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Addendum

Samenvatting en conclusie
Samenvatting

Hoofdstuk 1 bestaat uit een overzicht van de huidige stand van kennis met betrekking
tot de klinische kenmerken, de genetica en de tumorbiologie van paragangliomen en
feochromocytomen.

Hoofdstuk 2 is een overzicht van recente ontwikkelingen op het gebied van de genetica
van paragangliomen. Zowel de huidige inzichten als de toekomstperspectieven worden
besproken, waarbij de grote progressie in de kennis van de genetica van paragangliomen
wordt belicht die is geboekt na de ontdekking van de succinaat-dehydrogenase (SDH)
genen als veroorzakers van paragangliomen.

InHoofdstuk 3 wordt de relatieve frequentie van mutatiesin de SDH genen die geassocieerd
zijn met paragangliomen en feochromocytomen in Nederland beschreven. Uit deze
studie blijkt dat in Nederland de overgrote meerderheid van deze mutaties het SDHD gen
betreffen, gevolgd door mutaties in SDHAF2 en SDHB, terwijl SDHC mutaties zeer zeldzaam
zijn. Voorts wordt aangetoond dat het merendeel van de mutatiedragers één van slechts 6
Nederlandse foundermutaties dragen, en dat de Asp92Tyr foundermutatie in SDHD alleen
al 69% van alle mutaties in SDH genen vertegenwoordigt. Zowel de dominantie van de
foundermutaties in de Nederlandse populatie als ook het beperkte aantal verschillende

mutaties dat hier wordt aangetroffen in SDH genen maken de Nederlandse situatie uniek.

Hoofdstuk 4 betreft een studie naar de genetische en klinische karakteristieken van een
groot cohort van patiénten met een hoofdhals paraganglioom, behandeld in het Leids
Universitair Medisch Centrum (LUMC). Het patiéntencohort wordt gekenmerkt door een
hoge prevalentie van mutaties in het SDHD gen, hetgeen in lijn is met de bevindingen
in hoofdstuk 3. In tegenstelling tot onderzoek uitgevoerd elders in Europa heeft een
hoog percentage van de patiénten in dit cohort een positieve familie anamnese. Een
opmerkelijke bevinding is dat in Nederland ook de meerderheid van de paraganglioom
patiénten die zich presenteren met een negatieve familie anamnese een erfelijke vorm
van de aandoening blijkt te hebben. Vaak is de onderliggende oorzaak ook dan een
mutatie in het SDHD gen.

In dit hoofdstuk worden vervolgens de klinische consequenties van mutaties in het SDHD
gen geévalueerd: patiénten met een SDHD mutatie hebben bij het stellen van de diagnose

een gemiddelde leeftijd van 38 jaar, een hoog risico op het ontwikkelen van meerdere
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paragangliomen (73%), een risico op het ontwikkelen van een feochromocytoom (in 13%)
of een extra-adrenaal paraganglioom (in 8%), en een klein risico op gemetastaseerde ziekte
(2%). Naast patiénten met een SDHD mutatie worden in dit cohort ook SDHAF2-, SDHB- en
SDHC- mutatiedragers en patiénten zonder mutatie in een SDH gen geidentificeerd, maar
zij vormen slechts kleine minderheden. Er wordt gesteld dat de hoge prevalentie van SDHD
founder mutaties, alsmede de kleine aantallen SDHB mutatiedragers en paraganglioom
patiénten zonder aantoonbare mutatie in een SDH gen, kunnen wijzen op een hogere
prevalentie van hoofdhals paragangliomen in Nederland ten opzichte van wat globaal als
gemiddelde prevalentie wordt aangenomen.

In Hoofdstuk 5 worden meerdere generaties van een grote familie van dragers van de
D92Y (ook wel aangeduid met p.Asp92Tyr of c.274G>T) mutatie in SDHD beschreven.
Deze Nederlandse foundermutatie is de meest frequent voorkomende mutatie onder
Nederlandse patiénten met een hoofdhals paraganglioom. Daar in deze studie alle
aangedane familieleden dragers zijn van dezelfde mutatie, kan een goed beeld verkregen
worden van het fenotype van deze mutatie. Het blijkt dat dit fenotype niet erg verschilt van
het fenotype van andere SDHD mutaties of van SDHD mutaties in andere Europese landen.
Tevens kan een accurate schatting van de penetrantie van de p.Asp92Tyr mutatie gemaakt
worden, zowel voor het voorkomen van paragangliomen alsook voor het optreden van
gerelateerde symptomen, omdat in deze familie ook een groot aantal asymptomatische
familieleden zijn getest op dragerschap. In deze familie zijn geen paragangliomen ontstaan
na maternale overerving van de mutatie, conform de verwachting. Indien de mutatie van
de vader wordt geérfd, blijkt de kans op het ontstaan van paragangliomen gedurende het
leven echter zeer groot (87%), hoewel dit risico toch lager is dan in andere studies wordt
gevonden. Het risico op het ontstaan van symptomatische paragangliomen is aanmerkelijk
lager (57%).

Hoofdstuk 6 behandelt een genexpressie studie, waarin de genexpressie van 8.000 genen
wordt onderzocht in sporadische, SDHD- en PGL2-geassocieerde paragangliomen. Op het
moment dat deze studie werd uitgevoerd was de identiteit van het PGL2 gen nog niet
bekend, en in deze studie is getracht om aan de hand van verschillen in genexpressie
de functie van dit gen af te leiden en zo het PGL2 gen te identificeren. Er konden echter
geen significante verschillen in het genexpressie patroon worden ontdekt tussen de
bovengenoemde subgroepen. Zelfs in geselecteerde genensets, waarvan bekend is of
wordt vermoed dat ze een rol spelen in de vorming van paragangliomen, konden geen
verschillen worden aangetoond. Wij stelden dat dit veroorzaakt zou kunnen worden
doordat mutaties in het SDHD gen en het PGL2 gen een vergelijkbaar effect hebben op

de activiteit van succinaat-dehydrogenase. Met de ontdekking van de identiteit van het
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PGL2 gen als zijnde het SDHAF2 gen, en het ophelderen van de rol die dit gen heeft in het
functioneren van het succinaat-dehydrogenase complex, is inmiddels duidelijk geworden
dat dit inderdaad het geval is.

In Hoofdstuk 7 wordt een model voorgesteld dat het bijzondere overervingspatroon
van SDHD-geassocieerde paragangliomen en feochromocytomen verklaart. Het is
al enige tijd bekend dat paragangliomen niet of slechts zeer zelden ontstaan indien
de verantwoordelijke mutatie in het SDHD gen wordt geérfd via de moeder, terwijl er
wel een grote kans is op het ontstaan van paragangliomen als dezelfde mutatie wordt
doorgegeven via de vader. Hierdoor kan het voorkomen dat de aandoening generaties
‘overslaat’, terwijl de SDHD mutatie wel wordt doorgegeven. Deze wijze van overerving
zou kunnen worden verklaard door maternale inprenting van het SDHD gen. Er zijn echter
belangrijke bevindingen die pleiten tegen inprenting van het SDHD gen zelf: ten eerste is er
geen methylatie (en dus geen daadwerkelijke transcriptieblokkade) van het SDHD locus op
chromosoom 11 (11g23) aangetoond. Ten tweede komen elders in het lichaam (in andere
weefsels dan de paraganglions) beide SDHD allelen tot expressie. Voorts wordt frequent
het verlies van het wild type SDHD allel geobserveerd (ook wel ‘loss of heterozygosity’,
of LOH genoemd), hetgeen tegen inprenting van het gen pleit omdat LOH geen selectief
voordeel voor tumorgroei oplevert als het wild type allel door inprenting toch al niet tot

expressie zou komen.

Uit het onderzoek dat wordt behandeld in dit hoofdstuk blijkt dat in SDHD-geassocieerde
paragangliomen niet alleen het wild type SDHD allel verloren gaat, maar dat er sprake is
van selectief verlies van de gehele maternale kopie van chromosoom 11. Dit somatische
verlies van het gehele chromosoom suggereert dat een ander gen, gelegen elders op
chromosoom 11, een essentiéle rol speelt bij de tumorvorming. Omdat het verlies steeds
het gehele chromosoom betreft, en niet alleen de 11923 regio waar het SDHD gen is
gelegen, lijkt het waarschijnlijk dat dit gen zich aan de andere zijde van het centromeer op
de korte arm van chromosoom 11 (11p) bevindt. Voorts is het aannemelijk dat alleen de
maternale kopie van dit gen tot expressie komt, omdat juiste de maternale kopie selectief
verloren gaat. De hypothese stelt derhalve dat dit tweede gen functioneert als additioneel
tumor suppressor gen en aan paternale inprenting onderhevig is. Dit wijst erop dat het
gen gelokaliseerd moet worden in de 11p15.5 regio, een gebied dat bekend staat vanwege

het uitgebreide cluster van ingeprente genen dat er gelegen is.
Het model voorspelt dat het verlies van het wild type SDHD allel op 11923 op zich
onvoldoende is voor de initiatie van tumorgroei, en dat tumoren zich uitsluitend vormen

als ook het actieve maternale allel van de tumor suppressor op 11p15 verloren gaat.

176



Samenvatting en conclusie

Alleen wanneer de mutatie in het SDHD gen via de vader wordt geérfd, kan dit simultane
verlies van deze twee genen gerealiseerd worden in één enkele stap, namelijk het verlies
van het gehele maternale chromosoom 11, bijvoorbeeld ten gevolge van non-disjunctie
tijdens celdeling (zie ook hoofdstuk 1, figuur 6). De vrijwel exclusief paternale overerving
van de ziekte wordt met dit model dus niet verklaard door inprenting van het SDHD gen
zelf, maar door een somatisch mechanisme dat zowel het SDHD gen op 11923 als een
paternaal ingeprent tumor suppressor gen op 11p15 treft. Met dit model kan tevens
het gelijkende overervingspatroon in SDHAF2-geassocieerde paragangliomen verklaard
worden, daar SDHAF2 ook op de lange arm van chromosoom 11 (11q13) is gelegen. Het
model laat voorts ruimte voor maternale overerving van SDHD-geaccocieerde ziekte,
omdat andere mechanismen volgens dit model ook tot tumorvorming kunnen leiden,
mits zij zowel het wild type SDHD allel als het maternale allel van de additionele tumor
suppressor op 11p15 treffen. Aangezien er voor deze weg naar tumorvorming volgens het
model meerdere complexe stappen nodig zijn, maakt het model daarbij inzichtelijk dat
ware maternale overving van paragangliomen zeldzaam is.

Conclusie

Sinds de ontdekking in het jaar 2000 van mutaties in SDH genen die hereditaire hoofdhals
paragangliomen veroorzaken, is er veel vooruitgang geboekt in het identificeren van
pathogene genmutaties, het beschrijven van verschillende fenotypen, en het begrip van
de moleculair biologische mechanismen die tumorgroei als gevolg van defecten in SDH
kunnen verklaren.

In dit proefschrift wordt het relatieve aandeel van de verschillende pathogene SDH mutaties
in Nederland onderzocht, waarbij een grote invioed van Nederlandse foundermutaties
wordt gevonden, met name in het SDHD gen. Hoewel reeds eerder gewag werd gemaakt
van een hoge prevalentie van foundermutaties, vertegenwoordigen de absolute
dominantie van met name de SDHD.D92Y mutatie, en het relatief geringe aantal andere
mutaties in SDH genen nieuwe inzichten met betrekking tot de genetica van hoofdhals
paragangliomen in Nederland. Er wordt gesteld dat deze beide bevindingen kunnen
duiden op een verhoogde prevalentie van hoofdhals paragangliomen in Nederland.

Een goed begrip van het natuurlijk beloop van de aandoening en het risico op het ontstaan
van symptomen, multipele tumoren, feochromocytomen en metastasen is van essentieel
belang voor het maken van gedegen klinische afwegingen bij patiénten met een hoofdhals

paraganglioom. Daar complete eradicatie van een paraganglioom niet altijd mogelijk is en
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gepaardkangaanmeteenhoogrisicooptherapiegerelateerde morbiditeit, zekerin hetgeval
van bilaterale tumoren, moeten de consequenties van een behandeling altijd zorgvuldig
gewogen worden tegen de consequenties van een expectatief beleid. Door het bestuderen
van een groot cohort van paraganglioom patiénten en een grote paragangliomen familie,
hebben wij de karakteristieken kunnen evalueren van SDHD-geassocieerde ziekte, en dus
van de meest voorkomende vorm van erfelijke paragangliomen in Nederland. De SDHD-
geassocieerde patiénten populatie wordt gekenmerkt door een gemiddelde leeftijd bij
diagnose van 26.5-37.9 jaar, het veelvuldig véérkomen van multipele paragangliomen (in
65-74%), een risico op het ontstaan van feochromocytomen van 8-21%, en een klein risico
van 2-3% op het ontstaan van gemetastaseerde ziekte. Tevens kwam uit deze studies naar
voren dat hoewel het risico op het ontstaan van paragangliomen voor dragers van een
paternaal overerfde SDHD mutatie zeer hoog is, het risico op paraganglioom-geassocieerde
symptomen aanmerkelijk lager ligt. In de Nederlandse situatie lijkt daarom, de woorden
van Le Compte indachtig (“the greatest danger to these patients is the treatment rather
than the disease”), een conservatieve behandelingstrategie voor het merendeel van de

patiénten gerechtvaardigd.

Daar het Nederlandse fenotype niet wezenlijk verschilt van het SDHD-geassocieerde
fenotype dat gevonden wordt elders in Europa of de Verenigde Staten, is het on-
waarschijnlijk dat de hoge prevalentie van foundermutaties in Nederland te maken heeft
met omgevingsfactoren zoals de ligging op zeeniveau, maar lijkt dit veeleer het gevolg van

specifieke aspecten van de Nederlandse demografie en sociaaleconomische geschiedenis.

Een ander opvallend kenmerk van SDHD-geassocieerde paragangliomen is de in hoofdstuk
7 beschreven exclusieve paternale overerving van de ziekte. In dit proefschrift wordt
aangetoond dat in SDHD-geassocieerde tumoren niet alleen het wild type SDHD allel maar
het gehele maternale chromosoom 11 verdwijnt, hetgeen suggereert dat tumorvorming
alleen optreedt bij het gecombineerde verlies van het wild type SDHD allel en een
exclusief maternaal tot expressie komend tumor suppressor gen. Dit model verklaart het
opvallende overervingspatroon door het tezamen védrkomen van zowel de actieve kopie
van deze ingeprente tumor suppressor, alsook het wild type SDHD allel op het maternale
chromosoom 11. Hoewel tot op heden deze tumor suppressor nog niet met zekerheid is
geidentificeerd zou dit model het overervingspatroon kunnen verklaren in afwezigheid
van inprenting van het SDHD gen zelf. Het feit dat hetzelfde overervingspatroon wordt
aangetroffen in families paragangliomen geassocieerd met het SDHAF2 gen (eveneens

gelegen op de lange arm van chromosoom 11) ondersteunt de hypothese.
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Het model laat daarnaast ook ruimte voor maternale overerving van SDHD-geassocieerde
ziekte in zeldzame gevallen. Het gelijktijdige verlies van zowel het wild type SDHD allel als
de maternale, actieve kopie van een tumor suppressor gen kan worden gerealiseerd in 1
enkele stap in geval van een paternaal overerfde SDHD mutatie (namelijk door het verlies
van het gehele maternale chromosoom 11), terwijl er tenminste 2 separate stappen
voor nodig zijn in geval van een maternaal overerfde mutatie, stappen die bovendien
verschillende regio’s van chromosoom 11 en/of verschillende kopieén van chromosoom
11 zouden moeten treffen. Het is zeer aannemelijk dat dit laatste scenario in vivo veel
minder frequent véérkomt. Ondersteuning voor dit model wordt gevonden in de recent
gerapporteerde gevallen van maternale overerving van SDHD-geassocieerde ziekte,
omdat steeds, naast het verdwijnen van het wild type allel, een tweede verandering
wordt aangetroffen in het 11p15.5 gebied, daar waar het geimprinte genencluster op

chromosoom 11 is gelegen.

Het model zou ook duidelijk kunnen maken waarom de penetrantie van mutaties in SDHD
en SDHAF2 (beiden gelegen op chromosoom 11) zo veel hoger is dan de penetrantie van
mutaties in SDHB en SDHC (beiden gelegen op chromosoom 1). Zoals boven beschreven is
in het geval van paternaal overerfde SDHD en SDHAF2 mutaties slechts één gebeurtenis,
namelijk het wegvallen van het maternale chromosoom 11, voldoende voor de initiatie
van tumorgroei. Aangenomen dat het ook voor SDHB- en SDHC-geassocieerde tumorgroei
van essentieel belang is dat een maternaal tumor suppressor allel op chromosoom 11
(11p15.5) wordt uitgeschakeld, zouden in SDHB- en SDHC-geassocieerde gevallen ook 2
stappen nodig zijn om dit te bewerkstelligen: één die het wild type SDHB of SDHC allel op
chromosoom 1 uitschakelt, en een tweede die het maternale 11p15.5 gebied treft.

In meer algemene zin illustreert dit model het belang van de lokalisatie van pathogene
genen op het genoom en toont het aan dat zelfs in aandoeningen waarvan wordt
aangenomen dat ze monogenetisch zijn, meerdere genen betrokken kunnen zijn bij het

bepalen van het risico op het ontstaan van ziekte.

Toekomstperspectieven

Teneinde het vraagstuk met betrekking tot de overerving van SDH geassocieerde
paragangliomen verder op te helderen, is meer onderzoek nodig naar de rol van het
11p15.5 gebied, zowel bij het ontstaan van SDHD- en SDHAF2-, als bij SDHB-, SDHC- en
VHL-geassocieerde paragangliomen. De identificatie van een gen in het 11p15 gebied dat
als een aanvullende tumor suppressor functioneert bij de formatie van paragangliomen,

zou vrijwel zeker ook meer licht werpen op de onderliggende moleculaire mechanismen in
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het ontstaan en het gedrag van paragangliomen. Meer in het algemeen zou het veel inzicht
kunnen geven in het belang van de locatie van een gen binnen het genoom en de invloed
die andere genen kunnen hebben als modificatoren van ziekterisico en verschijningsvorm.

Het paragangliomen onderzoek heeft het inzicht doen toenemen in de moleculaire
wegen die de regulatie bij hypoxie en het cellulaire metabolisme kunnen verbinden
met tumorgroei. Ondanks deze progressie blijven er echter nog steeds veel prangende
vragen onbeantwoord. Zo is het heden nog onbekend waarom mutaties in genen die
onderdelen coderen van het succinaat-dehydrogenase, een complex dat zo cruciaal is in
de energievoorziening van de cel, leiden tot tumoren in het paraganglion systeem, en niet
(met uitzondering van SDHA) tot een veel ernstiger of meer gegeneraliseerd ziektebeeld.
Ook is het verrassend dat mutaties in genen die allen onderdelen van hetzelfde succinaat-
dehydrogenase complex coderen, en allen leiden tot een verstoorde functie van dit
enzym, toch duidelijk verschillende fenotypen veroorzaken. Anderzijds is het opvallend
dat mutaties in genen die zulke verschillende functies hebben als de SDH genen en
bijvoorbeeld TMEM127 of MAX, allemaal kunnen leiden tot de vorming van hetzelfde
type tumor.

Deze onbeantwoorde vragen illustreren de lange weg die nog te gaan is in het ophelderen
van de verschillende, onderling verbonden moleculaire mechanismen die aan de basis
liggen van het ontstaan van paragangliomen en feochromocytomen. Daar hypoxische
signalen en het inschakelen van de anaerobe glycolyse kenmerken zijn van een breed
gamma van neoplasmen, kan het ophelderen van deze signaaltransductie routes ook
consequenties hebben buiten het veld van paragangliomen en feochromocytomen. Op dit
moment worden verschillende middelen geidentificeerd die een mogelijk anticarcinogeen
effect hebben juist door hun interactie met de hypoxische signaaltransductie route. Door
bij te dragen aan de groeiende kennis op dit gebied zal het paragangliomen onderzoek
vrijwel zeker een mooi voorbeeld blijven van de manier waarop juist het onderzoek
naar een zeldzame conditie opheldering kan verschaffen in basale, algemeen geldende
biologische en pathogene mechanismen, en de ontdekking van oorzaken en remedies
tegen veel prevalentere vormen van ziekte mogelijk kan maken.
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