Aus der Kinderklinik des Universitatsklinikums Augsburg

Der Weg zu einer personalisierten
Uberwachungsstrategie fir Kinder,
Jugendliche und junge Erwachsene mit
Neurofibromatose Typ 1

Kumulative Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

Dr. med.

eingereicht an der

Medizinischen Fakultat der Universitat Augsburg

von

Daniela Angelova-Toshkin

Augsburg, 22.06.2023

Universitit
Augsburg
University

N




Dissertation eingereicht am: 22.06.2023
Erstgutachter (Hauptbetreuer): Prof. Dr. Dr. med. Michael Frihwald
Zweitgutachter: Prof. Dr. med. Bruno Markl

Tag der mindlichen Prifung: 16.04.2024



Eidesstattliche Versicherung und Erklarung

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass die vorliegende Dissertation von mir
selbsténdig und ohne unerlaubte Hilfe angefertigt wurde. Zudem wurden keine anderen
als die angegebenen Quellen verwendet. Aul3erdem versichere ich, dass die
Dissertation keiner anderen Priifungskommission vorgelegt wurde und ich mich nicht

anderweitig einer Doktorprufung ohne Erfolg unterzogen habe.

Augsburg, 22.06.2023

Statutory declaration and statement

| declare that | have authored this thesis independently, that | have not used other than
the declared sources/resources. Furthermore, | declare that | have not submitted a
dissertation without success and not passed the oral exam. The present dissertation
(neither the entire dissertation nor parts) has not been presented to another

examination board.

Augsburg, 22.06.2023



, Das Erste, das der Mensch im Leben vorfindet, das Letzte, wonach er die Hand
ausstreckt, das Kostbarste, was er im Leben besitzt, ist die Familie.”
Adolf Kolping



Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS........cccrcirrsnss s s sssnssssssssssmsssmsssssssssssssssssssnsesns sanssnsnsssnsssnsssnens 5
1. EINLEITUNG....ccicusiimssmmnesamsanssssssssasssnssssssssssssssssssnssnsssnssssssssssssassssssnsssssnssssssassnssnssnnssassns 7
1.1. Definition und Epidemiologie.........cciieeeeiiiiiieiiiiiircirrreccrrrec e reea s e eren e e s e s e s s ennsesseennsnnsnenas 7
1.2. L Y o T o N 7
1.3. Das NF1-Protein — Neurofibromin .......cceeeueieiiiiiiiiiiiieeiniiiiniiiiereesssiniineeesssssssssssessessnsnsnes 8
1.4. Klinische Diagnostikkriterien fiir eine NF1 .........cccuuiiiieeiiiiieiinirceccrreneecesereneeesennseesesnnsnssnenns 9
1.5. Differentialdiagnosen einer NF1.........ccocuuuiiiiiiiiiiimimiiiiiiniinrrreessss s saaanes 11
1.6. Bekannte Genotyp — Phdnotyp — Assoziationen.......ccccccceeiiiiiiiremeniiiiiiniinineennsnsssneneeeeeeeaees 12
1.7. Nicht — neoplastische Manifestationen einer NF1 ............ccooiiririmuiiiiiiiiiiiieneisincinnnneeeeeaeees 13
1.7.1. Café — aU — [QIt MAKUIGE.....oo e aeee s 13
1.7.2. SKelettdefOrMILAtEN ... ciiieiee e e e e e s aaeeens 14
1.7.3. VaSKUIOPALRIE ..ot sttt et sareene e e 14
1.7.4. Y 1o Y=Y o] T | LU PSSR 14
1.7.5. Focal areas of signal iNteNSItY .....cocccuiiieiee e 14
1.7.6. Beeintrachtigungen der neurologischen Funktionen im Rahmen einer NF1.........ccc.ccoc..... 15
1.7.7. NFL = NEUIOPAthIE ...ceieeeee ettt e e s e et e e et e e e sare e e nneaeesaeesnnes 16
1.8. Neoplasien im Rahmen @iner NF1 ......ccc.ciiiiiiiiiiieiiiiiieiiiireiisnenesisisenssssesssssssssnssssssnnssssnes 16
1.8.1. NEUFOTIDIOME ettt et e s e s be e sbaeebeesateenbeesaeesane 16
1.8.2. (o) = d - To [ €] [To] o V=TSSP USRSt 17

2. ABSTRACTS DER MANUSKRIPTE, DIE DIESER DISSERTATION ZU GRUNDE

0 0 0 18
3.  DISKUSSION ....ocioismsumsursnsssssmssssassassssssssssassssssssssssssssassasssssssssssssnssssssssssnssssssssssssssssassassnsss 20
3.1. Die Rolle der frithzeitigen molekulargenetischen Testung bei der Diagnosestellung............... 20
3.2 Das betroffene Geschwisterkind — die Differentialdiagnose eines CMMRD .........ccccccereennnnnnne 21
3.3. Die Herausforderung der MoSaik-NF1 .........ccccoeiiiiimemmniciiiininnenennnsssissneneeenmnssssssssseseessnnssses 21
3.4. Vorgehen bei isolierten Pigmentbefunden .........c.coovviiviueiiiiiiiiiiiiiiiie 21
3.5. Genotyp — Phanotyp — Korrelationen .........ceeeueiiiiiiiiiiiiiuiiiiiiiiiinienessnssnnneseesssssseeeees 22
3.6. Mogliche weitere diagnostische Kriterien.........ccevvveeuiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiinreeeeeeeas 22
3.7. Zusammentreffen zweier seltener Erkrankungen — das MMS im Rahmen einer NF1.............. 23



3.8. Motorische Schwierigkeiten im Rahmen einer NF1 ..........ccurieiiieiiiiiiieccrcccrrecrrec e neaeens 23

3.9. Neurokognition, ADHS, ASS und NF1 - die Notwendigkeit einer regelmaBigen NPT .............. 23
3.10. Die Epilepsie bei NF1 — strukturell oder auch idiopathisch?..........ccccoveeirimiiiiiiiirrccrrceeeens 25
3.11.  FASI als Einflussfaktor auf die Kognition ............cceeveeueiiiiiiiiiiiiieniiiiiiiinnnneneccnn e, 25
3.12. Routine-MRT aufgrund der Tumordisposition sinnvoll?..........ccceeuiiiiiiiiiiiinriiiiiiiininneeennneee. 26
3.13. Limitationen der vorliegenden Arbeit.........cccceiiiiieiiiiiiniiiiiiniiini e 26
3.14.  SchluSSTOIZEIUNGEN ....cccuuiiiiieiiiiiiiiiiiicecrirri st rreaee s renassssesesessasasssssesnsssssrenssssssnnssssnes 27
200 T YU T « 1T 27
4, ZUSAMMENFASSUNG ....cccusummmsmsmmsnssarsnmsssssassasssssssesassanssssssssassssssassnssssssnssasssssssssnssasans 29
4.1. [T £ o o PP 29
4.2, [0 T4 1Yol NN 30
5. LITERATURVERZEICHNIS .......oooircrrntsmsnssnssmssnsssssssssssssnsssssssssssssnssnssnsssssssnssnssnsansns 31
74 ¥ o 29\ D ) ), 38
I.  ABKURZUNGSVERZEICHNIS......cocosctieemsrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanss 38
II. ABBILDUNGSVERZEICHNIS. .......errcrrcrsscrscsssmsssesssmsssesssssssmsssmsssmsssmsssmsssmsssmssnes 39
III. TABELLENVERZEICHNIS ... sssssasssssssssassassssssssssssas 40
IV. DANKSAGUNG ....cooccccicimcssrersmssssssnssmsssssssssnssmssssssassmssnssssssmssnssss snssmssnssss ssnssasssnssnssmsnnns 41

V. EIGENE VEROFFENTLICHUNGEN UND VORSTELLUNG DER ERGEBNISSE
AUF MEDIZINISCHEN FACHTAGUNGEN UND KONGRESSEN .......cccosmmmsmsnsnssssnnns 42



1. Einleitung
1.1. Definition und Epidemiologie

Die Neurofibromatose Typ 1 (NF1; auch Morbus Recklinghausen) ist eine autosomal-
dominant vererbte Erkrankung, die multiple Organsysteme betrifft und ein breites
Spektrum klinischer Manifestationen aufweist. Zusammen mit der Neurofibromatose Typ
2 und der Schwannomatose bildet die NF1 die Gruppe der Neurofibromatosen,
unterscheidet sich aber sowohl klinisch als auch genetisch von diesen beiden

Syndromen.

Die globale Pravalenz der NF1 betragt 1:3.000 bis 1:6.000, wobei regionale
Unterschiede auftreten. (1) Die unterschiedliche Pravalenz kann Folge einer
unterschiedlichen Datenerhebung aber auch von populationsbezogenen Faktoren sein,
die die Entstehung von de novo Mutationen beeinflussen. Ca. 50% der NF1-
Erkrankungen entstehen aufgrund einer de novo Mutation.(2)

1.2.Das NF1-Gen

Die NF1 wird durch Keimbahnvarianten im NF1-Gen verursacht, das fur das
(Tumorsuppressor-) Protein Neurofibromin kodiert. Das NF1-Gen ist in Chromosom 17
(17911.2) lokalisiert und besteht aus 57 Exons. (Abbildung 1) Es umfasst etwa 350 Kilo-
Basenpaare genomischer DNA und kodiert eine mRNA von 11 bis 13 Kilo-Basenpaare.
(3) Die drei aktiven Gene (OMGP, EVI2B und EVI2A) liegen innerhalb eines Introns des
NF1-Gens, jedoch in entgegengesetzter Richtung. (4) Es sind dber 3.000
Keimbahnvarianten beschrieben, die zu dem klinischen Bild einer NF1 flhren. Bisher
sind keine Regionen im NF1-Gen beschrieben, die mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit
fur Varianten (sog. Hotspot-Regionen) assoziiert sind. (2)

Mittels DNA-, mRNA- und FISH-Analyse zur Detektion kompletter NF1-Deletionen
lassen sich > 95% der Varianten identifizieren. AulRer der haufigeren ,generalisierten®
Form der NF1 existiert noch eine ,segmentale” oder Mosaik-NF1, bei der die typischen
NF1-Merkmale auf einen Korperbereich beschrénkt sind. Diese Form der NF1 ist
wahrscheinlich Folge einer somatischen Mutation im NF1-Gen wahrend der fetalen
Entwicklung. (5; 6) Zur Diagnose von Mosaik-Formen sind molekulargenetische

Analysen des betroffenen Gewebes notwendig.



Chromosom 17 [ I | | ]

N
-

P = ~
<3

Neurofibromin

Abbildung 1: Chromosom 17, NF1-Gen und Neurofibromin (modifiziert nach Barrea et al.) (2)

CSRD: cysteine and serine rich domain; TBD: tubulin binding domain; GRD: domain responsible
for interaction with RAS and GTP hydrolysis; SEC14-PH: bipartite lipid binding domain; CTD:

carboxyl terminal domain; FBD: FAK protein binding domain (modifiziert nach (7))

1.3.Das NF1-Protein - Neurofibromin

Neurofibromin ist ein langes Protein (220-250 Kilodalton), das in unterschiedlichen
Zellen exprimiert wird, u.a. in Neuronen, Gliazellen, Zellen des Immunsystems,
Endothelzellen, Zellen des Nebennierenmarks und, abhangig vom Gewebe,
verschiedene Funktionen hat. (8) Ein Teil des Proteins erfiillt die Funktion einer GTPase
und katalysiert die Umwandlung des aktiven, an GTP gebundenen RAS-Protoonkogens
in seine inaktive, an GDP gebundene, Form. (4) Auf diese Weise unterdriickt
Neurofibromin physiologischerweise das RAS-unterstltzte Zellwachstum. Das Fehlen
von Neurofibromin, wie auch in NF1l-assoziierten Tumoren gesehen, fuhrt zu einer
Erhéhung der RAS-Aktivitdt und zu einer gesteigerten Zellproliferation und zu einem
erhohten Zelluberleben. (9) Die Zellproliferation, u.a. in Neurogliazellen, wird weiter tUber
die aktivierten MEK- und AKT-Signalwege (mTOR) geftrdert. (10) Darliiber hinaus wird
die Adenylatcyclase durch das Neurofibromin u.a. in Neuronen hochreguliert und somit
mehr cAMP intrazellular zu Verfligung gestellt. (11) Das Fehlen von Neurofibromin hat
entsprechend vielfaltige Auswirkungen und kann neben der Entwicklung von Tumoren

auch zur Entwicklung von Pigmentlasionen und Skelettanomalien flhren.



1.4.Klinische Diagnostikkriterien fur eine NF1

Die NF1 ist durch ein sehr breites klinisches Spektrum gekennzeichnet. Seit 1987 gelten
die diagnostischen Kriterien des National Institutes of Health (NIH), die im Jahr 1997
Uberarbeitet wurden. (12) Diese umfassen die haufigsten klinischen Manifestationen
einer NF1. Die Diagnose einer NF1 wird gestellt, wenn ab einem bestimmten Alter

mindestens zwei der klinischen Kriterien erftllt werden.

Tabelle 1: Diagnostische Kriterien fur NF1, National Institutes of Health (= 2 der folgenden

Merkmale mussen erfillt sein)

Merkmal Mindestanzahl Weiteres
Café-au-lait Makulae 6 Grof3ter Durchmesser
(CALM) > 5 mm vor der Pubertét

> 15 mm nach der Pubertat

Neurofibrome 2% * 21, wenn plexiform

Axillares oder inguinales nicht zutreffend

Freckling

Lisch-Kndétchen (LN) 2 Iris-Hamartome
Optikusgliom (OPG) 1

Typische kndcherne 1 z.B.

Veréanderungen Keilbeinfligeldysplasie,

Ausdinnung der Kortikalis
langer R6hrenknochen mit

oder ohne Pseudarthrose

Verwandter 1. Grades mit | 1
NF1

Die NF1 ist die erste Erkrankung, die als Folge von Verdnderungen im RAS-Signhalweg
identifiziert wurde. Nachfolgend wurden pathogene Varianten in weiteren Genen des
Signalwegs als ursachlich fur andere Erkrankungen erkannt, woraufhin man diese
Gruppe von Krankheitsbildern als RASopathien bezeichnete. Dazu gehdren z.B. das
Noonan-Syndrom, das Legius Syndrom (LS) und das LEOPARD Syndrom. (13) Der
klinische Phénotyp einer NF1, anderer RASopathien, sowie auch des Konstitutionellen
Mismatch Reparaturdefekts (constitutional mismatch repair deficiency; CMMRD) weisen

viele Uberlappungen auf. Die differentialdiagnostische Abgrenzung ist zur Einschatzung



des Klinischen Verlaufs, der Prognose und ggf. Therapie wichtig und ermdglicht eine
gezielte Beratung der betroffenen Familien. Abhangig von der zugrunde liegenden
genetischen Veranderung unterscheiden sich sowohl die Behandlungsmodalitaten als
auch die Vorsorgeempfehlung erheblich. (14; 15)

Anhand der NIH-Diagnostikkriterien ist eine Abgrenzung unter diesen sich klinisch
Uberlappenden Krankheitsbildern nicht méglich. Daher wurden die Kriterien im Jahr 2020
von einem Expertengremium Uberarbeitet und 2021 verdffentlicht (16). Dabei wurden
weitere Klinische Kriterien sowie die Moglichkeit einer genetischen Diagnostik

bericksichtigt.

Tabelle 2: Uberarbeitete NF1-Diagnostikkriterien aus dem Jahr 2021

Merkmal Mindestanzahl Weiteres

A. 2 2 der folgenden Kriterien missen erfillt sein, wenn kein Elternteil an einer
NF1 erkrankt ist:
CALM 6 GroRter Durchmesser

> 5 mm vor der Pubertat

> 15 mm nach der

Pubertat
Axillares oder inguinales nicht zutreffend mind. 1 der
Freckling Pigmentbefunde sollte

bilateral zu finden sein

Neurofibrome 2* * 21, wenn plexiform
OPG 1

LN in der 2 Iris-Hamartome bzw. helle,
Spaltlampenuntersuchung fleckige knotige Strukturen

oder choroidale
Abnormalitaten in der
Optischen Koharenz-

tomographie/Nahinfrarot-

Bildgebung
Typische kndcherne 1 z.B.
Verédnderungen Keilbeinfliigeldysplasie,

anterolaterale

Tibiaverkrimmung oder
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eine Pseudarthrose eines

langen Rohrenknochens

Heterozygote pathogene 1
NF1-Variante in mind. 50%
der gesunden Zellen (z.B.

weil3en Blutkérperchen)

B. das Kind eines Elternteils, der die A-Kriterien erfullt, wenn 2 1 A-Kriterium

erfullt ist.

Genetische Diagnostik wurde bisher vor allem fir Personen empfohlen, die einen
ungewdhnlichen NF1-Phanotyp aufweisen (z.B. mit symmetrischen spinalen
Neurofioromen auf unterschiedlicher Nervenwurzelhéhe mit oder ohne weitere NF1-
Merkmale) sowie fur Kinder > 8 Jahre, die die Kriterien noch nicht vollstandig erftllen.
(17) Die genetische Diagnostik ermdglicht auch bei Kleinkindern mit multiplen CALM
ohne positive Familienanamnese und in Familien mit CALM mit und ohne Freckling eine

differentialdiagnostische Abgrenzung z.B. zu einem LS. (18; 19)

1.5. Differentialdiagnosen einer NF1

Das LS, verursacht durch Varianten in SPRED1, ist durch CALM, Freckling in den
Hautfalten, Lernschwierigkeiten und Makrozephalus gekennzeichnet. Neurofibrome, LN,
sowie ZNS-Tumoren fehlen. (18) Eine weitere Differentialdiagnose bei Patient*innen mit
den klinischen Merkmalen einer NF1, aber ohne Nachweis einer pathogenen Variante in
NF1 oder SPRED1, stelt das CMMRD dar, ein autosomal-rezessives
Tumordispositionssyndrom des Kindesalters, das durch pathogene Varianten in beiden
Allelen eines der MMR (mismatch repair) — Gene (MLH1, MSH2, MSH3, MSH6, PMS2)
verursacht wird. CALM finden sich in 62-97% der CMMRD-Patient*innen, selten jedoch
in einer so hohen Anzahl wie bei der NF1. Ungefahr 20% der CMMRD-Patient*innen
erfillen mehr als ein diagnostisches Kriterium der NF1. (20) Kutane oder plexiforme
Neurofiborome, LN, sowie Tibia- und Sphenoiddysplasie sind auch bei CMMRD-
Patient*innen beschrieben, LGG sind bei CMMRD allerdings eine Raritat. (21) Die
Pravalenz eines CMMRD unter Patient*innen mit der klinischen Diagnose einer NF1
oder eines LS wird mit ca. 0,4% eingeschatzt. (8, 67) Das CMMRD ist mit einem
aullergewohnlich hohen Tumorrisiko assoziiert. Nahezu alle CMMRD-Patient*innen

entwickeln eine Tumorerkrankung innerhalb der ersten drei Lebensdekaden,
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Uberwiegend wéhrend der ersten zehn Lebensjahre. Das Spektrum onkologischer
Erkrankungen ist sehr breit und umfasst vor allem hamatoonkologische Erkrankungen
(u.a. T-Zell-Lymphome), hohergradige ZNS-Tumoren und Karzinome, die mit dem
Lynch-Syndrom assoziiert werden. (22)

Das so genannte LEOPARD-Syndrom gehort wie die NF1 in die Gruppe der
RASopathien und weist gewisse Ahnlichkeiten mit der NF 1 auf. Das Akronym steht fiir
die Hauptmerkmale der Erkrankung: Lentiginose, EKG-Veradnderungen, okuléare
Auffalligkeiten (Hypertelorismus), Pulmonalstenose, Anomalien der Geschlechtsorgane,
Kleinwuchs sowie sensineurale Taubheit. Patient*innen mit LEOPARD-Syndrom &hneln
phanotypisch sehr stark Noonan-Patient*innen, haben aber auf dem gesamten
Integument verteilte CALM, die fur das Noonan-Syndrom untypisch sind. Wie bei der
NF1 treten die unterschiedlichen Symptome in Abhangigkeit vom Alter der Patient*innen
auf, entsprechend lasst sich die Erkrankung von einer NF1 gerade bei jungeren
Patient*innen schwer unterscheiden. Ursachlich fir das LEOPARD-Syndrom sind in den
meisten (ca. 85%) Fallen Varianten in PTPN11, zudem finden sich Varianten in BRAF
und RAFL1. (23)

1.6.Bekannte Genotyp - Phanotyp — Assoziationen

Die NF1 weist eine grol3e Vielfalt klinischer Manifestationen, selbst innerhalb betroffener
Familien mit identischer Keimbahnvariante, auf. Um die phénotypische Auspragung
frihzeitig vorhersagen zu kdnnen und das klinische Management entsprechend zu
verbessern, sind Phanotyp-Genotyp-Korrelationen von grol3er klinischer Relevanz.
Aufgrund der hohen Anzahl an bisher beschriebenen pathogenen Varianten im NF1-Gen
ist dies bisher aber nur fir wenige Varianten gelungen. Zudem variieren die
zugrundeliegenden Mechanismen stark, so fuhren z.B. eine Haploinsuffizienz im NF1-
Gen, die biallelische NF1-Inaktivierung oder das Vorhandensein von zusétzlichen
Modifikatoren  (andere  Genveranderungen, hormonelle Besonderheiten) zu
unterschiedlichen klinischen Auspragungen. Deletionen, die das gesamte NF1-Gen
umfassen (1.4 Mb), sind mit fazialen Dysmorphien, kognitiver Entwicklungsstérung,
friher Entwicklung von Neurofibromen und haufigerem Tumorauftreten assoziiert. (24)
Bei ca. 1% der NF1-Patient*innen liegt eine Variante im Codon 1809 vor, die mit dem
Auftreten von CALM, Kleinwuchs und einer Pulmonalstenose sowie seltener mit
sichtbaren plexiformen oder dermalen Neurofioromen assoziiert ist. (25) Andere
Varianten wurden mit dem Fehlen von Neurofibromen assoziiert. (26) Individuen mit der

Deletion p.Met992del weisen einen milden Phanotyp auf, charakterisiert durch das

12



Vorhandensein von CALM und Freckling und das Fehlen weiterer kutaner Merkmale, wie
z.B. Neurofiboromen. Diese NF1-Variante scheint zudem mit Lernschwierigkeiten
assoziiert zu sein. (27) Weitere Arbeiten zeigen einen Zusammenhang zwischen der
Entwicklung von oberflachlichen Neurofiboromen und symptomatischen spinalen
Neurofibromen und dem Vorliegen von Missense-Mutationen im Bereich der Codons
844-848. Ca. 1% der NF1-Patient*innen weisen diese Varianten auf und zeigen zudem

ein haufigeres Auftreten maligner Manifestationen, wie z.B. OPG. (28)

Das Vorliegen einer monoallelischen Keimbahnvariante ist fir die Entwicklung mancher
NF1-typischer Symptome, wie z.B. Autismus-Spektrum-Stérungen (ASS), ausreichend.
Fur die Entwicklung von CALM und Neurofibromen ist eine (somatische) biallelische
NF1-Inaktivierung notwendig. Diese resultiert in einer ausbleibenden Expression von
Neurofibromin, die die Entwicklung niedriggradiger Gliome (Low grade Gliome, LGG)
beglnstigt. (29) Fur die Entstehung héhergradiger Tumoren sind weitere somatische
Mutationen notwendig, beispielsweise ist das Auftreten von malignen peripheren
Nervenscheidentumoren (MPNST) mit dem zusatzlichen Auftreten von TP53-Mutationen

assoziiert. (30)

1.7.Nicht - neoplastische Manifestationen einer NF1
1.7.1. Café - au - lait Makulae

Die haufigsten nicht-neoplastischen Manifestationen der NF1 sind Hautveranderungen.
CALM liegen bei mindestens 95% der NF1-Patient*innen vor und gehdéren zu den
diagnostischen Kriterien. (2) Mikroskopisch zeigen sich bei diesen Lasionen dichte
Populationen von Melanozyten mit biallelischer NF1-Inaktivierung. Die CALM-
Melanozyten bei NF1-Patient*innen weisen ein schnelleres Wachstum verglichen zu
denen gesunder Personen auf. (31; 32) CALM kénnen bereits bei Geburt vorhanden
sein, entwickeln sich jedoch meistens im Laufe der ersten zwei Lebensjahre als erstes
klinisches Merkmal einer NF1. CALM sind nicht mit einer erhdhten Transformationsrate
zu malignen Tumoren assoziiert. (33) Iris-Hamartome, auch LN genannt, kénnen im Alter
von funf bis zehn Jahren auftreten. Sie zahlen ebenfalls zu den Klinischen
Diagnostikkriterien flr eine NF1 (s. Tabelle 1), haben in der Regel aber keinen
Krankheitswert. (34)
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1.7.2. Skelettdeformitaten

Der Verlust beider NF1-Kopien in Osteoklasten und/oder Osteoblasten begiinstigt die
Entwicklung einer Osteopenie und von Skelettdeformitaten, die sich bei bis zu ca. 40%
der NF1-Patient*tinnen finden. (35) Diese sind mit einem erhohten Frakturrisiko
verbunden und wurden primar bei NF1-Patient*innen mit Tibiadysplasien beschrieben.
Im Falle einer Fraktur fuhrt das fehlerhafte Zusammenwachsen der kndchernen

Segmente zur Entwicklung von Pseudarthrosen. (36)

1.7.3. Vaskulopathie

Die NF1 ist mit der Entwicklung zumeist arterieller Gefaerkrankungen assoziiert
(Aneurysmata, arteriovendse GefaBmalformationen, Stenosen), die sowohl groRere
GefalRe, z.B. Nierenarterien, als auch kleine, z.B. das Moyamoya Syndrom (MMS) im
Gehirn, betrifft. (37-39) Das MMS ist eine progressive Verschlusskrankheit der
cerebralen Gefal3e, im Rahmen dessen sich Kollateralgefaf3e ausbilden, die ein
charakteristisches Bild in der Angiographie aufweisen (japanisch Moyamoya = Nebel).
Das Vorhandensein eines MMS erhdht das Risiko fur einen ischamischen oder
hamorrhagischen Schlaganfall. (40) Die Vaskulopathien betreffen meistens Kinder und
Jugendliche. (41)

1.7.4. Makrozephalus

Die meisten NF1-Patient*innen haben einen Makrozephalus — ca. 40 - 50% der
Patient*innen weisen dieses Merkmal auf. (42; 43) Ein Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein eines Makrozephalus und der Entwicklung eines OPGs wird diskutiert.
(44; 45) Ca. 1-5% der NF1-Patienttinnen weisen zudem einen Hydrocephalus auf.
Mdgliche Ursachen dafiir kbnnen eine idiopathische Aquaduktstenose, Hamartome im
Bereich der Pons, des Tectum cerebelli oder des Aquadukts, Synechien, OPG, LGG des
Hirnstammes und in seltenen Fallen Glioblastome sein. In manchen Féllen lassen sich
mehrere dieser Tumorentitdten gleichzeitig bei einer Person finden. Die

Ventrikelerweiterung kann dabei symptomatisch oder asymptomatisch sein. (46)

1.7.5. Focal areas of signal intensity

Zu den weiteren nicht-malignen strukturellen ZNS-Manifestationen im Rahmen einer

NF1 gehoéren die so genannten FASI (focal areas of signal intensity), bekannt auch als
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UBO (unidentified bright objects). Dies sind hamartomattse Gewebebestandteile,
abnormales Myelin oder Gliosen. Die L&sionen bleiben asymptomatisch und kénnen sich
im Erwachsenenalter zuriickbilden. (47) Im MRT lassen sich die Lasionen hyperintens
in den T2- und iso- oder leicht hyperintens in den T1-Sequenzen darstellen und nehmen
kein Kontrastmittel auf. FASI finden sich in 70% (48) bei fast allen NF1-Patient*innen
(49), sind meistens im cerebellaren Marklager, medialen Temporallappen, Thalamus und
in den Basalganglien, meistens bilateral, lokalisiert. (49) Manche Autor*innen schlagen
vor, dass aufgrund der hohen Spezifitat der FASI bei NF1-Patient*innen, diese als
weiteres diagnostisches Kriterium dienen kénnen. (48) Ob ein Zusammenhang zwischen
dem neurokognitiven Phanotyp und dem Vorhandensein, der Anzahl und/oder

Lokalisation von FASI vorliegt, ist Gegenstand kontroverser Diskussionen. (50-52)

1.7.6. Beeintrachtigungen der neurologischen Funktionen im Rahmen
einer NF1

Die NF1 geht mit einem breiten Spektrum an kognitiven Einschrankungen und
Beeintrachtigungen in der neurologischen Entwicklung einher. Verglichen mit
Gleichaltrigen haben NF1-Kinder h&ufiger eine motorische Entwicklungsverzdgerung.
(53) Motorische Einschrankungen sind im Bereich der Handgeschicklichkeit, dem
Umgang mit Ballen (Werfen und Fangen) und dem Gleichgewicht zu erwarten. (54) Eine
allgemeine Intelligenzminderung sowie auch Defizite in den exekutiven Funktionen und
der visuell-raumlichen Verarbeitung werden ebenfalls beobachtet. (55) Diese umfassen
sowohl die Planung wie auch die abstrakte Begriffsbildung, die Einfihrung mentaler
Regeln und Aufgaben, das Ldsen von Problemen, die kognitive Flexibilitdt, die
emotionale  Regulierung und die  Aufmerksamkeitssteuerung. (56; 57)
Lernschwierigkeiten, Teilleistungsstorungen (Dyslexie, Dyskalkulie),
Aufmerksamkeitsstérungen bis hin  zum Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-
Syndrom (ADHS) gehoren ebenfalls zu dem neurologischen Phanotyp. (58)
Untersuchungen an NF1-Mausen zeigen, dass die Konzentration an Neurofibromin mit
dem Dopaminspiegel korreliert. Mause mit biallelischem NF1-Verlust in den
Nervenzellen weisen Beeintrachtigungen in den hippokampalen Funktionen (u.a.
Lernen, Aufmerksamkeit) auf. (59) Darlber hinaus wird bei NF1-Patient*innen von
Einschrankungen in unterschiedlichen Bereichen der sozialen Funktionsfahigkeiten

berichtet sowie eine erhdhte Inzidenz von ASS. (60)
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1.7.7. NF1 - Neuropathie

Die NF-Neuropathie ist eine schmerzfreie, distale sensomotorische axonale
Neuropathie, charakterisiert durch eine Verdickung der Nervenfasern, eine Reduktion
der myelinisierten Nervenfasern und durch Verénderungen des Epi-, Peri- und
Endoneuriums mit einer gestorten Signaliibertragung zwischen den Zellen, die
Schmerzen, Muskelschwéche und Dysasthesien (Taubheit und Brennen) verursachen
kann. Die Diagnose einer Neuropathie wird mithilfe neurophysiologischer
Untersuchungen (z.B. Elektroneurographie) gesichert. Das Ausmal} der Neuropathie ist
in der Regel mild. Wichtig ist die Abgrenzung von Neuropathien, die Folge von dermalen,
subkutanen und plexiformen Neurofibromen und MPNST sind. (61)

1.8.Neoplasien im Rahmen einer NF1

Die Lebenserwartung von Personen mit NF1 ist um 8 — 21 Jahren reduziert, die haufigste
Ursache hierfiir sind maligne Neoplasien. NF1-Patient*innen haben im Vergleich zur
Gesamtbevolkerung ein um 5-15% erhthtes Risiko fir benigne und maligne
Tumorerkrankungen. (62) Manche Autor*innen beschreiben sogar ein tUber 2,5-fach

erhohtes Tumorrisiko verglichen mit der Gesamtbevdélkerung. (63)

1.8.1. Neurofibrome

Die haufigsten Tumoren bei Kindern und Erwachsenen mit NF1 sind von den
Nervenwurzeln ausgehende, sogenannte Neurofibrome (dermal — kutan und subkutan;
plexiform — diffus und nodul&r), periphere Nervenscheidentumoren und deutlich seltener
MPNST. Neurofibrome finden sich bei ca. 60-70% der NF1-Patient*innen. (64) Im
Gegensatz dazu betrdgt das Lebenszeitrisiko fur die Entwicklung eines peripheren
Nervenscheidentumors 8-13%. (65) Dermale Neurofiborome entwickeln sich von
multipotenten Vorlauferzellen der Haut wohingegen plexiforme Neurofibrome aus
Vorlaufern der Schwann-Zellen entstehen. (66) Dermale Neurofibrome entwickeln sich
Ublicherweise in der spaten Adoleszenz, gelegentlich treten diese aber auch bereits bei
Kindern auf. Betroffene Patient*innen klagen vor allem {ber Juckreiz, Brennen,
Schmerzen, Blutungen und kosmetische Probleme. Subdermale und spinale
Neurofiborome kdnnen Schmerzen oder neurologische (sensorische und motorische)
Defizite verursachen. Paraspinale Neurofiborome koénnen Kompressionen des

Ruckenmarks verursachen, die nicht mit neurologischen Symptomen einhergehen
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mussen. Im Falle eines progressiven neurologischen Defizits sollte immer eine operative
Entfernung angestrebt werden.

Die schmerzlosen plexiformen Neurofibrome sind typischerweise bereits bei Geburt
nachweisebar und bei Kindern und Jugendlichen vor allem durch ein schnelles
Wachstum charakterisiert. (67)

Uber 50% der NF1-Patientsinnen haben Neurofibrome mit ausgepragtem
Tiefenwachstum. Eine Ganzkorper-MRT-Untersuchung ist erforderlich, um die genaue
Tumorlast zu definieren. (68) Auch wenn diese Tumoren eigentlich benigne sind, kdnnen
sie durch Kompression und Verdrangung benachbarter Strukturen und Organe teilweise
schwerwiegende Symptome hervorrufen, wie z.B. starke Schmerzen, erhebliche
neurologische Defizite, Dysphagie, Dyspnoe, Deformationen und lebensbedrohliche

Hamorrhagien. In seltenen Fallen erfolgt eine maligne Transformation zu MPNST. (69)

1.8.2. Low - grade Gliome

LGG als NF1-typische Tumorentitat sind histologisch meistens pilozytische Astrozytome
und treten vor allem im Bereich der Sehbahn und des Hirnstamms auf, kdnnen aber auch
in anderen Hirnregionen sowie im Rickenmark auftreten. (70) OPG sind die haufigsten
ZNS-Tumoren bei NF1-Patient*innen und werden bei 15-20% aller NF1-Trager*innen
beschrieben. (71) Diese Tumoren treten meistens bei Kindern unter 7 Jahren auf und
sind meistens asymptomatisch, koénnen sich aber durch Proptosis,
Visusbeeintrachtigung oder eine Pubertas praecox manifestieren. Das weibliche
Geschlecht, ein Erkrankungsalter < 2 Jahren und postchiasmatische OPG haben eine
schlechtere Prognose beziglich der Visusbeeintrachtigung. (71) LGG der Hirnstamm
treten eher bei alteren Kindern auf. Betroffene Kinder kdnnen durch die Symptome eines
Hydrocephalus occlusus durch eine ventrikulare Obstruktion auffallen. Oft sind sie
jedoch ein Zufallsbefund in einer MRT-Untersuchung, die aufgrund nicht damit

assoziierter Beschwerden veranlasst worden ist. (72)
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2. Abstracts der Manuskripte, die dieser Dissertation zu Grunde liegen

Angelova-Toshkina D, Holzapfel J, Huber Schimmel M, Wieczorek , Gnekow AK,
Frihwald MC, Kuhlen M.

Neurofibromatosis type 1: A comparison of the 1997 NIH and the 2021 revised diagnostic
criteria in 75 children and adolescents. Genet Med. 2022 Sep;24(9):1978-1985.
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1098360022007857

Im Rahmen der vorgelegten Dissertation haben wir eine Kohorte aus Kindern und
Jugendlichen identifiziert, die in der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin mit dem
Verdacht auf eine NF1 und/oder klinischer Diagnose einer NF1 behandelt wurden. Fur
diese Patient*innen haben wir im Rahmen der Arbeit ,Neurofibromatosis type 1: A
comparison of the 1997 NIH and the 2021 revised diagnostic criteria in 75 children
and adolescents” die Uberarbeiteten Diagnostikkriterien aus dem Jahr 2021 mit den
friheren NIH-Diagnostikkriterien verglichen. Wir haben untersucht, ob durch die
Uberarbeitung der Kriterien eine bessere Abgrenzung zu Differentialdiagnosen wie das
LS und CMMRD gelingt. Dafir haben wir eine Datenbankrecherche in dem
Krankenhausinformationssystem der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin des
Universitatsklinikums in Augsburg fir den Zeitraum zwischen 2017 und 2020
durchgefuhrt. Es wurde nach Patient*innen gesucht, deren Diagnosen mit dem ICD-10-
Code Q85.0 gekennzeichnet wurden, der klinische Phanotyp dieser Patient*innen wurde
retrospektiv anhand ihrer Akten analysiert. Insgesamt haben wir 75 Patient*innen
identifiziert (medianes Alter 11,0 Jahre; Spanne 1,1 — 22,6 Jahre; 35 weiblich). Die
revidierten Diagnostikkriterien wurden bei 57 Patient*innen zum letzten Follow-up-
Zeitpunkt erftllt, eine pathogene NF1-Variante wurde bei 26 von den genetisch
untersuchten 32 (81,3%) Patient*innen identifiziert. Bei 12 Patient*innen wurde die
Diagnose einer NF1 nach der Durchfiihrung einer genetischen Testung gestellt. Bei 31
Patient*innen lieBen sich nur Pigmentbefunde erkennen, bei 9 Patient*innen fielen mit
der Zeit weitere Manifestationen der Erkrankung auf. Bei einem Kind wurde eine
heterozygote Variante unklarer Signifikanz im SPRED1-Gen festgestellt. Bei einem
weiteren Kind waren die Voraussetzungen fur Untersuchungen beztiglich eines CMMRD
erfullt. Insgesamt 3 Patient*innen wiesen segmentale klinische NF1-Befunde auf. 3
weitere Patient*innen erfiullten die NIH-Diagnostikkriterien nicht, einer davon zeigte
zusatzlich ein CMMRD-Merkmal, ohne die Anforderungen fir weiterfihrende

Untersuchungen diesbezlglich zu erfullen. Letztendlich konnten wir mit der Arbeit
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zeigen, dass in unserer péadiatrischen Kohorte anhand der Uberarbeiteten
Diagnostikkriterien mehr Patient*innen mit nachgewiesener NF1 identifiziert werden

konnten als mit den NIH-Diagnostikkriterien. (73)

Angelova-Toshkina D, Decker JA, Traunwieser T, Holzapfel J, Bette S, Huber S,

Schimmel M, Vollert K, Bison B, Kroncke T, Bramswig NC, Wieczorek D, Gnekow AK,
Frihwald MC, Kuhlen M.

Comprehensive neurological evaluation of a cohort of patients with neurofibromatosis
type 1 from a single institution. Eur J PAediatr Neurol. 2023 Mar 5;43:52-61.
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1090379823000302

Fir den zweiten Teil der Dissertation, im Rahmen der Arbeit ,Comprehensive
neurological evaluation of a cohort of patients with neurofibromatosis type 1 from
a single institution® haben wir fur die Patientenkohorte

(1) das Spektrum an ZNS-Manifestationen charakterisiert,

(2) radiologische Merkmale im ZNS durch Bildanalysen untersuchen lassen, und (3)
nach Assoziationen zwischen dem Genotyp bei genetischer Bestatigung der Diagnose
und dem Phénotyp gesucht.

Insgesamt 54 von 75 (72%) Patient*innen prasentierten sich mit neurologischen
Manifestationen, davon 26 mit strukturellen und funktionellen Auffalligkeiten, 21 nur mit
funktionellen und 7 nur mit strukturellen. FASI wurden bei 29 von 43 (67,4%)
Patient*innen identifiziert, bei 5 von 43 (11,6%) fielen zerebrovaskulare Pathologien auf.
Eine Entwicklungsverzégerung wurde fir 31 von 75 (41,3%) Patient*innen berichtet,
Lernschwierigkeiten fur 20 von 75 (26,7%). OPG fanden sich bei 18 von 43 (41,9%)
Patient*innen, 13 von 43 (30,2%) hatten ein LGG aul3erhalb der Sehbahn. 12
Patient*innen haben Chemotherapie bekommen. AuBler dem bereits bekannten
Zusammenhang zwischen der klinischen Auspragung und dem Vorliegen einer NF1-
Mikrodeletion fanden sich keine Assoziationen zwischen dem neurologischen Phanotyp
und dem Vorhandensein von FASI. Zusammenfassend lasst sich ableiten, dass ein
breites Spektrum an neurologischen Manifestationen bei mindestens 70% der
Patient*innen zu erwarten ist. Regelméafige neuropsychologische Testungen (NPT)
sollten neben den klinischen Verlaufskontrollen und regularen ophthalmologischen
Untersuchungen auf das Vorliegen eines OPG ein Teil der Betreuung von NF1-Kindern

und Jugendlichen sein. (74)
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3. Diskussion

Die Neurofibromatose weist eine breite klinische Variabilitdt auf. Klassischerweise wird
die Diagnose einer NF1 aber trotzdem anhand der klinischen, sogenannten NIH
Diagnosekriterien aus dem Jahr 1987 (revidiert 1997) gestellt. (16) Die Klinische
Diagnose einer NF1 birgt zahlreiche Herausforderungen, z.B. die geringe Sensitivitat der
NIH Diagnosekriterien bei jungen Patient*innen. Ein weiteres Problem ist die differential-
diagnostische Abgrenzung zu phanotypisch ahnlichen Erkrankungen (z.B. LS, CMMRD,
LEOPARD Syndrom, andere RASopathien und McCune Albright Syndrom), die anhand
der NIH-Diagnosekriterien z.T. falschlicherweise als NF1 diagnostiziert werden.
Insbesondere bei Kindern, die ausschliel3lich Hautbefunde aufweisen, sind die NIH-
Diagnosekriterien nicht auseichend, um andere Differentialdiagnosen auszuschlie3en.
Aus diesen Grinden wurden die NIH-Kriterien im Jahr 2021 von internationalen

Expert*innen revidiert.

3.1.Die Rolle der friihzeitigen molekulargenetischen Testung bei der
Diagnosestellung

Diese Problematik spiegelt sich auch in unseren Daten wider. In der von uns
identifizierten Kohorte wvon 75 Patient*innen erfillten 44 (58,7%) die NIH-
Diagnosekriterien zum Zeitpunkt der Diagnose/beim ersten Verdacht auf eine NF1. Im
Vergleich dazu waren zu dem Zeitpunkt 56 (74,7%) Patient*innen anhand der
Uberarbeiteten Diagnosekriterien mit einer NF1 diagnostiziert worden. Dieser
Unterschied lasst sich auf die Durchfiihrung einer molekulargenetischen Testung mit
Bestétigung der Diagnose bei 11 von den 75 Patient*innen (14,7%) zurtckfihren. Bei
den Uberarbeiteten Diagnosekriterien wird die genetische Diagnostik beriicksichtigt, was
insbesondere bei jungen Patient*innen eine wichtige Rolle spielen kann, da in einem
jungen Alter oft nur suspekte Hautveranderungen vorliegen und keine weiteren
klinischen NIH-Diagnosekriterien erfillt sind. (19) Zum letzten Follow-up-Zeitpunkt war
mit zunehmender Penetranz der klinischen NF1-Symptome (Freckling, Neurofibrome,
OPG) und steigendem Alter der Patient*innen kein gravierender Unterschied mehr
festzustellen — 53 (70,7%) Patient*innen erfillten die NIH und 57 (76,0%) die

Uberarbeiteten Diagnosekriterien.
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3.2.Das betroffene Geschwisterkind - die Differentialdiagnose eines
CMMRD

Eine weitere Anderung der revidierten Diagnosekriterien im Vergleich zu den bisherigen
NIH-Kriterien ist die Beriicksichtigung von betroffenen Verwandten ersten Grades. Inden
revidierten Kriterien wird nur noch ein betroffener Elternteil beriicksichtigt, nicht jedoch
ein betroffenes Geschwisterkind. (16) Diese Anderung ist insbesondere fiir die
Abgrenzung zu einem CMMRD wichtig, da hier ein autosomal-rezessiver Erbgang
vorliegt, der insbesondere bei ausschliellich betroffenen Geschwistern ohne betroffene
Eltern zu diskutieren ist. Laut des CMMRD-Expertengremiums sollte diese Erkrankung
immer in Erwagung gezogen werden, wenn nur ein Geschwister von der Symptomatik
betroffen ist. (75) In unserer Kohorte waren ausschliel3lich Eltern als Verwandte ersten
Grades von NF1-Symptomen betroffen. CALM wurden allerdings bei 4 Geschwistern bei
klinisch unauffalligen Eltern dokumentiert. Zudem fand sich ein Geschwister mit CALM
und einem Hodgkin Lymphom. In allen Fallen ist die Notwendigkeit weiterfGhrender

Diagnostik zu prifen, um ein CMMRD als Differentialdiagnose auszuschlieRen.

3.3.Die Herausforderung der Mosaik-NF1

Einen Sonderfall stellt die Mosaik-NF1 dar. Wir haben 3 Patient*innen mit einer
segmentalen Verteilung der Neurofibrome und/oder CALM identifiziert. Zwei
Patient*innen erfillten sowohl die NIH- als auch die Uberarbeiteten Diagnosekriterien
(inklusive bilateraler Pigmentbefunde), allerdings ohne Nachweis einer pathogenen
NF1-Variante in der Blutuntersuchung. In diesen Féllen wird von der
Expertenkommission eine genetische Testung des betroffenen Gewebes auf ein Mosaik
empfohlen. (16) Die Abgrenzung einer Mosaik-NF1 ist sowohl fir die Betreuung von
betroffenen Patient*innen und deren Prognoseeinschatzung, aber auch fir die

genetische Beratung wichtig.

3.4.Vorgehen bei isolierten Pigmentbefunden

Laut Konsensempfehlungen wird eine genetische Testung fiur Kinder empfohlen, bei
denen die Diagnose einer NF1 ausschlie3lich aufgrund von Pigmentbefunden (CALM
und/oder Freckling) gestellt wurde. Unter diesen Umstéanden sollten Alternativdiagnosen
wie z.B. das LS und CMMRD differentialdiagnostisch ausgeschlossen werden. (16) In

unserer Kohorte befanden sich 31 (41,3%) Pateint*innen mit isolierten
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Pigmentbefunden, nur 16 (51,6%) davon wurden genetisch untersucht. Bei 1 Patienten
wurde — bei negativer NF1 Genetik - auch das SPRED1-Gen untersucht. Dabei fand sich
eine Variante von unklarer Signifikanz, bei 2 weiteren Patient*innen mit unauffalliger
NF1-Genetik fehlte bisher die Untersuchung von SPREDL. Einer dieser Patienten wies

zusatzliche Merkmale auf, die verdéachtig fur das Vorliegen eines CMMRDs sind.

3.5.Genotyp - Phanotyp - Korrelationen

Bisher sind nur fiir 4 pathogene Varianten in NF1 Genotyp-Phanotyp-Korrelationen
bekannt, diese betreffen 10 — 15% der NF1-Patient*innen. (76) In unserer Kohorte wurde
bei einem schwer betroffenen Patienten eine 5,15 Mb grofRe Mikrodeletion 17g11.2q12
identifiziert, die das NF1-Gen umfasst. Keine der weiteren bekannten Genotyp-
Phanotyp-Korrelationen wurde in unserer Patientengruppe bisher nachgewiesen. Somit
zeigt auch unsere Kohorte, dass das breite genetische Spektrum der Erkrankung nur in

wenigen Fallen Rickschlisse auf die klinische Auspragung zulasst.

3.6.Mogliche weitere diagnostische Kriterien

FASI, Naevus anaemicus und das juvenile Xanthogranulom wurden von dem
Expertengremium auch als diagnostische Kriterien vorgeschlagen, letztendlich aber
aufgrund ungeniigender Daten zu Spezifitat und/oder Sensitivitat nicht in die revidierten
Kriterien aufgenommen. (16) Bei 29 von 43 (67,4%) Patient*innen wurden in der
kranialen MRT FASI detektiert. Bei 11 (37,9%) dieser Patient*innen erfolgte eine
genetische Untersuchung, bei allen wurde eine pathogene Variante in NF1 identifiziert.
Fur 5 (6.9%) unserer Patient*innen hatte die Diagnose NF1 anhand von FASI in einem
jungeren Alter gestellt werden kdnnen als letztendlich mdglich war. Somit sollte aus
unserer Sicht die Hinzunahme der FASI als diagnostisches Kriterium durchaus weiter
diskutiert werden. Bei keiner/keinem Patientin/Patienten war ein juveniles

Xanthogranulom oder ein Naevus anaemicus dokumentiert.

Neben FASI ist die NF1 mit einem breiten Spektrum weiterer ZNS-Manifestationen
assoziiert. In unserem Kollektiv prasentierten sich 54 von 75 (72%) der Patient*innen mit

neurologischen Symptomen oder neuroradiologischen Auffalligkeiten.
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3.7.Zusammentreffen zweier seltener Erkrankungen - das MMS im
Rahmen einer NF1

Zerebrovaskulare Erkrankungen sind bei NF1 zwar selten, aber klinisch bedeutend.
Entsprechende Auffélligkeiten fanden wir bei 5 von 43 (11,6%) Patient*innen. Bei 4
(9,3%) dieser Patient*innen wurde ein MMS diagnostiziert, 2 Patient*innen erlitten einen
ischdmischen Schlaganfall. Unsere Zahlen sind hoher als die, die in der Literatur zu
finden sind (2,5 — 6%). (41; 77; 78) Der bei einer NF1 zu einer Vaskulopathie fuhrende
Pathomechanismus ist nicht ganzlich geklart, haufig entsteht ein MMS infolge einer
Radiotherapie. (79-81) Keine*r unserer Patient*innen hatte sich im Vorfeld allerdings
einer Strahlentherapie unterzogen. Mehrere Autoren assoziieren das Vorliegen eines
MMS mit dem Vorhandensein von Verdnderungen im Bereich des kurzen Arms von
Chromosom 17 (17q.25) (82), somit ware eine genetische Assoziation mit NF1 durchaus
denkbar.

3.8.Motorische Schwierigkeiten im Rahmen einer NF1

Schwierigkeiten im Bereich der Motorik werden bei /3 — ¥ der NF1-Pateint*innen
berichtet. (83; 84) In Ubereinstimmung mit diesen Angaben hatten 24 (32%) unserer
Patient*innen eine motorische Entwicklungsverzdgerung, 20 (26,7%) wiesen motorische
Defizite (sowohl grob- als auch feinmotorisch) auf und 8 (10,7%) aller Patient*innen

zeigten Koordinationsschwierigkeiten.

3.9.Neurokognition, ADHS, ASS und NF1 - die Notwendigkeit einer
regelmafdigen NPT

Neurokognitive Defizite wie z.B. Lernschwierigkeiten, Konzentrationsschwierigkeiten,
Intelligenzminderung, Aufmerksamkeitsdefizite (auch im Rahmen eines ADHS), sowie
ASS treten haufiger bei Kindern mit NF1 als in der Allgemeinbevélkerung auf. (85-87)
Teilleistungsstorungen (Leistungsminderung in bestimmten Bereichen wie Lesen,
Rechnen oder Schreiben) sind in ca. 20% der NF1-Patient*innen beschrieben und treten
somit doppelt so oft wie in der allgemeinpadiatrischen Population auf, (56) ohne dass
diese sich auf eine allgemeine intellektuelle Minderung oder Begleiterkrankungen
zurickfuhren lassen. 75% der Kinder mit einer NF1 benétigen aufgrund von
Lernstorungen unterschiedliche Férderungen und/oder eine besondere Schulform (z.B.

Forderschule). (88) Lern- und Konzentrationsschwierigkeiten waren bei 20 (26,7%) bzw.
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12 (16,0%) unserer Patient*innen dokumentiert. Die h&ufig eingeschrankten kognitiven
Fahigkeiten von Kindern mit NF1 machen eine routinemafige, umfangreiche NPT
notwendig, um Defizite friihzeitig zu erkennen und HilfemalRnahmen einzuleiten. In
entsprechenden Testungen zeigten Kinder mit NF1 tendenziell Defizite im Bereich der
Exekutivfunktionen, wie z.B. Problemlésen und Entscheidungsfindung, Planung und
Aufgabenwechsel. (89; 90) Auch die visuell-raumliche Verarbeitung ist eingeschrankt.
(89) Ubereinstimmend damit waren in unserer Kohorte die visuelle Verarbeitung, die
psychomotorische Geschwindigkeit und die kognitive Verarbeitungsgeschwindigkeit
beeintrachtigt. Diese Daten sollten jedoch mit Vorsicht interpretiert werden, da insgesamt
wenig Kinder in unserer Kohorte getestet wurden und alle getesteten Patient*innen ein
LGG im Rahmen ihrer NF1 entwickelt hatten. (91) Dies kénnte einen Einfluss auf die

neuropsychologische Funktion gehabt haben. (92)

Kinder mit NF1 haben spezifische Aufmerksamkeitsdefizite, vor allem die anhaltende
Aufmerksamkeit (Daueraufmerksamkeit) ist reduziert. Bis zu 60% der Kinder mit NF1
erfullen die diagnostischen Kriterien eines ADHS, vorwiegend vom unaufmerksamen
Typ oder Mischtyp. (58) In unserer Kohorte wurde bei nur 4 (5,3%) der Patient*innen ein
ADHS diagnostiziert. Die NPT wurden jedoch nur sporadisch durchgefihrt,
maoglicherweise war die Dokumentation auch unvollstandig. Eine héhere Sensibilisierung
von Personen, die in die Behandlung und Versorgung von Kindern mit NF1 eingebunden
sind, fur diese Problematik ist notwendig, um betroffene Kinder rechtzeitig zu

identifizieren.

Bei Personen mit NF1 wurden eine allgemeine Verschlechterung der sozialen
Fahigkeiten in verschiedenen Bereichen sowie ein haufigeres Auftreten von ASS (etwa
25 — 40%) festgestellt. (85; 86) Die Anzahl an Patient*innen mit ASS in unserer Kohorte
war auffallig niedrig, ASS wurde nur bei einem Patienten (1,3%) diagnostiziert. Auch hier
ist eine deutliche Unterdiagnose aus unterschiedlichen Griinden anzunehmen. Bei
zusatzlichen 6 (8,0%) Patient*innen berichteten  die Eltern tber

Verhaltensauffalligkeiten.

In Anbetracht der weitreichenden Folgen neurokognitiver Defizite, ADHS und ASS
pladieren wir fir die Einfuhrung regelmaRiger NPT im Rahmen der Betreuung von
Kindern mit NF1. Der Einsatz von Physio-, Ergo- und Psychotherapie sowie ggf. der

Besuch einer Forderschule sollte vor allem bei jingeren Kindern mit entsprechenden
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Beeintrdchtigungen in Erw&gung gezogen werden, um ihnen eine bestmdgliche

Entwicklung zu ermdglichen.

3.10. Die Epilepsie bei NF1 - strukturell oder auch idiopathisch?

Die Epilepsie-Pravalenz bei Patient*innen mit NF1 wird auf 4 — 13% geschétzt. (93; 94)
In Ubereinstimmung damit wurden bei jeweils 3 (4,0%) unserer Patient*innen eine
Epilepsie sowie epilepsietypische Potentiale ohne klinisches Korrelat festgestellt. Diese
Patient*innen hatten einen intrakraniellen Tumor oder wiesen strukturelle
Abnormalitaten auf. Dies wurde bereits in einer Beobachtungsstudie berichtet. (93) Im
Gegensatz dazu konnte in anderen Arbeiten die Atiologie von Anfallen und/oder
epilepsietypischen Potentialen in einer Untergruppe von Patient*innen mit NF1 nicht
geklart werden. (95-97)

3.11. FASI als Einflussfaktor auf die Kognition

FASI sind bei 70% bis fast allen Personen mit NF1 zu finden. Es wird angenommen,
dass sich FASI wahrend der Adoleszenz und Pubertét spontan zurtickbilden. Wichtig ist
die Abgrenzung von FASI und Neoplasien. (49) Die Bedeutung der FASI fir die
kognitiven (Dys)Funktionen wird kontrovers diskutiert. In neueren Studien wird dem
Vorhandensein, der Anzahl und der Lokalisation der FASI eine positive Auswirkung auf
die Kognition zugeschrieben. (98; 99) Thalamuslasionen scheinen stark mit kognitiven
Beeintrdchtigungen assoziiert zu sein. (100) Ein Zusammenhang zwischen der
Lokalisation der FASI und den kognitiven Defiziten konnte von anderen Autoren jedoch
nicht bestatigt werden. (101; 102) FASI wurden bei unseren Patient*innen in den
Basalganglien, dem Hirnstamm, dem Balken, subkortikal und periventrikular
nachgewiesen. Wir konnten jedoch keinen Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein, der Anzahl und der Lokalisation der FASI und den berichteten kognitiven
Defiziten feststellen. In unserer Kohorte wurden MRT-Untersuchungen allerdings vor
allem aufgrund von Symptomen durchgefihrt. Daher haben wir méglicherweise FASI bei
Kindern ohne neurologische Symptome nicht nachgewiesen. Aktuelle Studien mit
Personen mit NF1 deuten darauf hin, dass die diffusionsgewichtete MRT
mikrostrukturelle Veradnderungen aufzeigt, die mdglicherweise mit dem kognitiven
Phanotyp im Zusammenhang stehen. (103) Um die Bedeutung dieser gutartigen ZNS-
Veranderungen fir die Kognition, sowie die Spezifitat und Sensitivitat als diagnostisches

Kriterium dieser im Rahmen einer NF1 besser einschatzen zu kénnen, sind aus unserer
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Sicht weitere Studien mit grél3eren Zahlen notwendig — unserer Erfahrung zeigt, dass
FASI durchaus als diagnostisches Kriterium in Erwédgung gezogen werden sollte, ein

klarer Zusammenhang mit der Kognition besteht jedoch nicht.

3.12. Routine-MRT aufgrund der Tumordisposition sinnvoll?

LGG sind die haufigsten ZNS-Tumoren des Kindes- und Jugendalters (104) und bei
Personen mit NF1 als Tumordispositionssyndrom nachweisbar. (70; 105) Die meisten
LGG entstehen in der Sehbahn. (70; 105; 106) Unsere Kohorte zeigt die variable und oft
ausgedehnte Beteiligung aller Sehbahnsegmente. (107; 108) Obwohl ein Teil unserer
Patient*innen asymptomatisch war, konnten wir die hohe Prévalenz von Hirntumoren in
der NF1-Kohorte bestatigen. (49) Die Indikation fur eine routinemaflige diagnostische
Bildgebung bei asymptomatischen Patient*innen in dieser padiatrischen
Risikopopulation ist  jedoch umestritten. (106; 109) Waéhrend der
Nachbeobachtungsphase hat jedoch mehr als die Halfte unserer Tumorpatienten eine
Behandlung wegen einer Visusverschlechterung und/oder eines radiologischen
Progresses bendtigt, was die Notwendigkeit einer angemessenen onkologischen
Uberwachung unterstreicht. (49; 106; 108)

3.13. Limitationen der vorliegenden Arbeit

Unsere Arbeit weist folgende Limitationen auf:

1. Die Erkenntnisse basieren auf einer retrospektiven Analyse von Patientendaten
unserer Einrichtung. Es ist mdglich, dass wichtige Informationen nicht erhoben
und/oder unvollstandig dokumentiert worden sind.

2. RoutinemaRige MRT-Untersuchungen zur Uberwachung bei Kindern und
Jugendlichen mit NF1 sind Gegenstand kontroverser Diskussionen. So erfolgten
die Untersuchungen mit unterschiedlichen Indikationen und nach
unterschiedlichen MRT-Protokollen, was zu einer variablen Beurteilbarkeit der
Bilder in Hinblick auf die verschiedenen Fragestellungen gefiihrt haben kann.

3. Die Pravalenz von OPG (18/75 und 18/43 mit MRT-Befunden) in unserer Kohorte
war ungewohnlich hoch. Dies ist wahrscheinlich auf den kinderonkologischen
Schwerpunkt der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin und den klinischen
Schwerpunkt auf ZNS-Tumoren und insbesondere LGG zuriickzufihren.

4. Die choroidalen Pathologien weisen eine hohe Spezifitat und Sensitivitat fir NF1

auf (110) und erlauben eine Abgrenzung zum LS. (110; 111) Allerdings konnten
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wir die Wichtigkeit dieses neuen Kriteriums fur die Diagnose nicht beurteilen, da
eine Untersuchung auf choroidale Pathologien bisher kein Bestandteil der
Routinediagnostik bei Kindern mit NF1 war.

5. Wir fuhrten keine systematische Untersuchung auf bzw. Ausschluss von einer
anterolateralen Verkrimmung der unteren Extremitdten in unserer Kohorte
durch.

6. Schlielllich ist zu beachten, dass die Detektionsrate und Spezifitdt der
genetischen Testungen von dem Untersuchungsansatz abhéngen — darunter
auch die Detektion und Bestimmung von Kopienzahlveranderungen. In unserer
Studie wurden die genetischen Untersuchungen in verschiedenen Laboratorien
durchgefuhrt, nicht immer wurden alle Untersuchungsmethoden angewandt.
Dabher ist nicht auszuschliel3en, dass aus methodischen Griinden in Einzelféllen

pathogene Varianten nicht identifiziert wurden.

3.14. Schlussfolgerungen

Unsere Arbeiten belegen, dass die Diagnose einer NF1 vor allem bei jungen Kindern
durch die revidierten Kriterien aus dem Jahr 2021 friher gestellt werden kann als anhand
der bisherigen NIH Kriterien aus dem Jahr 1997. Vor allem bei jungen Kindern, bei denen
zum Zeitpunkt des Erstverdachts nur CALM/Pigmentveranderungen vorliegen, kann
durch eine genetische Untersuchung frihzeitig die Verdachtsdiagnose durch den
Nachweis einer pathogenen Variante in NF1 bestatigt werden. Dies hat unmittelbare
Konsequenzen fir die klinische Versorgung von Betroffenen: insbesondere junge Kinder
sind besonders gefahrdet, OPG und andere LGG zu entwickeln. Eine frihzeitige
Diagnose ermdéglicht die  konsequente  Einleitung von  entsprechenden
Vorsorgeuntersuchungen aber auch die genetische Beratung beispielsweise von Eltern
mit weiterem Kinderwunsch. In den verschiedenen Ambulanzen der Klinik fir Kinder-
und Jugendmedizin werden regelmafdig Kinder mit CALM vorgestellt, denen wir seither

regelhaft eine genetische Beratung und Untersuchung anbieten.

3.15. Ausblick

Durch die dezidierte Aufarbeitung aller Kinder und Jugendlichen, die mit NF1-Verdacht
im ambulanten und/oder stationaren Bereich in den letzten 20 Jahren in der Klinik fir
Kinder- und Jugendmedizin gesehen wurden, haben wir auch Patient*innen mit V.a.

Mosaik-NF1 identifiziert, die wir nun im Rahmen von Wiedervorstellungen weiter
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aufarbeiten werden, da dies sowohl hinsichtlich der Prognose, der weiteren Betreuung
einschliellich Vorsorge als auch der Beratung weitreichende Konsequenzen hat.
Insbesondere bei den Patient*innen, bei denen differentialdiagnostisch ein CMMRD zu

diskutieren ist, werden wir weiterfihrende Diagnostik veranlassen.

In unseren Untersuchungen zu neurologischen Manifestationen der NF1 hat sich
gezeigt, dass ein erheblicher Teil der Kinder und Jugendlichen mit NF1 kognitive
Beeintrachtigungen und andere Teilleistungsstorungen aufweist, diese bisher aber nur
unzureichend erfasst und nicht systematisch untersucht wurden. Zudem wurden
Informationen zu Férdermaf3nahmen nicht regelhaft dokumentiert. Eine standardisierte
NPT erfolgte bisher nur bei Kindern, die zusatzlich ein LGG hatten. Da sich hieraus aber
weitreichende Konsequenzen fir die Forderung und eine notwendige Unterstitzung
ergeben, sind eine systematische Untersuchung von betroffenen Kindern und die

Erhebung der Inanspruchnahme von FérdermalRnahme dringend notwendig.

Der medizinische Versorgungsbedarf von Kindern und Jugendlichen mit NF1 ist hoch
und erfordert eine regelmafige Betreuung durch ein interdisziplindres Team. Aufbauend
auf diesen Arbeiten planen wir den Aufbau einer interdisziplindren Spezialsprechstunde
fur Kinder und Jugendliche mit NF1 sowie die Implementierung einer NPT zu definierten

Zeitpunkten.

Die Ergebnisse unserer Arbeiten wurden auf nationalen und internationalen Kongressen
prasentiert und Kontakte zu Spezialisten auf dem Gebiet der NF1 v.a. in Deutschland
geknupft. Hierdurch konnten wir schon jetzt die Versorgung von betroffenen Kindern
verbessern helfen und werden unsere eigene klinische Expertise durch Hospitationen

und einen kontinuierlichen Austausch weiter erganzen.

Die Arbeiten zur Auswertung von zerebralen Auffalligkeiten bei Kindern und
Jugendlichen mit NF1 erfolgten in Kollaboration mit der Klinik fir Radiologie und
basieren auf der Segmentierung von MR-Datensétzen. Zur Kl-basierten Auswertung der
Daten wurde eine Kollaboration mit dem Lehrstuhl fir Mensch-Maschine Interaktion
aufgebaut. Das Projekt wurde auf den NF1-Tagen 2022 vorgestellt und wir konnten
bereits nationale Kollaborationspartner gewinnen, die dieses durch Daten unterstiitzen
werden. Derzeit erfolgen dartber hinaus mit verschiedenen Stellen Gespréche zum

Aufbau eines nationalen Registers fur Patient*innen mit NF1 hier in Augsburg.
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4. Zusammenfassung

4.1.Deutsch

In unserer Arbeit haben wir 75 Kinder und Jugendliche mit Verdacht auf NF1 oder
Diagnose einer NF1 anhand die Uberarbeiteten Diagnostikkriterien aus dem Jahr 2021
und den NIH Kriterien aus dem Jahr 1997, die im klinischen Alltag eine Anwendung
finden, verglichen. In unserer Kohorte liel3 sich anhand der tberarbeiteten Kriterien bei
mehr Patient*innen in einem jlingeren Alter die Diagnose einer NF1 stellen. Der
Nachweis einer pathogenen Variante in NF1 wurde als neues Diagnostikkriterium
eingefiihrt — anhand der genetischen Diagnostik konnte die Erkrankung bei 12 Kindern
bereits diagnostiziert werden, als die klinischen Kriterien nach NIH noch nicht erftillt
waren. Dies ist insbesondere fur Kinder mit Pigmentbefunden als ausschlie3liches
klinisches Merkmal von Bedeutung. Dies unterstreicht, dass Patient*innen mit isolierten
Pigmentbefunden oder segmental lokalisierten NF1-Merkmalen friihzeitig einer
genetischen Beratung und ggf. Testung zugefuhrt werden sollten. Eine genetische
Beratung und ggf. Untersuchung sollte zudem bei Vorliegen von zuséatzlichen
Merkmalen, die verdéachtig fur ein CMMRD oder andere Differentialdiagnosen sind,
aufgrund der weitreichenden Konsequenzen friihzeitig erfolgen.

Von 75 Kindern und Jugendlichen mit Verdacht auf NF1 oder Diagnose einer NF1
wiesen 54 ein breites Spektrum an neurologischen Manifestationen auf. Davon hatten
26 Patienttinnen sowohl strukturelle als auch funktionelle Manifestationen, 21
ausschlieBlich funktionelle Auffalligkeiten und 7 nur strukturelle Manifestationen. FASI
wurden bei 29 von 43 Patient*innen und zerebrovaskulére Verdnderungen bei 5
identifiziert. 25 Patient*innen wurden mit einem LGG diagnostiziert. Bei einem Patienten
wurde eine bekannte Mikrodeletion identifiziert, die mit dem klinischen Phéanotyp
korrelierte, darlber hinaus wurden keine Genotyp-Phanotyp-Korrelationen oder
Korrelationen mit der Anzahl, Lokalisation und/oder Gro3e von FASI beobachtet. Im
Vergleich zu einer Normalkohorte zeigten die 10 untersuchten Kinder mit NF1 und LGG
signifikante Auffalligkeiten in der NPT. Eine interdisziplindre Betreuung von Kindern und
Jugendlichen mit NF1 einschlieflich einer friihzeitigen neurologischen Befunderhebung

ist notwendig.
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4.2.Englisch

We evaluated 75 children and adolescents with suspicion and diagnosis of NF1 by
comparing the revised diagnostic criteria for NF1 (2021) with the 1997 NIH criteria, which
are used in clinical practice. Using the revised criteria in our cohort, NF1 was diagnosed
in more patients at a younger age than with the NIH criteria. By the new diagnostic
criterion of genetic testing 12 of our patients were diagnosed with NF1 while yet not
fulfilling the NIH diagnostic criteria. This is particularly important for children with
pigmentary findings only. This highlights the importance of early on genetic testing in
patients with segmental NF1 features or pigmentary findings only. In patients not fulfilling
diagnostic criteria and/or presenting with other findings differential diagnoses such as
CMMRD need to be considered.

In a second approach, we evaluated those 59 patients finally diagnosed with NF1. Of
these, 49 presented with a wide spectrum of neurological manifestations including 28
patients with structural and neurodevelopmental findings, 16 with neurodevelopmental
findings, and 5 with structural findings only. A total of 18 patients were diagnosed with
LGG. In one patient, genetic testing identified a microdeletion correlating with his/her
clinical phenotype. No other genotype-phenotype correlation or correlation of the
number, localization and/or volume of FASI with the clinical phenotype was identified. In
comparison to a cohort of healthy children, neuropsychological testing revealed
significant deficits in all 10 children with NF1 and LGG. An interdisciplinary management
approach including early neuropsychological evaluation is urgently needed in children

and adolescents with NF1.
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Appendix

L Abkitirzungsverzeichnis
ADHS ... Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Syndrom
S 3 PPN Autosmus-Spektrum-Stdrung
CALM Lttt e e e nnraeeeeann Café-au-lait Makulae
CMMRD ... Constitutional mismatch repair deficiency
FASH e Focal areas of signal intensity
LG G ittt e e a e Low-grade Gliom
S S SRR Legius Syndrom
MPNST ..o Maligner peripherer Nervenscheidentumor
N Neurofibromatose Typ 1
NP T e Neuropsychologische Testung
OP G e Sehbahngliom
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Purpose: Examining a cohort of patients suspicious of neurofibromatosis type 1 (NF1) we
compared the revised diagnostic criteria with the previous National Institutes of Health (NIH)
diagnostic criteria. We asked whether the refinement improved distinguishing between NF1,
Legius syndrome, and constitutional mismatch repair deficiency (CMMRD).
Methods: A database search in the hospital information system of the University Children’s
Hospital Augsburg between 2017 and 2020 ascertained patients with International Classification
of Diseases-10 code Q85.0; their clinical phenotype was evaluated by retrospective chart review.
Results: A total of 75 patients were identified (median age 11.0 years [range 1.1-22.6 years]; 35
female). At first suspicion of NF1, 44 patients met the NIH criteria and 56 met the revised
diagnostic criteria. In total, 12 patients were diagnosed with NF1 after performing molecular
genetic testing. In 31 patients, only pigmentary findings were present, whereas nonpigmentary
NF1 manifestations presented with time in 9 patients. In 1 patient a heterozygous variant of
uncertain significance was identified in SPREDI. Requirements for CMMRD testing were
fulfilled in another patient. A total of 3 patients presented with segmental clinical findings. Three
additional patients did not meet the NIH criteria, 1 of them presented with 1 additional feature of
CMMRD without fulfilling requirements for testing.
Conclusion: In our pediatric cohort, the revised diagnostic criteria discovered more patients with
proven NF1 than the NIH criteria.

© 2022 American College of Medical Genetics and Genomics.

Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Neurofibromatosis type 1 (NF1; OMIM 613113) is a com-
plex, genetic multisystem condition manifesting in

childhood and adolescence, affecting approximately 1 in
3000 live births worldwide.'> Penetrance is virtually com-
plete after adolescence." NF1 is associated with a wide
range of clinical signs and a significantly increased risk of
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Table 1  Overview of diagnostic criteria for neurofibromatosis type 1 according to NIH consensus statement 1987 and revised diagnostic
criteria, diagnostic criteria for Legius syndrome and criteria for CMMRD counseling and testing

Diagnostic Criteria for Neurofibromatosis Type 1—NIH

Consensus Statement 1987 Revised Diagnostic Criteria for Neurofibromatosis Type 1 (Legius et al)’

The diagnostic criteria for NF-1 are met in an individual if 1. The diagnostic criteria for NF1 are met in an individual, who does not have
2 or more of the following are found. a parent diagnosed with NF1, if 2 or more of the following are present
« >6 café-au-lait macules >5 mm in greatest diameter in prepubertal individuals and >15 mm in greatest diameter in postpubertal
individuals
Freckling in the axillary or inguinal region « Freckling in the axillary or inguinal region
At least 1 of the 2 pigmentary findings (café-au-lait macules or

freckling) should be bilateral

>2 neurofibromas of any type or 1 plexiform neurofibroma
Optic pathway glioma
o >2 Lisch nodules (iris hamartomas)

« >2iris Lisch nodules identified using slitlamp examination or 2 or more
choroidal abnormalities—defined as bright, patchy nodules imaged
using optical coherence tomography/near-infrared reflectance imaging

« A distinctive osseous lesion such as sphenoid dysplasia, anterolateral
bowing of the tibia, or pseudarthrosis of a long bone; sphenoid wing
dysplasia is not a separate criterion in case of an ipsilateral orbital
plexiform neurofibroma

« A heterozygous pathogenic NFI variant with a variant allele fraction of
50% in apparently normal tissue such as white blood cells

2. A child of a parent, who meets the diagnostic criteria specified in 1,

merits a diagnosis of NF1 if 1 or more of the criteria in 1 are present

A distinctive osseous lesion such as sphenoid
dysplasia or thinning of long bone cortex with or
without pseudarthrosis

« A first-degree relative (parent, sibling, or offspring)
with NF-1 by the earlier mentioned criteria

CMMRD, constitutional mismatch repair deficiency; NF1, Neurofibromatosis type 1; NIH, National Institutes of Health.

malignancy. Tumor surveillance is recommended in affected
children and adolescents starting at birth and/or NF1
diagnosis.

The National Institutes of Health (NIH) Consensus
Conference on Neurofibromatosis established diagnostic
criteria in 1987,3 which were reviewed and confirmed in

19974 (Table 1 and Box 1). The NIH criteria include the
most frequent disease manifestations (café-au-lait macules
[CALMs], freckling, neurofibromas, and Lisch nodules),
specific disease complications (optic pathway glioma
[OPG], sphenoid dysplasia, cortical thinning of long bones
with/without pseudarthrosis), and a first-degree relative with

Box 1.  Criteria for CMMRD counseling and testing in a child suspected to have NF1/Legius syndrome without malignancy (Suerink et al)*°

Patient fulfills criteria for CMMRD testing when all 3 prerequisites are fulfilled and at least 1 additional feature (either in the family or in the

patient) is present
Prerequisites fulfilled

« Suspicion of NF1 due to the presence of at least 1 diagnostic NF1 feature (according to the NIH consensus statement 1987), including

> 2 hyperpigmented skin patches reminiscent of café-au-lait macules

« No NF1 and SPRED1 germline mutations detected using comprehensive and highly sensitive mutation analysis protocols

« Absence of diagnostic NF1 sign(s) in both parents
Additional features in the family

« Consanguineous parents

« Sibling with diagnostic NF1 sign(s)

+ A (deceased) sibling with any type of childhood malignancy

« Genetic diagnosis of Lynch syndrome in 1 or both of the parental families
« Carcinoma(s) from the Lynch syndrome spectrum (colorectal, endometrial, ovarian, gastric, small bowel, bile duct or gallbladder,
pancreatic, urothelial cancer) before the age of 60 years in first-degree or second-degree relative

Additional features in the patient

« Atypical café-au-lait-macules (irregular borders and/or pigmentation)

« Hypopigmented skin patches
« One or more pilomatricoma(s) in the patient

« Brain MRI in the patient: multiple developmental vascular abnormalities in separate regions of the brain

« Agenesis of the corpus callosum
 Non-therapy-induced cavernoma
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NF1. NF1 is generally accepted as a cancer predisposition
syndrome. A number of conditions phenotypically over-
lapping NF1 have been recognized, among them are various
RASopathies such as Legius syndrome and constitutional
mismatch repair deficiency (CMMRD). These conditions
differ in their natural history and their risk for tumor
development. Thus, the precise distinction between these
conditions is important for predicting the individual clinical
course and determining the need and extent of tumor sur-
veillance. For patients with Legius syndrome, no surveil-
lance is recommended owing to the low likelihood of
childhood cancer.” Tn contrast, patients with CMMRD may
develop a large variety of neoplasms in childhood or
adolescence and require a comprehensive surveillance
regimen.” However, both conditions may be clinically
diagnosed as NF1 using the NIH criteria.”*

An international panel of neurofibromatosis experts
published revised diagnostic criteria for NF1 and Legius
syndrome in 2021 incorporating recent advances in clinical
phenotyping and genetic testing.” (Table 1 and Box 1) We
evaluated these proposed revised diagnostic criteria in
children and adolescents who were referred to undergo
evaluation regarding NF1 in a tertiary referral hospital
(referred to as pediatric cohort). We asked whether the use
of the proposed revised diagnostic criteria improved the
distinction between NF1, Legius syndrome, and CMMRD.

Materials and Methods

We performed a database search in the hospital information
system (ORBIS v. 08.043.302.11210 DACHL, Agfa
Healthcare) of the University Children’s Hospital Augsburg
with International Classification of Diseases-10 code Q85.0
(phakomatoses, not elsewhere classified). Results were
checked for plausibility reviewing text entries (NF1, Legius
syndrome, CALM, OPG, Neurofibroma, Lisch nodule). Pa-
tients aged <18 years at first contact and in inpatient and/or
outpatient care between January 1, 2017 and December 31,
2020 were included. The study was approved by the
responsible ethics committee of the Ludwig Maximilian
University of Munich (approval number, 21-1103), Germany.

We evaluated the clinical phenotypes through retrospec-
tive chart review. Clinical signs were classified according to
the NIH diagnostic criteria for NF1° and the revised diag-
nostic criteria for NF1.” If applicable, alternative diagnostic
criteria for Legius syndrome’ and CMMRD testing (https://
www.i-med.ac.at/tumorgenetik-erbliche-tumoren/cmmrd.html)
were reviewed (Table 1 and Box 1). We analyzed the diag-
nostic criteria for NF1 according to those clinical signs
documented at the first visit or reported age (referred to as first
suspicion of NF1) and at last follow up. An item was
considered not present for an individual patient if no infor-
mation was provided in the patient’s chart and/or if magnetic
resonance imaging (MRI) and/or ophthalmologic evaluation
was not performed. Follow up ended on June 30, 2021.

Results

A total of 75 children and adolescents with suspected or
clinically diagnosed NF1 were identified at the University
Children’s Hospital Augsburg with a median age of 11.0
years at last follow up (range 1.1-22.6 years) (Supplemental
Table 1). Sex ratio showed a small male predominance (40
[53.3%] males; 35 [46.7%] females).

At first suspicion (Table 2 and Supplemental Figure 1),
44 of 75 (58.7%) patients met the NIH criteria at a median
age of 4.1 years (range 0.0-13.6 years). In contrast, 56 of 75
(74.7%) patients would have been diagnosed with NF1 on
the basis of the revised diagnostic criteria at a median age of
3.5 years (range 0.0-13.6 years) (Fisher exact test:
P = .0562). At last follow up, 53 (70.7%) patients met the
NIH criteria and 57 (76.0%) patients met the revised diag-
nostic criteria (P = .58). In total, 9 patients who had only
pigmentary changes developed additional nonpigmentary
NFI1 signs (neurofibromas and/or OPG). Of these patients, 3
fulfilled the revised criteria before the development of
nonpigmentary signs owing to the identification of NFI
pathogenic variants. In total, 4 patients who had only
CALMs at first suspicion developed skinfold freckling at
last follow up; all of these patients fulfilled the revised
criteria owing to the presence of NFI pathogenic variants.

Next, we took a closer look at the distinguishing factors
between the 12 patients who fulfilled the revised criteria but
not the NIH criteria at their first visit. We found that a
pathogenic NFI variant was identified in 11 of the 12 pa-
tients with CALMs and in 1 clinically unsuspicious patient
with a parent diagnosed with NF1. The median age of those
patients was 1.9 years (range 0.0-7.2 years). Subsequently, 8
of those 12 patients met the NIH criteria. However, the
remaining 4 patients (presenting with a variable number and
size of CALMs only) still did not meet the NIH criteria at
last follow up (median age 4.9 years; range 1.6-7.9 years).

At last follow up (Supplemental Table 1), 6 or more
CALMs were detected in 69 (92.0%) patients and freckling
in the axillary or inguinal region in 28 (37.3%) and 21
(28.0%) patients, respectively. Two or more neurofibromas
of any type were diagnosed in 27 (36.0%) patients, 22 had at
least 1 plexiform neurofibroma. In 43 patients, brain MRI
with or without contrast was performed for various reasons
(eg, visual disorder, screening), 18 of them were diagnosed
with OPG. A total of 5 (6.7%) patients were diagnosed with
Lisch nodules and 2 (2.7%) patients with sphenoid
dysplasia. In 20 of 65 (30.8%) patients with documented
family history, a first-degree relative was diagnosed with
NFI1 (the father in 9 patients, the mother in 11 patients). Of
these 20 patients, 6 had affected siblings: 1 sibling was
diagnosed with NF1, another with Lisch nodules, and 4
siblings presented with CALMs only. Genetic testing was
performed in 31 of 75 (41.3%) patients; in 26 of 31 patients
(83.9%), a pathogenic NFI variant was identified.

Further analysis of the data collected during the last
follow up revealed that 48 of 75 (64.0%) patients met both
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Table 2

Revised and NIH diagnostic criteria in 75 children and adolescents suspicious of neurofibromatosis type 1 at first suspicion of NF1

Parent Heterozygous
Neurofibromas Fulfilling  Lisch Choroidal Anterolateral Pathogenic Revised  NIH
Age at First CALM >2 of Neurofibromas ~ NF1  Nodules Abnormalities Sphenoid Bowing of NF1 Criteria Criteria

Pat Nr Suspicion Sex >6 Freckling OPG  Any Type >1 Plexiform  Criteria >2 >2 Dysplasia Pseudarthrosis  the Tibia Variant Fulfilled Fulfilled
2021 revised and 1997 NIH diagnostic criteria fulfilled (patients with pigmentary findings only excluded)

16 3.5 F + + - - + - Not done - - Not done + + +
3 5.3 F + - - - + - Not done - - Not done + + +
50 5.0 M+ - - - + + Not done - - Not done + + +
27 0.4 F + - - - + - Not done - - Not done + + +
31 0.2 F + - - - + - Not done - - Not done + + +
12 0.0 F + - - - + - Not done - - Not done + + +
68 Unknown M + - - - + - Not done - - Not done + + +
71 Unknown M + - - - + - Not done - - Not done + + +
73 Unknown M+ - - - + - Not done - - Not done + + +
66 Unknown M + - - - + - Not done - - Not done + + +
22 1.1 F + - + - - - Not done - - Not done + + +
11 13.1 M+ - + - - - Not done - - Not done + + +
60 5.1 F + - - - + - Not done - - Not done Not done + +
41 Unknown F + - - + + - Not done - - Not done Not done + +
1 0,4 M+ - - - + - Not done - - Not done Not done + +
15 Unknown M + - - - + - Not done - - Not done Not done + +
18 0.3 M + - - - + - Not done - - Not done Not done + +
20 Unknown F + - - - + - Not done - - Not done Not done + +
36 0.4 F + - - - + - Not done - - Not done Not done + +
40 Unknown F + - - - + - Not done - - Not done Not done + +
74 Unknown F + - - - + - Not done - - Not done + +
8 1.7 F + + - - Unknown - Not done - - Not done Not done + +
5 2.0 M+ + - + - - Not done + - Not done Not done + +
9 4.0 M+ - - + Unknown - Not done - - Not done Not done + +
45 0.2 F + - - + - - Not done - - Not done Not done + +
57 0.6 M 4+ - - + - - Not done - - Not done Not done + +
25 5.6 F + - + + - - Not done - - Not done Not done + +
32 Unknown F + - + + - - Not done - - Not done Not done + +
54 Unknown M + - + + Unknown - Not done - - Not done Not done + +
55 Unknown F + - + + Unknown - Not done - Not done Not done + +
4 1.8 F + - + - - Not done - - Not done Not done + +
30 3.9 M+ - + - - - Not done - - Not done Not done + +
33 8.4 M+ - - - - + Not done - - Not done Not done + +
44 4.4 M + + - - - - Not done - - Not done Not done + +
52 Unknown F + + - - - - Not done - - Not done Not done + +
53 7.0 F + + - - - - Not done - - Not done Not done + +
61 13.6 F - + - - Unknown - Not done - - Not done - + +
28 1.7 F + + - - - - Not done - - Not done - + +

(continued)
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Table 2 Continued

Parent Heterozygous
Neurofibromas Fulfilling  Lisch Choroidal Anterolateral Pathogenic Revised  NIH
Age at First CALM >2 of Neurofibromas ~ NF1 ~ Nodules Abnormalities Sphenoid Bowing of NF1 Criteria Criteria

Pat Nr Suspicion Sex >6 Freckling OPG  Any Type >1 Plexiform  Criteria >2 >2 Dysplasia Pseudarthrosis  the Tibia Variant Fulfilled Fulfilled
Pigmentary findings only
13 7.4 F o+ + - - - - - Not done - - Not done + + +
14 4.4 M + + - - - - - Not done - - Not done + + +
26 5.2 F + + - - - - - Not done - - Not done Not done + +
59 7.7 F o+ + - - - - - Not done - - Not done Not done + +
70 3.0 M + + - - - Unknown - Not done - - Not done Not done + +
63 10.4 M+ + - - - - - Not done - - Not done - + +
19 0.5 F o+ - - - - - - Not done - - Not done + + -
38 7.2 F + - - - - - - Not done - - Not done + + -
39 0.7 M+ - - - - - - Not done - - Not done + + -
21 2.5 M+ - - - - - - Not done - - Not done + + -
34 0.6 M + - - - - - - Not done - - Not done + + -
42 1.2 F o+ - - - - - - Not done - - Not done + + -
46 4.5 M 4+ - - - - Unknown - Not done - - Not done + + -
48 0.3 F + - - - - - - Not done - - Not done + + -
56 0.3 M+ - - - - - - Not done - - Not done + + -
69 3.0 M+ - - - - - - Not done - - Not done + + -
72 1.4 F + - - - - - - Not done - - Not done + + -
2 2.4 M+ - - - - Unknown - Not done - - Not done Not done - -
6 1.1 F + - - - - Unknown - Not done - - Not done Not done - -
10 Unknown M + - - - - - - Not done - - Not done Not done - -
17 3.4 M+ - - - - - - Not done - - Not done Not done - -
24 8.0 M+ - - - - - - Not done - - - Not done - -
29 0.6 M + - - - - - - Not done - - Not done Not done - -
49 5.6 M+ - - - - - - Not done - - Not done Not done - -
58 2.9 M+ - - - - - - Not done - - Not done Not done - -
62 6.9 M + - - - - Unknown - Not done - - Not done Not done - -
64 4.3 F o+ - - - - - - - - - Not done Not done - -
65 7.6 F + - - - - - - - - - - Not done - -
75 2.2 M + - - - - - - Not done - - - Not done - -
7 5.4 M + - - - - - - Not done - - Not done - - -
47 1.3 M+ - - - - - - Not done - - Not done - - -
Segmental clinical findings
23 8.5 M - - - - - - - Not done - - - Not done - -
37 13.0 F - - - - + - - Not done - - - Not done - -
67 11.2 M - - - - + - - - - - Not done Not done - -
2021 revised and/or 1997 NIH diagnostic criteria not fulfilled
43 12.2 M - - - - - - - Not done - - Not done Not done - -
35 1.1 F - - - - - - - Not done - - Not done Not done - -
51 0.0 M - - — - - + - Not done - - Not done + + -

+, present; —, not present; CALM, café-au-lait macules; F, female; M, male; NF1, neurofibromatosis type 1; NIH, National Institutes of Health;

Nr, number; OPG, optic pathway glioma; Pat, patient.
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diagnostic criteria, the NIH and the revised, including at
least 1 criterion other than pigmentary findings. In 21 of
those (21/48; 43.8%), genetic testing was performed and
identified pathogenic NF/ variants in 19 (19/21; 90.5%)
individuals.

Within our pediatric cohort, 41.3% (31/75) of patients
presented with only pigmentary findings (CALMs and/or
skinfold freckling) at first suspicion of NF1. Genetic testing
was performed in 16 of those 31 patients. Pathogenic NFI
variants were identified in 13 patients (13/16; 81.3%). No
pathogenic NFI variant was identified in the remaining 3
individuals (3/16; 18.8%). One of those 3 patients fulfilled
requirements for CMMRD testing (CALMs, NF1/SPRED1
germline variant negative, absence of NF1 signs in both
parents) but no additional feature of CMMRD was present
in the patient or family. In another one of those 3 patients, a
heterozygous variant of uncertain significance was identified
in SPREDI. SPREDI analysis was not performed in the
third patient.

Three (3/75; 4.0%) other patients presented with
segmental clinical findings (solitary [# = 2] and multiple
neurofibroma [n = 1] with or without CALMs with local-
ized distribution) and clinically unaffected parents and sib-
lings. Thus, we suspected segmental mosaic NF1.

Three (3/75; 4.0%) additional patients did not meet the
NIH and/or the revised diagnostic criteria at first suspicion
of NF1. So far, 1 of these 3 patients underwent genetic
testing confirming NF1. In a second patient, 5 CALMs were
documented and NF1 was suspected but the NIH and
revised criteria were not fulfilled. Yet, a sibling was diag-
nosed with Hodgkin lymphoma and presented with more
than 6 CALMs. Although this patient met 1 additional
feature (ie, sibling with a diagnostic NF1 sign and any
childhood malignancy), requirements for CMMRD testing
(ie, no SPREDI germline variant detected) were not ful-
filled. Both individuals did not undergo genetic testing.

Focal areas of signal intensity (FASI), nevus anemicus,
and juvenile xanthogranuloma have been proposed as
diagnostic criteria but were not incorporated in the revised
criteria. Brain MRI were performed in 43 patients and FASI
were detected in 67.4% (29/43). In total, 26 (26/29; 89.7%)
of those patients met the revised diagnostic criteria at first
suspicion of NF1, whereas 2 (2/29; 6.9%) did not meet the
criteria until the last follow up. A total of 11 (11/29; 37.9%)
patients with FASI underwent genetic testing. Heterozygous
pathogenic NF1 variants were identified in all of them. Ju-
venile xanthogranuloma was documented in 1 of 75 pa-
tients. Nevus anemicus was not documented in any of the
patients.

Discussion

Clinical diagnosis of NF1 in children and adolescents holds
numerous challenges, eg, the low sensitivity of NIH NF1
clinical diagnostic criteria in young patients. In addition,

there are limitations to differentiate between phenotypically
overlapping conditions, particularly in children presenting
with pigmentary findings only. On these grounds, interna-
tional experts proposed revised diagnostic criteria in 2021.

Our data mirror these challenges. We identified 75 chil-
dren and adolescents with suspected NF1 in a pediatric
cohort at the University Children’s Hospital Augsburg. At
first suspicion of NF1, 58.7% of patients met the NIH
criteria, whereas 74.7% would have been diagnosed on the
basis of the revised criteria. This difference was due to the
molecular genetic testing of 11 of the 75 (14.7%) patients.
The revised criteria incorporated genetic testing, which is
useful especially in young children who would have not
fulfilled the NIH criteria. In line with this observation, the
difference decreased (70.7% NIH, 76.0% revised) at last
follow up upon increasing penetrance of clinical NF1-signs
(freckling, neurofibromas, OPG) and increasing age.

Importantly, the revised criteria merely include an
affected parent and not an affected sibling. The expert panel
for CMMRD diagnostic genetic testing decided that a
diagnosis of CMMRD should be considered, if only siblings
were affected.'’ In our patient cohort, all affected first-
degree relatives were affected parents.

CALMs were documented in 4 siblings from unaffected
parents. It is noteworthy that 1 sibling with CALMs and
Hodgkin lymphoma was reported, warranting further eval-
uation for CMMRD in 1 of those patients.

We identified 3 patients with a segmental distribution of
neurofibroma and/or CALMs. According to the expert
panel, genetic testing for mosaic NF1 is recommended.

The consensus recommendations advocate genetic
testing for children who meet the NF1 diagnosis on the
basis of only pigmentary findings and consideration of al-
ternatives such as Legius syndrome and CMMRD.’ In our
cohort, 31 patients presented with isolated pigmentary
findings, of which only 51.6% underwent genetic testing.
So far, genetic testing confirmed NF1 in most of these
patients. In 1 patient, a variant of uncertain significance in
SPREDI was identified and in other 2 patients, genetic
testing needs to be complemented by SPREDI. One of
those patients, however, presented with additional features
suspicious of CMMRD. Based on the documented clinical
items/phenotype without supplemental genetic analyses, we
were not able to consider alternative diagnoses such as
other RASopathies and McCune-Albright syndrome in
those children.

FASI, nevus anemicus, and juvenile xanthogranuloma
were proposed diagnostic items but were not included in the
revised criteria because of insufficient data on specificity
and/or sensitivity. FASI were detected in 69.0% of our pa-
tients in the cranial MRI. Genetic testing was performed and
heterozygous pathogenic NFI variants were identified in
37.9% of those patients. If FASI would have been a diag-
nostic criterion, an additional 6.9% of patients would have
been diagnosed with NF1.

Our study has several limitations.
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1. Our approach was based on a retrospective chart re-
view. Important information may not have been fully
documented.

2. The cohort has a high prevalence of OPG (18/75 and
18/43 with MRI data) and probably reflects the pedi-
atric oncology bias of the University Children’s Hos-
pital Augsburg.

3. Choroidal abnormalities have a high specificity and
sensitivity for NF1'' and allow for the differentiation
between NF1 and Legius syndrome.'"'* However, we
were not able to evaluate this new ophthalmologic
criterion because choroidal abnormalities were not
routinely documented and/or assessed.

4. We may not have been aware of anterolateral bowing
of the lower limbs.

5. Finally, the detection rate and specificity of NFI ge-
netic testing depend on the approach including dosage
analysis to detect copy-number variants and DNA- and
RNA-based sequencing approaches.

In our study, genetic testing was performed in various
laboratories with different and possibly not all technical
approaches. Thus, we may have missed pathogenic NF/
variants in some patients. Two patients met the NIH and
the revised diagnostic criteria (including bilateral
pigmentary findings) but pathogenic NF1 variants were not
identified in their blood samples. This raises suspicion of
generalized (postzygotic) mosaic NF1 and the analysis of
affected tissue may be necessary. In addition, sensitivity of
the technology for detecting mosaicism needs to be
considered.

In our pediatric cohort, the 2021 revised diagnostic
criteria established an NF1 diagnosis in more patients than
the 1997 NIH diagnostic criteria. Criteria were fulfilled us-
ing genetic testing in all 12 patients diagnosed by revised
criteria before NIH criteria. Particularly young children with
pigmentary findings only were detected by the new diag-
nostic criterion “genetic diagnosis”. To identify patients
with segmental mosaic NF1, patients with pigmentary
findings only, patients with additional features suggestive of
CMMRD, and/or patients with alternative diagnosis, thor-
ough clinical evaluations are necessary and may be com-
plemented by genetic testing.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Neurofibromatosis type 1 (NF1) is a phenotypically heterogenous multisystem cancer predisposition syndrome
Neurofibromatosis type 1 manifesting in childhood and adolescents. Central nervous system (CNS) manifestations include structural,
Children

neurodevelopmental, and neoplastic disease. We aimed to (1) characterize the spectrum of CNS manifestations of
NF1 in a paediatric population, (2) explore radiological features in the CNS by image analyses, and (3) correlate
genotype with phenotypic expression for those with a genetic diagnosis. We performed a database search in the
hospital information system covering the period between January 2017 and December 2020. We evaluated the
phenotype by retrospective chart review and imaging analysis. 59 patients were diagnosed with NF1 [median age
10.6 years (range, 1.1-22.6); 31 female] at last follow-up, pathogenic NF1 variants were identified in 26/29. 49/
59 patients presented with neurological manifestations including 28 with structural and neurodevelopmental
findings, 16 with neurodevelopmental, and 5 with structural findings only. Focal areas of signal intensity (FASI)
were identified in 29/39, cerebrovascular anomalies in 4/39. Neurodevelopmental delay was reported in 27/59
patients, learning difficulties in 19/59. Optic pathway gliomas (OPG) were diagnosed in 18/59 patients, 13/59
had low-grade gliomas outside the visual pathways. 12 patients received chemotherapy. Beside the established
NF1 microdeletion, neither genotype nor FASI were associated with the neurological phenotype. NF1 was
associated with a spectrum of CNS manifestations in at least 83.0% of patients. Regular neuropsychological
assessment complementing frequent clinical and ophthalmologic testing for OPG is necessary in the care of each
child with NF1.

Neurological manifestations
Focal areas of signal intensity
Genotype

Phenotype

pathogenic NF1 variant in inherited cases, clinical presentation can be
highly variable. NF1 is diagnosed clinically by the National Institutes of

1. Introduction

Neurofibromatosis type 1 (NF1; OMIM 613113) is a phenotypically
heterogenous multisystem cancer predisposition syndrome manifesting
in childhood and adolescents. The prevalence is approximately 1 in
3000 individuals worldwide [1]. About half of the conditions are
inherited with a known family history [2]. Yet, even with an identical

* Corresponding author.

Health (NIH) diagnostic criteria (established in 1987, confirmed in
1997) [1,3] or the revised diagnostic criteria from 2021 [4].
NF1 presents with various central nervous system (CNS) manifesta-
tions including structural, neurodevelopmental, and neoplastic disease.
Non-neoplastic  structural manifestations of NF1 include
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macrocephaly, stenosis of the aqueduct, vasculopathy, and focal areas of
signal intensity (FASI) [5]. Vasculopathy includes stenosis or occlusion
of the (arterial) vessels, aneurysms, arteriovenous fistulae, and Moya-
moya syndrome. It typically affects children and adolescents. Moya-
moya syndrome increases the risk of both ischemic and haemorrhagic
strokes. FASI are usually located in the cerebellar white matter, medial
temporal lobe, thalamus, basal ganglia, and brain stem, and are more
likely to be bilateral.

Neurodevelopmental abnormalities include problems such as motor
delay, lowering of intellectual abilities, deficits in executive functioning,
impaired visuospatial processing, and attention deficit hyperactivity
disorder (ADHD) [6-8]. Movement difficulties comprise manual dex-
terity, ball skills, and balance. Specific learning disorders encompass
lower performance in reading, mathematics, and/or writing. Deficits in
executive function include both organization and regulation, specifically
with respect to working memory, abstraction, initiation of mental rules
or task sets, cognitive flexibility, planning, and problems solving,
emotional regulation, and attentional control [9,10]. Moreover, chil-
dren with NF1 also harbour difficulties in social functioning across
multiple domains including autism spectrum disorder (ASD) and other
psychiatric conditions (mood and anxiety disorders). Males and females
appear to be similarly affected by ASD [11].

Neoplastic CNS manifestations during childhood and adolescence are
mostly low-grade gliomas (LGGs), predominantly pilocytic astrocytoma
WHO grade I [12-15]. These tumours arise with a predilection for the
optic pathway/hypothalamus (66-75%), followed by the brain stem
(10-15%). Many optic pathway gliomas (OPGs) are asymptomatic, but
they can be associated with visual loss, and - if encroaching the hypo-
thalamus - precocious puberty.

To better predict phenotypic expression and to improve clinical
management in patients with NF1, several studies aimed at establishing
genotype-phenotype correlations. However, more than 3000 different
NF1 pathogenic variants have been identified [2]. As a consequence, to
date, only 4 genotype-phenotype correlations (NF1 p.Met992del; NF1 p.
Arg1809; NF1 microdeletions type 1-4; missense mutations in one of the
codons 844-848) were confirmed in larger data sets [16-19]. In addi-
tion, neuroimaging studies aim to establish a link between cognitive
deficits and the presence, number, and/or localization of FASI and, thus,
to explain the cognitive phenotype in patients with NF1 [20-22].

We aimed to (1) characterize the spectrum of CNS manifestations of
NF1 in a paediatric population, (2) explore radiological features of NF1
in the CNS by image analyses, and (3) correlate genotype with pheno-
typic expression for those with a genetic diagnosis.

2. Patients and methods

We performed a database search in the hospital information system
(ORBIS® v. 08.043.302.11210 DACHL, Agfa Health Care N.V., Belgium)
of the University Children’s Hospital Augsburg with International
Classification of Disease-10 code Q85.0 (phakomatoses, not elsewhere
classified). We checked results for plausibility reviewing text entries
(NF1, Legius syndrome, Café-au-lait macule (CALM), freckling, optic
pathway glioma, neurofibroma, Lisch nodule). Patients aged <18 years
at first contact between January 1, 2017 and December 31, 2020 were
included. Patients who did not fulfil NIH diagnostic criteria for NF1 at
last follow-up were excluded from this analysis unless genetic testing
identified a pathogenic variant in NF1. The study was approved by the
responsible ethics committee of the Ludwig Maximilian University of
Munich (approval number, 21-1103), Germany.

The University Children’s Hospital is a tertiary care children’s hos-
pital caring for children and adolescents aged <18 years in the catch-
ment area of Swabian Bavaria. Patients are referred from primary and
secondary care paediatricians as well as other children’s hospitals. There
is a strong expertise in paediatric (neuro-) oncology and a focus on
neuropaediatrics. Until December 31, 2018, the national reference
centre for children and adolescents with LGG was situated at the
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University Children’s Hospital.

We evaluated neurological manifestations through retrospective
chart review according to those clinical signs documented at the first
and subsequent visits until last follow-up. Data were recorded by general
paediatricians, neuropaediatricians, and/or paediatric oncologists dur-
ing regular and/or unscheduled visits for signs and symptoms including
data from the “yellow booklet” (documenting preventive medical check-
ups) and medical history provided by parents. All patients have been
evaluated at least once by a neuropaediatrician or paediatric oncologist
with strong expertise in neuro-oncology (AKG, MCF). A sign was
considered not present for an individual if no information was provided
in the patient’s chart and/or if magnetic resonance imaging (MRI) and/
or ophthalmologic evaluation was not performed. Follow-up ended on
June 30, 2020.

Macrocephaly was defined as a head circumference >97th percentile
according to the German Health Interview and Examination Survey for
Children and Adolescents (KIGGS) study and the WHO scale,
respectively.

Neurologic development was evaluated based on the early childhood
development milestones. Electroencephalography was conducted if
clinically indicated. Epilepsy was diagnosed based on the 2014 Inter-
national League Against Epilepsy definition. Attention deficit hyperac-
tivity disorder (ADHD) and autism spectrum disorder (ASD) were
diagnosed through neuropsychological assessment (conducted in other
institutions). Further behavioural problems, social interaction distur-
bances, and learning difficulties, were assessed based on parental report.

Patients registered with the German LGG study received standard-
ized neuropsychological after-care. Criteria for neuropsychological
evaluation of the German LGG studies for patients with LGG are speci-
fied in Traunwieser et al. [23] Neuropsychological functions were
assessed with the German “Neuropsychological Basic Diagnostic”
screening tool (NBD). The NBD analyses cognitive dimensions in several
major domains with age-appropriate tests. These cognitive domains
include fluid intelligence (FI), crystallized intelligence (CI), verbal
short-term memory (STM), visual processing (VP), psychomotor speed
of the dominant (PMS-DH), non-dominant (PMS-NDH), and coordina-
tion of both hands (PMS-BH), as well as cognitive processing speed (PS).
NBD results were compared with age-corrected normative data and are
displayed as standard scores (SS, mean X = 100 and standard deviation
[SD] = 15). Due to small sample size, we performed the Mann-Whitney
U test to compare the data with the expected population score. Cohen’s
d was compiled to analyse effect sizes, with d > 0.8 interpreted as a
highly relevant effect. Results were exploratory and no significance level
was fixed. p < .01 was regarded as statistically noticeable to adjust for
multiple testing, whereas values between p > .01 and p < .05 were
interpreted as marginally statistically noticeable.

Magnetic resonance imaging (MRI) of the brain with or without
contrast was performed for symptoms [e.g., ophthalmological findings,
neurological symptoms, macrocephaly] or screening with or without
spinal MRI. In the case of suspected low-grade glioma, reference eval-
uation was performed by the national reference radiologist for paedi-
atric brain tumours (B.B.). OPG were retrospectively classified
according to the PLAN criteria of the modified Dodge Classification
(MDC) [24].

For image analyses, patients were included if they had been scanned
at the University Children’s Hospital Augsburg on a 3 T MRI system
(Ingenia, Philips) with an identical protocol including both a coronal T2
FLAIR and a 1 mm 3D T1-weighted scan after intravenous contrast
administration. MRI series were exported anonymously, subsequently
defaced using the open-source brain extraction tool HD-BET [25] and
transferred to a dedicated workstation for lesion segmentation. All ce-
rebral lesions that were identified and reported by experienced paedi-
atric radiologists were subsequently segmented using the open-source
software 3D Slicer (https://www.slicer.org/). Finally, the number of all
lesions were assessed, and volumes of all lesions were measured for each
scan.
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3. Results

A total of 59 children and adolescents with NF1 were identified at the
University Children’s Hospital Augsburg within the 4 year period.
Thirty-one (of 59; 52.5%) patients were female. Details on demographic
data and CNS manifestations at last follow-up are given in Table 1. As of
June 30, 2021, one patient had died of progressive plexiform neurofi-
broma and pilocytic astrocytoma of the medulla oblongata due to cen-
tral respiratory dysfunction and obstruction of the nasopharynx.

As reported [26], 44 (of 59; 74.6%) patients met the NIH criteria at
first visit (median age 4.1 years; range, 0.0-13.6) and 55 (of 59; 93.2%)
patients at last follow-up (median age 10.6 years; range, 1.1-22.6). In 26
(of 29; 89.7%) patients, diagnosis of NF1 was genetically confirmed, 30
(of 59; 50.8%) patients did not receive genetic testing.

A total of 49 (of 59; 83.0%) patients presented with a wide spectrum
of neurological manifestations including 28 patients with structural and
neurodevelopmental findings, 16 patients with neurodevelopmental,
and 5 patients with structural findings only.

3.1. Non-neoplastic structural CNS manifestations

Macrocephaly was present in 12 (of 59; 20.3%) patients, an addi-
tional number of n = 5 (of 59; 8.5%) demonstrated disproportional head
growth.

Brain MRI with and without contrast was performed in 39 (of 59;
66.1%) patients [for ophthalmological findings (n = 11) such as dete-
riorating vision or vision loss, nystagmus, strabismus, papilledema,
papillary atrophy, proptosis, swelling of the eyelid; macrocephaly and/
or neurological symptoms (n = 7) such as headache, developmental
delay, suspicion of seizures, behavioural problems; suspicion of NF1 (n
= 12); other or unknown reasons (n = 9)] at a median age of 5.3 years
(range, 0.2-17.7).

Stenosis of the aqueduct was diagnosed in 4 (of 39; 10.3%) patients
with brain stem gliomas (n = 3) and idiopathic (n = 1), respectively.
Subsequent hydrocephalus was treated with ventriculoperitoneal shunt
in 3 of these.

Moyamoya syndrome was identified in 4 (of 39; 10.3%) patients, in
of those hypoplasia of the posterior cerebral artery was diagnosed. Two
of the patients with Moyamoya syndrome suffered from a stroke
following occlusion of the middle cerebral artery.

FASI were identified in 29 (of 39; 74.4%) patients in various locali-
zations throughout the brain.

3.1.1. Image analyses

MRI scans of 23 (of 39; 59.0%) patients (median age of 7.6 years;
range, 1.1-13.8) were analysed, 16 (of 39; 51.3%) patients were
excluded from image analyses due to different imaging protocols (n =
11), missing post-contrast series (n = 3), and movement artifacts (n = 2).
T2 hyperintense lesions were identified in 22 patients (of 23; 95,6%;
mean number: 4.0 + 2.2; range, 1-7) with a total mean volume of 6.6 +
6.8 cm® (range, 0.4-34.6). Four (of 23; 17.4%) patients had lesions
(mean number: 1.5 + 0.9) with enhancement on T1 post-contrast scans
and a mean volume of 1.6 + 0.8 cm® (Table 2).

MRI revealed T2 hyperintense lesions in the cerebellum (n = 11),
basal ganglia (n = 19), brain stem (n = 12), corpus callosum (n = 6),
subcortical (n = 4) and periventricular (n = 4) regions (Fig. 1).

3.2. Neurodevelopmental CNS manifestations

A history of neurodevelopmental delay was reported in 27 (of 59;
45.8%) patients, in 20 (of 59; 33.9%) motor development delay was
diagnosed, in 17 (of 59; 28.8%) speech delay, and in 11 (of 59; 18.6%)
cognitive delay. Six (of 59; 10.2%) patients were identified with global
developmental disorder.

Reduced muscle strength was present in 7 (of 59, 11.9%) patients
and motor performance deficits (mostly in fine motor skills) in 19 (of 59;
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32.3%) patients. In 13 (of 19; 68.4%) patients with motor performance
deficits, delayed motor development in early childhood was reported.
Motor coordination difficulties were reported in 7 (of 59; 11.9%) pa-
tients. Of those, 2 patients presented with hemiparesis [following
tumour resection (n = 1) and stroke (n = 1)] and 1 patient with severe
visual impairment due to an OPG. Four (of 59; 6.8%) patients were
diagnosed with sensory deficits due to spinal plexiform neurofibroma in
3 of those. Of those, 1 patient additionally presented with paraplegic
syndrome due to a giant thoracolumbar neurofibroma.

Learning difficulties including dyslexia were reported in 19 (of 59;
32.2%) patients, concentration difficulties in 12 (of 59; 20.3%) patients,
and (suspicion of) ADHD in 4 (of 59; 6.8%) patients.

Behavioural anomalies were reported in 5 (of 59; 8.5%) patients
including aggressiveness towards themselves or others, disturbances in
social interaction, and low frustration tolerance. ASD was diagnosed in 1
(of 59; 1.7%) patient.

Epilepsy was diagnosed in 3 (of 59; 5.1%) patients with central
nervous system tumours (n = 2) and following stroke (n = 1). Three (of
59; 5.1%) other patients had epileptic potentials without clinical
correlation.

3.2.1. Neuropsychological function tested by the German
*Neuropsychological Basic Diagnostic’ screening tool

Neuropsychological data were available for 10 (of 25; 40.0%) pa-
tients with LGG (demographic details in Supplemental Table 1). Of
those, 8 patients had a radiologically diagnosed OPG. Six patients had
received chemotherapy prior to the NBD screening including one patient
with prior surgery.

The median age at diagnosis was 4.6 years, with a slightly higher
female ratio (7 of 10). The cohort showed statistically noticeable im-
pairments compared to the expected population score in visual pro-
cessing, psychomotor speed (PMS) of the non-dominant hand (NDH), as
well as of both hands (p = .008; d = 3.88-3.89). Marginally statistically
noticeable results were detected for the PMS of the dominant hand (DH)
as well as cognitive processing speed (p = .011-.034; d = 2.67-3.21).
Median scores were within the lower normal range for fluid intelligence
and visual processing, as well as below the lower normal range for PMS-
DH, PMS-NDH, PMS-BH and PS (Table 3).

3.3. Neoplastic CNS manifestations

OPGs were diagnosed radiologically in 18 (of 59; 30.5%) patients at
a median age of 3.9 years (range, 0.7-7.9 years) being symptomatic in 5
(of 18; 27.8%; median age 2.5 years) at the time of diagnosis. According
to the PLAN-criteria, optic nerves were affected unilaterally (MDC 1a) or
bilaterally (MDC 1b) in 2 (of 18; 11.1%) patients each, and in the pre-
chiasmatic (junctional) section (MDC 1c) in 10 (55.5%) patients. The
chiasm was involved centrally (MDC 2a) in 6 (33.3%) and asymmetri-
cally (MDC 2b) in another 6 (33.3%). Optic tract involvement (MDC 3)
was identified in 6 (33.3%) patients, diffuse involvement of the posterior
tracts (MDC 4) concerned 2 (11.1%), and of the hypothalamus (MDC
H+) another 5 (27.8%) patients (Fig. 2). Nine (of 18; 50.0%) patients
received vincristine/carboplatin chemotherapy according to the effec-
tive German multicentre studies, indicated by clinical/visual deterio-
ration and/or radiological progress, just 2 had additional resection
(indication ill-defined, treated abroad previously) or biopsy (n = 1; for
diagnostic workup in metastatic disease).

Thirteen (of 59; 22.0%) patients, including 6 with OPG, had LGGs
outside the visual pathways (Fig. 1). Five (of 13; 38.5%) tumours were
histologically classified as pilocytic astrocytoma, while biopsy was not
performed in 8 (of 13; 61.5%) patients. Three patients (of 13; 23.1%)
with brain stem (n = 2) and temporo-mesial (n = 1) LGG were treated
with chemotherapy for radiological progress and/or severe symptoms.
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Table 1
Demographic details and neurological manifestations in 59 children and adolescents with neurofibromatosis type 1 at last follow-up.
Pat- Age at Sex NIH Heterozygous FASI OPG LGG  Stenosis Vascular Macro Motor Speech Cognitive Global Reduced Motor Sensorimotoric Learning Behavioural ADHD ASD Epilepsy
ID last criteria pathogenic other of anomalies cephaly development delay delay developmental muscle  performance  deficits difficulties anomalies
follow- fulfilled NF1 variant than aqueduct delay disorder strength  deficits/
up OPG coordination
difficulties

1 183 m + n.d. + + 4+ - - - + + + + - + - - + - _
2 16,9 f + + - - - - - - - - - - - — _ _ _ _ _ _
3 18 f + n.d. nd. nd. nd n.d. n.d - - - - - - - _ _ _ _ -
4 174 m + n.d. + o+ o+ - - + - - - - + - - + - - - -
5 198 f + n.d. + + - - - - - - _ _ _ 4 _ _ _ _ -
6 16,3 m + n.d. + + + - - - - - - - - + - _ _ _ -
7 174 m + n.d. + - - - - - - - - - - - - - - - - -
8 17,8 m + + - - - - - - - - - - - — - — — — — _
9 26 f + + nd. nd. nd. nd n.d - — - - - _ _ — _ _ _ -
10 200 f + + nd. nd nd nd n.d - - - - - - - - + - _ I
11 5,8 m + + - - - - - + + + - - - - - - - — - —
12 12,2 m -+ n.d. - - - - - - - + - - - - - + + — - —
13 8,2 f o+ + + o+ - - - - + - + - - + - + - - R
14 43 m + n.d. + + - - - - + - - - - + - - _ _ - _
15 11,2 f + + + 4+ - - - - + - - - - + — _ _ _ -
16 168 f + n.d. + - - + - - - + - - - - - i - _ -
17 4,8 m - + nd. nd nd nd n.d - + - - - - + - — — _ - _
18 17,3 f + + nd. nd nd nd n.d + - + - - + - - _ _ _ -
19 5,7 f + n.d nd. nd. nd. nd n.d. - — — - — — _ _ _ _ _ _ _
20 163 f + nd + - - - - - + - + - + + - + - _ _
21 1,1 f + + + - - - - - - - - - - - — — _ _ _ _
22 112 f + - + o+ o+ - - - + + + + - + - + - - - -
23 126 m + n.d + -+ - - - - - - - - + - + + + + o+
24 24 f + + nd. nd. nd. nd n.d. - - - - - - - — — _ _ _ _
25 6,7 f + n.d nd. nd. nd. nd n.d. - — — - — — _ _ _ _ _ _ _
26 9,3 m 4 n.d nd nd nd nd n.d + - - - - - - - - - _ -
27 1,6 m - + nd. nd nd  nd n.d - - - - - - - - — — _ .
28 12,0 f + n.d nd. nd. n.d. n.d. n.d + — - - - - — — + _ _ _ _
29 155 f + + + - - - + - - - - - - - - + - Lo~ -
30 82 m + + + - - - - + + - + - + - _ _ _ _ _
31 9,6 f + n.d nd. nd. nd. n.d. n.d + — - - - - — - + _ _ _ _
32 122 f + n.d nd. nd nd nd n.d. + - - - - - - - - - _ -
33 6,1 f o+ + + -+ - + - - - - - - - + _ _ _ _
34 153 m + nd + o+ - - - - + + + + - + - 4 - . -
35 129 f + n.d - - 4 - + + + + - - + + - - - - - 4+
36 7,9 m - + n.d. nd. nd. n.d. n.d - + — - - — — - _ + _ _ _
37 42 f + + nd. nd nd nd n.d. - - + - - - - - - - _ -
38 7,2 m + + -+ o+ - - - + + + + - - - - - - - -
39 12,2 m + + nd. nd. n.d n.d. n.d. - — — - - — — - + _ + _ _
40 11,1 f + n.d. + 4+ - - - - - - - - _ — _ _ _ _ -
41 114 f + n.d. + + - - - - - - - - - + - + - - - -
42 13,1 m + n.d. + - + - - - + + + + - - - + - - - -
43 194 f + n.d. + -+ + + - - - - - - - + - - - - -
44 6,5 m + + + - - - - + + + - - - - - - + - - -
45 226 m + n.d. - - - - - + + - - - - + + - - — _ _
46 13,0 m + n.d. + - - - - - + - + - + - - + - - - —
47 159 f + nd + -+ - - - - - - - - + . T _ _ _
48 12,3 f + n.d. nd. nd. nd. nd. n.d. - - - - — — _ _ _ _ _ _ _
49 136 f + - + - - - - - - - - - - - - - - - -
50 176 m + - nd. nd nd nd n.d. - - + + - - - + + - - -

(continued on next page)
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3.4. Correlation of neuroradiological manifestations with neurological
symptoms

Volume of lesions and phenotype: A single lesion with a total volume of
e 34.6 cm® involving the brain stem, thalamus, basal ganglia, corpus
callosum, and periventricular and cerebral subcortical regions was
identified in one patient with global developmental disorder and epi-
lepsy. A single lesion of 0.4 cm® in the corpus callosum was identified in
one patient with learning difficulties and ADHD. Single lesions of 0.8
cm® (involving the brain stem and thalamus one each) and 12.3 cm®
(involving the cerebellum, brain stem, basal ganglia, and thalamus)
were identified in three neurologically unimpaired patients. Beside
those 3 clinically asymptomatic patients, 19 (of 22; 86.4%) patients with
P evidence of lesions in detailed image analyses presented with a various
spectrum of neurological manifestations.

Number of lesions and phenotype: Seven lesions were identified in 3
patients, 2 of those were diagnosed with development delay, motor
coordination and learning difficulties. A single lesion was diagnosed in 6
patients, 3 of those each presented with motor difficulties and epilepsy,
2 each with development delay, ADHD, and learning difficulties, and
one patient each presented with behavioural anomalies and ASD. In the
three clinically unaffected patients, one (n = 2) and six lesions were
R B B identified in image analyses.

Location and phenotype: In 19 patients, T2 hyperintense lesions
involved the basal ganglia. Of those, 11 patients presented with devel-
e opment delay, 12 patients with motor and/or coordination difficulties,
and 7 patients with learning difficulties. The brain stem was involved in
12 patients presenting with development delay (n = 5), motor and/or
coordination difficulties (n = 7), and learning difficulties (n = 5). In 11
patients, lesions involved the cerebellum (development delay n = 7,
motor and/or coordination difficulties n = 7, learning difficulties n = 6).
Of 11 patients with lesions affecting the thalamus, 7 patients each pre-
sented with development delay and motor/coordination difficulties, 4
patients with learning difficulties. In the three clinically unaffected pa-
tients, lesions involved the thalamus, basal ganglia, brain stem, and
I T S S cerebellum (Fig. 3).

Sensorimotoric Learning Behavioural ADHD ASD Epilepsy
difficulties anomalies

deficits

Reduced Motor
performance

strength  deficits/
coordination
difficulties

muscle

developmental
disorder

Speech Cognitive Global
delay

3.5. Genotype-phenotype correlation

delay

I S A S Details on NF1 gene variants were available in 21 of 26 patients with
genetically confirmed diagnosis of NF1 (Fig. 4). Deletions were identi-
fied in 8 (of 21; 38.1%) patients, nonsense variants in 5 (of 21; 23.8%)
patients, missense and intron variants in 3 (of 21; 14.3%) patients each,
and splice site variants and insertions in 1 (of 21; 4.8%) patient each. Of
the variants, 6 (of 21; 28.6%) were located in the cysteine serine rich
domain, 2 (of 21; 9.5%) variants in the C-terminal domain, and 1 (of 21;
4.8%) variant each in the tubulin binding domain, GTPase activating
protein related domain, and SEC14p homology domain.

A 5.15 Mb microdeletion 17q11.2q12(29,296,310-34,450,651)x1
(GRCh37/hg19) encompassing the NF1 gene was identified in 1 (of 21;
4.8%) patient with facial dysmorphism, multiple CALM, reduced muscle
+ strength, motor development delay, cognitive deficits, and propensity to
infections. No other variant with an established genotype-phenotype
correlation was identified.

Macro Motor
anomalies cephaly development delay

Vascular
n.d.
n.d.

Stenosis
aqueduct

of
n.d.
n.d

other
than
OPG

FASI OPG LGG
nd. nd. nd
nd. nd. nd

4. Discussion

Heterozygous

criteria pathogenic
fulfilled NF1 variant
n.d.
n.d.
n.d.

Neurofibromatosis type 1 may be associated with a spectrum of CNS
manifestations manifesting in childhood. Our data mirror this associa-
tion; at least 83.0% of patients presented with neurological symptoms
and/or neuroradiological findings.

Cerebrovascular disease is a rare but important manifestation of NF1
primarily affecting the arterial blood vessels. Moyamoya syndrome was
diagnosed in 4 (6.8%) patients, 2 of those suffered from a stroke. These
numbers are within the reported range (2.5-6%) [27-29]. The mecha-
nism underlying vasculopathy in NF1 is poorly understood, Particularly,

Pat- Age at Sex NIH
last
follow-
up

51 155

D

52 4,2
53 1,4
54 5,4
55 12,2
56 7,3
57 1,7
58 1,1
59 3,6

f
m
m
m
m
f
f
Legend: n.d., MRI not done.

Table 1 (continued)
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Table 2
Details on image analyses in 23 patients with MRI data and focal areas of signal intensity.
FLAIR T1 post contrast Localization
Pat. Ageat  Number of Volume Number of Volume Cerebellum  Brain Thalamus  Basal Corpus Periventricular ~ Cerebral
D MRI lesions em® lesions em® stem ganglia callosum subcortical
1 11.6 5 6,8 3 2,8 + + + + - - _
4 10.4 n.a. n.a. n.a. n.a. + + - + - - -
5 13.8 6 5,4 - + - + + + _
6 13.3 5 10,1 - - - - + — _
12 10.2 0 0 - - - - - - _
13 3.7 7 9,4 - - + ¥ - _ _
14 2.7 5 4,8 - _ T _ _ _
15 4.8 n.a. n.a. n.a n.a - - + + — — _
21° 11 1 0,8 - _ + - _ _ _
22 4.6 6 12,3 + + + + - - _
23 8.1 1 1,3 1 1,1 - - - - - _
29 13.4 1 0,4 - - - - + — _
30 5.9 7 6,5 + - + + - _ _
33 3.3 4 4,4 - - - + — _
34 8.9 6 4,9 4 - - + _ _ _
35 11.5 1 3,8 T - - - - _ _
40° 6.7 6 5,7 + . _ i _ _ _
41 8.1 7 8,8 + + + + - - _
42 10.8 4 2,1 + + - + - - _
43 13.3 4 5,6 1 1,6 - + + + + - _
47 8.8 6 48 1 0,7 + + + + + + _
49" 7.7 1 0,8 - + - - - — _
51 9.5 n.a. n.a. n.a. n.a. - + - + - - +
53 1.4 2 42 - _ _ i _ i _
54 3.6 1 34,6 - T + theo 4 i i
59 3.0 3 7,2 - + + + - - _
? Clinically unaffected by neurological manifestations.
17.4%

@ Optic pathway glioma

() Other low grade glioma

. Focal areas of signal intensity

. Aqueductal stenosis

@ Vascular abnormalities

Fig. 1. Percentage of patients with optic pathway gliomas, stenosis of the aqueduct, and vascular anomalies in 43 patients with MRI. Percentage of low-grade glioma
(LGG) and focal areas of signal intensity (FASI) refer to the number of patients with LGG (n = 13) and FASI in MRI image analyses (n = 23), respectively.

Moyamoya syndrome may be attributable to radiotherapy effects
[30-32]. However, none of the patients diagnosed with Moyamoya
syndrome underwent radiotherapy.

Motor problems were reported in approximately one third to one half
of children with NF1 [33,34]. In line with this, 33.9% of the patients in
our cohort were diagnosed with motor development delay, 32.3% with
motor performance deficits, and 11.9% of patients with motor coordi-
nation difficulties.

Neurocognitive deficits including mental learning and concentration
difficulties, intellectual disability, attention deficits including ADHD,
and ASD are increasingly recognized in children with NF1 [35-37].
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Specific learning disorders and thus, lower performance in a partic-
ular subject, such as reading, mathematics, or writing, were observed in
approximately 20% of NF1 patients and, thus, double that in the general
paediatric population [38]. This is typically not attributable to lower
general cognitive ability or comorbid medical conditions. 75% of chil-
dren with NF1 will require some type of school accommodation or
remedial teaching [39]. Learning and concentration difficulties were
documented in 32.3% and 20.3% of the patients in our cohort. The
general reduction in cognitive functioning observed among children
with NF1 requires prompt recognition through comprehensive neuro-
psychological evaluation, and the early initiation of educational support
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Table 3

Results of the Neuropsychological Basic Diagnostic (NBD) screening (cognitive
domain) compared to the expected population score in 10 patients with NF1 and
low-grade glioma.

Cognitive domain Results of the NBD screening compared to the
expected population score (IQ-scores; p-values,

Cohen’s d; *p < .05, **p < .01)

Fluid intelligence (FI)

Crystallized Intelligence (CI)

Verbal short-term memory
(STM)

Visual processing (VP)

Psychomotor speed dominant
hand (PMS-DH)

Psychomotor speed non-
dominant hand (PMS-NDH)

Psychomotor speed both hands
(PMS-BH)

Cognitive processing speed (PS)

p=.169,d =097
p=.611,d=0.33
p=.057,d=151

p = .008**, d = 3.89
p=.011%d =321

p = .008**, d = 3.88
p =.008**, d = 3.88

p=.034%, d =2.67

Fig. 2. Sites of optic pathway gliomas in 18 patients illustrated by the modified
Dodge classification (Figure modified from Tyler et al., British Journal of
Radiology, 2008).

mechanisms. When directly tested, children with NF1 tend to show
deficits in more global measures of executive function, such as problem
solving, planning, and task switching [40,41]. Similarly, visuospatial
processing is specifically impaired in children with NF1 [40]. In line

European Journal of Paediatric Neurology 43 (2023) 52-61

with this, visual processing, psychomotor speed, and cognitive pro-
cessing speed were impaired in our cohort. However, these data need to
be interpreted with caution as the number of children was small. In
addition, only individuals with NF1 and LGG were tested [23]. This may
have had an impact on neuropsychological function [42]. However,
NF1-knockout mice have provided evidence that NFI gene alterations
are sufficient to cause specific learning deficits [43]. Thus, the presence
of a LGG might add to neuropsychological malfunctioning but certainly
is not the main cause.

Children with NF1 have specific deficits in attention, particularly in
sustained attention. As many as 60% of children with NF1 meet diag-
nostic criteria for ADHD, most likely inattentive-type, or combined-type
ADHD [44]. In our cohort, only 6.8% of patients were diagnosed with
ADHD. Neuropsychological assessment was only performed sporadi-
cally, which may have contributed to the low number of affected pa-
tients. In addition, documentation may be incomplete. Nevertheless,
increased awareness is necessary to identify and bring potentially
affected children to neuropsychological assessment.

An overall decline in social functioning across multiple domains as
well as an increase in the incidence of clinical ASD (approximately
25-40%) was demonstrated in individuals with NF1 [35,36]. In addi-
tion, the spectrum of ASD traits is shifted towards the more symptomatic
end of the spectrum [36]. In our cohort, the number of patients diag-
nosed with ASD was remarkably low; we identified only one (1.7%)
patient with the diagnosis of ASD. However, behavioural anomalies
were reported by parents in an additional 8.5% of patients.

Considering the far-reaching consequences of neurocognitive defi-
cits, ADHD, and ASD, we advocate for introducing neuropsychological
assessment in the care of each child with NF1. The use of physiotherapy,
occupational and psychological therapy as well as remedial teaching as
appropriate should be considered especially at young age to prevent
further developmental deficits.

The prevalence of epilepsy in patients with NF1 is estimated at
4-13% [45-47] In line with this, 5.1% of patients each were diagnosed
with epilepsy and epilepsy action potentials without clinical correlation.
Of note, all patients with epilepsy had intracranial tumours or structural
anomalies. This was previously reported from an observational study
[45]. In contrast, the aetiology of seizures and/or epileptic potentials
cannot be identified in a subset of patients with NF1 [48-50].

MR hyperintensities/FASI are found in 70% to almost all individuals
with NF1. FASI are thought to regress spontaneously during adolescence
and puberty. It should not be mistaken for neoplasms [51]. The signif-
icance of FASI for cognitive (dys)function in individuals with NF1 is
controversially discussed. Recent studies found a favourable

Neurodevelopmental delay
N = 27(of 59; 45.8%)

Motor development delay
N = 20 (of 59; 33.9%)

Speech delay
N =17 (of 59; 28.8 %)

|

Cognitive delay
N =11 (of 59; 18.6 %)

Global developmental disorder
N = 6 (of 59; 10.2 %)

Fig. 3. Details on neurodevelopmental delay in 31 patients with neurofibromatosis type 1. Numbers given in the brain images refer to 12 patients with focal areas of

signal intensity in the detailed MRI analysis.
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? Splice site
Chromosome 17 I | I I
Deletion
L R
-’ - kT Misserse
- “u

- o - Nonsense

- T -~ Insertion
NF1 - gene b . ? Intron variant

Neurofibromin

Fig. 4. Type of gene variants in 21 patients with genetically confirmed NF1. Details were not available in 5 patients.
Legend: CSRD, Cysteine Serine Rich Domain; CTD, C-Terminal Domain; GRD, GTPase Activating Protein Related Domain; NLS, Nuclear Localization Site; PH,
Pleckstrin Homology Domain; SEC, SEC14p Homology Domain; TBD, Tubulin Binding Domain.

relationship with the presence, number, and location of FASI areas [52,
53]. Thalamic lesions seem to be strongly associated with cognitive
impairment [54]. However, an association between location of FASI and
cognitive deficits was not confirmed by others [55,56]. In our cohort,
FASI were identified in 74.4% of patients. In 23 patients, MRI data were
sufficient for more detailed image analysis. FASI occurred in the basal
ganglia, brain stem, corpus callosum, subcortical and periventricular
regions. However, we could not establish a relationship between the
presence, number, and location of FASI areas and cognitive deficits.
Moreover, there may be a major bias. In our cohort, MR imaging was
mainly performed for symptoms. Thus, we may have missed a sub-
stantial number of FASI in children without neurological manifestations.
Recent studies in individuals with NF1 suggest that diffusion tensor
imaging (DTI) identifies microstructural alterations which may be
related to the cognitive phenotype [57]. In addition, it may help to
assess optic pathway integrity. These developments may help parental
counselling regarding their child’s prognosis in the future.

LGGs are the most common childhood brain tumour in the general
population [58] and in individuals with the NF1 cancer predisposition
syndrome [12,13]. The majority of LGG arises in the optic pathways [12,
13,59], and our NF1 cohort demonstrated the variable, but often
extensive involvement of all segments [24,60]. Though asymptomatic in
a portion of patients, we confirmed a high prevalence of brain tumours
in our cohort [61]. The large number of OPGs and other LGGs following
radiologic investigation in a subgroup of patients only may also reflect
the recruitment bias of a university based paediatric oncology centre
[59]. There is debate concerning the indication for routine diagnostic
imaging in asymptomatic patients in this at-risk population of children
[59,62], but during follow-up more than half of our patients required
treatment for visual deterioration and/or radiologic progression
emphasizing the need for appropriate oncologic surveillance [59-61].
However, it should not go unmentioned that baseline MRI without
follow-up is of minimal value, as a negative baseline MRI does not
exclude future development of a LGG [63,64]. Moreover, Blanchard and
colleagues did not find a clear benefit of systematic MRI in children with
NF1 [65]. In line with this, in the recently published tumour surveillance
guidelines for individuals with neurofibromatosis type 1 by the Euro-
pean Reference Network on Genetic Tumour Risk Syndromes (ERN
GENTURIS) NF1 tumour management guideline group routine MR im-
aging in asymptomatic children is not recommended [66].

To date, only 4 clinically confirmed genotype-phenotype correla-
tions in patients with NF1 were reported, relevant to 10-15% of the NF1
population [67]. In our cohort, a 5.15 Mb microdeletion 17q11.2q12
encompassing the NF1 gene was identified in one severely affected
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patient. No other variants with an established genotype-phenotype
correlation were identified. Yet, no association of genotype and neuro-
logical severity was established.

Our study has several limitations.

- Our approach was based on retrospective chart review. Important
information may not have been fully documented. In particular, we
considered a sign not present if no information was provided. In so
doing, chances are that we missed neurological manifestations and,
thus, underestimated CNS manifestations in children and adolescents
with NF1.

Routine MRI for surveillance in children and adolescents is still
controversially discussed. Thus, indication for brain MRI varied. In
addition, MRI is not standardized across different institutions leading
to failures in image analyses.

Only patients with LGG underwent neuropsychological testing. Thus,
data on neuropsychological testing is not representative for the
entire NF1 cohort.

Genetic information was only available in 21 of 26 patients with
genetically confirmed diagnosis of NF1.

. Conclusion

Neurofibromatosis type 1 was associated with a spectrum of CNS
manifestations in at least 83.0% children and adolescents. About a
quarter of patients were affected by neurocognitive deficits. This high-
lights the need for regular neuropsychological assessment com-
plementing frequent clinical and ophthalmologic testing for OPG in the
care of each child with NF1 within multidisciplinary management pro-
grams. Besides the established NF1 microdeletion, neither genotype nor
FASI number, volume, and location were associated with the neuro-
logical phenotype in our cohort.
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