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1. Introduzione

1.1 Epidemiologia

Feocromocitoma (FEO) e paraganglioma (PGL) sono rari tumori derivati dalla cresta
neurale, la cui incidenza, equiparabile tra i due sessi, ¢ di 0.8 casi/100.000/anno con un
picco tra la terza e la quinta decade. La prevalenza nella popolazione generale ¢ di 1:6500-
1:2500".

I FEO originano dalle cellule cromaffini della midollare surrenalica e generalmente
producono catecolamine, differentemente i PGL possono svilupparsi dalle cellule
cromaffini extrasurrenaliche dei gangli simpatergici toraco-addominali, capaci di
produrre catecolamine, oppure dai gangli parasimpatergici del distretto testa-collo, i quali
sono generalmente silenti dal punto di vista biochimico e vengono denominati head and
neck PGL (HNPGL).

Circa 1’80-85% delle lesioni cromaffini presenta una localizzazione surrenalica, mentre
il 15-20% mostra una localizzazione extrasurrenalica’.

11 10-49% dei FEO/PGL vengono riscontrati incidentalmente durante indagini strumentali
effettuate per un altro quesito diagnostico®*>.

In passato, i FEO/PGL venivano considerati tumori neuroendocrini a comportamento
incerto, vista I’impossibilita sulla base dell’esame anatomo-patologico di discriminare le
forme benigne da quelle maligne, la cui diagnosi ¢ possibile solamente in presenza di
tessuto cromaffine in sedi in cui normalmente esso ¢ assente®. La recente classificazione
dei tumori endocrini della World Health Organization (WHO) del 2017 ha, invece,
incluso 1 tumori cromaffini tra le neoplasie maligne proprio a causa del loro potenziale

metastatico’.



Approssimativamente il 5-26% dei FEO/PGL ¢ metastatico con un’incidenza inferiore a
1/100.000/anno”!°. In particolare, circa il 10% dei FEO ed il 34% dei PGL si presentano
con diffusione metastatica gia alla diagnosi iniziale, tuttavia, la comparsa di lesioni
cromaffini a distanza pud manifestarsi anche dopo diversi anni dalla diagnosi del tumore
primitivo!®!1,

Sono stati considerati diversi fattori prognostici nel predire lo sviluppo della malattia
metastatica.

Il PASS (Pheochromocytoma of Adrenal gland Scale Score) ¢ stato proposto al fine di
individuare le lesioni ad alto potenziale metastatico'2. Si tratta di uno score basato sulla
valutazione di 12 caratteristiche microscopiche della lesione cromaffine. A ciascuna
caratteristica viene assegnato un punteggio da 0 a 2 ed il massimo punteggio ottenibile ¢
di 20. Lesioni con PASS maggiore di 4 sono associate ad aumentato rischio metastatico
(Tabella 1). Tuttavia, questo score ¢ utilizzabile soltanto per i FEO ed essendo operatore-
dipendente non sempre viene impiegato routinariamente!'?.

Un’altra classificazione, utilizzabile sia per i FEO che per i PGL, ¢ il GAPP (Grading of
Adrenal Pheochromocytoma and Paraganglioma) score, composto da sei parametri
valutabili tra cui il Ki67 e la secrezione tumorale. Il GAPP score permette di distinguere
tre differenti categorie di lesioni: ben (0-2 punti), moderatamente (3-6 punti) e
scarsamente differenziate (7-10 punti). Le differenti categorie corrispondono a un rischio
di sviluppare una malattia metastatica rispettivamente basso, intermedio ed alto'4.

In aggiunta, le mutazioni che coinvolgono la subunitd B dell’enzima succinato
deidrogenasi (SDHB) sono associate a peggior prognosi e si riscontrano in circa il 50%
dei FEO/PGL metastatici' !5,

Anche la dimensione del tumore e la sua localizzazione rappresentano fattori prognostici

meritevoli di considerazione. Ayala-Ramirez e colleghi hanno riportato, in un ampio



studio retrospettivo, che 1 pazienti con tumore primitivo maggiore di Scm di diametro
presentavano piu alto rischio di sviluppare metastasi cosi come i pazienti che erano affetti
da tumore cromaffine extrasurrenalico. All’analisi multivariata la localizzazione
extrasurrenalica del tumore primitivo si ¢ confermata fattore di rischio per lo sviluppo di
malattia metastatica'®.

Inoltre, Eisenhofer e colleghi hanno proposto la metossitiramina (MTX), metabolita della
dopamina (DA) prodotto dai tumori meno differenziati, come fattore predittivo di
possibile malattia metastatica in associazione alla presenza di mutazione del gene SDHB,

alle maggiori dimensioni ed alla localizzazione extrasurrenalica del tumore primitivo!”.

Tabella 1. PASS (Pheochromocytoma of Adrenal gland Scale Score)

Caratteristiche microscopiche Punti
Invasione capsulare 1
Invasione vascolare 1
Invasione del tessuto adiposo peri-surrenalico 2

Presenza di nidi cellulari o crescita diffusa (in > 10% del volume tumorale) | 2

Necrosi centrale o confluente 2
Elevata cellularita 2
Aspetto fusato delle cellule tumorali anche se focale 2
Monotonia cellulare 2
Aumento del numero delle mitosi (> 3 per campo) 2
Figure mitotiche atipiche 2
Elevato polimorfismo nucleare 1
Ipercromasia nucleare 1



1.2 Predisposizione genetica

Fino agli anni 2000 le uniche sindromi ereditarie considerate predisponenti allo sviluppo
di FEO/PGL erano la neurofibromatosi di tipo 1 (NF1), la sindrome di von Hippel Lindau
(VHL) e la neoplasia endocrina multipla di tipo 2 (MEN2)!%!°_ In tale contesto, si
attribuiva una causa genetica al 10% dei FEO/PGL%.

La NF1 ha un’incidenza di 1:2500 individui ed ¢ determinata da mutazioni che
coinvolgono il gene NFI (17q11.2) che codifica per la neurofibromina, oncosoppressore
che promuove I’inattivazione di RAS. La diagnosi viene posta quando vengano
riscontrate nel/nella paziente almeno due delle seguenti caratteristiche: almeno sei
macchie caffé-latte; due o piu neurofibromi; due o pitu noduli di Lisch; glioma ottico;
lentiggini ascellari o inguinali; lesioni ossee distintive; parente di primo grado affetto. Un
FEO ¢ presente nell’1-3% dei casi e spesso si tratta di lesioni secernenti adrenalina
(A2,

La sindrome VHL ha un’incidenza di 1:36.000 nati vivi ed ¢ caratterizzata dalla presenza
di mutazioni del gene oncosoppressore VHL (3p25.3). Le neoplasie piu frequentemente
riscontrate sono gli emangioblastomi retinici o del sistema nervoso centrale (SNC), i
carcinomi renali ed 1 FEO, tuttavia sono descritti anche tumori neuroendocrini e cisti del
pancreas. Si distinguono quattro fenotipi clinici sulla base della probabilita di presentare
FEO o carcinoma renale®’ (Tabella 2).

La sindrome MEN2 ha un’incidenza di 1:200.000 individui ed ¢ causata da mutazioni
dell’oncogene RET (10ql11.21), che codifica per un recettore tirosino-chinasico. Si
distinguono due forme: MEN2A ¢ MEN2B. La MEN2A ¢ caratterizzata dalla presenza

di carcinoma midollare tiroideo (CMT), FEO ed iperparatiroidismo primitivo. Nella



MEN?2B, oltre al CMT e al FEO, i pazienti mostrano un caratteristico habitus marfanoide

ed, inoltre, possono associarsi neurinomi mucosi multipli'®24,

Tabella 2. Fenotipi clinici della sindrome VHL

Tipo 1 Emangioblastomi retinici e cerebellari
Cisti renali e carcinoma renale a cellule chiare
Cisti pancreatiche/tumori neuroendocrini pancreatici

Tipo 2A Feocromocitoma
Emangioblastomi retinici e cerebellari

Tipo 2B Feocromocitoma
Emangioblastomi retinici e cerebellari
Cisti renali e carcinoma renale a cellule chiare
Cisti pancreatiche/tumori neuroendocrini pancreatici

Tipo 2C Feocromocitoma

Successivamente, 1 progressi in ambito genetico hanno portato alla scoperta di numerosi
altri geni responsabili dell’insorgenza dei tumori cromaffini (Tabella 3). Ad oggi, una
mutazione germinale o somatica a carico di uno dei geni di suscettibilita viene individuata

in circa il 50% dei casi di FEQ/PGL23:26:27,

Tabella 3. Geni di suscettibilita per FEO/PGL, tipi di mutazione e relative frequenze

Gene Frequenza di mutazioni Tipo di mutazione
rilevate

ATRX <5% Somatica
BRAF <2% Somatica
CDKN2A <2% Somatica
EGLNI/PHD2 | <1% Germinale o Somatica
EPAS1 6-12% Mosaicismo o Somatica
FGFRI1 ~1% Somatica
FH 1-2% Germinale
H3F3A4 <2% Mosaicismo
HRAS 7-8% Somatica
IDH?2 <0.5% Somatica
KIFI1Bp <5% Germinale o Somatica
KMT2D <2% Germinale o Somatica



MAX 1-2% Germinale o Somatica

MDH?2 <2% Germinale

MERTK <2% Germinale

MET <2% Germinale o Somatica
NF1 1-3% Germinale o Somatica
RET 5-6% Germinale o Somatica
SDHA <1% Germinale o Somatica
SDHAF?2 <1% Germinale

SDHB 8-10% Germinale

SDHC 1-2% Germinale

SDHD 5-7% Germinale

TMEM127 1-2% Germinale

TP53 <5% Somatica

VHL 7-10% Germinale o Somatica

Tra i geni scoperti dagli anni 2000 in poi, rientrano quelli che codificano per le quattro
diverse subunita (A, B, C, D) dell’enzima succinato deidrogenasi (SDH), o complesso
mitocondriale di tipo II, cosi come il gene SDHAF?2, codificante per il fattore AF2
necessario per il corretto assemblaggio e funzionamento del complesso enzimatico. Le
mutazioni che interessano uno di questi geni sono responsabili dello sviluppo delle
paragangliomatosi familiari 1-5 (PGL 1-5)2%2930-31.32 (Tabella 4).

La PGL1 ¢ dovuta alla mutazione del gene SDHD (11q 23) e rappresenta la piu frequente
causa di HNPGL ereditari (>50%). E clinicamente caratterizzata da HNPGL multipli che
insorgono mediamente intorno ai 28—31 anni. I pazienti presentano un rischio del 75% di
sviluppare HNPGL nell’arco della loro vita ma possono presentare anche PGL toraco-
addominali in circa il 10% dei casi e FEO uni o bilaterali3!-*3-34,

La PGL2 ¢ causata dalla mutazione del gene SDHAF2 (11q 12.2). I pazienti sviluppano
HNPGL spesso multipli con eta media alla diagnosi di 33 anni, anche se sono stati
descritti casi a insorgenza piu precoce (22 anni). Ad oggi non sono stati riportati PGL

toraco-addominali o FEO associati a PGL23°,



La PGL3 ¢ legata alla mutazione del gene SDHC (1q 21), responsabile di circa il 15%
degli HNPGL ereditari. L’eta media alla diagnosi ¢ di 38 anni. I pazienti possono
sviluppare HNPGL (spesso unilaterali) ma anche PGL addominali e FEO™.

La PGL4 ¢ causata da mutazioni del gene SDHB (1p 36.13) ed ¢ associata
prevalentemente alla comparsa di PGL addominali e/o FEO; gli HNPGL si presentano
nel 20-30% dei casi. L’eta media alla diagnosi ¢ di 25-30 anni e un terzo dei pazienti
presenta malattia metastatica, in quanto le mutazioni a carico di SDHB sono quelle
caratterizzate da piu elevato rischio di malignita’®34,

Le mutazioni di SDHA (5p 15), responsabili della PGLS, erano originariamente state
descritte come causa di una encefalopatia giovanile trasmessa in modalita autosomica

recessiva (Sindrome di Leigh). La PGLS5 ¢ una condizione rara in cui sono stati riportati

casi di PGL addominali e FEQ3%34,

Tabella 4. Caratteristiche cliniche delle paragangliomatosi familiari (PGL 1-5) (HNPGL: head and neck
paraganglioma; FEO: feocromocitoma; PGL: paraganglioma)

Gene Lesione Lesioni Penetranza | Malignita Familiarita
multiple paterna

SDHD HNPGL Si Alta Molto rara Si
(PGL1) PGL toraco-addominali

FEO
SDHAF?2 HNPGL Rare Non nota Non nota Si
(PGL2)
SDHC HNPGL Rare Non nota Non nota No
(PGL3) PGL addominali
SDHB PGL addominali Si (rare) Bassa Frequente No
(PGL4) HNPGL

FEO
SDHA PGL addominali Rare Non nota Non nota No
(PGLS5)

Oltre a quelli sopracitati, altri numerosi geni sono coinvolti nello sviluppo di FEO/PGL.
I geni TMEM127 e MAX erano in origine ritenuti responsabili del solo sviluppo di tumori

cromaffini*®7, anche se recentemente sono stati riportati casi di mutazioni germinali di



MAX in pazienti affetti da FEO ed adenoma ipofisario senza, tuttavia, dimostrazione del
ruolo patogenetico di MAX nello sviluppo della concomitante patologia ipofisaria’®.
Mutazioni somatiche attivanti il fattore ipossia-inducibile tipo 2a (HIF2a) sono state
descritte in pazienti con FEO/PGL, policitemia e somatostatinomi**-°,

Mutazioni somatiche di 4TRX sono associate a FEO/PGL caratterizzati da maggiore
aggressivita a causa della conseguente instabilita telomerica dovuta alla perdita di
funzione dell’omonima proteina codificata dal suddetto gene*!.

E’ stata descritta, inoltre, la presenza di tumori cromaffini in pazienti con mutazioni della
fumarato idratasi (FH), associate allo sviluppo di patologie quali la leiomiomatosi
ereditaria ed il carcinoma renale*,

Vengono riportati anche casi aneddotici di FEO/PGL dovuti a mutazioni della isocitrato
deidrogenasi tipo 1 (IDH1)*, della proteina tipo 1 associata al carcinoma mammario
(BAP1)* e del gene KIFIBp, le cui mutazioni germinali sono state descritte in una
famiglia affetta dalla sindrome di Charchot-Marie-Tooth (CMT) di tipo 2A%>46:47,

Una piccola parte di FEO/PGL si sviluppa nell’ambito della triade di Carney, nella
sindrome di Carney-Stratakis e, molto raramente, nella MEN 1434,

La genotipizzazione dei FEO/PGL ha permesso di distinguere due principali clusters

genici, ciascuno caratterizzato da un proprio profilo biochimico** (Figura 1)



Figura 1. Rappresentazione schematica dei clusters FEO/PGL*.
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Il cluster 1 comprende i geni VHL, SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF?2, HIF2q,
PHD?2, IDHI, FH, MDH?2. Questo gruppo pu0 essere a sua volta distinto in due
sottogruppi: il cluster 14 comprende i FEO/PGL correlati a mutazioni del complesso
SDH (SDHx) e di FH, mentre il cluster 1B include tumori correlati ai geni HIF2a. e VHL*.
L’eziopatogenesi dei tumori appartenenti al cluster 1 ¢ legata all’attivazione costitutiva
del fattore ipossia-inducibile (HIF), che determina I’instaurarsi di una condizione definita
di “pseudo-ipossia”, la quale induce la trascrizione di numerosi geni convolti
nell’angiogenesi, nell’ematopoiesi, nella proliferazione e nella migrazione cellulare. I
tumori appartenenti a questo gruppo mostrano un elevato incremento della
vascolarizzazione, dell’espressione del vascular endothelial growth factor (VEGF) e dei

suoi recettori>®!,
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Dal punto di vista biochimico i tumori appartenenti al cluster I mostrano un profilo di
secrezione noradrenergico, a causa della mancata espressione dell’enzima
feniletanolamina-N-metiltrasferasi (PNMT), responsabile della metilazione della
noradrenalina (NA) in adrenalina (A).

1l cluster 2 comprende i tumori legati a mutazioni dei geni RET, NF1, TMEM127, MAX
e KIF1Bf**. 1 tumori appartenenti a questo gruppo si caratterizzano per I’attivazione di
vie di segnalazione mediate da tirosino-chinasi. In particolare, sono coinvolte la via della
fosfatidil-inositolo-3-chinasi (PI3K)/AKT/mTOR e di RAS/RAF/ERK, le quali
promuovono la proliferazione e la sopravvivenza cellulare conducendo allo sviluppo di
FEO/PGL*.

Anche all’interno del cluster 2 possono essere distinti dei sottogruppi: il 2A comprende i
FEO/PGL associati ai geni RET, MAX, NF1 e TMEM127, il 2B ¢ il 2C includono le forme
tumorali sporadiche, mentre nel 2D rientrano i tumori per cui non sia stata riscontrata
nessuna delle note mutazioni associate allo sviluppo di FEO/PGL3.

Dal punto di vista biochimico, i tumori del cluster 2 sono in grado di secernere A, in
funzione dell’espressione dell’enzima PNMT.

Nonostante 1’identificazione dei due clusters corrisponda ad un differente profilo di
attivazione trascrizionale e biochimico, tale distinzione non ¢ da considerarsi cosi netta.
E’ stato dimostrato come i tumori cromaffini causati dalle mutazioni del gene MAX,
appartenente al cluster 2, presentino un profilo di secrezione intermedio caratterizzato
dalla prevalente produzione di NA e, allo stesso tempo, dalla conservata capacita di
produrre A. Nel tessuto di questi tumori, infatti, sono state identificate concentrazioni
intermedie di A e di mRNA codificante per I’enzima PNMT?.

Piu recentemente ¢ stato designato un altro gruppo, il cluster 3, che comprende tumori

cromaffini dovuti a mutazioni somatiche dei geni di fusione CSDE1 e MAML3. Questo

11



gruppo ¢ caratterizzato dall’attivazione delle vie di segnalazione di WNT, coinvolte nella
proliferazione, nella motilita e nella differenziazione cellulare®. I tumori appartenenti al
cluster 3 mostrano un comportamento aggressivo ed un precoce sviluppo di malattia
metastatica’>.

Attualmente gli esperti raccomandano 1’utilizzo della metodica NGS (Next Generation
Sequencing) e di un pannello genetico validato per fare diagnosi delle forme ereditarie di

FEO/PGL.
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1.3 Diagnosi biochimica

La diagnosi di FEO/PGL si basa sul riscontro biochimico di un eccesso di produzione da
parte del tumore di catecolamine (CA), la cui sintesi avviene a partire dall’aminoacido L-
tirosina®’.

Nello specifico, le correnti linee guida raccomandano di effettuare il dosaggio delle
metanefrine (MNs) plasmatiche o urinarie libere frazionate per porre diagnosi di
FEO/PGL?.

Le MNs vengono prodotte a partire dalle CA ad opera delle catecol-O-metiltrasferasi
(COMT) tumorali in maniera continua ed indipendente dal rilascio di CA offrendo,
quindi, un vantaggio diagnostico rispetto a queste ultime. In particolare, dall’adrenalina
(A) viene prodotta la metanefrina (MN), dalla noradrenalina (NA) la normetanefrina
(NMN) e dalla dopamina (DA) la metossitiramina (MTX)®. Valori maggiori di tre volte
il limite superiore di riferimento in uno dei singoli metaboliti sono diagnostici per
FEO/PGL*.

Le MN:s libere frazionate plasmatiche ed urinarie hanno un’elevata sensibilita diagnostica
(99 vs 97% rispettivamente), ma quelle plasmatiche mostrano una specificita superiore
(89 vs 69%). L alta sensibilita delle MNs sia plasmatiche che urinarie permette in maniera
efficace di escludere la presenza di FEO/PGL in caso di test con esito negativo.
Differentemente, in ragione della piu elevata specificita, le MNs plasmatiche consentono
di avere un minor numero di falsi positivi®’.

Per il dosaggio delle MNs plasmatiche ¢ prevista 1’esecuzione del prelievo a digiuno, in
posizione supina da almeno 30 minuti. La MN e la NMN plasmatiche non sembrano
essere influenzate dalle amine assunte con la dieta, aspetto invece da considerare nella

misurazione della MTX58,
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Il dosaggio delle MNs urinarie richiede I’esecuzione di una corretta raccolta delle 24 ore.
A partire dalle 48 ore prima, e per tutta la durata della raccolta urinaria, ¢ necessario non
assumere alimenti ricchi di amine (es. caffe, the, cioccolato, vaniglia, banane, agrumi,
legumi) in quanto soggetti all’azione di una sulfo-trasferasi localizzata principalmente nel
tratto digerente ed implicata sia nel metabolismo delle monoamine prodotte localmente
che di quelle assunte con la dieta®%-®!,

Inoltre, un’accurata anamnesi si rende indispensabile al fine di individuare le potenziali
interferenze farmacologiche e le condizioni patologiche che possono alterare I’esito dei
test determinando risultati falsi positivi. Difatti, condizioni patologiche che causano
un’iperattivazione del sistema simpato-adrenergico quali lo scompenso cardiaco, la
cirrosi epatica, I’insufficienza renale e, frequentemente nei pazienti obesi, la sindrome
delle apnee notturne (OSAS), vanno tenute in considerazione quando viene richiesta la
misurazione delle MNs.

Le principali sostanze che possono interferire con il dosaggio delle MNs vengono

riportate in Tabella 5.
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Tabella 5. Principali sostanze interferenti sul dosaggio delle metanefrine (MNs)

Meccanismo d’azione

Classe

Farmaco

Inibizione del re-uptake della
noradrenalina

Blocco del recettore
adrenergico

Inibizione delle
monoaminossidasi
Modulazione del rilascio delle
catecolamine

Struttura simile alle
catecolamine

Antidepressivi triciclici

Antipsicotici

Inibitori del re-uptake della
noradrenalina

Altri
Beta-bloccanti

Alfa 2-bloccanti
Inibitori delle
monoaminossidasi
Amfetamine, xantine

Simpatico-mimetici

Altri

Anmitriptilina, clomipramina,
imipramina, noritriptilina,
trimipramina, mianserina,
maprotilina

Clozapina, quetiapina,
amisulpiride, aripiprazolo,
risperidone, olanzapina,
clorpromazina, flufenazina,
periciazina, trifluoperazina

Bupropione, reboxetina

Reserpina, proclorperazina
Carvedilolo, labetalolo,
bisoprololo, acebutolo,
celiprololo, metoprololo,
pindololo, propanololo, sotalolo

Fenossibenzamina, fentolamina
Tranilcipromina

Cocaina, metamfetamina,
caffeina

Pseudoefedrina, fenilefrina,
dobutamina, isoprenalina,

salbutamolo, terbutalina

Paracetamolo, levodopa
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1.4 Imaging radiologico

Dopo la conferma biochimica ¢ opportuno procedere alla localizzazione diagnostica di
malattia.

La tomografia computerizzata (TC) e la risonanza magnetica (RMN) individuano la
neoplasia con una sensibilita del 90-100% ed una specificita del 70-80%°2.

La TC rappresenta 1’esame strumentale di prima scelta nella valutazione delle masse
incidentali surrenaliche®®. L’esame diretto ¢ finalizzato alla valutazione del valore di
attenuazione, espresso in Hounsfield Units (HU). 1l cut off utilizzato per identificare le
lesioni surrenaliche benigne ¢ di 10 HU con una sensibilita del 71% ed una specificita del
98%°%4. L’esame con mezzo di contrasto (mdc) permette di stimare i valori di washout
assoluto (AWP: absolute percentage washout) e relativo (RPW: relative percentage
washout). Le lesioni benigne presentano elevati valori di washout rispetto a quelle
maligne, le quali avendo una ricca e tortuosa rete vascolare mostrano una piu lenta

t63

dismissione del mdc con conseguente riduzione dei valori di washout®. Un valore di

washout assoluto > 60 e relativo > 40 suggeriscono la presenza di una lesione
benignab>-66:67,

La RMN rappresenta un esame di seconda scelta, consigliato nei pazienti con
controindicazione all’imaging TC, da preferire nei bambini e negli adolescenti per ridurre
’esposizione alle radiazioni ionizzanti®®. All’esame RMN diretto le lesioni benigne,
come gli adenomi ricchi in lipidi, si caratterizzano per la caduta di segnale nelle sequenze
fuori fase®®%®. La metodica RMN permette di valutare anche I’intensita della lesione

rispetto al parenchima epatico nelle sequenze T1 e T2 pesate. Gli adenomi appaiono

isointensi nelle sequenze T1 e iso/lievemente iperintensi in quelle T2, mentre i FEO, le
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lesioni metastatiche, i carcinomi corticosurrenalici (ACC) si presentano iperintensi nelle
sequenze T2 pesate’’.

L’imaging funzionale medico-nucleare viene utilizzato principalmente nel sospetto di
malattia metastatica. La scintigrafia con metaiodiobenzilguanidina ('**I-MIBG) ha
un’elevata specificita ma una piu bassa sensibilita nell’individuare i tumori
extrasurrenalici rispetto a quelli intrasurrenalici. La tomografia ad emissione di positroni
(PET), combinata con la TC (PET/TC) e mediante ’utilizzo di specifici radiotraccianti,
fornisce una migliore risoluzione delle immagini rispetto alla sola metodica scintigrafica.
Tra i radiotraccianti adoperati vi sono la !'8F-fluorodopamina, !SF-
fluoroidrossifenilalanina, la '®F-fluorodopa e il ¥Ga-DOTATOC’!. La PET con '8F-
fluorodesossiglucosio ¢ particolarmente utile nell’individuare 1’estensione della malattia

nei FEO/PGL metastatici®’2.
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1.5 Presentazione clinica

L’ampio spettro di presentazioni cliniche dei pazienti con FEO/PGL ¢ dovuto alla

produzione e al rilascio di CA da parte del tumore”® (Tabella 6).

Tabella 6. Frequenza di segni e sintomi nei pazienti con FEO/PGL: elevata (++++), bassa (+)"

Segni Sintomi

Ipertensione ++++ Cefalea ++++
Ipertensione sostenuta ++ Palpitazioni ++++
Ipertensione parossistica | ++ Ansia/nervosismo +++
Ipotensione posturale + Tremori ++
Tachicardia o bradicardia | +++ Astenia ++
riflessa

Sudorazione eccessiva +++ Nausea/vomito +
Pallore ++ Dolore toracico/addominale +
Flushing + Vertigini o debolezza +
Perdita di peso + Parestesie +
Iperglicemia ++ Costipazione (raramente diarrea) | +
Riduzione della motilita | + Disturbi visivi +
gastrointestinale

Aumento della frequenza | +

respiratoria

I sintomi piu frequentemente riferiti dai pazienti sono il cardiopalmo (58.1%), la

cefalea (51.9%), la sudorazione (48.8%) e I’agitazione (35.3%). Tuttavia, essi si

mostrano contemporaneamente presenti solo nel 15.5% dei casi, mentre molto piu

spesso la sintomatologia ¢ parossistica (67.1%). Inoltre, il 21.1% dei pazienti presenta

normali livelli di pressione arteriosa, mentre crisi ipertensive compaiono nel 59.7%

dei casi’®.

La crisi ipertensiva puo essere precipitata da cambiamenti posturali, dalle emozioni,

dalla minzione cosi come dall’uso di farmaci, in particolare metoclopramide,

fenotiazine ed antidepressivi triciclici. Sicuramente la chirurgia e le procedure
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invasive nei pazienti con FEO/PGL, soprattutto se non diagnosticati, sono associate
ad elevato rischio di crisi ipertensiva’.

Gli HNPGL, generalmente silenti dal punto di vista biochimico, determinano sintomi
legati alla compressione e/o infiltrazione delle strutture circostanti (es. disfonia,
disfagia, acufeni)*?.

La patologia cardiovascolare (aritmie, infarto del miocardio, ictus ischemico)
rappresenta la principale causa di morte dei pazienti affetti da FEO/PGL. D’altro
canto, la vasocostrizione e I’effetto inibitorio sulla peristalsi intestinale dovuto
all’eccesso di CA puo determinare costipazione, la quale, se non riconosciuta e trattata
adeguatamente, puo portare all’ostruzione intestinale e, nei casi piu gravi, alla necrosi
ed alla perforazione intestinale’®.

Una sintomatologia legata alla secrezione ectopica di composti bioattivi da parte dei
FEO/PGL ¢ molto rara. E’ stato riportato che 1’1.3% dei tumori cromaffini sia in grado
di produrre corticotropina (ACTH), in casi ancora piu rari ¢ stata descritta la

produzione del fattore di rilascio della corticotropina (CRH), del peptide relato al

paratormone (PTHrp), del peptide intestinale vasoattivo (VIP) e del neuropeptide Y'°.
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1.6 Terapia

1.6.1 Terapia medica

Le correnti linee guida raccomandano di trattare tutti i pazienti affetti da FEO/PGL con
un adeguato blocco alfa-adrenergico in previsione dell’intervento chirurgico di
asportazione del tumore?.

I risultati ottenuti dagli studi retrospettivi supportano 1’utilizzo degli antagonisti alfa-
adrenergici come farmaci di prima scelta per minimizzare le complicanze
perioperatorie’”’8, Infatti, gli antagonisti alfa-adrenergici, quali la fenossibenzamina ¢ la
doxazosina, sono in grado di contrastare gli effetti cardiovascolari delle CA, permettendo
di ridurre le resistenze vascolari periferiche ed i livelli di pressione arteriosa, espandendo
il volume ematico circolante ed antagonizzando la down-regulation recettoriale’.
D’altro canto, i calcio-antagonisti possono rappresentare una possibile opzione
aggiuntiva agli alfa-litici per ottimizzare il controllo pressorio e, raramente, un’alternativa
al blocco alfa-adrenergico nei pazienti che presentano severa ipotensione ortostatica in
corso di terapia alfa-litica®.

I beta-bloccanti possono essere utili nel controllo della frequenza cardiaca in pazienti gia
in trattamento con alfa-litici; la loro somministrazione ¢ controindicata in monoterapia
per il rischio di scatenare una grave crisi ipertensiva dovuta al blocco dei recettori beta-2

vasodilatori®’3-81

. La metirosina (o-metil-paratirosina), un inibitore competitivo della
tirosina idrossilasi, puo essere utilizzata in caso di mancato controllo pressorio con le altre
terapie farmacologiche, anche se il suo utilizzo ¢ limitato a causa degli effetti collaterali

a livello del sistema nervoso centrale (es.: sonnolenza, agitazione e, raramente,

parkinsonismo)’®7,
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L’utilizzo di agenti osmotici (es. lattulosio) ed un’alimentazione ricca di fibre devono
essere impiegati per migliorare la costipazione, complicanza gastrointestinale che puo
presentarsi nei pazienti con malattia di lunga durata ed ipersecrezione ormonale, la quale
se non trattata pud portare anche a gravi conseguenze come 1’infarto e la perforazione
intestinale®?.

Gli esperti consigliano di iniziare la terapia medica con alfa-litico almeno 7-14 giorni
prima dell’intervento chirurgico, cosi da avere il tempo sufficiente per ottenere il
controllo della pressione arteriosa, della frequenza cardiaca e consentire 1’espansione del
volume ematico circolante®’.

Vi sono dati contrastanti sulla necessita di ricorrere al blocco alfa-adrenergico
preoperatorio nei pazienti normotesi affetti da FEO/PGL (circa il 40% dei casi)®.
Tuttavia, visti 1 potenziali effetti catastrofici legati al rilascio di CA durante la chirurgia,
viene raccomandata un’adeguata preparazione anche in questi pazienti*,

Il raggiungimento di una pressione arteriosa < 130/80 mmHg, con una frequenza cardiaca
compresa tra 60 e 70 bpm da seduti, e di una pressione arteriosa sistolica > 90mmHg, con

una frequenza cardiaca compresa tra 70 e 80 bpm, in ortostatismo, sembra rappresentare

un obiettivo ragionevole in previsione della chirurgia®.
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1.6.2 Terapia chirurgica

La chirurgia rappresenta il trattamento di prima linea nei pazienti con FEO/PGL.
Attualmente, nella maggior parte dei casi, I’intervento viene condotto mediante I’utilizzo
di un approccio laparoscopico. I due principali approcci laparoscopici sono il
transaddominale/transperitoneale laterale (di Gagner) ed il retroperitoneale posteriore (di
Walz)?>. L’intervento chirurgico per via laparoscopica, associato ad un’adeguata
preparazione medica preoperatoria, si ¢ mostrato in grado di ridurre la mortalita
perioperatoria, la morbidita, la durata della degenza ed i relativi costi. La chirurgia in
modalita open viene riservata alle neoplasie di grosse dimensioni (maggiori di 6 cm) o
difficilmente asportabili con la chirurgia laparoscopica’. Non vi sono dati relativi ad una
eventuale differenza tra la percentuale di recidiva di malattia a seguito della chirurgia
laparoscopica rispetto all’approccio open?.

Per quanto riguarda i FEO, la surrenectomia con tecnica “sparing”, che ha il fine di
preservare la componente corticale, viene raccomandata nei pazienti affetti da forme
familiari e/o bilaterali per evitare 1’insufficienza surrenalica e la conseguente necessita di
terapia sostitutiva life-long. Tuttavia, tale modalita di intervento puo aumentare il rischio
di recidiva di malattia e, per tali motivi, i rischi ed 1 benefici vanno accuratamente discussi
con il paziente e valutati caso per caso’!.

Nei pazienti con malattia metastatica il trattamento chirurgico ha prevalentemente uno
scopo palliativo con il fine di ridurre i sintomi legati all’eccesso di CA, migliorando il

controllo pressorio e riducendo le comorbidita cardiovascolari e gastrointestinali®>-#,
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1.6.3 Cenni ad altre terapie

Nei pazienti affetti da FEO/PGL metastatico le opzioni terapeutiche da impiegare vanno
valutate caso per caso in considerazione del rapporto rischio/beneficio, in quanto, ad oggi,
non vi sono delle linee guida dedicate.

Uno schema chemioterapico a base di ciclofosfamide, vincristina e dacarbazina (CVD)
rappresenta il trattamento di scelta nei pazienti con elevato carico tumorale e rapida
progressione di malattia®”. Alcuni autori hanno riportato una migliore risposta al
trattamento con lo schema CVD nei pazienti con patologia cromaffine metastatica causata
da mutazioni del gene SDHB3®% tuttavia tali evidenze non sono state confermate in altri
studi®.

Una migliore risposta al trattamento nei pazienti con FEO/PGL metastatico mutati SDHB
¢ stata descritta anche per quanto riguarda [’'utilizzo della temozolomide (TMZ),
chemioterapico somministrato per via orale, la cui efficacia ¢ condizionata
dall’espressione  della ~ O(6)-metilguanina-DNA ~ metil-trasferasi ~ (MGMT).
L’ipermetilazione del promotore della MGMT nei tumori correlati a mutazioni di SDHB
potrebbe silenziare 1’espressione del suddetto enzima giustificando la risposta efficace al
trattamento in questi pazienti®!.

Gli inibitori delle tirosino-chinasi (TKI) trovano spazio nel trattamento dei FEO/PGL
metastatici grazie alla loro capacita di bloccare i recettori del VEGF inibendo cosi
I’angiogenesi e la crescita tumorale®. In particolare, il sunitinib ¢ stato il primo farmaco
di questa classe ad essere proposto nel trattamento dei FEO/PGL metastatici®’ ma anche
I’efficacia di altre molecole, quali pazopanib, axitinib, cabozantinib e lenvatinib ¢ stata
valutata nel corso di trials clinici. I dati preliminari finora ottenuti mostrano una iniziale
risposta alla somministrazione dei TKI, dopo la quale si instaura la resistenza al

23



trattamento. I meccanismi con cui si instaura la resistenza sono molteplici, tra quelli
identificati vi sono, ad esempio, I’attivazione delle vie di segnalazione di c-MET che
contribuisce all’invasione e alla metastatizzazione tumorale, il reclutamento di
progenitori endoteliali resistenti all’azione dei TKI attualmente disponibili, I'utilizzo dei
vasi sanguigni in prossimita del tumore al fine di sopperire al bisogno di ossigeno e
nutrienti’>.

La terapia radiometabolica con 3! I-MIBG ad alta specificita (HSA-13'I-MIBG) ¢ stata di
recente approvata dalla Food and Drug Administration (FDA) per il trattamento dei
pazienti affetti da FEO/PGL metastatico, non resecabile, con imaging positivo alla
scintigrafia 123 I-MIBG”*. T dati sul suo impiego derivati da uno studio di fase IT hanno
mostrato una risposta parziale o una stabilita di malattia nel 92% dei pazienti®>.

Allo stesso modo, la terapia radio-recettoriale (PRRT) con *°Y o '""Lu-DOTATATE,
attualmente approvata per il trattamento dei tumori neuroendocrini del distretto
gastroenterico in diversi Paesi, puo rappresentare una valida opzione di trattamento nei
pazienti con FEO/PGL metastatici che mostrano captazione alla PET/TC con %Ga-
DOTATATE. Un recente studio retrospettivo ha mostrato un vantaggio terapeutico della
PRRT rispetto alla terapia con '3'I-MIBG nel migliorare progression free survival (PFS)
e la overall survival (OS), in particolare nei pazienti affetti da PGL metastatici®®. Tuttavia,
il disegno retrospettivo dello studio, ’utilizzo di diversi protocolli di trattamento ed il
fatto che alcuni dei pazienti arruolati siano stati sottoposti sia alla PRRT che alla terapia
con I-MIBG rappresentano importanti limiti. Per questi motivi, studi prospettici si
rendono necessari per validare tali osservazioni.

L’utilizzo di analoghi freddi della somatostatina (SSA) long acting, gia approvati per il

trattamento dei tumori neuroendocrini gastrointestinali ben differenziati, dovrebbe essere
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valutato anche nei pazienti con FEO/PGL metastatici, alla luce dell’elevata espressione
dei recettori di tipo 2 della somatostatina (SSTR2) che questi tumori presentano®”.

La radiochirurgia e la radioterapia esterna possono contribuire ad ottenere un controllo
locale della malattia nei pazienti con FEO/PGL metastatici non operabili. In particolare,
tali trattamenti vengono utilizzati in caso di metastasi ossee anche al fine di alleviare la
sintomatologia algica associata”®°.

Sono in corso di valutazione nuove terapie molecolari mirate. Gli inibitori di HIF2a
interferiscono con le vie di segnalazione attivate nei FEO/PGL appartenenti al cluster 1
e possono, dunque, rappresentare un’opzione terapeutica futura nelle forme
metastatiche!%. La condizione di “pseudo-ipossia” inibisce I’attivazione dei linfociti T
citotossici ed incrementa 1’espressione della proteina del check-point immunitario PD-L1
(Programmed Death-Ligand 1) e dei suoi recettori (PD-1). Sono disponibili i dati di uno
studio di fase I/Il sull’impiego dello spartalizumab (Clinicaltrials.gov NCT02404441),
anticorpo monoclonale IgG4k in grado di legare PD-1 e bloccarne la sua interazione con
PD-L1, che hanno mostrato una stabilitd di malattia (SD) nella meta (n 22) dei pazienti
valutati (n 44)!°!. Anche studi di fase II che prevedono I’utilizzo di pembrolizumab
(Clinicaltrials.gov NCT02721732), ipilimumab e nivolumab (Clinicaltrails.gov
NCT02834013) sono attualmente in corso.

In considerazione dell’iperattivazione delle vie di segnalazione delle tirosino-chinasi che
si riscontra nei FEO/PGL appartenenti al cluster 2, I'impiego di everolimus, inibitore di
mTOR, ¢ stato proposto nei pazienti affetti da FEO/PGL metastatico. Tuttavia, scarsi
risultati sono stati ottenuti con evidenza di progressione di malattia in questi pazienti'%2,

La talidomide, agente antiangiogenetico, ¢ stata utilizzata in combinazione con TMZ nei

tumori neuroendocrini. In un recente case report, 1’utilizzo di talidomide come unico
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trattamento si ¢ dimostrato efficace nel controllare la progressione di malattia in un uomo

di 38 anni affetto da PGL metastatico originato dall’organo dello Zuckerkandl'%,
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2. Associazione con altre neoplasie non cromaffini

Negli ultimi anni ¢ cresciuto I’interesse riguardante 1’insorgenza di seconde neoplasie non
cromaffini nei pazienti affetti da FEO/PGL. In particolare, i dati riportati in letteratura
sono focalizzati sulle mutazioni del complesso SDHx, risultate piu frequentemente
associate ai tumori stromali gastrointestinali (GIST)!*+10%19 " aj carcinomi renali
(RCC)!97%:198 ¢ agli adenomi ipofisari (PA)!%:110,

Per dimostrare la patogenicita delle mutazioni di SDHx nello sviluppo delle neoplasie non
cromaffini, 1’analisi immunoistochimica (IHC) per SDHB rappresenta una metodica
dotata di alta specificita e sensibilita, nonché facilmente disponibile e poco costosa, utile
per identificare I’alterata espressione di SDH a livello del tessuto tumorale!!!:!12 Nello
specifico, una mutazione germinale di SDHx destabilizza il complesso enzimatico
determinando all’analisi IHC la perdita dell’espressione di SDHB nei tumori con
mutazioni dei geni SDHB, SDHC e SDHD. Differentemente, la perdita dell’espressione
di SDHA si riscontra soltanto nei tumori con mutazioni del gene SDHA'!'. In
considerazione di tali evidenze, la valutazione IHC puo essere impiegata come marker
surrogato delle mutazioni di SDHx.

Tuttavia, i risultati dell’esame immunoistochimico devono essere interpretati con cautela
a causa dei possibili esiti falsi positivi che si possono riscontrare, in particolar modo, nel
caso delle mutazioni del gene SDHD''3 114,

A tal proposito, I’impiego dell’analisi genetica eseguita su prelievo ematico del paziente,
al fine di riscontrare la presenza di mutazioni germinali, e sul tessuto tumorale, al fine di
rilevare I’eventuale perdita di eterozigosita (loss of heterozygosity, LOH), pud essere
utilizzata per convalidare 1’esito dell’IHC e confermare o meno la patogenicita delle

mutazioni di SDHx.
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2.1 Tumori stromali gastrointestinali (GIST)

Nell’85-90% dei casi i GIST sono dovuti a mutazioni attivanti di KIT'!'> o PDGFRA!'!S,
mentre il restante 10-15%, in cui un’alterazione di questi geni non viene riscontrata, ¢
definito wild type. In realta, una mutazione di NF1!'7 0 BRAF!!® si evidenzia in circa il
50% dei casi cosiddetti wild type, mentre 1’altro 50% ¢ dovuto a mutazioni di SDHx
sporadiche o facenti parte di forme sindromiche quali la Sindrome di Carney Stratakis, in
cui lo sviluppo dei GIST si associa ai PGL, e la triade di Carney, nella quale 1 GIST si
associano ai PGL ed ai condromi polmonari?!.

Circa il 5-7.5% di tutti 1 GIST sono determinati da mutazioni di SDHx, si localizzano

prevalentemente a livello gastrico, sono multipli!®®

e presentano caratteristiche
morfologiche simili a quelli non correlati a deficit di SDHx!%. Circa il 47% di questi
tumori sono dovuti a mutazioni del gene SDHA'%, si riscontrano piu frequentemente in
bambini e giovani adulti, prediligendo il sesso femminile!?!. Essi mostrano un decorso
generalmente indolente, anche se sono stati descritti casi di metastatizzazione epatica e
linfonodale!?>!23, A causa del differente meccanismo patogenetico rispetto ai GIST
dovuti a mutazioni di KIT, sono resistenti alla terapia con imatinib'?!. Ad oggi, non vi &
indicazione ad eseguire uno screening per GIST nei pazienti asintomatici che presentano
mutazioni di SDHx!?°,

Nel 2011 Miettinen e colleghi!?* hanno sottoposto ad analisi IHC per SDHB 1134 casi di
GIST (7 esofagei, 756 gastrici, 265 dell’intestino tenue, 23 colici, 43 rettali, 40 con
localizzazione extra-gastrointestinale). Tra questi, un totale di 66 GIST ha mostrato un

immunostaining negativo per SDHB. I pazienti appartenenti a questo gruppo erano per lo

piu bambini e giovani adulti, in particolare la meta aveva meno di 21 anni. Il sesso
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femminile era prevalente tra i pazienti con eta inferiore a 21 anni, mentre nessuna
differenza tra i due sessi si ¢ riscontrata nel gruppo di pazienti con eta maggiore di 30
anni. Un paziente ha sviluppato un FEO 24 anni prima della diagnosi del GIST ed un altro
un HNPGL 25.5 anni dopo il primo GIST. La valutazione della perdita di eterozigosita
nei tumori risultati deficitari all’analisi IHC per SDHB non ¢ stata eseguita.

Pantaleo et al.'?? hanno valutato 69 pazienti affetti da GIST metastatici (31 gastrici, 33
dell’intestino tenue, 5 in altre sedi) di cui 34 femmine e 35 maschi con eta media di 56.2
anni (range 27-79 anni). Undici pazienti sono risultati affetti da un GIST wild type per
KIT/PDGFRA e sono stati sottoposti ad analisi IHC per SDHB, nonch¢ a sequenziamento
genico per SDHx. In sei di questi pazienti ¢ stata riscontrata I’assenza di proteina SDHB
all’analisi IHC e la presenza di mutazione germinale del gene SDHA. L’eta media dei
pazienti con GIST dovuti a mutazione SDHA era inferiore rispetto a quelli dovuti a
mutazioni attivanti di KIT/PDGFRA (27 vs 55 anni). Non si sono riscontrati decessi in
questo gruppo di pazienti nell’intero periodo di follow up, avvalorando il decorso
indolente di queste forme tumorali.

Un’altra casistica descritta in letteratura riporta 76 GIST sottoposti ad analisi [HC sia per
SDHB che per SDHA. Tutti i tumori hanno mostrato una mancata espressione proteica di
SDHB, mentre nel 37% (n 28) ¢ stata riscontrata un’espressione deficitaria di SDHA. Dei
35 pazienti sottoposti ad analisi genetica per SDHx ¢ stata piu frequentemente riscontrata
una mutazione germinale del gene SDHA (n 11), seguita da SDHB (n 8), SDHC (n 6) ed
SDHD (n 1),

In alcuni recenti reports ¢ stata dimostrata la presenza di un immunostaining negativo per
SDHB, ma tale dato non ¢ stato avvalorato dall’esecuzione del sequenziamento genetico

su sangue periferico del paziente o sul tessuto tumorale!26-127,
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In Tabella 7 vengono riportati i principali lavori disponibili sull’associazione tra SDHx e

GIST.
Tabella 7. Associazione tra SDHx e GIST (GIST: tumori stromali gastrointestinali; ITHC:
immunoistochimica; LOH: loss of heterozygosity)
Popolazione iniziale Casi IHC negativa LOH
Benn DE et al, 2006'* 116 pazienti (da 62 1 GIST 1 SDHB-/1 0/0
famiglie con
mutazioni SDHB o
SDHD)
McWhinney SR et al, 2007'* 9 GIST 9 GIST 0/0 8/8
Gill AJ et al, 2010'"? 121 GIST 121 GIST 10 SDHB-/121 0/0
Miettinen M et al, 2011'* 1134 GIST 1134 GIST 66 SDHB-/1134 0/0
Janeway KA et al, 2011'% 34 GIST 34 GIST 2 SDHB-/3 0/0
Gaal J et al, 2011'% 57 GIST 57 GIST 11 SDHB -/57 0/0
1 carcinoma midollare
tiroideo (CMT) in
paziente con GIST 1 CMT 0/1 1 mutazione
somatica RET/1
Doyle LA et al, 2012'3° 264 GIST 264 GIST 22 SDHB-/264 0/0
Italiano A et al, 2012"! 28 GIST 28 GIST 4 SDHB- (di cui 3 1 perdita
SDHB-/SDHA-) /7 parziale, 1
mutazione
somatica/17
Belinsky MG et al, 2013'* 24 GIST 24 GIST 11 SDHB -/24 4/6
Oudijk L et al, 2013'* 33 GIST 33 GIST 16 (di cui 4 SDHB- 2/4
/A-)/33
Wagner AlJ et al, 2013'* 33 GIST 33 GIST 33 SDHB- (di cui 9 5 (+ 1 delezione
SDHB-/A-)/33 ed 1 mutazione
somatica)/9
SDHA-
Miettinen M et al, 2013'% 944 GIST 944 GIST 127 SDHB- (di cui 36 6/7 SDHA-
SDHB-/A-)/944
Pantaleo MA et al, 2014'% 358 GIST (34 wild 34 GIST 6 SDHB-(2/6 SDHA- 2/8
type per )/20
KIT/PDGFRA)
Pantaleo MA et al, 2015'* 69 GIST metastatici 11 GIST 6 SDHB-/11 6 mutazioni
(11 wild type per germinali
KIT/PDGFRA) SDHA/11
Jiang Q et al, 2015"¢ 1 paziente affetto da 1 GIST 1 SDHB-/1 11
GIST e carcinoma
renale cromofobo
Niemejier ND et al, 2015"7 26 pazienti mutati 2 GIST 2 SDHB-/2 2/2
SDHx
Mason EF et al, 2016'% 705 GIST 76 GIST 76 SDHB- (di cui 28 0/0
SDHB-/A-)/76
Brecic I et al, 2019'%# 1 GIST 1 GIST 1 SDHB-/1 1 mutazione
somatica
SDHB/1
Malik F et al, 2019' 1 GIST 1 GIST 1 SDHB-/1 1 mutazione
somatica
SDHB/1
Ricci R et al, 20194 43 GIST 43 GIST 9 SDHB-/34 3LOH, 5
mutazioni
somatiche/ 9
Stanley A et al, 20192 1 GIST 1 GIST 1 SDHB-/1 0/0
Carrera S et al, 2019'! 1 GIST 1 GIST 0/0 1 mutazione
germinale
SDHA/1
Gokozan HN et al, 2020'” 1 GIST 1 GIST 1 SDHB-/1 0/0
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2.2 Carcinomi a cellule renali (RCC)

I carcinomi a cellule renali (RCC) dovuti a mutazioni di SDHx costituiscono lo 0.05-2%
di tutti 1 RCC e dal 2016 sono stati riconosciuti come categoria distinta dalla World Health

Organization (WHO) rispetto agli altri carcinomi renali'#?

. Una mutazione germinale di
SDHB ¢ stata riportata nell’83% dei pazienti'?, anche se sono stati descritti casi legati a
mutazioni di SDHA'#, di SDHC'** e di SDHD'#®.

A seconda delle casistiche 1’eta media alla diagnosi € compresa tra i 37 e i 40 anni!46-147,
Forme bilaterali vengono riscontrate in circa il 26% dei pazienti, mentre una malattia
metastatica ¢ stata descritta nel 33% dei casi. Le caratteristiche istologiche distintive di
queste forme tumorali sono la presenza di vacuoli citoplasmatici, inclusioni flocculente e
citoplasma eosinofilo!*®; in molti casi vengono descritti anche aspetti “oncocitari”.

Nel 2004 ¢ stata riportata per la prima volta un’associazione patogenetica tra SDHB e
RCC. In una popolazione di 352 pazienti affetti da FEO/PGL vi erano tre casi di RCC in
cui ¢ stata riscontrata la LOH!%®,

Nel 2014 Miettinen et al.''® hanno eseguito uno studio di analisi IHC su un campione di
2258 neoplasie epiteliali tra cui 711 RCC. Soltanto in quattro di questi casi ¢ stata
riportata una IHC negativa per SDHB.

Un’altra casistica descritta in letteratura era costituita da 37 RCC con caratteristiche
istologiche compatibili con RCC da compromissione di SDHx. Tra i 37 tumori analizzati
un immunostaining negativo per SDHB ¢ stato rilevato in 11 casi, in particolare in un
caso ¢ stata riportata una IHC negativa sia per SDHB che per SDHA. La perdita allelica
somatica € stata riscontrata in cinque dei sei casi esaminati'®’.

Gupta ef al.'*® hanno recentemente pubblicato i dati dell’analisi IHC eseguita in 1009

RCC (400 papillari; 203 a cellule chiare; 87 cromofobi; 273 oncocitomi; 46 non
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classificati). In tre RCC, tutti appartenenti al sottogruppo degli oncocitomi, ¢ stata
confermata la mancata espressione proteica di SDHB.
Nella Tabella 8 sono riportati i principali lavori riguardanti 1’associazione tra SDHx e

RCC.
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Popolazione iniziale Casi IHC negativa LOH
Vanharanta S et al, 2004'* 352 pazienti con 3RCC 0/0 3/3
FEO/PGL
Morris MR et al, 2004'¥ 51 RCC + 4 29 RCC 0/0 0/29
oncocitomi
Housley SL et al, 20105 1 RCC in paziente 1 RCC 0/0 11
mutato SDHB
Gill AJ et al, 2011'”7 5RCC 5SRCC 4 SDHB-/4 0/0
Malinoc A et al, 2012' 35 pazienti mutati 2 RCC 1 SDHB-/2 2/2
SDHC
Gill AJ et al, 20144 36 RCC in 27 pazienti 36 RCC 36 SDHB-/36 0/0
mutati SDHx
Fleming S et al, 2014'$ 3 RCC in pazienti 2 RCC 2 SDHB-/2 0/0
mutati SDHB
Papathomas TG et al, 2014'% Serie di 348 tumori 5RCC 4 SDHB-/4 4/4
(non solo RCC)
Miettinen M et al, 2014'" 2558 tumori epiteliali 1547 altri 3 SDHB- (adc 0/0
tumori prostata, adc
gastrico,
seminoma
testicolare) /1547
4 SDHB-/711
711 RCC 0/0
Paik JY et al, 2014' 1 RCC in paziente 1 RCC 1 SDHB-/1 0/0
mutato SDHB
Williamson SR et al, 2015' 37 RCC con 37 11 SDHB- (di cui 5/6
caratteristiche 1 SDHB-/A-)/37
istologiche compatibili
con SDHx
Niemejier ND et al, 2015' 26 pazienti mutati 3RCC 3 SDHB-/3 3/3
SDHx
Casey RT et al, 2017' 12 pazienti con 11 RCC 0/0 1 (MAX)/1
FEO/PGL + RCC
Calio A et al, 2017'5 4 RCC (3 mutati 4RCC 4 SDHB-/4 0/0
SDHB)
Gupta S et al, 2017' 14 RCC+PGL (3 11 RCC 0/11 0/0
pazienti affetti da
VHL)
Iwashita H et al, 2017'% 1 RCC 1 RCC 1 SDHB-/1 171
Kumar R et al, 2018'% 1 RCC 1 RCC 1 SDHB-/1 0/0
LiY etal, 2018' 33 RCC 33 RCC 8 SDHB-/A+; 4 0/0
FH -/33
Mc Evoy CR et al, 2018'%! 1 RCC 1 RCC 1 SDHB-/A-/1 1/1
Michalova K et al, 2018 10 RCC 10 RCC 0/10 0/0
Nicolas K et al, 2019' 10 RCC 10 RCC 0/10 0/0
Gupta S et al, 2019' 1009 RCC 1009 RCC 3 SDHB-/1009 0/0
Ugarte-Camera M et al, 2 RCC in un paziente 2RCC 0/2 0/0
2019' mutato SDHB
Wilezek Y et al, 2020'% 1 RCC 1 RCC 1 SDHB-/1 1 mutazione

germinale
SDHB/1

Tabella 8. Associazione tra SDHx ¢ RCC (RCC: carcinoma a cellule renali; IHC: immunoistochimica;
LOH: loss of heterozygosity)
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2.3 Adenomi ipofisari (PA)

Gli adenomi ipofisari (PA) dovuti a mutazioni di SDHx sono rari, si tratta piu
frequentemente di prolattinomi o di somatotropinomi, anche se sono stati descritti casi di
gonadotropinomi silenti e corticotropinomi. La prevalenza di mutazioni SDHx nei PA ¢
di 0.3-1.8% in casi non selezionati con un’eta media alla diagnosi € di 44 anni'?%!6%, Sono
stati riportati sia casi di micro che macroadenomi®!. Da quanto emerge dalla letteratura,
tali tumori sembrano avere un comportamento piu aggressivo rispetto alle forme di PA
non legate a mutazioni di SDHx vista la necessita di impiegare piu linee terapeutiche e/o
lo sviluppo di resistenza al trattamento!®. La loro principale caratteristica istologica &
rappresentata dalla presenza di vacuoli citoplasmatici chiari!2%1¢7,

Nel 2012 Xekouki e colleghi!'® hanno descritto il primo caso di somatotropinoma in un
paziente di 37 anni con PGL multipli (collo, torace, addome) portatore di mutazione
SDHD. 11 tessuto tumorale del PA mostrava LOH ed un immunostaining negativo per
SDHB.

In una popolazione costituita da 309 PA, Gill et al.''® hanno riportato la presenza di due
mutazioni somatiche di SDHA a livello del tessuto tumorale senza evidenza di mutazioni
germinali di SDHx.

In un’altra serie costituita da 348 tumori differenti, 2 PA sono stati sottoposti ad analisi
IHC e genetica per valutare la presenza di LOH. In uno solo dei due casi ¢ stata riscontrata
una THC negativa per SDHB e la presenza di LOH!.

In Tabella 9 vengono riportati i principali lavori focalizzati sull’associazione tra SDHx e

PA.
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Tabella 9. Associazione tra SDHx e PA (PA: pituitary adenoma; IHC: immunoistochimica; LOH: loss of

heterozygosity)
Popolazione iniziale Casi IHC negativa LOH
Xekouki P et al, 2012'* PA + FEO/PGL in un 1 PA 1 SDHB-/1 11
paziente mutato SDHD
Dwight T et al, 2013'® 1 PA in un paziente 1PA 1 SDHB-/A-/1 11
mutato SDHA
Gill AJ et al, 2014 309 PA 309 PA 1 SDHB-/A-/309 2 mutazioni inattivanti
non presenti a livello
germinale/1
Papathomas TG et al, Serie di 348 tumori 2PA 1 SDHB-/2 172
20145 differenti
Dénes J et al, 2015'% 39 pazienti 23PA (S 1 SDHB-/7 3/5
SDHB, 1
SDHC, 1
SDHA,
1ISDHAF2)
O’Toole M et al, 2015'7° 72 casi di letteratura 60 PA 0/0 2/non noto
Niemejier ND et al, 26 pazienti mutati 2PA 2 SDHB-/2 1(+ Imutazione
2015 SDHx somatica)/2
Tuflon N et al, 2017 1 PA + HNPGL in 1PA 0/0 2 mutazioni somatiche
paziente mutato SDHB SDHA/1
Maher M et al, 2018'7 1 PA 1 PA 0/1 Ritenzione parziale del
normale allele a livello
del sito mutazionale/1
Saavedra A et al, 2019'7 1 PA+PGL 1PA 1 pattern eterogeneo 0/1
metastatico per SDHB/1
Lemelin A et al, 2019'™ 1 paziente con 1PA 0/0 0/0
FEO/PGL mutato
SDHD
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2.4 Altre neoplasie

Oltre ai GIST, ai RCC e ai PA anche altri tumori sono stati associati a mutazioni del
complesso SDHXx, seppur si tratti di casi molto rari.
Un’ampia casistica di 754 pazienti affetti da carcinoma differenziato tiroideo (CDT) ¢

stata valutata da Ni e colleghi!”

. Una mutazione germinale a carico di SDHC o di SDHD
¢ stata trovata nel 6% dei casi (n 48), anche se generalmente le mutazioni riscontrate
venivano classificate come non patogenetiche. Una LOH ¢ stata rilevata in 5 dei 37
carcinomi tiroidei analizzati, tra cui tre carcinomi papillari classici e due carcinomi
follicolari, e correlava con una piu precoce insorgenza di malattia ed uno stadio piu
avanzato!”>.

Senza conoscere il background genetico dei pazienti, Papathomas et al.!> hanno studiato
mediante analisi IHC per SDHB un gruppo di differenti tipi tumorali tra cui 60 carcinomi
papillari della tiroide, 47 tumori neuroblastici, 50 seminomi testicolari e 10 tumori
adenomatoidi con evidenza di un immunostaining positivo in tutti i casi.

La perdita di espressione di SDHB all’analisi IHC ¢ stata evidenziata in un tumore
neuroendocrino (NET) del pancreas in un paziente portatore di mutazione SDHD ed
affetto da HNPGL multipli. E’ stata anche dimostrata la LOH supportando la patogenicita
della mutazione'?’.

Una mutazione germinale del gene SDHB ¢ stata riportata in un paziente affetto da
linfoma di Hodgkin, non sono state eseguite ulteriori indagini per stabilire la causalita
della mutazione nello sviluppo della neoplasia ematologica!’®.

Nel 2014 Choi e colleghi!”” hanno analizzato 206 tumori filloidi della mammella (156

benigni, 34 bordeline, 16 maligni). Una mancata espressione proteica di SDHA ¢ stata

riscontrata in 5 casi, mentre un immunostaining negativo per SDHB ¢ stato descritto in
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31 casi. I tumori negativi per SDHB all’THC presentavano un minor grado di atipia
stromale e un grading istologico piu basso.

Nello stesso anno, Miettinen er al.!'® hanno eseguito 1’analisi IHC su 1547 diverse
neoplasie epiteliali con evidenza di un immunistaining negativo per SDHB in un
adenocarcinoma prostatico, in un adenocarcinoma gastrico ed in un seminoma testicolare.
Nessuna ulteriore indagine genetica ¢ stata condotta.

Recentemente, in una serie di 90 tumori del sistema nervoso centrale (SNC), la mancata
espressione di SDHB all’analisi THC ¢ stata descritta in tre emangioblastomi'’®.

In Tabella 10 vengono riportati i principali lavori disponibili riguardanti I’associazione

tra mutazioni di SDHx ed altre neoplasie, fatta eccezione per i GIST, i RCC e i PA.
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Tabella 10. Associazione tra SDHx ed altri tumori (non GIST, RCC, PA) (IHC: immunoistochimica; LOH:
loss of heterozygosity)

Popolazione iniziale

Casi

IHC negativa

LOH

2020'%

germinali mediastinico
in paziente mutato
SDHB

germinali mediastinico
in paziente mutato
SDHB

Solis DC et al, 41 pazienti mutati 1 carcinoma papillare 0/0 1/1 RCC + 1/1 PTC
2009'” SDHB tiroideo
1 leiomioma uterino
1 HNPGL + RCC
1 HNPGL +
carcinoma papillare
vescicale
1 HNPGL +
carcinoma
basocellulare
1 carcinoma
polmonare
Gaal J et al, 1 carcinoma midollare 1 CMT 0/1 1 mutazione
2011'* della tiroide (CMT) somatica RET/1
Choi J et al, 206 casi di tumore 206 casi di tumore 36 SDHB- (di cui 5 0/0
2014'7 filloide della mammella filloide della SDHB-/A-)/206
mammella
Miettinen M et 1547 tumori epiteliali 1547 tumori epiteliali 3 SDHB- (1 adc 0/0
al, 2014'" prostatico; 1 adc
gastrico; 1 seminoma
testicolare)/1547
Papathomas TG Serie di 348 tumori 60 PTC 0/60 0/0
et al, 2014'% differenti 47 tumori 0/47 0/0
neuroblastici
50 seminomi 0/50 0/0
testicolari
10 tumori 0/10 0/0
adenomatoidi
Niemeijer ND et 26 pazienti mutati 4 pazienti SDHx con 5 2 SDHB- 1 (NET del
al, 2015"Y SDHx diversi tumori (ganglioneuroma e pancreas)/2
NET del pancreas)/5
NiY etal, 802 pazienti affetti da 754 pazienti con 0/0 5/37 carcinomi
2015'7 differenti tipologie carcinoma tiroidei
tumorali differenziato tiroideo apparentemente
sporadici (7
follicolari; 4 varianti
follicolari del
papillare; 26
papillari)
Else T et al, 4 pazienti con 4 ACC 0/3 1/4
2017'%° carcinoma
corticosurrenalico
(ACC) mutati SDHx
Rasquin L et al, 1 paziente con 1 paziente con 0/1 0/1
2018 FEO+PGL addominale | FEO+PGL addominale
+ carcinoma + carcinoma
differenziato tiroideo differenziato tiroideo
Roh TH et al, 90 tumori del SNC 17 glioblastomi 3 SDHB- 0/0
2019'7 7 astrocitomi (emangioblastomi)/90
9 oligodendrogliomi
9 ependimomi
7 neurocitomi centrali
3 schwannomi
10 meningiomi
6 emangiopericitomi
3 emangioblastomi
5 craniofaringiomi
12 PA
Ulteriore analisi su 35 9 SDHB-/35 0/0
emangioblastomi
Heiling CE et al, 1 sarcoma gastrico 1 sarcoma gastrico 1 SDHB-/1 1/1
2020 indifferenziato “spindle indifferenziato
cell” “spindle cell”
De Filpo G et al, 1 tumore a cellule 1 tumore a cellule 0/1 0/1
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3. Caso clinico: tumore a cellule germinali mediastinico in un

paziente con mutazione germinale del gene SDHB

Viene riportato il caso clinico di un paziente afferito alla SOD di Endocrinologia
dell’Azienda Ospedaliera Universitaria di Careggi (Firenze), portatore di mutazione del
gene SDHB e con diagnosi incidentale di tumore a cellule germinali (GCT) del
mediastino!®3,

Nel Luglio 2019, un maschio di 19 anni giungeva alla nostra osservazione per acne
vulgaris non responsiva alla terapia medica. Era nota una familiarita per
paragangliomatosi di tipo 4 (madre affetta, portatrice della mutazione c.470T>G,
p.Leul57Trp a livello dell’esone 5 del gene SDHB).

All’esame obiettivo il paziente presentava acne cistica sul volto e sul dorso, un volume
testicolare lievemente ridotto (testicolo sinistro 12ml; testicolo destro 10ml); non era
rilevabile ginecomastia e non venivano riferiti disturbi del campo visivo, cefalea o
anosmia. Il paziente negava assunzione di farmaci o 1’utilizzo di droghe.

In considerazione della familiaritd per paragangliomatosi di tipo 4, dopo acquisizione
dello specifico consenso informato da parte del paziente, veniva eseguita |’analisi
genetica. L’esito del sequenziamento genico confermava la presenza della mutazione
germinale ¢.470T>G, p.Leul57Trp a livello dell’esone 5 del gene SDHB, gia descritta
nella madre.

Gli esami ematochimici ed urinari, richiesti sia in relazione alla familiarita per patologia
cromaffine che per la presenza di acne vulgaris, mostravano normali livelli di metanefrine
urinarie e di cromogranina A; d’altro canto venivano riscontrati livelli soppressi di
gonadotropine (FSH <0.3mUI/ml — vn 1.5-12.4; LH <0.2mUI/ml — vn 1.7-8.6) con

testosteronemia ai limiti superiori dell’intervallo di riferimento (32nmol/L — vn 4.1-32.9)
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ed incrementati livelli di B-hCG (35.4U/L — vn 0.1-2). La restante funzione ipofisaria ed
il dosaggio di LDH ed oFP (121UI/L- vn 135-225 e 1.7U/ml- vn 0-5.8, rispettivamente)
erano nei limiti. Non venivano evidenziate lesioni testicolari all’esame ecografico
dedicato. Differentemente, alla TC torace/addome con mdc si evidenziava una lesione
mediastinica di 6x5.8x3.6cm, compatibile con GCT (Figura 2). A completamento veniva
richiesta una '"8FDG-PET che mostrava un basso metabolismo glucidico a livello della

nota lesione mediastinica.

Figura 2. Immagine TC del tumore a cellule germinali (GCT) mediastinico

A Settembre 2019 il paziente veniva sottoposto ad intervento di rimozione chirurgica
della massa mediastinica. L esame istologico confermava la presenza di un GCT misto,
composto da teratoma per il 95% e da seminoma per il 5%. Dopo I’intervento il paziente

mostrava miglioramento dell’acne e normalizzazione degli indici ormonali (Tabella 11).

40



Il paziente sta attualmente proseguendo il suo follow up per la patologia cromaffine e per

il GCT.

Tabella 11. Esami ormonali prima e dopo I’intervento chirurgico di asportazione del tumore a cellule
germinali (GCT) mediastinico. LH (luteinizing hormone); FSH (follicle-stimulating hormone); B-hCG (B-
human chorionic gonadotropin)

LH FSH B-hCG
(vn 1.7-8.6mUlI/ml) (vn 1.5-12.4mUI/ml) (vn 0.1-2U/L)

Prima dell’intervento <0.3 <0.3 35.4

Dopo ’intervento 7.4 5.1 0.1

Per appurare se la mutazione del gene SDHB fosse responsabile dello sviluppo del GCT
mediastinico, 1’analisi immunoistochimica (IHC) e la valutazione della perdita di
eterozigosita (LOH) sul tessuto tumorale venivano eseguite.

Non ¢ stata riscontrata la presenza di LOH a livello del tessuto tumorale del GCT, come
riportato in Figura 3.

Similmente, non emergevano differenze significative di espressione della proteina SDHB

all’esame immunoistochimico rispetto alle cellule non neoplastiche (Figura 4).
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SDHB: c.470T>G, p.Leul57Trp

Blood

CATTGAGCCTTATTTGAAG

AWMV

Wild Type
Blood Tissue
CATTGAGCCTTATTTGAAG CATTGAGCCTTATTGGAAG
i 1 i
| | [ |
MW WV WY
c.470T7>G, p.Leul57Trp ¢c.470T>G, p.Leul57Trp

Figura 3. Elettroferogramma wild type (sopra) e del paziente (sotto) che mostra la mutazione germinale
p-Leul75Trp nell’esone 5 del gene SDHB (sinistra) e 1’assenza di LOH sul tessuto tumorale (destra)

Figura 4. (Sinistra) Teratoma maturo con strutture cistiche (*) circondate da aree di epitelio respiratorio e
mucinoso secernente (freccia). Un corpuscolo del Pacini (punta della freccia). (Destra) Cellule epiteliali
secernenti muco (punta della freccia) con mantenuta espressione proteica SDHB (il precipitato bruno indica
la presenza dell’antigene; colorazione ematossilina).
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Tali evidenze hanno permesso di ipotizzare, in questo paziente, un’associazione
incidentale tra la mutazione del gene SDHB e lo sviluppo di GCT. In particolare, I’assenza
di LOH suggerisce il coinvolgimento di geni differenti da quelli SDHx nello sviluppo del
GCT. Sebbene I’analisi IHC sia stata proposta come esame di screening''!"!'2, 'THC per
la valutazione di SDHA ed SDHB dovrebbe essere interpretata con cautela a causa dei
possibili risultati falsi positivi, in particolare in presenza di mutazioni del gene
SDHD'"3!4 Per tali motivi, I’analisi genetica su campione ematico /o sul tessuto
tumorale ¢ essenziale per confermare il dato immunoistochimico.

Ad oggi, una deficitaria espressione di SDHx ¢ stata descritta solo in un caso di GCT.
Miettinen e colleghi!!® hanno descritto un caso di seminoma testicolare con un’analisi
IHC negativa per SDHB, ma non ¢ stata effettuata nessuna analisi genetica a
completamento. Sulla base dei limitati dati di letteratura, i portatori di mutazione di SDHx
dovrebbero essere esaminati per la presenza di GCT soltanto in caso di clinica suggestiva.
Allo stesso modo, nei pazienti che non presentano patologia cromaffine, ¢ consigliabile
la ricerca di mutazioni germinali di SDHx se un deficit ¢ sospettato.

Ulteriori studi saranno necessari per caratterizzare il decorso clinico dei GCT dovuti a
mutazioni di SDHx e per valutare le eventuali differenze esistenti tra questi ed i GCT non

legati a compromissione di SDHXx.

43



4. Scopo

Questo studio multicentrico retrospettivo ha avuto lo scopo di identificare quali fossero
le piu frequenti seconde neoplasie maligne di natura non cromaffine presenti nei pazienti
affetti da FEO/PGL, se vi fossero dei fattori predisponenti all’insorgenza di seconde
neoplasie maligne e se la loro incidenza nella nostra popolazione fosse superiore a quella
della popolazione generale, utilizzando 1 dati dell’ Associazione Italiana Registri Tumori

(AIRTUM) relativi al 2019.
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5. Materiali e metodi

5.1 Popolazione dello studio

Sono stati inclusi nello studio 741 pazienti affetti da FEO/PGL ed afferiti tra il 1962 al
2019 nei seguenti 12 Centri italiani: Istituto Oncologico Veneto IRCCS, Padova;
Dipartimento di Scienze Biomediche Sperimentali e Cliniche, AOU Careggi, Firenze;
Centro Specialistico Ipertensioni Secondarie, Dipartimento di Medicina Interna e
Specialita Mediche, Universita di Roma “Sapienza”, Policlinico Umberto I, Roma;
Endocrinologia, Diabetologia e Metabolismo, Dipartimento di Scienze Mediche,
Universita di Torino, Citta della Salute e della Scienza ed Endocrinologia Oncologica,
Dipartimento di Scienze Mediche, Universita di Torino, Citta della Salute e della Scienza,
Torino; Medicina Interna ed Endocrinologia, Dipartimento di Scienze Cliniche e
Biologiche, Universita di Torino, AOU San Luigi, Orbassano (Torino); Unita di
Endocrinologia e Malattie Metaboliche Fondazione IRCCS Ca Granda Ospedale
Maggiore Policlinico, Milano; Dipartimento di Medicina Clinica e Chirurgia, Divisione
di Endocrinologia Universita Federico II, Napoli; Endocrinologia AO S. Croce e Carle,
Cuneo; Unita di Endocrinologia Istituto Nazionale Tumori Regina Elena, Roma;
Medicina Interna e Ipertensione, Dipartimento di Scienze Mediche, Universita di Torino,
Citta della Salute e della Scienza, Torino; Endocrinologia, Dipartimento di Medicina
Clinica e Molecolare, Universita Roma “Sapienza”, Ospedale Sant’Andrea, Roma;
Endocrinologia, AO Ordine Mauriziano, Torino.

Nella maggior parte dei pazienti arruolati la diagnosi di patologia cromaffine ¢ avvenuta

tra il 2009 ed il 2019 (46.8%). Nello specifico, la diagnosi ¢ stata posta sulla base
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dell’esame istologico nei pazienti sottoposti a chirurgia e sulla base degli esami
biochimici e/o strumentali nei pazienti non operati.

La mediana del follow up dalla diagnosi di FEO/PGL fino al termine dello studio ¢ stata
di 48 [12-108] mesi.

L’analisi genetica dei geni di suscettibilita per FEO/PGL ¢ stata presa in considerazione
solo se almeno SDHx, MAX e TMEM 127 erano stati valutati.

Sono stati esclusi i FEO/PGL insorti nell’ambito di forme sindromiche, quali la sindrome
di Von Hippen Lindau (VHL), la Neoplasia Endocrina Multipla di tipo 2 (MEN2) e la
Neurofibromatosi di tipo 1 (NF1).

Dopo acquisizione del consenso informato, i dati clinici relativi a ciascuno dei pazienti
arruolati sono stati raccolti retrospettivamente ed inseriti in un apposito database.

In particolare, sono stati considerati: eta e data della diagnosi di FEO/PGL, sesso, livelli
di metanefrina (MN), normetanefrina (NMN), metossitiramina (MTX), diagnosi di
neoplasia maligna non cromaffine prima o dopo quella di FEO/PGL, familiarita per
neoplasie, abitudine tabagica, consumo di alcol, esposizione a sostanze tossiche. Le
caratteristiche della popolazione in esame sono riportate in Tabella 1.

L’incidenza di seconde neoplasie maligne non cromaffini nel nostro campione di pazienti
¢ stata confrontata con quella della popolazione generale, utilizzando 1 dati
dell’ Associazione Italiana Registri Tumori (AIRTUM) relativi al 2019.

Tale confronto ¢ stato effettuato tenendo conto anche della recente classificazione della
World Health Organization (WHO) del 2017 dei tumori endocrini che colloca i FEO/PGL

tra i tumori maligni in considerazione del loro potenziale metastatico® !4,
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Tabella 1. Caratteristiche della popolazione in esame (FEO: feocromocitoma; PGL: paraganglioma;
HNPGL: head and neck PGL)

CARATTERISTICHE NUMERO CASI
TOTALE
Femmine (%) 741 415 (56.0)
Classi di eta (%) 728
0-49 anni (%) 368 (50.5)
50-59 anni (%) 170 (23.4)
> 60 anni (%) 190 (26.1)
Eta alla diagnosi di FEQ/PGL - mediana [IQR] 728 49 [36-60]
FEO/PGL metastatici (%) 612 54 (8.8)
Forme secernenti (%) 572 379 (66.3)
Localizzazione FEQ/PGL (%) 741
PGL addominale 172 (23.1)
PGL mediastinico 2(0.3)
HNPGL 3(0.4)
FEO 37 (5.0)
PGL addominale + FEO 58 (7.8)
PGL mediastinico + HNPGL 56 (7.6)
PGL addominale + HNPGL 5(0.7)
FEO + HNPGL 408 (55.1)
Familiarita per neoplasie (%) 727 264 (36.3)
Fattori di rischio
Fumo (%) 672 159 (23.7)
Alcol (%) 678 32 (4.7)
Esposizione a sostanze tossiche (%) 625 29 (4.6)
Analisi genetica (%) 515
Wild type 351 (68.1)
SDHD (%) 86 (16.2)
SDHB (%) 44 (8.3)
MAX (%) 12 (2.3)
TMEM127 (%) 11(2.2)
SDHC (%) 7(1.3)
SDHA (%) 3(0.6)
SDHAF?2 (%) 1(0.2)
Cluster 1 (%) 515 142 (27.6)
Cluster 2 (%) 515 22 (4.3)
Anni tra la diagnosi di FEQ/PGL e la seconda 741 6 [2-14]
neoplasia maligna — mediana [IQR]
Seconda neoplasia e familiarita per neoplasie (%) 658 54 (8.2)
Epoca di insorgenza della seconda neoplasia 741
maligna (%)
Prima della diagnosi di FEO/PGL 40 (44.9)
Dopo la diagnosi di FEO/PGL 29 (32.6)
Al momento della diagnosi di FEO/PGL 20 (22.5)
Genetica positiva e familiarita per neoplasie 652 51(7.8)
Decesso (%) 741 26 (3.5)
Decesso per FEO/PGL (%) 741 11 (1.5)
Follow up mesi - mediana [IQR] 726 48 [12-108]
Follow up di almeno 12 mesi 726 641 (88.3)




5.2 Analisi statistica

L’analisi dei dati ¢ stata condotta con R, versione 3.5.0. Le variabili continue sono state
descritte utilizzando la mediana ed il range interquartile (IQR) come misura di variabilita;
le variabili categoriali sono state riportate con frequenze e percentuali.

Le differenze tra i gruppi sono state testate con il test di Mann-Whitney per le variabili
continue ed il test del Chi-quadrato o, quando opportuno, il test di Fisher per le variabili
categoriche.

Per valutare 1 fattori di rischio associati allo sviluppo di seconde neoplasie maligne ¢ stata
condotta un’analisi univariata al fine di stimare 1’odds ratio (OR) e D’Intervallo di
Confidenza al 95% (IC 95%) corrispondente. Un’analisi multivariata ¢ stata
successivamente condotta sulla base dei fattori di rischio identificati all’analisi univariata.
Sono state valutate tutte le possibili combinazioni dei fattori di rischio; la selezione del
modello finale ¢ stata ottenuta attraverso I’ Akaike Information Criterion (AIC).

Una seconda analisi ¢ stata condotta escludendo i pazienti che hanno sviluppato una
seconda neoplasia prima o simultaneamente alla patologia cromaffine, quindi sono stati
considerati soltanto i pazienti con seconda neoplasia maligna non cromaffine sviluppata
dopo la diagnosi di FEO/PGL. Nella seconda analisi, vengono riportati /’hazard ratio
(HR) ed il corrispondente Intervallo di Confidenza (IC) al 95%, stimato con il modello
del rischio proporzionale di Cox. Al fine di identificare il modello multivariato finale, ¢
stata adottata la stessa strategia basata sull’AIC per tutte le possibili combinazioni dei
fattori di rischio.

Il metodo basato sui residui di Schoenfeld ¢ stato utilizzato per verificare 1’assunzione di

proporzionalita dei rischi.
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Infine, il rapporto di incidenza standardizzato, o Standardized Incidence Ratio (SIR),
delle seconde neoplasie maligne per eta e sesso ¢ stato calcolato facendo riferimento ai
dati di incidenza sulla popolazione italiana, utilizzando i dati del registro AIRTUM
aggiornati al 2019. Un SIR maggiore di 1 indica una piu alta incidenza rispetto alla
popolazione di riferimento. Anche in questo caso, I’Intervallo di Confidenza al 95% (IC

95%) corrispondente ¢ stato calcolato.
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6. Risultati

Nello studio sono stati inclusi 741 pazienti con diagnosi di FEO/PGL, di cui 415 femmine
(56%). Stratificando i pazienti in base all’eta, il 50.5% aveva meno di 50 anni, il 23.4%
un’eta compresa tra 50 e 59 anni, mentre il 26.1% piu di 60 anni. In relazione alla sede
del tumore lo 0.4% presentava esclusivamente HNPGL, il 36.2% un FEO o PGL toraco-
addominale ed il 63.4% sia lesioni simpatergiche che parasimpatergiche. 11 66.3%
presentava lesioni secernenti, una malattia metastatica ¢ stata riportata nell’8.8% dei casi.
Un’anamnesi familiare positiva per patologia oncologica era presente nel 36.3% dei
pazienti, il 23.7% riferiva un’abitudine tabagica, il 4.7% consumava alcol abitualmente e
il 4.6% presentava un’esposizione a fattori di rischio ambientali, ad esempio durante
I’attivita lavorativa (Tabella 1).

L’analisi genetica ¢ stata condotta nel 69.5% dei casi e sono state individuate mutazioni
a carico dei geni di suscettibilita nel 31.1% dei pazienti. In particolare, i geni coinvolti
sono stati rispettivamente nel 16.2% SDHD, nel 8.3% SDHB, nel 2.3% MAX, nel 2.2%
TMEM127, nel 1.3% SDHC, nello 0.6% SDHA e nello 0.2% SDHAF?2. Considerando la
suddivisione in clusters, il 27.6% dei pazienti era incluso nel cluster 1 mentre il 4.3% nel
cluster 2.

Novantacinque (12.8%) pazienti hanno sviluppato nel corso del follow up una seconda

neoplasia maligna (Tabella 2).
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Tabella 2. Seconde neoplasie maligne riscontrate nei pazienti con FEO/PGL (SNC: sistema nervoso

centrale)

SEDE DELLA SECONDA | n (%)
NEOPLASIA MALIGNA

Mammella 16 (16.8)
Melanoma 11(11.6)
Tiroide 11 (11.6)
Colon-retto 8(8.4)
Prostata 8(8.4)
Polmone e bronchi 7(7.4)
Rene 5(5.3)
Cute 4(4.2)
Vescica 3(33.2)
Ovaio 3(3.2)
Mieloma multiplo 3(33.2)
Stomaco 3(3.2)
Utero 3(3.2)
Sistema emopoietico 2(2.1)
Cavo orale 2(2.1)
Testa/collo 1(1.1)
Fegato 1(1.1)
Colecisti 1(1.1)
Laringe 1(1.1)
Testicolo 1(1.1)
Pancreas 0(0.0)
Encefalo e SNC 0(0.0)
Altri 1(1.1)

Confrontando 1 646 pazienti con FEO/PGL che non hanno presentato una seconda
neoplasia maligna con i 95 che hanno, invece, sviluppato un secondo tumore maligno non
cromaffine, ¢ stato riscontrato che i pazienti con diagnosi di secondo tumore avevano piu
frequentemente un’eta maggiore di 60 anni (46.2% vs 23.2% dei pazienti senza secondo

tumore associato, p <0.001). Inoltre, i pazienti che hanno sviluppato un secondo tumore
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maligno appartenevano meno frequentemente al cluster 1 (11.1% vs 29.8%, p= 0.006). I

dati relativi al confronto tra i pazienti che hanno sviluppato un secondo tumore maligno

e quelli che non lo hanno sviluppato vengono riportati in Tabella 3.

Tabella 3. Caratteristiche dei pazienti stratificate in base alla presenza/assenza di secondo tumore maligno

non cromaffine

CARATTERISTICHE PAZIENTI PAZIENTI P VALUE
CON SENZA
SECONDA SECONDA
NEOPLASIA NEOPLASIA
MALIGNA MALIGNA
(N =95) (N=646)
Femmine (%) 56/95 (58.9) 359/646 (55.6) 0.611
Classi di eta (%) <0.001
0-49 anni (%) 21/91 (23.1) 347/637 (54.5)
50-59 anni (%) 28/91 (30.8) 142/637 (22.3)
> 60 anni (%) 42/91 (46.2) 148/637 (23.2)
Eta alla diagnosi di FEO/PGL - 58 [50-65.8] 47 [35-58] <0.001
mediana [IQR]
FEO/PGL metastatici (%) 5/76 (6.6) 49/536 (9.1) 0.602
Forme secernenti (%) 51/72 (70.8) 328/500 (65.6) 0.456
Localizzazione FEQ/PGL (%) 0.434

PGL addominale 23/95 (24.3) 149/646 (23.1)

PGL mediastinico 0/95 (0.0) 2/646 (0.3)

HNPGL 0/95 (0.0) 3/646 (0.4)

FEO 2/95(2.1) 35/646 (5.4)

PGL addominale + FEO 4/95 (4.2) 54/646 (8.4)

PGL mediastinico + HNPGL 6/95 (6.3) 50/646 (7.7)

PGL addominale + HNPGL 0/95 (0.0) 5/646 (0.8)

FEO + HNPGL 60/95 (63.1) 348/646 (53.9)
Familiarita per neoplasie (%) 36/89 (40.4) 228/638 (35.7) 0.454
Fattori di rischio

Fumo (%) 21/83 (25.3) 138/589 (23.4) 0.812

Alcol (%) 4/86 (4.7) 28/592 (4.7) 1.000

Esposizione a sostanze tossiche (%) 3/77 (3.9) 26/548 (4.7) 0.966
Analisi genetica (%)

Wild type 46/56 (82.1) 303/459 (66.0) 0.180

SDHA (%) 0/56 (0.0) 4/459 (0.9) 1.000

SDHB (%) 1/56 (1.7) 44/459 (9.6) 0.084

SDHC (%) 0/56 (0.0) 7/459 (1.5) 0.727

SDHD (%) 5/56 (8.3) 81/459 (17.2) 0.117

SDHAF2 (%) 0/56 (0.0) 1/459 (0.2) 1.000

MAX (%) 2/56 (3.6) 10/459 (2.2) 0.857

TMEM127 (%) 2/56 (3.5) 9/459 (2.0) 0.793
Cluster 1 (%) 6/54 (11.1) 137/459 (29.8) 0.006
Cluster 2 (%) 4/54 (7.4) 19/459 (4.1) 0.453
Genetica positiva e familiarita per 3/81 (3.7) 48/571 (8.4) 0.210
neoplasie (%)

Decesso (%) 7/95 (7.4) 19/646 (2.9) 0.059
Decesso per FEO/PGL (%) 3/95(3.2) 8/646 (1.2) 0.322
Follow up mesi — mediana [IQR] 36 [12-108] 48 [15.2-108] 0.471
Follow up di almeno 12 mesi 76/91 (83.5) 565/635 (89) 0.18
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Sono stati, inoltre, comparati i pazienti in funzione della presenza o meno di secrezione
ormonale (Tabella 4).

11 28.0% dei pazienti del gruppo dei tumori secernenti aveva un’etad compresa tra 50 ed i
59 anni rispetto al 16.7% del gruppo delle lesioni non secernenti (p=0.001); considerando
il gruppo dei tumori non secernenti nel 46.6% dei casi vi era una familiarita per neoplasia,
rispetto al 35.8% di quello comprendente i tumori secernenti (p=0.018). Infine, i pazienti
con tumori secernenti presentavano meno frequentemente lesioni parasimpatergiche
(0.5% vs 90.2%, p<0.001) ed appartenevano meno frequentemente al cluster 1 (11.3% vs

50.9%, p<0.001) e piu frequentemente al cluster 2 (5.0% vs 0.0%, p=0.007).

Tabella 4. Caratteriste dei FEO/PGL in relazione tipo di tumore (forme secernenti/forme non secernenti).

FEO: feocromocitoma; PGL: paraganglioma

FORME FORME NON
CARATTERISTICHE SECERNENTI | SECERNENTI | P VALUE
(N=1379) (N=193)
Femmine (%) 200/379 (52.8) | 122/193 (63.2) 0.022
Classi di eta (%) 0.001
0-49 anni 163/371 (43.9) | 1137/192 (58.9)
50-59 anni 104/371 (28.0) 32/192 (16.7)
>60 anni 104/371 (28.0) 47/192 (24.5)
Eta alla diagnosi di FEO/PGL 52[39.5-61] 45 [33-59] 0.004
- mediana [IQR]
Lesioni parasimpatergiche 2/379 (0.5) 174/193 (90.2) <0.001
FEO/PGL metastatici (%) 20/308 (6.5) 9/179 (5.0) 0.558
Seconda neoplasia maligna (%) 50/67 (74.6) 21/32 (65.6) 0.489
Familiarita per neoplasie (%) 133/371 (35.8) 88/189 (46.6) 0.018
Analisi genetica (%)
Wilde Type 202/241 (83.8) 86/175 (49.1) <0.001
SDHA (%) 3/241 (1.2) 1/175 (0.6) 0.999
SDHB (%) 12/241 (4.7) 18/175 (10.3) 0.052
SDHC (%) 1/241 (0.4) 6/175 (3.4) 0.021
SDHD (%) 11/241 (4.3) 63/175 (35.6) <0.001
SDHAF2 (%) 0/241 (0.0) 1/175 (0.6) 0.415
MAX (%) 6/241 (2.4) 0/175 (0.0) 0.085
TMEM127 (%) 6/241 (2.4) 0/175 (0.0) 0.085
Cluster 1 (%) 27/239 (11.3) 89/175 (50.9) <0.001
Cluster 2 (%) 12/239 (5.0) 0/175 (0.0) 0.007
Altre neoplasie (benigne e maligne) | 72/373 (19.3) 34/192 (17.7) 0.729
(%)
Epoca di insorgenza della seconda 0.448
neoplasia maligna (%)
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Prima della diagnosi di FEO/PGL 34/62 (54.8) 14/32 (43.8)
Dopo la diagnosi di FEO/PGL 17/62 (27.4) 13/32 (40.6)
Al momento della diagnosi di FEO/PGL 11/62 (17.7) 5/32 (15.6)
Sede della seconda neoplasia maligna 0.625
(%)

Testa-collo 0/53 (0.0) 0/21 (0.0)

Colon-retto 5/53 (9.4) 2/21 (9.5)

Fegato 0/53 (0.0) 0/21 (0.0)

Colecisti 1/53 (1.9) 0/21 (0.0)

Pancreas 1/53 (1.9) 0/21 (0.0)

Laringe 0/53 (0.0) 0/21 (0.0)

Polmone e bronchi 4/53 (7.5) 0/21 (0.0)

Melanoma 8/53 (15.1) 2/21 (9.5)

Prostata 5/53 (9.4) 3/21 (14.3)

Testicolo 0/53 (0.0) 1/21 (4.8)

Rene 3/53 (5.7) 2/21(9.5)

Vescica 3/53 (5.7) 0/21 (0.0)

Encefalo e SNC 0/53 (0.0) 0/21 0.0)

Cavo orale 0/53 (0.0) 0/21 (0.0)

Tiroide 6/53 (11.3) 5/21 (23.8)

Mieloma multiplo 0/53 (0.0) 1/21 (4.8)

Sistema emopoietico 1/53 (1.9) 0/21 (0.0)

Cute 4/53 (7.5) 1/21 (4.8)

Mammella 10/53 (18.9) 3/21 (14.3)

Utero 1/53 (1.9) 0/21 (0.0)

Ovaio 0/53 (0.0) 1/21 (4.8)

Stomaco 1/53 (1.9) 0/21 (0.0)

Altri 0/53 (0.0) 0/21 (0.0)
Genetica positiva e familiarita per 15/347 (4.3) 28/179 (15.6) <0.001
neoplasie
Decesso (%) 14/379 (3.7) 4/193 (2.1) 0.425
Decesso per FEO/PGL (%) 5/379 (1.3) 0/193 (0.0) 0.259

I fattori di rischio associati allo sviluppo di seconda neoplasia maligna non cromaffine
sono stati valutati attraverso analisi univariata (Tabella 5). L’analisi ha mostrato un
rischio piu elevato con I’avanzare dell’eta (50-59 anni vs 0-49 anni, OR=2.592, IC 95%
[1.359 - 4.945]; p=0.004; eta maggiore di 60 anni vs 40-49 anni, OR=4.570 I1C 95% [2.539
- 8.228]; p <0.001). Per quanto riguarda invece la genetica, I’assenza di mutazioni a carico
dei geni di suscettibilita (OR 0.352, IC 95% [0.160 - 0.774]; p=0.009) e I’assenza di
mutazioni di geni appartenenti al cluster 1 (OR 0.322, IC 95% [0.133 - 0.781]; p=0.012)
sono risultate associate ad un aumentato rischio di sviluppare una seconda neoplasia

maligna.
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Tabella 5. Analisi univariata e multivariata relativa alle seconde neoplasie maligne non cromaftini

Univariata Multivariata

OR IC 95% p value OR IC 95% p value
Maschi vs femmine 0.843 | 0.519 1.372 0.493 1.021 | 0.557 | 1.872 0.946
Classe di eta
50-59 anni vs 0-49 anni | 2.592 | 1.359 | 4.945 0.004 4.031 | 1.921 | 8.455 | <0.001
> 60 anni vs 0-49 anni | 4.570 | 2.539 8.228 | <0.001 5.775 | 2.856 | 11.676 | <0.001
FEO/PGL metastatico | 0.839 | 0.320 | 2.203 0.722
(si vs no)
Forme secernenti (no | 0.798 | 0.437 1.458 0.462
vs si)
Lesioni 0.828 | 0.473 1.450 0.51
parasimpatergiche vs
lesioni simpatergiche
Familiarita per 1.099 | 0.662 1.827 0.714 1.735 | 0.996 | 3.024 0.052
neoplasie (si vs no)
Wild type vs genetica | 0.352 | 0.160 0.774 0.009
positiva
Cluster 1 (no vs si) 0.322 | 0.133 0.781 0.012
Cluster 2 (no vs si) 1.005 | 0.225 4.484 0.994
Genetica positiva e 0.326 | 0.077 1.380 0.128 0.126 | 0.016 | 0.971 0.047
familiarita per
neoplasie (si vs no)
Fattori di rischio
Fumo (si vs no) 0.932 | 0.507 1.713 0.82 1.465 | 0.643 | 3.340 0.363
Alcol (si vs no) 0.895 | 0.263 3.045 0.858 0.635 | 0.178 | 2.264 0.484
Esposizione a sostanze | 0.306 | 0.041 2.298 0.25
tossiche (si vs no)

All’analisi multivariata (Tabella 5) si sono confermati significativi fattori di rischio per

aumentato sviluppo di seconde neoplasie maligne I’eta (50-59 vs 0-49 anni: OR=4.031,

IC 95% [1.921 - 8.455]; p< 0.001; eta maggiore di 60 vs 40-49 anni: OR 5.775, IC 95%

[2.856 - 11.676]; p <0.001) cosi come la presenza di una genetica positiva associata ad

una familiarita per neoplasie (OR=0.126, IC 95% [0.016 - 0.971]; p=0.047). La sola

familiarita per neoplasie si mantiene ai limiti della significativita (OR 1.735, IC 95%

[0.996 - 3.024]; p=0.052).
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Escludendo i pazienti che hanno sviluppato una seconda neoplasia maligna prima o
simultaneamente alla patologia cromaffine, il rischio di sviluppare un secondo tumore
maligno non cromaffine aumenta all’aumentare dell’eta alla diagnosi di FEO/PGL
(HR=2.503, IC 95% [1.151 - 5443]; p=0.021 per i pazienti con eta compresa tra i 50-59
anni rispetto a quelli con etd compresa tra 0-49 anni; HR =3.456, IC 95% [1.670 - 7.150],
p<0.001 per i pazienti con eta > 60 anni rispetto a quelli con eta compresa tra 0-49 anni).
Valutando i pazienti sottoposti ad analisi genetica, la presenza di mutazione a carico dei
geni di suscettibilita si ¢ dimostrata protettiva nei confronti dello sviluppo di una seconda

neoplasia (HR = 0.252, IC 95% [0.102- 0.627]; p = 0.003) (Tabella 6).

Tabella 6. Analisi multivariata sul rischio di sviluppare una seconda neoplasia maligna non cromaffine
escludendo i pazienti che hanno sviluppato un secondo tumore prima o simultaneamente alla patologia
cromaffine (A) e limitata ai pazienti sottoposti ad analisi genetica per i geni di suscettibilita per FEO/PGL

(B

A B
HR IC 95% p value HR IC 95% p value

Classi di eta

50-59 anni vs 0-49 | 2.503 | 1.151 | 5.443 | 0.021 1.708 | 0.716 | 4.070 0.227
anni

> 60 anni vs 0-49 anni | 3.456 | 1.670 | 7.150 | <0.001 1.457 | 0.539 | 3.938 0.458
Maschi vs Femmine | 1.231 | 0.629 | 2.406 | 0.544 1.177 | 0.532 | 2.605 0.688
Fumatori 2.102 | 0.819 | 5391 | 0.122 1.640 | 0.570 | 4.722 0.359
Genetica (positiva vs 0.252 | 0.102 | 0.627 0.003

negativa)

Infine, considerando soltanto i casi incidenti (n=29), per stimare se vi fosse un rischio
maggiore nella nostra popolazione rispetto alla popolazione generale di sviluppare una
seconda neoplasia maligna, ¢ stata valutata la Standardized Incidence Ratio (SIR).
L’analisi ha mostrato un rischio incrementato nella nostra popolazione di 9.59 volte (IC
95% 5.46 - 15.71) nei maschi e 13.21 volte (IC 95% 7.52 - 21.63) nelle femmine rispetto

alla popolazione generale.
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7. Discussione

In questo studio multicentrico sono stati analizzati i possibili fattori di rischio coinvolti
nello sviluppo di altre neoplasie maligne non cromaffini nei pazienti affetti da FEO/PGL.
Dall’analisi dei nostri dati ¢ emerso che la maggiore eta alla diagnosi di FEO/PGL
aumenta in maniera significativa il rischio di sviluppare un secondo tumore maligno non
cromaffine. Suddividendo, infatti, la popolazione in esame per classi di eta ¢ emerso un
rischio piu elevato per i pazienti con eta compresa tra i 50-59 anni rispetto a quelli con
eta tra 0-49 anni (p<0.001) e per i pazienti con eta > 60 anni rispetto a quelli con eta
compresa tra 0-49 anni (p<0.001).

E’ da sottolineare che, ad oggi, per il FEO/PGL non esistono criteri anatomo-patologici
che permettano di distinguere le lesioni benigne da quelle maligne, difatti 1’unica
condizione in grado di definire un FEO/PGL maligno ¢ la presenza di metastasi. In
particolare, circa il 10% dei FEO ed il 34% dei PGL sono metastatici alla diagnosi,
tuttavia la comparsa di metastasi puo verificarsi anche dopo diversi anni dalla prima
valutazione!84. Per tale motivo, viene attualmente consigliato un follow up di almeno 10
anni per le forme sporadiche e non metastatiche alla diagnosi iniziale, differentemente un
monitoraggio life-long & contemplato per le forme ereditarie!®>. Rispetto ad altri tipi di
neoplasie in cui € previsto uno stretto follow up per i primi cinque anni dalla diagnosi, ed
oltre il quale, se non vi ¢ ripresa di malattia, i controlli cessano, i pazienti affetti da
patologia cromaffine possono essere sottoposti ad un follow up piu lungo che puo
permettere di diagnosticare 1’insorgenza di una seconda neoplasia associata.

Nello specifico, i nostri dati hanno mostrato che la mediana degli anni che intercorrono
tra la diagnosi di FEO/PGL e quella della seconda neoplasia maligna ¢ di 6 [2-14]. Alla

luce di tali evidenze, la lunghezza del follow up previsto dalle attuali linee guida, in
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particolare per quanto riguarda le forme sporadiche, risulterebbe appropriata al fine di
diagnosticare 1’insorgenza di un secondo tumore associato.

Una mutazione a carico dei geni di suscettibilita, escludendo le forme sindromiche (VHL,
NF1, MEN2), ¢ stata riportata nel 31.1% della nostra popolazione. Una storia familiare
positiva per neoplasie si ¢ riscontrata nel 36.3% dei pazienti inclusi. All’analisi
multivariata ’associazione delle due variabili (genetica positiva + familiaritd per
neoplasie) si conferma fattore di rischio per lo sviluppo di una seconda neoplasia
(p=0.047). Tuttavia, considerando le variabili singolarmente si ¢ osservato che la
familiarita per neoplasie mantiene un suo peso anche se ai limiti della significativita
statistica (p=0.052), mentre, valutando i casi di neoplasie maligne insorte dopo la diagnosi
di FEO/PGL, la presenza di mutazioni dei geni di suscettibilita risulta un fattore protettivo
nei confronti dello sviluppo di un secondo tumore (p=0.003).

Infatti, differentemente da quanto atteso, 1’82.1% dei pazienti in cui ¢ stato diagnosticato
un secondo tumore maligno era wild type, per cui I’assenza di mutazioni a carico dei geni
di suscettibilita ¢ risultata un fattore di rischio per lo sviluppo di una seconda neoplasia
nei pazienti con FEO/PGL.

Vi sono dati interessanti in letteratura riguardanti il potenziale ruolo dei polimorfismi a
singolo nucleotide (SNPs), mutazioni che interessano un singolo nucleotide e che
possono essere presenti in eterozigosi o in omozigosi nella linea germinale!86.

In particolare, un ruolo protettivo di alcuni SNPs di geni coinvolti nel Base Excision
Repair (BER), ossia il principale meccanismo di riparazione del DNA dal danno indotto
dalle specie reattive dell’ossigeno (ROS), ¢ stato riportato per quanto riguarda lo sviluppo

del tumore di Wilms'8’

, del carcinoma a cellule squamose del distretto testa/collo!'®® e del
carcinoma mammario'®. Cio che emerge dai dati della letteratura ¢ che i diversi SNPs

mostrano un ruolo selettivo per tipo di neoplasia, difatti gli SNPs che risultano protettivi
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per lo sviluppo di un determinato tipo di tumore, possono svolgere un ruolo favorente per
lo sviluppo di altri tipi di neoplasie!87-188,

Sulla base di tali evidenze, si potrebbe ipotizzare un possibile ruolo analogo per quanto
riguarda le mutazioni dei geni di suscettibilita per FEO/PGL, che potrebbero essere
predisponenti per lo sviluppo della patologia cromaffine e, d’altro canto, avere un effetto
protettivo nei confronti dello sviluppo delle neoplasie non cromaffini.

Un altro dato estremamente interessante ed inatteso ¢ il fatto che i pazienti che sviluppano
una seconda neoplasia maligna appartengano meno frequentemente al c/uster 1. Tra i geni
appartenenti a questo cluster rientrano quelli del complesso SDHx ed ¢ ben noto che le
mutazioni che coinvolgono il gene SDHB siano caratterizzate da una maggiore
aggressivita’!.

E’ presente in letteratura un lavoro di Brand e colleghi che hanno osservato in vitro, in
una linea cellulare primaria di timociti di ratto, il cambiamento metabolico che avviene
durante il passaggio dalla fase quiescente a quella proliferante'®. Nei timociti non
proliferanti la produzione di energia avviene per la maggior parte attraverso il
metabolismo ossidativo del glucosio, il quale determina anche produzione di ROS che
possono interagire con le macromolecole cellulari determinando un danno ossidativo se
le difese antiossidanti non sono sufficienti. Differentemente, le cellule proliferanti
traggono la loro energia soprattutto dalla glicolisi aerobia, che permette di ottenere
I’energia necessaria per la replicazione del DNA e per la divisione cellulare, con una
ridotta produzione di ROS, tale da evitare gli eventi mutazionali durante la sintesi del
DNA, e permettendo la formazione di piruvato che agisce a sua volta da antiossidante
(scavanger). Quindi, la glicolisi aerobia rappresenterebbe un meccanismo protettivo per

la cellula proliferante dal potenziale danno indotto dai ROS e, allo stesso tempo,
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permetterebbe di mantenere un’adeguata riserva cellulare di antiossidanti attraverso la
produzione di piruvato.

Le cellule con mutazioni di SDHx, o complesso mitocondriale di tipo II, presentano un
deficitario funzionamento enzimatico e, conseguentemente, una compromissione della
catena di trasporto degli elettroni con aumentata produzione di ROS**. Esse rimodulano
il proprio metabolismo traendo energia dalla glicolisi aerobia (effetto Warburg). Essendo
questo un meccanismo cronicamente attivo, considerando quanto precedentemente gia
osservato da Brand e colleghi, le cellule mutate potrebbero in questo modo ridurre in parte
la produzione di ROS. Le mutazioni a carico del complesso SDHx predispongono senza
dubbio allo sviluppo di FEO/PGL ma, d’altro canto, potrebbero essere protettive nei
confronti dello sviluppo di altre neoplasie maligne proprio a causa del meccanismo
adattivo messo in atto dalle cellule mutate. Cio potrebbe giustificare, nella nostra
casistica, il perché i pazienti appartenenti al cluster 1 sviluppino meno frequentemente
una seconda neoplasia maligna rispetto a quelli appartenenti al cluster 2.

Difatti, sebbene le associazioni tra le mutazioni di SDHx e le neoplasie non cromaffini
siano quelle che hanno suscitato maggior interesse negli ultimi anni, non sempre ¢ stata
dimostrata la causalita della mutazione nel determinare lo sviluppo del tumore associato,
potendosi dunque anche trattare di associazioni fortuite.

Si potrebbe ipotizzare, inoltre, che ’instaurarsi di un alterato bilancio ossidativo nelle
cellule wild type dei pazienti con FEO/PGL, a causa di condizioni favorenti come
I’assenza di un’adeguata riserva antiossidante, potrebbe compromettere 1’integrita
genomica, grazie dell’accumulo di episodi mutazionali, predisponendo allo sviluppo di
un secondo tumore. Inoltre, &€ noto che con I’avanzare dell’eta 1 sistemi cellulari coinvolti

1191

nella riparazione del danno del DNA diventino meno efficienti'”'. Anche questo aspetto

potrebbe contribuire alla comparsa di una nuova neoplasia.
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Nessuno degli altri potenziali fattori di rischio vagliati nella nostra casistica, quali la
presenza o meno di forme secernenti, I’abitudine tabagica, il consumo di alcolici e
I’esposizione a sostanze tossiche, ha mostrato un’influenza significativa nello sviluppo di
una seconda neoplasia maligna.

Considerando le associazioni piu frequentemente riportate in letteratura, nella nostra
popolazione ¢ emersa la presenza di due GIST, tra cui un caso diagnosticato dopo il
FEO/PGL, e di un adenoma ipofisario (PA) GH-secernente. Infine, in cinque pazienti ¢
stato diagnosticato un tumore renale, in quattro casi comparso dopo la diagnosi di
patologia cromaffine (un carcinoma a cellule chiare, un carcinoma papillare, un
oncocitoma ed un carcinoma non altrimenti specificato).

Le tre neoplasie maligne piu frequentemente riscontrate nella nostra popolazione sono
risultate il carcinoma della mammella (16.8%), il carcinoma differenziato della tiroide
(11.6%) ed il melanoma (11.6%).

Nella popolazione generale il carcinoma della mammella rappresenta il piu frequente
tumore maligno nel sesso femminile in tutte le fasce di eta (30% - dati del registro
AIRTUM aggiornati al 2019).

Nella nostra popolazione la mediana dell’eta alla diagnosi di FEO/PGL ¢ risultata di 49
[36-60] anni mentre, come gia detto, la mediana degli anni intercorrenti tra la diagnosi
della patologia cromaffine e quella della seconda neoplasia maligna non cromaffine ¢ di
6 [2-14].

In considerazione di tali evidenze non sarebbe necessario modificare le tempistiche dello
screening mammografico, il quale viene garantito nella fascia di eta compresa tra i 50 ed
169 anni a cadenza biennale. Tuttavia, dai nostri dati € emerso che 1’avanzare dell’eta alla
diagnosi di FEO/PGL rappresenti un fattore di rischio per lo sviluppo di una seconda

neoplasia maligna. A tal riguardo, si potrebbe valutare I’opportunita di proseguire lo
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screening mammografico anche dopo i 70 anni. Alcune regioni italiane stanno gia
rendendo disponibile I’esame mammografico nelle donne tra i 45 ed 1 74 anni,
mantenendo un controllo a cadenza annuale in quelle con eta inferiore ai 50 anni.

Dei 16 casi di carcinoma della mammella diagnosticati nel nostro campione, due pazienti
presentavano una mutazione di SDHD, in un caso era mutato MAX ed in un altro caso
TMEM127.

In letteratura vengono riportati dei case reports riguardanti 1’associazione tra FEO e
carcinoma della mammella. Nel 1987 ¢ stato descritto un raro caso di carcinoma della
mammella metastatico con coinvolgimento surrenalico. L.’esame istologico eseguito dopo
I’intervento di surrenectomia ha portato alla diagnosi di metastasi da carcinoma della

mammella e contestuale FEO, fino ad allora clinicamente silente!®?

. Anche piu
recentemente ¢ stato riportato un caso di presentazione sincrona di carcinoma della
mammella e FEO!?3. Nel 2012 Wadt e colleghi hanno, invece, descritto la presenza di
una mutazione germinale in BAPI (c.1708C>G, p. Leu570Val) in una famiglia danese
con storia di melanoma uveale multiplo, melanoma cutaneo, sospetto mesotelioma,
carcinoma della mammella e PGL*. La mutazione ¢ stata riscontrata in tutti i membri
della famiglia affetti dalle neoplasie sopracitate. Inoltre, di recente Maffeis et al'** hanno
descritto la perdita dell’espressione tissutale di BAP1 in 2/22 PGL e in 12/34 FEO.

Alla luce di tali evidenze, sarebbe interessante valutare I’eventuale presenza di mutazioni
del gene BAPI anche nei pazienti che hanno sviluppato un carcinoma della mammella
nella nostra casistica, nonché in coloro in cui ¢ stato diagnosticato un melanoma.

Nella popolazione generale il carcinoma tiroideo si colloca al quarto posto per frequenza

tra le neoplasie maligne nel sesso femminile (5% - dati del registro AIRTUM aggiornati

al 2019).
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11 frequente riscontro nella nostra popolazione di carcinoma differenziato tiroideo (CDT)
¢ influenzato dal fatto che i pazienti sono affidati a specialistici endocrinologi per cui ¢
possibile, durante le visite, che essi vengano sottoposti ad ecografia del collo a seguito
del riscontro di alterazione biochimica della funzione tiroidea o di nodularita tiroidee
palpabili all’esame obiettivo; in alterativa i pazienti possono portare in visione al proprio
endocrinologo di riferimento altri esami strumentali nel corso dei quali ¢ avvenuto il
riscontro incidentale della tireopatia nodulare.

Tra gli 11 pazienti che hanno sviluppato un CDT, uno presentava una mutazione di
SDHD. Tale dato ¢ in accordo con la letteratura'>*!%3. D’altro canto, nella maggior parte
dei nostri pazienti non ¢ stata evidenziata alcuna mutazione. A tal proposito, in letteratura
vengono riportati casi di associazione tra CDT e FEO/PGL wild type per i noti geni di
suscettibilita'®:1%¢, Gli autori speculano sulla possibile influenza di altri geni non ancora
noti che potrebbero portare allo sviluppo di questi due tumori. In un recente lavoro
Bugalho e colleghi'®” hanno ipotizzato che 1’associazione tra FEO/PGL e CDT (in
particolare la forma papillare) sottenda un background genetico eterogeneo che puo
scaturire da differenti varianti genetiche che comprendono sia mutazioni che
polimorfismi. Difatti, in due delle quattro pazienti oggetto di studio, sono state
identificate due varianti di SDHB (Ser163Pro e Ala3Gly), precedentemente riportate
come potenzialmente patogenetiche, mentre in tutte e quattro ¢ stato identificato un
singolo polimorfismo di CDKINB (c.79T>C), gia descritto in passato essere associato a
CDT™,

La terza neoplasia maligna piu frequentemente riscontrata nella nostra casistica di
FEO/PGL ¢ il melanoma. Tra i pazienti della nostra popolazione ¢ stata riportata una

mutazione di TMEM127.
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Anche per quanto riguarda 1’associazione tra FEO/PGL e melanoma vengono riportati
dei casi in letteratura. In una casistica di 60 FEO/PGL (tra cui 7 forme non sporadiche),
Lamovec ¢ colleghi'®® hanno descritto la comparsa di melanoma in due pazienti sottoposti
ad intervento chirurgico per FEO. Essendo pochi casi, gli autori concludono che potrebbe
trattarsi di un’associazione casuale ma va, in ogni caso, tenuta presente la comune origine
delle cellule cromaffini e dei melanociti a partire dalla cresta neurale.

Sulla base di quest’ultima evidenza, Castro Vega et al.**® hanno focalizzato la loro
attenzione sul microphthalmia-associated transcription factor (MITF), fattore di
trascrizione coinvolto nello sviluppo della cresta neurale e la cui rara variante genica
p.E318K ¢ stata associata ad aumentato rischio di sviluppare melanoma®’!. Sono stati
sottoposti a genotipizzazione per la variante p.E318K di MITF 555 pazienti con
FEO/PGL. La prevalenza della mutazione nei FEO/PGL ¢ stata comparata con un gruppo
controllo di 2348 soggetti. Tra i tumori cromaffini analizzati, sono stati individuati sette
carriers della suddetta variante, la cui prevalenza ¢ risultata piu elevata nei FEO/PGL
rispetto al gruppo controllo ed appare essere un significativo fattore di rischio per lo
sviluppo di patologia cromaffine (OR 3.19, IC 95%:1.34-7.59; p=0.005). Tuttavia, poiché
la variante p.E318K ¢ stata riscontrata in un piccolo numero di pazienti, ¢ necessario un
ampliamento della casistica per validare tale dato.

A tal proposito, anche in questo caso, potrebbe essere interessante valutare la presenza
della variante p.E318K di MITF nei pazienti appartenenti alla nostra popolazione con
diagnosi di melanoma.

Vista la rarita delle associazioni riportate, ad oggi non vi sono indicazioni per eseguire
uno screening per neoplasie non cromaffini nei pazienti affetti da FEO/PGL e/o con

mutazioni dei geni di suscettibilitaZ.
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In particolare, i GIST, i RCC e i PA sono considerate le tre neoplasie descritte in
letteratura come piu frequentemente associate ai FEO/PGL. Per poter individuare i GIST
¢ necessaria I’esecuzione di una TC addome con mdc, esame che viene impiegato, anche
se non di routine, nel corso del follow up per la patologia cromaffine, in particolar modo
nei pazienti con mutazioni ad alto rischio di sviluppare malattia metastatica come, ad
esempio, quelle che coinvolgono il gene SDHB.

Le lesioni renali sono riscontrabili con una semplice ecografia addome, per cui il
carcinoma renale ¢ verosimilmente il tipo tumorale piu facilmente individuabile nel corso
del monitoraggio dei pazienti con FEO/PGL.

Draltro canto, di piu difficile riscontro sono i PA in quanto sarebbe necessario sottoporre
i pazienti ad una RMN della sella turcica con mdc. Generalmente, nei pazienti con rischio
di sviluppare HNPGL, si esegue una RMN collo con mdc ma, nelle scansioni utilizzate
per questa metodica, non ¢ possibile identificare le lesioni ipofisarie. Tuttavia, tra i casi
di PA descritti in letteratura vi sono macroadenomi e per lo piu lesioni secernenti PRL o
GH, quindi la comparsa di sintomatologia legata all’effetto massa (es. cefalea) o alla
secrezione ormonale associata dovrebbe indirizzare verso I’esecuzione di una RMN
dedicata.

Facendo riferimento, invece, alle neoplasie piu frequentemente riscontrate nella nostra
popolazione, per quanto riguarda il carcinoma della mammella, come gia fatto presente,
¢ previsto uno strutturato programma di screening. L’individuazione del carcinoma
tiroideo prevede 1’esecuzione di una ecografia collo che, in particolar modo i pazienti a
rischio di sviluppare HNPGL, effettuano regolarmente durante il follow up. Infine, per
quanto riguarda il melanoma ¢ sufficiente una visita dermatologica con nevoscopia,

metodica non invasiva e facilmente eseguibile.
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Dal confronto tra la nostra popolazione di FEO/PGL e la popolazione generale (dati del
registro AIRTUM aggiornati al 2019) I’incidenza di seconde neoplasie maligne ¢ risultata
aumentata nella nostra casistica, in particolare di 9.59 (IC 95% 5.46- 15.71) volte nei
maschi e di 13.21 (IC 95% 7.52 - 21.63) nelle femmine.

In un precedente studio svedese?*? condotto su 121 FEO/PGL (FEO n 110, PGL n 11), i
pazienti con patologia cromaffine mostravano un aumentato rischio di sviluppare un
secondo tumore rispetto alla popolazione generale. In particolare, nelle donne il tumore
piu frequentemente diagnosticato era il melanoma, seguito dal carcinoma della cervice
uterina, mentre negli uomini le neoplasie piu frequenti erano quelle del distretto epatico
e delle vie biliari e quelle del SNC. Tuttavia, in questo studio sono stati inclusi anche
pazienti affetti da forme sindromiche di FEO/PGL.

Il nostro studio multicentrico, ad oggi, rappresenta lo studio con il piu alto numero di
pazienti affetti da FEO/PGL finalizzato a valutare la comparsa di seconde neoplasie
maligne non cromaffini associate.

Tuttavia, esso presenta delle limitazioni. Si tratta, infatti, di uno studio retrospettivo e
questo non ha permesso di reperire tutti i dati valutati per ogni singolo paziente incluso.
Ad esempio, non tutti i pazienti sono stati sottoposti ad analisi genetica. Inoltre, visto
I’esteso periodo di valutazione (1962-2019) anche tra i pazienti sottoposti ad analisi
genetica sono presenti delle differenze, in quanto in alcuni ¢ stata utilizzata la metodica
tradizionale di sequenziamento (Sanger), mentre in altri ¢ stata utilizzata la nuova
metodica di Next Generation Sequencing (NGS), che permette di analizzare un ampio
pannello genico. Ad oggi, non ¢ stata ancora effettuata 1’analisi genetica sul tessuto dei
tumori associati per valutare se, nei pazienti con mutazione germinale, la mutazione
riscontrata fosse responsabile anche dello sviluppo della neoplasia non cromaffine

associata. A tal proposito, la nostra intenzione ¢ quella di richiedere, ove disponibile, da
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un lato un campione di sangue periferico di ciascun paziente incluso per poter eseguire
I’analisi genetica con metodica NGS e, dall’altro, il tessuto paraffinato delle neoplasie
maligne associate per eseguire il sequenziamento genico anche sul tessuto dei pazienti
mutati.

La mediana del follow up nella nostra casistica ¢ risultata di 48 [12-108] mesi, nell’88.3%
dei casi era stato effettuato un monitoraggio di almeno un anno. Trattandosi di patologie
neoplastiche il follow up potrebbe essere considerato non sufficientemente lungo.

Infine, il confronto con la popolazione generale ¢ stato possibile soltanto in relazione
all’incidenza delle neoplasie maligne, in quanto i dati del registro AIRTUM sono relativi
soltanto ai tumori maligni. Sarebbe interessante valutare anche nella nostra popolazione
I’incidenza delle neoplasie benigne, ad esempio per valutare I’incidenza degli adenomi
ipofisari che rientrano tra le tre forme tumorali piu frequentemente associate in letteratura.
A tal fine, sara necessaria la creazione di un gruppo di controllo dedicato per effettuare il

relativo confronto.
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8. Conclusioni

I dati derivati da questo studio multicentrico hanno dimostrato una maggiore incidenza di
seconde neoplasie maligne nei pazienti affetti da FEO/PGL rispetto alla popolazione
generale. In particolare, il rischio ¢ risultato piu elevato nel sesso femminile, dunque,
questa classe di pazienti potrebbe beneficiare di una maggiore attenzione nella ricerca di
altre neoplasie associate nel corso del follow up per la patologia cromaffine.

Differentemente da quanto atteso, la presenza di mutazioni a carico dei geni di
suscettibilitd per FEO/PGL non si ¢ mostrata un fattore di rischio per lo sviluppo di un
secondo tumore non cromaffine. Tale risultato rafforza la necessita di uno stretto
monitoraggio dei pazienti wild type al fine di diagnosticare precocemente I’insorgenza di

una seconda neoplasia associata.
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