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approfondimenti e notizie

Diagnosi di
neurofibromatosi
tipo 1 (NF1): aspetti
genetici correlati e
presentazione clinica

Eva Trevisson', Valeria Brasson?

' Professore Associato di Genetica Medica, 2 Medico in Formazione Specialistica,
Dipartimento di Salute della Donna e del Bambino, Universita degli Studi di Padova

1. Epidemiologia, segni clinici e complicanze della NF1

la neurofibromatosi di fipo 1T (NFT; MIM #162200), un fempo chia-
mata malattio di Von Recklinghausen, & una condizione monogenica
con incidenza pari a circa 1 su 3.000-3.500 nati vivi e prevalenza
1:4.000-5.000. Si tratta di una malattia neurocutanea che predispone
allo sviluppo di tumori, in particolare a carico del sistema nervoso peri-
ferico e centrale, e si associa a una riduzione dell'aspettativa di vita nei
pazienti.

La NF1 viene trasmessa con modalita autosomica dominante: nella meta
dei casi un genitore & affetto, mentre nel restante 50% la malattia & cau-
sata da una mutazione de novo. Cid & giusfificato dal faffo che il tasso
di mutazione spontanea del gene NFT risulta essere da 10 a 100 volte
maggiore rispetto al tasso abituale di un singolo locus !

la diagnosi di NF1 viene posta quando sono soddisfatti i criteri diagno-
stici stabiliti a livello internazionale, che sono stati recentemente revisio-
nati 2. la penefranza della malattia (owvero la proporzione di soggetti
eterozigoti che manifesta la condizione) & efd-dipendente, owero i segni
compaiono progressivamente nel tempo, ma si ritiene in genere comple-
fa enfro gli 8 anni (a 6 anni di efd la diagnosi pud essere formulata nel
Q5% circa dei bambini aoffetti) 2.

la NF1 si carafferizza anche per ampia espressivitd fenofipica e la va-
riabilita clinica & sia infer, sia infrafamiliare. | fattori alla base di questa
variabilitd, per quanto non del tutto noti, includono fattori genefici, am-
bientali e il fipo di mutazione, ma tra i principali elementi che concorro-
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no a rendere imprevedibile il decorso della malaftia vi
é 'instaurarsi casuale a livello tissutale di una seconda
mutazione somatica nell‘altro allele del gene NFT (“se-
cond hit’) con conseguente perdita completa della fun-
zione genica. Questo meccanismo, sperimentalmente
dimostrato a livello di vari tessuti 4, & alla base di molte
manifestazioni cliniche della malattia (fra cui chiazze
caffélatte, neurofibromi e lesioni ossee).

Dal punto di vista clinico, la NF1 si caratterizza per la
presenza di segni clinici maggiori (presenti nella mag-
gior parte degli affetti), segni clinici minori {in quanto
non sono specifici per la condizione) e complicanze
della malattia (che inferessano solo una proporzione
di pazienti nel corso della vita).

1.1 Segni clinici maggiori

le Macchie caffélatte (Cafe au lat spot, CAls) sono
macule cutanee asintfomatiche di forma rotondeggian-
fe od ovoidale, con bordi netti e omogeneamente
pigmentate, con dimensioni variabili da pochi mm a
decine di cm. le CALs rappresentano il segno clinico
piu frequente, manifestandosi in olire il 95% dei po-
zienti affefti. Possono essere gid presenti alla nascita
o rendersi evidenti nei primi mesi di vita, aumentano
in numero e dimensioni con gli anni fino alla puberta;
successivamente tendono a depigmentarsi, rendendo
piv difficile il loro riscontro negli adulti. Per potfer co-
stituire un criterio diagnostico devono essere presenti
almeno sei CAls con diametro rispettivamente supe-
riore o uguale a 0,5 cm e 1,5 cm in etd pre e post-
puberale. Sebbene le CALs possano essere presen-
fi anche nella popolazione generale, un numero di
CAlLs significative in bambini prepuberi pone un forte
sospetto di NF 1, giustificando il follow-up annuale in
questi bambini.

le CAlLs possono essere inolire presenti in alire con-
dizioni cliniche, tra le quali la sindrome di legius,
la sindrome LEOPARD, il piebaldismo, la sindrome
di McCune-Albright, la sindrome da deficit nel siste-
ma di Mismaich Repair (Mismaich Repair Deficiency
Syndrome MMR-D), per cui si rende necessaria un'ac-
curata diagnosi differenziale.

le lentiggini (lentigginosi o freckling) sono macule pig-
mentate multiple, di 1-3 mm di diametro, simili a picco-
le macchie caffé-latte. Sono presenti in circa Q0% degli
adulti affefti e compaiono generalmente verso i 4 anni
nelle regioni ascellari /o inguinali; sono patognomo-
niche di NF1 solo quando presenti in queste sedi afi-
piche. Nonostante la somiglianza con quelle presenti
nel soggetto sano, le lentiggini nei pazienti con NF1 si
differenziano olire che per la sede atipica, anche per
le dimensioni maggiori, per il colore pit scuro e per
la mancanza di correlazione con I'esposizione solare.

| noduli di Lisch, o amartomi iridei, sono macule iper-
pigmentate situate sulla superficie dell'iride asintomati-
che. Per individuarli occorre I'utilizzo della lampada @
fessura: di solito bilaterali, variano in numero e dimen-
sioni e possono essere facilmente distinti dai nevi iri-
dei, che hanno aspetto pit appiattito. | noduli di Lisch
iniziano a svilupparsi dall'etd di due anni e mezzo e
la loro prevalenza aumenta gradualmente con I'efa:
sono presenti nel 50% dei bambini con NF1 e raggiun-
gono il 90% nei pazienti adulti. Poiché generalmente
compaiono dopo le CALs ma prima dei neurofibromi,
possono costituire un utile criterio diagnostico nel caso
di piccoli pazienti che presentano CAls con storia fa-
miliare negativa per NF1.

le chiazze coroideali sono alterazioni a livello della
coroide, che sono state di recente introdotte tra i cri-
teri diagnostici della NF1 2 data 'elevata sensibilite
e specificitd °. Analogamente ai noduli di Lisch, sono
presenti fin dai primi anni di vita, spesso sono multi-
ple e bilaterali, ma non hanno alcuna conseguenza
clinica. Per rilevarle, & necessario effettuare |'esame
oftalmoscopico con utilizzo di luce del vicino infrarosso

(Ophthalmoscopy Near Infrared, NIR).

| neurofibromi sono neoplasie benigne che originano
dallo guaina dei nervi periferici. Sono composti da
una popolazione cellulare eferogenea costituita da cel-
lule di Schwann (le cellule neoplastiche primarie del
tumore), fibroblasti, cellule perineurali e mastociti. A se-
conda della sede e delle caratteristiche, vengono clas-
sificati in cutanei, soffocutanei, plessiformi e spinali.
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| neurofibromi cufanei si presentano come formazioni
di consistenza molle, sessili o peduncolati, di diametro
variabile (da pochi millimetri a 2-3 cm) e localizzate
preferenzialmente al fronco, che compaiono solitamen-
fe durante la pubertd;, aumentando di numero con il
passare degli anni fino a raggiungere una prevalenza
del 99% negli adulti ©. Non vanno mai incontro a tra-
sformazione maligna, ma possono rappresentare un
problema estefico.

| neurofibromi sottocutanei (o nodulari si ritrovano in una
percentuale inferiore di pazienti e hanno una consisten-
za piv dura e margini meglio definiti. Possono essere
asinfomatici o manifestarsi con dolore e/o parestesie
nel territorio di distribuzione del nervo interessato, so-
prattutio in seguito a compressione. Occasionalmente
possono degenerare in neoplasie maligne.

| neurofibromi plessiformi si caratterizzano per la ten-
denza a crescere lungo il decorso dei nervi, con pos-
sibile compromissione della funzionalita di vari organi
o deformazione del segmento corporeo interessato.
Si trafta tipicamente di lesioni congenite, per quanto
possano rendersi manifesti non solo alla nascita, ma
anche durante |'adolescenza e in eta adulta. Si ritrova-
no in circa il 30% dei pazienti, ma tale dato & verosi-
milmente sottostimato poiché i neurofibromi plessiformi
profondi asinfomatici restano misconosciuti in assenza
di una valutazione sfrumentale specifica, e alcuni studi
riportano che si possono presentare fino al 50% degli
affetti. Queste lesioni possono presentare periodi di ra-
pida crescita durante |'adolescenza seguiti da periodi
di quiescenza piv o meno lunghi, ma la loro crescita
non & prevedibile ©.

Anche se asintomatici, & necessario un monitoraggio
clinico e radiologico (mediante RMN) della crescita
dei neurofibromi plessiformi e dell’eventuale sinfomato-
logia a essi associata. L'exeresi chirurgica & complico-
ta dall'invasivita delle strutture e dei nervi adiacenti e
della loro infrinseca vascolarizzazione, con aumentato
rischio di deficit neurologico ed emorragia massiva ¢;
inolire spesso non si offiene la radicalitar chirurgica. In
caso di non operabilits e progressione clinico-radiolo-

42 | approfondimenti e notizie

gica delle lesioni, si & reso di recente disponibile un
frattamento farmacologico con molecole che inibisco-
no il pathway di RasMAPK, che risulta iperaftivato in
queste lesioni (vedi paragrafo 5).

Circa il 10% dei neurofibromi plessiformi va incontro
a una frasformazione maligna in tumori della guaina
dei nervi periferici (Malignant Peripheral Nerve Sheath
Tumor, MPNIST); tuttavia poiché I'inaffivazione bi-alle-
lica awviene nel neurofibroma benigno, la sola muta-
zione a livello del gene NFT non ¢ sufficiente per tale
trasformazione. Perfanto, la maggior parte dei mecca-
nismi coinvolti nell’evoluzione di questi tumori rimane
sconosciuta.

1.2 Segni clinici minori

la bassa statura & comune nei bambini affefti da NF1:
circa il 13% dei bambini ha una statura pari a 2 devia-
zioni standard (DS) sotto la media per la loro efd; tutta-
via raramente va olfre le 3 DS sotto la media staturale
per etd. Circa il 27-33% dei bambini affetti da NF1
ha comunque una statura inferiore al 5° percentile per
efd.

Anche la macrocefalia & frequente, in quanto una pro-
porzione variabile da circa il 20% fino a oltre il 50%
dei bambini affetti si colloca a piv di 2 DS sopra la
media della circonferenza cranica per la loro efd, rag-
giungendo comunque raramente le 4 DS °. Un altro
segno che pud essere presente nei pazienti con NF1 &
il petto escavato, che solo raramente tuttavia comporta
una compromissione delle capacita respiratorie.

Cli xantogranulomi giovanili nei bambini affeffi da
NF1 si osservano pit frequentemente rispetto alla po-
polazione generale (circa in 1 bambino su 5/6 nei
primi 3 anni di vita), anche se non presentano alcu-
na peculiarita che potrebbe distinguerli da quelli non
correlati a NF1. Tendono a regredire spontaneamente
con l'efd.

Cli- Unidentified Bright Objects (UBOs) sono aree di
alferato segnale che possono essere visualizzate alla
RMN encefalica in una significativa proporzione (circa
'80%) dei pazienti con NF1 7 e in olfre il 0% dei

pazienti pediatrici . Non presentano un pattern line-
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are per quanto riguarda numero, sede e dimensioni e
fendono a scomparire verso i 20 anni. Si presentano
come lesioni focali iperintense in T2, localizzate piv
frequentemente a livello del globus pallidus, talamo,
cervelletto e in una percentuale minore nella sostanza
bianca subcorticale, nella corteccia, nell'ippocampo
e nell'amigdala. Gli UBOs sono patognomonici di
NF1; non provocano effetto massa, non hanno carat-
fere evolutivo, né correlato clinico, e, sebbene alcuni
autori abbiano messo in correlazione gli UBOs con le
difficoltar di apprendimento, altri studi non hanno con-
fermato queste osservazioni.

1.3 Possibili complicanze

Il glioma delle vie ofttiche (OPG), che dal punto di vi-
sta istologico & un astrocitoma pilocitico di grado T,
insorge in circa il 15-20% dei bambini con la NF1 [nel
65% dei casi in bambini in etd inferiore a 5 anni), ma
in meno della metd dei casi si manifesta clinicamente
?. 1l sintomo pit frequente degli OPG & la riduzione
dell'acuita visiva; tuttavia, i pazienti pediatrici general-
mente non riferiscono riduzioni del visus ed & perfan-
fo necessario uno screening oftalmologico ogni 6-12
mesi (o seconda dell'etd) che comprenda valutazione
dell'acuita visiva, delle motilita oculare e fundus oculi.
Quando sinfomatico 'OPG pud provocare inoltre: al-
terazioni pupillari e del campo visivo, afrofia o edema
del nervo oftico, proptosi unilaterale e strabismo. Piv
raramente pud comportare segni neurologici (emipa-
resi e atassia), ipertensione endocranica, idrocefalo,
ritardo dello sviluppo psicomotorio, sindrome dience-
falica e decesso. | gliomi della regione ipotalamo-chio-
smatica possono causare pubertd precoce.

'OCT (Optical Coherence Tomography) viene esegui-
to per lo screening dell'OPG in quanto ha rivelato una
maggior sensibilita e specificita rispetto alla valutazio-
ne dell'acuita visiva e del fundus oculi (per le quali
& richiesta peraltro una maggiore collaborazione del
paziente) °. 'OCT permette di misurare lo spessore
delle fibre nervose retiniche, valore che risulta ridotto
in caso di glioma delle vie oftiche rispefto ai control-
li. Il sospetfto di glioma deve essere poi confermato

con RMN encefalica. Fortunatamente molti degli OPG
non progrediscono, ma richiedono un attento follow-
up semestrale/annuale mediante RMN e valutazioni
oftalmologiche.

Il traffamento & indicato in caso di progressione clinica
e/o radiologica della lesione. le possibilit terapeuti-
che sono la chemioterapia (il cui protocollo prevede la
combinazione di vincristina e corbop|0’rino) e la chirur-
gia [riservata solo a lesioni deturpanti con esposizio-
ne corneale, proptosi o complicanze neurochirurgiche
come |'idrocefalo ostruttivo). La radioterapia & sfata ab-
bandonata per le complicanze cerebrovascolari, gli
effetti sulla funzione intellettiva e |'aumento significativo
del rischio di tumori secondari nell'area irradiata. Sono
inoltre attualmente in corso frial clinici sperimentali che
prevedono ['utilizzo di molecole biologiche.

Per quanto riguarda i disturbi neurocognitivi, il quo-
ziente intellettivo (Ql) nei pazienti affefti da NF1 tfende
a essere ai limiti inferiori della norma (Ql medio di
88,6 rispetto a circa 100 nella popolazione genera-
le). Un deficit intelletivo con QI < 70 & stato riportato
nel 4-8% degli affefti, a fronte di un 3% nella popola-
zione generale .

| deficit di apprendimento (learning disabilities) sono
frequenti nei bambini affetti da NF1, interessando cir-
ca il 30-60% degli affetti . Il deficit di apprendimento
pud esserci anche in caso di Ql nella norma e include:
difficolta di leftura e scrittura, problemi visuo-spaziali,
compromissione della working memory e deficit di af
fenzione ©.

Il fenotipo cognitivo-comportamentale in NF1 & carat
ferizzato inoltre da una maggior incidenza di ADHD
(Attention Deficit Hyperactivity Disorder), autismo, di-
sturbi comportamentali e psicosociali. Lincidenza di
ADHD, diagnosticato in base ai criteri del DSMYV, &
3 volte superiore nei bambini affetti da NF1 rispetfio
ai loro familiari e alla popolazione generale. Queste
problematiche vengono approcciate tramite terapia
educazionale, riabilitativa e di sostegno, anche se nu-
merosi studi sfanno tentando di identificare farmaci che
migliorino questo tipo di disturbi nella NF1.
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la prevalenza di epilessia in individui affetti da NF1 &
stimata essere compresa fra il 4 e il 14%, a seconda
dei vari studi 712, Benché non vi sia un pattern specifi-
co delle crisi nei pazienti con NF1 (Korf et al., 1993),
la maggioranza degli episodi critici nei pazienti NF1
¢ classificata come focale e spesso tende successiva-
mente a generalizzare. In circa la metd pazienti 'epi-
lessia insorge nel contesto di reperti neuroradiologici
che possono essere tipici della NF1 o meno (tumori
cerebrali, vasculopatie, idrocefalo, displasia corticale,
sclerosi temporali mesiale, ecc.); tuttavia le displasie
corficali nei pazienti con NF1 risuliano meno frequenti
che in alfre facomatosi. Di fronte all’esordio di crisi
in pazienti affetti da NF1 & mandatoria, pertanto, I'e-
secuzione di esami neuroradiologici volti a escludere
la presenza di tumori cerebrali e alire comorbidita @

carico del SNC.

le MPNST sono le neoplasie maligne piv frequente-
mente associate a NF1. Infatti, i pazienti offetti do NF1
hanno un rischio 100 volte maggiore rispetto alla po-
polazione generale di sviluppare gli MPNST (una pro-
porzione compresa fra I'8 e il 13% dei soggetti affetti
da NF1 manifesta nel corso della vita un MPNIST): an-
che I'efd media di insorgenza negli affetti & nettamente
inferiore rispetto a quello della popolazione generale
(20-35 anni vs 62 anni circa). Rispetto ai casi spora-
dici, gli MPNST NF1-correlati presentano una soprav-
vivenza minore (42 e 21% rispettivamente|, in parte
affribuibile al ritardo diagnostico nel soggetto affetto 2.
Nei pazienti affetti da NF1, gli MPNST insorgono pit
frequentemente nel contesto di un neurofibroma plessi-
forme '°. I segni clinici di allarme sono rappresentati da
un dolore persistente, tale da inferferire con il sonno, la
comparsa di deficit neurologici, una lesione a rapida
crescita o alterazioni delle sue caratteristiche ©. Fattori
di rischio sono rappresentati da precedente radiote-
rapia, sforia personale o familiare di cancro, glioma
delle vie ottiche, delezione dell'intero gene NFT, pre-
senza di multipli neurofibromi sottocutanei o profondi.
Di importante ausilio nella diagnosi di MPNST & la PET
con 18FDG, mefodica sensibile e specifica in grado

44 | approfondimenti e notizie

di differenziare fra neurofibroma plessiforme benigno
e MPNST. La terapia & chirurgica, ma difficilmente &
radicale, per cui si rende spesso necessaria la radio-
terapia adiuvvante qualora la lesione abbia dimensioni
superiori a 5 cm, sia di grado elevato o sia stata in-
complefamente asportata. La chemioterapia viene usa-
fa come neoadiuvante (per ridurre le dimensioni della
neoplasia e renderla piv suscettibile all'exeresi) oppure
palliativa (in pazienti mefastatici.

| Gastrointestinal stromal tumors (GIST] colpiscono tra il
3,9 e il 25% dei pazienti con NF1, costituendo quin-
di le pit frequenti neoplasie del fratto gastrointestinale
in questi soggetti. Rispetto ai casi sporadici, i GIST
NF1-correlati si presentano in etd pit giovane, sono
tipicamente localizzati nel duodeno e nel piccolo infe-
stino, fendono a essere multipli e relativamente piccoli
in quanto spesso diagnosticati incidentalmente nel cor-
so di follow-up o interventi chirurgici per altri motivi.
Anche la prognosi & migliore nei pazienti NF1.

Nei soggetti NF1 i feocromocitomi sono generalmen-
fe tumori benigni localizzati a livello surrenalico. Si
riscontrano nello O,1-5,7% dei casi, arrivando perd
al 20-30% nei pazienti che presentano anche iperfen-
sione arteriosa. La ferapia & |'exeresi chirurgica del
fumore 4.

L'aumentato rischio di sviluppare il tumore alla mam-
mella nelle donne affette da NF1 & sfafo ben docu-
mentafo da numerosi studi: una recente revisione della
letteratura riporta un SIR (Standardized Incidence Ratio)
compreso tra 4,0 e 11,1 nelle donne pit giovani (sof-
to i 50 anni) '°. Altri studi hanno dimostrato che le don-
ne con NF1 non solo presentano un rischio piv elevato
di sviluppare tumore mammario, ma hanno anche una
pib elevata mortalita correlata a esso, e presentano
maggior rischio di tumore controlaterale '°. Pertanto, &
indicato uno screening senologico precoce in queste
pazienti a partire dalla giovane eta.

Tra le complicanze ortopediche della NF1 vi & la sco-
liosi che si localizza pit frequentemente a livello cervi-
cotoracico e si riscontra in una percentuale di bambini
fra il 10 e il 26%. la forma distrofica insorge in et
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pib precoce rispetto ai casi sporadici (di solito entro i
10 anni), causa distorsione dei corpi vertebrali e del-
le coste, & rapidamente progressiva e spesso richiede
correzione chirurgica. Pud essere associata alla pre-
senza di un neurofibroma plessiforme sottostante e nei
casi gravi pud determinare insufficienza respiratoria ©
o complicanze neurologiche conseguenti a compres-
sione spinale. La scoliosi idiopatica insorge piv fardi-
vamente (adolescenza), non & progressiva e presenta
caratteristiche simili a quella non NF 1-correlata.

la displasia dello sfenoide di solito & asinfomatica e
coinvolge pit frequentemente la grande ala, alteran-
done la forma. Spesso si associa a neurofibroma ples-
siforme periorbitario. Alcuni pazienti si presenfano con
enoftalmo pulsante ed emia cerebrale nell’orbita.

la displasia delle ossa lunghe & piv rara e ricorre in
circa il 2% degli individui con NF1. Coinvolge princi-
palmente la tibia, con incurvamento in senso anterolo-
terale e riduzione dello spessore corticale, con possibi-
le coinvolgimento ipsilaterale della fibula. La displasia
fibiale in eta molto giovane permette una piu precoce
diagnosi di NF1 ', Si manifesta solitamente nei pri-
mi mesi di vita e predispone a frafiure patologiche.
la guarigione & lenta e complessa, con conseguente
sviluppo di pseudoartrosi; spesso & necessaria la te-
rapia chirurgica. E possibile sottoporre i pazienti con
displasia tibiale diagnosticata, che non hanno avuto
ancora frafture, a profilassi con ortesi fino a maturita
dello schelefro. Lesioni simili possono essere presenti
anche a livello di femore, radio, ulna, omero e cla-
vicola.

Tra le complicanze cardiovascolari la pit frequente &
la stenosi della valvola polmonare, che rappresenta il
25% delle malformazioni cardiache in questi pazienti.
In generale la prevalenza delle anomalie cardiovasco-
lari in soggetti con NF1 & del 2%, tuttavia non tutti i
pazienti eseguono screening ecocardiografico 7.

le displasie vascolari rappresentano la seconda causa
di morte in questa popolazione; la piv comune & la
stenosi dell'arteria renale (in almeno 1% dei pazienti).
Alire vasculopatie possono essere localizzate a livello

cerebrovascolare, interessano la carotide interna, I'ar-
feria cerebrale media o I'arteria cerebrale anteriore e
sono caratterizzate da ectasie, stenosi vascolari, aneu-
rismi, fenomeno di Moya-Moya. Si manifestano con un
quadro di debolezza, movimenti involontari, cefalea e
crisi convulsive, secondarie a ischemia.

Uipertensione arteriosa deve essere monitorata annual-
mente in quanto correla con la mortalitd. La causa pid
comune dell'ipertensione & la stenosi dell'arteria rena-
le, soprattutto nella popolazione pediatrica; anche il
feocromocitoma e la coartazione dell'aorta possono
essere causa di iperfensione.

Da quanto finora illustrato e non essendo prevedibile a

priori I'evoluzione della patologia, si deduce che per

i soggetti affetti da NF1 & fondamentale impostare un

programma di follow-up clinico-strumentale mirato all’i-

dentificazione precoce di eventuali complicanze 120,

Il monitoraggio di base deve prevedere I'esecuzione di:

e confrolli clinici periodici (in genere a cadenza
annuale in efd pediatrica, salvo alire indicazioni)
presso un centro di riferimento per NF 1, allo scopo
di monitorare la crescita e lo sviluppo psicomotorio
e di evidenziare precocemente eventuali compli-
canze;

e visite oculistiche annuali con valutazione di visus,
fundus oculi e OCT (per valutare I'indicazione a
effeftuare RM encefalo in caso di sospetto OPC;

e qaccurate misurazioni della pressione arferiosa.

Tale programma deve essere personalizzato ed even-

tualmente infegrato con ulteriori accertamenti sulla base

del quadro clinico del singolo paziente affetto NF1.

2. Nuovi criteri diagnostici

| criteri diagnostici per la NF1 erano sfati stabiliti a
livello internazionale nel 1987 dall'NIH (National
Institute of Health) e si sono rivelati altamente speci-
fici e sensibili nella popolazione adulta. Tuttavia, in
considerazione della penetranza eta-dipendente della
NF1, la sensibilitdh dei suddetti criteri risulta essere mi-
nore nella popolazione pediatrica.

A seguito della proposta di aggiornamento dei criteri
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per la NF1 nel 2008, essi sono stati recentemente revi-
sionati da parte di un gruppo di esperti internazionali ?
e sono riportati nella Tabella 1.

Rispetto ai vecchi criteri, & stata inserita |'identificazione di
una mutazione patogena nel gene NF1, che consente lo
conferma del sospetto clinico prima che vengano soddi-
sfatti i criferi clinici. Da tale novitd si evince |'importanza,
ai fini di una diagnosi sempre piv precoce, di proporre |l
fest genetico per NF 1 in caso di sospetio della patologia.
Inclire, & stato specificato che la familiarita di | grado rap-
presenta un criterio solo se & presente un genitore affefio
(in base agli stessi criteri]). Qualora fossero invece presenti
segni cutanei nella stessa fratria, fale dato pone il sospetio
di una sindrome da difetti del Mismaich Repair (Mismaich
Repair Deficiency Syndrome MMRD), una condizione au-
fosomica recessiva, che si manifesia con I'insorgenza in
eld precoce di tumori in varie sedi e pud accompagnarsi
alla presenza di CALs multiple che mimano la NF1.

2.1 NF1in mosaico/segmentale

Per mosaico si infende la presenza in uno stesso indi-
viduo di due o piu linee genetiche diverse, a causa

TABELLA .

di eventi mutazionali che si verificano in epoca post-
zigotica. Questo fenomeno & frequente nella NF1 e
condiziona una peculiare distribuzione dei segni cli-
nici: in alcuni soggetti uno o pit segni della malattia
sono circoscriffi a una o pit regioni del corpo (neuro-
fibromatosi 1 di fipo segmentale). La prevalenza della
NF1 in mosaico/segmentale & di circa 1/36.000-
40.000 individui nella popolazione generale, cioé
dello 0,002% ?'. 'analisi molecolare del gene NFT &
complicata dal fafto che la mutazione pud non essere
presente nel tessuto analizzato (in genere I'andlisi &
eseguita su DNA estratto da leucociti] o essere pre-
senfe a una percentuale troppo bassa per essere rile-
vata. E possibile eseguire I'indagine genetica su DNA
estratto da cellule prelevate dai melanociti delle lesioni
cutanee o dai neurofibromi, e |'identificazione della
medesima mutazione in almeno due tessuti diversi con-
ferma l'ipotesi di mosaicismo.

Il rischio di ricorrenza per questi pazienti & generalmen-
te minore rispetto al 50%, tuttavia sono noti numerosi
casi in cui pazienti affetti da forma segmentale hanno
avuto figli affetti da NF1 in forma costfituzionale; cid &

Criteri diagnostici per NF1 revisionati (adattata da Legius et al., 2021) 2.

A) | criteri diagnostici per NF1 sono soddisfatti in un individuo che non ha un genitore con diagnosi di NF1 se sono

presenti due o piU dei seguenti:

® sei o pib macchie caffélatte di diamefro massimo superiore a 5 mm in eta prepubere e di diamefro massimo superiore a 15 mm nei
soggetti adulti*

e lentigginosi in regione ascellare o inguinale*
® due o pit neurofibromi di qualsiasi tipo o un neurofibroma plessiforme
e glioma delle vie offiche

e due o pit noduli di Lisch iridei, identificati dall'esame con lampada a fessura, o due o pit anomalie della coroide (CA), definite come
chiazze luminose e chiare documentate mediante fomografia a coerenza oftica (OCT)/imaging in modalitar infrarosso (NIR)

® una lesione ossea distintiva come la displasia dello sfenoide [non considerata un criterio indipendente se associata a neurofibroma
plessiforme orbitario omolaterale), I'incurvamento anterolaterale della tibia o la pseudoartrosi delle ossa lunghe

® |a presenza di una variante patogenetica in eferozigosi nel gene NF1

B) Un figlio di un genitore che soddisfa i criteri diagnostici specificati in A merita una diagnosi di NF1 se uno o piu dei

criteri in A sono presenti

* Se sono presenti solo macchie caffelatte e lentigginosi, la diagnosi piv probabile & la NF1, ma eccezionalmente la persona potrebbe avere alire dia-
gnosi, in particolare la sindrome di Legius. Almeno uno dei due segni cutanei pigmentati [macchie caffé-latte e lentigginosi atipica) deve essere bilaterale.
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dovuto all'interessamento della linea germinale nel ge-
nitore 2. Sono stati inoltre descritti casi di mosaicismo
gonadico in genitori privi di segni cutanei di NF1, che
hanno frasmesso la malattia alla prole 2.

Il gruppo di esperti internazionali che ha recentemente
revisionato i criteri diagnostici per la NF1 ha definito
(oltre a quelli della sindrome di legius) anche quelli per
chiarire la diagnosi delle forme di NF1 in mosaico ?,
riportati in Tabella II.

3. Il gene NFT1 e le correlazioni genotipo
fenotipo

311l gene NFT1 e le funzioni della neurofibromina

Il gene NF 1 fu mappato sul braccio lungo del cromoso-
ma 17 in posizione 17g11.2 tramite studi di linkage e
con marcatori polimorfici 2°. NF 1 occupa una regione
di circa 350 kb, & formato da 61 esoni, di cui 57
cosfitutivi e 4 che vanno inconfro a splicing alternativo.
Il prodotto della traduzione del trascritto principale &
una proteina molto conservata nell'evoluzione: la neu-
rofibromina, che & costituita da 2.818 aminoacidi ed
& espressa ubiquitariamente, con livelli elevati nei neu-

TABELLA 1.
Criteri diagnostici per NF1 in mosaico (adattata da Legius et al., 2021) 2

roni, nelle cellule di Schwann, negli oligodendrociti,
negli astrociti, nella midollare del surrene e nei leuco-
citi. Si tratta di una profeina multifunzione formata da
diversi domini funzionali ?, tra cui quello pit notfo & il
dominio centrale GAP-Related Domain (GRD), localiz-
zato fra gli esoni 21 e 27a, che presenta un'attivitd
Ras-GAP (GTPase Activating Protein) in vitro e in vivo e
ne regola negativamente | affivitd.

Il gene NFT & un oncosoppressore. La perdita di neu-
rofibromina sia in fumori umani che in modelli animali
& infatti associata ad aumentati livelli della forma attiva
legata a GTP di p2 1ras. Mutazioni che affivano ras, o
la rendono resistente alle GAP, sono infatti implicate in
piv del 30% dei tumori umani. Molte mutazioni di NF1
nella regione GRD, che inattivano o modificano I'afti-
vitdt GAP della neurofibromina, sono presenti a livello
somatico in diverse neoplasie maligne (sia correlate
a NF1, sia tumori sporadici). Inolfre, sono stati riscon-
frati elevati livelli di rasGTP affiva in tumori dei nervi
periferici in pazienti NF1, in associazione alla perdita
di espressione della neurofibromina. Secondo I'ipotesi
dei two hits di Knudson (Knudson, 1971), affinché la

neoplasia si manifesti, & necessaria |'inattivazione di

| criteri diagnostici per la NF1 in mosaico sono soddisfatti in un individuo se & presente uno dei seguenti:

1. la presenza di una variante patogenetica in eferozigosi nel gene NF 1 con una frazione allelica significativamente inferiore al 50%
in fessuti apparentemente normali come i leucociti in associazione a un dliro criterio diagnostico NF1 (a eccezione di un genitore

che soddisfa i criteri diagnostici per NF1)

2. la presenza di una stessa variante patogenetica in eterozigosi nel gene NFT in almeno due tessuti indipendenti offetti (ad es. neu-
rofibroma) (in assenza di una variante patogenetica nel gene NFT in un fessuto non affetto)”

3. una distribuzione chiaramente segmentale delle chiazze caffé-latte o dei neurofibromi cutanei e

a) un alfro criterio diagnostico NF1 [eccetto un genitore che soddisfa i criteri diagnostici per NF1)* o

b) un figlio che soddisfa i criteri diagnostici per NF1

4. uno solo dei seguenti criteri diagnostici per NF1: lentigginosi ascellare e inguinale, glioma delle vie ottiche, due o pit noduli Lisch
o due o piv anomalie coroideali, lesione ossea caratteristica tipica di NF1, due o pit neurofibromi o un neurofibroma plessiforme

e un figlio che soddisfa i criteri per NF 1

A | neurofibromi con ipercromie cutanee sovrastanti sono considerati come unico criterio, come pure nel caso in cui ci siano diverse lesioni che originano

dalla stessa formazione primaria. * Se sono presenti solo macchie caffé-latte e freckling, la diagnosi piv probabile ¢ NF1, ma raramente potrebbe

trattarsi di una sindrome di legius o di una sindrome costituzionale da difetti del sistema di Mismatch Repair.
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enframbi gli alleli di un gene oncosoppressore in due
eventi separati. Nei pazienti affetti da NF1, in assen-
za di mosaicismo, tutte le cellule presentano gia un al-
lele mutato, di conseguenza & necessaria soltanto una
seconda mutazione somatica (nell'altro allele) perché
si manifesti il fenotipo neoplastico. E stato visto, infatti,
che la LOH (loss of Heferozygosity), spesso dovuta a
riarrangiamenti somatici, delezioni e ricombinazioni, &
associata con |'allele che non segrega con la malattia.

3.2 Le mutazioni nel gene NF1

In passato I'analisi molecolare del gene NFI per la
ricerca di mutazioni era piuttosto complessa per diver-
se ragioni: le grandi dimensioni del gene, la presen-
za di pseudogeni con elevata omologia di sequenza,
la mancanza di hotspot mutazionali con elevata ete-
rogeneitd allelica e I'elevato tasso di mutazioni spon-
fanee. Molte di queste difficoltd sono state superate
dall'infroduzione delle tecniche di sequenziamento di
nuova generazione (Next Generation Sequencing,
NGS).

le mutazioni del gene NFT sono estremamente nume-
rose e di diversa tipologia, ma trattandosi di un gene
oncosoppressore sono futte del tipo loss of function con
una proporzione rilevante (circa 80%) di mutazioni
froncanti 2°. Molte mutazioni del gene NF 1 sono state
riportate in un singolo paziente, tuttavia le varianti pa-
togenetiche ricorrenti rappresentano circa il 40% delle
mutazioni identificate 2%, A oggi sono stafe riportate
oltre 3000 varianti nel database LOVD (Leiden Open
Variation Database, http:/ /www.lovd.nl/3.0/home)
(aggiorato a novembre 2021).

Circa 1'85% dei casi sono mutazioni puntiformi (non-
senso, missenso, inserzioni e delezioni). Tra queste, le
varianti missenso, il cui effetto predetio & la sostituzione
di un singolo aminoacido, possono costituire un pro-
blema interpretativo in quanto, in assenza di esami fun-
zionali, devono essere considerati specifici criteri per
stabilire se si fratti effefivamente di una variante pato-
genetfica ?°. Circa la metd delle mutazioni puntiformi
in NF1 causa |'alterazione del meccanismo splicing;
esso rappresenta il difeffo molecolare piv comune nel-
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la NF1 25?7 e anche in questo caso possono esserci
difficolta interpretative 8.

In circa il 5-10% dei pazienti con NF1, la mutazio-
ne patogenetica & cosfituita da una microdelezione in
eterozigosi che coinvolge il gene NFI1 e un numero
variabile di geni contigui (sindrome da microdelezione
del gene NFT) %7,

3.3 Correlazioni genotipo-fenotipo

l'analisi molecolare del gene NFT riveste un ruolo im-
porfante per la diagnosi di tale condizione in etd preco-
ce prima che i segni clinici necessari per la conferma
si manifestino clinicamente, in particolare nelle forme
sporadiche] e nei casi clinici dubbi. lidentificazione
della mutazione causativa consente inolire di estende-
re la ricerca ai familiari a rischio e permette la dia-
gnosi prenatale precoce di tale condizione. In alcuni
casi, I'identificazione della mutazione causativa ha un
ruolo prognostico in quanto, seppur ancora in numero
esiguo, sono a oggi note alcune correlazioni genotipo-
fenotipo, in particolare:

1. microdelezione che include il gene NFT %: i po-
zienti presentano piU frequentemente dismorfismi
facciali, iperaccrescimento, deficit cognitivo e ipo-
fonia muscolare. Questi pazienti presentano anche
un rischio maggiore di anomalie cardiovascolari
e un maggior numero di neurofibromi (cutanei,
sottocutanei, plessiformi o spinali). Vi & inolire un
significativo aumento del rischio di MPNIST [rischio
litetime 16-26%);

2. ¢.2970_2972delAAT p.[Met992del) *': i pazienti
con tale delezione inframe presentano un fenotipo
piv lieve, con assenza di neurofibromi, sia cutanei
che soffocutanei e plessiformi);

3. ¢.5425C>T p.(Arg1809Cys) 2% il fenofipo &
caratterizzato da assenza di neurofibromi, noduli
di lisch, anomalie ossee fipiche o OPG e da un
fenotipo facciale Noonan-ike in circa la metd dei
casi;

4. varianti missenso nei codoni 844-848 3: si asso-
ciano a una maggior frequenza di neurofibromi
plessiformi superficiali e neurofibromi spinali sinto-
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matici; inoltre circa la metd dei pazienti presenta
OPG e/0 anomalie scheletriche e una maggior
predisposizione a sviluppare tumori maligni rispet-
to alla popolazione generale affetta da NF1;

5. ¢.3112A>G p.(Arg1038Cly) *°: il fenotipo & ca-
rafferizzato dall’assenza di neurofibromi, ma con
un fenotipo facciale Noonan-like;

6. varianti missenso nei codoni Met1 149, Arg1276
e lys1423 % il fenotipo Noonanike ¢ significati-
vamente pib evidente rispetto alle coorti non sele-
zionate di soggetti con NF 1. Lle mutazioni a carico
dei codoni Arg 1276 e lys 1423 sono associate a
un'elevata prevalenza di anomalie cardiovascolari
(inclusa la stenosi polmonare), con un'alta preva-
lenza di neurofibromi spinali sinfomatici nel caso
sia colpito il codone Arg1276. D'altro canto, va-
rianti a carico della metionina 1149 si associano
invece a un fenofipo piv lieve, caratterizzato prin-
cipalmente da manifestazioni cutanee pigmentarie
(senza evidenza di neurofibromi plessiformi, neuro-
fibromi spinali o OPG sinfomatici).

L. Test genetici per NF1 per la diagnosi di NF1

Considerata la notevole eterogeneita allelica nella

NF1 (con oltre 3.000 diverse varianti riportate), la

maggior parte dei laboratori utilizza un approccio dio-

gnostico multistep, con l'infegrazione di piv tecniche
diverse che consenfono di identificare mutazioni diffe-
renti.

le metodiche pit utilizzate nell'analisi molecolare del

gene NFT comprendono:

e andlisi qualitative: I'analisi molecolare per NF1
viene oggi eseguita mediante I'utilizzo di fecni-
che si sequenziomento NGS (Next Generation
Sequencing), che permettono di analizzare le
porzioni codificanti e le regioni introniche fian-
cheggianti gli esoni del gene NFT in tempi rapidi.
Tali mefodiche, che hanno sosfituito le precedenti,
permettono di identificare un numero sempre mag-
giore di varianti, e di analizzare simultaneamente
un numero elevato di geni, consentendo cosi di
studiare non solo il gene NFT, ma anche aliri geni

responsabili di condizioni che entfrano in diagnosi
differenziale con tale condizione. La tecnica NGS
& applicabile anche all'analisi del'RNA, un’andlisi
di I livello che puo essere utile per identificare le
mutazioni di splicing;

e andlisi quantitative: attualmente la tecnica di ele-
zione per lo studio delle delezioni e duplicazioni
esoniche, multiesoniche o dell'infero gene & rap-
presentata dall'indagine MLPA (Multiplex Ligation-
Dependent Probe Amplification), mentre in casi
specifici possono essere utilizzate alire metodiche
(FISH con sonda per la regione 17g11.2 o array-
CGH).

5. Nuove terapie e prospettive

Vista 'ampia variabilita clinica della NF1, anche all'in-
terno della stessa famiglia, non & possibile proporre un
approccio ferapeutico standardizzato alla patologia;
che andrd invece adattato alle specifiche complicanze
sviluppate dal paziente.

Per quanto riguarda il trattomento delle singole compli-
canze si rimanda ai paragrafi precedenti.

Oltre alle terapie convenzionali previste per le diverse
complicanze, negli ultimi anni & stato studiato in det-
taglio il meccanismo di una nuova classe di molecole
che agiscono inibendo il pathway di Ras/MAPK che
risulta iperattivo nei pazienti con NF1. Queste mole-
cole (inibitori di Mek, in particolare il Selumetinib) si
sono rivelate efficaci nel contrastare la crescita dei
neurofibromi e di xenograft di MPNST in modelli muri-
ni di NF1 %, Gli studi clinici successivi di fase | e fase
Il %8 ne hanno confermato I'efficacia anche in pazienti
pediatrici con NF1, con la riduzione della crescita
dei neurofibromi plessiformi in una significativa pro-
porzione di casi. In aprile 2020 il Selumetinib & stato
approvato dalla US Food and Drug Administration
per il frattamento dei neurofibromi plessiformi sinto-
matici e inoperabili nei bambini con NF1 di eta > 2
anni %4°_ Tali farmaci vengono quindi somministrati
sulla base di specifiche indicazioni e comunque in
centri con esperienza in questo fipo di terapie 8. la
stessa classe di composti & inoltre in studio anche per
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FIGURA1.

Esempio di responsivitd al Selumetinib (da Dombi E, Baldwin A, Marcus L, et al. Activity of selumetinib in neurofibromatosis type 1-related plexiform
neurofibromas. N Engl J Med 2016;375:2550-2560. https://doi.org/10.1056/NEJMoa1605943, with permission).

il frattamento di altre complicanze della NF1, tra cui
i gliomi delle vie offiche, le learning disabilities e i
neurofibromi cutane.
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