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1.Introduccion

® Origen: en cresta neural(células cromafines)—> desarrollo de
paraganglios simpaticos y parasimpaticos

® Médula suprarrenal->feocromocitomas
® (anglios espinales—> paragangliomas

® [ocalizacion:
® Térax y abdomen(S)->secreciéon de catecolaminas
® (Cabezay cuello(PS)>no secretores

® Prevalencia:0.2-0.69%, de pacientes con HTA




1.Introduccion

® Mayoria benignos (SG 10 afios 96%)

® 109 de feocromocitomas y hasta 409 de
paragangliomas desarrollan metastasis>SG <509

5 afos
® | a presencia de mutacion germinal SDHB es el Unico
criterio fuertemente asociado a un mayor riesgo de

metastasis (RR 2,7)




1.Introduccidn

® Gran determinismo genético

-y Tienen el mayor grado de heredabilidad
conocido en las neoplasias humanas

® Hasta un 409 con mutaciones en linea germinal

® Herencia AD (cuadros sindromicos)
e RET,VHL,NF1,SDHx,FH,TMEM127,MAX,KIF1 3

e Hasta un 309 presentan mutaciones somaticas
e RET,VHL,NF1,HIF2A,ATRX,HRAS




1.Introduccion

1950 1960 1970 1980 1990 1995 2000 2005 2010 2015

SDHC
SDHA
TMEM 127

Genetics
demonstrates that
PCC and PGL are
the same disease




1.Introduccioén

® E| cribaje sistematico de todos los genes
relacionados es caro y requiere mucho tiempo

— Se requieren algoritmos basados en la presencia de
patologias asociadas o rasgos clinicos o
moleculares caracteristicos

— Balance entre el coste del test y el impacto
psicolégico en el paciente y su familia al no
realizarlo




2.Sindromes familiares

® Historia familiar

e Edad de apariciéon precoz (24 afios vs 43 aflos en esporadicos)
® Bilaterales/metastasis
® Multifocales

® F[xtraadrenales

® Tincion SDHB/SDHA en pieza tumoral




Lancet Oncol. 2009 August ; 10(8): 764-771. do1:10.1016/51470-2045(09)70164-0.

An immunohistochemical procedure to detect patients with

paraganglioma and phaeochromocytoma with germline SDHB,

SDHC, or SDHD gene mutations: a retrospective and prospective
analysis

Sensibilidad 1009%,,Especificidad 849, para
la deteccion de mutacién SDHx

SDHA Immunohistochemistry Detects Germline
SDHA Gene Mutations in Apparently Sporadic
Paragangliomas and Pheochromocytomas

J Clin Endocrinol Metab, September 2011, 96(9):E1472-E1476




2.1Enfermedad de Von Hippel-
Lindau

e AD
® |[ncidencia 1/36000

® Manifestaciones iniciales en infancia o adolescencia
(media 26 afos)

® Cromosoma 3p25.Gen VHL es supresor de tumores




Two-hit model (hipétesis de
Knudson)

Two Hit Cell

Mutation 1
B uu One-Hit Cell
Hereditary | Hul ~ Normal Cell

Non Hereditary



2.1Enfermedad de Von Hippel-
Lindau

® Factores inducibles por hipoxia HIFa y HIF2a son
regulados por VHLp (permite su degradacidon por

proteosomas)

e HIPOXIA LIKE en VHL>Aumento de HIFlay

HIF2a—>transcripcidén proteica->angiogénesis
® Matriz extracelular

® Regulacién de cilios de centrosomas y microttibulos
® Control del ciclo celular




2.1Enfermedad de Von Hippel-

LI ndau -Gen supresor VHL

Feocromocitoma (frecuentemente
bilateral)

Paraganglioma(mediastinico,abdomin
al,pélvico)

Hemangioblastoma(cerebelo, tronco
encefalico,médula espinal)

Angiomas retinianos
Carcinoma renal de células claras

Tumores_neuroendocrinos
pancreaticos

Tumores del saco endolinfatico en el
oido medio

Cistoadenomas serosos de pancreas

Cistoadenomas de epididimo y
‘ligamento ancho

3p25-26).300 mutaciones
en linea germinal que
conllevan pérdida de

funcién de la proteina
(989 missense)

|
i

m



2.2 MEN 2

® AD con alta penetrancia

e RETp es un receptor de TK->crecimiento y diferenciacion de
distintos tejidos (cresta neural)

® Ligandos GDNF TNT, artemina, persefina
+cofactores>dimerizaciéon de ret-
autofosforilacion>ACTIVACION

® Mutaciones en linea germinal->ganancia de funcién




RET receptor tyrosine kinase: normal situation

No ligand binding: no signal
RET and co-receptor GFRa

in monomeric form

- No activation of RET kinase

- No signal transduction

- No cell division

Ligand binds to co-receptor
Interaction with co-receptor:
RET and RET dimerization

- Activation of RET kinase

- Signal transduction

- Normal cell division

GFRa: co-receptor glial cell line-derived neurotrophic factor-receptor family a.




MEN2a 95%

Cancer medular de
tiroides en todos
los pacientes

Feocromocitoma(b0

%)

Hiperparatiroidism
o primario(209%)

Liquen cutaneo

2.2 MEN 2

amiloide(5%)

MEN2b 5%

Céancer medular
de tiroides en
todos los
pacientes
Feocromocitoma(
50%)

Neuromas
mucocutaneos

Deformidades
éseas

Laxitud articular
Ganglioneuromas
intestinales(mega
colon
hipergangliénico
Mielinizacion de
nervios ¢ ‘



Dd MEN2 Y VHL

de HTA, paroxistica)

elevacion de normetanefrina

atecolaminas

* Menor expresién de tirosina hidroxilasa
* Menor expresién de PNMT
* Menores depésitos de epinefrina




2.3 Neurofibromatosis tipo 1

e AD (509 familiares)
® |ncidencia 1/2600-3000

® Mutaciones en gen NF1
(17g11.2)>Neurofibromina(p):

® Expresidon en cerebro,rildn,bazo y timo

® (GTPase activate proteins>ras p21->stem cell factor /
c-kit, nNTOR,MAPK

® [Escasa produccidon proteica (amplio espectro clinico)
® Penetrancia completa




2.3 Neurofibromatosis tipo 1
e AD

® Neurofibromas

® Manchas café con leche

e Efélides axilares e inguinales

® Hamartomas en iris(nédulos de Lisch)
® Anomalias 6seas

® Gliomas SNC

e Déficit cognitivos |

tumores secretores de catecolaminas




2.4 Paraganglioma familiar

® Complejo SDH (supresor de tumores)—~> control del
metabolismo energético (enzima del ciclo del acido
tricarboxilico y complejo Il de la cadena
respiratoria mitocondrial)

e SDHD(11g23)

e SDHB (1.p36.1-35)
e SDHC(1g21)

e SDHAF2(11q12.2)
e SDHA*




2.4 Paraganglioma familiar

® (Cabeza y cuello (menos frecuentes
en térax,abdomen,pelvis y vejiga)

® Secrecién en funcién de
localizacién(cabeza y cuello 59/
abdomen 50%) Si as temprano

as malignos y

® |mprinting materno/alta
. penetrancia paterna en SDHD vy




mutant male normal mutant female

14

AV 4

mutant allele normal normal allele
imprinted one allele active imprinted
no phenotype one allele imprinted mutant phenotype




3.0tras mutaciones en linea
germinal

e TMEM127:

® Feocromocitoma familiar y / \ / "\ Cytoplasm
esporadico @—I@ @ N
® Regulador negativo de la N

proteina mTOR (11/547-2%

en feocromocitoma @ i
esporadico-tumor adrenal Amino X
unilateral con historia familiar ' | acids @
negativa) Glucose

e MAX:
® [Feocromocitoma familiar

/ 1
Protein

0—

Lipid and fatty
e _Componente de MYC-MAX- : ;
MXD , factores de translation acid synthesus
transcripcion que regulan la l
proliferacién,diferenciacion y
apoptosis celular. Glucose Nucleic acid
. 8.5% pacientes con sospecha uptake synthesis
de feocromocitoma familiar

Nature Reviews | Cancer




3.0tras mutaciones en linea germinal

Gernl tations in FH conf disnosit ® Pérdida de funcién
ermiine mutations Iin FA conier preaisposition de Fumarato

to malignant pheochromocytomas and Hidratasa(FH)

araganqliomas
paragang ® Modificaciones

Luis Jaime Castro-Vega"®', Alexandre Buffet"23", Aguirre A. De Cubas®', Alberto Cascon® epigenéticas
Meélanie Menara'2, Emmanuel Khalifa"2%, Laurence Amar'6, Sharona Azriel’, .
Isabelle Bourdeau®, Olivier Chabre®, Maria Currds-Freixes*, Valérie Franco-Vidal similares a las de

Marine Guillaud-Bataille", Christophe Simian®, Aurélie Morin'2, Rocio Leton*?, SDHB
Alvaro Gomez-Grafia®, Patrick J. Pollard™, Pierre Rustin®®, Mercedes Robledo*s:, ,
Judith Favier®* and Anne-Paule Gimenez-Roqueplo'23+: ® Fenotipo

metastasico,
Human Molecular Genetics, 2014, Vol. 23, No. 9 multiples tumores




3.0tras mutaciones en linea germinal

Whole-Exome Sequencing Identifies MDH2 asaNew ~ ® MDH2 asociado al
desarrollo de
neuroblastomas-
Alberto Cascon’, Ifiaki Comino-Méndez', Maria Curras-Freixes, Aguire A. de paragangliomas
Cubas, Laura Contreras, Susan Richter, Mirko Peitzsch, Veronika Mancikova,

Lucia Inglada-Pérez, Andres Pérez-Barrios, Maria Calatayud, Sharona Azriel, ® (Gen supresor de

Familial Paraganglioma Gene

Rosa Villar-Vicente, Javier Aller, Fernando Setién, Sebastian Moran, Juan tumores

F. Garcia, Ana Rio-Machin, Rocio Leton, Alvaro Gomez-Grafia, Maria Apellniz-

Ruiz, Giovanna Roncador, Manel Esteller, Cristina Rodriguez-Antona, e Alteracién en el
Jorgina Satristegui, Graeme Eisenhofer, Miguel Urioste, Mercedes Robledo ciclo de

Krebs—>Desarrollo
JNCI ] Natl Cancer Inst (2015) 107(5): djv053 tumoral




Pheochromocytoma and
Paraganglioma:

An Endocrine Society Clinical Practice Guideline

PPGL
diagnosis
Syndromic
presentation [L 2 veted genetic testing
» Metastatic |—»| SDHB —-[ SDHD, SDHC, VHL, MAX
v
Nonmetastatic

| Skull base and neck p—»| SDHD, SDHB, SDHC

Dopaminergic SDHB, SDHD, SDHC

—» Extra-adrenal

Noradrenergic (—» SDHB, SDHD, SDHC, VHL, MAX

\ 4

~*| Dopaminergic SDHD, SDHB, SDHC

Noradrenergic [™® VHL | SDHD, SDHB, SDHC, MAX

\ 4

—> Adrenal

=# Adrenergic |- RET |»| TMEM127, MAX




Recommendations for somatic and germline genetic
testing of single pheochromocytoma and
paraganglioma based on findings from a series

of 329 patients
Curras-Freixes M, et al. J Med Genet 2015;52:647-656. doi:10.1136/jmedgenet-2015-103218
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4.1.Perfiles de expresién génica

® Cluster 1 (NA): SDHx, VHL,FH-> Vias hipoxia-
depend/entes%eshmuIaC|on de angiogénesis y
organizacion de la matriz extracelular/inhibicion
de genes implicados en cadena de transporte de
electrones (ciclo de Krebs)

e SDHx,FH-> EMT (transicién epitelial>mesenquimal)
e VHL >Glucdélisis (efecto Warburg)

® Cluster 2 (NA y A):genes que codifican proteinas
ue activan la Via de las quinasas

ETNF1,TMEM127,MAX,HRAS,MET=>Vias RAS/MAPK/
IGF-l%EstimuIacién de Ia diferenciaci(’)n neuroendocrina




|
1
Molecular C1B C2C
Subgroups
Driver Mutations VHL RET, NF1, TMEM127, MAX, HRAS
> lp; '3q +7pq
Copy Nu‘mber -3pq, -11p 1p,-3q,-179 Copy-neutral LOH
alterations of 14q32
. Hypermethylation Hypomethylation
DNA Methylation within and 0“[:,‘3,\ CpGs outside CpGs Genome-wide hypomethylation of high amplitud outside CpGs
Changes Silencing of PNMT Silencing of PNMT
miRNA miR-182/96/183 miR-483 IRET)
o miR-210 miR-133a,b miR-488 Downregulation ¢ 1EG2
! 8d ynregulation of DLK-MEG3
Dysregulations miR-34 miR-885
miR-210

Expression Signatures Hypoxia and angiogenesis RAS/MAPK signaling
IGF1 signaling
EMT Glycolysis

Malignancy
Differentiation




4.2.Patron de inestabilidad
genémica

e Alteracidon en el nUmero de copias y/o perdida de
heterocigosidad

® Deteccidon de drivers complicada. Alteraciones amplias
mas frecuentes que las focales.

® Grado de inestabilidad gendmica baja (15%)

® Probablemente no es el principal mecanismo de
tumorogénesis <




4.3.Caracterizacion de mutaciones
somaticas

Escasos estudios (sélo 2
estudios sistematicos han
intentado caracterizarlas a
larga escala):
® 30 muestras, SDHx y
esporadicos

® 36 feocromocitomas y 4 PGL

funcionantes " =
Distribution

of somatic

mutations
Baja tasa mutacional (similar a
meduloblastomas,neuroblasto
mas y ependimomas)

® Apariciéon temprana

® Transiciones C>T. Factor
ambiental poco relevante




4.4.Modificacion en la metilacidon
del ADN

e SDHX :Hipermetilacién

e VHL:Metilacion acotlides
intermedia AON de
normal

Histonas

o RETNF1,TMEM127,MAX y o
HRAS:Hipometilacién mw

EPIGENETICA>REQUIERE
MAS INVESTIGACION




4.5.Modificaciones en el MiRNA

MiRNA: Moléculas de ARN de 18-22 nucleétidos que estan implicados en
la regulacion de la expresidén génica a nivel post-transcripcional

Apoptosis

Proliferacién

Diferenciacién

Metastasis

Oncogenes/genes supresores de tumores

Escasos estudios.

mMiR-183->SDHB (permite dd con no SDHB)
miR-133b>VHL

mMiR-488 y miR-885-5p>RET

miR-137 ymiR-382>MAX

Relacion de miR183/96 con la activacién EMT->PCC/PGL maligno

Aun en investigacion el papel de los miRNA en la tumorogénesis.Se P
sugiere relacién con via MAPK e



4.6.Aplicaciéon en la medicina
de precision

* Importantes implicaciones—>actuaciéon sobre vias especificas

® Farmacos antiangiogénicos en tumores hipervascularizados
metastasicos como SDHx,VHL (ITK —sunitinib,axitinib)

e SDHB hipermetilado-via O6-metilguanina-DNA
metiltransferasa—>farmacos alquilantes (temozolamida)

125 Hadoux J, Favier J, Scoazec JY, Leboulleux S, Al Ghuzlan A, Caramella C et al.
SDHB mutations are associated with response to temozolomide in patients with
metastatic pheochromocytoma or paraganglioma. Int J Cancer 2014; 135:
2711-2720.

® Reversion de la metilaciéon en SDHB,FH->Decitabina




S A 5 B BB RRR




4.7.Secuenciacion masiva

Técnica Sanger tradicional es costosa y lenta—>analisis de un
solo gen

NGS permite el anélisis simultaneo de varios genes—>rapida y
coste efectiva

Inclusién de genes menos comunes—>mejor conocimiento de
la prevalencia real de las mutaciones y sus fenotipos
asociados

Posibilidad de realizarlo en DNA de linea germinal, tejidos
parafinados

Deteccion de biomarcadoresde respuesta y
resistencia—>Ajuste preciso del tratamiento

Papel del ADN circulante??



5.Diagnoéstico preimplantacional

sthema oromsomas Agencia Estatal Boletin Oficial del Estado

Orden SSI1/2065/2014, de 31 de octubre de 2014,
por la que se modifican los anexos |, |l y |ll del Real
Decreto 1030/2006, de 15 de septiembre, por el
que se establece la cartera de servicios comunes
del Sistema Nacional de Salud y el procedimiento
para su actualizacion.



5.Diagnéstico preimplantacional

1.° DGP con finalidad de prevencién de la transmisiéon de enfermedades o
trastornos de origen cromosémico o genético %raves, de aparicion precoz y no
susceptibles de tratamiento curativo con arreglo a los conocimientos cientificos
actuales, con objeto de llevar a cabo la seleccién embrionaria de los
preembriones no afectos para su transferencia.

i) Las situaciones que pueden dar lugar a DGP con finalidad preventiva son:

- Enfermedades monogénicas susceptibles de diagnéstico genético preimplantatorio.

— Anomalia cromosémica estructural o numérica materna o paterna.
i) EI DGP se realizara con este fin cuando se cumplan los siguientes criterios especificos:
— exista alto riesgo de recurrencia de la enfermedad presente en la familia,

— el trastorno genético genere graves problemas de salud, es decir, que la enfermedad de base genética comprometa la
esperanza y/o calidad de vida por producir anomalias congénitas, discapacidad intelectual, sensorial o motora, no
susceptibles de un tratamiento curativo con arreglo a los conocimientos cientificos actuales.

— el diagndstico genético sea posible y fiable, e incluya un informe de consejo genético donde se especifique el estatus
genético de la pareja o familia consultante en relacién a la enfermedad y la identificacién del gen implicado, la mutacién
responsable y la certeza de la relacién fenotipo/genotipo.

izar un procedimiento de fecundacién in vitro/inyeccién espermati
ulacién ovarica control



6.Realidades/Limitaciones
actuales

Sigue siendo complicado prevenir |a |
malignizacién.Desconocemos las alteraciones moleculares
que causan el fenotipo mas agresivo de SDHB

Radiologia:RNM de cuerpo entero/inasumibles por areas

Medicina nuclear: Coste y perdurabilidad de trazadores (18 F-
DOPA)

Genética: Demora de estudios/coste/viabilidad real del
diagndstico preimplantacional

Nifos:;Cuando empezar el screening? Importancia de los
comités de bioética de los distintos hospitales




7.Conclusiones

® Durante los Ultimos 15 afos se han identificado al
menos 12 genes que explican un 709 de los casos
de PPGL

® Se ha modificado de forma absoluta el
conocimiento de esta enfermedad—->El estudio
gendmico ha revelado el efecto de genes
predisponentes sobre distintos perfiles moleculares

somaticos

® Se abre la puerta de la medicina de precisiéon




LOCALIZACION FRECUENTE DEL FEOCROMOCITOMA EXTRADRENAL

ZUCKERKANDL



