Mikrovillibildung beeintrichtigt
(Takeuchi et al. 1994). Die proliferationssupprimie-
rende Wirkung des Merlins macht es zu einem Tu-
morsuppressor, dessen Verlust zur Entstehung von
Schwannomen, Meningeomen und Ependymomen
fihrt. Die Expressionsanalysen der MERM-Prote-
ine bei Schwannomen belegen, dass der Funktions-
verlust des Merlins in Schwannomen spezifisch ist,
denn Western-Blot-Analysen an Lysaten aus 11
Vestibularisschwannomen, 1 peripheren und 1 spi-
nalen Schwannom zeigten den Verlust der Merlin-
expression, nicht aber den der ERM-Proteine. Im-
munhistochemisch war in den Tumorzellen Moe-
sin, aber kein Merlin nachzuweisen (Stemmer-Ra-
chamimov et al. 1997).

Die Fihigkeit des Merlins, als negativer Wachs-
tumsregulator zu wirken, wird entscheidend von
seiner Stabilitit, der Bildung intramolekularer
Komplexe und der Interaktion mit spezifischen Ef-
fektoren beeinflusst. Auch wird die Funktions-
fahigkeit des Merlins durch intermolekulare homo-
oder heterotypische Interaktionen, durch die Asso-
ziation mit Aktin und durch Verdnderungen der
intrazelluliren Lokalisation moduliert.

Die experimentellen Beweise dafiir, dass Stérun-
gen der Stabilitdt, der intramolekularen Komplex-
bildung und der Interaktion mit Bindungspartnern
die Merlinaktivitat auf unterschiedlichen Ebenen
beeinflussen, werden in den nachfolgenden Ab-
schnitten dargelegt.

5.4.7.1 Stabilitit mutanter Merlinformen

Die Expressionsanalysen von Merlinmutanten zei-
gen, dass Protein trunkierende und Missense-Mu-
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tationen die Merlinfunktion auf unterschiedliche
Weise beeintrachtigen konnen (Gutmann et al
1998). Durch oligonukleotidvermittelte Mutagenese
wurden  Expressionsvektoren = mit  mutanter
NF2-cDNA hergestellt, welche die Stoppmutationen
Q111X und R466X enthielten, die auch als Keim-
bahnmutationen bei NF2-Patienten beschrieben
worden sind. Bei transienter Uberexpression dieser
cDNA-Konstrukte in COS-1-Zellen kénnen die ent-
sprechenden mutanten Proteine mit einem MG
von etwa 14 KDa und 55KDa im Western-Blot
nachgewiesen werden. Es gelingt aber nicht, nach
Transfektion der Rattenschwannomzelllinie RT4,
die nur sehr geringe Mengen an endogenem Mer-
lin exprimiert, Klone zu isolieren, welche die mu-
tanten Merlinformen auf Proteinebene stabil expri-
mieren, obwohl die Expression auf mRNA-Ebene
nachzuweisen ist. Im Vergleich zu Zellklonen, die
trunkiertes Merlin und Wildtypmerlin stabil expri-
mieren, sind keine starken Expressionsunterschie-
de zwischen der mutanten mRNA und der Wild-
typ-mRNA zu beobachten. Daraus ist zu folgern,
dass die mutanten mRNA-Molekiile stabil sind,
nicht aber die von ihnen kodierten trunkierten
Proteine. Diese Befunde zur mRNA-Stabilitit bei
Protein trunkierenden Mutationen stehen in gewis-
sem Widerspruch zu der von Jacoby et al. (1999)
beobachteten verringerten Expression mutanter
mRNA-Molekiile bei Stopp- und Frameshift-Muta-
tionen (s. Kapitel 5.4.4.2 ,,Genotyp-Phanotyp-Kor-
relation, Unterkapitel ,Allelische Expression®).
Leider wies keiner der von Jacoby et al. (1999) un-
tersuchten Patienten die Stoppmutation QI11X
oder R466X auf, sodass die Befunde nicht direkt
verglichen werden konnen. Nicht alle Protein trun-
kierenden Mutationen, so auch die Stoppmutatio-
nen Q111X und R466X, sind mit reduzierter
mRNA-Stabilitit verbunden. Durch die 5- bis 10fa-
che Uberexpression der mutanten mRNA in den
RT4-Zellen kénnten auch solche Mechanismen, die
unter physiologischen Bedingungen mRNA-Mole-
kiile mit vorzeitigen Stoppkodons erkennen und
eliminieren, nicht wirksam sein.

Aus den Befunden von Gutmann et al. (1998)
geht hervor, dass selbst bei Stabilitdt der mutanten
mRNA die trunkierten Proteine, die durch die Mu-
tationen Q111X und R466X entstehen, per se insta-
bil sind. Inwieweit dies fiir andere Protein trunkie-
rende Mutationen gilt, ist offen, jedoch muss ange-
nommen werden, dass zahlreiche Mutationen zu
instabilen Merlinformen fithren. Dies ist aus um-
fangreichen Studien zur Merlinexpression in Tu-
moren zu schliefen, da bei einem Groflteil der
Schwannome und bei einem Anteil der Meninge-

ome und Ependymome keine Merlinexpression
nachzuweisen ist. Stemmer-Rachamimov et al.
(1997) konnten durch Western-Blot- und/oder im-
munbhistochemische Analysen keine Merlinexpres-
sion in 22 Schwannomen feststellen. Bei keinem
der 13 im Western-Blot untersuchten Schwannome
wurden trunkierte Merlinformen identifiziert. Im
Rahmen der Studie von Huynh et al. (1997) zeigten
25 Vestibularisschwannome keine Merlinexpression,
wihrend in 4 VS verkiirzte Merlinformen auftraten,
die nur mit N-terminalen Antikérpern nachzuwei-
sen waren. Bei 3 der 4 Tumoren mit verkiirztem,
stabilem Merlin wurden somatische Mutationen
identifiziert, welche auffilligerweise alle Exon 13
betrafen. Es ist schwierig zu erkliren, weshalb die-
se Mutationen im Exon 13 zu stabilen verkiirzten
Proteinen fithren, wihrend andere Protein trunkie-
rende Mutationen in Exons distal zu Exon 13 gele-
gen fiir instabile Proteine kodieren.

Bei einem Vergleich des Expressionsniveaus des
Merlins in normalem Gehirngewebe und Schwan-
nomen fanden Harwalkar et al. (1998) in 12 von
23 Schwannomen eine reduzierte Merlinexpressi-
on. Wahrscheinlich verdeckten kontaminierende
normale Zellen den vollstindigen Verlust des Mer-
lins in diesen Tumoren. Nur 3 der Tumoren mit
moderat reduzierter Merlinexpression enthielten
stabile trunkierte Merlinmutanten mit deletiertem
C-Terminus. Insgesamt belegen die zitierten Studi-
en zur Merlinexpression in Tumoren, dass die
meisten Mutationen des NF2-Gens zu einem insta-
bilen Protein fiihren.

Im Gegensatz zu den Expressionskonstrukten
mit Stoppmutationen konnten nach Transfektion
von NF2-cDNA-Konstrukten mit den Missense-
Mutationen L64P und L535P, die ebenfalls als
Keimbahnmutationen bei NF2-Patienten beschrie-
ben worden sind, stabil transfizierte RT4-Zellklone
isoliert werden. Die Expression des mutanten Mer-
lins war in diesen Klonen auch auf Proteinebene
nachzuweisen (Gutmann et al. 1998). Obwohl sich
die Halbwertszeit des mutanten Merlins als leicht
reduziert erwies, waren bei Western-Blot-Analysen
keine Unterschiede zwischen der Expressionsstirke
des mutanten und des Wildtypmerlins festzustel-
len. Im Fall dieser Missense-Mutationen wird also
ein stabiles Merlin exprimiert, das vermutlich
noch bestimmte Funktionen ausiiben kann. Durch
diese Untersuchungen von Gutmann et al. (1998)
finden die Beobachtungen, dass Missense-Mutatio-
nen héufiger bei Patienten mit mildem Phinotyp
auftreten, eine experimentelle Bestitigung, wie
auch die Tendenz, dass Protein trunkierende Muta-
tionen oft mit einer schweren Manifestation asso-
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ziiert sind. Die Mutationen Q111X und R466X sind
bei jeweils 3 schwer betroffenen Patienten und die
Missense-Mutationen L535P und K413E bei jeweils
1 leicht betroffenen NF2-Patienten beobachtet wor-
den (MacCollin et al. 1996).

5.4.7.2 Dysfunktion mutanter Merlinformen

Storungen der intramolekularen Assoziation und der
Effektorbindung bei Missense-Mutationen. Gutmann
et al. (1998) gingen auch der Frage nach, auf wel-
cher Ebene Missense-Mutationen Funktionsstérun-
gen verursachen. Nur bei Uberexpression des
Wildtypmerlins ist eine reduzierte Proliferations-
rate der RT4-Rattenschwannomzellen zu beobach-
ten, nicht aber bei Merlin mit den Missense-Muta-
tionen L64P, K413E und L535P, die eine leichte Re-
duktion der Halbwertszeit des Merlins bewirken.
Als transformierte Linie zeigen RT4-Zellen keine
durch Zell-Zell-Kontakte ausgeloste Wachstums-
hemmung. Die Uberexpression des Wildtypmerlins
kann diese Art der Proliferationshemmung in den
RT4-Zellen wieder auslosen, nicht aber die des
Merlins mit der Missense-Mutation L535P. Hieraus
ist zu folgern, dass diese Missense-Mutation zwar
nur zu einer geringfiigigen Beeintrichtigung der
Stabilitat des Merlins fithrt, aber seine wachstums-
supprimierenden Wirkungen verhindert. Wie in
Kapitel 5.4.5.7 ,Merlin als negativer Wachstums-
regulator” erlautert, sind die wachstumsregulieren-
den Funktionen des Merlins abhingig von der Fi-
higkeit, intramolekulare Assoziationen einzugehen.
Bei Interaktion des N- mit dem C-Terminus kann
Merlin polymerisierte Mikrotubuli nicht binden.
Dieses Merkmal nutzten Gutmann et al. (1998)
aus, um die Fahigkeit der mutanten Merlinformen
zur intramolekularen Assoziation zu iiberpriifen.
Da die Merlinmutante L64P polymerisierte Mikro-
tubuli binden kann, ist zu folgern, dass diese in
der offenen Konformation vorliegt und keine intra-
molekulare Assoziation mehr eingehen kann (Xu
u. Gutmann 1998) (Kapitel 5.4.5.6 ,Interaktions-
partner des Merlins und der ERM-Proteine®, Un-
terkapitel ,Assoziation des Merlins mit Kom-
ponenten des Zytoskeletts“). Im Gegensatz hierzu
scheint die Fahigkeit, intramolekulare Assoziatio-
nen auszubilden, bei den beiden anderen Mis-
sense-Mutationen (L535P und K413E) nicht beein-
trichtigt, da sie nicht mit polymerisierten Mikro-
tubuli interagieren. Auch ihre Fihigkeit, bei Uber-
expression in Zelllinien mit Wildtypmerlin zu di-
merisieren, erwies sich als nicht beeintrichtigt
(Stokowski et al. 2000) (Tabelle 5.28). Da die bei-
den Missense-Mutanten L535P und K413E sub-

membranir lokalisiert sind, ist es nicht sehr wahr-
scheinlich, dass die tumorigene Wirkung dieser
Mutanten durch eine aberrante intrazelluldre Loka-
lisation bedingt ist, sondern vielmehr durch redu-
zierte Interaktionsfahigkeit mit Bindungspartnern.
Bemerkenswerterweise wurden diese beiden Mis-
sense-Mutationen bei Patienten mit mildem Pha-
notyp beschrieben. Verschiedene Mutationen des
NF2-Gens konnen also auf verschiedenen Ebenen
mit den wachstumsregulierenden Fihigkeiten in-
terferieren.

Auswirkungen verschiedener Merlinmutanten auf die
intrazelluldre Lokalisation, die Substratadhision der
Zellen und auf die Bindung von Interaktionspartnern.
Die wachstumssupprimierenden Eigenschaften des
Merlins stehen sehr wahrscheinlich in direktem
Zusammenhang mit seiner Lokalisation und der
Interaktion mit Komponenten des Zytoskeletts.
Merlin ist in verschiedenen Zellsorten in dyna-
mischen Strukturen wie Filopodien, Lamellipodien
und Membrankrausen in Kolokalisation mit Aktin
nachgewiesen worden (Kapitel 5.4.5.4 ,Intrazelluli-
re Lokalisation des Merlins“). Auch in vitro intera-
giert Merlin mit Komponenten des Zytoskeletts
wie Aktin und Mikrotubuli (Xu u. Gutmann 1998).

Nach Transfektion mit Wildtyp-NF2-cDNA-Ex-
pressionskonstrukten verindern 3T3-Zellen und
SV40-transformierte Lungenfibroblasten (VA13),
die endogen kaum Merlin exprimieren, ihre Zell-
gestalt und bilden lange Fortsitze aus (Takeshima
et al. 1994; Lutchman u. Rouleau 1995). Dieser
Phénotyp kann durch die Behandlung mit Anti-
sense-Oligonukleotiden revertiert werden.

Die subzelluldre Lokalisation und die strukturel-
le Ahnlichkeit des Merlins zu den ERM-Proteinen,
welche Elemente des Zytoskeletts mit der Mem-
bran verbinden und in die Regulation der Zell-
gestalt und der Zellmotilitit involviert sind, legen
nahe, dass der Verlust der tumorsuppressiven Wir-
kung mancher Merlinmutanten auf einer Storung
der Interaktion mit dem Aktinzytoskelett beruht.
Bei Transfektion und Uberexpression von Wildtyp-
NF2-cDNA der Isoformen 1 und 2 in verschiedens-
ten Zelllinien ist das ektopisch exprimierte Merlin
vornehmlich submembranir lokalisiert, besonders
angereichert in an F-Aktin reichen Membranvor-
stiilpungen. Mehrere Arbeitsgruppen untersuchten
die Lokalisation verschiedener Merlinmutanten
nach Transfektion der entsprechenden cDNA-
Konstrukte in Zelllinien. In Tabelle 5.28 sind die
Ergebnisse dieser Lokalisationsbestimmungen und
Funktionsanalysen verschiedener Merlinmutanten
zusammengefasst, die auch als Keimbahnmutatio-
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nen oder als somatische Mutationen in Tumoren
identifiziert worden sind. Nach Transfektion C-ter-
minal deletierter Merlinmutanten sind diese wie
das Wildtypmerlin submembranir lokalisiert. Thre
Interaktion mit Aktin ist jedoch beeintréichtigt,
was an einer erhohten Detergensloslichkeit erkenn-
bar wird. Auch die ektopisch exprimierten Merlin-
mutanten mit den Missense-Mutationen V219M,
N220Y, L360P und L535P sind submembranir
nachzuweisen, jedoch ist nur bei den beiden letz-
teren Mutanten die Aktininteraktion reduziert. Aus
diesen Experimenten ist zu folgern, dass Merlin-
segmente, die C-terminal zur eigentlichen Aktin-
bindungsstelle im N-Terminus liegen, fiir die Sta-
bilisierung der Interaktion mit Aktin nétig sind.

Aus dem Vergleich der Eigenschaften verschie-
dener Merlinmutanten wird ersichtlich, dass eine
gestorte oder relaxierte Interaktion mit dem Ak-
tinzytoskelett nicht mit der intrazelluldren Lokali-
sation oder dem Verlust der Substratadhdsion der
die jeweilige Mutante exprimierenden Zellen kor-
reliert ist (Tabelle 5.28). Die Regulation der Zellad-
hision durch Merlin scheint also nicht von der In-
teraktion mit F-Aktin abhidngig zu sein (Koga et
al. 1998; Stokowski et al. 2000).

Alle analysierten C-terminal deletierten Merlin-
mutanten waren submembranir lokalisiert, selbst
bei gestorter Interaktion mit dem Aktinzytoskelett.
Die Merlinmutante A39-80A481-595, die zusitz-
lich zu einer C-terminalen auch eine N-terminale
Deletion aufweist, ist nur perinukledr lokalisiert.
Die submembranire Lokalisation des Merlins
scheint also vornehmlich von der Integritit des
N-Terminus abhingig zu sein, die stabile Interakti-
on mit dem peripheren Aktinzytoskelett bedarf zu-
sitzlich eines vollstindigen C-Terminus. Bei Dele-
tion des Phenylalanins in Position 118 (Merlinmu-
tante AF118) oder bei Deletion des Bereichs, der
durch Exon 2 und 3 kodiert wird (A39-121), ist
das mutante Merlin nicht mehr submembranir,
sondern nur noch zytoplasmatisch und perinukle-
dr in punktférmiger Verteilung zu lokalisieren, wo
es nicht mehr an Aktin bindet. Dies belegt die es-
senzielle Bedeutung des Phenylalanin-Doublets der
Positionen 118-119 fiir die submembranire Lokali-
sation des Merlins. Bemerkenswert ist auch, dass 6
der in Tabelle 5.28 angefithrten Missense-Mutatio-
nen eine reduzierte Fahigkeit zeigen, mit SII-Spek-
trin und/oder mit EBP50 zu interagieren. SII-Spek-
trin wird wie Merlin im retinalen Pigmentepithel
und im unpigmentierten Epithel des Ziliarkdrpers
hoch exprimiert. Da Keimbahnmutationen des
NF2-Gens auch zur Entstehung von Katarakten
pradisponieren und Spektrindegradation hiufig in

Augenlinsen der Ratte nach Induktion der Bildung
von Katarakten beobachtet wurde, liegt es nahe,
der beeintrichtigten Interaktion des Merlins mit
PII-Spektrin besondere Bedeutung bei der Entste-
hung von Katarakten und retinalen Hamartomen
beizumessen.

Eine andere Form der Merlininteraktion, die
mit den wachstumsregulierenden Funktionen des
Merlins in Verbindung gebracht werden muss, ist
die Homodimerisierung. Wie in Kapitel 5.4.5.7
»Merlin als negativer Wachstumsregulator dar-
gestellt, tiben die homodimerisierten Formen des
Merlins die wachstumshemmende Funktion aus.
Stokowski et al. (2000) untersuchten die Fahigkeit
ektopisch exprimierter Merlinmutanten, mit Wild-
typmerlin zu dimerisieren. Wahrend die Mutante
AF118 kaum mehr mit Wildtypmerlin interagieren
kann, ist die Fihigkeit der Missense-Mutante
L535P zur Dimerisierung stark erhéht. Gesteigerte
Dimerisierungsraten wurden auch bei der Analyse
der Mutanten A170-177 und A560-595 beobachtet.
Nach diesen Ergebnissen wiirden sowohl Merlin-
mutanten, die mit Wildtypmerlin dimerisieren, als
auch solche mutanten Merlinformen, die nicht
mehr mit Merlin des Wildtyps interagieren
konnen, den Verlust der Merlinaktivitit bedingen.

Nach Transfektion mit dem cDNA-Konstrukt
A225-595, welches fiir ein stark verkiirztes Merlin
kodiert, das nur aus den Aminosiuren 1-224 be-
steht, findet sich das mutante Merlin ausschlief-
lich perinukledr, und die Zellen losen sich vom
Substrat ab. Diese Effekte sind auch bei Kotrans-
fektion mit cDNA-Expressionskonstrukten des
Wildtypmerlins zu beobachten, sodass die Merlin-
mutante A225-595 eine dominante Wirkung aus-
zuiiben scheint (Koga et al. 1998). Fiir die domi-
nante Wirkung von manchen Merlinmutanten
sprechen auch die Untersuchungen von Giovannini
et al. (1999). Die transgene Expression von N-ter-
minal deletiertem Merlin unter der Kontrolle eines
Schwann-Zell-spezifischen Promotors fiihrt zu ei-
ner erhohten Rate an Schwann-Zell-Tumoren bei
Méusen, nicht aber die transgene Expression
C-terminal deletierter Merlinmutanten (Kapitel
5.4.7.6 ,Transgene Miuse, die mutantes Merlin ex-
primieren“). Dominante Effekte stabiler Merlinmu-
tanten sind jedoch nur bei einem kleineren Anteil
von Meningeomen und Schwannomen zu erwar-
ten, da die Analysen zur Merlinexpression in die-
sen Tumoren dafiir sprechen, dass die meisten
mutanten Merlinformen instabil sind und es die
Merlindefizienz ist, die zur Tumorentstehung
fiihrt. Werden die Studien von Stemmer-Rachami-
mov et al. (1997), Huynh et al. (1997) und Harwal-
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kar et al. (1998) zusammengefasst, zeigten 84%
(59/70) der daraufhin untersuchten Tumoren keine
Merlinexpression, 6% (n=4) eine leicht reduzierte
Merlinexpression, und bei 10% (n=7) wurden
trunkierte Proteine nachgewiesen.

Goutebroze et al. (2000) identifizierten ein Pro-
tein, das in vitro mit der Merlinisoform 1 intera-
giert und aufgrund dieser Eigenschaft als mit
Schwannomin interagierendes Protein 1 (SCHIP-1)
bezeichnet wurde. An dieser Interaktion sind 2
N-terminale Regionen des Merlins unabhingig
voneinander und 1 C-terminale Coiled-coil-Domi-
ne des SCHIP-1 beteiligt. SCHIP-1 kann keiner be-
kannten Proteinfamilie zugeordnet werden, zeigt
jedoch innerhalb der Coiled-coil-Domine 70%
Aminosédureidentitit zu den humanen FEZ-Prote-
inen 1 und 2, die beim Wachstum von Axonen
und der Faszikulation eine Rolle spielen. Die zellu-
laren Funktionen des SCHIP-1 sind unbekannt. In
vitro vermag SCHIP-1 iiber seine C-terminale Do-
mine Homodimere zu bilden (Goutebroze et al.
2000). Obwohl die Merlinisoform 1 und SCHIP-1
in HeLa-Zellen hiufig kolokalisieren, scheint
SCHIP-1 nicht durchgingig mit Aktin assoziiert zu
sein, da Zytochalasin-D-Behandlung der Zellen
seine intrazellulire Lokalisation nicht stért. Das
Expressionsspektrum des SCHIP-1 ist nicht
undhnlich dem des Merlins. Beide sind im adulten
Herzen, im Gehirn und im Skelettmuskel nach-
zuweisen. Uberraschenderweise interagiert jedoch
die Merlinisoform 1 im Hefe-2-Hybrid-Test nicht
mit SCHIP-1, wohl aber die Merlinmutanten
A39-121 und AF118, die beide in vitro an Mikro-
tubuli binden kénnen. Offenbar liegen diese Mer-
linmutanten im Gegensatz zur Merlinisoform 1 in
der offenen Konformation vor (s. Tabelle 5.28).
Diese Beobachtungen legen nahe, dass die mutante
Wirkung der Merlinformen A39-121 und AF118
auch durch die aberrante Bindung an SCHIP-1 ver-
mittelt werden konnte. Die hier geschilderten Er-
gebnisse vermitteln den Eindruck, dass die norma-
le Funktion des Merlins eines bestimmten Verhilt-
nisses verschiedener Isoformen und Konformati-
onszustinde bedarf. Storungen solcher Gleichge-
wichte durch strukturelle Verinderungen, welche
die eine oder die andere Konformation oder Iso-
form begiinstigen, konnen empfindlich in das
Wechselspiel des Merlins mit seinen Interaktions-
partnern eingreifen und so zu Formverinderungen
der Zellen fithren, die am Anfang der Tumorgene-
se stehen.

5.4.7.3 Phdnotyp und Wachstumseigenschaften
von kultivierten Schwann-Zellen
aus NF2-assoziierten und sporadischen
Schwannomen

Die immunhistochemische Analyse primarer SZ-
Kulturen zeigte, dass Schwannom-SZ $100, CNPase
(cyclic nucleotide 3'-phosphohydrolase), Kollagen
IV und NGFR exprimieren (Hung et al. 1998),
wihrend keine bzw. nur eine geringe Expression
des MBP (myelin basic protein) nachzuweisen war.
Rosenbaum et al. (1998) analysierten SZ-Kulturen
aus 5 Schwannomen von 4 NF2-Patienten. Der
durch S100-Firbungen erhobene SZ-Gehalt dieser
Kulturen lag bei 90-99%. Die Keimbahnmutatio-
nen dieser 4 NF2-Patienten waren 1 Nonsense-Mu-
tation im Exon 12, jeweils 1 Frameshift-Mutation
im Exon 11 bzw. Exon 8 und 1 Missense-Mutation
im Exon 15. In 4 der 5 SZ-Kulturen war auch LOH
von Chromosom-22-spezifischen Markern zu be-
obachten.

Die NF2-Schwannom-SZ-Kulturen zeigen im
Vergleich zu SZ aus normalen peripheren Nerven
keine Kontaktinhibition, denn sie wachsen in mul-
tiplen Schichten. Im Gegensatz zu normalen SZ
bilden sie lange Zellfortsitze aus, die Lamellipo-
dien oder Filopodien dhneln. Die Anfirbung mit
fluoreszenzmarkiertem Phalloidin zeigt keine auf-
falligen, mikroskopisch sichtbaren Verinderungen
des Aktinzytoskeletts der NF2-SZ. Dies schliefit je-
doch solche Storungen, die auf diese Weise nicht
erkennbar sind, nicht aus. Aufierdem proliferieren
die NF2-SZ schneller als die SZ aus gesundem pe-
ripheren Nervengewebe. Selbst in hoheren Passa-
gen bei den NF2-SZ-Kulturen sind noch hohe
BrdU-Einbauraten zu finden, jedoch beobachteten
Rosenbaum et al. (1998) keine Immortalisierung.

Im Zusammenhang mit der erhdhten Proliferati-
onsrate der NF2-Schwannom-SZ konnte die Beob-
achtung von Kamleiter et al. (1999) stehen, dass die-
se im Vergleich mit SZ aus dem peripheren Nerven-
system gesunder Probanden verinderte Membran-
potenziale und einen erhéhten nichtaktivierenden
K*-Auswirtsstrom zeigen. Es ist jedoch auch
moglich, dass der Merlinverlust die Verteilung oder
das so genannte ,,clustering” der Ionenkanile beein-
flusst und es dadurch zu einer hoéheren Dichte
nichttranslozierter K"-Kanile im Zellsoma kommt.

Pelton et al. (1998) untersuchten SZ-Kulturen
aus insgesamt 18 Schwannomen, darunter waren
13 Vestibularisschwannome, wovon 3 von NF2-Pa-
tienten stammten. Als Kontrollen dienten SZ-Kul-
turen aus 5 Nervenbiopsien gesunder Spender
(NHSZ, normale humane Schwann-Zellen). Etwa
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94-97% der Zellen all dieser Kulturen waren posi-
tiv fiir die SZ-Marker §100§ und NGFR. Im Ver-
gleich zu den NHSZ zeigen die Schwannom-SZ ei-
ne erhohte basale Proliferationsrate, bei Stimulati-
on mit dem Gliawachstumsfaktor 2 jedoch besteht
kein Unterschied zwischen den Schwannzellkultu-
ren unterschiedlicher Herkunft.

Die Morphologie der Schwannom-SZ ist in dem
Sinn veridndert, dass sie auf ihrem Substrat eine 5-
bis 7-mal gréfere Fliche in Anspruch nehmen als
NHSZ, ohne jedoch stirker abgeflacht zu sein als
die Letzteren. Eine weitere Auffilligkeit von
Schwannom-SZ, die Rosenbaum et al. (1998) nicht
beobachteten (s. oben), sind desorganisierte
Stressfasern im Gegensatz zu den NHSZ und
Schwann-Zellen aus einem plexiformen Neurofi-
brom eines NF1-Patienten, deren Stressfasern nor-
mal organisiert sind. Dieser Phinotyp der Schwan-
nom-SZ wird durch die konstitutive Aktivierung
von RhoA ausgeldst, denn durch Transfektion mit
dominant-negativem RhoA kann die Desorganisa-
tion der Stressfasern revertiert werden. Dies ist
auch durch die Behandlung der Schwannom-SZ
mit der C3-Transferase moglich, die die ADP-Ri-
bosylierung von Rho Kkatalysiert und somit den
Aufbau von Stressfasern hemmt. Schwannom-SZ
unterscheiden sich von den NHSZ auch durch ver-
mehrte Membrankrausen (ruffled membranes), de-
ren Bildung durch Transfektion der Schwannom-
SZ mit dominant-negativem Rac inhibiert werden
kann. Rac gehért zur Rho-Familie kleiner GTP-
bindender Proteine.

Diese Befunde belegen, dass in Schwannom-SZ
die Organisation des Zytoskeletts durch verinderte
Rho- und Rac-Signaltransduktionswege gestort ist.
Auflerdem stellten Pelton et al. (1998) fest, dass zwi-
schen SZ-Kulturen aus Schwannomen und NHSZ
kein Unterschied hinsichtlich der Expression von
Ezrin und Moesin besteht. Die ERM-Proteine schei-
nen also den Merlinverlust in den Schwannomen
nicht durch erhéhte Expression zu kompensieren.

5.4.7.4 Auswirkungen der Merlindefizienz
bei Nf2(-/-)-Embryonen

Von der Herstellung und der Analyse der
NF2-Knockout-Miduse wurde erhofft, das Spektrum
der Funktionen des Merlins in verschiedenen Zell-
sorten v.a. wihrend der Entwicklung erfassen und
Einblicke in die Mechanismen der Pathogenese der
NF2 gewinnen zu konnen. Nach gezielter Mutage-
nese des NF2-Gens in embryonalen Stammzellen
wurden diese in Embryonen des Blastozystenstadi-
ums injiziert und Letztere wiederum scheintrichti-

gen Miusen implantiert. Unter den Nachkommen
von Kreuzungen der so gewonnenen Chiméren
[Nf2(+/4)(+/-)] mit dem Wildtyp sind heterozy-
gote Nf2(+/-)-Miduse, deren Genotyp dem der
NF2-Patienten entspricht. Die homozygote Defi-
zienz fiir das NF2-Gen-Produkt erwies sich als Le-
talfaktor. Etwa 20-30% der Nf2(-/-)-Embryonen
starben kurz nach der Implantation, etwa 70%
starben am Tag 6,5-7 bei massiver Fehlentwick-
lung der extraembryonalen Gewebe und ausblei-
bender Gastrulation (McClatchey et al. 1997). Die-
se beiden Gruppen von Nf2(-/-)-Embryonen sind
auch bei Testkreuzungen mit anderen Mausstim-
men beobachtet worden, sodass ein Einfluss des
genetischen Hintergrunds auf diesen Phinotyp
auszuschliefen ist.

Im Folgenden sind die Stérungen beschrieben,
die bei Nf2(-/-)-Embryonen beobachtet wurden,
die bis zum Tag 7,5 iiberlebten. Die histologische
Untersuchung von Wildtyp- und Nf2(+/-)-Em-
bryonen am Tag 7,5 zeigt sie im Stadium einer fast
vollstindig abgeschlossenen Gastrulation, wobei
mesodermale Zellschichten sowohl im gesamten
Embryo zwischen ektodermalen und endoderma-
len Schichten als auch im extraembryonalen Anteil
des Embryos zu erkennen sind. Im Gegensatz dazu
haben die Nf2(-/-)-Embryonen zu diesem Zeit-
punkt einen vollig abweichenden Phinotyp. Im
linglich deformierten Eizylinder sind nur ektoder-
male und endodermale Schichten zu erkennen, die
Mesoderminduktion ist ausgeblieben. Im fehlent-
wickelten ~extraembryonalen Gewebeanteil der
Nf2(-/-)-Embryonen sind keine ektodermalen An-
teile nachzuweisen. Auffillig ist auch, dass die
Nf2(-/-)-Embryonen keine normale Orientierung
beziiglich der mesometrial-antimesometrialen
Achse der Dezidua zeigen. In Sagittalschnitten von
Wildtypembryonen des Tags 7,5 umgibt das visze-
rale Endoderm die extraembryonale Hilfte des
Embryos in Form eines Palisadenepithels, wihrend
der Embryo selbst von eher flachem, squamdsem
Epithel umhiillt wird. Im Nf2(-/-)-Embryo ist die-
se Einteilung jedoch aufgehoben; variable Anteile
des Embryos und des extraembryonalen Gewebes
sind mit squamésem oder Palisadenepithel umge-
ben. Dies ist vermutlich auf die Fehlorientierung
der primiren Achse des Embryos zuriickzufiihren.
Das viszerale Endoderm der mutanten Embryonen
bildet an der Grenze des Embryos zum extra-
embryonalen Gewebe multiple, in sich zuriickge-
faltete Schichten. Diese Hyperproliferation des vis-
zeralen Endoderms im eigentlichen Embryo erfolgt
trotz ausbleibender Endodermentwicklung oder
-expansion im extraembryonalen Anteil.
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Das Unvermégen der Nf2(-/-)-Embryonen, Me-
soderm zu bilden, kann auf dem Fehlen der indu-
zierenden Signale oder auf Storungen der rezep-
torvermittelten Reaktionskaskaden beruhen, die
von solchen Signalen ausgelost werden. Merlin
konnte in beide Teile dieses komplexen Gesche-
hens involviert sein. Der Phanotyp der mutanten
Embryos ldsst erwarten, dass Merlin in der Onto-
genese fiir die Organisation des extraembryonalen
Ektoderms in ein Epithel benétigt wird. Es gibt
mehrere Hypothesen, um die Fehlentwicklungen
der Nf2(-/-)-Embryonen zu erkliren.

e Zum einen kdnnte das Fehlen der epithelialen
Strukturen im extraembryonalen Gewebe die
Fehlorientierung der mutanten Embryonen in
Bezug auf die mesometrial-antimesometriale
Achse der Dezidua bedingen.

e Zum anderen ist moglich, dass bei Merlindefi-
zienz die Invasion des Trophoblasten in die De-
zidua in mesometrialer Richtung gehemmt ist.
Wahrscheinlich erlaubt erst dieses Einwachsen
des Trophoblasten das Wachstum und die Diffe-
renzierung des extraembryonalen Ektoderms.

Alexander et al. (1996) konnten zeigen, dass die

Inhibition von Metalloproteinasen in vivo, die be-

kanntermaflen bei der Trophoblasteninvasion in

die Dezidua eine Rolle spielen, zur Missorientie-
rung des Embryos fithrt. Durch defekte Adhésion
oder Invasion des Trophoblasten wire auch das

Absterben mancher Nf2(-/-)-Embryonen kurz

nach der Implantation zu erklédren.

Um weitere Erkenntnisse iiber die Auswirkungen
der Merlindefizienz wihrend der Embryonalent-
wicklung der Maus zu erhalten, wurden chimire
Embryos durch Injektion von Nf2(-/-)-embryona-
len Stammzellen in Blastozysten von Wildtypmau-
sen hergestellt. Diese embryonalen Stammzellen
enthielten zusitzlich das lacZ-Gen inseriert, sodass
sie mit Hilfe der X-Gal-Reaktion in Whole-mount-
Préparaten leicht nachgewiesen werden konnten.
In Blastozysten injizierte embryonale Stammzellen
tragen nur zur inneren Zellmasse bei, nicht jedoch
zu den extraembryonalen Geweben. Die Unter-
suchungen von vielen chiméiren Embryos mit ganz
unterschiedlichen Anteilen an Nf2(-/-)-Zellen hat
gezeigt, dass die Gastrulation normal abliuft,
selbst wenn beachtliche Anteile homozygot mutan-
ter Zellen im Embryo vorhanden sind. Auflerdem
konnte nachgewiesen werden, dass die Nf2(-/-)-
Stammzellen zur Bildung aller Keimblitter, auch
des Mesoderms, beitragen. Also verhindert die
Merlindefizienz die Mesodermentwicklung nicht in
zellautonomer Weise, sondern wahrscheinlich indi-

rekt durch die Fehlentwicklung der extraembryo-
nalen Gewebe (McClatchey et al. 1997).

Die Fehlorientierung der Nf2(-/-)-Embryonen
konnte mit dem Verlust der regulatorischen Funk-
tion des Merlins bei Interaktionen der Hyaluron-
siure (HA) mit dem transmembraniren Protein
CD44 in Zusammenhang gebracht werden. HA
kann im gesamten Embryo zum Zeitpunkt der Im-
plantation nachgewiesen werden, verschwindet
aber danach von der antimesometrialen Seite der
Dezidua und ist nur noch auf der mesometrialen
Seite in Bereichen der Trophoblasteninvasion wah-
rend der ektoplazentalen Konusbildung feststellbar.
Die Entfernung der HA von der antimesometrialen
Seite der Dezidua wird durch Endozytose des HA-
Rezeptor-Komplexes bewerkstelligt und verhilft
dem Trophoblasten zur Expansion in mesometri-
aler Richtung, was wiederum zur Orientierung des
Embryos beitrigt. Der wesentliche Rezeptor fiir
HA ist das transmembranire Protein CD44, das
mit seiner zytoplasmatischen Doméne sehr wahr-
scheinlich direkt an den N-Terminus von Merlin
binden kann. Es liegt also nahe, zu postulieren,
dass Interaktionen zwischen HA und CD44 oder
CD44-dhnlichen Proteinen fiir die Zellmigration
und die Proliferation bei der Invasion des Tropho-
blasten eine wichtige Rolle spielen und dass diese
Interaktionen durch die Merlindefizienz empfind-
lich gestért werden.

5.4.7.5 Heterozygote Nf2(+/-)-Mause

Heterozygote Nf2(+/-)-Midusen haben ein signifi-
kant erhohtes Risiko, maligne Tumoren, wie Os-
teosarkome, Fibrosarkome und hepatozelluldre
Karzinome, zu entwickeln (McClatchey et al. 1998).
Mit geringerer Frequenz werden auch Chondrosar-
kome, Uterussarkome und Karzinome der Gallen-
ginge beobachtet.

Ein besonderes Merkmal dieser Tumoren, ins-
besondere der Osteosarkome und Fibrosarkome,
ist ihr hohes Metastasierungspotenzial. Im Ver-
gleich zu sporadisch auftretenden Osteosarkomen
und Fibrosarkomen bei Wildtypmausen ist die Me-
tastasenbildung bei den Nf2(+/-)-Médusen dras-
tisch erhéht. Die priméren Osteosarkome der hete-
rozygoten Miuse sind relativ kleine, differenzierte
Tumoren, ebenso auch deren Metastasen, die vor-
nehmlich in Leber und Lunge zu finden sind.

Die beim Menschen mit NF2-assoziierten Tu-
moren, Schwannome, Meningeome und Ependy-
mome, treten bei den Nf2(+/-)-Miusen nicht auf.
Auch Linsenanomalien sind bei den heterozygoten
Knockout-Mdusen nicht nachzuweisen. Da die
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Nf2(+/-)-Miuse jedoch erst relativ spét, im Alter
von 10-30 Monaten, Tumoren entwickeln, ist anzu-
nehmen, dass neben dem Verlust des NF2-Wild-
typallels zusitzliche genetische Verinderungen fiir
die Tumorgenese verantwortlich sind. In den Tu-
moren der Nf2(+/-)-Mause kommt es relativ hdu-
fig zum Verlust des gesamten Chromosoms 11.
Dies bedingt nicht nur den Verlust des Wildtyp-
NF2-Allels, sondern auch den Verlust eines p53-Al-
lels, da das NF2- und das p53-Gen bei der Maus
syntenisch sind. Der Verlust eines ganzen Chromo-
soms ist ein hdufiges Ereignis im Zug der Entste-
hung von Tumoren bei der Maus (Luongo et al.
1994). Heterozygote p53(+/-)-Mduse entwickeln
mit erhohter Inzidenz in unterschiedlichsten Ge-
weben Sarkome im Alter von 9-24 Monaten (Jacks
et al. 1994b).

Um kooperative Effekte der Mutationen im NF2-
und p53-Gen zu untersuchen, wurden doppelt he-
terozygote Miuse mit dem Genotyp
Nf2(+/-);p53(+/-) geziichtet (McClatchey et al.
1998). Solche Méiuse, bei welchen die mutierten
Gene jeweils auf einem Chromosom liegen (cis),
entwickeln frith multiple Osteosarkome und Fibro-
sarkome durch den Verlust des Chromosoms 11
mit den Wildtypallelen. Die Nf2(+/-);p53(+/-)-
Méuse mit den mutanten Genen auf einem Chro-
mosom haben eine dramatisch reduzierte Uber-
lebensrate bis maximal 5 Monate. Sie sterben vor-
nehmlich aufgrund multipler Tumoren im Bereich
der kraniofazialen Nasenginge. Die doppelt-hete-
rozygoten Mause mit trans-Konfiguration der mu-
tanten Gene zeigen im Vergleich zu den Nf2(+/-)-
und p53(+/-)-Stimmem auch eine reduzierte
Uberlebensrate, wobei ein Alter von 21 Monaten
nicht iiberschritten wird. Auch diese Tiere erkran-
ken relativ frith an Osteosarkomen und an Fibro-
sarkomen, in welchen iiberraschenderweise hiufig
der Verlust beider Wildtypallele auftritt. Dies ldsst
sich nur durch die Annahme von jeweils 2 Ereig-
nissen erkldren, die zu LOH fiihren. Beispielsweise
koénnte somatische Rekombination die mutanten
Allele in die cis-Stellung bringen, gefolgt vom Ver-
lust des Chromosoms 11 mit den beiden Wild-
typallelen. Zwei der doppelt-heterozygoten Miuse
mit trans-Konfiguration der mutanten Allele zeig-
ten in den Tumoren den Verlust des Chromosoms
11 mit dem Wildtyp-p53-Allel und dem mutanten
NF2-Gen. Diese Tumoren, ein Fibrosarkom und
ein Osteosarkom, bildeten keine Metastasen im
Gegensatz zu den Tumoren der doppelt-heterozy-
goten Tiere mit dem Verlust beider Wildtypallele,
was die Bedeutung der Merlindefizienz fiir die Me-
tastasierungskapazitit unterstreicht, zumal Osteo-

sarkome, die p53(+/-)-Mduse entwickeln, nicht
sehr hidufig metastasieren.

Das extreme Metastasierungspotenzial der Tu-
moren der Nf2(+/-)-Mduse zeigt, dass durch die
Merlindefizienz Prozesse wie die Penetration von
Blutgefiflen oder die Invasion und die Etablierung
in anderen Geweben gefordert werden. Hierfiir
sprechen auch die Beobachtungen, dass merlinde-
fiziente Tumorzellen aus Osteosarkomen oder Fi-
brosarkomen von Nf2(+/-)-Miusen, die in die
Schwanzvene von Wildtypmiusen injiziert wurden,
multiple Metastasen in der Lunge der Empfinger-
tiere bildeten und in deren Blut zirkulierten. We-
der Metastasenbildung, noch die Zirkulation im
Blutstrom der Empfingertiere war nach Injektion
von p53-defizienten Tumorzellen nachzuweisen.

Das hohe Metastasierungspotenzial der merlin-
defizienten Tumoren der Nf2(+/-)-Miduse konnte
dadurch bedingt sein, dass Merlin bei der Maus
nicht nur als negativer Wachstumsregulator wirkt,
sondern auch in die Regulation der Zellmotilitit,
der Invasivitit und des verankerungsunabhingigen
Wachstums involviert ist. Ob und auf welche Weise
diese Prozesse auch beim Menschen durch merlin-
vermittelte Zellfunktionen reguliert werden, ist
nicht bekannt. Schwannome, Meningeome und
Ependymome, die typischen NF2-assoziierten Tu-
moren, in welchen auch bei sporadischen Patien-
ten die Merlindefizienz nachgewiesen wurde, sind
benigne Tumoren. Die heterozygoten Nf2(+/-)-
Miuse entwickeln auch Osteosarkome. Jedoch
scheint NF2-Gen-Defekten bei der Entwicklung
oder Progression von Osteosarkomen des Menschen
keine Bedeutung zuzukommen (Jacoby et al. 1999)
(Kapitel 5.4.10 ,Somatische Mutationen des
NF2-Gens in nicht mit NF2 assozierten Tumoren®).

Die strukturelle und funktionelle Verwandt-
schaft des Merlins zu den ERM-Proteinen wirft die
Frage nach der Redundanz ihrer Funktionen auf.
Uberraschenderweise  haben  moesindefiziente
Miuse keine phanotypischen Anomalien oder Fer-
tilitatsstorungen. Auch die systematische histologi-
sche Analyse der Gewebe dieser Miuse zeigte kei-
ne Auffilligkeiten (Doi et al. 1999). Fiir die norma-
le Entwicklung der Maus ist Moesin also entbehr-
lich, was verwundert, denn Moesin ist in der Evo-
lution hoch konserviert. Drosophila besitzt kein
dem Ezrin oder Radixin homologes Protein, son-
dern nur Moesin, dessen Aminosiuresequenz der-
jenigen des Moesins der Maus zu 70% #hnlich ist.
Die Unauffilligkeit der moesindefizienten Mause
spricht dafiir, dass die ERM-Proteine funktionell
redundant sind. Eine kompensatorisch verstirkte
Expression von Ezrin oder Radixin oder eine Ver-
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anderung ihrer subzelluldren Lokalisation konnte
bei den moesindefizienten M4usen nicht beobach-
tet werden. Es ist jedoch nicht auszuschlieflen,
dass andere Mitglieder der Bande-4.1-Familie die
Funktion des Moesins in den Zellen der Knockout-
Miuse tibernommen haben oder ein verandertes
Expressionsmuster zeigen. Der Vergleich der moe-
sin- bzw. merlindefizienten Mause ldsst ein unter-
schiedliches Funktionsspektrum von Merlin und
Moesin erkennen.

Das erhéhte Risiko der Nf2(+/-)-Méiuse, mali-
gne Tumoren zu entwickeln zeigt, dass grundsitz-
liche Unterschiede hinsichtlich der Auswirkungen
der Merlindefizienz zwischen Mensch und Maus
bestehen. Moglicherweise kompensieren bei der
Maus die ERM-Proteine in bestimmten Zellsorten
wie Schwann-Zellen die Merlindefizienz. Dass sol-
che kompensatorischen Effekte bei Knockout-Mau-
sen moglich sind, ist nicht nur am oben geschil-
derten Beispiel des Moesins gezeigt worden, son-
dern auch bei Mitgliedern der Familie der Retino-
blastomproteine und der Intermediérfilamente Vi-
mentin und GFAP (glial fibrillary acidic protein)
(Colucci-Guyon et al. 1994; Gomi et al. 1995; Lee
et al. 1996). Die Abweichungen des Phénotyps der
Nf2(+/-)-Mause von der Manifestation der NF2
beim Menschen kénnten zum einen durch spezies-
spezifische Unterschiede der somatischen Mutati-
onsrate unterschiedlicher Zelltypen (z.B. Schwann-
Zellen vs. Osteoblasten), zum anderen durch Syn-
tenieunterschiede beeinflusst werden. Beim Men-
schen liegt das NF2-Gen auf Chromosom 22, bei
der Maus auf Chromosom 11. Diese Chromosomen
divergieren in ihrem Genbestand. Der Verlust des
Wildtypallels des NF2-Gens ereignet sich in Tumo-
ren hiufig als Folge des Verlusts des ganzen Chro-
mosoms. Von diesen Verlusten sind also bei
Mensch und Maus ganz unterschiedliche Gene be-
troffen. Der Verlust des Chromosoms 11 bedeutet
bei der Maus auch immer den Verlust eines Allels
des Tumorsuppressorgens p53 mit entsprechenden
Konsequenzen fiir die Tumorentwicklung.

Zusammengefasst zeigen die Untersuchungen an
NF2-Knockout-Méusen, dass Merlin bereits in ei-
nem sehr frithen Stadium der Mausontogenese ei-
ne wichtige Rolle spielt und die homozygote Mer-
lindefizienz ein Letalfaktor ist. Die hohe Metasta-
sierungskapazitit der Tumoren heterozygoter
Nf2(+/-)-Méuse weist auf essenzielle Funktionen
des Merlins bei der Regulation der Zellmotilitit
und der substratabhingigen Wachstumskontrolle
hin. Den unterschiedlichen Auswirkungen der
Merlindefizienz bei Mensch und Maus liegen sehr
wahrscheinlich auch speziesspezifische Unterschie-

de zwischen den Wirkungsspektren des Merlins
zugrunde. Da Nf2(+/-)-Miduse keine Schwannome
oder Meningeome entwickeln, sondern Osteosar-
kome und Fibrosarkome, in welchen die homozy-
gote Inaktivierung des NF2-Gens nachgewiesen
wurde, ist zu vermuten, dass Mensch und Maus
iiber unterschiedliche zelltypspezifische Mechanis-
men der Wachstumsregulation verfiigen. Auch die
somatische Mutationsrate in SZ oder meningealen
Zellen konnten bei Mensch und Maus wesentlich
differieren.

5.4.7.6 Transgene Mause, die mutantes Merlin
exprimieren

Ein Mausmodell, das dem Phénotyp der NF2-Ma-
nifestation beim Menschen recht nahe kommt,
etablierten Giovannini et al. (1999). Diese Miuse
exprimieren mutante NF2-cDNA unter der Kon-
trolle des PO-Promotors als Transgen. Das PO-Pro-
tein ist eine wesentliche Komponente des periphe-
ren Myelins. Die Verwendung des PO-Promotors in
diesem System ermdglicht eine Schwann-Zell-spe-
zifische Expression der mutanten NF2-cDNA. Fiir
diese Experimente wurden 2 unterschiedliche Mer-
linmutanten verwendet,
e zum einen ACter, eine C-terminale Deletions-
mutante, und
e zum anderen A(39-121), eine mutante Merlin-
form, bei welcher die Exons 2 und 3 fehlen,
aber ein offener Leserahmen erhalten bleibt.
Um die spezifische Expression des jeweiligen
Transgens nachzuweisen, enthielten die Expressi-
onsvektoren zusitzlich Sequenzen fiir ein spezielles
Epitop, das die subzelluldre Lokalisation des mu-
tanten Merlins nicht verdndert. Mit Hilfe eines An-
tikdrpers gegen dieses Epitop ist dann der Nach-
weis der mutanten Merlinformen méglich. Durch
Immunoblotting mit diesem Antikorper konnten
also solche Mausstimme identifiziert werden, die
in ihren peripheren Nerven die Merlinmutanten
ACter (MG=39 KDa) oder A(39-121) (MG=
62 KDa) zusitzlich zum Wildtypmerlin exprimier-
ten. Entsprechend der Zelltypspezifitit des PO-Pro-
motors war keine Expression der Transgene in
Herz, Milz, Lunge, Leber, Niere, Zerebellum, N.
opticus und verschiedenen anderen Gehirnstruktu-
ren nachweisbar. Eine geringe Expression der je-
weiligen Merlinmutanten fand sich jedoch im Ute-
rus der transgenen Tiere, was durch die starke In-
nervation dieses Organs zu erkldren ist. Die trans-
genen Miause, welche die Merlinmutante ACter ex-
primierten, hatten keine reduzierte Uberlebensrate
und kein erhohtes Tumorrisiko. Im Gegensatz da-
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zu zeigten Miuse, die die Merlinmutante
A(39-121) exprimierten, Schwann-Zell-Tumoren
und eine eingeschrinkte Lebenserwartung. Giovan-
nini et al. (1999) untersuchten insgesamt 36 Mduse
mit transgener Expression der Mutante A(39-121),
die aus 4 unabhingig voneinander hergestellten
Stimmen kamen. Dabei wiesen 12 Miuse ins-
gesamt 15 periphere Schwann-Zell-Tumoren auf, 4
davon waren am N. trigeminus entstanden bzw. in
Spinalganglien. Im Uterus von 8 der 20 weiblichen
Tiere wurden ebenfalls Schwann-Zell-Tumoren mit
Verocay-Koérper-dhnlichen Strukturen beobachtet.
Im Gegensatz zu den natiirlichen Verhiltnissen bei
menschlichen Schwannomen wurden in allen die-
sen SZ-Tumoren nebeneinander das mutante und
das Wildtypmerlin exprimiert. Die FISH-Analyse
von 2 Tumoren peripherer Nerven und 1 uterinen
Tumor zeigte, dass beide Chromosomen 11 der
Maus mit den Wiltyp-NF2-Allelen vorhanden wa-
ren. Bei 13 der 36 analysierten Miuse, welche die
Merlinmutante A(39-121) als Transgen exprimier-
ten, waren Herde hyperproliferierender Schwann-
Zellen in den Spinalganglien zu erkennen. Wie bei
NF2-Patienten ist auch bei den transgenen Miusen
anzunehmen, dass diese Foci Vorlduferlisionen
von Schwannomen darstellen (Wiestler u. Radner
1994). Diese Schwannosis manifestiert sich bei den
transgenen A(39-121)-Mausen auch in Skelettmus-
keln in der Form hypertropher Nervenfasern mit
Schwann-Zell-Hyperplasie.

Um die dominante Wirkung der Merlinmutante
A(39-121) in Relation zur Anzahl der Wildtypalle-
le zu untersuchen, wurden die transgenen
A(39-121)-Miduse mit heterozygoten Nf2(+/-)-
Miusen gekreuzt. Die aus diesen Kreuzungen re-
sultierenden Nf2(+/-)-Miduse, die das mutante
Transgen exprimieren, entwickeln in héherem
Maf Schwann-Zell-Tumoren und Schwannosis als
Nf2(+/+)-Mduse mit Expression der Merlinmutan-
te A(39-121). Die Anzahl der funktionellen
NF2-Allele moduliert also die tumorigene Wirkung
der Merlinmutante A(39-121). Eine dominant-ne-
gative Wirkung des Merlins A(39-121) ist aber laut
Giovannini et al. (1999) eher unwahrscheinlich, da
das mutante Merlin in Proteinextrakten aus nor-
malen peripheren Nerven oder aus Tumoren der
transgenen Mduse nicht mit endogenem Wildtyp-
merlin koimmunprizipitiert werden kann.

Die Bildung von Heterodimeren des mutanten
Merlins mit Wildtypmerlin war zumindest auf die-
sem Weg nicht nachzuweisen. Es ist aber die oben
beschriebene inverse Korrelation der Gendosis des
Wildtypallels mit dem Ausmafl der Tumorgenese,

die von der dominanten Wirkung der Mutante
A(39-121) iiberzeugt. Auf welcher Ebene der Mer-
linfunktionen dieser dominante Effekt zum Tragen
kommt, ist noch nicht geklart.

In HeLa-Zellen ist die ektopisch exprimierte
Merlinmutante A(39-121) zytoplasmatisch in peri-
nukledren Aggregaten lokalisiert und geht keine
Assoziation mit dem Aktinzytoskelett ein (Deguen
et al. 1998). Ganz entsprechend verhilt sich die
Deletionsmutante A(1-250). Die N-terminale Do-
mine des Merlins vermittelt also seine submem-
brandre Lokalisation und seine Bindung an das
Aktinzytoskelett. Beides ist vermutlich fiir die Tu-
morsuppressorfunktion des Merlins erforderlich.
Innerhalb der N-terminalen Doméne ist das Phe-
nylalanin in Position 118 von besonderer Bedeu-
tung, denn seine Deletion A(118) allein bewirkt
bereits die auch bei den genannten gréferen Dele-
tionen beschriebenen Effekte.

Im Gegensatz dazu steht das Verhalten dreier
C-terminaler Deletionsmutanten des Merlins mit
Verlust der letzten 70 bzw. 89 bzw. 120 Aminoséu-
ren; sie bleiben submembranir lokalisiert und
F-Aktin-gebunden, obwohl diese Bindung eine Lo-
ckerung erfihrt. Dem C-Terminus kann also eine
stabilisierende Wirkung auf die Aktinbindung des
Merlins zugeschrieben werden (Deguen et al.
1998).

C-terminal deletierte Mutanten des Merlins in
transgenen Mausen fiithrten bei einer Koexpression
mit Wildtypmerlin in transgenen Méusen auch bei
hohem Uberschuss nicht zur Bildung von Schwan-
nomen; diese Mutanten entfalten also keine domi-
nante Wirkung. In diesem Zusammenhang muss
jedoch beriicksichtigt werden, dass aufgrund der
Mutationsanalysen des NF2-Gens an Meningeomen
und Schwannomen davon ausgegangen werden
kann, dass die meisten dieser Tumoren durch den
Funktionsverlust des Wildtypallels, also entspre-
chend dem 2-Treffer-Modell entstehen. Dennoch
ist denkbar, dass somatische Mutationen des
NF2-Gens mit dominanten Effekten auch die Tu-
morgenese bei NF2-Patienten beeinflussen kénnen.
Moglicherweise fithren somatische Mutationen mit
dominanter Wirkung bei NF2-Patienten mit Keim-
bahnmutationen, welche die Merlinfunktionen nur
geringfligig  beeintrichtigen, zu Vestibularis-
schwannomen mit erhohter Proliferationsrate. Ge-
rade die Wachstumsrate der Vestibularisschwanno-
me kann interindividuell sehr variabel sein. Auf
diese Weise konnte also die Art der somatischen
Zweitmutation zur interindividuellen Variabilitit
bei NF2 beitragen.
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5.4.7.7 Funktionsanalyse des Merlins
bei Drosophila

Das enorme Repertoire der Moglichkeiten, gezielte
genetische Verdnderungen bei Drosophila vor-
zunehmen und diese durch Kreuzungen miteinan-
der zu konfrontieren, hat dazu veranlasst, die
Funktionsanalyse des Merlingens auch an diesem
Organismus in Angriff zu nehmen. Damit verbin-
det sich die Hoffnung auf Erkenntnisse, die neue
Aspekte der Pathogenese der NF2 beim Menschen
erschlieflen konnen.

Das Drosophilamerlingen liegt auf dem X-Chro-
mosom und kodiert fiir ein Protein aus 635 Ami-
nosduren (AS). Somit ist das Drosophilamerlin
(D-Merlin) um 40 AS linger als das Merlin der
Maus oder des Menschen. Dieser Lingenunter-
schied ist vornehmlich durch Insertionen im
Ubergangsbereich der a-helikalen zur C-termina-
len Domine bedingt. Das D-Merlin zeigt {iber die
gesamte Linge der Proteinsequenz hinweg 61%
Ahnlichkeit zum humanen Merlin (McCartney et
al. 1996). Besonders ausgeprigt ist die Ahnlichkeit
im N-terminalen Bereich, wo auch die ERM-Pro-
teine die hochste Identitit zu Merlin aufweisen
(Abb. 5.6).

D-Merlin wird wie das Moesin, das einzige ERM-
Protein bei Drosophila, wihrend der Ontogenese in
zahlreichen Geweben exprimiert. Dabei unterschei-
den sich Merlin und Moesin bei Drosophila jedoch
hinsichtlich ihrer subzelluldren Lokalisation. Wah-
rend Moesin nur an der Plasmamembran vorgefun-
den wird, ist D-Merlin submembranir und zytoplas-
matisch mit endozytotischen Vesikeln assoziiert.

Die ektopische Expression humaner NF2-cDNA
in Drosophilalarven mit mutiertem endogenem
Merlin reicht aus, die letale Wirkung homozygoter
D-Merlin-Mutanten zu korrigieren. Daher ist da-
von auszugehen, dass die Funktionen des Merlins
im Wesentlichen konserviert sind. Fehon et al
(1997) charakterisierten 4 unterschiedliche Muta-
tionen des D-Merlin-Gens, 3 dieser Mutationen
sind rezessive Letalfaktoren. Sie filhren bei den he-
mizygoten Médnnchen im Larven- oder Puppensta-
dium zum Absterben, ohne dass fiir die verschie-
denartigen Mutationen spezifische Unterschiede
im Phinotyp zu beobachten wiren (LaJeunesse et
al. 1998). Diese 3 letalen Mutationen kodieren fiir
trunkierte Proteine und heiflen
o Mer' (Q324X),

o Mer? (Q318X) und

o Mer" (Q170X).

Mer® hingegen ist eine Missense-Mutation M1771.
Fliegen mit homozygoter oder hemizygoter Mer -

Mutation sind lebensfihig aber steril und zeigen
Hypertrophie der Fliigel und Augen. Diese Befun-
de belegen, dass vollstandig funktionsfdhiges Mer-
lin fiir die normale Drosophilaentwicklung unbe-
dingt erforderlich ist.

Um den zelluliren Phénotyp bei Merlindefekten
im adulten Stadium zu untersuchen, ziichteten La-
Jeunesse et al. (1998) Fliegen, die heterozygot fiir
die Mer*-Mutation sind und bei welchen durch so-
matische Mutagenese wéhrend der Larvalentwick-
lung homozygot mutante Klone erzeugt werden
konnen. Auf diese Weise entstehen somatische Mo-
saike, sodass mutante Klone in der Nachbarschaft
normaler oder heterozygoter Zellen untersucht
werden konnen. Bei genauer Analyse der Facetten-
augen dieser Fliegen zeigen sich Groflenunterschie-
de zwischen normalen und mutanten Schwester-
klonen, die durch zusitzliche Mutationen in pig-
mentierungsrelevanten Genen voneinander unter-
schieden werden kénnen. In den mutanten Klonen
sind mehr Ommatidien zu finden als in den
Schwesterklonen des Wildtyps.

Analoge Experimente wurden auch mit den
D-Merlin-Mutanten Mer', Mer® und Mer’ gemacht.
Auch in diesen Fillen ist die Hyperproliferation
mutanter Klone im Fliegenauge zu beobachten,
wobei der Groflenunterschied im Vergleich zu den
normalen Schwesterklonen je nach Art der Mutati-
on um das 2- bis 3Fache variiert.

Die histologische Analyse der mutanten Klone
zeigt eine normale Ommatidiendifferenzierung.
Dies impliziert, dass der Funktionsverlust des
D-Merlins nur die Proliferation beeinflusst und
nicht die Differenzierung oder die Morphogenese.
Bestitigung findet diese Schlussfolgerung auch
durch den Proliferationsdefekt der Gewebe, in wel-
chen die D-Merlin-Mutante Mer®'7°""”7 als Trans-
gen iiberexprimiert wird. In den Fliigeln sind Ver-
breiterungen der Fliigelfliche und Venendefekte zu
beobachten. Im Bereich der Fliigelgelenke fiihrt
Hyperproliferation dazu, dass die Fligel vom
Korper abstehen. Dieser Phinotyp gleicht dem der
oben erwdhnten Fliegen, die homozygot fiir die
Mer’-Mutation sind. Diese Experimente belegen al-
so, dass auch bei Drosophila Merlin ein negativer
Regulator der Zellproliferation ist.

Um die Auswirkungen von intragenen Deletio-
nen auf die submembranire Lokalisation zu unter-
suchen, wurden verschiedene D-Merlin-Deletions-
mutanten ektopisch in S$2-Zellen und in imagina-
len Epithelien exprimiert (LaJeunesse et al. 1998).
Aus diesen Experimenten ist zu folgern, dass in-
takte C- und N-terminale sowie a-helikale Bereiche
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fiir die korrekte Lokalisation des D-Merlins an der
Plasmamembran und im Zytoplasma nétig sind.
Zum gleichen Schluss fithrten auch analoge Ver-
suche mit humanem Merlin (Deguen et al. 1998;
Koga et al. 1998) (Kapitel 5.4.7.2 ,Dysfunktion
mutanter Merlinformen®).

Zur weiteren Charakterisierung der In-vivo-
Funktionen der D-Merlin-Mutanten wurden so ge-
nannte Rescue-Experimente durchgefiihrt, wobei
untersucht wurde, ob die ektopische Expression
bestimmter D-Merlin-Mutanten das Uberleben von
Larven mit der letalen D-Merlin-Mutante Mer*
ermdglicht. Hieraus ergab sich, dass ein intakter
N-Terminus und der N-terminale Anteil der a-heli-
kalen Domine fiir die Komplementation der Letali-
tit der Mer*-Mutation erforderlich sind.

Ektopische Expression der verschiedenen
D-Merlin-Mutanten in Larven mit funktionsfihi-
gem endogenem Merlin sollte dazu verhelfen, do-
minante Effekte mutanter Merlinformen aufzude-
cken. Dominant-negative Effekte, die zu einer In-
aktivierung des Wildtypmerlins fithren und die
Larvalentwicklung storen, waren nur der Mutante
Mer®'7°'77 zuzuschreiben. Durch die ektopische
Expression der Mutante Mer®7°"'”” kam es zu den
bereits beschriebenen Anomalien an den Fliigeln,
Fliigelgelenken und Augen, die durch Hyperpro-
liferationen wihrend der Larvalentwicklung entste-
hen. Der dominant-negative Effekt wird dabei
durch die Menge an endogenem Merlin beein-
flusst. Auch an der intrazelluliren Lokalisation des
Wildtygmerlins bei Koexpression der Mutante
D-Mer®7°""7 ist deren dominant-negativer Effekt
zu erkennen, da sie die Verteilung des Merlins im
Zytoplasma verhindert und so zur submembrani-
ren Akkumulation des Merlins fiihrt. LaJeunesse et
al. (1998) schlossen aus ihren Experimenten, dass
Merlin wahrscheinlich an der zytoplasmatischen
Seite der Plasmamembran eine Aktivierung er-
fahrt. Entsprechend dieser Hypothese ist die
D-Mer®'7°""7_Mutante dieser Aktivierung gegenii-
ber unempfindlich, inhibiert aber die Aktivierung
des Wildtypmerlins, das an der Plasmamembran
in inaktiver Form akkumuliert wird.

5.4.8 CD44-SpleiBvarianten in Schwannomen
mit Mutationen des NF2-Gens

Die atypische Expression von CD44-Spleiflvari-
anten mit einem oder mehreren der ,variablen“
Exons v1-v10 spielt bei der Tumorprogression und
Metastasenbildung eine wichtige Rolle. Zahlreiche
Studien belegen, dass die Expression bestimmter

CD44-Spleiflvarianten mit Metastasierung und
schlechter Prognose verschiedenster Tumoren ein-
hergeht [z.B. Sherman et al. (1996)]. Im Vergleich
zu SZ aus normalen Nerven exprimieren SZ aus
Schwannomen mit Mutationen des NF2-Gens
hohere CD44-Mengen in seiner Standardform und
zusitzlich die varianten Exons v9 und v10, nicht
aber das v6-Exon, das in MPNST-Zelllinien von
NF1-Patienten hoch exprimiert wird (Sherman et
al. 1997b). Keines dieser varianten CD44-Exons
wird von SZ aus normalem Nervengewebe bzw.
von solchen aus den fiir NF1 typischen Neurofi-
bromen exprimiert. Auf welche Weise Merlinman-
gel oder Mutanten des Merlins die Expression von
CD44 und das differenzielle Spleiffimuster des pri-
miren CD44-Gen-Transkripts beeinflussen, ist
nicht bekannt. Wie bereits erwéhnt, sind maligne
Transformation und Metastasierung - Prozesse,
die mit dramatischen Verdnderungen des
CD44-Spleiffimusters  zugunsten der varianten
Exons einhergehen - fiir die Schwannome der
NF2-Patienten nicht charakteristisch. Andererseits
ist CD44 mit seiner intrazelluliren Domine ein di-
rekter oder indirekter Wechselwirkungspartner des
Merlins und der ERM-Proteine. Im Hinblick auf
die iiberragende Bedeutung der CD44-Proteine fiir
die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion sollte
der Erforschung des Einflusses von Merlinmangel
und/oder Merlinmutanten auf die Funktionen von
CD44 und seinen Varianten (einschliefllich ihrer
Wechselwirkung mit den ERM-Proteinen) hohe
Prioritit eingerdumt werden. Diese Zusammenhin-
ge werden sich als relevant fiir die Pathogenese
der NF2 erweisen.

5.4.9 Reversion des v-Ha-Ras-transformierten
Phéanotyps durch Merlin

Die ektopische Expression von Wildtypmerlin in
v-Ha-Ras-transformierten Zellen kann den trans-
formierten Phénotyp dieser Zellen revertieren,
d.h. verankerungsunabhingiges Wachstum in Sof-
tagar verhindern und Wachstumsstopp bei Zell-
kontakt wiederherstellen. In geringerem Maf} ist
diese Wirkung auch durch die ektopische Expres-
sion einer Merlinmutante zu erzielen (Tikoo et al.
1994). Zurzeit kann nur dariiber spekuliert wer-
den, auf welche Weise Merlin den durch v-Ha-Ras
induzierten transformierten Phdnotyp revertiert.
Es liegt nahe, anzunehmen, dass die Regulation
der Organisation des Aktinzytoskeletts hierbei eine
entscheidende Rolle spielt. Auch verschiedene In-
hibitoren von Proteinen der RhoGTPase-Familie
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konnen den Ras-transformierten Phinotyp rever-
tieren.

Tikoo et al. (1994) machten sich fiir ihre Inter-
pretation die Doppelnatur des p120GAP als negati-
ver Regulator und Effektor von Ras zunutze
(Tocque et al. 1997). Hiernach wird pl120GAP
durch Interaktion mit der Effektordomine von
Ras-GTP in die Lage versetzt, das RhoGAP p190
zu binden und zu aktivieren. Hierdurch kommt es
zur Inaktivierung der die Stressfasern organisie-
renden Wirkung von RhoA. Auf diesem Weg
wiirde die seit langem bekannte Wirkung der Ras-
Aktivierung auf das Aktinzytoskelett realisiert. In
Analogie zu der Regulator-Effektor-Beziehung zwi-
schen Ras-GTP und pl20GAP kénnte pl90Rho-
GAP seinerseits ein Effektor von RhoA sein, der
jedoch durch seine Bindung an p120GAP an seiner
Mitwirkung bei der Stressfaserorganisation gehin-
dert wird. Merlin konnte in diesem Modell mit der
Interaktion zwischen pl120GAP und p190 interfe-
rieren und so als Antagonist der Inhibition durch
den p120GAP/p190-Komplex die Stressfaserorgani-
sation begiinstigen.

Im Gegensatz zu dieser hypothetischen Kon-
struktion von Tikoo et al. (1994) stehen andere
funktionelle Beziehungen zwischen den Aktivita-
ten der Ras-GTPasen und den RhoGTPasen auf so-
lider empirischer Basis [Ubersicht: Zohn et al.
(1998)]. Es ist schon seit lingerem bekannt, dass
die durch aktivierte Ras-GTPasen induzierte
Transformation der Mitwirkung von RhoGTPasen
bedarf, insbesondere von RhoA, RhoB, RhoG,
Racl und Cdc42. Einer der iiberzeugendsten expe-
rimentellen Beweise hierfiir ist die Hemmung der
Ras-Transformation durch dominant-negativ wir-
kende Mutanten dieser GTPasen der Rho-Familie.
Manche RhoGTPasen sind selbst nachgeordnete
Mediatoren der Ras-GTPasen, und konstitutiv akti-
vierte. RhoGTPasen wirken mit Ras-aktiviertem
Rafl synergistisch auf Transformationsparameter.
Dabei verlduft die Aktivierung von RhoGTPasen
durch Ras nicht iiber Rafl, den Effektor der
MAPK-Kaskade. So wird z.B. Racl iiber den Ras-
Effektor PI3K aktiviert und aktiviert seinerseits
RhoA. Threm bekannten Funktionsspektrum ent-
sprechend, sind die RhoGTPasen in die mit der
Ras-Transformation verbundene Reorganisation
des Aktinzytoskeletts involviert. An dieser Stelle
bestehen noch Widerspriiche hinsichtlich der Ver-
einbarkeit der Aktivierung von RhoGTPasen durch
Ras mit den beobachteten Phinomenen (Zusam-
menbruch der Stressfasern, Zunahme der Mem-
brankrausen und Lockerung der Adhisionsfoci).
Im Gegensatz zu den Ras-GTPasen wird die Akti-

vitit der RhoGTPasen nicht nur durch GEF und
GAP reguliert, sondern zusitzlich durch Guanin-
nukleotiddissoziationsinhibitoren (GDI), welche
die GDP-gebundene Form der GTPasen stabilisie-
ren und so deren Aktivierung durch GEF blockie-
ren. Die inaktiven RhoGDP-Rho-GDI-Komplexe
translozieren vom Zytoplasma zur Zellmembran,
wo sie durch die Bindung des Rho-GDI an ERM-
Proteine dissoziieren und so die RhoGTPase zur
Aktivierung durch ein Rho-GEF freigeben. Auch
die N-terminale Doméne des Merlins vermag an
Rho-GDI zu binden, jedoch ist noch nicht be-
kannt, ob damit eine Hemmung der Rho-GDI-Ak-
tivitdt (Aktivierung von Rho) verbunden ist (Mae-
da et al. 1999). Dies scheint jedoch bei der Bin-
dung der ERM-Proteine an Rho-GDI zu erfolgen,
sofern diese durch Phosphorylierung in die offene,
aktive Form tberfithrt wurden. Wenn Merlin auf
die gleiche Weise, d.h. durch Rho-GDI-Inaktivie-
rung, zur Aktivierung von RhoGTPasen beitriige,
wie die ERM-Proteine, so wiirde Merlinmangel die
Transformation hemmen und nicht, wie bei Man-
gel an einem Tumorsuppressor erwartet, begiinsti-
gen. Aufgrund der Ergebnisse von Tikoo et al.
(1994) und der Tatsache, dass Antisense-Oligo-
nukleotide gegen Merlin-mRNA die Zelladhision
hemmen und die Proliferation férdern (Huynh u.
Pulst 1996) ist die Tumorsuppressorfunktion des
Merlin aber zweifelsfrei erwiesen. Nur wenn Mer-
lin als Antagonist der ERM-Proteine bei der Akti-
vierung von RhoGTPasen im Zug Ras-induzierter
Transformation wirkte, wiren die Ergebnisse von
Tikoo et al. (1994) im Sinn des oben dargestellten
Modells deutbar. Antagonismus von Merlin gegen
die ERM-Proteine ist in den von Maeda et al.
(1999) untersuchten Zellsystemen jedoch wenig
wahrscheinlich, da die Merlinkonzentration zwi-
schen 5% und 14% derjenigen der ERM-Proteine
liegt und seine Affinitdt zu Rho-GDI sich nicht
von jener der N-terminalen Doménen der ERM-
Proteine unterscheidet (Maeda et al. 1999).

Die bisher bekannten Daten fiigen sich also
noch nicht zu einem schliissigen Konzept iiber die
Tumorsuppressorfunktion des Merlins zusammen.
Die Redundanz der beteiligten Molekiile (RhoGT-
Pasen, Rho-GEF und Rho-GDI) sowie ihre jeweils
zelltypspezifischen Expressionsspektren werden
ebenso stirkere Beriicksichtigung finden miissen,
wie die Regulation der MERM-Proteine durch
posttranslationale Modifikation. Die Beteiligung
des Merlins an Zielfunktionen der Ras-induzieren-
den Signaltransduktion konnte aber der Schliissel
zum Verstindnis der partiellen Uberlappung der
Symptomatik bei NF1 und NF2 sein.
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5.4.10 Somatische Mutationen des NF2-Gens
in nicht mit NF2 assoziierten Tumoren

Die Mutations- und Expressionsanalyse des
NF2-Gens bei einer Vielzahl von Tumoren ver-
schiedenster Herkunft lieferte keine Hinweise da-
rauf, dass der Funktionsverlust des NF2-Gens ge-
héuft in die Tumorgenese solcher Tumoren invol-
viert ist, die nicht mit NF2 assoziiert sind. Eine
gewisse Ausnahme sind Mesotheliome, denn bei
einem Anteil dieser Tumoren ist die biallelische
Inaktivierung des NF2-Gens bzw. fehlende Merlin-
expression nachgewiesen worden (Tabelle 5.27).
Mesotheliome sind relativ seltene, maligne Tumo-
ren mesodermalen Ursprungs, die durch Asbestex-
position entstehen kénnen, wobei héufig eine lan-
ge Latenzzeit zwischen der Exposition und der Tu-
mormanifestation beobachtet wird. Dies ldsst da-
rauf schliefen, dass multiple genetische Verin-
derungen zur Entwicklung der Mesotheliome bei-
tragen, wofiir auch die umfangreichen zytogeneti-
schen Verinderungen sprechen, die bei diesen Tu-
moren beobachtet wurden (Taguchi et al. 1993).
Auf diesem Hintergrund ist zu folgern, dass der
Funktionsverlust des NF2-Gens in Mesotheliomen
sehr wahrscheinlich mit der Tumorprogression
und nicht mit der Tumorentstehung assoziiert ist.

Da heterozygote NF2-Knockout Mduse (Nf2+/-)
eine ausgeprigte Pridisposition zur Entwicklung
von Osteosarkomen zeigen, in welchen der Verlust
des Wildtyp-NF2-Allels nachgewiesen werden
konnte, bestand der Verdacht, dass auch bei Osteo-
sarkomen des Menschen Defekte des NF2-Gens
zur Tumorgenese beitragen. Die Mutations- und
Expressionsanalysen des NF2-Gens bei 22 Osteo-
sarkomen bestitigten diese Vermutung jedoch
nicht.

5.4.11 Abgrenzung der NF2 von der familidren
multiplen Meningeomatose

Die seltene familidre Form der multiplen Menin-
geomatose mit autosomal-dominanter Vererbung
ist dadurch gekennzeichnet, dass die Betroffenen
multiple Meningeome, aber keine weiteren Merk-
male der NF2 aufweisen. Bislang sind erst 15 Fall-
beschreibungen familidrer multipler Meningeoma-
tose verdffentlicht worden [zusammengefasst von
Maxwell et al. (1998)]. Die Inzidenz der multiplen
Meningeomatose ohne NF2, die im Rahmen der
epidemiologischen Studien von Antinheimo et al.
(2000) ermittelt wurde, betrigt 4% (29 unter 823

Patienten mit Meningeomen). Pulst et al. (1993)
zeigten an einer Familie mit multipler Meningeo-
matose, dass das zugrunde liegende Gen nicht mit
Markern von 22q gekoppelt ist. Dieser Befund ist
gut damit vereinbar, dass in Meningeomen solcher
Patienten keine NF2-Gen-Mutationen nachwiesen
werden konnten (Maxwell et al. 1998). Western-
Blot-Analysen an Extrakten aus 2 Meningeomen
von Patienten einer Familie mit multipler Menin-
geomatose ergaben, dass Merlin in diesen Tumo-
ren exprimiert wird. Es ist jedoch einschridnkend
anzumerken, dass mit den Methoden der Mutati-
onsanalyse nicht alle Mutationen des Merlins er-
fasst werden und, dass der Nachweis von Merlin
durchaus mit dem Vorhandensein von Mutationen
vereinbar ist, welche die Stabilitit des Merlins
nicht beeintridchtigen. Die meisten bisher gefunde-
nen Mutationen des NF2-Gens fiihren allerdings
sowohl als somatische als auch als Keimbahnmuta-
tionen zu trunkiertem Merlin, das in der Regel ra-
schem Abbau anheim fillt (s. Kapitel 5.4.4.1 ,Mu-
tationenspektrum des NF2-Gens“). Das NF2-Gen
ist zwar noch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen,
es gibt andererseits aber noch keinen Hinweis auf
ein anderes Gen, das dieser seltenen Tumorerkran-
kung zugrunde liegen konnte. Wie in Kapitel
5.4.6.2 ,Meningeome®, Unterkapitel ,Inaktivierung
des NF2-Gens®, angesprochen, besteht der Ver-
dacht, dass sporadische meningotheliomatdse Me-
ningeome durch den Funktionsverlust eines ande-
ren Tumorsuppressorgens entstehen. Da Patienten
mit multipler Meningeomatose aber nicht vorran-
gig unter meningotheliomatdsen Meningeomen lei-
den (Maxwell et al. 1998), besteht offenbar keine
Beziehung zwischen den jeweiligen Gendefekten.

5.4.12 Schwannomatose und NF2

Noch bevor verbindliche Kriterien fiir NF2 formu-
liert worden waren, beschrieben mehrere Autoren
das Vorkommen multipler Schwannome bei Pa-
tienten, die keine anderen Symptome der NF2 auf-
wiesen [Zitate bei Wolkenstein et al. (1997)]. Ob-
wohl bei Verlaufsstudien das spétere Auftreten von
Vestibularisschwannomen bei einigen Patienten
mit multiplen Schwannomen beobachtet wurde,
lieB sich doch eine Gruppe von Fillen eindeutig
von NF2 abgrenzen, bei denen sich weit jenseits
des bei NF2 beobachteten Manifestationsalters von
Vestibularisschwannomen keine solchen Tumoren
bildeten. Solche Beobachtungen erforderten eine
klare Definition der diagnostischen Kriterien, mit
deren Hilfe die Schwannomatose als klinische Enti-
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tit von NF2 abgegrenzt werden konnte. Diese Kri-
terien wurden von Jacoby et al. (1997) folgender-
maflen formuliert:
e Vorhandensein von 2 oder mehr pathologisch
bestitigten Schwannomen und
¢ Fehlen radiologisch nachweisbarer Vestibularis-
schwannome bei Patienten im Alter >18 Jahre.
Die Verdachtsdiagnose fiir Schwannomatose ergibt
sich, wenn bei Patienten im Alter >30 Jahren 2
oder mehr Schwannome vorhanden sind, aber kei-
ne Symptome, die durch Vestibularisschwannome
verursacht sein konnten. Das gilt auch fiir regional
begrenzten Befall durch Schwannome bei beliebi-
gem Alter, also fiir segmentale Manifestation infol-
ge eines Mosaikstatus.

Bei strikter Anwendung dieser Kriterien, sowohl
retrospektiv auf kasuistische Publikationen als
auch in aktuellen Studien, wird deutlich, dass die
Schwannomatose eine sehr seltene Erkrankung ist.
Bisher sind weltweit kaum mehr als 50 Schwanno-
matosepatienten zuverldssig dokumentiert worden.
Beispielhaft ist die Untersuchung an 14 Patienten,
die den strengen Kriterien entsprachen, durch
MacCollin et al. (1996). Keiner dieser Patienten litt
an Meningeomen, die bei 50% der NF2-Patienten
auftreten; keiner zeigte eine der okuldren Anoma-
lien, welche bei 80% der NF2-Patienten nachzuwei-
sen sind. Ein weiterer Gegensatz zu NF2 ist das
seltene Vorkommen familidrer Schwannomatose;
nur 1 der 14 Patienten hatte einen betroffenen Ver-
wandten 1. Grads. Auflerdem geht die familidre
Schwannomatose oft mit unvollstindiger Penetranz
und einem Grad von variabler Expressivitit einher,
wie er von NF2 nicht bekannt ist. Ein hoher Anteil
der Schwannomatosepatienten zeigt segmentale
Manifestation. Auch die weniger haufigen Tumor-
arten, die bei NF2 auftreten, wie Ependymome
und Astrozytome sowie die periphere Neuropathie,
sind bei Schwannomatose nicht anzutreffen (Jaco-
by et al. 1997).

Alle diese Beobachtungen bestitigen die
Schwannomatose als eine von NF2 abgrenzbare
Entitdt und werfen zugleich die Frage auf, in wel-
chem genetischen Verhaltnis die beiden Krank-
heitsbilder zueinander stehen. Handelt es sich um
eine unvollstindige Manifestationsform der NF2
oder ist die Schwannomatose eine andere geneti-
sche Entitit? Molekularbiologische Untersuchun-
gen zu dieser Problematik sind noch nicht in gro-

Rem Umfang durchgefiihrt worden, lassen jedoch

bereits erkennen, dass die pathogenetischen Me-
chanismen, die der Schwannomatose zugrunde lie-
gen, heterogen sein konnten. Bisher liegen 3 Studi-

en vor, in denen Patienten und/oder ihre Schwan-
nome auf NF2-Gen-Mutationen und die Tumoren
auf LOH an Markern der NF2-Gen-Region unter-
sucht wurden.

Honda et al. (1995) haben - sofern eine Mutati-
on im NF2-Gen der Leukozyten eines sporadischen
Schwannomatosepatienten und der homozygote
Verlust eines Segments des NF2-Gens im Schwan-
nom eines anderen Patienten dafiir ausreichend er-
scheinen - bei 2 von 7 Patienten Keimbahnmuta-
tionen nachgewiesen. Ein Mosaikstatus kann je-
doch aufgrund dieser Befunde nicht ausgeschlos-
sen werden. Seppild et al. (1998) fanden keine
konstitutionelle Mutation des NF2-Gens bei 7
Schwannomatosepatienten, obwohl alle Exons er-
fasst wurden. Die Studie von Jacoby et al. (1997)
umfasste 20 Schwannomatosepatienten, von denen
einige durch segmentale Manifestation auffielen.
Der Mosaikstatus fiir eine NF2-Gen-Mutation wur-
de von diesen Autoren bei einem Patienten nach-
gewiesen, dessen Tumorbefall dies nicht nahe leg-
te.

Das Vorkommen der gleichen NF2-Gen-Mutati-
on in 3 Schwannomen eines weiteren Patienten
lieB auf dessen Mosaikstatus schlieflen. Somit gibt
es also Schwannomatosepatienten mit konstitutio-
neller Mutation des NF2-Gens, wenn auch z.T. als
Mosaike. Diese Subgruppe mit konstitutioneller
NF2-Gen-Mutation scheint also von einer Variante
der NF2 betroffen zu sein. Da die Anteile der je-
weiligen Minoritit (Wildtyp bzw. Mutante) an den
der Analyse leicht zuginglichen Zellsorten (Lym-
phozyten, Fibroblasten) sehr gering sein kénnen,
ist der Mosaikstatus u. U. schwer nachzuweisen,
sodass nicht auszuschlieflen ist, dass letztlich alle
Schwannomatosepatienten Mosaike fiir NF2-Gen-
Mutationen sind.

Diese Ergebnisse erscheinen jedoch in einem
anderen Licht, wenn die an Schwannomen von
Schwannomatosepatienten beobachteten Allelver-
luste (LOH) und Mutationen des NF2-Gens be-
trachtet werden. Von 44 Tumoren zeigten 28 LOH
an intragenen und regionalen (Jacoby et al. 1997)
bzw. nur regionalen (Honda et al. 1995) Markern;
in 24 Tumoren wurden Mutationen nachgewiesen,
welche zu verkiirztem Merlin fithren. Die 22 Tu-
moren mit LOH und einer inaktivierenden Mutati-
on am verbliebenen Allel sowie 2 an beiden Alle-
len durch inaktivierende Mutationen betroffene
Tumoren belegen, dass auch bei der Schwannoma-
tose der biallelische Funktionsverlust des NEF2-
Gens zur Entstehung der Tumoren fiihrt.

Von besonderem Interesse sind die Ergebnisse
der molekularbiologischen Analyse der seltenen
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Abb. 5.13. Stammbaum einer Familie mit multipler Schwan-
nomatose. Unter den Symbolen der Individuen sind die je-
weiligen Haplotypen der Marker D22S193 und D225275
(proximal zum NF2-Gen gelegen), des intragenen Markers
(D225929) und der beiden distalen Marker D225268 und
D225430 wiedergegeben. Die betroffenen Mitglieder dieser
Familie haben einen bestimmten Haplotyp gemeinsam (11,
8, 6, 6, 3), der aber nicht in allen Fillen mit der Krankheit

Schwannomatosefamilien und von mehreren Tu-
moren ein und desselben Patienten. Hierzu haben
Jacoby et al. (1997) den entscheidenden Beitrag ge-
leistet. Mit Hilfe von 2 proximalen, 1 intragenen
und 2 distalen Mikrosatellitenmarkern iiberpriiften
die Autoren die Segregation der Haplotypen in der
NF2-Gen-Region mit der Krankheit in 3 Familien.
An dem in Abb. 5.13 dargestellten Beispiel ist er-
kennbar, dass die Schwannomatose in dieser Fami-
lie unregelmiflig mit einem bestimmten Haplotyp
(11 8 6 3 3) segregiert, der auch bei den nicht be-
troffenen Vitern II/2 und II/4 von Patienten nach-
gewiesen bzw. vorauszusetzen ist. Das ist zugleich
der Haplotyp, der in den hemizygoten Tumoren
der Patienten I1I/4 und III/5 verbleibt; LOH erfolgt
jeweils durch Verlust des anderen Haplotyps. Dies
entspricht dem Tumorsuppressorparadigma. Wenn
dieser Haplotyp jedoch ein bestimmtes Defektallel
des NF2-Gens enthilt, ist dessen unvollstindige
Penetranz schwer verstindlich, da NF2-Gen-Muta-
tionen erfahrungsgemidfl mit vollstindiger Pene-
tranz einhergehen. Unerwarteterweise sind die
Mutationen, welche in verschiedenen Schwanno-
men eines Schwannomatosepatienten gefunden
werden, verschieden und ereignen sich auf dem
Chromosom mit dem Haplotyp, der mit der
Krankheit kosegregiert. Das steht im Widerspruch

segregiert, da die Personen II/2 und II/4 diesen Haplotyp
weitergeben, aber selbst nicht erkrankt sind. In den Tumo-
ren von Patient I1I/4 und Patient III/5 bleibt jeweils derselbe
Haplotyp zuriick, wihrend das jeweilige andere Allel von
LOH betroffen ist. Tumor 1 und 2 (T1; T2) des Patienten
III/4 haben unterschiedliche somatische Mutationen; T1
Spleifimutation an Exon 5, T2 Frameshift in Exon 8, nach
Jacoby et al. (1997)

zum Tumorsuppressionsparadigma, das ja das Ver-
bleiben des konstitutionellen Defektallels des je-
weiligen Patienten im Tumorgewebe fordert. Was
also in diesen Familien zu segregieren scheint, ist
somatische Mutabilitdit am NF2-Gen-Locus in
Schwann-Zellen. Dieses unerwartete, von Jacoby et
al. (1997) an multiplen Tumoren von 4 Schwanno-
matosepatienten beobachtete Verhalten ist nicht im
klassischen Sinn zu deuten, wenn von Keimbahn-
mutationen am NF2-Gen-Locus bei den Patienten
ausgegangen wird.

Jacoby et al. (1997) schlugen die Beteiligung ei-
nes 2., mit dem NF2-Gen eng gekoppelten Locus
vor, dessen vermutlich rezessive Mutationen entwe-
der das NF2-Gen im Sinn einer erhéhten Mutabili-
tit destabilisieren oder selbst eine erhShte Prolife-
ration von Schwann-Zellen verursachen, in deren
Verlauf es zu tumorigenen NF2-Gen-Mutationen
kommt. Wir mdchten die erste Moglichkeit dahin-
gehend priézisieren, dass es sich um einen post-
zygotischen, also somatischen, locusspezifischen
und nur in cis wirksamen Mutator handeln konnte,
dessen Wirksamkeit interindividuell in weiten
Grenzen variiert. Dieses Modell wire mit einem
Mosaikstatus aller Schwannomatosepatienten ver-
einbar. An einem Ende der Variabilitit stiinden
nichtmanifestierende Ubertriger. Zelltypspezifitit
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und/oder Zeitpunkt der somatischen Wirksamkeit
des Mutators bedingen die Begrenzung der Symp-
tomatik auf subkutane, spinale und/oder paraspi-
nale Schwannome. Es ist zu erwarten, dass weitere,
moglichst vollstindige Erhebungen der Haplo-
typensegregation und der Mutationsereignisse am
NF2-Locus bei Schwannomatose einen neuen Me-
chanismus der Krankheitsentstehung zu Tage
fordern werden. Eine weitere mdgliche Ursache
konnte die Existenz eines 2. Tumorsuppressorgens
auf Chromosom 22 sein, dessen Inaktivierung ur-
sdchlich an der Entstehung von Schwannomen be-
teiligt ist. Hierfiir sprechen Befunde von Bruder et
al. (1999), die bei einem Anteil der Schwannome
sporadischer Patienten (ohne NF2 oder Schwanno-
matose) interstitielle Deletionen auf 22q identifi-
zierten, welche die NF2-Gen-Region nicht betrafen.
Somatische Mutationen des NF2-Gens waren in
diesen Tumoren nicht nachzuweisen. Die Identifi-
zierung der kleinsten Uberlappungsregion (SRO:
smallest region of overlap) solcher Deletionen
konnte auf die Spur eines Kandidatengens fiir
Schwannomatose fiihren.

5.5 Resiimee

Unter der Bezeichnung Neurofibromatose wird ei-
ne Gruppe hereditirer neurokutaner Tumorprédis-
positionskrankheiten zusammengefasst, die auto-
somal-dominant mit hoher Penetranz erblich sind
und unterschiedliche Grade variabler Expressivitit
zeigen. Ein hoher Anteil der sporadischen Erkran-
kungen an Neurofibromatosen (30-50%) beruht
auf Neumutationen in der Keimbahn eines Eltern-
teils oder auf postzygotischen Mutationen, die sich
wihrend der Ontogenese ereignen. In diesem Fall
entsteht der genetische Mosaikstatus, der sich als
vergleichsweise leichte, generalisierte oder als seg-
mentale (regionale) NF manifestieren kann. Auf
Mutationen des NF1-Gens beruhen neben der NF1
das Watson-Syndrom, eine Form der familidren
spinalen NF, eine Form der Kombination von NF1
und Noonan-Syndrom und eine auf multiple CALF
beschrinkte Form. Von manchen dieser Varianten
existieren nichtallelische Formen, deren genetische
Ursachen nicht bekannt sind. Mutationen des
NF2-Gens liegen neben der NF2 auch einer Form
der familidren spinalen Schwannomatose zugrun-
de. Die genetische Ursache der seltenen generali-
sierten Schwannomatose, die hauptsichlich spora-
disch auftritt und in den wenigen beobachteten fa-

milidren Fillen mit unvollstindiger Penetranz ver-
erbt wird, ist noch nicht bekannt. Die wichtigsten
Eigenschaften der beiden Hauptformen der NF,
NF1 und NF2, sind in Form einer Gegeniiberstel-
lung in Tabelle 5.29 zusammengefasst.

Neurofibromin erfiillt die Kriterien eines Tu-
morsuppressors. Die iiberwiegende Mehrzahl der
Mutationen des NF1-Gens verursacht eine Redukti-
on der Neurofibrominmenge um 50%. Der voll-
stindige Verlust des Neurofibromins aufgrund von
Mutationen des Wildtypallels des NF1-Gens ist,
entsprechend dem Tumorsuppressormodell, ein
entscheidender Schritt bei der Entstehung der Pro-
genitorzellen der meisten mit NF1 assoziierten
Neoplasien. Dies gilt fiir einen Teil der MPNST,
fiir einen groflen Teil der mit NF1 assoziierten ju-
venilen myelomonozytischen Leukdmien und mit
grofler Wahrscheinlichkeit auch fiir alle Arten von
Neurofibromen. Bei letzteren sind SZ als die be-
troffenen Zellen identifiziert worden, es ist aber
nicht ausgeschlossen, dass auch andere Zellarten
des PNS (evtl. auch Perineuralzellen) als Ur-
sprungszellen von Neurofibromen fungieren
konnen. Auto- und parakrine Mechanismen sind
wahrscheinlich am Wachstum der Neurofibrome
mafigeblich beteiligt. Kulturen von Melanozyten
aus CALF zeigen keinen Verlust des Wildtypallels
des NF1-Gens.

Heterozygote NF1-Knockout-Méduse exprimieren
nicht die Kardinalsymptome der NF1: Neurofibro-
me und Pigmentierungsanomalien. Zusitzlich zum
Tumorspektrum von Wildtypméusen des gleichen
Stamms entwickeln Nfl(+/-)-Méuse vorrangig
Phiochromozytome und myeloide Leukdmien.
Nfl(-/-)-Miuse sterben in utero zwischen Tag
E12,5 und El14 an multiplen Anomalien des kar-
diovaskuldren Systems. Chiméren, die aus
Nfl(+/+)- oder Nfl(+/-)-Blastozysten nach Inoku-
lation mit embryonalen Nfl(-/-)-Stammzellen ent-
stehen, entwickeln multiple  Neurofibrome.
NF1-Knockout-Méduse ermdglichten es, den Ein-
fluss des NF1-Genotyps auf die Eigenschaften von
SZ und anderen reinen Zellpopulationen zu unter-
suchen. Nfl(+/-)-SZ der Maus sind invasiv, angio-
gen, morphologisch verindert und zeigen einen
erhohten Ras-GTP-Anteil. Bei Nfl(-/-)-SZ sind
diese Verinderungen stirker ausgeprigt. Nur die
Nfl(-/-)-SZ vermdgen in Kultur transformierte
Foci zu bilden. Bestimmte Neuronenpopulationen
aus Nfl(-/-)-Embryonen der Maus iiberleben und/
oder proliferieren in Abwesenheit von Neurotro-
phinen. Nfl(+/-)-Miduse haben Schwierigkeiten
beim Erlernen bestimmter Raumorientierungsauf-
gaben.
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Tabelle 5.29. Gegeniiberstellung der wichtigsten Charakteristika von NF1 und NF2

Parameter NF1 NF2

Priivalenz 1:2500-1:4500 1:40 000

Vererbungsmodus Autosomal-dominant Autosomal-dominant

Penetranz Fast vollstindig Fast vollstindig

Lebenserwartung Durchschnittlich um 8-10 Jahre verrin- Durchschnittlich 36 Jahre
gert

Neurofibrome Multipel Vereinzelt

Schwannome Vereinzelt Multipel

Meningeome Selten Multipel

Ependymome Selten Hiufig

Optikusgliom Hiufig -4

Maligne Entartung 2-4% Sehr selten

CALF Multipel Hiiufig, aber in geringer Anzahl

Freckling Axillar, inguinal sehr hiufig -

Irishamartome (LN) Sehr hiufig Sehr selten

Skelettanomalien Hiufig -

Minderwuchs Hiufig -

Lernschwierigkeiten Hiufig -

Verhaltensanomalien Hiufig =

Gen

Lokalisation 17q11.2 22q12.2

Griofe [kb] 335 110

Zahl der Exons 60 17

Transkriptionsrichtung 17cen— 17qter 22cen—22qter

mRNA 12100 Nt 7 kb, 4,4 kb, 2,6 kb

Ubiquitiir exprimierte SpleiBisoformen 2(+Exon 23a) 2(+Exon 16)

Protein Neurofibromin Schwannomin/Merlin

Aminosiiuren 2818/2839 595/590

Funktion GAP fiir H-, K-, N-, R-Ras und TC21 Beteiligt an der Interaktion zwischen

Funktionelle Domiine

Homologien

Mutationen

Genotyp-Phiinotyp-Korrelation

366 As GRD (1172-1538)

GRD mit denen anderer Ras-GAP; GRD-
flankierend mit Scira -1 und ira -2

ca. 90% trunkierend; Gleichverteilung;
keine ausgepriigten Hot spots
Nicht nachweisbar; Ausnahme: Hihere

submembranirem Zytoskelett und Plas-
mamembran

Verschiedene Sequenzmotive fiir intra-
und intermolekulare Interaktionen

Mit Ezrin, Radixin und Moesin (ERM-
Proteine); mit anderen Proteinen der
4.1-Familie

ca. 90% trunkierend; Gleichverteilung
{iber Exons 1-15, Exon 9 ausgespart
Deutliche Tendenz leichterer Manifesta-

Wahrscheinlichkeit schwerer Manifestati- tion bei Missense-Mutationen
on bei groflen Deletionen des ganzen
Gens und flankierender Bereiche

* Meningeome des N. opticus treten bei NF2 auf.

Die Frage, ob alle neoplastischen Veranderun-
gen bei NF1 auf der infolge Neurofibrominmangels
erhdhten Ras-Aktivierung beruhen, ist noch nicht
entschieden. Es gibt Hinweise darauf, dass Neuro-
fibromin auch auf andere Weise als durch Aktivie-
rung der Ras-GTPase wachstumssupprimierende
Wirkungen ausiiben kann.

Bei den wichtigsten nichtneoplastischen Symp-
tomen der NF1,
¢ Pigmentierungsanomalien,

o Skelettanomalien,
e NF1-Vaskulopathie und
o Lern- und Verhaltensstorungen,

ist es moglich, Hypothesen iiber die Beteiligung
verstirkter Ras-vermittelter Signaltransduktions-
wege am Zustandekommen dieser Symptome zu
entwickeln. Hierzu liegen aber erst sehr wenige ex-
perimentelle Daten vor.

Die Kardinalsymptome der NF2 sind:
e bilaterale Vestibularisschwannome,
e multiple intrakraniale Meningeome,
¢ Ependymome und

¢ multiple spinale Schwannome.
Hautmanifestationen sind

¢ Schwannome,
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o gelegentlich Neurofibrome und,
e in geringerem Umfang als bei NF1, CALF (meist
<6).
Die oft frith manifestierende Augensymptomatik
umfasst:
o posteriore subkapsulre,
¢ kapsuldre und
o kortikale Katarakt und
¢ Retinahamartome.
Das Proteinprodukt des NF2-Gens, Merlin oder
Schwannomin, gehort zur Gruppe der Bande-
4.1-Proteine, welche an der Interaktion zwischen
der Plasmamembran und dem submembraniren
Zytoskelett (F-Aktin und Spektrin) beteiligt sind.
Die nichsten Verwandten des Merlins sind die
Proteine Ezrin, Radixin und Moesin (ERM-Prote-
ine). Mit ihnen hat Merlin u.a. die Doméanenstruk-
tur gemeinsam, mit
e einer globuldren N-terminalen,
e einer a-helikalen, zentralen und
o einer polaren C-terminalen Doméne.
Wie die ERM-Proteine, iibt auch Merlin eine wich-
tige Funktion bei der Regulation und Organisation
der Zellbeweglichkeit und der Substratadhision
aus. Zu den gemeinsamen Interaktionspartnern
der MERM-Proteine zihlt auch der RhoGDP-Rho-
GDI-Komplex. Diese Interaktion legt nahe, dass
nicht nur die ERM-Proteine, sondern auch Merlin
zur Aktivierung von RhoA beitrigt und in RhoA-
vermittelte Signaltransduktionswege involviert ist.
Im Gegensatz zu den ERM-Proteinen weist Merlin
wachstumssupprimierende Eigenschaften auf. Die
homozygote Merlindefizienz in Schwannomen, Me-
ningeomen und Ependymomen belegt, dass Merlin
in Schwann-Zellen, meningealen und ependymalen
Zellen als Tumorsuppressor fungiert. Die Fahigkeit
des Merlins, als negativer Wachstumsregulator zu
wirken, wird entscheidend von seiner Stabilitit,
der Bildung intramolekularer Komplexe und von
der Interaktion mit spezifischen Effektoren beein-
flusst.

Wihrend moesindefiziente Knockout-Méuse kei-
nen pathologischen Phénotyp zeigen, sind homo-
zygot defiziente NF2-Knockout-Miduse nicht le-
bensfihig; die Nf2(~/-)-Embryonen sterben spétes-
tens am Tag E7 an schweren Fehlbildungen der ex-
traembryonalen Gewebe, fehlender Mesodermin-
duktion und ausbleibender Gastrulation. Die hete-
rozygoten, Nf2(+/-)-Mause entwickeln weder hin-
sichtlich ihres Tumorspektrums noch in Bezug auf
die Augensymptomatik einen der NF2 analogen
Phinotyp. Vielmehr bilden sie mit signifikant
erhohter Hiufigkeit Osteosarkome, Fibrosarkome

und hepatozellulire Karzinome aus. In den Osteo-
sarkomen und Fibrosarkomen der Nf2(+/-)-Mé&use
ist der Verlust des NF2-Wildtypallels nachgewiesen
worden, jedoch gibt es Hinweise darauf, dass zu-
satzliche genetische Ereignisse, wie der Verlust ei-
nes Allels des p53-Gens, zur Bildung dieser mali-
gnen Tumoren beitragen.

Das Spektrum somatischer und konstitutionel-
ler Mutationen des NF2-Gens zeigt keine aus-
gepragten  Vorzugsstellen, aber  rekurrente
C:T-Transitionen an 6 CGA-Kodons weisen diese
Stellen als so genannte Warm spots aus. Hinsicht-
lich der Lage der Mutationen gibt es keine bevor-
zugten Areale; es fillt jedoch auf, dass Exon 9 und
die C-terminalen Exons 16 und 17 von Mutationen
ausgespart sind. Protein trunkierende Mutationen
sind statistisch signifikant hédufiger bei NF2-Pa-
tienten mit frithem Erkrankungsalter und schwerer
Verlaufsform beobachtet worden. Patienten mit
milder Manifestation der NF2 haben oft Missense-
Mutationen oder andere Mutationen, die kein vor-
zeitiges Stoppkodon einfiihren. Eine Genotyp-Phi-
notyp-Korrelation dieser Art ist jedoch auf indivi-
dueller Ebene nicht immer giiltig, denn es wurden
schwer und leicht betroffene NF2-Patienten mit
ein und derselben Mutation beobachtet. Unter Um-
stinden spielen hierbei auch die variablen Folgen
der Mutationen auf das Spleifien eine Rolle. Diese
Beobachtungen weisen aber auch auf die Bedeu-
tung des genetischen Hintergrunds, epigenetischer
Faktoren und stochastischer Ereignisse auf die Ma-
nifestation der NF2 hin. Im Gegensatz zur NF1 ist
die intrafamilidre Variabilitat bei NF2 jedoch we-
sentlich weniger ausgepragt.
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