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1 Einleitung

Neuroendokrine Tumore (NET) sind seit vielen Jahren Gegenstand der Forschung.
1907 pragte der Pathologe Siegfried Oberndorfer (1876 — 1944) erstmals den Begriff
,2Karzinoide“. Damit wollte er zeigen, dass es Tumore im Gastrointestinaltrakt gibt, die
weniger aggressiv sind als die bisher bekannten Karzinome. 1963 erfolgte die
Unterteilung von Williams und Sandler nach embryologischen Gesichtspunkten je
nach Lokalisation in Vorder-, Mittel- und Enddarm — Karzinoide (1, 2). Doch da diese
Einteilung immer noch zu ungenau war, pragte die WHO (World Health Organization)
im Jahr 2000 den neutralen und umfassenden Begriff des ,neuroendokrinen Tumors®
und des ,neuroendokrinen Karzinoms®. Hier wird nach unterschiedlichen
Gesichtspunkten klassifiziert wie Malignitat, Dignitat, biologischen und

morphologischen Kriterien (3).

Zu den seltenen neuroendokrinen Tumoren zahlen das Paragangliom (PGL), das
Phaochromozytom (Phao) und die Insulinomatose. Diese kdnnen sowohl sporadisch
als auch im Rahmen von familiaren Tumorsyndromen vorkommen (4-6). Die
Symptome prasentieren sich vielseitig, wobei zur klassischen Symptom — Triade des
Paraganglioms und des Phaochromozytoms Kopfschmerzen, Schwitzen und
Palpitationen gehoéren. Die Insulinomatose verursacht bei den Patienten im Verlauf

Hypoglykamien, Gewichtszunahme und Konzentrationsprobleme (7).

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand der Indexpatienten (Patient, der als erster in der
Familie als Trager einer Keimbahnmutation in einem der mit dem jeweiligen Tumor
assoziierten Gene auffiel), die krankheitsverursachende Mutation zu detektieren und
folglich eine familiare Untersuchung durchzufihren, um weitere Mutationstrager zu
ermitteln. Im Rahmen der genetischen Untersuchung wurden nach dem Filtern der
Next — Generation Sequenzierung (NGS) — Daten, die verbliebenen Varianten mittels
genetischer Datenbanken (HGMD: Human Gene Mutation Database) und den
herkdmmlichen Vorhersage — Tools (SIFT: Sorting Intolerant From Tolerant amino acid
substitutions, PROVEAN: Protein Variation Effect Analyzer, PolyPhen2: Polymorphism
Phenotyping v2 und Mutation Taster) Uberpruft. Einzige Ausnahme stellten dabei
grol3e Deletionen (ganze oder mehrere Exons eines Gens betroffen) dar. Einige
Varianten wurden zum Teil bereits in Datenbanken gelistet. Mittels genetisch —
laborchemischer Untersuchungen und Segregationsanalysen werden die Varianten im
Rahmen der vorliegenden Arbeit genauer betrachtet und die Indexpatienten mit

Insulinomatose, Paragangliom, Phaochromozytom sowie Erkrankungen, die potenziell
5



mit solchen Tumoren einhergehen (MEN2-, VHL - Syndrom) hinsichtlich
krankheitsverursachender Mutationen mit allen Tumormerkmalen betrachtet. Ziel ist
es diese genetisch ermittelten Varianten in Bezug auf ihren potenziellen Beitrag
zur Tumorentstehung einordnen zu konnen. Dabei stellt dies ein groRer
angelegtes kooperatives Projekt mit unterschiedlichen Institutionen der
Universitatsmedizin Mainz dar, wobei der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit auf

den Segregationsanalysen liegt.



2 Literaturdiskussion

2.1 Neuroendokrine Tumore

Neuroendokrine Tumore, auch ,Karzinoid — Tumore“ genannt, sind eine heterogene
Gruppe von seltenen Tumoren, die aus dem disseminierten neuroendokrinen System
hervorgehen und im Laufe der Jahre eine steigende Inzidenz aufweisen (2, 9, 10). Sie
konnen sich in allen endokrinen Drisen des Korpers manifestieren, wie beispielsweise
in der Nebenschilddruse, in der Nebenniere wie auch im endokrinen Teil des Pankreas.
Der grofdte Teil der NET befindet sich mit ungefahr 85% im Gastrointestinaltrakt —
gefolgt vom Bronchialsystem mit 10% (2, 3, 9, 10, 11). Insgesamt machen die NET
des Gastrointestinaltraktes 1% aller malignen Tumor aus (12). NET sind gut
differenzierte, langsam wachsende Tumore und entstehen entweder sporadisch
(grofdte Gruppe) oder im Rahmen eines familiaren Syndroms, wie zum Beispiel bei der
Multiplen endokrinen Neoplasie 1 (MEN1), bei der Neurofiboromatose Typ 1 (NF1) und
beim von Hippel — Lindau — Syndrom (VHL — Syndrom) (1, 13).

Neuroendokrine Zellen haben die Funktion Peptide und biogene Amine zu sezernieren
(3). Man unterscheidet zwischen hormonell aktiven und inaktiven Tumoren. Bei den
hormonell aktiven Tumoren kommt es durch die hepatische Metastasierung oder
beispielsweise durch eine Lokalisation in der Lunge, bei dem der First — Pass — Effekt
der Leber nicht mehr greift, zu Symptomen wie beispielsweise Flush (90%), Diarrhoe
(70 — 85%), Schwitzen, Herzrasen und vieles mehr. Diese bezeichnet man als
,2Karzinoid — Syndrom*“ (11). Abhangig von ihrer Grol3e, Lokalisation und Tumorbiologie
konnen NET zu jedem Zeitpunkt metastasieren. Haufig befinden sich bei NET des
Gastrointestinaltraktes bei Diagnosestellung bereits Lebermetastasen (12). NET
tragen auf ihrer Zellmembran spezifische Rezeptoren wie Somatostatinrezeptoren, die
gut zur Lokalisationsfindung des Tumors und zur Therapie geeignet sind (3, 9). Zudem
exprimieren Gastroenteropankreatische Tumore Zellmarker wie die Neuronen —
spezifische Enolase (NSE), Chromogranine A, B, C (CgA, CgB, CgC) und das
Synaptophysin (3). Sie dienen der Diagnosefindung und zur Klassifizierung. Hierbei
spielt Chromogranin A eine zentrale Rolle. CgA ist ein verlasslicher Verlaufsparameter
und wird in allen NET (auf3er in Prolaktinomen) exprimiert und ist bei >80% der
Neuroendokrinen Tumore positiv. Bei gemessenen Werten von >75 nmol/l ist eine
schlechte Prognose fur den Patienten zu erwarten (11). Es konnte eine steigende
Anzahl an Diagnosestellungen durch verbesserte Vorgehensweisen detektiert werden.
Zu ihnen zahlen sowohl die Bildgebung (Sonographie, Computertomographie: CT,
7



Magnetresonanztomographie: MRT), die nuklearmedizinischen Verfahren (oft durch
Somatostatine) als auch die histologischen und immunhistochemischen Verfahren
(11, 12).

Therapeutisch ist eine Heilung nur durch chirurgische Resektion des Tumors zu
erreichen. Patienten, die inoperabel sind oder Metastasen aufweisen, haben mehrere
Optionen zur Therapie. Dazu zahlen beispielsweise Chemotherapie, Peptid —
Rezeptor Radionukleotid Radiotherapie und der Einsatz von Inhibitoren der
Angiogenese, Interferon — Alpha oder langwirksame Somatostatin Analoga (11). Die
Prognose des Patienten mit einem NET ist abhangig vom Stadium der Erkrankung.
Dabei zeigen Patienten mit Metastasen aber ohne Karzinoid — Syndrom eine hohere
Lebenserwartung als Patient mit dem Syndrom. Bei einem NET des Kolons liegt die 5
— Jahres — Uberlebensrate bei 61,8%. NET besonders des Kolons und des Rektums
weisen eine hohe Rezidivrate auf (1, 12). Daher sind Nachsorgeuntersuchungen bei
allen Patienten mit NET (bei hormonell aktiven und nicht aktiven Tumoren) in
speziellen NET — Zentren empfohlen, die sowohl Hormonspiegel bestimmen als auch

Bildgebungen veranlassen bei Anstieg der Hormonspiegel (11, 12).

2.2 Paraganglien

2.2.1 Definition

Paraganglien sind Teil des peripheren Nervensystems mit endokriner Funktion.
Histologisch bestehen sie aus unterschiedlich gro3en Parenchymzellen, die zahlreiche
Gefalle im Interstitium enthalten und von einer Bindegewebskapsel umgeben sind.
Embryologisch entstammen sie aus der Neuralleiste und sind ektodermalen
Ursprungs. Paraganglien werden durch ihre knotenartige Struktur als Glomus
bezeichnet. Sie konnen auf jeder Hohe zwischen Schadelbasis und Beckenboden
auftreten. Je nach Anfarbbarkeit der Zellen im Labor und Herkunft der Zellen, wird
zwischen den chromaffinen und den nicht — chromaffinen Paraganglien unterschieden
(14, 15).

2.2.2 Chromaffine und Nicht — Chromaffine Paraganglien
Chromaffine Paraganglien gehen aus dem Sympathikus hervor und sind
charakterisiert durch ihre Katecholamin — Bildung und Sekretion (Adrenalin und

Noradrenalin). Der Hauptvertreter im menschlichen Koérper ist das Nebennierenmark.
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Grundsatzlich sind sie Uber dem gesamten Organismus verteilt, beginnend von kranial
mit dem Ganglion cervicale superius bis hin zum Truncus sympathikus und der Blase
(15, 16).

Die nicht — chromaffinen Paraganglien sind parasympathische
Nervenzellansammlungen. Ihre genaue Funktion ist zum Teil nicht vollstandig geklart.
Sie sezernieren Noradrenalin und kommen an mehreren Regionen des Kopf — Hals —
Bereiches vor. Hauptlokalisationen sind die Schadelbasis (als P. tympanicum und P.
jugulare), die Carotisgabel (als P. caroticum), der Larynx und einige Gefale (Arteria
subclavia). Physiologisch fungieren Glomus caroticum und Glomus aorticum (im
Aortenbogen) als Chemosensoren, die auf Oz und CO2 Veranderungen reagieren.
Afferente Fasern des Nervus Vagus und Glossopharyngeus beeinflussen daraufhin
das Atemzentrum in der Medulla oblongata, wo dann Atemfrequenz und Atemvolumen

angepasst werden (17-20).

Ihre Tumore werden als Paragangliome (aus extra — adrenalen sympathischen und
parasympathischen  Paraganglien) und Phaochromozytome (Katecholamin
produzierende Tumore aus dem Nebennierenmark) bezeichnet. Die Inzidenz liegt bei
1 von 2500 — 6500 (0,0004 — 0,00015). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 43
Jahren. Etwa 10 — 20% werden im Kindesalter im Rahmen von genetischen
Erkrankungen diagnostiziert mit einer 5 — Jahres — Uberlebensrate von etwa 50% (7,
11). Die Tumore sind in der Regel benigne, wobei etwa 10 — 35% maligner Genese
sein kdnnen. Phaochromozytome sind haufiger anzutreffen als Paragangliome (7, 21,
22). Die meisten Tumore haben eine 10 — Jahres — Uberlebensrate von 96% und

nehmen einen milden Verlauf (23).

2.3 Paragangliome und Phaochromozytome

2.3.1 Paragangliome: Definition und Epidemiologie

Das Paragangliom ist ein seltener neuroendokriner Tumor des autonomen
Nervensystems und entsteht in den Zellen der Neuralleiste. Paragangliome (PGLs)
gehen von Paraganglien aus und koénnen sowohl sympathischen als auch
parasympathischen Ursprungs sein. Sympathische oder chromaffine Paragangliome
bezeichnet man als Phaochromozytome. In Abschnitt 2.4 werden sie naher betrachtet
(7,19).



Paragangliome sind stark durchblutete, meist benigne Tumore, die langsam wachsen.
Sie kdonnen sowohl sporadisch als auch hereditar auftreten. In mehr als 40% der Falle
sind sie im Rahmen von familidaren Tumorsyndromen anzutreffen. Frauen und Manner
sind gleichermal3en betroffen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen dem 30.
und 60. Lebensjahr (19, 24).

Uberall wo Paraganglien anatomisch vorhanden sind, koénnen Paragangliome
entstehen. Jedoch kommen sie hauptsachlich im Bereich von Kopf, Nacken und
Retroperitoneum vor. Im Kopf — Nacken Bereich kommen sie mit etwa 80% (als grofite
Gruppe) am haufigsten vor und sind parasympathischen Ursprungs. Sie machen 0,5%
aller Tumore des Kopf — Nacken — Bereichs aus. Abhangig vom Ursprungsort erfolgt
ihre genaue Bezeichnung. Paragangliome im Thorax, Abdomen und Becken machen

etwa 17% aus. Sie sind lokal invasiv und metastasieren selten (19, 24, 25, 25-27).

2.3.2 Phaochromozytome: Definition und Epidemiologie

Phaochromozytome (griech.: phaios, dunkel und chroma, Farbe) sind seltene
chromaffine Paragangliome mit endokriner Funktion (6). Frauen und Manner sind
gleich haufig betroffen, wobei das Alter bei Diagnosestellung bei 40 — 50 Jahren liegt.
Etwa 35% der Tumore sind familiaren Ursprungs und prasentieren sich multizentrisch
und bilateral. Grofdtenteils kommen sie jedoch sporadisch, unizentrisch und unilateral
vor. Sie produzieren, metabolisieren, speichern und sezernieren die Katecholamine
Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin (28). Sie kommen sowohl intra — als auch extra
— adrenal vor, wobei 80 — 85% der Phaochromozytome intra — adrenal im
Nebennierenmark lokalisiert sind. Die extra — adrenalen Tumore (15 — 20%) kommen
grofldtenteils im Abdomen vor. Hauptlokalisation ist die Umgebung der unteren
Mesenterialarterie (Zuckerkandl — Organ) oder die Aortenbifurkation. Seltene
Lokalisationen sind die Niere, die Blase, die Urethra, die Prostata, der Genitaltrakt und
die Leber. In 10% der Falle metastasiert ein Nebennieren — Phaochromozytom. Bei
familidaren Phdochromozytomen liegt der Anteil bei 5%. Bei den abdominellen extra —

adrenalen Phaochromozytomen liegt der Anteil bei bis zu 50% (7, 27, 29, 30).

2.3.3 Kilinik von Paragangliomen und Phaochromozytomen
Zur klassischen Triade von PGLs und Phaochromozytomen gehoren Kopfschmerzen,

Schwitzen und Palpitationen. Jedoch flihren nicht alle Tumore in dem Bereich zu den
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genannten Symptomen und sind abhangig von der Lokalisation und Grole des

Tumors.

Da PGLs langsam wachsende Tumore sind, kdnnen sie oftmals lange asymptomatisch
sein und keine spezifischen Erkrankungsmuster aufweisen. Die Diagnosestellung
gestaltet sich daher auch schwierig. PGLs im Bereich der Arteria carotis kdnnen durch
ihre Hyperplasie zu Raumforderungen und somit zu Schadigung und Verdrangung der
umliegenden Strukturen fuhren. Auch kommt es zu Minderversorgung von
Gesichtsnerven und Lahmungserscheinungen. Durch die Raumforderungen der
Tumore und Infiltration in benachbarte Strukturen kommt es haufig zu Rezidiven (19,
25, 31).

Phaochromozytome fuhren bei den Patienten zu unterschiedlich stark ausgepragten
Symptomen. Besonders haufig kommt es zu sekundaren Hypertonien, die auf die
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin zurickzufuhren sind. Patienten mit einem
Bluthochdruck haben in 0,05 — 0,1% der Falle ein Phdochromozytom. Dabei tritt der
Bluthochdruck entweder paroxysmal mit Blutdruckkrisen oder persistierend auf.
Klassisch fur ein Phaochromozytom ist die Trias aus Zephalgie (60 — 90%), Sudore
(65 — 75%) und Tachykardie (50 —70%). Weitere mogliche Symptome sind Tremor,
innere Unruhe, Abdominal- oder Flankenschmerzen, Blasse, Hyperglykamie,
Glukosurie, Leukozytose und Gewichtsverlust (Hypermetabolismus). Zu massive
Katecholamin — Freisetzung kann zu lebensbedrohlichen Situationen mit maligner
Hypertonie, Myokard- und Hirninfarkt bis hin zum Tod flhren (7, 27, 32).

2.3.4 Diagnostik und Therapie

Die Diagnostik von Paragangliomen und Phaochromozytomen gestaltet sich vielseitig,
wobei das genaue Vorgehen von der jeweiligen klinischen Institution abhangig ist und
einem standigen Wandel unterliegt. Der Startpunkt fur das weitere diagnostische
Vorgehen ist abhangig von der Art und Weise, wie der Tumor primar entdeckt wurde.
So kénnen entweder die klinischen Symptome des Patienten oder ein Zufallsbefund in

der Bildgebung / Operation den Startpunkt fur das weitere Vorgehen liefern.

Grundsatzlich ist die Anamnese des Patienten in Bezug auf seine Symptome von

besonderer Bedeutung. Jedoch sind die Symptome und Anzeichen, die auf einen

Tumor schlielen lassen, oft nicht spezifisch und unterscheiden sich von Patient zu

Patient. So werden zum Beispiel etwa 4 — 10% der Nebennieren — Phaochromozytome
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im Rahmen von bildgebenden Untersuchungen als Nebenbefunde und etwa 5%

intraoperativ diagnostiziert (7, 27).

Zudem spielen sowohl biochemische, bildgebende, molekularbiologische als auch
histologische Verfahren mit Tumorbiopsie eine wichtige Rolle. Im Labor konnen die
Katecholamin — Metabolite Metanephrin und Normetanephrin im Plasma ermittelt
werden. Die Hormone Adrenalin und Noradrenalin werden nicht bevorzugt bestimmt,

da sie nicht sensitiv und spezifisch genug sind (7).

Etwa 40% der Tumore treten im Rahmen eines hereditaren Tumorsyndroms auf.
Daher sind molekulargenetische Untersuchungen auf Keimbahnmutationen in
pradisponierenden Genen ein weiteres wichtiges Element der Diagnostik (33). Dafur
wird die Patienten — DNA (Desoxyribonukleinsaure) isoliert, mittels PCR (Polymerase
— Kettenreaktion) amplifiziert und nach der Sanger Didesoxymethode sequenziert.
Wird nun bei einem kranken Patienten eine krankheitsverursachende Mutation
detektiert, werden weitere Familienangehdrige einbestellt und untersucht, um
mogliche Trager zu identifizieren und eine Beratung zu ermdglichen. Bei Angeharigen,
die zwar Mutationstrager aber bislang gesund sind, reicht zunachst eine engmaschige

Kontrolle bis schlie3lich die Therapie eingeleitet werden muss.

Bildgebung

Zu den bildgebenden diagnostischen Verfahren mit hoher Sensitivitat von etwa 95%
zahlen die CT — und MRT — Untersuchung des Abdomens. Jedoch sind sie nicht
spezifisch genug, um zwischen PGL und Phao zu unterscheiden. Aus diesem Grund
hat sich im Laufe der Zeit die '8F-DOPA-PET ('8F-Fluoro-L-Dihydroxyphenylalanin-
Positronen-Emmisions Tomographie) etabliert, um die genaue Lokalisation zu
detektieren (34).

Grundsatzlich wird dieses Verfahren oft mit der CT als PET (Positronen-Emissions-
Tomographie) / CT kombiniert, um eine gute raumliche Zuordnung zu erhalten. Das
Prinzip hinter der DOPA (DOPA — Decarboxylase) — PET ist Schnittbilder durch den
gesamten Korper zu erzeugen, indem das schwach radioaktive Fluor — Isotop
(Halbwertszeit 110 Minuten) im Organismus sichtbar gemacht wird. Vorteile dieses
Verfahrens sind nicht nur die genaue Lokalisationsdiagnostik, sondern auch die
schnelle Durchfiihrbarkeit und bessere Vertraglichkeit des '8F — DOPA fir den
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Patienten, da es keine Interaktionen mit anderen Medikamenten aufweist. Das
Verfahren '®F — DOPA — PET hat durch die beschriebenen Vorteile, die | — MIBG —
Szintigrafie (Jod — Metaiodobenzyl — Guanidin) als bildgebende Verfahren der Wahl
abgeldst (siehe Abbildung 1) (7, 34).

Ist ein Paragangliom oder Phaochromozytom durch die beschriebenen Verfahren
identifiziert, erfolgt therapeutisch die chirurgische Entfernung des Tumors mit
darauffolgender histologischer HE (Hamatoxylin — Eosin) — Farbung und
Untersuchung. Immunhistochemisch erfolgt anschlieBend die Bestimmung von
Markerproteinen, wie Chromogranin A, Synaptophysin, VMAT - 1 (vesikular
monoamine transporter — 1), VMAT2 (vesikular monoamine transporter — 2) und TH
(Thyroid Hormone). Dadurch kann die Diagnose bestatigt und die Dignitat ermittelt
werden (siehe Abbildung 1) (7, 22).

13



MIBG-Scintigraphy neg. DOPA-PET pos.

24H MIBG GK

7:! b4 5 ¢

¥ w BN

|
' Metastatic parasympathetic paraganglioma

RvL LR RVL v LR o

-~

Abb. 1: Aufnahmen eines parasympathischen Paraganglioms (34)

Die obere Abbildung zeigt zwei bildgebende Verfahren zur Identifikation eines
parasympathischen — Paraganglioms. Links ist die | — MIBG — Szintigrafie und rechts
die '8F — DOPA — PET Untersuchung zu sehen. Der Ursprung des Tumors liegt im
Bereich des Halses. Die Metastasen zeigen sich in Knochen, Leber, Lungen und
Lymphknoten. Es ist zu erkennen, dass keiner der Metastasen durch die | — MIBG
Szintigrafie erkannt wurde. Die '®F — DOPA — PET zeigt jedoch selbst kleinste

Metastasen mit hoher raumlicher Auflésung (34).

Die untere Abbildung =zeigt die Immunhistochemie des parasympathischen -
Paraganglioms. Das PGL ist Chromogranin A negativ, Vesicular monoamine
transporter 1 (VMAT - 1) negative und Thyroid Hormon (TH) negativ. Tumore, die
VMAT - 1 negativ sind, kdnnen typischerweise nicht durch | — MIBG — Szintigrafie

erkannt werden (34).
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Therapie

Neben einer symptomatischen Behandlung des Patienten (antihypertensive Therapie
bei Hypertoniker) ist die chirurgische Entfernung des Tumors Therapie der Wahl. Bei
Patienten mit malignen, metastasierten Tumoren spielen sowohl die Chemotherapie
als auch die Radiofrequenz Ablation und die 131 — Jod — MIBG Behandlung als
palliatives Konzept eine bedeutende Rolle. Metaiodobenzylguanidine (MIBG) ist ein
Substrat flr transmembrane Noradrenalin — Transporter, die in den prasynaptischen,
sympathischen Nervenenden gespeichert sind (somit auch im Tumor). lhre
Verknupfung mit 131 — Jod fuhrt zu einem Tumorzellschaden. Etwa 60% der
metastasierten Tumore zeigen eine Aufnahme von 131 — Jod — MIBG und wiederrum
30% zeigen ein Ansprechen auf die Therapie. Ungefahr 40% der Tumore bleiben somit
in einem stabilen Zustand. Derzeit gibt es, durch die unzureichende Studienlage, keine
genaue Empfehlung Uber die genaue Dosis und den Zeitplan der Therapie. Zudem
sind Nachsorge Untersuchungen in einem festgelegten Intervall abhangig vom

Stadium des Patienten einzuhalten (7, 22).

2.4 Genetischer Hintergrund

Gemall ,The Cancer Genome Atlas® (TCGA) entstehen ungefahr 40% der
Paragangliome und Phaochromozytome durch Keimbahn — Mutationen in einem der
16 mit der Entstehung von PGL und Ph&o assoziierten Gene: RET (rearranged —
during — transfection), NF1, VHL, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, und SDHAF2
(Succinate — Dehydrogenase Untereinheiten), TMEM127 (Transmembran — Protein
127), PHD1, PHD2 (pseudohyphal determinant 1, 2), HIF2A (hypoxia — inducible factor
2A), FH (Fumarat Hydratase), MAX (Myc — associated factor), und KIF1B (Kinesin
Family Member 1B). Weitere 30% sind durch somatische Veranderungen in etwa
sieben Genen bedingt: VHL, HIF2A, CSDE1 (Cold Shock Domain Containing E1),
MAX, HRAS (Harvey — Rat — Sarcoma), NF1, RET und vermutlich KIF1B (35).
Insgesamt kann man bislang unter somatischen Mutationen und Keimbahnmutationen
unterscheiden. Somatische Mutationen entstehen entweder nach der Befruchtung in
der Embryonal- / Fetalzeit oder nach der Geburt im Laufe des Lebens.
Keimbahnmutationen liegen bereits in der befruchteten Eizelle vor und entstehen

wahrend der Meiose oder in der elterlichen Keimbahn (36).
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Durch die Verfugbarkeit von NGS — Methoden konnten im Laufe der Jahre von
anfanglich drei bekannten Genen (VHL, MEN2, NF1) immer mehr Gene detektiert
werden, die mit der Entstehung von PGL und Phao assoziiert sind. Derzeit sind 20
Gene flr die beiden Erkrankungen beschrieben (37). Besonders Phaochromozytome
treten mit etwa 35% familiar gehauft auf und werden autosomal — dominant vererbt.
Meist geht die Erkrankung mit einer inaktivierenden loss — of — function — Mutation in
einem Tumor — Suppressor — Gen einher. Bei den Onkogenen RET, HRAS und HIF2a
handelt es sich jedoch um aktivierende gain — of — function — Mutationen (38).
Besonders bei den drei erblich bedingten Syndromen, MEN2, NF1 und dem VHL —
Syndrom sind Phaochromozytome haufig zu beobachten (5).

Grundsatzlich wird bei den Tumoren unterschieden, ob sie im Rahmen eines
Syndroms (MEN2, NF1, VHL) oder als eigenstandiges PGL / Phao — Syndrom
auftreten. Die genannten Syndrome folgen Uberwiegend einem autosomal -
dominanten Vererbungsmuster. Bei Mutationen in einigen anderen Genen wird eine
paternale Transmission der Variante beobachtet, wie bei den Genen SDHD, SDHAF2

(succinate dehydrogenase complex assembly factor 2) und MAX (6, 24, 39).

Mutationen in einer der SDH — Untereinheiten zeigen sich bei etwa 15% der Patienten
mit einem erblich bedingten Tumor. Dabei werden SDHB — und SDHD — Mutationen
am haufigsten nachgewiesen. Mutationen des VHL — Gens machen 22,5% der erblich
bedingten Falle aus. Mutationen des RET — Gens sind mit 12,5 % die dritthaufigste
erbliche Mutation. Mutation des NF1 — Gens machen als vierte Gruppe 5% der erblich

bedingten Paragangliome und Phaochromozytome aus (30).

2.4.1 Die Rolle von Hypoxia inducible factor (HIF)

Es ist von Bedeutung die Zusammenhange und Auswirkungen von PGL und Phao
auslosenden Mutationen zu verstehen und die betroffenen Proteine mit den
entsprechenden Signalwegen zu kennen. Einer dieser zentralen Bestandteile ist das
Hypoxia inducible factor (HIF), welche eine Rolle bei der Entstehung eines

pseudohypoxischen Phanotyps spielt (39).

Hypoxia inducible factor (HIF) ist ein Heterodimer aus Helix — loop — Helix und Per —

Arnt — Sim (PAS) Strukturen. HIF besteht aus HIF — a und einer HIF — B Untereinheit

(40). Sie gehort zur Gruppe der Transkriptionsfaktoren, die unter hypoxischen

Bedingungen in der Zelle aktiv sind. Eine Dysregulation fuhrt zur Tumorentstehung
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und Progression. Unter normoxischen Bedingungen wird zwar HIF1 — a und HIF — 2a
gebildet, jedoch sehr schnell durch Hydroxylierung wieder degradiert und mit Hilfe von
VHL — Gen kodierten Proteinen im Proteasomen abgebaut. Fur die Degradation im
Proteasom erforderliche Hydroxylierung lauft unter anderem unter Verbrauch von
Sauerstoff ab (41).

Unter hypoxischen oder pseudohypoxischen Bedingungen wird HIF — a jedoch
stabilisiert, da die Hydroxylierung von HIF — a sauerstoffabhangig ist. Somit bleibt die
oben beschriebene Reaktion aus. Das stabilisierte HIF — a schlief3t sich mit HIF —
zum HIF — Heterodimer zusammen und bindet an das hypoxia — responsive — element
(HRE) der nuklearen DNA. Eine Aktivierung von HIF — 1a und dessen Ziel Genen, fuhrt
zu einer héheren Transkriptionsrate der pseudohypoxischen Onkogene und dadurch
zu Angiogenesen, VEGFs (vaso — endothelial growth factor) und dessen Rezeptoren
im Tumorgewebe (5, 39).

Pseudohypoxie ist ein Zustand, bei dem genug Sauerstoff in den Zellen vorhanden ist,
dieser jedoch durch Storung in einigen Stoffwechselwegen nicht adaquat genutzt
werden kann. Die Tumorentwicklung und Resistenz gegen Behandlungsversuche sind
Eigenschaften, die mit Pseudohypoxie in Verbindung stehen. HIF — 1a und HIF — 2a
sind in vielen Krebsarten Uberexprimiert, dennoch ist ihre Auswirkung auf Aggressivitat

oder Entwicklung des Tumors unbekannt (42).

2.4.2 Einteilung der Gene in Cluster nach genetischem Hintergrund

Es wird bei der Entstehung von Paragangliomen und Phaochromozytomen zwischen
zwei groften Gruppen / Clustern von Genen unterschieden. Cluster 1 beinhaltet den
hypoxischen / pseudohypoxischen Signalweg mit Mutationen, welche beispielsweise
die SDH — Untereinheiten, FH — und VHL — Gene betreffen. Cluster 2 besteht aus dem
Kinase — gekoppelten — Rezeptor Signaltransduktions- / Proteintranslationsweg.
Mutationen befinden sich hier zum Beispiel in folgenden Genen: RET, NF1, TMEM127,
MAX, KIF1BB, HRAS. Hierbei liegt die Stérung bei den Kinaserezeptoren (43, 44).

Cluster 1

Zum Hypoxie regulierten Signalweg (Gruppe 1) gehoéren unter anderem folgende
Gene: SDH mit den Untereinheiten (A, B, C, D), VHL, FH, EGLN1 und 2 (egl — 9 family

17



hypoxia — inducible factor 1 und 2; Synonyme: PHD1 und 2), HIF2A und KIF1B (40,
41).

Wie bereits beschrieben dient das VHL unter physiologischen Bedingungen der
Erkennung von HIF. Kommt es nun zu Mutationen im VHL — Gen, wird das Protein
inaktiviert und fuhrt zu einem unzureichenden Abbau von HIF — a. Die Expression von
HIF — a Genen fuhrt unter anderem zu verstarkten Angiogenesen durch VEGF. Ein
Defekt im VHL — Gen wird so mit der Tumorgenese in Verbindung gebracht. 2009 hat
die Forschungsgruppe von Manelli et al. mit ihrer Veroffentlichung gezeigt, dass etwa
17% von insgesamt 32% aller Paragangliome und Phaochromozytome auf Mutationen
im VHL und RET basieren. Die ubrigen 15% beruhen auf SDH — assoziierten

Genmutationen (45).

Rolle des SDH

SDH (Succinat — Dehydrogenase) ist ein Enzym, das aus vier Untereinheiten besteht:
SDHA, SDHB, SDHC, SDHD. Die Mutation in einem der vier Untereinheiten stellt die
haufigste Ursache flr hereditare Paragangliome dar. Zudem ist SDH als
membranstandiges Protein Teil des Citratzyklus und Komplex Il der Atmungskette in
der inneren Mitochondrienmembran. Das Enzym ist in die Elektronentransportkette
eingebunden und katalysiert die Oxidation von Succinat zu Fumarat in der
Atmungskette. Somit spielt SDH eine zentrale Rolle bei biochemischen
Stoffwechselvorgangen. Eine Mutation von SDH fuhrt zu einem pseudohypoxischen
Zustand in der Zelle. Die Regulation durch das Enzym bleibt aus und es folgt das
bereits oben beschriebene Resultat mit Steigerung der Expression von Onkogenen

sowie eine Steigerung der Angiogenese im Tumor (5-7, 39, 46).

Cluster 2

Zum Kinase — gekoppelten Signalweg (Gruppe 2) gehdren: TMEM127, MAX, BAP1
(BRCA1 associated protein — 1), NF1, RET — Protoonkogen, welches fur MEN2
verantwortlich ist, und weitere Kinase abhangigen Signalwege. Auch hier spielt HIF
eine bedeutende Rolle. Bei MEN2 und NF1 werden beispielsweise unterschiedliche
Signalwege aktiviert, die wiederum HIF verstarkt bilden und in vielen Krebsarten zu

einer Expression von HIF — a fuhren. Kinase — gekoppelte Signalwege sind unter

18



anderem zustandig fur die Initiation von Proteinbiosynthesen und neuronalen /
neuroendokrinen Differenzierungen. Somit fuhrt auch die zweite Gruppe zu

Paragangliomen und Phaochromozytomen (5, 33, 39).

2.4.3 Somatische Mutationen

Somatische Mutationen kdnnen in Cluster 1 und Cluster 2 — Genen vorkommen, die
bereits zuvor beschrieben wurden und in der Keimbahn durch Mutationen betroffen
sein konnen. Zusatzlich konnen jedoch auch andere bisher nicht beschriebene
Mutationen in verschiedenen Genen zu Tumoren fluhren. Besonders sporadisch
auftretende Tumore sind Uberwiegend durch somatische Mutationen bedingt. NF1,
RET und VHL sind die am haufigsten aufgefihrten Gene mit somatischer Mutation.
Dabei sind sporadische Mutationen in NF1 mit etwa 21 — 24% der somatischen
Paragangliome und Phaochromozytome der haufigste Ausloser. Weitere sporadische
Mutationen in Genen, wie SDHB, SDHD und MAX sind zwar auch beschrieben, jedoch
sind diese aber selten (47).

2.5 Insulinomatose

Insulinomatosen sind multizentrisch vorkommende, Insulin — produzierende, seltene
neuroendokrine Tumore des Pankreas. Sie kommen nicht im Rahmen eines MEN1
Syndroms vor und sind eher sporadisch oder familiar bedingt. Dabei handelt es sich
um meist sehr kleine (<bmm) benigne Tumore, die sich durch neoplastische oder
hypertrophierte Zellen im Pankreas prasentieren. Die Diagnostik und die Therapie von
Insulinomatosen gestaltet sich zum Teil durch ihre TumorgroRe schwierig. Eine

Metastasierung in anderen Geweben zeigt sich kaum. Rezidive sind keine Seltenheit
(4).

Eine aktuelle Studie der Londoner Forschungsgruppe lacovazzo et al. vom Januar
2018 prasentierte zwei Familien mit dem heterozygoten Austausch c.191C>T,
p.Ser64Phe im MAFA — Gen (musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene). Es wurde
bei den Familien ein autosomal — dominanter Erbgang festgestellt. Diese missense —
Mutation ist in einem hoch konservierten Bereich des MafA Proteins gelegen, der als
D/E/S/T/P — reiche Domane bezeichnet wird und die Stabilitdt der DNA — Bindung im
Rahmen des Transaktivierungsprozesses beeinflusst. Die Mutationstrager erkrankten,

mit einer Penetranz von 90%, entweder an einer Insulinomatose oder an einem
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Diabetes vom MODY Typ (Maturity Onset Diabetes of the Young). In einer der beiden
Familien traten zudem kongenitale Augenerkrankungen (Katarakt, Glaucom) auf.
Dabei waren Frauen haufiger an Insulinomatose erkrankt als Manner, wobei das
mittlere Erkrankungsalter bei 39,4 + 13,1 Jahren lag. Die mannlichen Patienten
erkrankten haufiger an Diabetes mellitus vom MODY Typ. lacovazzo et al. haben
gezeigt, dass c.191C>T, p.Ser64Phe in der Lage ist, durch verminderte
Phosphorylierung eines benachbarten Aminosaurerestes (Ser65) eine verminderte
Degradation des Proteins durch das Proteasom zu verursachen. Es wurde auf3erdem
gezeigt, dass Thr57 phosphoryliert wird und eine fehlende Phosphorylierung an dieser

Stelle ebenfalls zu einer eingeschrankten Degradation des Proteins fuhrt (4).

2.5.1 Histopathologie bei operierten Patienten

In der Studie von lacovazzo et al. (2018) zeigten sich in der histologischen
Untersuchung der Insulinomatose — Proben kleine (Mikroadenome, <5 mm) und
grélere (Makrotumore, > 5 mm) multifokale, gut differenzierte neuroendokrine Tumore
(Ki-67 <2%) mit einer trabekularen Gewebearchitektur. Die Anzahl der Lasionen war
variabel und abhangig von der Art der Operation und der Probenentnahme. Bei einem
Patienten wurden Uber 100 Lasionen identifiziert. Es wurden keine Inseln mit Betazell
— Hyperplasien beobachtet, die sich in Mikroadenome verwandeln. Zudem war keiner
der Tumore groRer als 2 cm. Alle Tumore exprimierten Insulin, wahrend die
Immunfarbung der anderen Pankreashormone negativ war. Die MafA — Immunfarbung
zeigte in einem Fall eine diffuse Positivitat, die im Vergleich zu den benachbarten

normalen Inseln weniger intensiv war (4).

2.5.2 MAF - Gen

MAFA gehort zur Familie der Maf — Transkriptionsfaktoren und ist ein Proto — Onkogen.
Maf — Proteine gehdren neben Fos, Jun, CREB und ATF zu der AP — 1 (Activator
protein — 1) Superfamilie der basic leucine zipper (bZip), die einer der grofRten
eukaryontischen Transkriptionsfaktoren darstellen (48, 49). Die AP — 1 Superfamilie
hat die Fahigkeit TRE (12-0-tetradecanoyl phorbol 13 — acetate-responsive element)
oder CRE (cAMP - responsive element) DNA Sequenzen an ihrer bZip Domane (aus
12 — 14 Aminosauren bestehend) zu binden. Zudem kann MafA entweder als Homo-
oder als Heterodimer an die DNA binden (49).
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Maf — Proteine ahneln den viralen Maf — Onkoproteinen (v — Maf), die 1989 erstmals
als muscoloaponeurotische fibrosarcoma Huhner Retroviren beschrieben wurden (50).
Neben MafA zahlen MafB, ¢ — Maf und Nrl zu der Gruppe der grol3en Maf — Proteine.
MafB und ¢ — Maf spielen in der Regulation von Glukagon in der Alphazelle des

Pankreas eine Rolle (4, 49).

MafA spielt eine Schlusselrolle bei der Insulinsekretion und beeinflusst eine Reihe von

zellularen Prozessen maldgeblich:

(1) die Differenzierung von Vorlauferzellen zur Insulin — produzierenden Betazelle
(2) die Insulinbiosynthese und die Insulin — Sekretion

)
)
(3) den Glucose Sensor Mechanismus
4) den Glucose Metabolismus

)

(

(5) die Regulation der Transkription weiterer, in der Betazelle wichtiger
Transkriptionsfaktoren

(6) Transformationspotential, sowie die Fahigkeit, den Zellzyklus und

Zellwachstum zu beeinflussen

Eine alleinige Uberexpression von MafA gentigt, um die Insulin mRNA (messenger —
Ribonukleinsaure) effektiv zu steigern (50). Die Stabilitat des MafA — Proteins in der
Betazelle wird von Glukose reguliert. So wird beschrieben, dass unter niedrigen
Glukosekonzentrationen in der Betazelle, die Anzahl an MafA — Proteinen sinkt. Durch
die GSK3 (glykogen synthase kinase 3) kommt es namlich zu Phosphorylierungen von
den Aminosauren Ser®!, Ser*®, Thr% und Thr% des MafA — Proteins und somit zu

dessen Destabilisierung und Abbau (4, 48).
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Abb.2: Regulation von MafA durch die GSK3 modifiziert nach (50)

Grolde Maf — Proteine sind Onkogene und kdnnen urspringliche Zellen transformieren.
Somatische Mutationen in groRen Maf — Proteinen (auch MafA) werden bei
bestimmten Tumorentitaten gehauft gefunden. So wurde gezeigt, dass in 50% der
multiplen Myelome und in 60% der angioimmunoblastischen T — Zell Lymphomen Maf
— Gene Uberexprimiert sind. Maf — Gen Veranderungen tragen somit zur Tumorgenese
bei (49). MafA hat in dem Zusammenhang das Potential Neuroretinale Zellen von
Vogeln zu transformieren und zu proliferieren. Zudem wurde gezeigt, dass missense
— Mutationen im MAFA — Gen entweder Diabetes mellitus vom MODY Typ oder

familiare Insulinomatose verursachen kdnnen (4).

2.5.3 Diabetes mellitus Typ MODY

Der Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY) ist die haufigste monogene,
autosomal — dominant vererbte Form des Diabetes mellitus. Er betrifft haufig
Menschen vor dem 25. Lebensjahr. Etwa 1 — 2% aller Diabetesfalle in Europa beruhen
auf MODY. Urséachlich ist eine Mutation auf Ebene der Keimbahn im
Glukosestoffwechsel der Betazelle des Pankreas. Bei zunachst normalen
Insulinspiegeln kommt es im Verlauf der Erkrankung, besonders nach Glukosereiz auf

die Betazelle, zu Insulinsekretionsstorungen. Es konnte weder eine Neigung zu
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Ketoazidosen gezeigt werden, noch konnten Diabetes typische Antikérper
nachgewiesen werden. Der MODY tritt eher bei jungen Patienten auf und weist keine

bzw. nur eine geringe periphere Insulinresistenz auf.

Es sind laut der OMIM (Online Mendelian Inheritance In Man) Datenbank 14
verschiedene Formen von MODY mit den verursachenden Genen identifiziert worden,
die auf unterschiedlichen Chromosomen liegen. Dazu zahlt beispielsweise bei MODY
Typ 2 das Glukokinase — Gen, das zur Phosphorylierung der Glukosemolekile
beitragt. Bei den anderen Formen sind vorwiegend Transkriptionsfaktoren, wie BETAZ2,
HNF — 1a, HNF — 13 und MafA an der Entstehung von MODY Diabetes beteiligt (4,
52-56).

MODY OoMIM mode of approved gene | OMIM
type disease |inheritandce gene name symbol gene chr.
hepatocyte nuclear factor-4-alpha
MODY1 [ 125850 AD gene HNF4A 600281 20
MODY2 | 125851 AD glucokinase gene GCK 138079 7
hepatocyte nuclear factor-1lalpha
MODY3 | 600496 AD gene HNF1A 142410 12
pancreas/duodenum homeobox
MODY4 | 606392 AD protein-1 gene PDX1 600733 13
MODY5 | 137920 AD hepatic transcription factor-2 TCF2 189907 17
MODY6 | 606394 AD NEUROD1 gene NEUROD1 601724 2
MODY7 | 610508 AD KLF11 gene KLF11 603301 2
MODY8 | 609812 AD CEL gene CEL 114840 9
MODY9 | 612225 AD PAX4 gene PAX4 167413 7
MODY10| 613370 AD insulin gene INS 176730 11
MODY11| 613375 AD BLK gene BLK 191305 8
MODY13| 616329 AD KCNJ11 gene KCNJ11 600937 11
MODY14| 616511 AD APPL1 gene APPL1 604299 3

Abb. 3: MODY verursachende Gene gemaly OMIM Datenbank

Klinisch prasentiert sich die Erkrankung eher schleichend, wobei die Patienten
zunachst keinerlei Symptome zeigen und eher normalgewichtig sind. Der MODY ist
vergleichbar mit dem Typ 2 Diabetes und wird somit auch haufig fehldiagnostiziert.
Herausforderungen in der Diagnosestellung eines MODY sind vielfaltig. Zum einen
ahneln sie Typ 1 und Typ 2 Diabetes Formen, was zu Fehldiagnosen fuhrt, und zum
anderen konnten bei Patienten mit eindeutigen Symptomen eines MODY Diabetes
keine der bekannten genetischen Mutationen nachgewiesen werden. Diese
bezeichnet man als MODY X. Es kann also insgesamt angenommen werden, dass

mehr Patienten an einem MODY Diabetes erkrankt sind, als bislang angenommen.
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Therapeutisch werden neben einer Diat, die Einnahme von oralen Antidiabetika

empfohlen. Letztlich ist die Insulintherapie nicht zu vermeiden (52, 55-57).

2.5.4 Differenzialdiagnose Insulinome

Definition und Epidemiologie

Insulinome sind neuroendokrine Tumore, die sich zu mehr als 97% im Pankreas
befinden (58). Mit einer Inzidenz von etwa 1:500.000 pro Jahr gehoren sie (wie auch
Gastrinome) zu den haufigen NET (11). Frauen sind haufiger betroffen als Manner (4).
Mit einer Grolde von meist weniger als 2cm, sind sie verhaltnismafig kleine Tumore.
Selten werden jedoch auch Patienten mit Insulinomen von gro3er als 5 cm detektiert.
Eine Vielzahl (etwa 90%) der Tumore sind benigne (59). Lediglich weniger als 10%

der Insulinome sind maligne (11, 58).

Pathogenese

Insulinome entstehen entweder sporadisch oder im Rahmen von familiaren
Syndromen wie MEN1 (60). Patienten mit einem MEN1 — Syndrom haben zu etwa 30
— 80% einen enteropankreatischen Tumor. Dabei zeigen sie die gleichen Symptome
wie alle anderen Patienten mit Insulinomen (11, 61). Entartete Betazellen des
Pankreas produzieren hohe Spiegel an Insulin. Insulin ist ein Polypeptid Hormon, das
bei der Blutzuckerregulation neben Glukagon eine zentrale Rolle spielt. Insulin wird in

den Langerhanszellen produziert und gelangt in den Blutkreislauf (50, 62).

Klinik

Durch die unkontrolliert hohen Insulinspiegel kommt es zu vielerlei Beschwerden. Die
Whipple — Trias beschreibt die Symptomatik des Patienten. Dazu zahlen
Blutzuckerwerte unter 45 mg/dl, neurologische Symptome und eine Besserung dieser
Symptome bei intravendser / oraler Glukose Gabe. Hierzu gehdren auch Beschwerden
wie Schwindel, Sehstérung und Kopfschmerzen. Gegenregulatorisch wird mit dem
Sympathikus das adrenerge System aktiviert und es entstehen Symptome wie
Herzrasen und Schwitzen. Einige Patienten beschreiben zudem eine

Gewichtszunahme durch die rezidivierenden spontanen Unterzuckerungen (11, 63).
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Maligne Insulinome produzieren aul3er Insulin weitere Hormone, wie beispielsweise
das Adrenocorticotropes Hormon (ACTH), Calcitonin oder Melanozyten -
stimulierendes Hormon (MSH). Dies erklart das klinisch bunte Bild der Patienten. Bei
Insulinomen von mehr als 5 cm zeigen die Patienten zusatzlich zu den klinischen
Symptomen auch mechanische lokale Komplikationen. Metastasierte Insulinome

gehen mit einer niedrigen Lebenserwartung einher (11).

Diagnostik

Die Anamnese spielt eine zentrale Rolle bei der Diagnosestellung. Anhand der
typischen Symptome und Beschwerden werden weitere diagnostische Schritte
eingeleitet. Dabei kann unter stationaren Bedingungen mit Hilfe des Hungerversuches
uber 48 bis 72 Stunden ein Blutzuckertagesprofil erstellt werden und das Insulin,
Proinsulin und C — Peptid kontrolliert werden. Es kommt bei Patienten mit Insulinomen
zu einer steigenden Insulinkonzentration und zum starken Abfallen des Blutzuckers

unter 45mg/dl. Die Sensitivitat des Hungerversuches liegt bei mehr als 90% (11, 59).

Immunhistochemisch spielen neuroendokrine Marker wie Chromogranine eine
wichtige Rolle. Zur Lokalisationsdiagnostik werden bildgebende Untersuchungen
eingeleitet. Sonographie, Computertomographie, Magnetresonanztomographie und
nuklearmedizinischen Verfahren dienen der Lokalisationsfindung. Insulinome befinden
sich zwar im Pankreas, sind jedoch meist kleiner als 2 cm. Daher ist eine genaue
Lokalisation nicht immer eindeutig zu nennen. Die Sensitivitat bei CT und MRT liegt
bei etwa 40%. Eine PET Untersuchung mit Fluor-18-L-Dihydroxyphenylalanin zeigt
eine hohere Sensitivitat. Andere Mdglichkeiten Insulinome zu lokalisieren sind eine
Somatostatin — Rezeptor Szintigraphie Untersuchung. Dies kann auch therapeutisch
genutzt werden (59, 64). Des Weiteren besteht die Moglichkeit sowohl eine
intraoperative Endosonographie als auch eine palpatorische Diagnostik durch einen
erfahrenen Chirurgen durchzufihren. Dies kann besonders bei zu kleinen
Insulinomen, die durch Bildgebung nicht detektiert werden konnten, von Bedeutung
sein. Beide Verfahren zeigen eine Sensitivitat von mehr als 80%. Eine intraarterielle
Calcium — Stimulation in die obere Mesenterial Arterie kann zusatzlich zur
Lokalisationsfindung bei sehr kleinen Insulinomen (0,3 cm) angewendet werden.
Durch die hohe Calciumkonzentration steigt die Freisetzung von Insulin aus den Zellen

der Insulinome, weil sie spezielle Calciumrezeptoren tragen (59).
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Therapie

Als einziger kurativer Therapieansatz gilt die chirurgische Resektion des Tumors. In
etwa mehr als 90% der Falle gelingt bei den operierten Patienten eine Heilung. Dazu
zahlen Pankreaseingriffe, die von einem erfahrenen Chirurgen durchgefuhrt werden.
Mogliche Ansatze sind eine Enukleation des Tumors, eine Pankreasteilresektion bis
hin zu einer ausgedehnten langandauernden Whipple — Operation. Des Weiteren kann
bei palliativen Patienten mit malignen oder metastasierten Insulinomen eine Operation
im Sinne einer besseren Lebensqualitat und eines ,Debulkings® erwogen werden.
Letzteres beschreibt eine Tumormassenreduktion. Maligne Tumore, die nicht
metastasiert sind, kénnen RO reseziert werden und verlangern das Uberleben. In sehr

seltenen Fallen ist eine Operation des Tumors nicht indiziert (11).

Eine medikamentdse Therapie mit beispielsweise Somatostatinen oder Diazoxid ist
nur in Ausnahmefallen bei bestimmten Patientengruppen indiziert. Lokale mogliche
Therapieansatze sind die transarterielle Chemoembolisation / Chemoperfusion oder
eine lokale Radiotherapie. Die Lebenserwartung ist bei gut differenzierten Insulinomen
hoher als bei anderen Formen des Tumors, dennoch kann mittels multimodaler
Therapie eine Verlangerung der 5 — Jahres — Uberlebensdauer erreicht werden. Die
mittlere Uberlebenszeit bei malignen metastasierten Insulinomen liegt laut einer Studie
der Universitat Dusseldorf bei 2,6 Jahren. Bei Lebermetastasen sinkt die
Lebenserwartung. Trotz Therapie Uberleben lediglich etwa 25 — 35% nach 5 Jahren.
Die Langzeitprognose bei Patienten mit Insulinomen im Rahmen des MEN1 -
Syndroms ist unklar (11, 61, 66).

2.6 Hypoglykamie verursachende Pankreastumore

Mit Hilfe der ,Whipple Trias“ nach A. Whipple (1863 — 1961) kann man die Diagnose
einer  Hypoglykamie  stellen. Sie  beinhaltet drei Merkmale: eine
Blutzuckerkonzentration unter 2,5 mmol/l (<45 mg/dl), typische Symptome einer

Hypoglykamie und eine schnelle Besserung der Symptome nach Glukosegabe (11).

Dabei ist die Anamnese des Patienten von besonderer Bedeutung, da somit
Differentialdiagnosen ausgeschlossen werden koénnen, wie beispielsweise eine
Hypoglykdamie unter Fastenbedingungen oder durch exogene Faktoren

(Alkoholkonsum oder Medikamente). Die Patienten konnen bei leichten Formen einer
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Unterzuckerung autonome, durch das sympathische Nervensystem bestimmte
Symptome zeigen. Dazu zahlen unter anderem Schwitzen, Tachykardien, Heil3hunger
oder auch Zittern und Angst. Kommt es jedoch zu weiteren Blutzuckerabfallen, zeigen
sich dann auch neuroglykopenische Symptome, die durch eine Minderversorgung des
Gehirns mit Glukose als Nahrstoff bedingt sind. Die Patienten haben dann
hinzukommend Symptome wie Sehstorungen, Schwindel, Verhaltensanderungen oder
auch Krampfe. Es kann sogar bis hin zum Koma und Tod des Patienten fuhren (63,
68).

Ein Hungerversuch unter stationaren Bedingungen Uber bis zu 72 Stunden hilft, die
Diagnose zu sichern. Auch die laborchemische Bestimmung von Insulin, Proinsulin
und C — Peptid ist zur Ermittlung der Ursache einer Hypoglykamie von Bedeutung. Zu
moglichen Ursachen zahlen bei Nichtdiabetikern MEN1 — / NF1 — assoziierte
Insulinome des Pankreas, eine Nesidioblastose im Rahmen einer Mutation des
Sulfonylharnstoffrezeptors, eine Sekretion von IGF — 2 (Insulin — like growth factor 2)
ahnlichen Peptiden paraneoplastisch, eine faktitielle Hypoglykdmie durch Insulin /

Antidiabetika und Hypoglykamien durch Stérung einer humoralen Gegenregulation
(11).

Neuroendokrine Tumore des Pankreas sind zumeist benigne und zahlen eher zu den
seltenen Tumoren. Sie machen ungefahr 12% aller neuroendokrinen Tumore im
Gastrointestinaltrakt aus (11). Sie werden in funktionell aktive (hormonproduzierende
Tumoren) und in nicht aktive (nicht hormonproduzierende Tumoren) unterteilt.
Insulinome, Gastrinome, Glukagonome und VIPome gehoéren zu den aktiven Tumoren.
Insulinome und Gastrinome haben eine jahrliche Inzidenz von etwa 1:500.000 und
zahlen zu den haufigen Tumoren (11). Zudem sind Nachweise neuroendokriner
Marker (Synaptophysin und Chromogranin A), Proliferationsmarker (Ki-67 / MIBI) und
von Hormonen (Insulin), Zytokeratinen (CK8 und 18) und Somatostatinrezeptoren
mdglich. Die hormonaktiven NET im Pankreas machen weniger als die Halfte aus.
Insulinome stellen unter den aktiven Pankreastumoren die grof3te Gruppe mit 40 —
70% dar (69).
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2.6.1 Die Rolle des Insulins

Insulinsynthese

Sowohl die Insulinsynthese (Transkription und Translation) als auch die
Insulinfreisetzung in den Betazellen des Pankreas sind glukoseabhangig. Es wird so
eine Euglykdmie gewabhrleistet. Die Insulinsynthese unterliegt einer komplexen
Regulation, die durch das Zusammenwirken der Transkriptionsfaktoren MafA, BETA2
/' NEUROD1 und PDX1 reguliet wird. Kommt es zu erhohten
Blutzuckerkonzentrationen, werden die drei Transkriptionsfaktoren durch ihre Bindung
an cis — Elemente des Insulingenpromotors, wie beispielsweise A, C und E aktiviert
und die Insulinexpression somit erhéht (es wurde eine Region mit 350 Basenpaaren
im Insulinpromotor mit sowohl cis — als auch trans — acting Faktoren identifiziert),
wobei MafA am C1/ RIPE3b Element bindet. Werden diese drei Transkriptionsfaktoren
zeitgleich in anderen Zellen exprimiert, so kommt es zur Bildung von wichtigen
insulinproduzierenden Genen (GLUT2: Glucosetransporter Typ 2, SUR1:
Sulfonylharnstoff Rezeptor1, GCK: Glukokinase) (48, 50).

Insulinfreisetzung

Unter physiologischen Bedingungen wird in den Betazellen des Pankreas Insulin
abhangig von der extrazellularen Blutzuckerkonzentration freigesetzt. Somit wird eine
konstante Blutzuckerkonzentration auch unter Fastenbedingungen bei 3,5 — 5,5
mmol/L gewahrleistet. (70) Dabei gelangt Glukose uber die Transporter GLUT1 und
GLUT2 in die Betazelle und wird tber die Glykolyse in Pyruvat umgewandelt. Pyruvat
wird dann im Mitochondrium fur den Citratzyklus und die Atmungskette bendtigt, um
die Rate an ATP / ADP (Adenosintri- / diphosphat) in der Zelle zu steigern. In der
Betazelle bewirkt ein hohes ATP / ADP die Inaktivierung des ATP — abhangigen
Kaliumkanals. Folge ist eine Depolarisation der Zelle durch zu viel Kalium intrazellular.
Zusatzlich werden spannungsabhangige Calciumkanale aktiviert und die steigende

Calciumkonzentration fuhrt dann zur Freisetzung von Insulin in den Blutkreislauf (71).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der physiologischen Insulinfreisetzung aus der
pankreatischen Betazelle modifiziert nach (71)

GLUT 1 / 2: Glukose Transporter 1 / 2, ER: Endoplasmatische Retikulum, Golgi: Golgi —
Apparat, K* - Kanal: ATP abhangiger Kaliumkanal, Ca?* - Kanal: Calciumkanal, ATP / ADP:
Adenosintriphosphat / Adenosindiphosphat

Insulinverwertung der Zellen

Insulin bewirkt nun in peripheren Geweben eine Aufnahme von Glukose Uber
unterschiedliche GLUT — Transporter, wie beispielsweise in Leberzellen, Muskelzellen
und Fettgewebe. Somit sinkt insulinabhangig die Blutzuckerkonzentration. Gleichzeitig
ist Glukose ein wichtiger Energielieferant fur die Versorgung der Zellen. Zudem ist
Glukose lebensnotwendig fur zerebrale Funktionen, daher nehmen Nervenzellen
insulinunabhangig Glukose auf. Insulin ist an der Genese vieler Erkrankungen beteiligt,
wie zum Beispiel: Diabetes mellitus, Insulinom, Hyperinsulinismus, Insulinresistenz

und viele weitere (11, 72).

2.6.2 Kongenitaler Hyperinsulinismus

Beim kongenitalen Hyperinsulinismus (friher auch ,Nesidioblastose” genannt) fuhrt
eine unkontrollierte Sekretion von Insulin aus den Betazellen des Pankreas zu
Hypoglykamien. Die Inzidenz betragt 1:40 — 70.000. Die Patienten weisen bereits in

den ersten Lebenswochen persistierende Hypoglykamien auf. Dabei sind Auftreten
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und Verlauf der Erkrankung von Patient zu Patient variabel. Klinisch manifestiert sich

die Erkrankung durch Lethargie, Unruhe bis hin zur Bewusstlosigkeit (73).

Man unterscheidet in der Pathogenese zwischen ,channelopathies® und
,metabolopathies®. Relevante Gene bei den channelopathies sind ABCC8 (ATP
Binding Cassette Subfamily C Member 8, am haufigsten mit 40% der erkrankten
Individuen) und KCNJ11 (Potassium Voltage — Gated Channel Subfamily J Member
11), mit den zugehdrigen Proteinen SUR1 (Sulfonylharnstoff — Rezeptorgen 1) und
Kir6.2. Diese autosomal — rezessiv vererbten Mutationen beeinflussen den ATP —
abhangigen Kaliumkanal der Betazelle und fuhren durch eine Veranderung des
Ruhemembranpotentials zur Depolarisation und folglich Zu einer

glukoseunabhangigen Insulinfreisetzung (11, 71, 74, 75).

Zu den metabolopathies zahlen Defekte auf zellularer Ebene, diese spielen unter

anderem beim Fettsaurestoffwechsel, Aminoséaurestoffwechsel und
Energiestoffwechsel eine wichtige Rolle. Die autosomal — dominant vererbten
Mutationen, wie die Mutationen im Glukokinase - Gen oder im

Glutamatdehydrogenase — Gen, gehoren beispielsweise zu den metabolopathies. Das
Enzym Glukokinase (geschwindigkeitsbestimmendes Enzym im
Glukosemetabolismus und hohe Affinitat zu Glukose) fihrt zu hohen Glukose —
Umsatzraten und folglich Uber hohe ATP — Spiegel zu einer gesteigerten
Insulinfreisetzung trotz niedriger Glukosespiegel (70, 71, 74).

Histologisch unterscheidet man zudem zwischen fokalen und diffusen Formen des
Hyperinsulinismus. Bei der fokalen Form sind vereinzelte oder gruppierte
adenomartige Regionen zu beobachten. Sie sind bedingt durch Verluste in maternalen
Allelen auf Chromosom 11p15 und paternal vererbten Mutationen im SUR1 — Gen. Bei
der diffusen Form finden sich zytoplasmareiche, hypertrophierte Betazellen mit
vergroRertem Zellkern. Es konnen zudem auch im Rahmen von syndromalen
Erkrankungen hyperinsulinamische Hypoglykamien entstehen, wie beim Beckwith —

Wiedemann Syndrom oder Patau Syndrom (11, 74).
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3 Material und Methoden
3.1 Kollektivbeschreibung

3.1.1 Patienten — Kollektiv Paragangliom und Phaochromozytom

In der vorliegenden Arbeit wurden 44 Indexpatienten mit ihren Familienangehdrigen
auf krankheitsverursachende Mutationen in den 16 mit der Entstehung von PGL und
Phao assoziierten Genen hin untersucht. Dabei sind die Patienten seit 2004 wegen
ihres Tumors entweder in stationarer oder in ambulanter Behandlung in der
Universitatsmedizin Mainz. Die Patienten wurden korperlich und laborchemisch
untersucht, gefolgt von einer Bildgebung zur Lokalisationsfindung des Tumors und der
biochemischen Eigenschaft des Tumors, Katecholamine zu sezernieren.
Anschliel3end folgte entweder in der Universitatsmedizin Mainz oder in einer externen
Klinik die Resektion des Tumors und eine histologische / immunhistochemische

Untersuchung des Tumorpraparats. Somit konnte die Diagnose bestatigt werden.

Zudem wurden alle Patienten auf die 16 krankheitsverursachenden Gene, die mit
Keimbahnmutationen assoziiert sind hinsichtlich PGL und Phao genetisch analysiert.
Im Anschluss wurden nur die Familienangehoérigen der Indexpatienten einer
genetischen Analyse hinzugezogen, bei denen der Indexpatient durch die genetische
Analyse eine bekannte / beschriebene Mutation in einem der 16 Gene tragt bzw. eine
Variante, die mit hoher Wahrscheinlichkeit als ursachlich fur ein PGL oder Phao

erachtet wurden.

AbschlieRend wurden dann die Patientenakten bezuglich der
Familienanamnesen durchgesehen und die Stammbaume mithilfe des Papers von
Bennett et al. und des PED 6 (,Pedigree Drawing software“) Programms von jeder
Familie erstellt (76). Die  Ergebnisse der Genotypisierung der
Familienangehdrigen wurden daraufhin zusammengetragen, die zuvor bezlglich
der Segregation der vermutlich ursachlichen Mutation gepruft wurden. Die
Stammbaume geben Aufschluss auf die Form der Vererbung und die Penetranz

einer Mutation / Variante.
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3.1.2 Patienten — Kollektiv Insulinomatose

Das Patientenkollektiv der Insulinomatose beinhaltet insgesamt 19 Patienten. Dabei
waren zwei Schwestern Indexpatientinnen, mit der Erstdiagnose 2008 und 2015. Diese
wurden in der Universitdtsmedizin Mainz operiert und waren in stationarer
Behandlung. Im Vorfeld der Operation wurden die Tumore bereits mittels Bildgebung
und labordiagnostisch charakterisiert. Postoperativ wurden sie histologisch genauer
untersucht, um die Diagnose zu bestatigen. Nach der genetischen Analyse der
Indexpatientinnen wurden, die Familienangehoérigen hinzugezogen, um Erkenntnisse
uber die Penetranz, den Erbgang und den resultierenden Phanotyp zu gewinnen.
Zudem sollten die Angehorigen adaquat beraten und gegebenenfalls weiterfihrend

untersucht werden.

Die Indexpatienten und die Familienangehorigen wurden telefonisch kontaktiert
nachdem die stationaren Akten der beiden Schwestern genau bearbeitet wurden. Auf
Zustimmung von ihnen wurden alle Patienten zum Teil in Nordrhein — Westfalen
(NRW) und Frankfurt am Main besucht und zum anderen Teil per Post kontaktiert.
Mittels vorgefertigter Fragebdgen (siehe Anhang), venésen Blutentnahmen vor Ort und
Wangenschleimhautabstriche fur genetische Untersuchungen wurden alle Proben fur
die Analyse entnommen und die Patienten untersucht. Bei allen Patienten, die unter
10 Jahre alt oder zu alt fur eine Blutentnahme waren und bei Patienten, die zu weit
weg wohnten, wurden lediglich die Wangenschleimhautabstriche und die Fragebdgen
analysiert und ausgewertet, die sie am Untersuchungstag der Eltern / Angehérigen
mitgebracht oder per Post an die Universitatsklinik Mainz zuriickgesendet wurden. Die
entnommenen Proben wurden im Labor der Universitatsmedizin Mainz am selben Tag
analysiert. Im Anschluss wurde ein Stammbaum der Familie erstellt, wobei alle

Phanotypen und Genotypen gekennzeichnet sind.
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3.2 Probenmaterial

3.2.1 Fragebodgen

Im Rahmen der Insulinomatose Studie wurden Fragebdégen an jeden
Familienangehorigen entweder versendet oder vor Ort besprochen. Zur Erstellung des
Fragebogens diente unter anderem das Paper von lacovazzo et al. (2018) als grobe
Orientierung. Die Fragebdgen umfassten 23 Familienangehorige, darunter waren
folgende Personen: zwei Indexpatinnen (Schwester), zehn Erwachsene Patienten und
sieben Kinder. Dabei haben die Eltern den Fragebogen fur ihre Kinder beantwortet.
Zudem haben die Angehorigen einen Fragebogen fur ihre bereits vier verstorbenen
Familienangehorigen (darunter Vater, Oma und zwei Cousins der Indexpatientinnen)

weitgehend versucht zu beantworten.

Die Fragebdgen gliederten sich in folgende zwei Abschnitte: ,Allgemeines“ und
~opezifische Fragen zum Thema Insulinomatose®. Im ersten Teil haben die Patienten
Angaben zur eigenen Person gemacht (auch Angaben zu Kinder oder verstorbenen
Familienangehorigen waren erlaubt). Dabei spielte die Herkunft, das Gewicht, der
Body — Mass — Index (BMI), und die ausfuhrliche Eigenanamnese mit dem
zugehdrigen Stammbaum eine bedeutende Rolle. Im zweiten Teil wurden Fragen zur
Erkrankung Insulinomatose und Diabetes mellitus gestellt. Zudem wurde erfragt, ob
angeborene Augenerkrankungen, wie beispielsweise Katarakt oder Glaukom, bisher
bekannt sind. Die ausgeflllten Fragebdégen wurden dann im nachsten Schritt
ausgewertet, tabellarisch zusammengefasst (siehe Anhang) und der
Familienstammbaum, in der Zusammenschau der Ergebnisse, aller erhobenen

Laborwerte und der Geno- und Phanotypisierung, erstellt.

Ziel war es anhand der Fragebdgen, der Laborwerte und der genetischen
Familienanalyse eine Bewertung der MafA — Variante in der Familie vorzunehmen.
Bislang sind noch keine Patienten mit einer Variante an einer der GSK3 -
Phosphorylierungsstellen in MafA beschrieben. Die vorliegende Familie ist die erste

Familie mit einer solchen beschriebenen Variante im MAFA — Gen.
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3.2.2 Laboruntersuchungen

Im zweiten Teil der Familienuntersuchung zur MAFA — Mutation wurden EDTA
(Ethylendiamintetraessigsaure), Serum, Heparin — Plasma, Fluorid — Glukose und
Citrat — Blut entnommen. Es wurde ein gro3es Blutbild mit Blutzucker, HbA1c
(Glykiertes Hamoglobin), Fluorid — Glukose basal, Insulin, C — Peptid und Proinsulin
bestimmt. Ein oGTT (oraler Glukosetoleranz — Test: Zuckerbelastungstest) wurde nicht
vor Ort durchgefuhrt und im Verlauf nach den Blutergebnissen wegen der Gefahr von
Hypoglykamien nur unter stationarer Aufsicht empfohlen. Fir die MAFA -
Genotypisierung wurde aus EDTA - Blut die DNA isoliert oder
Wangenschleimhautabstriche (falls kein EDTA verflugbar) untersucht. Zudem wurden
Pax — Gene (Paired — box — Gene) Monovetten prophylaktisch abgenommen, wobei
diese fur Untersuchungen auf RNA — Ebene (Ribonukleinsaure) gedacht sind und
bislang nicht bendtigt wurden.

3.2.3 Genetische Untersuchung (Ablauf der Varianten Detektion)

Zur Detektion der MAFA — Mutation wurden mehrere Verfahren angewendet. Bei den
beiden Insulinomatose Patientinnen wurde zunachst das MEN1 — Gen herkdmmlich
Sanger sequenziert. Da jedoch keine Mutation in MEN1 gefunden wurde, hat man sich
fur das Exom entschieden, da sonst zu viele potenzielle Kandidaten — Gene in Frage
gekommen waren fur eine herkdbmmliche Sanger Sequenzierung. Den beiden DNA —
Proben der Indexpatientinnen wurden Proben von 10 Patienten mit Verdacht auf
erbliche Gerinnungsstorung als Kontrolle gegenubergestellt. Anhand dieser DNA —
Proben erfolgte eine komplette Exom — Sequenzierung mit dem NimbleGen
MedExome von Roche Diagnostics (Deutschland, Mannheim). Besonderer
Schwerpunkt wurde dabei auf klinisch relevante Gene und Regionen gelegt. Die
gepoolte, zu sequenzierende Library aller zwolIf Patienten, wurde 300 Zyklen im paired
— end Modus auf einem NextSeq 500 der Firma lllumina sequenziert. Die aus der
Sequenzierung hervorgehenden Sequenzdaten wurden anschliel3end den jeweiligen
Patienten zugeordnet, konvertiert und mittels NextGENe (2.4.1.1, Softgenetics / Bioké)
an das menschliche Genom (GRCh37 / hg19) alignt. Die aus dem Variant Calling
(ebenfalls NextGENe) hervorgegangene Abweichungen von der Referenzsequenz
wurden durch eine Pipeline gefiltert, die auf einem Kandidatengenansatz beruhte und
auf Krankheiten mit einer seltenen autosomal — dominanten Erbgang abzielte. Alle in
den 10 Kontrollen vorhandenen Varianten wurden als ursachlich fur eine
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Insulinomatose in den Indexpatientinnen verworfen. Alle Varianten mit einer
geringfugigen Allelhaufigkeit (,minor allele frequency®) unter 0,01 (kleiner 1%) in
dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism Database) wurden als cut off gewahlt.
Zudem wurden Missense-, Nonsense —, Frameshift — und Splice — Site — Varianten fur
die weitere Analyse nicht verworfen. Die Varianten wurden durch zwei Filterlisten
(Genlisten) reduziert. Eine zielt auf Gene ab, von denen bekannt ist, dass sie endokrine
Tumore verursachen und die andere auf Gene, die an der Nahrstoffmessung, der
Insulinsekretion, dem Wachstum und der Differenzierung von Pankreas — 3 — Zellen
beteiligt sind oder bekannte Ursachen fur MODY - Diabetes und syndromalen und
nicht — syndromalen angeborenen Hyperinsulinismus sind (siehe Tabelle 1 und 2).
Zudem wurden nur Varianten beibehalten, die bei beiden Schwestern detektiert
wurden. Somit konnte anhand der oben beschriebenen Vorgehensweise die

Indexmutation ermittelt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die oben beschriebene Diagnostik am Institut fur
klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitatsmedizin Mainz durch die

medizinisch — technischen Assistentinnen durchgefuhrt.

Tabelle 1: Filterliste fur endokrine Tumorsyndrome (38 Gene)

AIP CDKN1B GCM2 MAX SDHAF2 TSC1
AP251 CDKN2B GNA11 MDH2 SDHB TSC2
BAP1 CDKN2C H3F3A MEN1 SDHC VHL
BRAF EGLN1 HRAS NF1 SDHD

CASR EGLN2 IDH1 PTH SLC25A11

CDC73 EPAS1 KIF1B RET TMEM127
CDKN1A FH KRAS SDHA TP53

Die Mutationen in Tabelle 1 sind mit der Entstehung endokriner Tumorsyndrome

assoziiert. Bei den Indexpatientinnen konnten jedoch keine potenziell

krankheitsverursachenden Varianten in einem der oben genannten Gene detektiert
werden. Als nachstes erfolgte der zweite Durchlauf mit der Filterliste fur 121 Gene,

wobei Mutationen in den Genen einen Hyperinsulinismus verursachen kdnnen.
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Tabelle 2: Filterliste mit 121 Gene, deren Genmutationen einen Hyperinsulinismus

verursachen konnen.

ABC | BCL1 | CEL G6 GLU | HMGA2 | ITGB | MAF, NEURO | PCS | PRC1 THAD | ZBE
C8 1A PC2 | D1 6 AB D1,G3 K1 A D3
ADA | BCL2 | CENTD | GC | GS HNF1A, | JAZF | MAPK | NKX2-2, | PDLI | PRKAA2 TLE4 | ZFA
MT 2 G K3B | 1B,4A 1 1,3,8 6-1 M5 ND6
S9
ADC | BLK CREB1 GC | GST | IGF2 JUN MCAT | NOTCH | PDX | PROX1 TME
Y5 K M1 2 1 M195
ADK | CACN | DGKB GC | H19 | IGF2BP | KCN | MEN1 | OASL PGM | PTF1A TP53I

A1D KR 2 J11, 1 NP1

Q1
AKT | CAM DUSP9 | GIP | HA INS KDM | MNX1 | ONECU | PIK3 | RBMS1 TSPA
1,23 | KID DH 6A T CA, N8
R1,
R2

ALG | CDC1 | ESRRG | GIP | HH INSR KLF1 | MPI P2X7 PM SIRT1 uCP2
3,6 23 R EX 1,14 M2
APP | CDKA | FOXA1, | GLI | HK1 | IRS1, KMT | MTNR | PAX4,6 | POC | SLC16A1,2 | VDR
L1 L1 A2,01 S3 S2 2D 1B 1A A2,30A8
ARX | CDKN | FTO GL HK ISL1 LGR | NCOA | PCBD1 PPA | TCF7L2 WFS

1C, P1R | DC1 5 6 RG 1

2A,

2B

In den folgenden Kapiteln werden grundsachlich die Methoden beschrieben, die in der

vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

3.3 Sequenzierung

Bei einer Sequenzierung wird die Nukleotid Basenabfolge der DNA bestimmt. Dabei
gibt es unterschiedliche Verfahren, die zur Sequenzierung der DNA eingesetzt werden
konnen. Zum einen gibt es das chemische Verfahren nach Maxam und Gilbert vom
Jahre 1980 und zum anderen die enzymatische Methode von Frederick Sanger und
Alan Coulson aus dem Jahre 1977. Letzteres konnte sich durchsetzen und gilt heute
noch als Gold — Standard unter den Sequenzierungen. Im Laufe der Jahre haben sich
weitere Methoden etabliert, die unter dem Begriff Next — Generation Sequenzierung
(NGS) zusammengefasst werden (77).
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3.3.1 Sanger Sequenzierung

Das Prinzip der Sanger Sequenzierung beruht auf einer enzymatischen Methode. Sie
wird auch als Kettenabbruchverfahren oder Didesoxynukleotidverfahren bezeichnet.
Vor der Sequenzierung muss zunachst der Bereich der DNA, der sequenziert werden
soll, mittels Polymerase — Kettenreaktion (PCR) vervielfaltigt werden. Dabei dient die
zu analysierende DNA als Matrize flr die in vitro Synthese neuer DNA — Fragmente
mithilfe einer DNA Polymerase. Zunachst wird die doppelstrangige DNA in ihre zwei
Einzelstrange denaturiert. An dem 3’Ende des Einzelstrangs lagert sich nun der
sogenannte Sequenzierprimer (ein Oligonukleotid) an. Durch den Sequenzierprimer
erfolgt die Synthese des zur Matrize komplementaren Stranges in 5" zu 3" Richtung.
Dabei endet jeder Strang nach dem Zufallsprinzip an einem anderen Nukleotid, weil
das Reaktionsgemisch sowohl normale als auch Didesoxynukleotide (ddNTPs)
beinhaltet. Der Einbau eines ddNTPs flhrt zum Kettenabbruch. Dieses Prinzip wird
auch als Sequenzierreaktion bezeichnet. Daraus hervorgehende DNA — Fragmente
konnen durch Elektrophorese aufgetrennt und die jeweils endstandige Base detektiert

werden.

Dabei sind die Didesoxynukleotide (ddNTPs) den Desoxynukleotiden (ANTPs) ahnlich.
Sie unterscheiden sich an der C3 - Gruppe (Kohlenstoff — Gruppe).
Didesoxynukleotide tragen an Stelle der 3"OH — Gruppe (Hydroxygruppe) eine 3'H —
Gruppe (Wasserstoff). Somit kénnen keine Phosphodiesterbindungen an die
wachsende DNA — Kette angeknupft werden und somit bricht die Synthese der DNA —
Kette ab. Folglich der Name Kettenabbruchsequenzierung. Diese erfolgt zudem bei
jedem DNA - Strang zufallig (77).

Die Sanger Sequenzierung erfolgte im Institut fur klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin der Universiatsmedizin Mainz durch die medizinisch

— technischen Assistentinnen.
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3.3.2 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung eignet sich besonders gut zur Analyse kurzer
Sequenzierungsbereiche und unterscheidet sich prinzipiell von der Sanger
Sequenzierung, obwohl beides enzymatische Methoden sind. Die Sanger
Sequenzierung generiert das Messsignal Uber elektrophoretische Auftrennung der
synthetisierten Fragmente. Bei der Pyrosequenzierung wird dies jedoch Uber ein
Lichtsignal wahrend der DNA Synthese hergestellt. Zudem stellt die
Pyrosequenzierung eine ,real — time — Sequenzierung“ dar, da sowohl das Wachstum
des DNA Stranges als auch der damit verbundene Einbau von Nukleotiden in Echtzeit

aufgezeichnet werden.

Es werden zunachst kurze, 50 bis maximal 150 Basenpaare lange PCR — Produkte
erzeugt, die dann durch die Pyrosequenzierung auf die Basenabfolge untersucht
werden. Somit eignet sie sich gut zur Analyse von Single — Nukleotid —
Polymorphismus ,SNPs®. Insgesamt spielen vier Enzyme eine zentrale Rolle bei der
Pyrosequenzierung, wobei die Luciferase eine bedeutende Stellung einnimmt.
Zunachst werden die Fragmente denaturiert, die durch PCR generiert wurden. Danach
werden die Einzelstrange selektiert und die DNA — Polymerase synthetisiert einen zum
Einzelstrang — Template komplementaren DNA — Strang. Anschlielend werden
dNTPs nacheinander in einer vorab definierten Reihenfolge (,dispensation order®)
dazugegeben. Dabei wird das korrekte dNTP in den wachsenden DNA — Strang
eingebaut. Durch den Einbau kommt es zur Freisetzung von Pyrophophat (PPi) und
aus Desoxyribonukleosidtriphophat wird Desoxyribonukleosid — monophophat in der
DNA - Sequenz, da an der Phophodiesterbindung nur noch eine Phosphatgruppe
beteiligt ist. Nicht eingebaute dNTPs werden durch die Apyrase als Enzymmix
abgebaut. Das freigesetzte PPi steht nun der ATP — Sulfurylase zur ATP Synthese zur
Verfiugung, das wiederrum im Anschluss bendtigt wird, um Luciferin unter
Lichtfreisetzung zu Oxiluciferin umzuwandeln. Der Einbau einer korrekten Base wird
durch Lichtreaktion angezeigt, die von einem Photosensor, einer charge — coupled
device (CCD) — Kamera, aufgezeichnet wird. Dabei ist die Intensitat des Lichtsignals
proportional zu der Anzahl der dNTPs, die zuvor eingebaut wurden. Folglich konnen
sowohl heterozygote und homozygote Austausche unterschieden werden, als auch

loss of heterozygosity durch Allelquantifizierung erkannt werden (79, 80).

Die Pyrosequenzierung erfolgte im Institut fur klinische Chemie und

Laboratoriumsmedizin der Universitatsmedizin Mainz.
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3.3.3 Next — Generation Sequenzierung

Next — Generation Sequenzierung (NGS) beschreibt ein neues Verfahren der
Hochdurchsatz — Sequenzierung und grenzt sich somit von der klassischen Sanger
— Sequenzierung ab. Das NGS wird nicht nur wie zuvor zu Forschungszwecken
genutzt, sondern auch im diagnostischen Bereich verwendet, um beispielsweise
monogene Krankheitsbilder zu analysieren. Es konnen in einem einzigen
Sequenzierlauf Millionen von DNA - Fragmenten parallel sequenziert und
anschliellend bioinformatisch ausgewertet werden, um die DNA Abschnitte zu
erhalten (81). Im Institut flur klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der
Universitatsmedizin Mainz wird unter anderem der MiSeq von Illlumina als NGS -

Plattform genutzt und im Folgenden beschrieben.

Zunachst werden die isolieten DNA Proben fragmentiert, welches auch als
,DNA Shearing“ bezeichnet wird. Dabei betragen die Fragmentlangen etwa 150
bis 200 Basenpaare. AnschlieRend werden an die 5 - und 3’- Enden der
Fragmente sogenannte Adaptersequenzen ,Adapter Ligation® angefigt. Die
eigentliche Sequenzierreaktion im Miseq lauft auf einem Glasobjekttrager ,Flow
Cell“, worlber die fragmentierte Template — DNA (Uber Adapter kovalent
gebunden wird. Im nachsten Schritt werden aus identischen Molekllen
Gruppen gebildet, die vom gebundenen Startmolekul ausgehen (sogenannte
,Cluster). Dies bezeichnet man als ,Bridge - Amplification®. Die
Sequenzierung erfolgt nun  mit fluoreszenzmarkierten Nukleotiden und in
jedem Zyklus wird ein Nukleotid komplementar zur Template — DNA
eingebaut. Fur jede dNTP Art ist so ein spezifischer Farbkanal vorhanden.
Im Anschluss wird durch die Abspaltung der Fluoreszenzgruppe ein Lichtsignal
detektiert und die zuvor am dNTP befindliche Terminatorgruppe entfernt. Somit
kann im nachsten Zyklus ein weiteres Nukleotid eingebaut werden. Da die
Sequenzierung wahrend der Synthese des Stranges erfolgt, nennt lllumina
dieses Verfahren auch ,Sequencing by Synthesis® (82, 83). Zudem verfigt der
MiSeq von lllumina Uber eine ,Pared - End - Sequenzierung,
welche die bioinformatische Auswertung und die Genauigkeit der Analysen
verbessern. Die ausgewahlten DNA — Fragmente konnen mit einer

Leseweite von 25 bis 250 Basenpaaren von jeder Seite sequenziert werden und
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je nach GroRe entweder Uberlappen oder durch nicht — sequenzierte DNA -
Teile getrennt sein (84, 85). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mit dem

MiSeq und dem NextSeq immer 2x150 Basen weit sequenziert.

Das NGS erfolgte im Institut fur klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin

der Universitatsmedizin Mainz durch die medizinisch — technischen Assistentinnen.

3.4 Loss of Heterozygosity (LOH)

Loss of Heterozygosity (LOH) beschreibt einen teilweisen oder kompletten Verlust
des wildtypischen Allels eines Gens in der Zelle, wobei das andere Allel zum Beispiel
durch eine erste Mutation auf Keimbahnebene bereits inaktiviert ist. Die betroffene
Zelle geht dann in den Homozygoten Zustand Uber. Damit wird der ,second hit* der
,Two — Hit — Hypothese® von Alfred G. Knudson beschrieben. Die Hypothese
besagt, dass bestimmte Tumorarten durch zwei zeitlich getrennte Mutationen
entstehen. Dabei wird ein mutiertes Allel Uber die Keimbahn vererbt (first hit), wobei
das zweite Allel durch somatische Mutation entsteht (second hit). Als
Beispiel dient die Beobachtung an Retinoblastom Patienten. Hierbei wird ein
defektes Chromosom im Retinoblastoma (RB1) - Gen weitervererbt und
das andere mutiert durch exogene Faktoren (Strahlung) ebenfalls. Somit flhrt
es dann zur Tumorenstehung in der Netzhaut des Auges (86). Im Institut fir
klinische Chemie wund Laboratoriumsmedizin der Universitatsmedizin Mainz
wurden die LOH — Analysen anhand von Patienten Tumor — DNA aus 16
verschiedenen Proben durch Pyrosequenzierung durchgefuhrt. Dabei wurden im
Vorfeld durch NGS und Sanger Sequenzierung heterozygote
Keimbahnmutationen in den assoziierten Genen nachgewiesen.
Durch Pyrosequenzierung konnte dann das Verhaltnis der Allele quantifiziert
und so Ruckschliusse auf das Vorliegen eines LOH geschlossen werden.
Folglich zeigte sich, ob die Variante auf Ebene der Keimbahn ursachlich fir die

Entstehung des Tumors bei dem jeweiligen Patienten ist. Die Mikrodissektion aus

Tumorgewebe und die DNA — |Isolierung erfolgten durch das Institut fur
Pathologie der Universitatsmedizin Mainz. Die LOH - Analysen wurden im
Institut far klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der

Universitatsmedizin Mainz durchgefuhrt.
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3.5 Bioinformatische Datenbanken zur Bewertung der Varianten

Durch die zuvor beschriecbenen DNA — Sequenzierungen koénnen genetische
Erkrankungen im Laufe der Jahre besser erforscht werden (83). Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ermittelten genetischen Varianten wurden zunachst als ,Variante
unklarer Signifikanz® (VUS) kategorisiert. Um die Varianten weiter zu beurteilen,
wurden im Verlauf sogenannte medizinische / biologische Vorhersage — Tools,
genetische Datenbanken und Computerprogramme verwendet, mit denen

Stammbéaume erstellt wurden.

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden alle mittels NGS detektierten genetischen
Varianten, die nach dem Filtern noch Ubriggeblieben, seltener als 1% waren und im
Kontroll — Kollektiv (Wildtyp — Kollektiv) weniger als dreimal gefunden wurden, genauer
betrachtet. Im Folgenden wird auf die Datenbanken und Vorhersage — Tools, die im

Rahmen der Arbeit verwendet wurden, eingegangen.

Allen ermittelten Varianten wurde bereits nach Maoglichkeit eine rs — Nummer
(Reference Single Nucleotide Polymorphism (SNP) cluster ID, welche eine
randomisierte Nummer darstellt und Teil des SNP ist) schon beim alignment in
NextGENe automatisch gezogen (87). Danach wurde die Minor Allel Frequenz (MAF)
mit groRer oder kleiner als 1% in der Pipeline von abgefragt. Die Varianten, die
danach noch keine rs — Nummer hatten, wurden dann manuell in dbSNP (database

Single Nucleotide Polymorphism) nachgeschaut und eingetragen.

Im nachsten Schritt wurden unterschiedliche Vorhersage — Tools fur alle Varianten
genutzt, um beurteilen zu kdénnen, ob die Varianten einen funktionellen Einfluss auf
das resultierende Protein haben werden und wie genau diese Auswirkung fur das
Protein ist (,neutral, deleterious, damaging, disease causing, polymorphism®). Zu den
verwendeten Vorhersage — Tools zahlen: Provean (Protein Variation Effect Analyzer),
SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping v2),
Mutation Taster, Splice — Prediction. In den Datenbanken HGMD (The Human Gene
Mutation Database), LOVD (Leiden Open (source) Variation Database), OMIM (Online
Mendelian Inheritance In Man) und ClinVar wurden die Varianten auf eventuell bereits

bekannte krankheitsverursachende Bedeutung abgeglichen.

Letztlich wurden alle detektierten Varianten der insgesamt 44 Indexpatienten mit
Paragangliom oder Phaochromozytom, sowie Erkrankungen, die potenziell mit

solchen Tumoren einhergehen (MEN2 —, VHL — Syndrom) tabellarisch aufgefuhrt und
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somit Ubersichtlich in Bezug auf ihre Eigenschaften dargestellt (siehe 4.1 Ergebnisse
PGL und Phao).

Zudem wurde sowohl ein Familien — Stammbaum fur die beiden Indexpatientinnen mit
Insulinomatose und ihre Angehorigen angefertigt als auch fur die 44 Indexpatienten
mit Paragangliom / Phaochromozytom, sowie Erkrankungen, die potenziell mit solchen
Tumoren einhergehen (MEN2 —, VHL — Syndrom) angefertigt. Ziel ist es anhand der
Stammbaume die oft mehrmals vorkommenden Varianten in einer Familie im Hinblick

auf ihren Beitrag zur Tumorentstehung besser beurteilen und bewerten zu kdnnen.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse PGL und Phao

4.1.1 Zusammenstellung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 44 Indexpatienten mit Paragangliom oder
Phaochromozytom, sowie Erkrankungen, die potenziell mit solchen Tumoren
einhergehen (MEN2 -, VHL — Syndrom), und ihre Familienmitglieder hinsichtlich
krankheitsverursachender Mutationen in insgesamt 16 mit der Entstehung von PGL
und Phao assoziierten Genen analysiert. Mit Hilfe von genetischen Datenbanken,
Vorhersage — Tools, Publikationen und der klinischen Prasentation der Patienten
konnte zunachst eine Bewertung der jeweiligen ermittelten Variante vorgenommen
werden. Dabei wurde zwischen ,Bekannte Mutation® (BM), ,Mdégliche Mutation“ (MM),
,Variante Unklarer Signifikanz“ (VUS) und ,Sehr wahrscheinlich benigne Variante“ (P)
unterschieden (modifiziert nach Richard et al., 2015) (88). Die urspringliche
Bewertung, wurde dem Befund entnommen, der direkt nach Untersuchung der DNA —

Probe des Patienten erstellt worden war.

SchlieBlich wurde in der vorliegenden Arbeit die Bewertung unter Verwendung neuer
Informationen zu Patient, Familie des Patienten und Tumor (Hormonproduktion,
Malignitat, Anzahl der Tumore, ggf. LOH) des Patienten systematisch vorgenommen.
Hierfir wurde an der Universitatsmedizin Mainz mit der Abteilung fur Endokrinologie
der 1. Medizinische Klinik, sowie dem Institut fur Pathologie eng zusammengearbeitet.
Im Rahmen der Stammbaum — Analyse sollte die Frage nach Cosegregation,
Penetranz und Vererbungsmuster, wenn mdglich, beantwortet werden. Die
Ergebnisse der LOH — Analysen aus 16 Proben wurden als experimentelle
Bestatigung fur die Bewertung der Variante genutzt. In der vorliegenden Arbeit
werden die Stammbaume exemplarisch dargestellt und naher erlautert. Dabei
orientiert sich die Nummerierung der Familien an einer ursprunglich erstellten
Tabelle im Institut far klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der
Universitatsmedizin Mainz, die in der vorliegenden Arbeit nicht weiter beschrieben

wird.
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4.2 Bedeutende genetische Varianten anhand von Stammbaumen
Familie 42: SDHB:c.136C>G

Familie 42
Mutation: SDHB:c.136C>G,p.Arg46Gly

1 2
unklar
® unklar
E| Mutationstrager
[ J
D kein Mutationstrager
3 4 5

- Mutationstrager, PGL

Abbildung 5: Stammbaum Familie 42 mit der Mutation SDHB:c.136C>G,p.Arg46Gly

In der Familie 42 (Abbildung 5) ist Patient 5 der Indexpatient. Er ist 1995 als jungster
Sohn der Familie geboren und leidet an einem malignen Paragangliom im Glomus
aorticum. Der Stammbaum spricht nicht gegen die hier urspringlich definierte

krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 6: SDHC:419G>A

Familie 6 5
Mutation: SDHC:c.419G>A p.Gly140GIu f
1

RET:.c.2136+15G>A
KIF1B:c.3121+9A>G

unklar
@ unklar

3 kein Mutationstrager, gesund
6 kein Mutationstrager, gesund

@ : SOHC positiv, RET positiv

D 5: KIF1B positiv

(®) 7:5DHC positv, KIF18 positiv

6 7

Abbildung 6: Stammbaum Familie 6 mit der krankheitsverursachenden Mutation
SDHC: ¢.419G>A,p.Gly140Glu

In der Familie 6 (Abbildung 6) ist Patient 4 die Indexpatientin. Sie ist 1966 geboren und
wurde 2007 erstmals im Alter von 42 Jahren mit einem Glomus vagale Tumor links
diagnostiziert. Der Stammbaum spricht nicht gegen die hier urspringlich definierte

krankheitsverursachende Mutation.

Familie 10: SDHD:c.317G>T

Familie 10
Mutation: SDHD:¢.317G>T,p.Gly106Val

O

‘ &I -
‘ O Keine Mutationstrégerin, gesund

. Mutationstrégerin, PGL

. Mutationstréger, PGL

@ Mutationstrégerin, keine Angaben

Abbildung 7: Stammbaum der Familie 10 mit der Mutation SDHD:c.317G>T,p.Gly106Val
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In der Familie 10 (Abbildung 7) ist Patient 4 die Indexpatientin und 1960 geboren. Bei
ihr wurde 1991 im Alter von 32 Jahren erstmals ein Glomus jugulare Tumor links
diagnostiziert. Im Laufe der Jahre entwickelte sie zudem einen Glomus vagale Tumor
links, einen Glomustumor in der rechten Carotisbifurkation und mediastinale
Paragangliome. Die Patienten 3, 5 und 8 weisen dieselbe Mutation im SDHD auf,
wobei Patient 3 und 5 erkrankt sind. Der Stammbaum spricht nicht gegen die hier
ursprunglich definierte krankheitsverursachende Mutation.

Familie 11: TMEM127:¢.323A>C

Familie 11
Mutation: TMEM127:¢.323A>C,p.Leu108Arg

D kein Mutationstrager, gesund
‘ @ Mutationstréagerin, gesund
‘ Mutationstragerin, Phao
3

Abbildung 8: Stammbaum Familie 11 mit der Mutation: TMEM127:¢.323A>C,p.Leu108Arg

Die Familie 11 (Abbildung 8) besteht aus den Eltern und der Indexpatientin (Patient 3),
die an einem Phaochromozytom erkrankt ist. Die Indexpatientin ist 1985 geboren. Der
Tumor wurde 2010 im Alter von 26 Jahren operiert.

Der Stammbaum widerspricht nicht der ursprunglich definierten

krankheitsverursachenden Mutation.
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Familie 40: TMEM127:¢.3G>A

Familie 40
Mutation: TMEM127: ¢.3G>A, p.Met1lle

E Mutationstréger heterozygot, gesund

® Mutationstréger heterozygot, gesund
. Mutationstréger homozygot, MTC

@ Mutationstrager, homozygot, MTC
3 4

Abbildung 9: Stammbaum Familie 40 mit der Mutation: TMEM127:¢.3G>A,p.Met1lle

Bei der Familie 40 (Abbildung 9) handelt es sich um eine Familie turkischer
Abstammung, die aus vier Mitgliedern besteht. Patient 3 ist der Indexpatient und wurde
2016 im Alter von 29 Jahren mit einem medullaren Schilddrisenkarzinom (MTC)
diagnostiziert. Der Stammbaum spricht nicht fur die urspringlich definierte
krankheitsverursachende Mutation. Der Indexpatient (Patient 3) und seine Schwester

(Patient 4) sind homozygote Variantentrager.
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Familie 34: VHL:c.500G>A

Familie 34
Mutation: VHL:c.500G>A,p.Arg167GIn
SDHA: ¢.163T>C, p.Thy55His

7@

1 2
unklar
‘ Mutationstragerin: VHL: positiv, SDHA negativ
D Kein Mutationstrager: VHL: negativ, SDHA positiv
E] Mutationstrager: VHL: positiv, SDHA positiv

3 4

Abbildung 10: Stammbaum Familie 34 mit der Mutation VHL:c.500G>A,p.Arg167GIn

Die Familie 34 (Abbildung 10) besteht aus vier Mitgliedern — darunter ist Patient 2 die
Indexpatientin. Sie ist 1962 geboren und bei ihr wurde 1981 im Alter von 20 Jahren in
Kasachstan erstmals ein Phaochromozytom diagnostiziert. 2014 stellte sie sich in der
Universitatsmedizin Mainz wegen eines fortgeschrittenen malignen
Nebennierentumors beidseits mit Lebermetastasen vor. Es wurde der Verdacht auf ein
beidseitig auftretendes Rezidiv des bereits in einer externen Klinik operierten
Phaochromozytoms gestellt. Es sprechen sowohl das typische Auftreten der Variante
in Exon 3, der hochstwahrscheinlich anhand des Stammbaums nicht
wiedersprechende autosomal — dominante Erbgang und die typische Lokalisation des
Tumors in der Nebenniere mit Katecholaminproduktion (Noradrenalin) flir die
pathogenetische Bedeutung von VHL: ¢.500G>A, p.Arg167GIn.

48



Familie 9: VHL:c.238A>C

Familie 9
Mutation: VHL:c.238A>C,p.Ser80Arg
SDHB:c.286+18C>T

KIF1B:c.3638G>A p.Ser1213Asn D_@

1: VHL negativ, SDHB negativ, KIF 1B negativ
3: VHL negativ, SDHB positiv, KIF1B positiv
5 6 6: VHL negativ, SDHB positiv, KIF1B positiv

2: VHL negativ, SDHB positiv, KIF1B positiv

7: VHL negativ, SDHB negativ, KIF1B negativ
. 4: VHL positiv, SDHB positiv, KIF1B negativ
[ ? J 5: unklar

E] 8: VHL positiv, SDHB negativ, KIF1B negativ

Abbildung 11: Stammbaum Familie 9 mit der krankheitsverursachenden Mutation VHL:
¢.238A>C,p.Ser80Arg

Die Familie 9 (Abbildung 11) besteht aus der Indexpatientin (Patient 4), die beidseits
an Klarzellnierenkarzinom und einem Hamangioblastom des Cerebellums erkrankt ist.
Sie ist 1984 geboren und wurde 2011 im Alter von 28 Jahren erstmals genotypisiert.
Der Stammbaum spricht nicht gegen die hier beschriebene urspringliche

krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 17: RET:c.2370G>T

Familie 17
Mutation: RET:c.2370G>T,p.Leu790Phe

E unklar

. Mutationstragerin, MTC

O Keine Mutationstragerin, gesund

O . IZ] Mutationstrager, gesund

3 4 5

Abbildung 12: Stammbaum Familie 17 mit der Mutation RET:c.2370G>T,p.Leu790Phe

In der Familie 17 (Abbildung 12) ist die Mutter (Patient 2) die Indexpatientin, die an
einem medullaren Schilddrisenkarzinom (MTC) erkrankt ist. Sie ist 1950 geboren und
wurde 2014 im Alter von 65 Jahren erstmals mit einem MTC diagnostiziert. Der
Stammbaum  spricht nicht gegen die hier beschriebene urspringliche

krankheitsverursachende Mutation.

Familie 38: RET:c.2370G>T

Familie 38
Mutation: RET:c.2370G>T,p.Leu790Phe

1 2
unklar
. Mutationstragerin, MTC
® IZI Mutationstréger, gesund
3

Abbildung 13: Stammbaum der Familie 38 mit der Mutation RET:c.2370G>T,p.Leu790Phe
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In der Familie 38 (Abbildung 13) ist die Mutter (Patient 2) die Indexpatientin, die an
einem medullaren Schilddrisenkarzinom erkrankt ist. Sie ist 1977 geboren und wurde
2015 im Alter von 39 Jahren mit dem Karzinom diagnostiziert. Der Stammbaum spricht

nicht gegen die hier beschriebene urspriingliche krankheitsverursachende Mutation.

Familie 1: SDHD:c.14G>A

Familie 1

Erkrankung: multifokales PGL

Mutation: MAX:c.275T>C,p.Asn92Ser,het.
SDHD:c.14G>A p.Trp5* het.
FH:c.1433_1434insTTT, p.K477_N478insK,het.
KIF1B:c.3660-15G>A het.

L— » O——F £ i
7 8 12 13 10 11
2) /2] unklar
6: MAX, FH positiv
10: FH: positiv
. ) 19: MAX, FH: positiv
O 3: SDHD: positiv
14 15 16 17 18 19 ®) 9: MAX, SDHD, FH: positiv

18: SDHD, FH: positiv

| 4: SDHD: positiv
7: SDHD, KIF1B: positiv

I s MAX, SDHD: positiv, PGL

11: MAX, SDHD: positiv, PGL
16: MAX, SDHD: positiv, PGL

Abbildung 14: Stammbaum der Familie 1 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.14G>A,p.Trp5*het.

In der Familie 1 (Abbildung 14) spricht der Stammbaum nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 2: SDHC:c.25G>A

Familie 2

Erkrankung: PGL (Glomus jugulare links)

Mutation: SDHC:c.25G>A,p.Val9lle het.
SDHA:c.889C>T,p.Pro297Ser,het.

.
3 6 4 5

1: SDHA: positiv

e ) 2,3,8: SDHC: positiv
Il 4 SDHA, SDHC: positiv, PGL
(o

5: SDHA: positiv

7 8 7: SDHA, SDHC: negativ

? | unklar

Abbildung 15: Stammbaum der Familie 2 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHC:c.25G>A,p.Val9lle,het.

In der Familie 2 (Abbildung 15) ist Patient 4 der Indexpatient und an einem Glomus
jugulare Tumor links erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 3: SDHB:c.268G>A

Familie 3

Erkrankung: malignes Phdo

Mutation: SDHB:c.268G>A,p.Arg90* het.
RET:c.2556C>G,p.lle852Met,het.
EGLN1:c.471C>G,p.GIn157His,hom.
RET:c.166C>A,p.Leu56Met,het.
NF1:c.7595C>T,p.Ala2532Val,het.

R

6 @ unklar

3: RET (Leu56Met): positiv
5:SDHB, RET (Leu56Met): positiv
6,11: alle negativ

(o) 4: SDHB, RET (llle852Met): NF1 positiv

D 9: RET (lle852Met): positiv

. 10: SDHB, RET (lle852Met),EGLN1: positiv, Phao

Abbildung 16: Stammbaum der Familie 3 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHB:c.268G>A,p.Arg90*,het.

In der Familie 3 (Abbildung 16) ist Patient 10 der Indexpatient und an einem malignem
Phaochromozytom erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 4: SDHB:c.689C>A

Familie 4

Erkrankung: malignes PGL

Mutation: VHL:c.241C>T,p.Pro81Ser,het.
SDHB:c.689C>A p.Arg230Leu,het.
NF1:c.4187G>A p.Arg1396His,het.
MAX: ¢.483+7G>A het.

1 2
. 1:VHL, SDHB, NF1 positiv
@ unklar
D 3: VHL, MAX positiv

3 4 O 4: VHL positiv

Abbildung 17: Stammbaum der Familie 4 mit der ursachlich eingeschatzten
krankheitsverursachenden Mutation SDHB:c.689C>A,p.Arg230Leu,het.

In der Familie 4 (Abbildung 17) ist Patient 1 der Indexpatient und an einem malignem
Phaochromozytom erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte

krankheitsverursachende Mutation.

Familie 5: RET:c.2370G>C

Familie 5

Erkrankung: medullares Schilddriisenkarzinom

Mutation:NF 1:¢.8041A>G,p.lle268Val,het.
RET:c.2370G>C,p.Leu790Phe,het.
TMEM127:¢.23C>T,p.Gly8Glu,het.
SDHB:c.487A>G,p.Ser163Pro,het.
EGLN2:c.1-175A>G het.

L® O
8
® unklar

O 2: NF1, SDHB: positiv

. 3: NF1,RET, TMEM127, SDHB: positiv, MTC

5:RET positiv
10:RET, TMEM127, SDHB: positiv

(») @ IB;] @ [ | o sDHB, EGLN2: positiv

9 10 11 14 15

Abbildung 18: Stammbaum der Familie 5 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation RET:c.2370G>C,p.Leu790Phe,het.
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In der Familie 5 (Abbildung 18) ist Patient 3 der Indexpatient und an einem medullarem
Schilddrusenkarzinom erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

Familie 7: SDHB:c.260A>G

Familie 7

Erkrankung: Glomus jugulare

Mutation: SDHB:c.260A>G,p.Leu87Ser,het.
EGLN2:c.1169-20C>T,het.

O
3 4

unklar

2: alle negativ
3:EGLN2: positiv
6:EGLN2: positiv

. 4: SDHB, EGLN2: positiv, PGL

O

6

Abbildung 19: Stammbaum der Familie 7 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHB:c.260A>G,p.Leu87Ser,het.

In der Familie 7 (Abbildung 19) ist Patient 4 der Indexpatient und an einem Glomus
jugulare Tumor erkrankt ist. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte

krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 8: RET:c.1900T>C

Familie 8

Erkrankung: Phao

Mutation: RET:c.1900,p.Cys634Arg,het.
TMEM127:¢.409+7G>A het.

D 1: TMEM127 positiv

O 2: alle negativ
. - 3: RET, TMEM127 positiv, Phédo

3

Abbildung 20: Stammbaum der Familie 8 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation RET:c.1900T>C,p.Cys634Arg,het.

In der Familie 8 (Abbildung 20) ist Patient 3 der Indexpatient und an einem
Phaochromozytom erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 13: SDHB:c.575C>T

Familie 13
Erkrankung: Glomus tympanicum links
Mutation: SDHB:c.575C>T,p.Cys192Tyr,het.

@ unklar

@ 2: SDHB positiv
Q 3:SDHB negativ

. 4: SDHB positiv, PGL

. B 5: SDHB positiv

Abbildung 21: Stammbaum der Familie 13 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHB:c.575C>T,p.Cys192Tyr,het.

In der Familie 13 (Abbildung 21) ist Patient 4 der Indexpatient und an einem Glomus
tympanicum Tumor links erkrankt ist. Der Stammbaum spricht nicht gegen die
definierte krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 14: MEN1:¢c.249_252delGTCT

Familie 14
Erkrankung: pHPT, multiple endokrine Tumore
Mutation: MEN1:¢.249_252delGTCT,p.lle85Serfs*33,het.

@

1 2
@ unklar
. 2: MEN1 positiv
pHPT, multiple endokrine Tumore
(2) (2
4 S
3 4

Abbildung 22: Stammbaum der Familie 14 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation MEN1:c.249 252delGTCT,p.lle85Serfs*33,het.

In der Familie 14 (Abbildung 22) ist Patient 2 der Indexpatient und an einem
primaren Hyperparatyreoidismus erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht

gegen die definierte krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 15: SDHD:c.1A>G

Familie 15

Erkrankung: multiple, maligne PGLs

Mutation: SDHD:c.1A>G,p.Met1Val, het.
SDHA:c.1551+16C>T,het.

@ unklar

. 3,16: SDHD positiv, PGL

E 4,5: SDHD positiv

Q 6,7,13,19,20 negativ
12: SDHA positiv

@ 14,17: SDHD positiv

I:I 15,18,21: alle negativ

Abbildung 23: Stammbaum der Familie 15 mit der ursachlich eingeschéatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.1A>G,p.Met1Val,het.

In der Familie 15 (Abbildung 23) sond Patient 3 und 16 an multiple, maligne
Paragangliome erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

Familie 16: SDHB:c.260A>G

Familie 16
Erkrankung: Phao
Mutation: SDHB:c.260A>G,p.Leu87Ser,het.

[

1 2

D 1: SDHB negativ

(®) 2: SDHB: positiv

O 3: SDHB negativ

. 4: SDHB positiv, Phéo
3 4

Abbildung 24: Stammbaum der Familie 16 mit der ursachlich eingeschéatzten krankheitsverursachenden
SDHB:c.260A>G,p.Leu87Ser,het.
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In der Familie 16 (Abbildung 24) ist Patient 4 an einem Phaochromozytom
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

Familie 18: SDHD:c.408delT

Familie 18

Erkrankung: multiple, maligne Phao

Mutation: SDHD:c.408delT,p.Phe136Leufs*32,het.
SDHB:c.487A>G,p.Ser163Pro,het.
RET:c.1-132G>T ,het.
VHL:c.463+12T>C,het.

3 8 - 6 @ unklar

3: SDHD, VHL positiv, Phédo
4: SDHD positiv, Phéo

7: SDHD, RET posltiv
8: SDHD positiv

Abbildung 25: Stammbaum der Familie 18 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.408delT,p.Phe136Leufs*32,het.

In der Familie 18 (Abbildung 25) sind Patient 3 und 4 an multiple, maligne
Phaochromozytom erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die

definierte krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 19: SDHD:c.52+1G>T

Familie 19
Erkrankung: Phao
Mutation: SDHD:c.52+1G>T,het.

TFH;” )
1 2
—(? (o)
5
2 4 E 1: SDHD positiv
O 2,7: SDHD negativ
@ unklar
(®) 5: SDHD positiv
()
7 . 3,4: SDHD positiv, Phéo

Abbildung 26: Stammbaum der Familie 19 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.52+1G>T,het.

In der Familie 19 (Abbildung 26) sind Patient 3 und 4 an multiple, maligne
Phaochromozytome erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die
definierte krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 20: SDHB:grol3e Deletion von Exon 2-8

Familie 20

Erkrankung: multiple PGLs

Mutation: KIF1B:c.5313+281_5313+284delTACA het.
EPAS1:c.1104G>A,p.Met368lle,het.
SDHB: groRRe Deletion von Exon 2-8,het.

@

1 2

3 5 4 @ unklar

3,6: SDHB positiv
7: SDHB, EPAS1 positiv

. 4: SDHB, KIF1B positiv, PGL

Abbildung 27: Stammbaum der Familie 20 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHB: grof3e Deletion von Exon 2-8,het.

In der Familie 20 (Abbildung 27) ist Patient 4 an multiple Paragangliome
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 21: SDHD:c.370delG

Familie 21

Erkrankung: multiple PGLs

Mutation: SDHD:c.370delG,p.Ala124Profs*11,het.
VHL:c.642+1A>C,3'UTR het.

_<@ _® @ unklar
3 5 4 6
E 3:SDHD, VHL: positiv
. 4: SDHD: positiv, PGL
® ‘ 7: SDHD positiv, PGL
*
7 M 9 (®)  8,9: SDHD positiv

Abbildung 28: Stammbaum der Familie 21 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.370delG,p.Ala124Profs*11,het.

In der Familie 21 (Abbildung 28) sind Patient 4 und 7 an multiple
Paragangliome erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte

krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 22: SDHB: Deletion von Exon 2-8

Familie 22
Erkrankung: Phao
Mutation: SDHB: Deletion von Exon 2-8,het.

O
1 2

[

O 2: SDHB negativ

. 3: SDHB positiv, Phdo
@ E| 5,6: SDHB positiv
@

5 6

Abbildung 29: Stammbaum der Familie 22 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHB: Deletion von Exon 2-8,het.

In der Familie 22 (Abbildung 29) ist Patient 3 an einem Phaochromozytom
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte

krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 23: SDHD:c.91_92delAT

Familie: 23
Erkrankung: multiple PGLs
Mutation: SDHD:c.91_92delAT,p.lle31Leu,het.

B O

1 2
. 1,3: SDHD positiv, PGL
Q 2: SDHD negativ
(®) 4: SDHD positiv

3 4

Abbildung 30: Stammbaum der Familie 23 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.91_92delAT,p.lle31Leu,het.

In der Familie 23 (Abbildung 30) sind Patient 1 und 3 an multiple
Paragangliome erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

65



Familie 24: SDHD:c.14G>A

Familie 24
Erkrankung: PGL
Mutation: SDHD:c.14G>A,p.Trp5* het.

O

1: SDHD positiv

2: SDHD negativ

3: SDHD positiv

@ O[]

4: SDHD positiv, PGL

Abbildung 31: Stammbaum der Familie 24 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.14G>A,p.Trp5* het.

In der Familie 24 (Abbildung 31) ist Patient 4 an einem Paragangliom
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte

krankheitsverursachende Mutation.

Familie 25: SDHD:c.14G>A

Familie 25

Erkrankung: PGL

Mutation: SDHD:c.14G>A p.Trp* het.
SDHA:c.1-81C>T ,het.

1 2
unklar
. 2: SDHD positiv, PGL
3: SDHD positiv
4: SDHD, SDHA positiv
3 4

Abbildung 32: Stammbaum der Familie 25 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden

Mutation SDHD:c.14G>A,p.Trp*,het.
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In der Familie 25 (Abbildung 32) ist Patient 2 an einem Paragangliom
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

Familie 26: SDHD:c.370delG

Familie 26
Erkrankung: PGL
Mutation: SDHD:c.370delG,p.Ala124Pro,het.

H®
1 2
[@ O
3 5 4 6 N\
E 2) unklar
. 3: SDHD positiv, PGL
‘ ’ ’ @ 7: SDHD positiv

o O O O () 89,10 SDHD negativ
7 8 9 10

Abbildung 33: Stammbaum der Familie 26 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.370delG,p.Ala124Pro,het.

In der Familie 26 (Abbildung 33) ist Patient 3 an einem Paragangliom
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte

krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 27: SDHB:c.268G>A

Familie 27
Erkrankung: malignes PGL
Mutation: SDHB:c.268G>A,p.Arg90* het.

(O

1 2
D 1: SDHB negativ
() 2,4 SDHB negativ
. 3: SDHB positiv, PGL
3 4

Abbildung 34: Stammbaum der Familie 27 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHB:c.268G>A,p.Arg*,het.

In der Familie 27 (Abbildung 34) ist Patient 3 an einem malignen
Paragangliom erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

Familie 28: VHL:c.292T>C

Familie 28
Erkrankung: Phéo bds.
Mutation: VHL:c.292T>C,p.Tyr98His,het.

"o
1 2
. 1: VHL positiv, Phdo
® unklar
& @ 3: VHL positiv
? 5 E 4: VHL positiv

Abbildung 35: Stammbaum der Familie 28 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation VHL:c.292T>C,p.Tyr98His,het.
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In der Familie 28 (Abbildung 35) ist Patient 1 an beidseitigem
Phaochromozytom erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die

definierte krankheitsverursachende Mutation.

Familie 29: SDHC:c.397C>T

Familie 29

Erkrankung: multiple PGLs

Mutation: SDHC:¢.397C>T,p.Arg133* het.
EGLN1:c.763T>C,p.Lys255GIu,het.
RET:c.2372A>T,p.Tyr791Phe,het.

j @ unklar

E 3,4,6,13: SDHC positiv
14: SDHC, RET positiv

D 5:EGLN1 positiv
8,18: alle negativ

‘ 7: SDHC positiv, PGL

@ 15,16,17: SDHC positiv

O 2, 19: alle nagativ
Abbildung 36: Stammbaum der Familie 29 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHC:c.397C>T,p.Arg133*,het.

In der Familie 29 (Abbildung 36) ist Patient 7 an multiple Paragangliome
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte

krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 30: SDHB: Deletion von Exon 2-8

Familie 30

Erkrankung: maligne multiple PGLs

Mutation: SDHB: Deletion von Exon 2-8,het.
SDHC:c.510+84G>C het.
EPAS1:c.1104G>A,p.Met368lle,het.

H®
1 2
O Q (2 @ unklar
3 4 5 6 .
3: alle negativ
4:EPAS1: positiv
. 7:SDHB, SDHC positiv, PGL
|

Abbildung 37: Stammbaum der Familie 30 mit den krankheitsverursachenden Mutationen SDHB:
Deletion von Exon 2-8,het.

In der Familie 30 (Abbildung 37) ist Patient 7 an multiple, maligne
Paragangliome erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

Familie 31: RET:c.1900T>C

Familie 31

Erkrankung: pHPT, MTC, Phdochromozytom bds.
Mutation: RET:c.1900T>C,p.Cys634Arg,het.

T @—17)
2

1

@ unklar
D 4: RET negativ

. 5: RET positiv,

pHPT, MTC, Phao

..

4

Abbildung 38: Stammbaum der Familie 31 mit der krankheitsverursachenden Mutation
RET:c.1900T>C,p.Cys634Arg,het.
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In der Familie 31 (Abbildung 38) ist Patient 5 an primaren
Hyperparathyreodismus, medullarem Schilddrisenkarzinom und an
beidseitigem Phaochromozytom erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht

gegen die definierte krankheitsverursachende Mutation.

Familie 32: SDHD: Deletion von Exon 1-4

Familie 32
Erkrankung: PGL
Mutation: SDHD: Deletion von Exon 1-4, het.

€l

. 1: SDHD positiv, PGL

@ unklar
B E 3: SDHD negativ

3

Abbildung 39: Stammbaum der Familie 32 mit der krankheitsverursachenden Mutation SDHD: Deletion

von Exon 1-4,het.

In der Familie 32 (Abbildung 39) ist Patient 1 an einem Paragangliom
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte

krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 33:SDHD:c.33C>A

Familie 33

Erkrankung: PGL

Mutation: SDHD:c.33C>A,p.Cys11* het.
KIF1B:c.3686C>G,p.Thr1229Arg,het.

. 1: SDHD positiv, PGL

@ unklar

E 3: SDHD, KIF1B positiv

[+]

3

Abbildung 40: Stammbaum der Familie 33 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.33C>A,p.Cys11* het.

In der Familie 33 (Abbildung 40) ist Patient 1 an einem Paragangliom
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

Familie 35:MEN1:¢.1127T>C

Familie 35
Erkrankung: MEN1
Mutation: MEN1:¢.1127T>C,p.Leu376Pro,het.

. 1,3: MEN1 positiv, MEN1

@ unklar
unklar
4

Abbildung 41: Stammbaum der Familie 35 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation MEN1:¢.1127T>C,p.Leu376Pro,het.
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In der Familie 35 (Abbildung 41) sind Patient 1 und 3 am MEN1 erkrankt.
Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

Familie 36: VHL:c.496G>T

Familie 36

Erkrankung: Phaeo bds., Himangiom der Retina
Mutation: VHL:c.496G>T,p.Val166Phe,het.

Kl
1 2
@ unklar
‘ 2: VHL positiv, Phdo, Hamangiom
r‘ 3: VHL negativ
[]

3

Abbildung 42: Stammbaum der Familie 36 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation VHL:c.496G>T,p.Val166Phe,het.

In der Familie 36 (Abbildung 42) ist Patient 2 an beidseitigem
Phaochromozytom und an einem Hamangiom der Retina erkrankt. Der

Stammbaum spricht nicht gegen die definierte krankheitsverursachende
Mutation.
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Familie 37: VHL:c.1-73C>T

Familie 37

Erkrankung: Phao

Mutation: KIF1B:c.3121+9A>G, het.
VHL:c.1-73C>T het.

D 1: alle negativ
@ unklar
. . 3: KIF1B, VHL positiv, Phdo

3

Abbildung 43: Stammbaum der Familie 37 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation VHL:c.1-73C>T ,het

In der Familie 37 (Abbildung 43) ist Patient 3 an Phaochromozytom
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

Familie 39: VHL:c.240T>G

Familie 39

Erkrankung: Nierenzellkarzinom, Himangioblastom
Mutation: VHL:c.240T>G,p.Ser80Arg,het.
EGLN1:¢.558C>G,p.Lys186Asn,het.

unklar
2: VHL, EGLN1 positiv,
Nierenzellkarzinom, Hamangioblastom

3: alle negativ
6: EGLN1 positiv

4: VHL positiv

ol =

Abbildung 44: Stammbaum der Familie 39 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation VHL:c.240T>G,p.Ser80Arg,het.

In der Familie 39 (Abbildung 44) ist Patient 3 am Nierenzellkarzinom und
Hamangioblastom erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die

definierte krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 41: SDHD:c.2T>C

Familie 41
Erkrankung: Glomus caroticum rechts
Mutation: SDHD:c.2T>C,p.Met1Thr,het.

o g
!

7

"

unklar

3: SDHD negativ
4: SDHD positiv

5: SDHD negativ

6: SDHD positiv

7: SDHD positiv, PGL

Abbildung 45: Stammbaum der Familie 41 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden

Mutation SDHD:c.2T>C,p.Met1Thr,het.

In der Familie 41 (Abbildung 45) ist Patient 7 an einem Glomus caroticum

Tumor rechts erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte

krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 43: SDHD:c.14G>A

Familie 43
Erkrankung: PGL
Mutation: SDHD:c.14G>A,p.Trp5* het.

BQ

1 2
. 1: SDHD positiv, PGL
@ unklar
(®)  3,4: SDHD positiv

3 4

Abbildung 46: Stammbaum der Familie 43 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.14G>A,p.Trp5%, het

In der Familie 43 (Abbildung 46) ist Patient 1 an einem Paragangliom
erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.
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Familie 44: SDHC:c.397C>T

Familie 44
Erkrankung: malignes PGL
Mutation: SDHC:¢.397C>T p.Arg133* het.

E @ unklar

Q 19: SDHC negativ

D 5,18: SDHC negativ

E 4,6,7,16,17: SDHC positiv

. 8: SDHC positiv, PGL

@ 13,14,15: SDHC positiv

Abbildung 47: Stammbaum der Familie 44 mit der ursachlich eingeschatzten krankheitsverursachenden
Mutation SDHD:c.14G>A,p.Trp5%, het

In der Familie 44 (Abbildung 47) ist Patient 8 an einem malignen
Paragangliom erkrankt. Der Stammbaum spricht nicht gegen die definierte
krankheitsverursachende Mutation.

Folglich haben die Segregationsanalysen fur keinen einzigen Fall einen

Ausschluss der Pathogenitat der vemutlich ursachlichen Mutation erbracht.
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4.3 Auswertung der Familienanalysen

Im Rahmen der Abschluss — Bewertung werden 42 der insgesamt 44 Indexpatienten
(zwei MEN1 Patienten werden nicht betrachtet, da sie als negativ — Kontrollen fir NGS
dienen) im untersuchten Kollektiv hinsichtlich ihrer Tumorerkrankung, der vorliegenden
Syndrome und der fur den jeweiligen Tumor krankheitsverursachenden genetischen
Varianten naher betrachtet und die Verteilung anhand von Tortendiagrammen und

Boxplots dargestellt.

Unter den 42 Indexpatienten sind insgesamt 22 Frauen und 20 Manner. Im Schnitt sind
die Patienten 38,5 Jahre alt, mit einer berechneten Standardabweichung von 13,3

Jahren. Der alteste Patient ist 65 Jahre und der jlingste Patient 11 Jahre alt.

Es sind 26 Patienten (61,9%) am Paragangliom, 7 Patienten (16,7%) am
Phaochromozytom und 1 Patient (2,4%) am Phdochromozytom und Hamangiom
erkrankt. Zudem sind als drittgrof3te Gruppe insgesamt 4 Patienten (9,5%) am
medullaren Schilddrisenkarzinom (MTC) erkrankt, gefolgt von 2 Patienten (4,8%) mit
Hamangioblastom und Nierenzellkarzinom. Jeweils 1 Patient (2,4%) ist am MTC,
Phaochromozytom und primaren Hyperparathyreoidismus (pHPT) und 1 Patient
(2,4%) am MTC und Phaochromozytom erkrankt.

H PGL

M Phaeo

M Phaeo und Hamangiom
MTC und Phaeo

B MTC, Phaeo und pHPT

B MTC

Hamangioblastom und RCC

Abb. 48: Tumorerkrankungen im untersuchten Kollektiv von 42 Patienten
(n=42)
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Im Rahmen der weiteren Analyse, werden in dem untersuchten Kollektiv die Patienten
mit hereditarem Paragangliom, Phaochromozytom oder einem Tumor — Syndrom
(MENZ2, VHL), das potenziell auch mit diesen Tumor — Entitaten einhergeht, eruiert.

Unter den 42 Patienten weisen 14 Patienten (33,3%) ein PGL1 — Syndrom (bedingt
durch SDHD - Mutation), 5 Patienten (11,9%) ein PGL3 — Syndrom (bedingt durch
SDHC — Mutation) und 10 Patienten (23,8%) ein PGL4 — Syndrom (bedingt durch
SDHB — Mutation) auf. Lediglich 2 Patienten (4,8%) haben ein Phdo — Syndrom im
Rahmen einer TMEM127 — Mutation. Zudem weisen 6 Patienten (14,3%) ein VHL —
Syndrom und 5 Patienten (11,9%) ein MEN2A — Syndrom auf.

M PGL1 (SDHD-Mutation)

B PGL3 (SDHC-Mutation)

M PGL4 (SDHB-Mutation)

Phaeo-Syndrom (TMEM127-
Mutation)

B VHL-Syndrom

B MEN2A-Syndrom

Abb. 49: Patienten mit hereditarem PGL, Phao oder einem Tumor — Syndrom (MEN2,

VHL), das potenziell auch mit diesen Tumor — Entitaten einhergeht (n=42)

Abschlielend werden die krankheitsverursachenden genetischen Varianten flr
Paragangliom und Phaochromozytom hinsichtlich ihres Vorkommens im Kollektiv

betrachtet.

Unter den 26 Patienten, die an einem Paragangliom erkrankt sind, weisen 8 Patienten
eine Mutation im SDHB — Gen, 5 Patienten im SDHC — Gen und 13 Patienten im SDHD
— Gen auf. Es wurden im untersuchten Kollektiv mit PGL keine Mutationen in den
Genen RET, TMEM127 und VHL detektiert.
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TMEN127;0 PGL
RET; O_X/VHL; 0

H SDHB

W SDHC

m SDHD

B RET

B TMEN127
N VHL

Abb. 50: Verteilung der Paragangliom verursachenden Gene im Kollektiv (n=26)

Unter den insgesamt 10 Patienten, die an einem Phaochromozytom erkrankt sind,
haben 2 Patienten eine Mutation im SDHB — Gen und 1 Patient im SDHD — Gen.
Darlber hinaus weisen 2 Patienten eine Mutation im RET — Gen auf und 1 Patient eine
Mutation im TMEM127 — Gen. Weitere 4 Patienten mit Phaochromozytom weisen eine

VHL — Mutation auf, wobei 1 Patient eine ,Variante unklarer Signifikanz“ (VUS) tragt.

Phao

m SDHB
SDHC; 0

= SDHC
SDHD; 1 = SDHD
RET

mTMEN127

W VHL

TMEN127; 1

Abb. 51: Verteilung der Phaochromozytom verursachenden Gene im Kollektiv (n=10)

Zusammenfassend ist festzustellen, dass im untersuchten Kollektiv von 42
Indexpatienten das Paragangliom mit 26 erkrankten (61,9%) Patienten am haufigsten
vorkommt, gefolgt vom Phaochromozytom mit 10 erkrankten Patienten (23,9%). Im
PGL — Kollektiv stellen SDHD — Mutationen mit 13 erkrankten Patienten die haufigste
Mutation dar. Folglich kommt am haufigsten mit 33,3% der Falle ein PGL1 — Syndrom
unter den Patienten vor, gefolgt von PGL4 — Syndrom (23,8%) bedingt durch SDHB —
Mutationen. Phaochromozytome kommen am haufigsten durch VHL — Mutationen vor
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(bei 4 von 10 Patienten im Kollektiv), gefolgt von Mutationen im RET und SDHB mit
jeweils 2 Patienten.

4.3.1 Analyse besonderer Tumormerkmale — Lokalisation

Im untersuchten Kollektiv wurden die Bewertungen der Tumorerkrankungen
Paragangliom und Phaochromozytom unter Verwendung von Informationen zu
Patient, Familie des Patienten und Tumor (Lokalisation, Hormonproduktion, Malignitat,
Anzahl der Tumore, ggf. LOH) systematisch vorgenommen und im Folgenden

tabellarisch und mit Hilfe von Boxplots dargestellt.

Paragangliom — Patienten:

Von insgesamt 26 Paragangliom — Patienten, weisen 12 Patienten (46,2%) den Tumor
im Kopf- / Halsbereich, 2 Patienten (7,7%) im Kopf- / Halsbereich und Thorax und 1
Patient (3,8%) im Kopf- / Halsbereich, Thorax und Nebenniere auf. Weitere
Lokalisationen sind jeweils bei 1 Patienten (3,8%) im Thorax und bei 1 Patienten
(3,8%) im Thorax und Abdomen. Zudem weist 1 weiterer Patient (3,8%) ein extra —
adrenales, hormonproduzierendes PGL auf und bei 8 Patienten mit PGL ist die genaue

Tumorlokalisation unbekannt (30,8%).

Tab. 3: Lokalisation der Paragangliome im Kollektiv

Lokalisation
der PGLs
Kopf/ Kopf/Hals, Extraadrenal,
Kopf/ | Hals und | Thorax Thorax und | Hormon- dem Labor
Zahl Hals | Thorax (und NN) Thorax Abdomen produzierend |unbekannt
Alle PGLs
(n) 26 12 2 1 1 1 1 8
Alle PGLs
[%] 100,0 |46,2 |7,7 3,8 3,8 3,8 3,8 30,8

Dartber hinaus wird die Lokalisation des Paraganglioms entsprechend dem
betroffenen Gen im SDHB, SDHC und SDHD betrachtet. Im beschriebenen Kollektiv
wurden unter den 26 PGL — Patienten insgesamt 8 verschiedene SDHB — Mutationen,
5 verschiedene SDHC — Mutationen und 13 verschiedene SDHD - Mutationen

detektiert.
81



Unter den 8 Patienten mit einer SDHB — Mutation haben 3 Patienten (37,5%) den
Tumor im Kopf- / Halsbereich, 1 Patient (12,5%) eine Lokalisation des PGLs im Kopf-
/ Halsbereich und Thorax, 1 weiterer Patient (12,5%) ein extra — adrenales,
hormonproduzierendes PGL und bei 3 Patienten (37,5%) mit SDHB — Mutation ist die
genaue Lokalisation entsprechend dem betroffenen Gen unbekannt. Unter den 5
Patienten mit einer SDHC — Mutation weisen 2 Patienten (40%) den Tumor im Kopf- /
Halsbereich und 1 Patient (20%) im Thorax auf. Bei weiteren 2 Patienten (40%) ist die
Lokalisation entsprechend dem betroffenen Gen unbekannt. Unter den 13 Patienten
mit SDHD — Mutation haben 7 Patienten (53,8%) den Tumor im Kopf- / Halsbereich, 1
Patient (7,7%) im Kopf- / Halsbereich und Thorax und 1 Patient (7,7%) im Kopf- /
Halsbereich, Thorax und Nebenniere. Zudem hat 1 Patient (7,7%) das PGL im Thorax
und Abdomen und bei 3 Patienten (23,1%) ist die Lokalisation entsprechend dem

betroffenen Gen unbekannt.

Tab. 4: Lokalisation entsprechend dem betroffenen Gen SDHB, SDHC und SDHD

Lokalisation
entsprechend
dem Gen
Kopf/ Kopf/Hals, Thorax Extraadrenal,
Kopf/ | Hals und | Thorax und Hormon- dem Labor

Zahl Hals Thorax |(undNN) |Thorax |Abdomen |produzierend |unbekannt
SDHB (n) 8 3 1 0 0 0 1 3
SDHB [%] 100,0 37,5 12,5 0 0 0 12,5 37,5
SDHC (n) 5 2 0 0 1 0 0 2
SDHC [%] 100 40 0 0 20 0 0 40
SDHD (n) 13 7 1 1 0 1 0 3
SDHD [%] 100 53,8 7,7 7,7 0,0 7,7 0,0 23,1

Phaochromozytom — Patienten:

Bei allen 10 Patienten, die an einem Phaochromozytom erkrankt sind, liegt der Tumor

im Nebennierenmark.
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4.3.2 Analyse besonderer Tumormerkmale — Hormonproduktion

Paragangliom — Patienten:

Unter den insgesamt 26 Patienten, die an einem Paragangliom erkrankt sind, weist
lediglich 1 Patient (3,8%) mit einer Mutation im SDHB — Gen (1 Patient von 8 Patienten
mit SDHB — Mutation, 12,5%) eine bekannte Hormonproduktion auf. Bei 22 Patienten
(84,6%) produziert das PGL kein Hormon. Unter ihnen sind 6 SDHB — (75%), 5 SDHC
— (100%) und 11 SDHD — Mutationstrager (84,6%). Bei 3 Patienten (11,5%) ist eine
Hormonproduktion unbekannt. Darunter weist 1 Patient (12,5%) eine SDHB — Mutation
und 2 Patienten (15,4%) SDHD — Mutationen auf.

Tab. 5: Hormonproduktion der Paragangliome im Kollektiv

Hormonproduktion der PGLs

Zahl ja nein Unbekannt
Alle PGLs (n) 26 1 22 3
Alle PGLs [%] 100,0 3,8 84,6 11,5
Hormonproduktion entsprechend dem betroffenen Gen
SDHB (n) 8 1 6 1
SDHB [%] 100,0 12,5 75,0 12,5
SDHC (n) 5 0 5 0
SDHC [%] 100,0 0,0 100,0 0,0
SDHD (n) 13 0 11 2
SDHD [%] 100,0 0,0 84,6 15,4

Phaochromozytom — Patienten:

Bei allen 10 Patienten produziert das Phaochromozytom die Katecholamine Adrenalin,
Noradrenalin und Metanephrine. Es gibt jedoch zu wenig Daten, um sinnvoll zwischen
Adrenalin — und Noradrenalin — produzierenden Phaochromozytomen unterscheiden

zu konnen.

4.3.3 Analyse besonderer Tumormerkmale — Malignitat

Paragangliom — Patienten:

Von den 26 Paragangliom — Patienten haben 19 Patienten (73,1%) einen benignen
und 7 Patienten (26,9%) einen malignen Tumor. Unter den 19 benignen

Tumorerkrankungen weisen 4 Patienten eine Mutation im SDHB — Gen (50% aller
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SDHB — Mutationen), 4 Patienten im SDHC — Gen (80% aller SDHC — Mutationen) und
11 Patienten im SDHD — Gen (84,6% aller SDHD — Mutationen) auf. Unter den 7
malignen PGLs tragen 4 Patienten eine SDHB — Mutation (50% aller SDHB —
Mutationen), 1 Patient eine SDHC — Mutation (20% aller SDHC — Mutationen) und 2
Patienten eine SDHD — Mutation (15,4% aller SDHD — Mutationen).

Tab. 6: Malignitat der Paragangliome im Kollektiv

Malignitit der PGLs

Zahl benigne maligne Unbekannt

Alle PGLs (n) 26 19 7 0

Alle PGLs [%] 100,0 73,1 26,9 0,0
Maliginitat entsprechend dem betroffenen Gen

SDHB (n) 8 4 4 0

SDHB [%] 100,0 50,0 50,0 0,0

SDHC (n) 5 4 1 0

SDHC [%] 100,0 80,0 20,0 0,0

SDHD (n) 13 11 2 0

SDHD [%] 100,0 84,6 15,4 0,0

Phaochromozytom — Patienten:

Im untersuchten Kollektiv wurden insgesamt 10 Patienten mit Phaochromozytom
detektiert. Darunter weisen 8 Patienten (80%) einen benignen Tumor und 2 Patienten

(20%) einen malignen Tumor auf.

Tab. 7: Malignitat der Phaochromozytome im Kollektiv

Malignitit der Phaeos

Zahl benigne maligne Unbekannt
Alle Phaeos (n) 10 8 2 0
Alle Phaeos [%] 100,0 80,0 20,0 0,0
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4.3.4 Analyse besonderer Tumormerkmale — Anzahl der Tumore

Paragangliom — Patienten:

Von den 26 Patienten mit Paragangliom tragen 7 Patienten (26,9%) nur ein einziges
Paragangliom. Darunter weisen 3 Patienten eine SDHB — Mutation (37,5% aller SDHB
— Mutationen), 3 Patienten eine SDHC — Mutation (60% aller SDHC — Mutationen) und
1 Patient eine SDHD — Mutation (7,7% aller SDHD — Mutationen) auf. Bei 14 Patienten
(53,8%) sind zwei oder multiple Paragangliome bekannt. 2 Patienten mit Mutationen
im SDHB — Gen (25% aller SDHB — Mutationen), 1 Patient mit einer SDHC — Mutation
(20% aller SDHC — Mutationen) und 11 Patienten mit SDHD — Mutationen (84,6% aller
SDHD - Mutationen). Letztlich ist bei 5 Patienten (19,2%) die Tumoranzahl unbekannt,
darunter bei 3 Patienten mit SDHB — Mutationen (37,5% aller SDHB — Mutationen), 1
Patient mit SDHC — Mutationen (20% aller SDHC — Mutationen) und 1 Patient mit
SDHD — Mutationen (7,7% aller SDHD — Mutationen). Somit sind SDHD — bedingte
Paragangliome haufiger multiple. Im Chi — Quadrat — Test ergibt dies p < 0,05 und ist

somit signifikant.

Tab. 8: Anzahl der Paragangliome pro Patient im Kollektiv

Anzahl der PGLs pro Patient

Zahl 1PGL 2 oder multiple PGLs | Unbekannt
Alle PGLs (n) 26 7 14 5
Alle PGLs [%] 100,0 26,9 53,8 19,2
Anzahl der PGLs pro Patient entsprechend dem betroffenen Gen
SDHB (n) 8 3 2 3
SDHB [%] 100,0 37,5 25,0 37,5
SDHC (n) 5 3 1 1
SDHC [%] 100,0 60,0 20,0 20,0
SDHD (n) 13 1 11 1
SDHD [%] 100,0 7,7 84,6 7,7

Chi-Quadrat-Test mit p<0,05 signifikant

Phaochromozytom — Patienten:

Unter den 10 Phaochromozytom — Patienten im untersuchten Kollektiv weisen 5
Patienten (50%) ein Phao und 5 Patienten (50%) bilaterales Phao auf.
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Tab. 9: Anzahl aller Phaochromozytome pro Patient im Kollektiv

Anzahl der Phaeos pro Patient

bilaterales
Zahl 1 Phaeo Phaeo Unbekannt
Alle PGLs (n) 10 5 5 0
Alle PGLs [%] 100,0 50,0 50,0 0,0

4.3.5 Analyse besonderer Tumormerkmale — LOH im Gewebe

Paragangliom — Patienten:

Bei 7 Patienten (26,9%) mit PGL wurde ein LOH im Tumorgewebe gefunden. Dabei
wurde 1 Patient mit einer SDHB — Mutation, 3 Patienten mit SDHC — Mutation und 3
Patienten mit SDHD — Mutation detektiert. Bei insgesamt 19 Patienten (73,1%) mit
PGL wurde keine LOH — Analyse durchgefuhrt. Darunter tragen 7 Patienten SDHB —
Mutationen, 2 Patienten SDHC — Mutationen und 10 Patienten SDHD — Mutationen.

Tab. 10: LOH im Paragangliom — Tumorgewebe

LOH im PGL- Gewebe

Zahl ja Nein nicht analysiert
Alle PGLs (n) 26 7 0 19
Alle PGLs [%] 100,0 26,9 |[0,0 73,1
LOH im PGL-Gewebe dem betroffenen Gen
SDHB (n) 8 1 0 7
SDHB [%] 100,0 12,5 (0,0 87,5
SDHC (n) 5 3 0 2
SDHC [%] 100,0 60,0 | 0,0 40,0
SDHD (n) 13 3 0 10
SDHD [%] 100,0 23,1 | 0,0 76,9

Phaochromozytom — Patienten:

Im Rahmen der LOH - Analyse Im Tumorgewebe wurde unter den 10
Phaochromozytom Patienten bei 1 Patienten (10%) ein LOH gefunden. Bei 3 Patienten
(30%) wurde kein LOH im Tumormaterial detektiert, wobei 2 Patienten eine RET —
Mutation zeigten und kein LOH zu erwarten war und 1 Patient eine ,Variante unklarer
Signifikanz® (VUS) im VHL — Gen aufweist. Weitere 6 Patienten (60%) wurden
aufgrund fehlendem Tumormaterial nicht auf ein LOH analysiert.
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Tab. 11: LOH im Phaochromozytom — Tumorgewebe

LOH im Phaeo-

Gewebe

Zahl Ja nein nicht analysiert
Alle PGLs (n) 10 1 3 6
Alle PGLs [%] 100,0 10,0 30,0 60,0

2 der 3 Patienten: RET — Mutation, kein LOH erwartet (Negativkontrollen)
1 der 3 Patienten:  VUS in VHL

4.3.6 Analyse besonderer Tumormerkmale — Penetranz

Im Folgenden werden die Gene SDHB, SDHC und SDHD bezlglich ihrer Penetranz
im untersuchten Kollektiv beschrieben und anhand von einem Boxplot dargestellt.
Daraus ist abzuleiten, dass die Penetranz im SDHC — Gen tendenziell niedriger ist als
im SDHB — und SDHD - Gen. Dabei hat SDHB die héchste Penetranz, gefolgt vom
SDHD — Gen. Zudem ist ein signifikanter Unterschied zwischen SDHB und SDHC mit
p < 0,05 im T — Test zu beobachten. Der Mittelwert liegt bei 0,6 und die
Standardabweichung bei 0,3.

A

Penetranz

47

T T T
SDHE SDHC SDHD

Gen

Abb. 52: Box — and — Whisker — Plot zur Penetranz von Mutationen in den Genen
SDHB, SDHC und SDHD im untersuchten Kollektiv (n=42). SDHB — Mutation: 10
Indexpatienten, SDHC - Mutation: 5 Indexpatienten, SDHD - Mutation: 14

Indexpatienten.
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4.3.7 Analyse besonderer Tumormerkmale — Alter bei Erstdiagnose

Anhand des dargestellten Boxplots ist zu erkennen, dass Patienten mit SDHD —
Mutationen tendenziell friher erkranken, als Patienten mit SDHB — und SDHC —
Mutationen. Dabei sind Patienten mit SDHC — Mutationen tendenziell am altesten bei
Erstdiagnose, gefolgt von SDHB — Mutationstragern. Im T — Test ist keine Signifikanz
zu beobachten. Der Mittelwert liegt bei 38,8 Jahren, wobei der alteste Patient 64 Jahre

und der jungste Patient 11 Jahre alt ist.

60

404

Alter bei Erstdiagnose

30

20

T T T
SDHB SDHC SDHD

Gen

Abb. 53: Box — and — whisker — Plot zu Alter bei Erstdiagnose bei Patienten mit
Mutationen in den Genen SDHB, SDHC und SDHD (n=42). SDHB — Mutation: 10
Indexpatienten, SDHC - Mutation: 5 Indexpatienten, SDHD - Mutation: 14

Indexpatienten.

4.4 Zusammenfassung der Tumormerkmale

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die ermittelten Ergebnisse der Untersuchung
im vorliegenden Kollektiv haufig Tendenzen bezlglich einzelner Tumormerkmale
aufweisen. Durch die begrenzte Anzahl an Probanden ist die vorliegende Auswertung
unter vorbehalt zu werten. Anhand der Literatur konnten viele Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Insgesamt wurden 42 Indexpatienten genauer
betrachtet. Es ist aufgefallen, dass das Paragangliom mit 26 erkrankten Patienten
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(61,9%) am haufigsten vorkommt, gefolgt vom Phaochromozytom mit 10 erkrankten
Patienten (16,7%).

Dabei sind bei 14 von 26 PGL — Patienten (33,3%) das PGL1 — Syndrom, bedingt
durch SDHD — Mutationen, tendenziell am haufigsten zu beobachten. Passend dazu
weisen 13 von 26 PGL — Patienten Mutationen im SDHD — Gen auf, wobei die meisten
PGL — Tumore benigne sind (19 von 26 PGLs, darunter 11 SDHD — Mutationen). Unter
den malignen PGLs sind bei mehr Patienten SDHB — Mutationen zu finden als SDHC
— und SDHD — Mutationen. Zudem sind viele PGLs (insgesamt 15 von 26 PGLs) im
Kopf- / Halsbereich lokalisiert und produzieren haufig keine Hormone (22 von 26
Patienten ohne Hormonproduktion). Die meisten PGLs im Kollektiv sind multipel (13
von 26 PGLs) und haufiger durch SDHD — Mutationen bedingt (11 SDHD -
Mutationen). Das ergibt im Chi — Quadrat — Test ein p < 0,05 und ist somit signifikant.
Daruber hinaus gibt es einen signifikanten Unterschied in der Penetranz zwischen
SDHB und SDHC mit p < 0,05 im T — Test. Das Alter bei Erstdiagnose ist bei SDHD —
Mutationstragern tendenziell friher als bei SDHB — und SDHC — Mutationen. Ein LOH

im Tumorgewebe wurde zudem o6fters bei PGLs detektiert (7 von 26 PGLSs).

Bei den 10 Patienten mit Phaochromozytom ist die Lokalisation stets im
Nebennierenmark und eine Katecholaminproduktion ist typisches Merkmal. Bei 4 von
10 Phaochromozytom — Patienten konnte eine VHL — Mutation detektiert werden,
wobei 80% aller Phaochromozytome benigne sind (8 von 10 Patienten). Auch ist

aufgefallen, dass 5 von 10 Patienten (50%) ein bilaterales Phao aufweisen.
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4.5 Ergebnisse Insulinomatose

4.5.1 Fallbeispiel der beiden Indexpatientinnen

Die in der Doktorarbeit untersuchte Indexfamilie mit Insulinomatose und Diabetes ist
kaukasischer Abstammung (Familie 1, Untersuchte Familienmitglieder 23, weiblich 11,
mannlich 12). In der Familie sind zwei Schwestern (IV 3 und 4) an einer Insulinomatose
durch eine Mutation im MAFA — Gen: ¢.170C>G, p.Thr57Arg erkrankt. Die jungere
Schwester (1970 geboren) erkrankte fruher (Erstdiagnose 2008) als die altere
Schwester (1961 geboren) Erstdiagnose 2015. Die jingere Schwester (IV 4) hatte von
2005 - 2008 multiple Symptome, wie beispielsweise Heil3hunger mit
Gewichtszunahme von etwa 30 Kg (von 60 kg auf 90 Kg), Schwitzen,
Konzentrationsschwéche und Tremor. Nachdem sie viele Arzte konsultierte, wurde
2008 in einer Klinik in Koln die Diagnose ,Insulinomatose“ des Pankreas gestellt.
Daraufhin erfolgte eine Pankreas — Teilresektion links. 2009 entwickelte die Patientin
erneut Symptome und wurde dann schlieBlich in der Universitatsmedizin Mainz
behandelt. Sie wurde 2009 und 2010, nachdem sie erneut Rezidive entwickelt hat, am
Pankreaskopf operiert, um die Insulinomatose — Herde zu entfernen. Schliel3lich wurde
dann eine duodenumerhaltende, subtotale Rest — Pankreatektomie mit simultaner
Cholezystektomie durchgefuhrt. Postoperativ entwickelte sie folglich einen Diabetes
Typ 1 und zeigt gelegentlich Fettstlhle. Derzeit wird sie mit der Insulinpumpe versorgt.
Zusatzlich erhalt die Patientin alle 2 Wochen eine Vitaminspritze intramuskular und
geht alle 3 Monate zur Diabetologie Nachsorge. Insgesamt ist sie in inrem Alltag nicht

eingeschrankt, arbeitet und ist sportlich aktiv.

Die altere Schwester entwickelte zwar fruher Symptome (2006), jedoch waren diese
nicht stark ausgepragt und manifestierten sich erst im Jahr 2014 fulminant. Nach
mehreren erfolglosen Arztkonsultationen stellte sie sich 2015 ebenfalls in nach Mainz
vor. Dort wurde bei Verdacht auf Insulinomatose am Pankreaskopf operiert.
Histologisch konnte eine benigne Insulinomatose bestatigt werden und es erfolgte eine
duodenumerhaltende Pankreaskopfresektion mit Roux — Y Pankreatikojejunostomie
und innerer Schienung des Pankreasganges. Postoperativ entwickelten sich
Komplikationen: Pankreatitis, Fistelbildung und Gallengangsstenose. Die Patientin ist

seitdem in Frihrente und geht zu diabetologischen Vorsorgekontollen.
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4.5.2 Ergebnisse der genetischen Untersuchung
Der Ablauf der genetischen Untersuchung wurde unter 3.2.3 im Kapitel Material und
Methoden genau beschrieben. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Filterliste mit

den 121 Genen dargestellt, die zu einem Hyperinsulinismus fuhren.

Dabei sind bei beiden Schwestern die Varianten in den Genen PROX1 (Prospero
homeobox protein 1): ¢c.1180G>A, p.Ala394Thr, auf Chromosom 1 und MAFA:
c.170C>G, p.Thy57Arg, auf Chromosom 8 (beide Varianten befinden sich in Exon 1)
detektiert worden. Durch die Tatsache, dass die beiden Varianten auf verschiedene
Chromosomen liegen, konnen Kopplungseffekte ausgeschossen werden. Zunachst
wurden die beiden Gene in den Datenbanken dbSNP, Exome Aggregation Consortium
(EXAC) und 1000 Genomes aufgesucht. Es konnten jedoch keine Eintrage ermittelt
werden. Als nachstes wurde mittels Vorhersage — Tools PolyPhen2, SIFT, Provean
und der Datenbank OMIM nach den Varianten geschaut. Das PROX1 — Gen wurde im
Mutation Taster als disease causing, im PolyPhen2 als benign, im SIFT als tolerated
und im Provean als neutral beschrieben, wobei in OMIM keine OMIM — Nummer
vergeben war. Im Gegensatz dazu wurde die MAFA — Missense Variante im Mutation
Taster als disease causing, im PolyPhen2 als probably damaging, im SIFT als
damaging und im Provean als deleterious aufgelistet, wobei in OMIM die OMIM —
Nummer 147630 fir Insulinomatose und Diabetes mellitus vergeben wurde. Somit
kann von einer pathologischen Bedeutung der Variante im MAFA — Gen ausgegangen
werden und die bei den Indexpatientinnen detektierte Mutation: ¢.170C>G,

p.Thy57Arg als krankheitsverursachend zusammengefasst werden (siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12: Ergebnis der Filterliste fur Hyperinsulinismus (121 Gene) aus dem Institut
fur klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin

Amino Acid
Gene Genotype Mutation Call Change CDS (Exon) Coverage Chr  Chromosome Position dbSNP ExAC 1000 Genomes
PROX1 GA c.1180G>A p.Ala394Thr 1 101 chrl 214171058 no entry no entry noentry
MAFA CG c.170C>G p.Thr57Arg 1 103 chr@ 144512407 no entry no entry  no entry
Gene Mutation Taster PolyPhen2 SIFT PROVEAN OMIM Gene OMIM Disease Inheritance
PROX1 disease causing benign tolerated neutral 601546 no entry n.a.
Insulinomatosis and
diabetes mellitus
MAFA disease causing probably damaging damaging deleterious 610303 147630 AD

MmM

patient 1 c Gig T8 EX e EETEE € €7

iy /Ml/ ML

patient 2 C GC C G C s 6 e T T C

el A&MJLOJM

Abbildung 54: Homo sapiens MAF bZIP Transkriptionsfaktor A (MAFA)
Bestatigung der Mutation bei den Patienten NM_201589.3 (MAFA):
c.170C> G, p.Thr57Arg mittels Sanger — Sequenzierung
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4.5.3 Ergebnisse der Familienuntersuchung

Nachdem die heterozygote Mutation im MAFA — Gen: ¢.170C>G, p.Thr57Arg bei den
Indexpatientinnen (IV 3, 4) detektiert und bestatigt wurde, erfolgte eine Untersuchung
der restlichen Familienangehdrigen. Insgesamt wurden von 19 Familienmitgliedern
vendse Blutproben vor Ort abgenommen und Wangenschleimhautabstriche entweder

vor Ort oder uber den Postweg eingeholt und im Verlauf untersucht.

Im Stammbaum der Familie (Abbildung 55) sind 23 Familienmitglieder (11 weibliche
und 12 mannliche) gekennzeichnet, da auch Verstorbene in der Krankengeschichte
miteinbezogen wurden. Die Analysen zeigten bei insgesamt 12 Patienten (Il 1, 2; IV
3,4, V1, 2 3,5 VI1 2 3, 4), darunter sieben weibliche und finf mannliche
Familienmitglieder, die gleiche heterozygote Mutation im MAFA — Gen: ¢.170C>G,
p.Thr57Arg, wie die Indexpatientinnen. Angehorige V 4 und VI 5 (Vater und Sohn)
waren wildtypisch homozygot gesund. Ein Diabetes war bei sechs Angehoérigen
(darunter auch verstorbene) zu beobachten. Ill 1, 3 und IV 2 hatten bereits einen
bekannten Typ 2 Diabetes und wurden medikamentds behandelt. Bei den
Angehdrigen V 2, 3, 5 wurde erhdhte Stoffwechselparameter und ein niedriges Kalium
in der Blutuntersuchung festgestellt. Bei V 2 konnten erhohte HbA1c Werte von 5,8%
(Norm: 4.1 — 5-6 %) und Pro — Insulin Werte von 11,2 pmol/l (Norm: <9,4 pmol/l) bei
einem BMI von 38 Kg/m? und eine Kalium von 3,37 mmol/l (Norm: 3,5 — 5,1 mmol/l)
detektiert werden. V 3 zeigt ein HbA1c von 6,6% (Norm: 4.1 — 5-6 %), ein Insulin von
26,5 mU/i (Norm: 6 — 25 mU/i) und Fluorid — Glukose von 125 mg/dl (Norm: 70 — 100
mg/dl) bei einem BMI von 29 Kg/m? und einem Kalium von 2,91 mmol/l (Norm 3,5 —
5,1 mmol/l). V 5 zeigt ein erhdhtes Fluorid — Glukose von 129 mg/dl (Norm: 70 — 100

mg/dl) und ein Kalium von 3,43 mmol/l (Norm 3,5 — 5,1 mmol/l).

Zudem habe V 5 laut anamnestischen Angaben 2016 und 2017 Hypoglykamien mit
Tremor, Konzentrationsschwache und seitdem Gewichtszunahme gezeigt. Il 1 sei laut
Angaben der Familie durch einen sogenannten ,Zuckerschock” verstorben. Es ist nicht
eindeutig geklart, ob Hypo- oder Hyperglykamien daflr verantwortlich waren. Vier
Angehorige hatten einen Tumor. Il 1 hatte 1980 ein Bronchialkarzinom und seit
einigen Monaten einen nicht naher bezeichneten Gehirntumor. Ill 3 war der Vater der
Indexpatientinnen und verstarb im Alter von 75 Jahren an einem CUP (Cancer of
unknown Primary) mit Bronchialmetastasen. IV 1 verstarb im Alter von 53 Jahren an
einem Bronchialkarzinom. IV 2 war der Bruder von IV 1 und starb an ein

Pankreaskopfkarzinom. Ill 2 ist an Demenz erkrankt. Bei den Befragungen ist zudem
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aufgefallen, dass die Familie insgesamt einen hohen BMI mit >25kg/m? hat und zudem

Allergien (Pollen, Asthma, Urtikaria) aufweist.

Family 1 @/

e yod

\Y,
5

MAFA: ¢.170C>G, p.Thr57Arg, O

not detected

MAFA: c.170C>G, p.Thi57Arg, ()
V heterozygous

6 7 Diabetes/ IFG

Insulinomatosis .

unclear symptoms, which could
\i

be a consequence of hypo- or
hyperglycemia

Abb. 55: Stammbaum der Familie mit Insulinomatose und Diabetes mellitus

4.5.4 Bedeutung der Befunde fur die Familie

In der Familie weisen 12 heterozygote Trager eine Mutation im MAFA — Gen:
¢.170G>C, p.Thr57Arg auf (entweder durch Analyse ermittelt oder als Ubertrager aus
dem Stammbaum geschlossen). Bei drei Angehoérigen ist ein Diabetes bekannt
gewesen. Zwei weitere Familienmitglieder sind aktuell mit einem dezent erhdhten
HbA1c aufgefallen. Die beiden oben genannten Schwestern leiden unter einer
Insulinomatose. Unter denjenigen Familienangehorigen, die ¢.170G>C, p.Thr57Arg
nicht tragen, ist kein Fall von Diabetes oder Insulinomatose bekannt. Die Symptomatik
kosegregiert somit mit c.170G>C, p.Thr57Arg.
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Zudem konnten in der gesamten Familie keine kongenitalen Augenerkrankungen
(Katarakt, Glaucom) beobachtet werden. Es kann in der untersuchten Familie
insgesamt von einer Penetranz (Diabetes und Insulinomatose zusammengenommen)

von 60% ausgegangen werden.

4.5.5 Pathogenetische Bedeutung der Mutation

Wie bereits unter Kapitel 2.7.1 beschrieben spielt MafA, als Transkriptionsfaktor aus
der Familie der grol’en Maf — Proteine, eine zentrale Rolle in der Pathogenese von
Diabetes und Insulinomatose. MafA wird in der Betazelle des Pankreas exprimiert und
beeinflusst dort viele zellulare Prozesse, Zellzyklus und Zellwachstum. Bei einigen
Tumorentitaten werden somatische Mutationen in grof3en Maf — Proteinen (auch MafA)
gehauft gefunden (49, 50).

In der untersuchten Familie wurde die Mutation ¢.170G>C, p.Thr57Arg detektiert.
Diese Mutation ist, wie die von lacovazzo et al. aus dem Jahr 2018 beschriebene
Mutation ¢.191C>T, p.Ser64Phe, in einem hoch konservierten Bereich des MafA —
Proteins gelegen, der als D/E/S/T/P — reiche Domane bezeichnet wird. Sie beeinflusst
die Stabilitat der DNA — Bindung im Rahmen des Transaktivierungsprozesses. Von
c.191C>T, p.Ser64Phe wurde bereits gezeigt, dass sie in der Lage ist, durch
verminderte Phosphorylierung eines benachbarten Aminosaurerestes (Ser65) eine
verminderte Degradation des Proteins durch das Proteasom zu verursachen. Es wurde
aulBerdem bereits gezeigt, dass Thr57 phosphoryliert wird und eine fehlende
Phosphorylierung an dieser Stelle ebenfalls zu einer eingeschrankten Degradation des
Proteins fuhrt. Diese Daten sprechen stark fur eine pathogenetische Bedeutung von
c.170G>C, p.Thr57Arg (4).
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5 Diskussion

5.1

Diskussion PGL und Phao

Im Folgenden werden die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Gene und

ihre zugehdrigen Varianten mit den in der Literatur und Datenbanken beschriebenen

Mutationen und Fallbeschreibungen verglichen und diskutiert. Tabelle 13 dient als

Ubersicht der einzelnen Gene, die als Ursache fiir PGL und Phéo in Frage kommen.

Tabelle 13: Ubersicht von Keimbahnmutationen, die als Ursache fiir PGL / Phao in

Frage kommen (zusammengesetzt nach (24, 39, 89, 90)

Genname | Ort Syndrom | Vererbung | Hormon- PGL / Phdo | Malignitats- | Weitere
(HGNC) sekretion Lokalisation | risiko Erkrankungen
(HGNC)
Gene, die am Hypoxie — regulierten — Signalweg beteilgt sind (Cluster 1)
SDHA 5p15 - AD: Tumor- | Unbekannt | KH, EA Unbekannt GIST,
Hypophysen-
veranlag- adenom
ung,
AR: Leigh—
Syndrom
SDHB 1p36.1- PGL4 AD MN, NMN, | KH, EA, A Ca. 40% RCC, GIST,
p35 MTY/DA, Hypophysen-
KS karzinom,
Hypophysen-
adenom
SDHC 1923.3 PGL3 AD MN, NMN, | KH, EA, A Niedrig RCC, GIST,
KS Hypophysen-
karzinom,
Hypophysen-
adenom
SDHD 11923 PGL1 AD, PV MN, NMN, | KH, EA, A Ca. 5% RCC, GIST,
MTY/DA, Hypophysen-
KS karzinom,
Hypophysen-
adenom
SDHAF2 /| 11q12.2 PGL2 AD, PV Unbekannt | KH Unbekannt Unbekannt
SDH5
VHL 3p25.3 VHL AD NMN A, EA, KH <5% Hamangio-
blastom, RCC,
Nieren- +
Pankreaszysten,
NET, ELST
FH 19421 Heredi- AD: Unbekannt | A, EA Unbekannt Leiomyome,
tare Tumorpra- RCC
Leiomyo- | disposition,
matose
und Rcc | AR
Fumarase
— Mangel
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EPAS1 /| 2p21- Familiare | Unbekannt | Unbekannt | EA, A Unbekannt Polyzythamie,

HIF2A p16 Erythrozy Somatostatinom
-tose 3 /

Pacak-
Zuhang

EGLN2 /| 19913.2 | - Unbekannt | Unbekannt | Unbekannt Unbekannt Polyzythdmie

PHD1

EGLN1 /| 19421 Familiare | Unbekannt | Unbekannt | Unbekannt Unbekannt Polyzythamie

PHD2 Erythro-
zytose 4

KIF1Bp 1p36.22 | - Unbekannt | Unbekannt | Unbekannt Unbekannt Neuroblastom,

CMT2A2

Gene, die am Kinase — Rezeptor — gekoppelten Signalweg beteiligt sind (Cluster 2)

NF1 17911.2 Neuro- AD MN, NMN A Ca. 1% Café-au-lait
fibro- Spots, Lisch —
matose Knoten,

Neurofibrome,
Typ 1 Gliome und
weitere

RET 10q11.2 | MEN2 AR MN, NMN A <5% MTC, PHPT,

Adenome und
weitere

TMEM127 | 2911.2 - AD MN, NMN A, EA, KH <5% RCC?

MAX 14923.3 | - AD, PV MN, NMN A 10-25% Unbekannt

BAP1 3p21.1 - Unbekannt | Unbekannt | Unbekannt Unbekannt Melanome,

Mesotheliom,
Meningiom

A: Phaochromozytome (adrenal); AD: autosomal — dominant; AR: autosomal — rezessiv; BAP1: BRCA1
assoziiertes Protein — 1; CMT2A2: Charcot Marie Tooth — Syndrom Typ 2A2; DA: Dopamin; EA: extra
— adrenal (abdominal und thorakal) PGL; EGLNX: Hypoxie — induzierbarer Faktor X der Familie EGL-9;
ELST: endolymphatischer Sacktumor; EPAS1: endotheliales PAS Protein 1; FH: Fumarat Hydratase;
GIST: gastrointestinaler Stromatumor; HGNC: HUGO Gen Nomenklatur Kommittee; HIF2A. Hypoxie —
induzierbarer Faktor 2A; KH: Kopf und Hals PGL; KIF1B: Kinesin Familie 1B; MAX: MYC assoziierter
Faktor X; MEN2: Multiple Endokrine Neoplasie Typ 2; MN: Metanephrine; MTC: medullares
Schilddriisenkarzinom; MTY: Metoxytyramin; NET: Neuroendokrine Tumore; NF1: Neurofibromatose
Typ 1; NMN: Normetanephrine; KS: keine Sekretion; PGL: Paragangliome; PHDX: Prolyl Hydroxylase
X; Phao: Phaochromozytome; PHPT: primarer Hyperparathyreoidismus; PV: paternale Vererbung;
RCC: Nierenzellkarzinom; RET: RET Protoonkogen; SDHAF2: Succinat Dehydrogenase Komplex
assembly Factor 2; SDHX: Succinate Dehydrogenase Komplex, Untereinheit X; TMEM127:

Transmembran Protein 127; VHL: von Hippel Lindau
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5.2 SDH in Bezug auf PGL und Phao

Paragangliome und Phaochromozytome sind seltene neuroendokrine Tumore. Etwa
30 — 40% der Tumore treten im Zusammenhang mit einer erblichen Erkrankung auf.
Keimbahnmutationen in den Genen des SDH (Succinat — Dehydrogenase)
Proteinkomplexes, wie SDHA, SDHB, SDHC, SDHD und SDHAF2, sind die am
haufigsten vorkommenden von Uber 19 erblich genetischen Anomalien (38). SDH ist
dabei das einzige membranstandige Protein des Citratzyklus. Zudem ist sie als
Komplex Il der Atmungskette direkt in die Elektronentransportkette der inneren
Mitochondrien Membran der Zelle eingebunden und katalysiert die Oxidation von

Succinat zu Fumarat.

Es ist bekannt, dass die autosomal — dominant vererbten SDH Untereinheiten, die
haufigste Ursache flur erblich bedingten Paragangliome und Phaochromozytome sind
(38). Kommt es jedoch in den einzelnen Untereinheiten des SDH zu Mutationen, dann
fuhrt dies zu verschiedenen Phanotypen und somit auch zu unterschiedlichen
Paragangliom — Syndromen (7). Mutationen in SDHA flhren zum Paragangliom —
Syndrom Typ 5 (PGL 5), in SDHB fuhren dabei zum Paragangliom — Syndrom Typ 4
(PGL 4), in SDHC zum Paragangliom — Syndrom Typ 3 (PGL 3), in SDHD zum
Paragangliom — Syndrom Typ 1 (PGL 1) und in SDHAF2 / SDH5 zum Paragangliom —
Syndrom Typ 2 (PGL 2).

Diese PGL Typen 1 — 5 fuhren zu Phaochromozytome, Paragangliome,
gastrointestinalen  Stromatumoren, Hypophysenadenome, Schilddrisen- und
Nierenkarzinome. Patienten kdnnen Merkmale eines Katecholamin — Uberschusses,
Symptome der lokalen Tumormasse oder zunehmend auffallige Ergebnisse in der
Bildgebung aufweisen. PGL — Typ 1 (SDHD) und PGL — Typ 2 (SDHAF2) zeichnen
sich durch eine hohe Haufigkeit zur Entwicklung von multifokalen Tumoren aus.
Zudem trifft die Erkrankung fast immer bei Patienten auf, die das defekte Allel von

ihrem Vater erben (7).

Das mutierte Allel des SDH Gens wird nadmlich von einem Elternteil an das Kind vererbt
(first hit), wobei das zweite Allel im Laufe der Lebensjahre somatisch mutiert (second
hit). In der Literatur sind derzeit zwei Falle bekannt, bei denen beide Allele erst im
Verlauf somatisch mutiert sind (double hit) (91). PGL — Typ 4 (SDHB) zeichnet sich
durch ein erhohtes Risiko fur maligne PGL oder Phao aus. PGL — Typ 3 (SDHC) und
PGL — Typ 5 (SDHA) sind seltener und weisen eine geringere Penetranz zur

Tumorentwicklung auf (92).
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5.2.1 SDHB in Bezug auf PGL und Phao

SDHB (Succinat — Dehydrogenase — Komplex Untereinheit B) — Mutationen sind eine
der haufigsten Genmutationen unter den SDH — Mutationen, die zu PGL und Phao
fuhren. SDHB befindet sich auf dem Chromosom 1 (1p36.1 — p35), wobei Mutationen
autosomal — dominant vererbt werden. Typisch fir SDHB — Mutationen ist das
Auftreten von PGL — Typ 4 (PGL 4). Aul3erdem ist die Penetranz der Tumore geringer
als bei anderen klinischen Syndromen, so dass Mutationstrager erst identifiziert
werden, wenn sie einen Tumor aufweisen (7). SDHB — bedingte Tumore befinden sich
meist adrenal und extra — adrenal (Thorax und Abdomen) und produzieren Hormone,
wie Metanephrin, Normetanephrin und Dopamin (93). Bei Erstdiagnose sind die
Patienten haufig um den 30. bis 40. Lebensjahr. Es gibt eine hohe Anzahl an
padiatrischen Fallen. Es sind unter den Patienten, die eine SDHB bedingte Erkrankung
aufweisen, Falle von Kindern im 3. Lebensjahr bekannt. Wenn sich hierbei das PGL
oder das Phaochromozytom vor dem 18. Lebensjahr gebildet hat, entwickelt sich in
25% der Falle ein zweites und in 12% der Falle ein drittes PGL / Ph&o (94). Zudem
haben die Tumore ein erhOhtes Malignitatsrisiko von etwa 40% mit hohen
Matastasenbildung. Weitere Erkrankungen im Rahmen einer SDHB — Mutation kdnnen
gastrointestinale Stromatumore (GIST), Schilddrisenkarzinome, Adenome und

Nierenkarzinome sein (95).

5.2.2 SDHC in Bezug auf PGL und Phao

SDHC (Succinat — Dehydrogenase — Komplex Untereinheit C) — Mutationen sind,
genauso wie SDHAF2 (SDH komplex assembly factor 2) und SDHA (SDH Untereinheit
A) — Mutationen, selten. Somit sind auch die klinischen Informationen begrenzt. Das
SDHC liegt auf Chromosom 1 (1923.3) und folgen einem autosomal — dominanten
Erbgang. Mutationen im SDHC fuhren zu PGL — Typ 3 (PGL 3) und prasentieren sich
meist als parasympathische Paragangliome im Kopf- und Halsbereich (7). Selten
kénnen aber auch adrenale und extra — adrenale Phaochromozytome auftreten. Die
Tumore konnen entweder Metanephrine, Normetanephrine oder keine Hormone
produzieren. Das Malignitatsrisiko ist gering und somit sind Metastasen auch eher
selten (44). Weitere Erkrankungen im Rahmen von SDHC — Mutationen sind GIST,

Schilddrisenkarzinome, Adenome und Nierenkarzinome (7).
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5.2.3 SDHD in Bezug auf PGL und Phao

SDHD (Succinat — Dehydrogenase — Komplex Untereinheit D) — Mutationen flhren
haufig zu multifokalen parasympathischen Paragangliomen im Kopf- und Halsbereich.
Diese sind haufig biochemisch inaktiv, doch selten konnen SDHD — bedingte Tumore
auch adrenal und extra — adrenal sein und Metanephrine, Normetanephrine und
Dopamin produzieren. SDHD liegt anders als SDHB und SDHC auf dem Chromosom
11923. Die Vererbung der SDHD — bedingten Tumore erfolgt auch hier autosomal —
dominant. Die krankheitsverursachende Mutation wird dabei paternal vererbt und fuhrt
dann beim Patienten zum Paragangliom — Syndrom Typ 1 (PGL 1) (7). Dieser Vorgang
wird als ,paternale Transmission“ oder ,maternal imprinting“ bezeichnet. Kommt es in
einer Familie zu einem Tumor, kann es sein, dass eine Generation dabei
ubersprungen werden kann. Grund dafur ist, dass ein mutiertes Allel von der Mutter
an die mannliche Person zwar weitergegeben wird, jedoch ohne selbst erkrankt zu
sein. Das aktive Allel kann aber dann von der mannlichen Person wieder an die Kinder
weitergegeben werden. Dadurch kénnen SDHD bedingte Tumore eine Generation
uberspringen (96). Selten kann es dennoch zum Ausbruch der Erkrankung kommen
nachdem das krankheitsauslosende Allel durch die Mutter vererbt wird. Das
Malignitatsrisiko fur SDHD bedingte — Tumore betragt etwa 5%. Weitere Erkrankungen
konnen gastrointestinale Stromatumore (GIST), Schilddrisenkarzinome, Adenome

und Nierenkarzinome sein (7).

5.2.4 TMEM127 in Bezug auf PGL und Phao

Das Transmembranprotein 127 (TMEM127) — Gen enthalt Informationen zur
Herstellung eines Proteins, das als Tumor — Suppressor — Gen fungiert und sich auf
Chromosom 2 befindet (2g11). Es verhindert, dass Zellen zu schnell und unkontrolliert
wachsen oder sich teilen. Mutationen werden autosomal — dominant vererbt mit einem
Malignitatsrisiko von kleiner — gleich 5% und erhéhen das Risiko, einen
neuroendokrinen Tumor zu entwickeln, indem einzelne Proteinbausteine
(Aminosauren) in der TMEM127 — Proteinsequenz verandert sind oder zu einem
verkurzten Protein fuhren (97). Die genaue Funktion des TMEM127 — Gens ist jedoch
nicht vollstandig geklart.
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Dabei ist seit 2010 durch die Forschungsgruppe Qin et al. bekannt, dass TMEM127 —
Genmutationen am haufigsten bei Menschen mit Phaochromozytom und selten bei
Menschen mit Paragangliomen auftreten. Es wurden bereits bei der ersten
Entdeckung LOH — Analysen durchgeflihrt, wobei bei allen 35 getesteten Patienten ein
Verlust des wildtypischen Gens ermittelt wurde. Die auftretenden Tumore kommen uni-
oder bilateral vor und produzieren Katecholamine (98). TMEM127 — Mutationen sind
insgesamt seltene Verursacher von PGL und Phao. Die Patienten zeigen um das 43.
Lebensjahr typische Symptome eines benignen Tumors, wobei extra — adrenale

Tumore sehr selten vorkommen (7).

5.2.5 VHL in Bezug auf PGL und Phao

Das von Hippel — Lindau Syndrom (VHL) ist ein hoch penetrantes, autosomal —
dominant vererbtes Tumorsyndrom und durch das Auftreten typischer Tumorentitaten
charakterisiert. VHL liegt auf Chromosom 3 (3p25.3), das Malignitatsrisiko der Tumore
liegt bei kleiner — gleich 5% und sind meist adrenal, extra — adrenal und im Kopf- /
Halsbereich lokalisiert.

Im Rahmen einer VHL — Mutation kbnnen Angiome der Retina, Hdmangioblastome
des Gehirns oder Ruckenmarks, Phaochromozytome, Paragangliome, multiple Zysten
in Pankreas und Niere, neuroendokrine Tumore, sowie Nierenzellkarzinome auftreten
(99). Die Symptomatik des VHL — Syndroms ist je nach Patient variabel. Ursache fur
das Syndrom ist eine loss — of — function Mutation des Tumor — Suppressor Gens. VHL
ist Teil der E3 Ubiquitin — Protein — Ligase — Komplexes und hat somit die Aufgabe
HIF zu erkennen (43). Daruber hinaus beeinflusst VHL die Apoptose, Angiogenese
und unterschiedliche zellulare Prozesse (100). Die Penetranz flr Paragangliome und
Phaochromozytome liegt bei VHL — Patienten bei ungefahr 30% (101). VHL —
Patienten unterliegen einer standigen medizinischen Kontrolle und so werden

Metastasen oft in frUhen Stadien detektiert (47).

Bei VHL - induzierten — Tumoren kommt es Uberwiegend zur Produktion von
Norepinephrin und Normetanephrin. Dies ist bei RET —und NF1 — bedingten Tumoren
nicht der Fall. In den meisten Fallen kommt es durch die noch zu kleinen Tumore nicht
zu Symptomen wie Hypertonie (102). In mehr als 50% der Falle entwickelten die
Patienten durch eine Missense — Mutation im Gen ein PGL oder Phdo. Diese Patienten

erkranken oft vor dem 30. Lebensjahr. Kommt es zu der Erkrankung im Kindesalter
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sind meist bilaterale oder multifokale PGL und Phao beobachtet worden (47). Zudem
sind einige Aminosaure Substitutionen bekannt, die zum VHL — Syndrom fuhren
konnen (103). De — novo — Mutationen fur das von Hippel — Lindau — Syndrom liegen
bei etwa 20% und sind im Vergleich relativ hoch (7). Es lassen sich fur VHL Subtypen

gliedern, die man wie folgt unterscheidet:

Typ 1: haufigster Typ, meist durch groe Deletion im VHL — Gen, verursachen kein
PGL und Phao, Symptome: Zysten in Pankreas und Niere, Nierenkarzinome,
Gefalllasionen in der Retina, Adenome im Nebenhoden, Tumore in Hirn und
Ruckenmark

Typ 2: aggressivere Form der Erkrankung, entwickeln PGL und Phao weitere
Subtypen: Typ 2a (selten einige bei Typ 1 erwahnten Tumore), Typ 2b
(Nierenzellkarzinome und Tumore bei Typ 1 erwahnt) und Typ 2c (PGL und Phao)

5.2.6 RET in Bezug auf PGL und Phao

Das RET — Protein gehort zur Gruppe der Rezeptor — Tyrosinkinasen und reguliert
Zellproliferation und Apoptose. Das RET — Gen besteht aus insgesamt 21 Exons.
Davon werden 6 als ,Hot Spot Exons® bezeichnet, die zu mehr als 90% bei MEN2
Patienten zu finden sind. Darunter zahlen Exon 10, 11, 13, und 14. Dabei sind
besonders cysteinreiche — Regionen (Exon 10 und 11) mit einer hohen Penetranz von
etwa 50% fur PGL und Phao (104).

Mutationen im RET — Gen treten im Rahmen der multiplen endokrinen Neoplasie vom
Typ 2 (MEN2) auf. Bei MEN2 Patienten wird in der Regel zunachst ein MTC

diagnostiziert, denn sie kommt am haufigsten in dem Zusammenhang vor.

Die Unterteilung von MEN2 erfolgt in drei Subgruppen: MEN2A, MEN2B und familiare
MTC (FMTC). Besonders Patienten mit MEN2A kénnen mit mehr als 90%
Wahrscheinlichkeit ein MTC entwickeln. Die Chance an ein Phaochromozytom zu
erkranken liegt bei 50% und einen Hyperparathyreoidismus zu entwickeln bei 15 —
30%. MEN2A ist ein hoch penetrantes, dominant vererbtes Tumorsyndrom. Die drei
typischen Tumorentitaten sind MTC, Phao und primarer Hyperparathyreoidismus
(pHPT), wahrend FMTC — Familien durch das alleinige Auftreten von medullaren
Schilddrisenkarzinomen charakterisiert sind. Patienten mit MEN2B entwickeln

nahezu 100% an ein MTC und 50% an ein Phdochromozytom. De novo Mutationen
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kommen zu 5% bei MEN2A und zu 50% bei MEN2B vor. Das Risiko fur MEN2 ist
haufig familiar bedingt. Die Tumore werden zu einem frihen Zeitpunkt entdeckt, da
Vorsorgeuntersuchungen durchgefuhrt werden, um Metastasen Bildung zu erkennen.

Somit kommt es eher selten zu Metastasen im Rahmen von MEN2 (7)

5.3 Zusammenfassung der Tumormerkmale im Vergleich zur

Literatur
Im Folgenden werden die Ergebnisse der ermittelten Tumormerkmale (siehe 4.1.3) im
untersuchten Kollektiv mit der vorhandenen Literatur verglichen. In den meisten Fallen
handelt es sich bei den Ergebnissen um Tendenzen, die anhand der Literatur diskutiert

werden.

Unter 42 Indexpatienten wurden bei 26 (61,9%) ein Paragangliom festgestellt und bei
10 Patienten (16,7%) ein Phaochromozytom. Dies spricht flr ein haufigeres
Vorkommen fur Paragangliome als fur Phaochromozytome. Laut vorhandener
Literatur kommen Paragangliome sogar etwa doppelt so haufig vor als
Phaochromozytome (38). Zudem konnte festgestellt werden, dass im vorliegenden
Kollektiv Mutationen im SDH — Gen (SDHB, SDHC und SDHD) bei 29 von insgesamt
36 PGL —/ Phao — Patienten vorkommen. Laut Literatur stellen SDH — Mutationen, die
am haufigsten vorkommenden Mutationen von Uber 19 erblich, genetischen Anomalien
bezlglich PGL und Phao dar (38).

Entsprechend Publikationen fiuhren SDHB - Mutationen, wie auch bei den
vorliegenden Patienten, zum PGL4 — Syndrom, SDHC — Mutationen zum PGL3 -
Syndrom und SDHD — Mutationen zum PGL1 — Syndrom (24, 39, 89, 90). Dabei sind
SDHB — Mutationen mit einem hoheren Malignitats- und Nierenkarzinomrisiko
verbunden als Mutationen in anderen Untereinheiten (105). Zudem sind SDHB —
Mutationen im Allgemeinen mit einer hdheren Morbiditat und Mortalitat assoziiert als
pathogene Varianten in den anderen SDH — Genen (105). Auch sind sie stark
assoziiert mit extra — adrenalen sympathischen Paragangliomen mit erhohtem Risiko
fur eine Metastasierung und seltener mit Phaochromozytomen und
parasympathischen PGLs (105). Bis zu 50% der Personen mit metastasierten extra —

adrenalen Paragangliomen haben eine pathogene SDHB — Keimbahnvariante (106).

Daruber hinaus weisen 50% der PGL — Patienten (13 von 26 Patienten) im Kollektiv

Mutationen im SDHD — Gen auf. Bereits im Jahr 2000 wurde mit der Identifizierung der
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SDHD — Mutation in Familien, ein Fortschritt fir die Ermittlung von PGL — Syndromen
gesetzt. Insgesamt werden SDHD — Mutationen haufig im Rahmen von PGLs
beschrieben und fuhren meist zu multifokalen Paragangliomen im Kopf- / Halsbereich
(7, 105). Parasympathische Kopf — / Hals — Paragangliome produzieren in der Regel
keine Hormone und sind sehr selten funktionell. Im untersuchten Kollektiv zeigte sich
lediglich bei einem Patienten mit SDHB — Mutation eine Hormonproduktion, wobei die
meisten PGLs im Kopf- / Halsbereich lagen. Im Vergleich zu anderen Stellen, ist die
Metastasierung von Kopf — / Hals — Paragangliomen relativ selten. Die gemeldete
Altersspanne ist grol3 und das mittlere Alter liegt bei 44 Jahren. Es gibt eine starke
weibliche Dominanz, mit einem Verhaltnis von Frauen zu Mannern von bis zu 8: 1. Die
Tumoren sind haufig bilateral oder multiple, was zusammen mit einem jlingeren
Anfallsalter eindeutige Hinweise auf eine Erbkrankheit sind (38). Die Penetranz flr
SDHD - bedingte PGL / Phao liegt bei etwa 90% und fur SDHB — bedingte Tumore bei
80 — 100% im Alter von 70 Jahren (107).

Phaochromozytome kdnnen in jedem Alter auftreten, jedoch ist das Durchschnittsalter
bei Erstdiagnose um das 4. bis 5. Lebensjahrzehnt mit gleicher
Geschlechterverteilung. Im vorliegenden Kollektiv kommen bei 50% der Patienten ein
bilaterales Phao vor. Bei jungen Patienten ist das Phaochromozytom signifikant
haufiger erblich, insbesondere bei Kindern, bei denen in mindestens 70% der Falle
Keimbahnmutationen beobachtet wurden (38). Im Aligemeinen liegt das Risiko fur ein
sympathisches Paragangliom hoher als fur ein Phaochromozytom oder ein
parasympathisches Paragangliom. Insgesamt wird empfohlen, dass sich Patienten mit
PGL / Phao unabhangig vom Alter, Anzahl der Tumore und klinischer Prasentation
einem genetischen Screening unterzeihen. Es wurde namlich gezeigt, dass bis zu 24%
der Patienten mit klinisch sporadischem PHEO / PGL eine erbliche Erkrankung
aufweisen (38).

5.4 Diskussion Insulinomatose

5.4.1 Vergleichsstudie von lacovazzo et al.

In der Studie von lacovazzo et al. aus dem Jahr 2018 wurden zwei kaukasische
Familien mit Insulinomatose, Diabetes und Augenerkrankungen aufgrund einer
Mutation im MAFA — Gen beschrieben (siehe Abbildung 56). Die erste Familie (A family

1; 29 Angehdrige, 17 weiblich) hat eine autosomal — dominat vererbte Insulinomatose
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und Diabetes. Die zweite Familie (B family 2; 7 Angehorige, 2 weiblich) mit dem selben
Phanotyp, wurde bereits 1977 von Karl — Heinz Tragl und Wolfgang R. Mayr in der
August — Ausgabe von ,The Lancet” klinisch beschrieben (108). Die Auswertung der
Studie zeigt, dass insgesamt 10 Angehérige beider Familien eine sekundare
hyperinsulinamische Hypoglykdmie aufgrund einer Insulinomatose entwickelten. 15
Patienten wurden mit einem Diabetes mellitus vom MODY — Typ und neun Falle mit
sporadischen Insulinomatosen diagnostiziert (davon acht weibliche Patienten). Vier
Angehdrige, darunter auch die zwei einzigen homozygoten Mutationstrager, zeigten
einen kongenitalen Katarakt und / oder Glaukom. Grund dafir ist, dass MAFA wahrend
der Entwicklung der Linse exprimiert wird und somit Mutationen im selbigen Gen zu
kongenitalen Augenerkrankungen fuhren konnen. In der zweiten Familie wurden keine
kongenitalen  Augenbeschwerden beschrieben. Insgesamt  wurden 25
Familienmitglieder (Familie 1 und 2) durch die Exom — Sequenzierung positiv auf die
missense — Mutation im MAFA — Gen: ¢.191C>T, p.Ser64Phe getestet. Bei keinem der
Patienten wurde eine Kombination von Insulinomatose und Diabetes beobachtet.
Zudem kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine Diabetes mellitus — Erkrankung

der Insulinomatose vorausgegangen ist (4).

Zusammenfassend wurde von lacovazzo et al. gezeigt, dass die MAFA missense —
Mutation der Grund fur die Insulinomatose oder den Diabetes mellitus in beiden
Familien ist. Die Daten belegten, dass eine Mutation im Bereich von p.Ser64Phe die
Phosphorylierung in der Transaktivierungsdomane von MafA beeintrachtigt. Dies fuhrt
zu einer signifikant verbesserten Proteinstabilitat und Proteinaktivitat in der
Betazellreihe. Zudem ist eine Mutation in dem beschriebenen Bereich (p.Ser64Phe) in
der Lage, durch verminderte Phosphorylierung eines benachbarten Aminosaurerestes
(Ser65) eine verminderte Degradation des Proteins durch das Proteasom zu
verursachen (4). Andere Studien haben au3erdem gezeigt, dass Thr57 phosphoryliert
wird und eine fehlende Phosphorylierung an dieser Stelle ebenfalls zu einer

eingeschrankten Degradation des Proteins fuhrt (4, 109, 110).
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Abb. 56: Stammbaum zweier Familien mit Insulinomatose, Diabetes und kongenitalen

Augenerkrankungen. Ursache ist eine Mutation im MAFA — Gen (4).

Die meisten Familienangehdrigen mit einer Insulinomatose waren weiblich (Verhaltnis
Manner zu Frauen betrug 1:4). Das mittlere Alter bei Diagnosestellung war 39,4 + 13,1
Jahre. Es sind keine fruhzeitigen Hypoglykamien in der Vorgeschichte bekannt, die auf
einen angeborenen Hyperinsulinismus hindeuten. Bei vier der sechs Patienten, die
einer bildgebenden Untersuchung unterzogen wurden, zeigten sich multizentrische
neuroendokrine Tumore der Bauchspeicheldrise (in der Grolde zwischen 0,4 und 1,1
cm) ohne lokale oder entfernte Metastasen. Ein Patient wurde bereits durch die
Forschungsgruppe von Tragl und Mayr im Jahr 1977 frUhzeitig diagnostiziert bevor
Querschnittsuntersuchungen verfugbar waren. Sechs Patienten wurden operiert und
zeigten eine persistierende oder rezidivierende Erkrankung und vier Patienten wurden
mehrfach operiert. Probanden mit persistierenden oder rezidivierenden Erkrankungen
und diejenigen, die sich keiner Pankreasoperation unterzogen, wurden mit schlechten
Ergebnissen und wiederkehrender symptomatischer Hypoglykamie arztlich behandelt
(4).

Bei den meisten Patienten, bei denen Diabetes oder grenzwertig erhohter
Nuchternblutzucker diagnostiziert wurde, handelte es sich um Manner (das Verhaltnis
Manner zu Frauen betrug 3:1). Das Durchschnittsalter bei der Diagnose betrug 38,4 +
16,5 Jahre. Der mittlere BMI von Diabetes — Patienten mit verfligbaren Daten betrug

25 + 3 kg/m?2. Der Phanotyp der Patienten entspricht einem MODY - Diabetes, da
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weder andere klinische Merkmale der Insulinresistenz noch eine Anamnese fur
diabetische Ketoazidose angegeben wurden. Zudem waren die Inselautoantikorper
negativ. In den meisten Fallen wurde der Diabetes mit Diat oder oralen Medikamenten
(Metformin und / oder Sulfonylharnstoffen) behandelt. Die aktuellen HbA1c — Spiegel
der Patienten lagen zwischen 37 und 74 mmol/mol (5,5 — 8,9%). Insgesamt hatten die
Patienten keine klinisch signifikanten mikro- oder makrovaskularen Komplikationen.
Die drei nicht betroffenen heterozygoten Mutationstrager wiesen, in Abwesenheit
klinischer =~ Symptome  einer  Hypoglykdmie, normale HbA1c - und

Nuchternglucosespiegel auf.

AbschlieRend stellt sich die Frage, ob Insulinomatose und Diabetes mellitus in ein —
und derselben Person zu finden sind und ob Mutationen im MAFA — Gen beides
verursachen kdnnen. Dabei ist wichtig wovon das abhangt, wann und ob ein Diabetes
oder eine Insulinomatose als Folge einer MAFA — Mutation entsteht. Insulinomatose
und Diabetes schienen sich bei den meisten Patienten gegenseitig auszuschliel3en.
Bei einem Angehorigen der zweiten untersuchten Familie durch lacovazzo et al.
konnten sich die beiden Phanotypen moéglicherweise sequenziell entwickelt haben. Die
Patientin wurde im Alter von 27 Jahren mit Gestationsdiabetes diagnostiziert. Nach der
Geburt ihres Kindes zeigte sie eine gestorte Glukosetoleranz und wurde im Alter
zwischen 33 und 35 Jahren mit Sulfonylharnstoffen behandelt. Ein oraler
Glukosetoleranztest wahrend der Behandlung im Alter von 39 Jahren wurde als normal
gemeldet. Im Alter von 55 Jahren hatte die Patientin Symptome einer Hypoglykamie.
Spater wurde bei einer '8F-DOPA-PET - Bildgebung eine hyperinsulindmische

Hypoglykamie und mehrere neuroendokrine Tumore der Pankreas diagnostiziert.

5.4.2 Vergleich der Familien

Eine Insulinomatose oder ein Diabetes mellitus vom MODY — Typ konnten sowohl in
den beiden Familien der Publikation von lacovazzo et al. (2018), als auch in der Familie
der vorliegenden Arbeit beobachtet werden. lacovazzo et al. konnten 2018 in den zwei
Familien den heterozygoten Austausch im MAFA — Gen: c.191C>T, p.Ser64Phe
feststellen. Diese Mutation fuhrt zu den oben genannten Erkrankungen. Die in dieser
Arbeit untersuchte Familie wies eine MAFA — Mutation in ¢.170G>C, p.Thr57Arg auf.
Beide genannten Mutationen sind in einem hoch konservierten Bereich des MafA —
Proteins gelegen, der als D/E/S/T/P — reiche Domane bezeichnet wird und die Stabilitat
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der DNA - Bindung im Rahmen des Transaktivierungsprozesses beeinflusst.
Insgesamt sind in der publizierten Studie 25 Familienangehorige (aus Familie 1 und 2)
positiv auf die missense — Mutation im MAFA — Gen getestet. 10 Patienten (7 aus
Familie 1 und 3 aus Familie 2) hatten tatsachlich eine bekannte Insulinomatose. 17
Angehdrige (13 aus Familie 1 und 4 aus Familie 2) hatten entweder einen Diabetes
mellitus oder eine gestorte Glukosetoleranz. Im Gegensatz dazu zeigten die
Familienangehorigen in der vorliegenden Arbeit 12 Mutationstrager, 3 Patienten mit
bekanntem Diabetes mellitus, 2 mit einem aktuell erhdhten HbA1c Wert in der
Blutuntersuchung und 2 Indexpatientinnen mit einer bekannten Insulinomatose.
Zudem traten in einer der beiden Familien kongenitale Augenerkrankungen (Katarakt,
Glaucom) auf. Dies konnte weder in der zweiten, publizierten Familie noch in der
Familie, der vorliegenden Arbeit beobachtet werden. lacovazzo et al. beobachteten
einen dominanten Erbgang mit einer Penetranz (Diabetes und Insulinomatose
zusammengenommen) von 90% (4). In der vorliegenden Familie wird derzeit von einer

ca. 60%igen Penetranz ausgegangen.

5.4.3 Insulinomatose und Diabetes mellitus: verursacht durch dieselbe
Mutation?

Es ist noch nicht geklart, wie genau die Mechanismen funktionieren, die erklaren, wie
dieselbe Genmutation zu Diabetes mellitus oder Insulinomatose fuhren kann. Ein
ahnlicher paradoxer Phanotyp wurde fur Mutationen im Transkriptionsfaktor HNF4A
und im Kaliumkanal — Gen ABCCS8 beschrieben, bei denen ein vorubergehender
angeborener Hyperinsulinismus einem Diabetes bei einigen Patienten vorausgehen
kann. Die Insulinomatose stellt jedoch eine eigenstandige Erkrankung dar, denn sie
manifestiert sich bevorzugt bei Erwachsenen und ist ein neoplastischer Zustand, der
durch das Auftreten multizentrischer insulinproduzierender neuroendokriner Tumoren
definiert wird. Sie ist, im Gegensatz zum kongenitalen Hyperinsulinismus, nicht durch
Inselzellhypertrophie gekennzeichnet. Zudem scheinen sich, in den meisten hier
dargestellten Fallen, die beiden Phanotypen gegenseitig auszuschliel3en. Daruber
hinaus konnen interindividuelle Faktoren, die noch nicht bekannt sind, die Entwicklung

einer Insulinomatose oder Diabetes beeinflussen (4, 11).
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5.4.4 Insulinomatose Uberwiegend bei Frauen?
In der Studie von lacovazzo et at (2018) konnten insgesamt 10 Familienangehdrige
(aus Familie 1 und 2) mit einer Insulinomatose beobachtet werden. Darunter waren 8

Patienten weiblich und lediglich

2 von ihnen mannlich (Familie 1: 7 Insulinomatose-Patienten, davon 1 Mann und 6
Frauen; Familie 2: 3 Insulinomatose — Patienten, davon 1 Mann und 2 Frauen). Die
Manner der beiden Familien erkranken im Gegensatz dazu eher an Diabetes mellitus
oder an einer gestorten Glukosetoleranz (Familie 1 und 2: 17 Patienten mit Diabetes /
gestorte Glukosetoleranz, davon 13 Manner und 4 Frauen) (4). In der vorliegenden
Arbeit sind nur die beiden Indexpatientinnen an einer Insulinomatose erkrankt und
insgesamt 6 Angehdrige an Diabetes oder einem leicht erhdhten HbA1c, davon 4
Manner und 2 Frauen. Somit legen diese Ergebnisse nahe, dass Frauen eher an
Insulinomatose und Manner eher an Diabetes/gestorte Glukosetoleranz erkranken.

Auch die sporadischen Insulinome treten haufiger bei Frauen auf, mit einem Verhaltnis
von Mannern zu Frauen von 1: 1,4 (11). Es werden vielerlei Grunde fur solch ein
Ungleichgewicht bei der Verteilung der Erkrankung angenommen. Eine Behandlung
mit Ostrogenen beispielsweise erhéht die Proliferation und die Insulinfreisetzung in
humanen Betazellen und Insulinomen in vitro. Auch in der Schwangerschaft ist eine
Ausdehnung der Betazellmasse zu beobachten. Induziert wird dies durch die
Signalisierung der Hormone Prolactin und Plazenta — Lactogen und vermittelt durch
den Prolactinrezeptor (PRLR). Der Prolactinrezeptor war in MafA — Knockout —
Inselzellen und in MING — Betazellen (keine reine Betazelllinie, sondern eine gemischte
Zelllinie mit anderen endokrinen Pankreashormonen) nach siRNA — vermitteltem
Knockdown von MafA signifikant herunterreguliert. Es wurde zudem gezeigt, dass der
Prir — Promotor in Luciferase — Reporter — Assays direkt von MafA aktiviert wird (4,
111, 112).

Folglich kénnten Ostrogene und Prolaktin mdglicherweise die Proliferation von B —
Zellen fordern, wodurch weibliche Trager der p.Ser64Phe MAFA — Mutation zur
Entwicklung einer Insulinomatose pradisponiert werden. Die Symptome der Krankheit
manifestierten sich in allen Fallen nach der Pubertat und die meisten Patientinnen
zeigten entweder wahrend oder nach der Schwangerschaft die ersten
hypoglykdmischen Symptome (4, 11).
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6 Zusammenfassung

6.1 Zusammenfassung PGL und Phao

Paragangliome und Phaochromozytome sind seltene neuroendokrine Tumore, die
sowohl sporadisch als auch im Rahmen von familiaren Tumorsyndromen vorkommen
konnen (7, 37, 113). Phaochromozytome sind hauptsachlich im Nebennierenmark
lokalisiert und produzieren Katecholamine wie Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin
(7). Paragangliome entstehen in den Zellen der Neuralleiste und gehen von
Paraganglien aus, die sowohl sympathischen als auch parasympathischen Ursprungs
sein koénnen. Uberall wo Paraganglien vorhanden sind, kénnen Paragangliome
entstehen. Hauptsachlich kommen sie jedoch im Kopf, Nacken und Retroperitoneum
vor. Zur klassischen Triade von Paragangliomen und Phaochromozytomen gehdren
Kopfschmerzen, Schwitzen und Palpitationen (7). Biochemisch aktive Tumore werden
durch ihre Stoffwechselmetaboliten identifiziert, die durch den jeweiligen Tumor
verstarkt abgegeben werden. Daruber hinaus konnen anatomische und funktionelle
Bildgebungsverfahren eingesetzt werden, um einen Tumor zu detektieren. Die

Entfernung des Tumors steht bei der Therapie im Vordergrund (7, 11).

In etwa 70% der Falle kann eine genetische Ursache fur das Vorhandensein eines
Tumors festgestellt werden. 40% sind dabei auf Keimbahnmutationen und 30% auf
somatische Mutationen zurlickzufuhren (23). Genetisch determinierte Paragangliome
und Phaochromozytome sollten insbesondere bei einer positiven Familienanamnese,
einer bilateralen Lokalisation des Tumors oder einer Prasentation im jungen Alter
vermutet werden (37). Es sind derzeit etwa 20 verschiedene Gene identifiziert, die
Ursache fur ein PGL oder Phao sein kdbnnen, wobei Mutationen in SDH, NF1, RET und
VHL sehr haufig vorkommen. Die Gene werden in zwei Cluster unterteilt: Cluster 1 —
Mutationen sind am pseudo — hypoxischen Weg beteiligt und Cluster 2 — Mutationen
stehen im Zusammenhang mit einer abnormalen Aktivierung von Kinase — Rezeptoren

und Signalregulatoren (37).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 44 Indexpatienten mit Paragangliom oder
Phaochromozytom, sowie Erkrankungen, die potenziell mit solchen Tumoren
einhergehen (MEN2 — VHL — Syndrom), und ihre Familienmitglieder hinsichtlich
krankheitsverursachender Mutationen genetisch analysiert. Abschlieend wurde eine

Bewertung der ermittelten Varianten unter Verwendung neuer Informationen zu
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Patient, Familie des Patienten und Tumor (Hormonproduktion, Malignitat, Anzahl der
Tumore, ggf. LOH) des Patienten systematisch vorgenommen und anhand von
Familien — Stammbaumen exemplarisch dargestellt und zusammenfassend

ausgewertet.

Dabei ist aufgefallen, dass unter 42 Patienten (von insgesamt 44 Indexpatienten) 26
Patienten (61,9%) an einem Paragangliom und 10 Patienten (16,7%) an einem
Phaochromozytom erkrankt sind. SDHD — Mutationen, die zu einem PGL1 — Syndrom
fuhren, stellen im Kollektiv unter den PGL — Patienten die dominierende Mutation dar.
Die PGLs sind tendenziell haufig im Kopf- / Halsbereich lokalisiert sind, produzieren in
der Regel keine Hormone und fuhren zu multifokalen PGLs. Ein LOH im Tumorgewebe
wurde zudem Ofters bei PGLs detektiert (7 von 26 PGLs). Unter den
Phaochromozytom - Patienten sind 50% an einem bilateralen Phdo im
Nebennierenmark erkrankt, produzieren Katecholamine und weisen haufig eine VHL
— Mutation auf. Zudem zeigt sich eine deutliche Signifikanz in der Penetranz zwischen
SDHB und SDHC mit p < 0,05 im T — Test, wobei SDHD — Mutationstrager tendenziell

junger sind bei der Erstdiagnose.

Insgesamt stellen die Ergebnisse der Familienuntersuchungen Tendenzen dar, die
uberwiegend anhand der Literatur bestatigt wurden. Patienten mit Paragangliom und
Phaochomozytom sollten sich einem genetischen Screening unterziehen, denn in
einigen Studien wurde gezeigt wurde, dass bis zu 24% der Patienten mit klinisch
sporadischem PHEO / PGL eine erbliche Erkrankung aufweisen (38). Das Fehlen einer
positiven Familienanamnese, ein zu junges Alter oder das Fehlen von multiplen
Tumoren bezuglich eines PGL / Phao oder anderer syndromalen Erkrankungen
schliel3t nicht die Notwendigkeit eines Gentests aus. Allen PHEO — / PGL — Patienten
und ihren Familien sollte eine genetische Diagnostik angeboten werden.

6.2 Zusammenfassung Insulinomatose

Insulinomatosen sind multizentrisch vorkommende, Insulin — produzierende, seltene
neuroendokrine Tumore des Pankreas. Sie kommen nicht im Rahmen eines MEN1 —
Syndroms vor und sind eher sporadisch oder familiar bedingt (4). Die heterozygote
Missense — Mutation im MAFA — Gen: ¢.170G>C, p.Thr57Arg fuhrt entweder zu einer

Insulinomatose oder zu einem Diabetes mellitus vom MODY — Typ. Die in der

111



vorliegenden Arbeit untersuchte Familie weist 12 Mutationstrager auf (entweder durch
Analyse ermittelt oder als Ubertrager aus dem Stammbaum geschlossen), darunter
gehoren die beiden Indexpatientinnen mit der Insulinomatose, drei Patienten mit
bekanntem Diabetes mellitus und zwei Angehérigen mit erhéhten HbA1c — Werten.
Unter denjenigen, die die Mutation nicht tragen, ist kein Fall von Diabetes oder
Insulinomatose bekannt. Die Penetranz in der Familie liegt somit bei 60%. Dabei
neigen Frauen vermutlich eher zur Insulinomatose und Manner eher zu einem
Diabetes mellitus. Es ist nicht auszuschlieen, dass Diabetes und Insulinomatose bei
einem Patienten sequenziell auftreten. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung fur die

Insulinomatose liegt bei ca. 39 Jahren, fur den Diabetes mellitus bei ca. 38 Jahren.

In der Studie von lacovazzo et al. ist die jungste Patientin mit Diabetes mellitus 11
Jahre alt; die jungste Patientin mit einer Insulinomatose 18 Jahre alt (4). Es ist unklar,
ab wann im Leben mit einer Symptomatik gerechnet werden muss. Bisher wurden
keine Hypo- oder Hyperglykamien im Neugeborenenalter beschrieben. Patienten mit
einer milden Diabetes mellitus — Erkrankung wurden mit oralen Antidiabetika oder Diat
behandelt. Die Mutation ist eher gefahrlich fur Patienten, die eine Insulinomatose
entwickeln und somit Hypoglykamien aufweisen. Zu den Symptomen zahlen
beispielsweise vegetative Hypoglykamie — Symptome, wie Zittern, Schwitzen,
Herzklopfen, Tachykardie (Herzrasen) und Heil3hunger. Zu den
neuroglukopenen Symptomen gehoren Benommenbheit, Verwirrtheit,
Sprachstorungen, Sehstorungen, atypisches Verhalten, Parasthesien, transiente
Hemiplegie, Psychose, Delir, Krampfanfalle und Bewusstlosigkeit bis hin zu vitalen
Bedrohungen des Patienten (4, 114). Deshalb sollten Mutationstrager schon bei
Auftreten vegetativer Hypoglykdmie — Symptome (auf jeden Fall aber bei

neuroglukopenen Symptomen) den Arzt aufsuchen.

Zudem wurden den Familienangehorigen, die Mutationstrager sind, eine genetische
Beratung durch einen Facharzt flir Humangenetik und regelmalige
Nachuntersuchung zum Erkennen von Hypoglykamie — Symptomen durch den
Endokrinologen empfohlen. Dartber hinaus sollte jahrlich eine Untersuchung des
Glucose — Metabolismus (Nuchtern — Glucose, Insulin, C — Peptid, Pro — Insulin und

HbA1c) mit einer ausfuhrlichen Anamnese erfolgen.
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6.3 Allgemeine Zusammenfassung

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit thematisierten Erkrankungen Paragangliom,
Phaochromozytom und Insulinomatose haben die Gemeinsamkeit, dass sie im
weitesten  Sinne neuroendokrine Tumore sind. Ursachlich sind jeweils
krankheitsverursachende Mutationen in unterschiedlichen Genen, die bereits detailt
beschrieben wurden. Wichtig fur die betroffenen Patienten ist eine gute Anbindung und

Nachsorge durch einen Arzt, mit der Moglichkeit eine Therapie bei Bedarf.
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8 Anhang

8.1 Verwendete Fragebogen
Der Fragebogen wurde mit allen Familienangehoérigen personlich

durchgesprochen und offene Fragen beantwortet.

Familienangehdrige: Insulinomatose

1. Allgemeines

MName:
Geburtsdatum:
Geschlecht:

Herkunft:

2. Eigenanamnese:

3. Spezifische Fragen zum Thema MAFA

Diabetes mellitus:
Insulinomatose:
Angeborener Katarakt:
Angeborenes Glaukom:

Auffalligheiten:

127



8.2 Auswertung anhand von Tabellen

Tabelle 14-16: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse aus den Blut- und
Speichelproben der Familienangehdrigen und der ausgewerteten
Fragebdgen. Dabei entspricht die Nummerierung der ersten oberen Zeile
(m/4, mss, i3, IV/4, IVI5, VI2-VIT) der Position der Personen auf dem
Stammbaum in Abb. 55: Stammbaum der Familie mit Insulinomatose und

Diabetes mellitus.

D |Reference fm/a  Juys  fiv/z  fiva  Jiv/s |
Sex F M F F F
Age Years 82 78 57 48 49
BMI {kg/m?) 26,06 421 27 26 35,5
c.170C>G,
MAFA c/C c/C C/G G c/C
p.Thr57Arg / / e g /
CRP <5 mg/| 3.6 6.6 . 0,54 2,6
TG <150 mg/dl 118 335 74 63 186
Chol <200 mg/dl 235 206 181 141 180
HDL >40 mg/dl 82 B 81 75 58
LDL <160 mg/d! 129 84 85 53 85
QLDL/HDL <3 1,6 1,5 1.1 0,7 15
70-130% 66 99 106
Quick, aPTT, 25-37 sec 37.9 sec 24.5 sec 24.9 sec
Fib 200-390 EeE gt
263 316
mg/dl
Complete
npf npf npf npf npf
blood count P P P P a
F-Gluc N s 92 143 128 82
mg/dl T —
OH-But <74 umol/l 183 . 70 60 -
41-56% 54 5,6 7.3 75 5,2
HbAlc 2i-dd
mmol/mol 36 38 57 59 34
Hb
Insulin 6—25 mU/i 45 16,9 6,7 6,3 25,4
Pro-insulin  <9.4 pmol/l 3,1 3,9 8,07 <0.1 3,2
c-P i 1,66 5,32 2 <0.01 4,57
ep ng/ml , s =0.01 :
. 43-224
Cortisol ? 7.2 - 5 49
ue/dl
49,3 -175
Aldosterone 104 - 76 33
pg/ml
TSH i =43 1,61 1,33 1,21 2,28 1,31
mu/l
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vz dva  va dvs v/e  fv/7
F M M M

% F
30 38 31 29 18 11
38 29 299 26,6 17,3 13,9
C/G C/G c/c c/G c/c c/c
22 35 25 1,6 <0.20 0,44
138 260 261 154 199 109
192 254 263 214 139 161
71 45 56 55 51 63
93 157 155 128 48 76
1,3 35 2,8 2,3 0,9 1,2
104 92
ot e i I 26.8 sec 32.7s
188 233
Platelet Platelet
count: count
npf 140/nl npf 127/nl npf npf
otherwise otherwise
npf npf
95 125 94 129 87 75
154 30 21 45 - -
58 6,6 5,4 54 51 55
40 49 35 36 33 37
15,7 26,5 9,3 243 16,7 48
11,2 7.5 5,86 2,42 273 2,4
3,37 4,52 2,54 2,75 4,63 1,15
18,4 11,3 59 14 i S
136 153 149 103 - -
1,84 2,8 4 1.21 0,48 1,16
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Tabelle 15:

D JReference Juya_____Ju/s ___fv3____Jiva___Jiv/s |
E

Sex M F F F
Age Years 82 78 57 48 49
BMI (kg/m?) 26,06 42,1 27 26 35,5
c.170C>G
MAFA "ocfc C c/G G c/C
p.Thr57Arg / ¥ o = /
Na 136-145 5 143 141 140 141
mmol/I
3.5=51
K 3,5 4,4 3,45 3,77 34
mmol/I T
Ca 2152154 2,53 2,11 2,25 2,37 2,28
mmol/I
0.66-1.07
Mg 0,72 - 0,9 0,68 .
mmol/|
Crea, HN npf npf npf npf npf
Ph c2TE 26 2,8 2,9 3,2
Os mgldl r { £ () *
AST 5-31U/1 29 21 25 34 19
ALT <35 U/l 14 22 21 27 23
ALP 37 -111 U/l 106 88 103 98 53
GGT 9-36U/1 19 98 24 14 20
Bili 3= be 0,54 <0.30 0,58 0,42 0,33
mg/dI
Alb 35-50g/l 41 35 40 38 36
Lip <60 U/l 41 28 12 4 30
Amy 28-139 U/l 81 34 37 19 42

F
30
38

C/G

141

0,38

37
29

43

M
38
29

c/G

0,79
npf
3,9

i3
171

87

0,45

41
36

47

M
31
29,9

c/c

143

59
0,59

46

57

M
29
26,6

/G

|5

0,9
npf
25

24

65
29
0,49

46

M
18
17,3

c/C
141
3,5

2,54

npf
39

22
15

159
15
2,15

46
15

65

F
11
13,9

c/c
141
3,2

2,42

npf
4,5

26
18

276
11
0,94

21
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Tabelle 16:
CE T T T T T T
Bay F F F BA BA

hge Yaard t58 75 a0 75 t53

Bronchial CA 1980

Therapy) Insulin injection
Medikation che rmatherapy

56 57 48 3o 38
.]MMEHTW — 015 2009 Astigrratism Rosacea Aathrma
Hypertonie Pancreatic fistuls  Hypothyroidism Disbetes? Asthma 2¢ Hypogy ]
Apaplex Bile duct stenesis Muorbus Crobn

Liver calcilication Appendectomy

Appendectomy Cholecysteciomy

Cholecystectamy Diabetes

Diabetes

Depresdion
Insulin injection Pantreatectomy

pancreatectomy
Death 2011 -Krean Arusaslin suibs. F

i Cetirizin [anti-
Pantapearel Ko Contraceplives {Fermoterol, histamire)
Beclormetason]
-MACP -Pantoprazal
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