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I. Introducere

Tumorile secretante de catecolamine, reprezentate de feocromocitoame (PHEOs) si
paraganglioame (PGLs), sunt neoplasme rare (0,8/100 000 de persoane/an), cu un impact
major asupra calitatii vietii pacientilor. [1] In ciuda raritatii, feocromocitoamele si
paraganglioamele (PPGLs) sunt caracterizate de comportament uimitor de heterogen,

incepand de la expresia genetica panad la cea clinica.

PPGLs sunt tumorile solide cu cea mai mare variabilitate genetici. In prezent, mai
mult de 21 gene sunt implicate in dezvoltarea acestor patologii. [2] Prin urmare, pe baza
amprentei transcriptionale, variantele patogene implicate in PPGLs au fost clasificate in trei
clustere, fiecare dintre ele incluzand o cale trascriptionala proprie care genereaza un fenotip

specific. [3]

Clusterul 1 cuprinde PPGLs generate de un dezechilibru molecular care produce
pseudohipoxie (ca urmare a implicarii genelor din cliclul Krebs). Aceste gene sunt
complexul SDHx: (SDHA, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD) VHL, FH, MDH2, GOT2,
IDHI, SCLC25A411 si EPASI. Prezenta mutatiilor germinale sau somatice in aceste gene
conduce direct sau indirect la alterarea raspunsului la hipoxie crescand cantitatea de HIF1a

st HIF2a, in consecintd, generand cresterea statusului pseudohipoxic si angiogenezei.[4], [5]

Clusterul 2 cuprinde gene implicate in semnalizarea tirozin-kinazica. Un procent de
peste 50 % din PPGLs sunt asociate acestui cluster. Urmatoarele gene fac parte din acest
cluster: proto-oncogena RET, supresorul tumoral neurofibromina 1 (NFI), proteina
transmembranard 127 (TMEM127), factorul X asociat Myc (MAX), mutatia somaticd in
HRAS etc. [2], [6], [7]

Clusterul 3 (identificat de The Cancer Genome Atlas [TCGA]) cuprinde caile de
semnalizare WnT si include mutatii somatice in gena CSDE! sau in gena de fuziune

MAML3.[8]

Tumorile din clusterul 1 au un pattern de secretie noradrenergic, astfel,
simptomatologia este mai atenuata; acesti pacienti dezvolta mai frecvent hipertensiune
arteriald sustinuta decat paroxistica, si au un risc mai mic de a dezvolta crize adrenergice

spre deosebire de cei din clusterul 2, unde patternul secretor este unul adrenergic iar acesti



pacienti se prezintd mai degraba cu simptome paroxistice ca urmare a eliberarii episodice de

epinefrina. [1]

Dintre cele mai frecvente mutatii germinale Intalnite in PPGLs, sunt cele asociate unor
sindroame: RET (Sindromul MEN2A), VHL (Sindromul von Hippel Lindau), SDHx
(Sindromul Carney-Stratakis), NF'/ (Neurofibromatoza tip I). [9], [10]

Diagnosticul acestor tumori se suspicioneaza pe baza criteriilor clinice si imagistice si
se confirmad la examenul histopatologic, dupa rezectia chirurgicala. Tumorile secretante de
catecolamine nu se biopsiazd, intrucat aceastd procedura poate declansa o crizd

catecolaminergica.

Din punct de vedere biochimic, valori ale metanefrinelor si normetanefrinelor
plasmatice si/sau urinare (metabolitii adrenalinei si noradrenalinei) de 2-3 ori peste limita
superioara a normalului ne indicd prezenta unui feocromocitom sau paragangliom
functional. La examenul imagistic, investigatia CT (computer-tomografia) este de electie in
aceste patologii, iar caracteristica sugestivd pentru PPGL este prezenta unei formatiuni

tumorale dense cu mai mult de 20 UH (Unitati Hounsfield).

Standardul de aur in diagnosticul acestor tumori este examenul histopatologic bazat pe
aspectul macro/microscopic si imunohistochimic. Markerii imunohistochimici clasici de
diagnostic ai PPGL sunt: Cromogranina A, Sinaptofizina, proteina S100, GATA2, CD10,
vimentina. Mai mult, aspectul microscopic si cateva elemente de imunohistochimie sunt
incluse in asa numitele scoruri de malignitate PASS si GAPP care ne pot orienta spre

potentialul metastatic al acestor tumori,

Corelatiile genotip-fenotip in aceste patologii au inceput in acelasi timp cu genomica.
La inceput, din motive de cost-eficientd, Ghidurile Societatii Europene au dezvoltat
algoritmi pentru testarea geneticd, bazati pe fenotipul clinic si biochimic specific fiecarui

cluster. [11]

In prezent, diagnosticul genetic al PPGLs este bazat pe Secventierea de Noui
Generatie (NGS), recomandata tuturor pacientilor cu PPGLs, independent de prezentarea lor

clinica. [12]

In cazul prezentei unei mutatii germinale, urmatorul pas este screeningul rudelor de
gradul intai ale pacientilor cu PPGLs. In Roménia, testarea NGS pentru toti pacientii cu

PPGLs ramane 1nca un obiectiv spre care ne indreptam cu pasi mici, dar siguri.



I1. Premizele generale ale cercetarii

Pornind de la recomandarea testarii genetice a tuturor pacientilor cu PPGLs, ideea
acestui proiect a fost in primul rand de a efectua testarea genetica la pacientii cu PPGLs
diagnosticati in cadrul Institutului National de Endocrinologie ”CI Parhon”, iar pe baza
rezultatelor, sa realizam corelatii genotip-fenotip in cadrul acestor patologii. Ulterior,
raportandu-ne la numeroase studii care descriu distributii geografice specifice ale mutatiilor
implicate 1n aceste patologii, proiectul a evoluat catre analiza retrospectiva a unei cohorte de
pacienti cu PPGLs din Belgia si compararea acestora cu, cohorta noastra. in finalul acestui
proiect am acordat o atentie deosebita PPGLs maligne, a caror evolutie este particulara
fiecarui pacient in parte. De asemenea, necesitatea de a ne alinia la standardele internationale
in privinta cercetarii acestor patologii a fost un alt trigger pentru derularea acestui proiect

amplu.

Aceastd lucrare cuprinde urmatoarele parti:

I.  Prima parte - Partea generali este dedicati intelegerii si aprofundarii
mecanismelor fizio-patologice si moleculare a acestor tumori in contextul actual

al cunoasterii, precum si distributia istorica si geograficd a genotipului lor.

II. A doua parte - Partea speciala cuprinde trei studii originale:

Primul studiu, intitulat ”Particularitati ale corelatiilor genotip-fenotip la pacientii cu
PPGLs din Romania”, este un studiu retrospectiv si prospectiv, in care am caracterizat
genotipul pacientilor cu PPGLs din Romania si am corelat datele genetice cu aspectele

fenotipice.

Al doilea studiu intitulat ”Comparatie intre cohorta Roména versus Flamandd de
pacienti cu PPGL” este un studiu retrospectiv, in care am evidentiat diferentele privind
genotipul si fenotipul dintre cele doua cohorte de pacienti cu PPGL din doud regiuni

geografice si istorice diferite.

Al treilea si ultimul studiu intitulat "PPGLs metastatice - particularitdti genotipice si

fenotipice”, este un studiu retrospective si prospective, descriptiv.



III. Studiul I-Particularitati ale corelatiilor genotip-fenotip

la pacientii cu PPGL din Roméania

II1.1. Ipoteza de lucru

Pornind de la heterogenitatea fenotipica si genotipicad a acestor tumori si necesitatea

testarii genetice pentru toti pacientii cu PPGLs, recomandata de ghidurile internationale, am

dezvoltat acest proiect de cercetare, pentru pacientii diagnosticati cu PPGLs in cadrul

Institutului National de Endocrinologie “CI Parhon” din Bucuresti (Departamentul I'V).

Scopurile principale ale acestui studiu au fost acelea de a caracteriza genotipul

pacientilor romani diagnosticati cu PPGLs si de a realiza corelatii genotip-fenotip in cadrul

acestei cohorte.

Pentru a ajunge la acest scop, a fost necesara parcurgerea urmatoarelor obiective:

A.

Sa preluam retrospectiv si sa obtinem prospectiv datele genetice, clinice, biochimice,
imagistice, histopatologice, conduita terapeutica si evolutia pacientilor diagnosticati
cu PPGLs.

[zolarea ADN-ul din leucocitele sangelui periferic pentru pacientii diagnosticati cu

PPGLs.

. Identificarea statusul genetic al acestor pacienti prin testarea mutatiilor germinale

utilizand tehnica testarii de noud generatie sau secventierea directd, Sanger.

Analiza statistica a datelor colectate.

Follow-up periodic personalizat, cu evaluare clinica, biochimica si imagistica la
pacientii cu istoric personal de PPGLs, conform recomandarilor ghidurilor
Internationale.

Includerea datele pacientilor nostri in baza de date Internationala ENSAT (European
Network for the Study of Adrenal Tumors), date care ulterior pot fi folosite in
proiecte de cercetare, sub conditia confidentialitatii datelor, conform potocolului de

cecetare.

Criteriile de includere in acest studiu au fost urmatoarele:

Confirmarea histologica a PHEO/PGL, postoperator.
Date complete clinice, biochimice, de imagistica, despre abordarea terapeutica si

despre evolutie



Acest studiu cuprinde 3 parti:

Partea I: Descrierea profilului genetic al pacientilor romani cu PPGLs si corelatii genotip-

fenotip 1n cadrul acestei cohort;

Partea a-II-a: Descrierea caracteristicilor pacientilor cu complicatii amenintatoare de viata

si a celor asimptomatici:

Partea a-Ill-a: Cuprinde o prezentare amanuntitd a PHEO bilaterale din cohorta noastra.

II1.2. Material si metoda

Acest studiu este unul analitic si are un caracter retrospectiv si prospectiv. Datele
retrospective, incluzand pe cele antropometrice, clinice, biochimice, histologice, date de
imagistica, abordare terapeuticd, geneticd si evolutie au fost colectate din inregistrarile
electronice ale pacientilor diagnosticati cu PPGLs intre 1976-2020, in cadrul
Departamentului IV al Institutului National de Endocrinologie ”CI Parhon”. Pacientii noi,
diagnosticati cu PPGLs intre 2020 - februarie 2024, au fost recrutati tot din cadrul
Departamentul IV al Institutului National de Endocrinologie CI Parhon. Acestia au fost

evaluati prospectiv, evaluarea cuprinznd aceleasi date ca cele descrise anterior.

Examenele clinice, biochimice si de imagistica ale pacientilor au fost efectuate in
aceeasi institutie. Interventia chirurgicald a fost efectuatd in mai multe spitale din Bucuresti,
dupa un tratament afla-blocant adecvat.

Datele clinice ale pacientilor au inclus varsta la momentul diagnosticului, sexul,
antecedentele personale si istoricul familial de PHEO/PGL, precum si prezenta altor
componente sugestive pentru un sindrom genetic. Semnele si simptomele raportate la

momentul diagnosticului au fost grupate astfel:

- simptome sugestive pentru un exces catecolaminergic: hipertensiune arteriald
secundard, paroxisme de hipertensiune, triada clasicad (cefalee, palpitatii, transpiratii),

tremor, greatd, scadere ponderala, anxietate,

- simptome locale cauzate de compresia tumorii



- evenimente amenindtoare de viatd (infarct miocardic, cardiomiopatie Takotsubo,

edem pulmonar, crize epileptice, apoplexie feto-placentard).

Metoda de diagnostic a fost clasificata astfel:

e Descoperire incidentald
e Screening genetic

e Diagnostic bazat pe simptome

Datele biochimice au inclus valorile metanefrinelor si normetanefrinelor fractionate
din plasmd si urind, precum si ale cromograninei A. Prelevarea de sange pentru dozarea
metabolitilor catecolaminergici a fost realizatd in conditii de fasting si clinostatism timp de

30 de minute anterior recoltarii.

Dozarea metanefrinelor au fost efectuata utilizand cromatografia lichidiana urmata de
spectrometrie de masa in tandem. Valorile limita pentru diagnosticul PPGLs au fost stabilite
conform ghidurilor internationale la > 2-3 ori limita superioard a normalului (ULN).
Patternul de secretie noradrenergica a fost considerat atunci cand nivelurile de
normetanefrine erau > 2-3 ori ULN, insotite de o crestere a metanefrinelor < 1,5 ori ULN,
in timp ce tipul de secretie adrenergicd sau mixt a fost considerat atunci cand ambii
metaboliti erau crescuti > 2-3 ori ULN.

Localizarea si dimensiunea tumorii a fost confirmatd in majoritatea cazurilor prin
scanarea CT cu substantd de contrast si la unii pacienti prin scanarea IRM (rezonanta

magnetica nucleara).

Diagnosticul de feocromocitom sau paragangliom a fost confirmat la toti pacientii prin

diagnostic histologic, dar imunohistochimia a fost disponibilad doar 1n cateva cazuri.
Testarea genetica

La momentul inceperii studiului, ADN-ul unora din pacienti era deja stocat in biobanca
Institutului National de Endocrinologie, in timp ce, pentru restul pacientilor nou
diagnosticati si a celor diagnosticati anterior, dar la care care nu aveam disponibile probele
de ADN, s-a realizat izolarea ADN-ului din leucocitele sangelui periferic folosind o metoda

standard, manuala.[13]

Intrucat secventierea directd a genei RET este disponibild in cadrul Laboratorului de

Genetica al Institutului National de Endocrinologie, testele genetice pentru pacientii cu



suspiciune clinica de sindrom MEN2 au fost efectuate in acest laborator. Pentru restul
pacientilor, testarea a fost efectuata prin NGS la Institutul de Oncologie din Budapesta cu

amabilitatea Prof. Dr Attila Patocs.

Screeningul pentru mutatia RET a fost realizat prin secventiere directda (pe aparatul

Beckman CEQ-8000-Beckman Coulter) pentru exoni: 5, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 16.

Secventierea NGS a fost realizata folosind un panou comercial de cancer ereditar -
Trusight Hereditary Cancer Panel - care vizeaza 113 gene de la [llumina®. Acest panel de
gene a acoperit genele relevante pentru PPGLs ereditare VHL, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD,
SDHAF?2, NF1, MAX, TMEM 127, HIF1A4, FH, CDKNIB, MET, PPKARIA dar si alte gene
implicate in alte tipuri de neoplazii. Analiza a inclus identificarea variantelor patogene
germinale si variatia numarului de copii (CNV).

Rezultatele testelor genetice au fost clasificate in 3 categorii: patogene (VP), variante
cu semnificatie nedeterminatd (VUS) sisporadice, conform American College of

Medical Genetics (ACMG).[14] Descoperirile benigne nu au fost raportate.

II1.3. Rezultate

I11.3.1. Caracteristici generale ale cohortei de pacienti roméani cu PPGLs

In acest studiu au fost inclusi 140 de pacienti cu PPGLs; nouizeci si sapte (69,2%)
femei si 43 (30,7%) barbati; 130 (92,8%) s-au prezentat cu PHEOs si 10 (7,2%) cu PGLs.
Varsta medie la diagnostic a fost de 47,9 + 15,6 ani. In grupul de PHEO, 71 (54,6%) pacienti,
s-au prezentat cu PHEO pe partea dreaptd, 44 (33,8%) cu PHEO pe partea stanga si 15
(11,6%) cu tumori bilaterale (60 % sincrone sau 40% metacrone). in grupul PGL, 4 pacienti
au prezentat PGLs retroperitoneale (40%), 4 HNPGL (paragangliom de cap si gat) (40%), 1
(10%) PGL Zuckerkandl, 1 (10%) PGL mediastinal. Patru dintre aceste tumori (respectiv

PGL cervicale au fost non-functionale). Unsprezece (8%) au prezentat boald metastatica.

Diametrul mediu al tumorii la diagnostic a fost de 51 + 22 mm. Valorile mediane
plasmatice de MN au fost de 239 pg/ml (10-3365), de 2,6 ori limita superioard a normalului,
in timp ce valorile mediane de NMN au fost de 1018 pg/ml (30-9808), de 3 ori limita
superioard a normalului. Valorile mediane de Cromogranina au fost de 176 ng/1 (0-4630) de
5 ori limita superioarda a normalului. Am gasit o corelatie directd intre nivelurile NMN si

diametrul tumorii (R?>=0.125).
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I11.3.2. Corelatii genotip-fenotip in cadrul cohortei cu PPGLs din Romania

Din cei 140 de pacienti, inclusi in studiu, 88 (62.8%) au fost supusi studiului genomic.

Mutatii germinale au fost identificate in 36,3% (n=32) (22 RET, 3 VHL, 2 NF1I, 2
SDHD, 1 SDHB, 1 FANCA, 1 CASR); VUS au fost identificate in 22,7% (n=20). Pacientii
din grupul sporadic au reprezentat 41% (n=36) din pacientii testati. In 3 cazuri, interpretarea
VUS a fost “probabil patogena-likely pathogenic” conform bazelor de date ClinVar si
Franklin.

Pacientii din grupul cu mutatii germinale s-au prezentat cu tumori bilaterale (n=12;
37.5 %), PHEO pe partea dreapta (n=10; 31%) si PHEO stang (n=9; 28.1%), si cu HNPGL
(1; 4%).

Varsta medie la diagnostic la pacientii cu mutatii germinale a fost semnificativ mai
micd comparativ cu cei cu VUS (37+15 vs. 53412 ani, p=0.000) si cu cei din grupul sporadic
(37+15 vs. 49.9+12.2 p=0.001).

Pacientii din grupul sporadic au reprezentat 41% (n=36) din pacientii testati. Varsta
medie de diagnostic pentru acesti pacienti a fost de 49,9+12.2 ani, 26 de femei, 10 barbati.
In acest grup, 32 de pacienti s-au prezentat cu PHEOs (18 — 50% pe partea dreapta, 11- 30%
pe partea stanga) si 4 (20%) pacienti au prezentat PGLs (1 glomus caroticum, 1 pulmonar, 1
retroperitoneal, 1 Zuckerkandl). Doi dintre ei au avut boald metastaticd si unii dintre ei au

prezentat caracteristici clinic de boala aparent ereditara.

Restul de, 37% (n=52) dintre pacienti nu au fost testati din cauza lipsei de probe ADN.
Varsta medie a acestora a fost de 52+16 ani, 34 F, 12 M. Varsta medie de diagnostic a fost
de 52+16 ani, 37 de femei, 15 barbati. Douazeci si noua (55,8%) dintre ei au prezentat PHEO
drept, 15 (28,8%) PHEO stang, 3 (5,8%) PHEO bilaterale, 3 (5,8%) au avut PGL abdominal,
2 (3,8%) HNPGL. Sapte (13.6%) dintre ei au dezvoltat boala metastatica.

Pacientii cu mutatia RET

Pacientii cu varianta patogena RET au reprezentat majoritatea (68,7%) pacientilor din
grupul cu mutatie germinala si 25% din pacientii testati. Au fost analizati douazeci si doi de
pacienti din cincisprezece familii. Toti au prezentat sindromul MEN2A. Paisprezece pacienti
(63,6%) au fost femei si 8 (36,4%) barbati. Varsta medie de diagnostic a fost de 36,6+2,8

ani. Noud pacienti (40,9%) au dezvoltat tumori bilaterale (sincrone sau metacrone).



Diametrul maxim al tumorii a fost de 46,4 + 3,5 mm. Cinci pacienti au fost diagnosticati ca
urmare a screening-ului genetic. La 10 pacienti, PHEO a fost prima manifestare a bolii. Unul

dintre ei a prezentat boald metastatica.

Durata mediana de urmarire a fost de 8 (IQR 11,5) ani. Acesti pacienti, au avut
urmatorul profil genetic: optsprezece pacienti (din 12 familii) au prezentat o mutatie a
exonului 11 [p.Cys634Trp (55,5%), p.Cys634Arg/Tyr 22,2%/16,6%, p.Asp631Tr (5,5%)];
4 (din 3 familii) au avut o mutatie a exonului 10 [p.Cys6184rg (75%), st p.Cys618Tyr
(25%)].

Varsta medie n familiile cu mutatie in exonul 11 a fost nesemnificativ mai mica (35,6
+ 2,9 ani) compativ cu familiile cu mutatie in exonul 10 (41 + 9,2 ani). Diametrul maxim al
tumorii a fost mai mare la cei cu mutatie in codonul 634 decat la cei cu 618 (4844 vs. 38+5,8
mm). Pacientul cu mutatie In codonul 631 a fost diagnosticat cu PHEO la varsta de 51 de

ani, cu un diametru maxim al tumorii de 30 mm.
Pacientii cu mutatia VHL

Trei (3,75%) din cei 88 de pacienti si 9.3 % din pacientii din grupul VP au avut mutatii
in gena VHL. Doi pacienti au prezentat sindromul VHL de tip 2A (mama si fiicd) -
c.245G>T; p.Arg82Leu, iar o alta pacienta, VHL de tip 2C (c.482G>A; p.Argl61Glu).
Pacientele din aceeasi familie au prezentat feocromocitom si hemangiomatoza, in timp ce a
treia pacientd a prezentat feocromocitom izolat si istoric familial de adenom hipofizar (mama
sa). Toti pacientii au dezvoltat feocromocitom in copilarie (varsta medie la diagnostic fiind
de 12,3+2,3 ani). Toate cele trei paciente au prezentat tumori bilaterale sincrone. Nimeni nu
a dezvoltat boala metastatica. Durata medie de urmarire pentru acesti pacienti a fost de 5 ani
(3-38). O pacienta cu VHL2A (mama) a decedat din cauza complicatiilor legate de sindromul
VHL (hemangiomatoza, tumori spinale). A treia pacientd cu VHL2C nu a dezvoltat recurenta

sau alte tumori associate sindromului VHL dupa 10 ani de urmarire.

Alte mutatii germinale

NF1 (c.5513_5514del; p.Ser1838Tyrfs*23), (c.1308G>A; p.Ser436=): Pacient de sex
masculin cu semne clinice de neurofibromatoza a fost diagnosticat la 39 de ani cu un PHEO
stang cu pattern de secretie noradrenergic. Dupa 10 ani de urmarire nu a dezvoltat recurenta

tumorala.



Al doilea caz, o femeie diagnosticatd cu PHEO la 52 de ani, cu istoric familial de

cancer colonic, dar fara alte tumori sau semne clinice de NF1.

SDHD (c.3414>G; p.Tyr114Cys): Prima pacienta, diagnosticata la 56 de ani cu PHEO
stang si pattern de secretie noradrenergic. Ea a prezentat, de asemenea, chisturi renale si

splenice.

Al doilea pacient a prezentat HNPGL localizat latero-cervical pe partea stanga la 67

de ani. Acesta a dezvoltat si o tumora pulmonara cu metastaze suprarenale.

SDHB (c.725G>A; p.Arg242His); MLHI (c.9024>G; p.GIn3014rg, VUS): Acest
pacient a fost diagnosticat cu PHEO drept la 36 de ani, nu a dezvoltat recurentd/metastaze la
7 ani de la diagnostic. Nuu avea istoric familial de PHEO, dar rudele pacientului nu au fost

incd testate pentru mutatia SDHB. Acest pacient a asociat un VUS al genei MLH]1.

FANCA: Pacient in varsta de 53 de ani, a fost diagnosticat cu PHEO drept cu model de

secretie noradrenergic. El nu avea alte patologii asociate acestei mutatii.

CASR (c.1856 1857delTT): Aceasta pacientd a fost diagnosticata la 57 de ani, cu
PHEO stang si pattern de secretie noradrenergic. Nu avea modificari ale valorilor
parathormonului sau calciului, dar prezenta chisturi hepatice si renale. Nu avea antecedente

familiale de neoplazii.
Pacientii cu VUS

Pacientii cu VUS au reprezentat 22% (n=20) din pacientii testati. In acest grup, varsta
medie la diagnostic a fost de 51,9 + 12 ani, patru dintre ei avand mai putin de 40 de ani la
diagnostic. Femeile au avut o pondere mai mare n=13 (68%) fata de barbati n=7 (28%). Toti
s-au prezentat cu PHEO, 12 (60%) pe partea dreapta si 7 (40%) pe stanga. Unii dintre acestia
au prezentat fenotip clinic de PHEO ereditar: pacienta (MSH 6 c.14744>G) a asociat PHEO
cu adenocarcinom pulmonar; o alta pacienta (BRIP I ¢.728T>C) a dezvoltat PHEO malign

si avea antecedente familiale de cancer colonic.

O pacienta cu fenotip clinic de neurofibromatoza, a fost diagnosticatd cu PHEO la 35
de ani. Fiul pacientei, prezinti de asemenea, semne clinice de neurofibromatoza. In cazul ei,
am identificat o mutatie somatica a NFI (p.Val2656LeufsTer23), si un VUS (MSH2+ATM
c.1134 113).

In cazul a doi pacienti, am identificat anomalii ale metabolismului calciului:
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Un pacient (MENI ¢.526G>T) a asociat feocromocitom cu hipercalcemie
hipocalciurica familialda. Al doilea pacient a prezentat feocromocitom si hipercalcemie

idiopatica (RB2 c.644C>T), respectiv hiperparatiroidism primar (ATM ¢.5639C>T).

Un alt pacient, cu VUS in BARDI (c.1333G>A4), a
prezentat feocromocitom, carcinom tiroidian papilar si polipi colici, avand si un istoric

familial de leucemie si moarte subitd la varsta tanara.

I11.3.3. PPGLs asociate complicatiilor amenintiatoare de viata si PPGLs
asimptomatice

Saisprezece (11.4%) pacienti au prezentat complicatii amenintdtoare de viata.
Majoritatea dintre ei au suferit complicatii cardiovasculare. Doi dintre acestia au dezvoltat
complicatii in timpul unei interventii chirurgicale pentru PPGL. Vérsta mediana la momentul
diagnosticului pentru acesti pacienti a fost de 43,5 ani (9 - 72), majoritatea fiind femei (n=14,
77,2%). PHEO au fost cauza acestor evenimente la 15 pacienti (94,4%), iar al 16-lea pacient
a prezentat un PGL abdominal (juxtarenal). Majoritatea dintre ei au prezentat o forma
benigna, dar 2 (11,1%) au dezvoltat boala metastaticd. Diametrul median al tumorii a fost de
48 mm (20-140 mm). Cel mai frecvent eveniment raportat a fost cardiomiopatia TakoTsubo
(n=5, 27.7%), urmat de infarctul miocardic (n=3, 16.6 %). Aceste evenimente au avut loc
mai frecvent in intervalul de varsta 40-65 de ani. La pacientii mai tineri (18-40 de ani),
complicatiile obstetricale au fost adesea raportate. In ceea ce priveste statusul genetic al
acestor pacienti, 2 aveau o boala ereditard, asociate mutatiilor RET si VHL, 5 erau sporadici,
iar 3 dintre ei au prezentat un VUS. Restul nu au fost testati genetic. Toti pacientii au
supravietuit dupa trecerea evenimentului acut. Un pacient cu sindrom coronarian acut si
edem pulmonar, dar cu antecedente de alte comorbiditati cardiace, a mentinut o fractie de
ejectie scazuta (40%) dupa acest eveniment. Femeia cu apoplexie feto-placentara a avut un
parcurs mai putin fericit: deces fetal in-utero si a fost supusa histerectomiei la varsta de 34

de ani.

Comparand pacientii cu evenimente amenintatoare de viata, cu cei fard astfel de
evenimente, am constatat ca nu existd o diferentd semnificativa in privinta diametrului
tumorii sau nivelurile de MN plasmatice intre cele doua grupuri. Cu toate acestea, pacientii
cu complicatii erau mai tineri (44+15,6 ani) decat cei fara complicatii (48+15,6 ani) si aveau
valori ale MN urinare semnificativ mai mari In comparatie cu cei fard complicatii (MN

urinare: 4395 vs. 1035 pg/24 h, p=0,002).
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Doudzeci (14,3%) dintre pacienti au fost descoperiti incidental. Dintre
acestia, cincisprezece (10,7%) erau asimptomatici la momentul diagnosticului (nu au acuzat
simptome associate excesului de excesului catecolaminergic sau simptome locale in cazul

PGL cervicale). Noua pacienti au fost descoperiti in urma screeningului genetic (6,4%).

Varsta medie la momentul diagnosticului in cazul pacientilor asimptomatici a fost
de 53,6 + 15,9 ani. Dintre acestia, 10 au fost femei si 4 barbati. Patru dintre ei au prezentat
PGL cervicale non-functionale, iar 11 PHEO. Majoritatea pacientilor cu PHEO au fost

diagnosticati dupa investigatii imagistice pentru simptome asociate unei patologii digestive.

Intre pacientii asimptomatici si cei descoperiti pe baza simptomelor/incidental, am
identificat o diferentd semnificativa privind vérsta la momentul diagnosticului (55,5 + 15,6
versus 47 + 15,4 ani; p=0,047), dar nu au existat diferente semnificative in privinta valorilor

MN sau NMN sau diametrului tumorii.
111.3.4. PHEO bilaterale

Cincisprezece pacienti (10,7%) au prezentat PHEOs bilaterale, 9 (60%) sincrone si 6
(40%) metacrone. Varsta medie de diagnostic pentru acesti pacienti a fost de 32 (9-76) ani
(3 au avut varsta pediatrica la diagnostic). Majoritatea au fost femei (10; 66,7%). Durata
mediand de follow-up a fost de 5 ani (1-41). Doi dintre cei 15 pacienti au prezentat boala
metastatica la diagnostic, in timp ce un alt pacient a dezvoltat metastaze dupa 11 ani de
urmarire. Diametrul maxim al tumorii la primul diagnostic a fost de 49 mm (15-70).
Patternul de secretie noradrenergicd a fost raportat la 7 pacienti, In timp ce secretie
adrenergica a fost raportata la 6 pacienti, pe cand la 2 pacienti nu am avut informatii despre
tipul de secretie. In ceea ce priveste statusul genetic, 11 (73,3%) dintre acestia au avut boala
ereditara (9 sindrom MEN2A si 3 sindrom VHL). La pacientii cu MEN2A, cea mai frecventa
mutatie a fost In codonul 634 (p.Cys634A4rg) (8 din 9 pacienti), in timp ce 1 pacient a avut
mutatia codonului 618 (p.Cys618A4rg). Doi dintre pacientii cu mutatii VHL faceau parte din
aceeasi familie (mama si fiicd), exprimand sindromul VHL 2A iar al treilea pacient, fara
istoric familial de PPGLs, a prezentat sindromul VHL tip 2C. Sase pacienti au fost operati
cu adrenalectomie partiald: 5 bilateral; 1 adrenalectomie partiald pe o parte si adrenalectomie
totala pe cealalta parte. Trei (50%) dintre ei au dezvoltat insuficienta suprarenald. Un pacient
cu sindrom VHL si PHEOs bilaterale benigne a dezvoltat recurenta la 7 ani (recurentad
bilaterala dupa adrenalectomie partiald) si la 24 de ani dupa prima operatie (recurentd

unilaterala dupa adrenalectomie totala).

12



La 7 pacienti s-a efectuat adrenalectomie totald. Toti pacientii au dezvoltat insuficienta
suprarenala. Recurenta a fost detectatad dupa 11 ani de la adrenalectomia unilaterald la 1
pacient cu sindrom MEN2A. Acesta avea o tumora contralaterald calcifiatd, inoperabila.

Acest pacient a dezvoltat boald metastatica.

IV. Studiul II-Comparatie intre cohorta Romana

versus cohorta Flamanda de pacienti cu PPGLs

IV.1. Ipoteza de lucru

Al doilea studiu mtitulat “Comparatii intre cohorta romaneasca si cea flamanda de
pacienti cu PPGLs” a luat nastere in contextul pandemiei, cand, fiind in primul an de
doctorat, am aplicat si am obtinut o bursa de mobilitati (Bioscientifica Trust grant) la Spitalul
Universitar Ghent, Belgia. Acolo, am avut oportunitatea sa fac un studiu retrospectiv despre
corelatiile genotip-fenotip intr-o cohorta flamanda de pacienti cu PPGLs, in timpul unei
sederi de 2 luni. Pornind de la mai multe studii care descriu asa numitul ”founder effect”
care reprezintd expresia preponderentei unei anumite mutatii intr-o anumita zonad geografica
si raporatandun-ne la faptul ca Romania si Belgia sunt doud tari din regiuni geografice
diferite cu origini genetice diferite, am dezvoltat ipoteza ca intre cele 2 cohorte ar putea

exista unele diferente privind genotipul si fenotipul acestora.

Inainte de a analiza cohorta noastrd, am avut rezultatele din cohorta flamanda, prin
urmare, a fost usor de observat ca intre cohorta flamanda si cea romaneascd, exista unele
diferente; diferente care ulterior au fost confirmate statistic.

Scopul acestui studiu a fost sd compare caracteristicile genotipice si fenotipice intre
doud cohorte de pacienti cu PPGLs din doud zone geografice si istorice diferite ale Europei.

Acesta este un studiu de cohorta analitic, retrospectiv.

IV.2. Material si metoda

Pentru studiul numarul II, au fost culese retrospectiv datele din inregistrarile
electronice ale 67 de pacienti cu PPGL inregistrati consecutiv intre 2002 si 2020, in
Spitalului Universitar Ghent (Belgia). In functie de localizarea anatomica, pacientii au fost
impartiti in doud grupuri: PHEO vs. PGL; ulterior, fiecare grup a fost impartit in functie

de statutul genetic in sporadic versus ereditar. Sapte pacienti din cei 67 nu au efectuat
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testarea geneticd, prin urmare, nu au fost inclusi in niciunul dintre grupuri, dar au fost

discutati separat.

Datele antropometrice, varsta la diagnostic, sexul, fenotipul clinic (simptome,
localizare, tumori multiple la diagnostic, comportament metastatic, fenotip biochimic,
diametrul tumorii si imunohistochimia pentru SDHB) au fost comparate intre cele doua

grupuri: ereditar versus sporadic PHEO/PGL.

Testarea genetica a fost efectuatd in cadrul Centrul de Geneticd Medicala, Spitalul
Universitar Ghent, Belgia, folosind NGS ,;secventiere prin sintezd” - KAPA HyperCap
(Roche Sequencing) si secventiere directa pentru pacientii cu caracteristici clinice sugestive
pentru un sindrom asociat cu PPGLs. Panelul de gene a acoperit cele mai frecvente gene
implicate in patogeneza PPGL: RET, VHL, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF?2, NF1I,
MAX si TMEM 127. Acest studiu a fost aprobat de Comitetul de Eticd al Spitalului

Universitar Ghent (BC-10125) si a fost realizat in conformitate cu Declaratia de la Helsinki.

Prima faza a acestui studiu a fost de a analiza si de a descrie caracteristicile mentionate
mai sus ale cohortei flamande si de a observa analitic diferentele dintre grupurile
sporadice/ereditare de PHEO versus PGL ale cohortei flamande. In a doua fazi a acestui

studiu am comparat caracteristicile genotipice si fenotipice intre cele doud cohorte.

IV.3. Rezultate

IV.3.1. Caracteristicile cohortei flamande si comparatie intre PHEO/PGL
sporadice vs. ereditare

In studiu au fost inclusi 67 de pacienti, 38 (56,7%) femei, 29 (43,3%) barbati,
majoritatea prezentdnd PHEO 42 (63%) si 25 (37%) PGL (6 au avut tumori multiple la
diagnostic). Varsta medie la diagnostic a fost de 50 £ 19 ani (13-85 ani). Din cei 60 de
pacienti testati genetic, 24 (40%) au avut mutatie germinald si au fost inclusi in grupul
ereditar, In timp ce 36 (60%) nu au prezentat nicio mutatie in genele testate. Printre pacientii
cu boala ereditard, variantele patogene, in ordinea frecventei, au fost urmatoarele: SDHD (n
=10; 41,7%), SDHB (n = 8; 33,3%), VHL (n =2; 8,3%), RET (n = 2; 8,3%), MAX (n= 1;
4,2%) siNF1 (n=1;4,2%). Cazurile de PHEO au fost mai frecvent sporadice decat ereditare,
in timp ce PGL au fost in majoritatea cazurilor ereditare (27 vs.8), respectiv (9 vs.16).
Pacientii cu PHEO s-au prezentat cu o varstd mai mare la diagnostic decat cei cu PGL (55
vs. 40, p = 0,001). Sase pacienti au prezentat boala metastatica [4 (9,5%) PHEO si 2 (8%)
PGL] fie sincrona (4) fie metacrona (2). In ceea ce priveste modul de diagnostic, jumatate

dintre pacienti au fost descoperiti ca urmare a simptomelor specifice PPGL [PHEO: 21
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(50%); PGL: 13 (52%)], iar cealalta jumatate au fost descoperiti intAmplator sau datorita
screening-ului genetic [PHEO: 21 (50%); PGL: 12 (48%)]. Pacientii cu PGL au acuzat mai
frecvent simptome locale decat cei cu PHEO [PHEO: 1 (2,3%) vs. PGL: 7 (28%); p = 0,009].
Evenimentele amenintatoare de viata au fost mai frecvent raportate la pacientii cu PHEO
decat la cei cu PGL [PHEO: 14 (33,3%); PGL: 3 (12%); p = 0,022]. Am gasit o legatura
directd intre nivelurile de normetanefrine, diametrul tumorii si aparitia unui eveniment
amenintator de viatd. Valorile normetanefrinelor urinare si diametrul tumorii au fost mai mari
la pacientii cu evenimente care pun in pericol viata decat la cei fara aceste complicatii (5885
vs. 3089 ng/24h, p=0,001) respectiv (51,4 vs. 28,6 mm, p = 0,02). Toate PHEOs si 2/3 din
PGLs au fost functionale.

Pacientii cu PHEO au fost tratati prin interventie chirurgicala, cu exceptia unui pacient
care avea o transpozitie a vaselor mari; prin urmare, interventia chirurgicala a fost imposibil
de efectuat. Trei pacienti cu boald metastatici din grupul PHEO au urmat terapie cu
metaiodobenzilguanidina (MIBG) i1ar 1 pacient a efectuat radioterapie locala dupa

interventia chirurgicala. Din grupul PGL, 5 pacienti cu HNPGL au fost tratati doar cu

PHEO sporadic versus ereditar

In acest grup, nu am gasit diferente importante intre PHEO sporadic si PHEO ereditar,
cu exceptia faptului ca PHEO sporadice au fost mai frecvent localizate pe partea dreaptd, in
timp ce PHEO ereditare au fost mai frecvent localizate pe partea stanga (p = 0,001). De
asemenea, pacientii cu PHEO ereditar au avut o durata de urmarire mai lunga decét cei cu

PHEO sporadic [3 (0,6-17) vs. 8,5 (2-26) ani; p = 0,03].

Recurenta a aparut la 1 (3,7%) pacient cu boalda sporadicd dupa 13 ani de la
diagnosticul initial si la 3 (37,5%) pacienti cu PHEO ereditar dupa 4, 7, respectiv 12 ani de
la diagnostic; 2 (6,25%). Trei pacienti din grupul sporadic au prezentat boald metastatica, in

timp ce doar 1 pacient din grupul ereditar a prezentat PHEO sporadic.
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PGL sporadic versus ereditar

Varsta la diagnostic a fost mai mica la pacientii cu boala ereditard decat la cei cu PGL
sporadic (55 + 16,5 vs. 32 £ 13; valoare p = 0,001). Lateralizarea dreapta a fost de asemenea
observata la grupul PGL sporadic in comparatie cu grupul PGL ereditar, dar fard o diferenta
semnificativa (p = 0,071). Durata mediana de urmarire a fost egala [4 (1-12) vs. 4 (1-34) ani]

intre cele doua grupuri.

Un pacient cu PGL sporadic a avut o recurentd dupa 10 ani, in timp ce la 10 pacienti
cu PGL ereditar am observat 1 pacient cu o noud localizare a tumorii, 3 cu o noua localizare
plus recurentd si 1 cu recurentd dupa o perioada mediana de 10 (2-18) ani de la diagnosticul
initial. Mai mult, boala activa a fost documentata la un pacient cu boald sporadica si la unul

cu boala ereditara.

Dintre pacientii cu mutatii in gena SDHD, majoritatea dintre ei (6/10) au prezentat
HNPGL izolat, 2 HNPGL + PGL toracic si 1 cu HNPGL + 1 PGL abdominal, iar un pacient
a dezvoltat PHEO. O mare parte din pacientii cu tumori asociate mutatiei SDHB, au
prezentat PGL pelvine sau abdominale (6/8), 1 PHEO si 1 HNPGL. Celelalte mutatii au fost
asociate cu PHEO (2 VHL, 2 RET, 1 MAX, I NFI). Trei pacienti au prezentat PPGLs aparent
ereditare PPGL (doi cu varsta sub 45 de ani si unul cu 2 PGL sincrone la diagnostic), dar cu

teste genetice negative.
IV.3.2. Comparatie intre cohorta Roméaneasca si cea Flamanda

Prima diferentd majora intre cohorta romaneasca si cea flamandd este numarul mare
de pacienti din cohorta romaneascd (140 vs. 67), raportat la raritatea acestor patologii.
Pacientii flamanzi au prezentat un procent semnificativ mai mare de PGLs comparativ cu
populatia romaneascd (37% vs. 7,2%, p=0,001). Nu s-a observat nicio diferentd privind
varsta la diagnostic in cele doud cohorte. In cohorta romaneasca, procentul de femeli, a fost

mai mare, dar fard o diferentd semnificativa intre cohorte.

Pacientii din cohorta romaneascd au prezentat mai frecvent PHEO bilaterale,
comparativ cu cohorta flamanda (19% vs. 17%; p=0,002). Majoritatea PHEO bilaterale au
fost cauzate de o mutatie germinala (73,3%) in cohorta romaneasca (RET si VHL) si 100%
in cohorta flamanda (VHL si MAX). PGLs multiple au fost raportate in cohorta flamanda in
proportie de 24% 1n timp ce in cohorta romaneasca, niciunul dintre pacientii cu PGLs nu a
prezentat tumori multiple la diagnostic. Interesant, in cohorta flamanda, un numar mai mare

de pacienti au fost diagnosticati incidental comparativ cu cohorta romaneasca.
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Pacientii din cohorta flamanda au avut un acces mai facil la testarea geneticd, prin
urmare, un procent mai mare de cazuri ereditare au fost identificate in cohorta flamanda

comparativ cu cohorta romaneasca (40 vs. 36%).

Din grupul pacientilor cu PPGL ereditare, pacientii romani au prezentat cel mai
frecvent mutatia RET (68,7%), in timp ce in cohorta flamanda, mutatia cea mai prevalenta a
fost SDHD (41,7%). Mai specific, pacientii romani au prezentat mai frecvent varianta RET
p-Cys634Trp, in timp ce flamanzii au prezentat SDHD c.170-1 G>T. Pacientii cu mutatia
RET din cohorta romaneascd, s-au prezentat in 100% din cazuri cu PHEOs, in timp ce in

cohorta flamanda, 90% dintre purtatorii de SDHD au dezvoltat HNPGL si 10% PHEO

V. Studiul III-PPGLs metastatice - particularitati
fenotipice si genotipice-studiu descriptiv

V.1. Introducere

Incepand cu 2018, clasificarea OMS a feocromocitoamelor si paragangliomelor s-a
facut recomandarea de a ne referi la PPGLs ca fiind metastatice mai degraba decat maligne
si non-metastatice, mai degraba decat benigne. [15]PHEO/PGL metastatice sunt acele tumori
cu leziuni secundare in tesuturi non-cromafine. Locurile frecvente de metastazare sunt osul,
ganglionii limfatici, ficatul sau plamanii. Aproximativ 10% din PHEOs si ~40% din
paragangliomele simpatice au comportament metastatic.[16], [17] Majoritatea HNPGLs sunt

benigne.

Din cazurile metastatice, mai mult de 40% din cazuri sunt cauzate de o mutatie
germinala (chiar si In contextul unui istoric familial negativ). Metastazele sincrone sunt
raportate in 35-50% din cazuri, in timp ce metastazele metacrone se pot dezvolta in luni sau
decenii.[18] Rata mediana de supravietuire a pacientilor cu PPGL metastatic este de ~ 6 ani,
dar rata de progresie este variabild. Unele metastaze pot aparea chiar si la 50 de ani de la
primul diagnostic. Factorii de risc pentru PPGLs metastatice includ aspecte clinice,
patologice si genetice. Factorii clinici care cresc riscul de metastaza sunt dimensiunea
tumorii si PGL simpatice toraco-abdominale. Ultimul sistem de clasificare al tumorilor este

detaliat in Manualul de Stadializare a Cancerului din 2017[19]
-Tumorile T1 < 5cm in dimensiune maxima

-Tumorile T2 > 5 cm sau PGLs simpatice de orice dimensiune
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-Tumorile T3 - orice dimensiune cu invazie locala

Feocromocitoamele mai mici de 4 cm, sunt rareori metastatice, in timp ce PGLs pot
exprima comportament metastatic deoarece au dimensiuni mici.[20] Alti factori asociati cu
progresia rapida (deces in termen de 5 ani de la prezentarea initiald) au fost descrisi de Hamid
et al intr-un studiu retrospectiv cu o cohortd mare de pacienti cu PPGLs metastatice.
[21]Acestia au constatat ca cei mai puternici predictori pentru o progresie rapida sunt: varsta
mai mare la diagnostic (P = 0.0011), sexul masculin (P = 0.014), metastaze sincrone (P <
0.001), dimensiunea tumorii primare mai mare > 6 cm (P = 0.003), niveluri ridicate de
dopamini (P = 0.019). [22]intr-un alt studiu retrospectiv, s-a aritat ca locul de raspandire
metastatica este un predictor pentru rata de progresie: pacientii cu metastaze scheletale au
avut o rata de supravietuire mai mare (supravietuire mediand 12 ani), comparativ cu pacientii

cu metastaze n alte tesuturi decat osul (supravietuire mediand 7,5 ani).[18], [23]

V.2. Material si metoda

Aceasta este un studiu retrospectiv si prospectiv. Din datele electronice ale pacientilor
diagnosticati cu PPGL 1intre 1986 si 2024, in Institutul National de Endocrinologie ”CI
Parhon”, am recrutat pacientii cu PPGL metastatice, pe baza confirmadrii imagisticii
functionale a leziunilor secundare in tesuturile non-cromafine. Datele clinice, biochimice,
imagistice, histopatologice si genetice au fost extrase de la acesti pacienti. Aceleasi date au
fost inregistrate si pentru pacientii nou diagnosticati.

Pacientii au fost testati pentru mutatii germinale folosind tehnica bazatda pe
secventierea NGS. Majoritatea probelor de ADN din celulele sanguine periferice au fost
stocate in biobanca noastra inainte de inceperea studiului. La unii pacienti, ADN-ul a fost
extras dupd semnarea consimtdmantului informat. Restul pacientilor fie au fost pierduti in

urmarire, fie au fost diagnosticati inainte de era testarii genetice.

Criterii de includere: pacientii cu confirmarea imagistica/histologica a metastazelor
sincrone sau metacronice ale PHEO/PGL.

V.3. Rezultate

Unsprezece pacienti (7,9%) s-au prezentat cu PPGLs metastatice, 8 femei (72,7%) si
3 barbati (27,3%), majoritatea dintre ei s-au prezentat cu PHEOs 9/11 (81,8%) si doi pacienti
(18,1%) cu PGLs (1 retroperitoneal si 1 mediastinal). Majoritatea PHEOs au fost pe partea
dreapta, iar un pacient s-a prezentat cu PHEO bilateral sincron. Varsta medie la diagnostic a
fost de 52 de ani (interval 31-62). Varsta la diagnostic nu a fost diferita fata de cazurile non-

18



metastatice. Durata mediand de urmarire a fost de 8,5 ani (interval 8-21). Pacientii cu boala
metastatica s-au prezentat cu dimensiuni ale tumorii mai mari la diagnostic In comparatie cu
pacientii non-metastatici (50£20 vs. 74+35, p= 0,003). Sapte dintre ei s-au prezentat cu un
pattern de secretie noradrenergica, in timp ce 4 dintre acestia au avut secretie mixta
(adrenergica si noradrenergicd). Sapte pacienti au fost testati pentru mutatii germinale.
Printre acestia, 1 a avut mutatie in gena RET (sindrom MEN2A) si altul a avut un VUS al
genei BRIP 1. Patru (36.3%) pacienti s-au prezentat cu metastaze sincrone, in timp ce 7
(63%) au avut metastaze metacrone. Metastazele au aparut panad la 10 ani de la primul
diagnostic. Majoritatea dintre ele au fost localizate la nivelul pldmanilor, ficatului si
ganglioniilor limfatici abdominali. Unii dintre pacienti au dezvoltat metastaze in locuri
neobisnuite, cum ar fi: ochi sau vezica urinard. Patru pacienti au urmat terapie radionuclidica
(3 MIBG si 1 MIBG + PPRT- Peptide Radionuclide Receptors Radiotherapy). Rezultatul lor

a fost urmatorul:

-1 a avut un raspuns bun pe secretia de catecolamine, simptomatologie si leziuni

stationare la 6 ani de urmarire;
-1 a fost complet non-responsiv la terapia MIBG;

-1 a avut un control partial: controlul simptomatologiei si leziuni stationare, dar

niveluri ridicate de metanefrine (MN);

-1 a fost non-responsiv la MIBG, dar partial responsiv la PRRT (controlul

simptomatologiei, dar valori ridicate de MN si leziuni progressive;

La pacientul cu PRRT, leziunile au fost stabile la 2 ani dupa PRRT, dar valorile de
metanefrinelor au continuat sa creasca. Recurenta a aparut la sase pacienti (54,5%), inainte

de aparitia bolii metastatice.
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VI. Discutii si concluzii

Studiul I

Acest proiect este primul raport despre genotipul pacientilor cu PPGLs din Romania.
In plus, primul studiu al acestei lucrdri descrie in amanunt corelatiile genotip-fenotip la

pacientii cu PPGLs din Romania.

Raportul PHEOs/PGL a fost mai mare in cohorta noastra comparativ cu datele deja

existente in literatura. [14], [24] Femeile au dezvoltat PPGLs mai frecvent decat barbatii.

Desi testarea geneticd s-a realizat la doar 62% dintre pacientii cohortei noastre,
procentul pacientilor cu mutatii germinale a fost similar cu procentajul cunoscut din
literatura. [25], [26] Asa cum era de asteptat, pacientii cu PPGLs ereditare au dezvoltat boala

la o varsta mai tandra in comparatie cu cei din grupul sporadic sau VUS.

In cadrul pacientilor cu PPGLs ereditare, am identificat o predominant a mutatiei RET
(codonul 634 urmat de codonul 618) asociatd cu MEN2A. In schimb, am gisit o proportie
mai micd de PPGLs asociate complexului de gene SDHx in comparatie cu alte studii. [27],
[28], [29] In toate studiile, PHEOs din cadrul sindromului MEN2A au o penetranti mai mare
la pacientii cu mutatie la codonul 634; de obicei, expresia PHEO este de 50% pentru

purtatorii de mutatie in codonul 634 si de 33% pentru codonul 618. [30]

Predominanta acestui codon in randul pacientilor cu MEN2A a fost descrisa si intr-o
cohortd din Brazilia si intr-o altd cohorta restransa de pacienti din Slovacia si Spania. [31],
[32], [33] Un alt studiu amplu, care a inclus 812 pacienti cu PHEO in cadrul sindromului
MEN2A din 4 regiuni diferite ale globului (America de Sud, Europa de Sud, Europa de Vest
si Europa Centrald), a aratat, de asemenea, cd in toate cele 4 regiuni geografice, mutatia cea
mai frecvent raportati a fost cea in codonul 634, urmata de cea in codonul 618. [34] In plus,
cisteina codonului 634 este un ™ hot spot” pentru sindromul MEN2A, p.Cys634Arg fiind cea

mai reprezentativa varianta patogena a codonului 634. [30]

Pe de alta parte, in grupul nostru de pacienti cu mutatii in gena RET, varianta
p-Cys634Trp a fost cel mai frecvent raportata. Predominanta acestei variante (p.Cys6347Tip)
in cohorta noastra ar putea fi considerata un ”founder effect”, deoarece aceasta varianta este

specifica tarii noastre si nu mai fost raportatd in nicio alta tara din Europa.
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Alte studii, cu populatii de origine Latina, care au raportat contextul genetic al PHEOs
asociate sindromului MEN2A au constatat ca varianta cea mai frecventd in cadrul MEN2A
a fost p.Cys634Gly (intr-o cohorta mare din Brazilia); respectiv p.Cys634Tyr intr-o cohorta
din Spania. In cohorta din Spania, p.Cys634Trp a fost asociatd cu o penetranti mai mici a
PHEO. Pe de alta parte, in restul bazinului Mediteraneean, in Italia, Grecia, Slovenia, Israel,

Cipru si Maroc cea mai frecventd varianta patogena a genei RET a fost p.Cys634A4rg. [35]

De asemenea, am identificat mutatii care nu au fost descrise anterior la pacientii cu
PPGLs, cum ar fi CASR sau FANCA. Printre pacientii cu VUS din cohortd existd unele
aspecte clinice sugestive pentru o forma ereditara a bolii, deci cu posibilitatea ca varianta sa
fie patogena. Pentru aceastd categorie de pacienti, ar trebui urmarite raportdri ulterioare,

chiar si teste functionale ale genelor, pentru a categorisi aceste variante ca fiind patogene.

In grupul sporadic, au existat pacienti cu trasituri de boal ereditard. In cazurile lor,

ar putea fi implicate alte gene care nu au fost incluse in panelul de gene.

Pacientii cu PPGLs functionale pot dezvolta complicatii care pun in pericol viata
pacientilor chiar si in cazul PHEO/PGL descoperite incidental. Printre evenimentele
amenintatoare de viatd descrise In cohorta noastra, cel mai frecvent raportatd a fost
cardiomiopatia Tako-Tsubo, urmatd de infarctul miocardic. Pacientii cu evenimente
amenintatoare de viata au prezentat valori mai mari de MN urinare comparativ cu pacientii
fara aceste complicatii. Pacientii cu evenimente amenintatoare de viata sunt diagnosticati la

o0 varsta mai tanara comparativ cu pacientii asimptomatici.

PHEOs bilaterale sunt cel mai frecvent asociate cu mutatia RET (9/15) varianta
p.Cys634A4rg sau VHL (3/15). In aceasta situatie, inainte de operatie, balanta de risc intre

insuficienta suprarenala si recurenta ar trebui evaluat cu atentie de o echipa multidisciplinara.

In concluzie, PPGLs au un determinism genetic ridicat, iar corelatiile genotip-fenotip
sunt intr-o continud dinamica. Desi diagnosticul genetic este realizat la aproximativ 75-80%
dintre acesti pacienti, etiologia genetica ramane neexplicata intr-un procent semnificativ de

cazuri.
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Studiul II

Putem concluziona ca in Romania, pacientii au un raport PHEO/PGL mai mare

comparativ cu pacientii flamanzi.

In ambele cohorte, procentul de cazuri ereditare a fost similar cu cel descris in
literatura.[ 14] Pacientii romani au prezentat mai frecvent mutatia RET p.Cys634Trp, in timp
ce pacientii flamanzi au prezentat varianta patogena SDHD c.170-1 G>T. Contextul genetic
al cohortei flamande este o situatie asteptata, intrucat multe studii raporteaza o predominanta
a HNPGL asociate mutatiei SDHD, urmate de mutatiille SDHB in Tarile de Jos.[28], [36]
Acestea stipuleaza prezenta unui efect fondator al SDHD, ¢.274G>T; p.Asp92Tyr. [28]Cu
toate acestea, in cohorta Flamanda varianta de mutatie SDHD cel mai frecvent intdlnita a
fost SDHD c.170-1 G>T, un fapt care poate fi, de asemenea, considerat un efect fondator
pentru populatia flamanda. Dupa o cautare in literatura, nu am gasit studii despre profilul
mutational al pacientilor cu PPGL din Europa de Est. Doar un mic raport slovac a aratat o
predominantd a mutatiei RET in cohorta lor. Cu toate acestea, acest rezultat ar putea fi
influentat de faptul ca in centrul nostru, secventierea direct a genei RET este singurul test
genetic care poate fi efectuat. Mai mult, fiind un centru de referintd in endocrinologie din
Romaénia, majoritatea pacientilor diagnosticati cu noduli tiroidieni suspecti pentru carcinoma

medular tiroidian (CMT), sunt redirectionati catre centrul nostrum.

Pe baza acestui fond genetic, pacientii romani dezvolta mai frecvent PHEO bilaterale,
in timp ce pacientii flamanzi dezvoltd mai frecvent PGL multiple. In cadrul grupului de PGL,

HNPGL a avut proportii similare in ambele cohorte.

Pacientii din Belgia sunt diagnosticati incidental mai frecvent decat romanii, sugerand
o adresabilitate mai mare a acestora la serviciile medicale. PGL sunt cauzate mai frecvent de

o mutatie germinala decat PHEO, prin urmare, PGL sunt descoperite la o varsta mai tandra.

Pacientii din grupul PHEO au prezentat mai des complicatii cardiovasculare, datoritd

ratei de 100% a functionalitatii, comparativ cu PGL.

Mutatiile somatice pot duce la forme agresive ale bolii, prin urmare, pacientii cu PPGL
aparent sporadic, dar cu un comportament agresiv, ar trebui testati pentru mutatii somatice.
In plus, laboratoarele de diagnostic genetic ar trebui s creeze un panou de gene personalizat
in care sa poatd include gene noi descoperite, cum ar fi FH, SLC25411, GOT?2 si altele, cel

putin pana cand secventierea exomului/genomului este disponibild in mod uzual.
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Aceasta variabilitate clinica si geneticd dependentd de zona geografica ar putea duce
la concluzia ca PPGL au un determinism geografic si mai ales istoric in manifestarea

genetica.
Studiul 11T

Acest studiu a subliniat comportamentul heterogen al pacientilor cu PPGL metastatic.
Procentul de pacienti cu PPGL metastatic este acelasi cacel din literaturd.[17] In ciuda
faptului ca in literaturd PGL sunt adesea asociate cu boala metastatica, in cohorta noastra,
majoritatea pacientilor aveau PHEO. Am observat o predominantd a femeilor diagnosticate
cu PPGL metastatic. Varsta medie la diagnosticul PPGL metastatice, nu difera fatd de varsta
medie a pacientilor cu PPGL non-metastatice.
Pacientii cu PPGL metastatic au dimensiuni mai mari ale tumorii primare in comparatie cu
cazurile non-metastatice. Metastazele pot aparea chiar si la 10 ani de la primul diagnostic,
prin urmare, se recomanda o monitorizare atenta pentru pacientii cu risc de a dezvolta un
PPGL metastatic: varsta mai inaintata la diagnostic, sex masculin, metastaze sincrone, valori

crescute de dopamina, dimensiuni tumorale mai mari de 6 cm si/sau scor PASS >4. [23]

Cele mai comune locuri de metastaze sunt ficatul, plamanii si oasele, dar ele pot aparea
si in locuri neobisnuite, cum ar fi ochii sau vezica urinara. In cohorta noastrd, majoritatea
PPGL metastatice nu au fost cazuri ereditare. De asemenea, am observat ca mutatiile RET

pot fi asociate cu forme agresive de PPGL, un aspect neasteptat.
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VII. Contributii personale si directii viitoare de cercetare

Aceasta lucrare este primul studiu care cuprinde un numar mare de pacienti si care
descrie In amanunt genotipul pacientilor cu feocromocitom si paragangliom din Romania si
din Europa de Est. Prin aceasta lucrare, am obtinut o imagine obiectiva asupra corelatiilor

genotip-fenotip la pacientii cu PPGL din Romania.

Unul din rezultatele importante ale acestui studiu este identificarea unui “founder

effect” specific tarii noastre, care nu a fost observat in alte tari europene.

Prin comparatia realizatd intre cohorta Romanesca si cea Flamandd, am evidentiat
variabilitatea gentica si implicit clinica a pacientilor cu PPGL din doua regiuni geografice si

istorice diferite.
Urmatoarele aspecte reprezinta concretizarea practica a acestei lucrari:

A. Monitorizarea periodica cu evaludri clinice, biochimice si imagistice conform

ghidurilor internationale a pacientilor cu antecedente personale de PPGL.

B. Cresterea constientizarii importantei screeningului genetic pentru detectarea
timpurie (incd din copilarie) a genelor mutante la rudele de gradul intai ale

pacientilor puratatori de mutatii germinale asociate PPGLs.

C. Inregistrarea pacientilor romani cu PPGL in baza de date a ENSAT (European
Network for the Study of Adrenal Tumors), aspect care ne-a permis sa participdm

la diverse proiecte de cercetare si grupuri de lucru in cadrul retelei ENSAT.

D. Implementarea testului NGS (Next-Generation Sequencing) pentru toti pacientii
diagnosticati cu PPGL in Romania. In prezent, testul NGS este disponibil la
Institutul National de Endocrinologie ‘CI Parhon’, dar doar pentru cazurile

selectate.

Directii viitoare: Urmatorul pas al acestui proiect este sa efectudm screeningul genetic

la toate rudele de gradul intai ai pacientilor cu PPGL si mutatie germinala confirmata.

Pentru purtdtorii de mutatii, vom continua monitorizarea clinicd, biochimica si
imagisticd diagnosticul mai precoce al bolii si prevenirea evolutiei bolii catre un stadiu
avansat. Consilierea geneticd joaca un rol crucial in aceastd fazd; managementul PPGLs

urilor necesitand o abordare translationala.
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O atentie speciald in viitor va fi acordata pacientilor cu NF1 diagnosticati in maim
multe centre din Bucresti dar si din alte centre din tard. Ne dorim sa abordam 1n mod practice
aspectele clinice ale acestui sindrom si sa realizdm screeningul pentru PHEO la acesti

pacienti.

O alta directie de cercetare este sa investigam aspectele clinice si imunohistochimice
ale PPGL metastatice pentru a dezvolta un scor mai bun de predictibilitate a potentialului

metastatic i pentru a explora mai amanuntit optiunile terapeutice pentru acesti pacienti.

Presupunand ca aceastd lucrare si-a atins obiectivele si a adus o noud perspectiva
asupra importantei testarii genetic la pacientii cu PPGL din Romania, speram cd aceasta
lucrare va fi o piatra de temelie pentru utilizarea ulterioara a NGS ca practica curenta pentru

pacientii cu boli rare, cum ar fi PPGL.
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