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GENETSKA ANALIZA KOD PACIJENTA
SA FEOHROMOCITOMOM

Sagetak: Pacijentkinja stara 45 godina, primljena je u Institut zbog tumora nadbubrezne Zlezde.
Tegobe su potele godinu dana ranije skokovima krvnog pritiska, crvenilom i toplotom u licu,
obilnim znojenjem, mukom i nagonom na povracanje. Ultrazvuéno je pokazano prisustvo velike
abdominalne mase u predelu desne nadbubrezne zlezde, &o je kasnije potvrdeno i skenerom.
Dobijeni suizrazito poviSeni urinarni kateholamini (noradrenalin i adrenalin), ¢ime je postavlje-
na dijagnoza feohromocitoma. Pacijentkinja je potom i operisana, a patohistoloski nalaz je po-
tvrdio dijagnozu. Genetskim ispitivanjem je utvrdeno postojanje germinativne mutacije u 46
kodonu (GTG - GTA,V46V) u genu za sukcinat dehidrogenazu D (SDHD).

Feohromocitom je tumor hromafinih celija koji sekretuje kateholamine. Uglavnom je lokalizo-
van u nadbubreznoj Zlezdi, dok je u 10% dugajeva lokalizovan u ganglijama simpatickog ner-
vnog sistema. Naj¢esce se javlja kao sporadi¢ni tumor ali moze biti i nasledan, u okviru ¢etiri
familijarna kancerska sindroma: multipla endokrina neoplazijatip Il (MEN 2), von Hippel-Lin-
dau sindrom (VHL), neurofibromatoza tipl (NF1) i familijarni feohromocitom. Za nastanak
ovih sindroma su odgovorne mutacije u RET protoonkogenu (MEN 2), VHL tumor-supresor-
skom genu, NF1 tumor-supresorskom genu i genu za SDHD (familijarni feohromocitom). Feo-
hromocitomi koji se javljaju u sklopu familijarnih sindroma se razlikuju od sporadi¢nih formi i
naj¢esce se javljaju kao bilateralni tumori. Zbog toga ali i zbog pridruzene pojave drugih malig-
niteta, genetski skrining pacijenata sa feohromocitomom je obavezan. S obzirom nato da se svi
sindromi prenose autozomno dominantno i daih odlukuje visoka penetrantnost, neophodno je i
testiranje srodnika. Skrining mutacija u SDHD genu bi trebalo da bude rutinska analiza kod
svih pacijenata sa naizgled sporadi¢nim feohromocitomom.

Kljuéne reci: feohromocitom, MEN 2a, VHL, NF 1, SDHD.

Abstract: A 45yea old female was admitted to the hospital because of a large arena tumor.
The history of disease began a yea ealier with hypertensive paroxysms accompanied by red-
nessand warmth in the face, profuse sweating, nausea ad the urge to vomit. Large ébdominal
massin the right adrenal areawas deteded ultrasonographicay, and confirmed by CT-scan. Bi-
ochemicd analyses revealed highly elevated urinary catecholamines (norepinephrine and epi-
nephrine), which led to clinicd diagnosis of pheochromocytoma. The patient was operated, and
pathohistologicd finding confirmed the diagnosis. Genetic testing revealed the existence of
germline mutation in 46. codone (GTG®GTA,V46V) in succinate-dehydrogenase D gene
(SDHD).

Pheochromocytoma is a caeholamine-seaeting tumor of chromafine cdls usually locdized in
adrenal glands, only 10% are locdized in ganglia of simathetic nervous s/stem. The most of
these tumors are sporadic, but they can be inherited as a part of four familial cancer syndromes:
multiple endocrine neoplasiatype 2 (MEN 2), von Hippel-Lindau syndrome (VHL), neurofibro-
matosis type 1 (NF1) and familial pheochromocytoma. These syndromes are caused by mutati-
ons in RET protooncogene, VHL tumor-suppressor gene, NF1 tumor-suppressor gene and
SDHD gene. In comparison with sporadic, familial pheochromocytomas have different charac
teristics, and they are usually bilateral. Because of the mexistence of other malignancies, gene-
tic screening of patients with pheochromocytoma is mandatory. These syndromes have aitoso-
mal dominant inheritance with high penetrance, and it is important to test first-degreerelatives
as well as carriers. Genetic screening for mutations in SDHD gene should be done routinely in
all patients with apparently sporadic pheochromocytoma.
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Prikaz

Zena stara 45 godina iz Vranja, primljenaje u Institut u februaru 2005. godine radi ispitivanja zbog
tumora desne nadbubrezne zlezde. Anamnezno tegobe pocinju aprila meseca 2004. godine naglim skoko-
vimakrvnog pritiska do najvecih vrednosti od 200/110 mmHg, pratenih crvenilom i toplotom u licu, obil-
nim znojenjem, ponekad mukom i nagonom na povratanje. Tegobe su spontano poginjale i spontano pre-
stajale nakon nekoliko minuta, nakon ¢ega se osecalaiscrpljeno. Napadi su bivali sve ¢eséi i javljali susei
do rekoliko pua nedeljno. Navodi da veé¢ deset godina ima povisen pritisak, prose¢nih vrednosti oko
15090mmHg, bez skokova. Povremeno je letena antihipertenzivnim lekovima (metoprolol, fosinopril,
amlodipin). Ultrazvu¢ni pregled trbuha je pokazao uvetanje desne nadbubrezne Zlezde promera 41.4 mm,
jasnih konturai hipoehogene strukture, sa dve manje cisti¢ne promene unutar iste. Potom je uraden CT tr-
buhau maju 2004.godine, i konstatovana je tumorska promenau projekciji desne nadbubrezne zlezde, ve-
licine 56 x 64cm sa hipodenznim sredistem. Zbog specifi¢ne porodi¢ne situacije pacijentkinja se i pored
sve ucestalijih tegoba nije kontrolisala do januara 2005. godine, kada je na kontrolnom ultrazvuku trbuha
pokazana dalja progresija tumorske promene, veli¢ine oko 75 x 65 mm. Tada je upuéena u Institut za en-
dokrinologiju KCS. Nije bitnije menjala telesnu tezinu, u li¢noj anamnezi navodi operaciju ciste desnog
jajnika (2000. godine), u porodi¢noj anamnezi da je majka hipertonidar.

Objektivno pacijentkinja je bila gojazna sa ravhomernim rasporedom masnog tkiva, telesne tezine 89
kg, visine 170cm i indeksa telesne mase 31 kg/m. Koza i vidljive sluznicebledo prebgiene. Stitasta zlezda
difuzno wecana sa mikronodusima u obareznja, bezbona, pdkretna pri gutanju, limfne Zlezde se nisu pi-
pale. Nalaz na srcu i plué¢ima normalan, TA 150100 mmHg, f 88/min, atostatska hipotenzija nije regi-
strovana. Jetrai slezina se nisu pipale, nisu palpirane rezistencije u trbuhu. Laboratorijske analize: u krv-
ng glici znaci mikrocitne anemije (retikulociti normalni, MCV 71.6L) glikemija naste poviSena (prose¢na
koncentracija Se¢era u krvi 8.7mmol/l) u OGTT-u ddvijena dijabetesna kriva (9.2, 12.9, 16.2, 10.9, 14.6
mmol/l ), ostale laboratorijske analize uredne. Tumorski markeri: Hromogranin A povisen (359.4 ég/ml
n.v. 19.4 do 98.1 &g/ml), kalcitonin, tireoglobulin, CEA, AFP i 5-HIAA normalnih vrednaosti. | munske
analize: anti Tg At i anti TPO At negativna. Hormonske analize: u Sest uzoraka slobodhih wrinarnih kate-
holamina dobijeni poviSeni noradrenalin i adrenalin ( NOR: 1503.56, 1884.44, 1704.97, 389.85, 98.64,
107.98¢g/24h; ADR: 12.8, 7.10, 11.62, 8.23, 6.20, 13.94 &g/24h; DM: 221.45, 242.34, 231.67, 251.22,
152.17, 142.63 &g/24h). Kortizol, ACTH, 17-OH progesteron, testosteron, SHBG, sTSH, FT4 namalnih
vrednaosti. Rtg grudnog kasa urednog nalaza. EHO trbuha: U projekciji desne nadbubrezne zlezde vidi se
tumorska promena veli¢ine 78 x 58 mm, ostalo b.o.CT trbuha: U predelu desne nadbubrezne zlezde vi-
dljiva okrugla, nehomogena, hipodenzna tumorska formacija veli¢ine 5 x 6 x 10cm sa centralnim nekro-
zama, retroperitonealno risu videni uvecani limfni nodusi. Ostali nalaz uredan. Na osnovu poveanih
vrednosti slobodhih wrinarnih kateholamina, postavljena je dijagnoza feohromocitoma. Zapoieta je preo-
perativna priprema phenoxybenzaminom (Dibenzyrane) u dazi od 40mng dnevno, rekon ¢ega je pacijentki-
nja upena na hirursko odeljenje gde je uéinjena desnostrana arenalektomija. PH nalaz pheochro-
mocytoma gl. suprarenalis. Tumor je jasno ayrani¢en, veli¢ine 75 x 65 x 3m, tezine 78y, inkapsuliran
debljom fibroznom kapsulom koju na nekim mestima cepai siri se u okolne strukture.

S ohzirom na pristigli PH nalaz planirana je nova hospitali zacija pacijentkinje, kada cese izvrsiti to
daje J*MIBG (metgjodabenzil gvanidin) scintigrafija ceog telai ponovo odediti slobodhi urinarni kate-
hoamini. Genetska analiza metodom PCR i direktnim sekvenciranjem DNK leukocita periferne krvi je
pokazala prisustvo germinativne mutacije u 46kodonu (GTG ® GTA, V46V) u genu za sukcinat dehidro-
genazu D (SDHD) (dika 1).

Diskusija



Feohromocitom je neuroendokrini tumor hromafinih ¢elija koji sekretuje kateholamine i u oko 90%
slu¢ajeva patice iz srzi nadbubrega, ddk je u 10% slucajeva porekla vannadbubreznog hromafinog tkiva
(paragangliomi). U 90% sluc¢ajeva su benigne prirode, mada ne postoji pouzdan histopatolodki metod ko-
jim bi se maligni feohromocitom mogao razlikovati od benignog. Osobine koje upuuju na malignitet su:
stepen nekroze, niklearni pleomorfizam, mitotski indeks, kapsularna invazija, vaskularna invazija. Ipak,
dabi se feohromocitom okarakterisao kao maligni neophodnojei postojanje udaljenih metastaza, a karak-
teristiéne su i visoke vrednosti dopamina u serumu i urinu (1).

Postoje dve subpopulacije hromafinih éelija: adrenergijske éelije, koje sadrze enzim feniletanolamin
N-metiltransferazu (PNMT) i koje predominantno skladiste adrenalin i noradrenergijske hromafine Celije,
koje ne sadrze ovaj enzim i dominantno skladiste noradrenalin. PNMT vrS konverziju naadrenalina u
adrenalin. Ve¢ina feohromocitoma predominantno produkuje noradrenalin, rede noradrenalin i adrenalin i
retko samo adrenalin. Feohromacitomi koji produkuju adrenalin uglavnom vode poreklo iz nadbubreznih
zlezda, dak paragangliomi, s obzirom nato da ne sadrze PNMT, produkuju samo naadrenalin. Pored ka-
teholamina, feohromocitomi mogu da sadrze i produkuju brojne peptide: hromogranin A, endogene opdi-
de, eritropoetin, PTH-related peptid, neuropeptid Y itd., koji se mogu koristiti kao tumorski markeri u pra-
¢enju efikasnosti legenja.

Klini¢ka slika zavisi od metaboli¢kih i hemodinamskih efekata drkuliSuéih katehoamina di i vrste
istovremenoizlucenih peptida. Najceséa klini¢ka manifestacija feohromocitomaje hipertenzija, i to parok-
sizmalna hipertenzija (50%), mada jedan deo ovih pacijenata moze biti i normotenzivan (10%). Nije retka
ni ortostatska hipotenzija pracena tahikardijom. Bledilo je takode karakteristi¢an znak (30%) dok se crve-
nilo licai flaSevi javljgu kod daleko manjeg broja pacijenata. Vise od pdovine pacijenata ima odtecenu
toleranciju na glukozu i ova] poremecaj glikoregulacije ne zahteva letenje, s obzirom nato da simptomi
nestaju sa uklanjanjem tumora. Ipak, klasi¢an trijas $mptoma kod pecijenata sa hipertenzijom koji pobu-
duje sumnju nafeochromocitom ¢ine glavobalja (90%), palpitacijei profuzno znojenje. Mogu hiti prisutni i
dispnga, gubitak telesne tezine, bdovi u stomaku, mu¢hina, napadi panike, umor, pdiurijaitd (2, 3).

Feohromocitom moze da se javi kao sporadi¢an i kao nasledan tumor, u dkviru nekoliko familijarnih
kancerskih sindroma: 1) MEN 2ai MEN 2b, 2 von Hippel — Lindau sindrom (VHL), 3) familijarna neu-
rofibromatoza tip 1, i 4) familijarni feohromocitom (4, 5. Pacijenti sa naslednim tumorom su uglavnom
mladi pri postavljanju djagnoze, naj¢esce imaju hilateralan tumor i imaju manji rizik za malignu bdest.

Sindrom multiple endokrine neoplazje 2a (MEN 2a) je aitozomno daminantno rasledan kancerski
sindrom koji ¢ine medulatni karcinom Stitaste zlezde (MTC), primarni hiperparatireoidizam (PHPT) i feo-
hromocitom. MEN 2b &ine medularni karcinom stitaste zlezde, feohromocitom, marfanoidni habitus i
multipli mukozni neuromi. Feohromocitom se javljau 50% pacijenatasa MEN 2aili MEN 2b sindromom,
u 50% pacijenata je bilateralan i najcesée se javljgjuizmedu 30 i 40 godina starosti. Kao prva manifestaci-
jabdesti sejavljau 25.26 slucajeva (7). Svi pacijenti sa MEN2 sindromom imaju germinativnu mutaciju
u RET proto-onkogenu, lociranom na hromozomu 10911.2 RET proto-onkogen se eksprimira u tkivima
poreklom od reuralne kreste poput hromafinih i parafolikularnih C ¢elija, i njegove mutacije dovode doli-
gand-nezavisne konstitutivne &tivnasti tirozin kinaznog receptora. Mutacije su ngjéesce u 10. exonu (ko-
doni 609, 611, 618, 620 11.exonu ( kodoni 631i 634). Kod 8% pacijenata sa klasicnim MEN 2a sin-
dromom ima mutaciju u 634.kodonu i ovakva mutacija nosi najveci rizik za nastanak feohromocitoma.
Mutacija koja dovodi do zamene metionina u treonin u 918kodonu 16.exona dovodi do restanka MEN
2bi povezana je sa nastankom feohromocitoma u ovom sindromu.

Sindromvon Hippel —Lindau(VHL) je aitozomno daminantno resledni kancerski sindrom koga ¢ine
hemangioblastomi ce e kranio-spinalne osovine, renalne dste i karcinom bubreznih ¢elija, pankreasni neu-
roendokrini tumori i ciste, ciste eididimisai Sirokih ligamenata i feohromocitom. Nastaje mutacijom u
VHL genu ma 3p2625 lromozomu, koji kodira tumor-supresorski VHL protein, koji u tumorigenezi uce-
stvuje narazli¢ite na¢ine (preko hipoksijom inducibil nog faktora HIF1 ili direktno, oremoguéavajuci ula-
zak Celije u GO fazu Celijskog ciklusa, paemetajem angiogeneze, paremecajem u ekstracdularnom ma-
triksu éelije, itd). Postoji nekoliko tipova VHL sindroma, a feohromocitom se javlja u tipovima 2a (feo-
hromocitom, retinalni i CNS hemangioblastomi), 2b (feohromocitom, retinalni i CNS hemangioblastomi,
karcinom bubreznih ¢elija, pankreasni tumori i ciste) i 2c (feohromocitom). (8) Oko 10— 20% pacijenata



sa VHL sindromom razvije feohromocitom, ali ovaincidencija varira u zavisnaosti od vrste mutacija. Feo-
hromocitom u VHL sindromu ¢e$ce je bilateralan nego urilateralan, i javljaseranije nego uMEN 2apaci-
jenata ali ¢esce sa vannadbubreznom prezentacijom (12%). (3, 4 Feohromocitomi u okviru MEN 2a sin-
droma su uglavnom adrenergijski, za razliku od VHL sindroma sa dominantno noradrenegijskim tumo-
rom. S obzirom nato danizu ekspresiju PNMT ovi pacijenti naj¢esce imaju poviSen samo naadrenalin.

Neurofibromatoza tip 1 (NF1, Redli nghausen-ova baest) je aitozomno-dominantno resledno obo
ljenje, koga karakterisu mrlje bge bele kafe (cafe-au-lait makule), neurofibromi, hamartomi irisa (LiSovi
noduli). Tumor supresorski gen za NF1 se nalazi na 17g11.2 lhomozomu i kodira protein neurofibromin,
¢ijafunkcijajoS uvek nije sasvim poznata (ngverovatnije Ras proteina). NF1 gen se sastoji od 51exonai
mogucée su brojne mutacije u okviru tako velikog gena, te je njihovaidentifikacija teska. Kod ovih pacije-
nata postoji povecana incidencija nastanka nekih tumora poput feohromocitomai juvenilne mijeloidne le-
ukemije. Feohromocitom sejavljakod 0.1- 5.6 pacijenata sa NF1 (9).

Za familijarni feohromocitom su karakteristi¢cne mutacije u sukcinat dehidrogenazi, subjedinici D
(SDHD). Sukcinat dehidrogenaza (SDH) je mitohordrijalni enzim sastavljen od 4 subjedinice (SDHA,
SDHB, SDHC i SDHD) koje zajedno formiraju mitohondrijalni kompleks Il poznat kao sukcinat: ubikvi-
non &ksidoreduktaza. SDH je tako pazicioniran da jednim delom kontaktira sa matriksom mitohordrija a
drugim delom preko subjedinicaSDHD i SDHC je uronjen u undradnjost same mitohordrijalne membra-
ne. Natg natin uéestvuje u Krebsovom ciklusu i oksidativngj fosforilacije. SDHD je tumor supresor gen
koji se sastoji od 4egzona. S obzirom nato da je joS uvek nepoznat mehanizam nastanka tumora samo se
pretpostavlja da parcijalni ili kompletni gubitak enzimske funkcije dovodi do reruSavanja funkcije mito-
hordrijai nastanka respiratorne eksplozije, procesa u kome se oslobadaju slobodhi radikali. Mitohordrije
ovakvo stanje prepoznaju kao hipoksiju pa dolazi do aktiviranja hipoksijom-indukovanog faktora (,, hypo-
xia-inducible fador” HIF ) koji aktivira antiapoptoticke i proliferativne gene (TGF, EGF, VEGF, PDGF ).
Pacijenti sa feohromocitomom koji su nasioci SDHD germinativne mutacije u 75% sluc¢ajevaimaju muta-
ciju m5' kraju genau prva 2 egzona. Pacijenti sa paraganglionom imaju mutacije na3’ kraju u 3i 4 egzo-
nu. Kod 50% svih mutacijau SDHD genu se nalazi u prva 2 egzonai na pocetku 3. Poremecaj u ovom re-
gionu dovodi do promene u signalnom peptidu (presekvenci). To oremoguéava inserciju enzima u mito-
hordrijalnu membranu $to dovodi do rastavljanja kompleksai gubitka kataliticke &tivnaosti. Ovo predsta-
vlja predispoziciju za nastanak feohromocitoma. Mutacije u SDHD genu su potipu: pogresnog smisla
(., missense”), besmislene (,,nonsense”), mutacije koje dovode do romene u okviru &itanja (, frameshift”) i
neme mutacije (,, silent”) (10).

Dijagnoza feohromocitoma se postavlja na osnovu karakteristi¢ne klini¢ke slike, biohemijskih para-
metara (kateholamini u 24 h winu, romogranin A), precizne vizualizacije (CT / NMR abdomena) i scinti-
grafije nadbubreznih Zlezda (J**™M | BG-metajodobenzil gvanidin), a scintigrafija céog tela moze da pdkaze
prisustvo metastaza ovog tumora.

Terapijaje hirurska. Pre hirurskeintervencije, neophodhaje preoperativna priprema pacijenta, pri Ce-
mu se koristi fenoksibenzamin, nekompetitivni al — adrenergicki antagonista produzenog dejstva, u pro-
se¢ngj dozi od 40— 80 mg/dan. Alfa— adrenergi¢kom blokadom se sprecava vazokonstrikcija di i Sok na-
kon iznenadne vazodilatacije po Wklanjanju tumora. U prekidanju napada se takode koriste a — blokeri,
kojima se mogu dadati i male doze &blokeradabi se spregila refleksna tahikardija. 3-blokada kod pecije-
nata sa feohromocitomom moze biti opasna ukoliko prethodno rije postignuta blokada a — adrenergijskih
receptora.

Zakljuéak

Genetski skrining pacijenata sa feohromocitomom je u razvijenom svetu obavezan i obavlja se rutin-
ski. On oluhvata analize u RET, VHL i SDH genima, s obzirom na &estu uduzenost feohromocitoma sa
drugim mali gnitetima kao i ¢eséu pojavu hilateralne balesti. Ove mutacije je danas moguce otkriti u gent-
skoj laboratoriji Instituta za endokrindlogiju, djabetes i balesti metabdlizma KCS. Time je omoguéena
profil akti¢ka terapija, naro¢ito u slu¢aju medularnog karcinoma Stitaste zlezde u sindromu MEN 2a, ali i



adekvatno pracenje i blagovremeno letenje baesti, s obzirom na moguénost predvidanja klini¢ke slike u
zavisnosti od tipa mutacije.

Kod reSe pacijentkinje je utvrdena germinativna heterozigotna mutacijau 46kodonu (GTG - GTA,
V46V). Ova promena ne dovodi do aminokiselinske zamene jer oba kodona kodiraju istu aminokiselinu,
valin. Po&to nema promene na nivou roteina ne moze se tvrditi da je ovo patogena mutacijakojaje dove-
la do restanka feohromocitoma. Dalje praéenje pacijentkinje i testiranje njene porodice je neophodho u
prevenciji nastanka familijarnog feohromocitoma. Skrining mutacija u SDHD genutrebalo hi da bude ru-
tinska analiza kod svih pacijenata sa naizgled sporadi¢nim feohromocitomom.

Sika 1. DNK sekvenca SDHD gena: germinativna heterozigotna mutacija u 46 kodonu (GTG — GTA,
V46V).
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