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VII. Samenvatting
I. Introductie

Enkele jaren geleden is de multidisciplinaire aanpak van het Leids Universitair Medisch
Centrum (LUMC) ten aanzien van patiénten met hoofd-hals paragangliomen (head and
neck paragangliomas, HNPGL) uitgebreid. Er werd besloten alle HNPGL patiénten die de
afdelingen KNO, endocrinologie en/ of klinische genetica consulteerden te screenen op
overmatige catecholamine excretie volgens een gestructureerd protocol. Het doel van de
inclusie van alle HNPGL patiénten was om de klinische en biochemische karakteristieken
van deze patiénten verder te onderzoeken. De initi€le screening bestaat uit het bepalen van
de uitscheiding van catecholamines en de O-gemethyleerde metabolieten in 24-uurs urine in
duplo. Deze screening wordt elke twee jaar uitgevoerd.. Patiénten met een verhoogde
catecholamine excretie, ondergaan additioneel onderzoek in de vorm van 2. MIBG
scintigrafie en MRI en/ of CT om additionele (extra-) adrenale paragangliomen uit te
sluiten.

In dit proefschrift beschrijven we de genetische, biochemische en klinische karakteristieken
van patiénten met hoofd-hals paragangliomen. Als aanvulling op het meten van de
catecholamine excretie in de urine, hebben we de plasma concentraties gemeten van de
catecholamine metabolieten en vervolgens bepaald welke test de hoogste sensitiviteit
behaalde. Verder hebben we de rol van het chromogranine A als tumor marker geévalueerd
in patiénten met HNPGL.

In een eerdere studie, uitgevoerd door Bas Havekes ef al. werd een verband gelegd tussen
glomus caroticum tumoren en slaap gerelateerde klachten. Om deze slaap gerelateerde
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klachten verder te specificeren hebben we patiénten met bilaterale glomus caroticum
tumoren gescreend op slaapapneusyndroom.

II. Prevalentie van mutaties van succinaat dehydrogenase in Nederland

Hereditair paraganglioom syndroom wordt veroorzaakt door mutaties in het succinaat
dehydrogenase (SDH) gen. De familie van SDH genen (SDHA, SDHB, SDHC en SDHD)
coderen voor de vier subunits van complex II van de mitochondriéle elektron transport
keten. SDH is betrokken bij energie metabolisme als component van de citroenzuur cyclus.
SDH zet succinaat om in fumaraat en dient als bron voor elektronen tijdens de
mitochondriéle respiratie, als complex II van de elektron transport keten. Omdat 30% van
de patiénten met een veronderstelt sporadisch hoofd-hals paraganglioom een SDHx mutatie
hebben, moeten alle patiénten met hoofd hals paragangliomen moleculair genetisch
gescreend worden. Het LUMC is een toegewijd verwijs centrum voor patiénten met
paragangliomen in Nederland. Omdat bijna alle DNA samples van Nederlandse
paraganglioom patiénten in het LUMC geanalyseerd worden, zijn de uitkomsten van deze
analyse representatief voor de SDHx mutatie frequentie prevalentie in Nederland. Analyse
van 692 patiénten met paragangliomen en feochromocytomen en hun familieleden
indiceren dat de meerderheid van de mutaties in SDH subunits of cofactoren gelegen zijn in
het SDHD gen, gevolgd door het SDHB en het SDHAF2 gen mutaties, terwijl mutaties in
het SDHC gen zeer zeldzaam zijn. De meerderheid van de SDH mutatie dragers in
Nederland heeft één specifiecke mutatie in het SDHD gen, de p.Asp92Tyr mutatie
(hoofdstuk 2). Deze mutatie komt voor bij 69% van alle SDH mutatie dragers.
Verscheidene grote families, woonachtig in het westen van Nederland zijn in verband
gebracht met deze mutatie en een sterk ‘founder’ effect is aangetoond (1). Vergeleken met
de hoge prevalentie van SDHD mutaties in Nederland (87%), komen SDHB mutaties veel
minder vaak voor (6%). De meerderheid van de SDHB mutatie dragers heeft ook één van
de twee bekende Nederlandse founder mutaties: ¢.423+1G>A of ¢.201-4429 287-933del
(2;3).

Deze resultaten verschillen van de uitkomsten van andere internationale studies. Deze laten
of een tweevoudig hogere frequentie van SDHB mutatie dragers (4), of een tweevoud
hogere frequentie van SDHD mutatie dragers (5), of ongeveer gelijke aantallen (6;7).
Echter, geen van deze studies laat een 14-voudig verschil zien, zoals in Nederland. Dit
verschil in mutatie prevalentie kan worden verklaard door de ongewone sociale en
demografische geschiedenis van ons land, factoren die hebben bijgedragen aan de
prevalentie van een opmerkelijk aantal founder mutaties in andere genen (8). In Nederland
was er een aanzienlijke endogamie, huwelijk binnen groepen. Deze groepen werden
gedefinieerd door religieuze, geografische of linguistische isolatie of door een combinatie
van deze factoren (9). De isolatie van gemeenschappen, vanwege religieuze barrieres, was
waarschijnlijk de meest langdurige factor, welke voortdurende tot in de twintigste eeuw,
maar beroeps- of geografische isolatie waren ook belangrijke factoren. Dit obstakel tegen
gemengde huwelijken leidde tot genetisch geisoleerde populaties. Deze populaties
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faciliteren de proliferatie van founder mutaties en de welbekende Nederlandse founder
mutatie p.Asp92Tyr, laat ook tegenwoordig nog een specifieke geografische focus zien
(10). Het gebied dat de grootste p.Asp92Tyr gerelateerde familie laat zien bleef ook
katholiek, ondanks de aanzienlijke dominantie van het protestantisme in de omliggende
gebieden. De prevalentie van deze specificke SDHD mutatie is daarom waarschijnlijk het
gevolg van endogamie en dit effect is waarschijnlijk vergroot door de gelimiteerde migratie
en snelle groei van de populatie in de 20° eeuw (11). De afwezigheid van dit effect bij
SDHB dragers is waarschijnlijk het effect van kans.

Klinische implicaties: Omdat SDHB, SDHC, SDHD en SDHAF2 mutaties elk resulteren in
een verschillend fenotype, met verschillende wijzen van overerving, penetrantie,
verschillende risico’s op feochromocytomen, en op maligne paragangliomen, is de
identificatie van het aangedane gen essentieel in het bieden van adequate genetische
counseling aan de individuele patiént met paragangliomen. Er bestaan verschillende
algoritmes om de juiste volgorde van testen van gen mutaties te bepalen, met het doel het
testen van mutaties zo effectief en kosten besparend te verrichten (12;13). Deze algoritmes
zijn zeer nuttig bij het bepalen van het traject van mutatie testen, maar deze algoritmes zijn
niet zonder meer universeel toepasbaar, omdat de a priori kans op het vinden van een
mutatie in een specifiek gen verschilt van land tot land. Kennis van regionale verschillen in
de prevalentie van deze mutaties zal het opstellen van screenings protocollen toegepast op
een specifieke regio faciliteren.

I11. Biochemische screening van patiénten met hoofd-hals paragangliomen

Hoofd-hals paragangliomen (HNPGL) produceren catecholamines. Erickson et al
rapporteerden dat 4% van de benigne HNPGL hyperfunctioneel waren. In 2005
concludeerden van Houtum e al. dat de prevalentie van catecholamine producerende
paragangliomen in onze SDHD-gerelateerde HNPGL patiénten veel hoger was dan eerder
werd verondersteld (15). In zijn studie werd gerapporteerd dat 15 van de 40 patiénten
(37.5%) een verhoogde uitscheiding van catecholamines in de urine had. Een
feochromocytoom of (extra-) adrenaal paraganglioom werd aangetoond in 8 van deze 15
patiénten (20%). Dit indiceerde dat HNPGL verantwoordelijk zouden zijn voor een
verhoogde urinaire catecholamine excretie in ongeveer 17.5% van de geincludeerde
casussen. Het is belangrijk te vermelden is dat er geen associatie was tussen de mate van
catecholamine excretie en klachten die veroorzaakt zouden kunnen worden door
catecholamine exces.

In hoofdstuk 3 beschrijven we de resultaten van de biochemische screening in een veel
grotere serie van patiénten: 136 patiénten met HNPGL. Negenendertig (29%) van de 136
geincludeerde patiénten had een verhoogde catecholamine excretie in de urine. De
meerderheid van de patiénten met een biochemisch actieve tumor (31 van de 136 patiénten,
23%) had een verhoogde excretie van 3-methoxytyramine (3MT) in de urine, geassocieerd
met een verhoogde dopamine excretie. Patiénten met een verhoogde 3MT excretie hadden
significant meer klachten van palpitaties, zweten, collaps en een hogere polsfrequentie. Een
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verhoogde 3MT excretie was niet geassocieerd met een specifiek type HNPGL of een
specifiek genotype.

Het meten van plasma metanefrine concentraties is de optimale biochemische test met de
hoogste sensitiviteit en specificiteit voor het aantonen van een feochromocytoom (16). In
hoofdstuk 4 bespreken we de testgevoeligheid van plasma vrije metanefrines, inclusief
3MT, versus de excretie van catecholamines en metanefrines in de urine om een
biochemisch actieve HNPGL aan te tonen. We screenden 124 HNPGL patiénten op een
verhoogde catecholamine secretie door het meten van (nor)metanefrine, (nor)adrenaline,
vanillylmandelic acid (VMA), dopamine en 3MT in 24-uurs urine en (nor)metanefrine en
3MT in plasma. Plasma 3MT concentraties waren verhoogd in 35 van de 124 patiénten
(28%) en de excretie van 3MT in 24-uurs urine was verhoogd in 30 patiénten (24%)
(p=0.13). Gecombineerde plasma metanefrine concentraties (NMN, MN, 3MT) waren
verhoogd in 41 patiénten (33%), terwijl deze parameters bij 33 patiénten in de 24-uurs urine
verhoogd waren (27%, p<0.05). De beoordeling van plasma concentraties van de vrije
metanefrines en 3MT indiceren een hoger aantal biochemisch actieve HNPGL dan het
meten van de gedeconjugeerde metabolieten in 24-uurs urine. Onze data tonen aan dat het
meten van gedeconjugeerd 3MT in de 24 uurs urine en het vrije 3MT in plasma geen
significant verschil in aantal biochemische actieve HNPGL aantonen.

Klinische implicaties: onze resultaten indiceren dat het percentage HNPGL patiénten met
een biochemisch actieve tumor aanzienlijk hoger is dan werd vermeld in eerdere studies,
die het 3MT niet beoordeelden. Wij toonden aan dat slechts een klein deel van de patiénten
met een verhoogde 3MT excretie in de urine ook een verhoogde dopamine excretie in de
urine hadden. Daarom is de meting van 3MT in de urine een sensitievere marker voor het
aantonen van een dopamine producerend paraganglioom dan de meting van dopamine
excretie in de urine. We zagen een verschil in klinische manifestaties tussen patiénten met
een verhoogd 3MT en een normaal 3MT. De test sensitiviteit van plasma vrij 3MT is gelijk
aan de sensitiviteit van het meten van gedeconjugeerd 3MT in de urine. Het meten van de
plasma vrije metanefrines (NMN, MN, 3MT) indiceert een hoger aantal biochemisch
actieve HNPGL vergeleken met het meten van deze metabolieten in gedeconjugeerde vorm
en catecholamines in 24-uurs urine.

IV. Chromogranine A als tumor marker voor patiénten met hoofd-hals
paragangliomen

Hoewel HNPGL catecholamines kunnen produceren en uitscheiden (17;18), toonden we
recent aan dat slechts 29% van deze patiénten een verhoogde catecholamine excretie
hadden in 24-uurs urine (19). De meerderheid van deze patiénten heeft dus een
biochemisch inactieve tumor en de klinische karakteristieken van deze HNPGL patiénten
kan alleen met behulp van beeldvormend onderzoek aangetoond worden. Chromogranine A
is een secretoir proteine afkomstig uit neuro-endocriene cellen dat de chromaffiene granuul
biogenese faciliteert, belangrijk voor de opslag van catecholamines. CgA wordt samen met
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de catecholamines uit neurosecretoire blaasjes gesecerneerd (22). Plasma CgA is een
bruikbare tumor marker voor patiénten met feochromocytomen (23-29). Verhoogde plasma
levels van chromogranine A zijn aangetoond bij enkele patiénten met HNPGL, hetgeen past
bij de aanwezigheid van secretoire granules in HNPGL (30). In hoofdstuk S presenteren
we de resultaten van de metingen van plasma CgA in patiénten met erfelijke HNPGL.
Plasma CgA concentraties waren verhoogd in slechts een klein deel van de patiénten met
HNPGL.: slechts 16% van alle patiénten had een verhoogd plasma CgA. Van de patiénten
met een biochemisch inactieve tumor had slechts 15% een verhoogd plasma CgA
concentratie. Daarom zijn de praktische implicaties van de bepaling van plasma CgA
spiegels bij patiénten met HNPGL beperkt. Er was een positieve correlatie tussen de urine
excretie ratio’s van noradrenaline en normetanefrine en plasma CgA concentraties. We
vonden echter geen associatie tussen urine excretie van 3MT en dopamine enerzijds en
plasma CgA concentraties anderzijds. Dit betekent dat verhoogde plasma CgA
concentraties geassocieerd zijn met een verhoogde noradrenerge activiteit, maar niet met
een verhoogde dopaminerge activiteit. Dit zou betekenen dat de secretie van noradrenaline
verschilt van de secretie van dopamine uit HNPGL. Echter, de precieze rol van
chromogranine A in het monoaminen sorterings proces in de chromaffiene cellen blijft nog
steeds onduidelijk en verder onderzoek is nodig om de rol van CgA in het sorteren en
transporteren van dopamine in de secretoire granules uit te zoeken.

V. Feochromocytomen opgespoord met biochemische screening van patiénten met
een genetische predispositie presenteren zich anders dan sporadische
feocromocytomen die ontdekt worden bij patiénten met symptomen

Feochromocytomen zijn zeldzame neuro-endocriene tumoren afkomstig van chromaffien
weefsel uit de adrenale medulla (31). Een feochromocytoom kan veroorzaakt worden door
kiemcel mutaties in het Von-Hippel Lindau gen (VHL), het RET gen (MEN2), het
neurofibromatose type I gen (NF1), of één van de SDH genen die coderen voor subunits B,
D en C van het mitochondriale succinaat dehydrogenase (32-38). Vanwege deze erfelijke
predispositie, worden patiénten met kiemcel mutaties in de VHL, RET, NF1 en SDHx
genen gescreend op de ontwikkeling van een feochromocytoom. In hoofdstuk 6
vergelijken we de verschillen in presentatie, behandeling, en langdurige follow-up van
patiénten met feochromocytomen als gevolg van een erfelijk syndroom opgespoord met
biochemische screening vergeleken met patiénten met sporadische feochromocytomen.
Patiénten met erfelijke tumoren presenteerden zich in een eerder stadium van tumor
vorming met kleinere tumoren. De mate van catecholamine excretie is gecorreleerd aan
tumor diameter. Daarom hadden de patiénten met erfelijke tumoren een lagere
catecholamine excretie in de urine en presenteerden zij zich met minder symptomen dan de
patiénten met sporadische tumoren. Ondanks deze verschillen in biochemische activiteit en
de grootte van de tumoren was er geen verschil tussen beide groepen ten aanzien van
perioperatieve complicaties. Waarschijnlijk was dit het gevolg van nauwkeurige pre- en
(peri-)operatieve zorg met nauwkeurige titratie van alfa- en beta-receptor blokerende
medicatie. Langdurige follow-up toonde additionele manifestaties van de ziekte aan in
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beide groepen patiénten. In de patiéntengroep met een aangetoonde erfelijke predispositie
ontwikkelden verscheidene patiénten een feochromocytoom in de contralaterale bijnier,
voornamelijk bij de patiénten met MEN 2A syndroom (39). In de sporadische groep waren
er verscheidene patiénten met een maligne feochromocytoom. Langdurige follow-up is
geindiceerd van alle patiénten met feochromocytomen, ongeacht de initi€le presentatie.

Klinische implicaties: patiénten met een verhoogd risico op het ontwikkelen van een
feochromocytoom moeten regelmatig gescreend worden. De diagnostische test van keuze is
het meten van de gefractioneerde metanefrines in plasma en/ of urine (40). Patiénten met
een SDHx mutatie, MEN 2A of Von-Hippel Lindau worden geadviseerd zich om de één of
twee jaar te laten screenen (termijn is afhankelijk van het type mutatie) op de ontwikkeling
van een feochromocytoom. In het geval van een verhoogde catecholamine excretie in
plasma of urine, moet er aanvullend beeldvormend onderzoek verricht worden om de laesie
op te sporen (41-44). De prevalentie van feochromocytomen is laag bij patiénten met
neurofibromatose en daarom wordt screening niet geadviseerd aan alle patiénten, maar is
screening wel gerechtvaardigd in die patiénten met hypertensie of degenen die provocatieve
interventies ondergaan, zoals chirurgie of zwangerschap (45). De leeftijd waarop screening
gestart moet worden wordt bepaald door de specifieke gen mutatie (46).

VI. Glomus caroticum tumoren en slaap gerelateerde klachten

Kwaliteit van leven studies uitgevoerd onder patiénten met hoofd-hals paragangliomen
rapporteerden dat HNPGL patiénten frequent klachten hebben van vermoeidheid,
gereduceerde inspanningstolerantie en een verstoorde slaap welke gerelateerd zijn aan de
aanwezigheid van glomus caroticum tumoren (47). Om de relatie tussen slaap gerelateerde
klachten bij patiénten met glomus caroticum tumoren nader te analyseren, onderzochten we
9 patiénten met bilaterale glomus caroticum tumoren (bCBT) en 9 patiénten met een
bilaterale resectie van het glomus caroticum (bCBR) op slaap apneu syndroom met behulp
van polysomnografie (hoofdstuk 7). De prevalentie van het slaap-apneu syndroom was
hoog onder de patiénten met bilaterale glomus caroticum tumoren, maar niet onder de
patiénten met een bilaterale glomus caroticum resectie. Verder rapporteerden de bCBT
patiénten een verminderde kwaliteit van leven en een gereduceerd activiteitsniveau
gedurende de dag vergeleken met gezonde controles. De aanwezigheid van het slaap apneu
syndroom bleek geassocieerd te zijn met een verhoogde output van het glomus caroticum,
wat tot uiting kwam in een toegenomen chemosensitiviteit. De vraag doemt op of een
toegenomen chemosensitiviteit in de bCBT patiénten het gevolg is van een mutatie in het
succinaat dehydrogenase gen (SDH). Piruat et al. onderzochten of muizen met een partieel
SDH defect een verandering in glomus caroticum activiteit hadden. Zij toonden aan dat het
verlies van een SDHD allel resulteerde in een abnormale toename van de activiteit van het
glomus caroticum in rust. Deze glomus caroticum hyperactiviteit werd geassocieerd met
glomus cel hypertrofie en hyperplasie (48). De toegenomen perifere chemosensitiviteit in
de bCBT patiénten zou het resultaat kunnen zijn van hyperplasie van de cellen van het
glomus caroticum, wat indiceert dat tumor formatie in de glomus carotica leidt tot een
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toename van de CB activiteit in plaats van een afgenomen activiteit. Intermitterende
hypoxie kan leiden tot de ontwikkeling van systemische hypertensie, hartfalen, myocard
infarct en beroertes (49). Daarom is het belangrijk om slaap apneu syndroom te behandelen.
De optimale behandelings methode van slaap apneus bij bCBT patiénten moet nog
onderzocht worden.

VIIL

samenvatting

Mijn proefschrift heeft de volgende conclusies opgeleverd:

IL.

III.

Iv.

VI

VIL

In Nederland heeft de meerderheid van de SDHx mutatie dragers een mutatie in
het SDHD gen, gevolgd door SDHB en SDHAF2 gen mutaties. SDHC mutaties
zijn zeer zeldzaam.

Bijna 90% van alle SDH-gerelateerde paragangliomen en feochromocytomen
casussen in Nederland worden veroorzaakt door slechts 6 founder mutaties.

Negentwintig procent van de pati€énten met hoofd-hals paragangliomen hebben
aanwijzingen voor een biochemisch actieve tumor. De meerderheid van de
patiénten met een biochemisch actieve tumor hebben een verhoogde excretie van
3-methoxytyramine, een metaboliet van dopamine, in de urine.

De test sensitiviteit van plasma vrij 3MT is gelijk aan de test sensitiviteit van
gedeconjugeerd 3MT in 24-uurs urine. De meting van de gecombineerde plasma
vrije metanefrines (NMN, MN, 3MT) toont een hoger aantal biochemisch actieve
tumoren aan dan het meten van de gecombineerde gedeconjugeerde metanefrines
en catecholamines in 24-uurs urine.

Slechts een klein deel van de patiénten met hoofd-hals paragangliomen heeft een
verhoogde plasma chromogranine A spiegel. Daarom zijn de praktische
implicaties van de meting van plasma chromogranine A concentraties in patiénten
met HNPGL beperkt.

Een verhoogde plasma chromogranine A concentratie is geassocieerd met een
toegenomen nor-adrenerge activiteit, maar niet met een toegenomen dopaminerge
activiteit. Dit indiceert dat de secretie van noradrenaline verschilt van de secretie
van dopamine door HNPGL.

Patiénten met een erfelijke predispositie die gescreend worden op een
feochromocytoom, presenteren zich met minder symptomen, lagere catecholamine
excretie in de urine en kleinere tumoren vergeleken met patiénten die zich
presenteren met symptomatische feochromocytomen. Ondanks de verschillen in
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biochemische activiteit en de grootte van de feochromocytomen is er geen verschil
tussen de patiénten in perioperatieve complicaties.

Patiénten met bilaterale glomus caroticum tumoren hebben een verhoogd risico op
slaap apneu syndroom. Bij deze patiénten is dit slaap apneu syndroom
geassocieerd met een toegenomen activiteit van het glomus caroticum, wat tot
uiting komt in een toegenomen chemosensitiviteit.
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