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RESUM

L’hiperparatiroidisme familiar o hereditari (HPPF) podria explicar fins al 10-15% dels casos
d’hiperparatiroidisme primari (HPP), tot i que aquest percentatge pot ser molt més elevat en pacients
amb determinades caracteristiques de risc. En general, es considera una patologia infradiagnosticada
i encara poc coneguda. S’han fet estudis en diferents territoris amb pacients amb fenotip de risc per
avaluar-ne la prevalenga i els tipus més freqlients. Tanmateix, les poblacions estudiades i els métodes
usats sén forca heterogenis, i els resultats mostren molta variabilitat. A més, pocs d’ells son fets en
poblacio6 de I’area mediterrania i, concretament, no n’hi ha cap que avalui poblacié espanyola. Aixo
provoca una mancanca de guies cliniques i d’evidéncia cientifica sobre a quins pacients caldria
realitzar un estudi genétic i quins gens caldria avaluar en cada cas. Tanmateix, el fet de ser portador
o portadora d’una mutacié en linia germinal d’algun dels gens relacionats amb 1I’HPPF té
implicacions cliniques, algunes d’elles potencialment greus, tant pel subjecte avaluat com pels seus
familiars. La present tesi doctoral ha pretes determinar la prevalenca de mutacions en linia germinal
dels gens associats a I’HPPF en individus amb hiperparatiroidisme que presentessin un fenotip de
risc, en poblacio resident a I’area Mediterrania. Per aconseguir-ho, es va seleccionar una cohort de
pacients amb hiperparatiroidisme primari que tinguessin alguna caracteristica de risc d’HPPF (n=40)
i se’ls va realitzar un estudi genétic cercant mutacions en linia germinal mitjangant un panell de gens
personalitzat (AIP, AP2S1, CASR, CDC73, CDKN1A, CDKN1B, CDKN2B, CDKN2C, GCM2,
GNA11, MEN1, PTH, RET i TRPV6). El projecte consta de dos articles. El primer article exposa la
deteccio de tres variants en linia germinal en gens de la familia d’inhibidors de quinasa dependents
de ciclina (CDKIs), previament no descrites a la literatura, i en caracteritza els seus portadors i
familiars. Es van descobrir dues mutacions al gen CDKN1B en dos pacients que presentaven tumors
paratiroidals atipics i una variant de significat incert (VUS) al gen CDKN2C a una pacient amb un
adenoma paratiroidal quistic que havia estat diagnosticada d’HPP als 28 anys. En els dos primers
casos no es va detectar pérdua d’heterozigosi ni variacions en nombre de copies en les analisis
genétiques de les peces tumorals paratiroidals. En canvi, a la pe¢a tumoral de la portadora d’una
mutacié a CDKN2C es va observar un guany de cromosoma 1 sencer i una disomia uniparental
somatica del mateix cromosoma. Els dos individus portadors de variants a CDKN1B van ser
diagnosticats de sindrome de MEN4 atesa 1’alteraci6 genética i ’afectacio paratiroidal mencionada.
A nivell fenotipic, tots dos presentaven, addicionalment, altres tumors: un adenoma de colon amb
displasia i lipomes atipics en un dels casos i una poblaci6 de cél-lules T aberrant en ’altre. Durant el
cribratge d’altres tumors, es va detectar un microadenoma hipofisiari no funcionant en la pacient
portadora de la variant a CDKN2C. A través dels estudis de segregacié familiar es va detectar una
portadora de la mateixa variant a CDKN2C, fet que va permetre diagnosticar-la de forma precoc
d’HPP amb osteoporosi associada. El segon article descriu el projecte general de la tesi. Reporta un
estudi observacional ambispectiu de 40 pacients amb fenotip de risc d’HPPF a qui es va realitzar un
estudi genétic amb el panell mencionat de catorze gens. Vam detectar 9/40 variants en algun dels
gens (22,5%), cinc de les quals, patogéniques o probablement patogeniques (12,5%): dues a
CDKN1B (gen associat a MEN4), una VUS a CDKN2C, quatre variants a CASR (una d’elles VUS i
les altres de classe 1 0 2) i dues VUS al gen TRPV6. La comparacio de les variables cliniques i
analitiques dels participants en funcié del resultat de I’estudi genétic no va mostrar diferéncies
estadisticament significatives entre els grups (portadors de variants en contraposicié a no portadors),
a excepcio de la ratio d’aclariment de calci creatinina (CCCR), que va ser inferior en el grup amb
estudi genetic positiu. EI grup de pacients portadors d’alguna variant va presentar de forma més
freqiient dos o més factors de risc d’HPPF, en comparacié amb el grup amb estudi genétic negatiu.
Tot i aixo, les diferéncies no van ser estadisticament significatives. En conclusio, 1’estudi genétic de
pacients amb HPP i alguna caracteristica de risc d’HPPF mitjangant el panell seleccionat va tenir una



taxa diagnostica rellevant en poblacié de 1’area mediterrania. La deteccio de variants en linia
germinal en algun dels gens estudiats ha permeés un maneig clinic més adequat tant dels pacients com
dels seus familiars, aixi com la implementacié d’una estratégia racional d’estudi genétic a la practica
clinica habitual al nostre medi.
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SUMMARY

Familial hyperparathyroidism (HPPF) could account for up to 10-15% of primary
hyperparathyroidism (HPP) cases, although this percentage may be much higher in patients with
certain risk characteristics. It is considered a likely underdiagnosed and still poorly understood
condition. Some authors have reported the prevalence and characteristics of this disease in different
geographic areas. Even so, data until now show significant variability and heterogeneous methods
and population studied. Moreover, very few of these studies have been carried out in Mediterranean
populations, and specifically, none of them have assessed the Spanish population. Therefore, there
is a lack of clinical guidelines and scientific evidence about which patients with HPP should undergo
genetic testing and which specific genes should be evaluated. It is worth noting that having a germline
mutation in a gene associated with HPPF means clinical implications, some of which may be
potentially serious for both the index case and their potentially affected family members. This
doctoral thesis aimed to determine the prevalence of germline mutations in genes associated with
HPPF in hyperparathyroidism patients who exhibited a risk phenotype, in a population residing in
the Mediterranean area. A cohort of patients with HPP and at least one risk feature for inherited
origin was selected (n=40). These individuals underwent genetic testing to identify germline
mutations using a gene panel (AIP, AP2S1, CASR, CDC73, CDKN1A, CDKN1B, CDKN2B,
CDKN2C, GCM2, GNAL11, MEN1, PTH, RET, and TRPV®6). The project consists of two articles; The
first paper describes the detection of three germline variants in cyclin-dependent kinase inhibitor
genes (CDKIs), previously unreported in the literature, and characterizes their carriers and relatives.
Two mutations were discovered in the CDKN1B gene in two patients with atypical parathyroid
tumors, and one variant of uncertain significance (VUS) was detected in the CDKN2C gene in a
patient with a cystic parathyroid adenoma who had been diagnosed with HPP at the age of 28. In the
first two cases, no loss of heterozygosity or copy number variations were identified in the parathyroid
tumor specimens. In contrast, in the third case, a gain of the entire chromosome 1 and a somatic
uniparental disomy of the same chromosome was observed. Both carriers of CDKN1B variants were
diagnosed with MEN4 syndrome due to the genetic alteration and the aforementioned parathyroid
involvement. Phenotypically, both also presented with other tumors: colon adenoma with dysplasia
and atypical lipomas in one case, and aberrant T-cell population in the other. During screening for
other tumors, a non-functioning pituitary microadenoma was detected in the patient carrying a
CDKN2C variant. Family segregation studies identified another carrier of the same CDKN2C
mutation, fact that enabled the early diagnosis of HPP with associated osteoporosis. The second paper
describes an observational ambispective study, which was the general project of the thesis. A cohort
of 40 individuals with a risk phenotype for HPPF were recruited for genetic testing, using the
aforementioned gene panel. Variants were detected in nine out of 40 patients (22.5%), five of which
were pathogenic or likely pathogenic (12.5%): two variants in CDKN1B (gene associated with
MEN4), one VUS in CDKN2C, four variants in CASR (one classified as VUS, the others as class 1
or 2 variants), and two variants in the TRPV6 gene classified as VUS. The comparison of clinical and
analytical variables among participants based on the genetic study results did not show statistically
significant differences between groups (variant carriers versus non-carriers), except for the calcium-
creatinine clearance ratio (CCCR), which was lower in the group with positive genetic study results.
The group of carriers more frequently presented with two or more HPPF risk factors compared to the
group with negative genetic study results, although the differences were not statistically significant.
In conclusion, genetic testing of patients with HPP and a risk feature for inherited origin using the
selected panel demonstrated a significant diagnostic rate in the Mediterranean population. The
detection of germline variants in certain genes enabled more appropriate clinical management of both
the patients and their relatives, as well as the implementation of a rational genetic testing strategy in
routine clinical practice in our setting.
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1. INTRODUCCIO
1.1 L’Hiperparatiroidisme primari: aspectes generals
1.1.1 Epidemiologia

L’hiperparatiroidisme primari (HPP) és la causa més freqiient d’hipercalcémia, amb una prevalencga
global del 0,84-0,86%. La incidéncia augmenta amb ’edat i amb el sexe femeni, essent més freqiient
en dones postmenopausiques (1-4). En canvi, en menors de 50 anys, la incidencia sol ser similar
entre sexes (5). Els darrers anys la prevalenga ha anat augmentant a conseqiiéncia d’un increment
generalitzat de les determinacions de calci plasmatic i també d’una major consciéncia de certes
condicions cliniques com 1’osteoporosi o les litiasis renals a escala poblacional (6-9).

1.1.2 Diagnostic

El diagnostic de I’HPP és principalment bioquimic i requereix d’uns nivells de parathormona (PTH)
elevats o inadequadament normals amb nivell de calcémia alt (sigui calci plasmatic total corregit per
nivells d’albumina o calci ionic). Es recomana confirmar aquesta troballa en dues ocasions separades.
S’ha vist que la sensibilitat del calci total i del calci ionic per diagnosticar HPP és similar (10-12).
Tanmateix, la hipoalbuminemia pot falsejar el resultat del calci plasmatic total, fent-lo disminuir,
motiu pel qual en aquests casos es recomana usar la formula corregida de calci total o el calci ionic
(12). El limit alt de la normalitat de calcemia varia en funcié del laboratori, perd majoritariament es
considera elevada quan els nivells son superiors a 10,2-10,4 mg/dL. En general, es parla
d’hipercalcémia moderada quan els nivells de calcémia total (corregida per albtimina) sén d’11,4-14
mg/dL i greu quan se superen els 14 mg/dL (8).

A I’hora de fer el diagnostic d’HPP, també cal tenir en compte 1’hiperparatiroidisme normocalcémic
(HPPNC), que es defineix per nivells plasmatics de PTH elevats amb normocalcémia, un cop
excloses totes les possibles causes d’hiperparatiroidisme secundari (HPS), com ara: deficit de
vitamina D, malaltia renal cronica, sindromes malabsortius (com celiaquia, malaltia inflamatoria
intestinal, cirurgia bariatrica o insuficiéncia pancreatica) i preséncia de farmacs (diurétics, liti,
bifosfonats, denosumab, inhibidors de la bomba de protons, inhibidors del cotransportador de sodi-
glucosa tipus 2, etc.) (3,13). També s’han descrit patrons d’HPS, amb calcemia normal i PTH
elevada, en casos de consum oral insuficient de calci, que es resolen un cop la ingesta es normalitza
(14). Per ultim, es parla d’hiperparatiroidisme terciari quan un HPS molt avancat acaba donant Iloc
a un estat d’hipercalcémia.

De vegades, I’HPP també es pot manifestar amb hipercalcémia i nivells de PTH inadequadament
normals. En aquests casos, sobretot, caldria descartar una hipercalcémia tumoral, tot i que és molt
poc freqiient que aquesta s’associi a una secreci0 ectopica de PTH. La majoria de causes
d’hipercalcémia tumoral cursen amb nivells de PTH baixos, com ara aquells estats mediats per
PTHrp (péptid o proteina relacionada amb la PTH) o per calcitriol (1,25(0OH).D), aixi com algunes
malalties granulomatoses com la sarcoidosi i la tuberculosi.

Un cop fet el diagnostic bioquimic d’HPP, es recomana completar 1’estudi amb: estudi de la funcio
renal mitjangant 1’estimacié del filtrat glomerular (FG) o el calcul de I’aclariment de creatinina,
nivells de 25-hidroxi vitamina D i determinacid del calci en orina de 24h. Parlem d’hipercalciuria
quan en 24h el calci en orina és major de 250 mg/dia en dones i > 300 mg/dia en homes. També s’ha
considerat un Ilindar de > 400 mg/dia per definir hipercalciuria en pacients asimptomatics. Algunes
situacions poden afavorir un estat d’hipocalciuria tot i presentar HPP, com el tractament amb liti o
diuretics tiazidics, el deficit de vitamina D o la malaltia renal cronica. En canvi, en pacients que
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segueixen una dieta alta en sodi podem trobar un augment de 1’excreci6 urinaria de calci. En I’HPP
no és estrictament necessari mesurar el fosfat en sang, pero habitualment el trobarem normal o baix.
En canvi, sempre és recomanable avaluar amb proves d’imatge la preséncia de calculs renals.
Preferentment, se sol usar I’ecografia, pero també es poden utilitzar altres métodes com la tomografia
computada (TC) o la radiografia d’abdomen. Aixi mateix, s’aconsella avaluar el risc de fractura de
tot pacient amb HPP a través de la densitometria dssia (DMQO) mesurada a través d’absorciometria
de raigs X d’energia doble 0 DXA (10,15).

1.1.3 Manifestacions cliniques

L’excés de PTH pot donar lloc a hipercalcémia, hipofosfatémia, osteoporosi, nefrolitiasi i
deteriorament del FG, entre altres complicacions. Tanmateix, actualment la forma més frequent de
presentacio de I’HPP, sobretot en paisos desenvolupats, és incidental i asimptomatica, sovint en
forma d’hipercalcémia lleu (8,16). La clinica de I’HPP pot ser deguda a la propia hipercalcémia
(politria, polidipsia, vomits, restrenyiment, deshidratacid, arritmies, etc.), quan aguesta és superior
a 12 mg/dL o ha augmentat de forma aguda, o a I’afectacié d’organs diana. Els simptomes i
afectacions d’organs diana depenen sobretot de la cronicitat i gravetat de la malaltia i s’expliquen de
forma detallada a continuacié (3,8,10,17):

1) Afectacio o0ssia: és la manifestacio més freqiient de I’HPP, en forma d’osteoporosi, fractures,
deformitats esquelétiques i dolor ossi. En la malaltia avangada es poden trobar lesions d’osteitis
fibrosa quistica, com ara tumors marrons, lesions litiques i quists ossis. La prevalenga d’osteoporosi
a I’HPP pot arribar al 50-65%, especialment en dones postmenopausiques i en pacients d’edat
avancada.

2) Afectacio renal: I’HPP pot provocar hipercalciuria, nefrocalcinosi, nefrolitiasi i deteriorament de
la funcid renal. L’ afectacié més freqiient son les nefrolitiasis, per calculs d’oxalat o fosfat calcic,
amb una prevalenca de 1’11-35%.

3) Afectacié cardiovascular i mortalitat: alguns estudis descriuen un augment del risc d’hipertensio
arterial i d’insulinoresisténcia en pacients amb HPP respecte a controls sans (18). També s’ha

observat un augment en I’index de la velocitat d’ona de pols aortic, una major prevalenca
d’aterosclerosi, un augment de la massa ventricular esquerra, un interval QT més curt i un augment
del risc de mortalitat. Tanmateix, la causalitat entre HPP i malaltia cardiovascular de moment és
incerta, atesa la manca de reversibilitat d’aquesta després de dur-se a terme una paratiroidectomia
(16,19-23).

4) Afectacié neuromuscular: s’han reportat simptomes com fatiga, debilitat muscular, rampes,
parestésies i atrofia muscular, sobretot a extremitats inferiors.

5) Manifestacions neuropsiquiatriques, neurocognitives i de qualitat de vida: s’han descrit simptomes
com ansietat, disminucid de la concentracid, deteriorament cognitiu, disminuci6 de la qualitat de
vida, depressio, psicosi, deliri, al-lucinacions, alteracions de la personalitat, alteracions del son i
demencia, en diferents graus i freqiiencies en I’HPP. De totes maneres, solen ser inespecifics i fins

ara no s’ha pogut demostrar fermament la seva associacié amb I’HPP en assajos clinics (24).

6) Altres: en pacients amb HPP s’han descrit afectacions gastrointestinals com dolor abdominal,
anorexia, nausees, vomits, restrenyiment, colelitiasi, pancreatitis, colelitiasis i malaltia ulcerosa
péptica. Tot i aixo, els estudis realitzats fins ara mostren resultats controvertits, sobretot quant a la
pancreatitis i la colelitiasi. L’associacio de I’THPP amb la malaltia ulcerosa peptica tampoc és ferma,
excepte per als casos d’HPP associada a neoplasia endocrina multiple tipus 1 (MEN1) i sindrome de
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Zollinger-Ellison. També s’han descrit alteracions bioquimiques com acidosi hiperclorémica i
hiperuricémia, aixi com troballes reumatologiques (pseudogota, sinovitis i sacroileitis), tot i que la
seva relacié amb I’HPP és incerta (25,26).

1.1.4 Tractament

El tractament de I’HPP sol ser quirdrgic. L’extirpacié de la glandula o les glandules paratiroidals
afectades permet normalitzar els parametres bioquimics associats a I’HPP i a mitja-llarg termini
augmenta la densitometria ossia, disminueix el risc de fractures i de calculs renals (27). Els criteris
per a considerar la cirurgia es basen en I’evideéncia d’afectacio d’organs diana, en 1’edat i en la clinica
de cada pacient (vegeu la Taula 1). Abans de la cirurgia cal realitzar estudis de localitzacio, ja que
permeten ajudar a minimitzar I’extensio de la disseccio quirtrgica, limitar el temps d’intervencio i
disminuir el risc de persistencia o recurréncia postquirirgica. Les tecniques més usades son
I’ecografia cervical i la gammagrafia amb Tc99-sestamibi, normalment usades en combinacio. EI TC
cervical presenta una major sensibilitat i especificitat, perd suposa una major exposicio a radiacio
ionitzant i també 1’as de contrast endovenos, per la qual cosa no sol ser la primera opci6. Altres
técniques de localitzacio son la ressonancia magnética (RM) i la tomografia d’emissio de positro
amb 18-F fluorocolina (28).

Taula 1: Indicacions per al tractament quirurgic de I’HPP. CCr: aclariment de creatinina (10).

HPP La clinica és indicaci6 de cirurgia, excepte si existeix alguna contraindicacio
simptomatic
HPP Calci séric > 1 mg/dL (0,25 mmol/L) per sobre del limit superior de la normalitat

asimptomatic | Afectaci6 oOssia:
- Fractura vertebral detectada per técnica de morfometria vertebral,
radiografia de columna o RM, o
- DMO amb T-score < -2,5 en qualsevol localitzacié (lumbar, femoral o
terg distal de radi)
Afectacio renal:
- FG estimat o CCr < 60 ml/min, o
- Nefrocalcinosi/nefrolitiasi detectada amb radiografia simple, ecografia o
TC, 0
- Hipercalcidria (> 250 mg/dia en dones; > 300 mg/dia en homes)
Edat < 50 anys (tot i que no compleixi altres criteris, aquest ja n’és suficient)
En abséncia dels criteris previs, sempre que hi hagi un acord entre pacient i
cirurgia i no hi hagi contraindicacions

Hi ha dues tecniques principals en la cirurgia de paratiroides: la paratiroidectomia selectiva i
I’exploraci6 cervical bilateral. Davant d’un HPP causat per un Unic adenoma paratiroidal, la técnica
d’eleccio és la paratiroidectomia Unica o selectiva de la glandula afectada. Consisteix en 1’excisio
d’un unic adenoma sense 1’objectiu d’identificar 1’altra glandula ipsilateral normal durant I’acte
quirdrgic. Aquesta técnica permet un menor temps de quirofan, menys lesions estructurals i menys
costs hospitalaris i sol tenir exit en el 95-97% dels casos (29).

En casos de sospita o confirmacié de malaltia multiglandular (MMG), tant en I’HPP esporadic com
en I’hereditari o familiar, aixi com en la malaltia paratiroidal per liti o si els estudis de localitzacio
sOn negatius, es recomana una exploracié cervical bilateral. Aquesta consisteix a explorar les quatre
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glandules i ressecar aquelles que tinguin un augment de mida o criteris de sospita (28). D’aquesta
manera, es pot realitzar una paratiroidectomia subtotal o una paratiroidectomia total amb
autotrasplantament. En la primera, es ressequen tres glandules paratiroidals i sovint part de la quarta,
deixant teixit paratiroidal normal romanent marcat amb sutura no absorbible o clip radioopac per si
calgués identificar-lo en una futura cirurgia. També es recomana realitzar una timectomia per
ressecar possibles glandules supernumeraries ectopiques. En la paratiroidectomia total amb
autotrasplantament s’extreuen totes les glandules paratiroidals i habitualment s’instaura teixit
paratiroidal normal a la musculatura braquioradial. Aquesta técnica, pero, no se sol realitzar, ja que
té un risc molt elevat d’hipoparatiroidisme permanent.

Per (ltim, en casos de sospita elevada de carcinoma paratiroidal, se sol realitzar una
paratiroidectomia en bloc, ressecant el lobul tiroidal ipsilateral i, si cal, també el nervi laringi
recurrent, per obtenir marges quirdrgics negatius. També cal ressecar els ganglis limfatics sospitosos
del compartiment central. A tota cirurgia paratiroidal es recomana la determinacio de la PTH
intraoperatoria (PTHio). El criteri de curacié més acceptat arreu és el de Miami, definit per un
descens > 50% de la PTHio deu minuts després de 1’exéresi de I’adenoma (28,30).

Tot i que la cirurgia és el tractament d’eleccio de I’HPP, existeixen situacions en que és preferible
optar per un tractament farmacoldgic o0 medic: contraindicacié clara per a la cirurgia, edat molt
avancada o moltes comorbiditats, HPP persistent després d’haver-se realitzat una cirurgia per un
cirurgia experimentat o per la mateixa decisié del pacient. Els farmacs que han demostrat evidencia
de millora de I’HPP, sigui pels seus efectes sobre la calcémia o sobre la DMO, soén: bifosfonats
(alendronat), denosumab, vitamina D, estrogens, analegs estrogenics i cinacalcet. Els cinc primers
incrementen la densitat mineral ossia i el cinacalcet és un calcimimétic que actua a través del
receptor-sensor sensible al calci (CaSR), reduint els nivells de calci i de PTH sérics (10).

1.1.5 Anatomia patologica i mecanismes moleculars

A T’hiperparatiroidisme trobem una secrecié autonoma de PTH, expressada amb un augment de pes
i/o de mida d’una o més glandules paratiroidals (31). En principi, qualsevol glandula paratiroidal
amb un pes major a 60 mg o mida superior a 8 mm s’hauria de considerar patologica. La secrecio
autonoma de PTH es divideix en tres subtipus clinicopatologics: en primer lloc, I’'HPP per
proliferacio clonal o neoplasica; en segon lloc, I’HPS degut a una malaltia o estimulacié cronica que
interfereix en la secreci6 de la PTH; i, finalment, I’hiperparatiroidisme terciari per expansié clonal
d’un HPS refractari. L’hiperparatiroidisme secundari i el terciari gairebé sempre es manifesten com
a malaltia paratiroidal multiglandular (MMG), mentre que I’HPP sol manifestar-se com a malaltia
uniglandular. La base anatomopatologica més freqiient de I’'HPP és un Unic adenoma paratiroidal
(80%) i, en segon lloc, MMG (15-20%). EIl carcinoma paratiroidal es troba en menys de 1’1% dels
casos d’HPP (3,32). A continuacid, s’expliquen els diferents patrons histologics paratiroidals que
existeixen.

L’adenoma paratiroidal és una neoplasia ben delimitada i tipicament encapsulada composta per
cel-lules principals, transicionals, oncocitiques i cel-lules clares. Sovint s’observa un marge de teixit
paratiroidal normal al pol vascular i no sol presentar teixit adip6s estromal. Els adenomes poden
créixer de forma difusa o nodular i contenir estructures fol-liculars. Sol haver-hi correlacio entre la
mida de I’adenoma i els nivells de calci i PTH serics. La majoria presenten hipercel-lularitat i estan
compostos per cel-lules principals. S’anomenen adenomes oncocitics quan > 75% de les cél-lules
son oncocitiques; de cél-lules clares quan estan compostos per aquest tipus cel-lular; i lipoadenomes
en cas de presentar teixit adipos en més del 50% del volum glandular. Es parla d’adenoma quistic
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guan >50% del volum tumoral presenta canvis quistics. En I’ambit immunohistoquimic, els
adenomes solen presentar: positivitat difusa per PTH, GATA-3, cromogranina A, p27, E-cadherina,
APC (Adenomatous polyposis coli) i parafibromina nuclear i marcadors tiroidals fol-liculars negatius
(factor de transcripcio tiroidal 1, tiroglobulina, PAX8 monoclonal) (32,33).

Fins fa poc es creia que la majoria de tumors paratiroidals tenien un origen monoclonal, pero
I’evidéncia actual suggereix que venen causats per proliferacions neoplasiques multiclonals. S’han
descobert diferents mecanismes moleculars implicats en la formaci6é d’adenomes paratiroidals, que
impliguen mutacions somatiques (no germinals) en diferents gens. EI mecanisme genétic més
freqiientment involucrat en la formacié d’adenomes paratiroidals esporadics son les mutacions
somatiques en MENL, tot i que la majoria tenen un origen molecular desconegut (4,34,35). Altres
gens que també s’han vist implicats en la formacié d’adenomes esporadics son: CCND1, CDKIs,
CASR, CTNNBL, EZH1/EZH2, ZFX, GMC2, AIP, CDC73, RET, PIK3CA, etc. (36-40).

Aproximadament un 15% dels casos d’HPP s6n deguts a malaltia multiglandular, sigui per
adenomes multiples o sigui per hiperplasia paratiroidal. En la darrera guia de I’Organitzacié Mundial
de la Salut (OMS) de 2022, s’ha canviat el terme “hiperplasia paratiroidal” en I’hiperparatiroidisme
primari per “malaltia paratiroidal multiglandular” o “adenomes paratiroidals multiglandulars
maltiples”, ja que s’ha vist que en ’HPP la MMG ¢és deguda principalment a proliferacions
neoplasiques clonals maltiples sincroniques o metacroniques (32). Sol afectar més freqiientment les
glandules paratiroidals superiors. La MMG es considera un factor de risc d’hiperparatiroidisme
familiar o hereditari (HPPF), per la qual cosa es recomana valorar fer un estudi genétic dels individus
gue la presenten, per tal de descartar variants germinals en gens seleccionats. També s’han vist casos
de MMG en I’HPP induit per liti (28,32,41).

L’HPP també pot venir causat per adenomes paratiroidals atipics, actualment denominats tumors
paratiroidals atipics (TPA) segons la nova classificacio de I’OMS (2022) (32). Es defineixen com
a neoplasies paratiroidals amb caracteristiques citologiques i arquitectoniques preocupants o
atipiques, perd sense presentar invasié vascular, capsular, perineural o a estructures adjacents, o
metastasi a distancia. Tenen un potencial maligne incert. No queda clar si podrien representar un
estadi inicial o preco¢ de carcinoma paratiroidal. La majoria solen tenir un comportament benigne,
pero s’ha vist que presenten més risc de recurrencia i de malignitat que els adenomes (42,43).
S’estima una incidéncia del 0,5-4,4% de TPA dels casos d’HPP operats (44). A escala histologica
poden tenir propietats similars a les del carcinoma paratiroidal, com ara nius cel-lulars dins d’un
teixit connectiu engruixit, cél-lules tumorals a la capsula, adheréncia a estructures adjacents sense
una invasi6 franca, fibrosi en banda, creixement trabecular, augment de I’activitat mitotica (>5 per
10mmz2), figures mitotiques atipiques, necrosi coagulativa, pérdua d’immunoreactivitat a
parafibromina, un index de proliferacié cel-lular elevat (Ki-67 > 5%) i altres aberrancies
immunohistoquimiques. Cal tenir en compte que les bandes fibroses també poden trobar-se en
adenomes paratiroidals grans, en pacients amb antecedents de manipulacié cervical prévia (sigui per
puncio aspiracié amb agulla fina, per una biopsia o per un traumatisme) o en adenomes quistics per
diposits d’hemosiderina.

En els TPA, la parafibromina és util com a marcador pronostic, ja que si la immunoreactivitat és
negativa, presenten més risc de malaltia metacronica i de recurréncia (32,45). En canvi, en cas de
tenir positivitat per parafibromina i ser negatius per PGP9.5 i galectina-3 tenen menys risc de
recurréncia (46). Quant al tractament dels TPA, es recomana una cirurgia més extensa si hi ha sospita
de malignitat, assegurant uns marges de reseccid adequats de cara a prevenir la recurrencia local. De
cara al seguiment clinic dels pacients, alguns autors recomanen fer-lo més estret que en el cas dels
adenomes independentment de la immunohistoquimica (43,47).
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El carcinoma paratiroidal (CP) es defineix com una neoplasia paratiroidal que presenta alguna de
les seglients caracteristiques: angioinvasio, invasio limfatica, invasio perineural o intraneural, invasio
local maligna a estructures anatomiques adjacents o metastasis a distancia documentades
histologicament o citologica. Els signes clinics i bioquimics que fan sospitar d’un CP son: una massa
cervical palpable, una mida superior a 3 cm, una hipercalcemia greu (> 12 mg/dL), uns nivells de
PTH sérica molt elevats (> 3 vegades per sobre del limit superior de la normalitat), una ratio de
PTHbio (3a generacid) / PTHi (2a generacid) > 1 o I’observacié intraoperatoria d’adhesié a
estructures adjacents. Fins ara no existeix un biomarcador especific que permeti fer el diagnostic de
CP de forma preoperatoria. La citologia no és util per diferenciar ’adenoma del carcinoma i
augmenta el risc de sembra tumoral, aixi que cal evitar-la. Com a diagnostic diferencial, cal tenir en
compte: TPA,; paratiromatosi; proliferacié paratiroidal benigna amb caracteristiques histologiques
poc clares degut a una puncio o alcoholitzacio prévies; i I’hiperparatiroidisme secundari o terciari de
llarga evoluci6, que pot donar lloc a glandules amb marges irregulars i altres caracteristiques
atipiques (28,32,39).

El CP és una malaltia potencialment hereditaria associada amb la sindrome d’hiperparatiroidisme
Iligat a tumor mandibular (HPT-JT) i a I’hiperparatiroidisme familiar aillat (FIHP) a causa de variants
patogéniques del gen CDC73 (cell division cycle 73), que codifica per la parafibromina (48). Els
carcinomes aparentment esporadics sovint s’han vist relacionats amb mutacions/inactivacions
bial-leliques del gen CDC73. Dels pacients amb hiperparatiroidisme degut a la sindrome HPT-JT, el
15% presenten carcinoma paratiroidal. Aixi, davant la troballa d’un CP cal valorar realitzar estudi
genétic, especialment si la immunohistoquimica per parafibromina és negativa (49,50). Es creu que
la parafibromina podria actuar tant de supressor tumoral com d’oncogen, depenent del microambient
tissular. De fet, a la darrera classificacié de tumors paratiroidals de ’OMS, s’ha proposat usar un
llindar de creixement invasiu menor per considerar el diagnostic de CP en tumors amb déficit de
parafibromina. Tot i aix0, la preséncia de tinci6 per parafibromina no exclou del tot la possibilitat de
presentar una variant patogénica en el gen CDC73, ja que existeixen mutacions puntuals que poden
mantenir I’expressio de parafibromina preservada (32,51).

La morbimortalitat dels pacients amb CP sobretot s’explica per la hipercalcémia i les seves
complicacions. S’ha vist que els nivells de calcémia dels individus amb CP o TPA solen ser més
elevats respecte d’aquells amb adenomes paratiroidals (52). El risc de recurréncia postcirurgia del
CP és forca elevat, sobretot locoregional, i per aquest motiu la técnica quirtrgica recomanada és la
reseccio en bloc (53). Aproximadament el 6-30% dels pacients amb CP poden presentar metastasis
ganglionars al diagnostic (39,54). La supervivéncia dels pacients operats i amb marges negatius és >
90% al cap de cinc anys i > 67% deu anys després, i sobretot ve condicionada per la presencia de
metastasi a distancia (55). Fins ara no s’ha demostrat I’eficacia de la terapia sistémica adjuvant en el
CP, pero s’han descrit alguns casos de remissié amb immunoterapia i amb sorafenib (39,45,56).

El diagnostic de TPA i de CP es basa estrictament en criteris histopatologics, per0 existeixen
técniques d’immunohistoquimica que poden ajudar a orientar ’origen i el tipus de neoplasia. En el
CP (i sovint també en els TPA) els marcadors PGP9.5, galectina-3, p53 i hTERT solen ser positius,
contrariament al que es veu en els adenomes. El Ki67 acostuma a ser > 5% i els marcadors APC, E-
cadherina, parafibromina i p27 solen ser negatius (57,58). No hi ha cap marcador definitiu, pero la
combinacio de diversos d’ells pot ser Gtil sobretot en els casos dificils de classificar (59). La nova
classificacio de I’OMS (2022) posa émfasi sobretot a la utilitat del marcador Ki67 i a la tincié amb
parafibromina (32).

Darrerament, s’ha fet eémfasi en el concepte de neoplasia paratiroidal amb deéficit de
parafibromina (NPDP). Fa referéncia a qualsevol tumor paratiroidal (sigui adenoma, tumor atipic
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0 carcinoma) que mostri una abséncia completa d’immunoreactivitat nuclear a parafibromina.
Aquesta absencia es considera una troballa anatomopatologica anormal que requereix tests
moleculars addicionals per a confirmar la seva significanca, ja que s’ha associat a major recurréncia
de malaltia paratiroidal i a majors trets atipics (51,60). Es correlaciona amb mutacions en el gen
CDC73, siguin somatiques o germinals. Les variants somatiques s’han relacionat més freqiientment
a adenomes paratiroidals quistics (45,51,61). En general, es recomana analitzar el gen CDC73 en
casos de: carcinoma paratiroidal (NPDP o no), TPA (si NPDP) i en adenomes paratiroidals que siguin
NPDP i presentin altres caracteristiques de risc com ara en pacients joves 0 amb tumors multiples
(32).

Per ultim, la paratiromatosi és una causa molt poc freqiient d’HPP recurrent, deguda a 1’existéncia
de teixit paratiroidal hiperfuncionant dispers fora de les glandules paratiroidals, usualment a les zones
cervical i mediastinica. Pot ser primaria, com a conseqiiéncia d’una proliferacié de restes
paratiroidals durant el descens de les glandules en el desenvolupament embriologic, o secundaria.
Aquesta darrera resulta de la sembra de teixit paratiroidal lesional durant una biopsia o cirurgia, per
ruptura de la capsula (39,62,63).

1.2 L’Hiperparatiroidisme primari familiar

Majoritariament, ’HPP ¢és una malaltia esporadica sense afectacié familiar i amb afectacio
uniglandular per adenomes. Tanmateix, S’estima que el 10-15% dels casos d’HPP sOn de causa
familiar, deguts a mutacions germinals en determinats gens (9,39,64). Els darrers 25 anys s’han
descobert diferents causes d’hiperparatiroidisme familiar (HPPF) i cada vegada esta augmentant més
I’interés en ’estudi molecular i genétic d’aquesta patologia. L’HPPF es pot classificar com a
sindromic, quan s’associa a altres tumors no paratiroidals (com ara les neoplasies endocrines
maultiples tipus 1, 2A, 4 i 5 [MEN1, MEN2A, MEN4 i MEN5] i la sindrome HPT-JT) o com a no
sindromic quan no associen altres tumors. Dins I'HPPF no sindromic s’hi inclou:
I’hiperparatiroidisme familiar aillat (FIHP), I’hiperparatiroidisme primari neonatal greu (NSHPT) i
la hipercalcémia hipocalcidrica familiar (HHF) (vegeu la Figura 1) (4,65).

Figura 1: espectre d’anomalies que poden donar lloc a HPP. S’exposen les causes hereditaries a
la dreta de I’esquema, amb el gen causant de la malaltia entre paréntesis (Modificat de Jha2023)
(39).

Hiperparatiroidisme primari

v v

Esporadic Familiar (10-15%)

[ e 1

Sindromic No sindromic
HHF tipus 1 (CASR)

HHF tipus 2 (GNA11)
HHF tipus 3 (AP251)

MEN1 (MENI)

Adenoma Carcinoma T Hipercalcémia MEN2 (RET)

paratiroidal paratiroidal autoimmune MEN4 (CDKN1B) FIHP (GCM2, €DC73,
LA (L, MEN1, CASR)
LA, NSHPT (CASR, TRPVG)

El diagnostic de I’hiperparatiroidisme hereditari sol ser complicat de fer, per desconeixenca
d’antecedents familiars del pacient (si s6n asimptomatics o si no s’ha investigat prou), per mutacions
germinals de novo o per penetrancia incompleta d’algunes formes sindromiques. Habitualment, cal
sospitar HPPF en aquells individus amb HPP si: son joves, presenten una anatomia patologica de risc
(malaltia multiglandular, carcinoma paratiroidal o tumor paratiroidal atipic) o si hi ha indicis d’una
historia familiar suggestiva (4). A ’'HPPF I’afectaci6 multiglandular és més freqiient que a
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I’esporadic, sigui de forma sincronica o Sigui asincronica, per aixo un HPP persistent o recurrent
després d’haver-se tractat quirirgicament també ha de fer pensar en un possible origen hereditari
(66). A continuacio, s’expliquen les diferents causes d’HPPF.

1.2.1 Formes sindromiques

Parlem d’HPPF sindromic quan la causa és una variant germinal d’un gen que, a part de manifestar-
se fenotipicament amb HPP, s’associa a altres tumors no paratiroidals. S’hi inclouen les sindromes
MEN1, MEN2A, MEN4, MENS5 i HPT-JT (vegeu la Taula 2).

Taula 2: classificacio i caracteristiques dels diferents tipus d’hiperparatiroidisme familiar o
hereditari. Nom: nomenclatura; Hr: patré d’heréncia; AD: heréncia autosomica dominant; AR:
heréncia autosomica recessiva; TGEP: tumors gastro-entero-pancreatics; CMT: carcinoma
medul-lar de tiroides; X: grup heterogeni.

. Altres tumors o
Gens Proteina .
Nom . Hr HPP caracteristiques
associats afectada .
associades
MMG. - TGEP
Afectacio asimétricai | - Adenomes hipofisiaris
MEN1 MEN1 AD | Menina greu. - Altres: lipomes, tumors
Sovint diagnostic a la | suprarenals, carcinoides
2a-3a decada. timics o bronquials, etc.
Receptor MMG o adenomes.
MEN2A | RET AD | tirosin- | s lleuimenys SCMT
Kinasa recidives que en - Feocromocitoma
MENL1.
MMG 0 adenomes. -TGEP
Mes lleu que en s
MEN1 - Adenomes hipofisiaris
MEN4 CDKNIB | AD | p27 Risc de recurréncia | A Wres: tumors de marma,
i K urinaris/genitals, renals,
postcirurgia. A
. - suprarenals, de colon,
Sovint paratiroides .
. P lipomes, etc.
intratimiques.
HPPF - Feocromocitomes i
sindromic MAX paragangllome_:s o
(MYC- Adenomes - Adenomes hipofisiaris
MENS5 . AD | MAX . funcionants
associated paratiroidals. ) .
- Altres: ganglioneuromes,
factor X)
neuroblastomes,
condrosarcomes, etc.
CDKN2B p15 - Similar a MEN1
Sindromes | CDKNZC | .\ | pi8 MMG mﬁéﬁfs.cf;ivsvim:fze
MEN1-like ' RIS
CDKN1A p21 prostata, mama,
hemangiomes hepatics, etc.
MMG asincronica. . .
. ; - Fibromes ossificants
Meés frequents benignes de mandibula o
HPT-JT CDC73 AD Parafi- adenomes i TPA. maxigl lar
(HRPT2) bromina Risc CP (15%). L
. - Quists/tumors renals
Adenomes quistics. .
. . - Tumors uterins
Més agressiu.
HPPF no HHF1 CASR AD CaSR Hipercalcémia - CCCR baixa
sindromic HHF2 GNA11 Gall cronica, [PTH] - Augment del Mg seric
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normal o lleu? i - No augment de la
daptor- | e |t
HHF3 AP2S1 p-r:JZISnizt MMG. - Sovint DMO normal
’ HPP persistent
postcirurgia.
. . Fractures, hipotonia, distrés
Hiperparatiroidisme . ; .
CaSR rimari neonatal areu respiratori, alteracions del
HPP CASR AR/ Il[\)/IM G greu. neurodesenvolupament,
neonatal TRPV6 AD ' CCCR baixa.
TRPVE Hlperparat|r0|_d|sr_ne »
neonatal transitori.
GCM2 .
CDCT73 D’lferents patrons. No altres endocrinopaties
FIHP X S’han reportat casos L
MEN1 de CP (per definicid).
CASR '

Sindrome de MEN1

La sindrome MEN1, antigament anomenada sindrome de Wermer, es caracteritza per una
combinaci6 de tumors paratiroidals, d’adenohipofisi i de les cél-lules dels illots pancreatics, entre
d’altres. T¢é una prevalenca estimada de 3-20/100.000 persones i de 1’1-18% dins dels pacients amb
HPP. Es considera una malaltia d’heréncia autosomica dominant (AD). Per definicid, per poder fer-
ne el diagnostic, I’individu ha de presentar dos dels tres tumors citats anteriorment (67—69). El gen
responsable de la sindrome s’anomena MENL1 i es troba al cromosoma 11¢13. Consta de deu exons
gue codifiquen una proteina de 610 aminoacids coneguda com a menina, que regula la transcripcid,
estabilitat genomica, divisié i proliferacid cel-lulars. Aquest gen es comporta com un gen supressor
tumoral i segueix el model de Knudson dels dos successos (teoria del doble impacte o second hit),
que defensa que perque es produeixi el desenvolupament tumoral, cal una inactivacid de les dues
copies del gen. Aixi, perqué es formi un tumor cal que en una determinada cél-lula tingui lloc una
mutaci6 somatica (adquirida) de la copia sana del gen, és a dir, que hi hagi una perdua d’heterozigosi
0 LOH (70-75).

S’han descrit més de 1.100 mutacions germinals del gen MEN1 en els pacients amb sindrome de
MENL1 i > 80% son inactivadores. Aquestes provoquen que la menina sigui disfuncional, fet que
reforca la idea que es tracta d’un gen supressor tumoral. Dins de les mutacions germinals,
aproximadament el 23% son sense sentit (nonsense), el 41% son delecions o insercions que
produeixen canvi en la pauta de lectura o de desfasament, el 6% son delecions o insercions sense
canvi en la pauta de lectura (infame), el 9% es produeixen en regions de tall i empalmament (splice
site), el 20% provoquen un error de sentit (missense) i 1’1% sén delecions senceres o parcials del
gen. S’estima que més del 10% de les mutacions causants de MEN1 son de novo (70,76,77). En
aquesta sindrome no existeix una correlacié aparent genotip-fenotip i, a més, s’ha vist una gran
variabilitat fenotipica entre families i dins la mateixa familia (78,79). Es calcula que entre el 5 i el
30% dels pacients amb un fenotip MEN1-like poden no tenir mutacions germinals en les regions
codificants de menina. Aquests casos podrien ser deguts a mutacions en la regié promotora 0 no
traduida del gen MEN1, a grans delecions sovint no detectades per metodes convencionals, a
variacions epigenétiques 0 a variants en altres gens possiblement associats a patrons similars a
MEN1, com ara els gens inhibidors de quinasa dependents de ciclina o CDKIs (70,80-83).

El 95% dels pacients amb MEN1 presentaran HPP a causa d’un 0 més tumors de paratiroides,
tipicament als 25-45 anys. La hipercalcémia sol ser la primera manifestacié de la sindrome fins en el
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90% dels pacients (69,78). La lesio paratiroidal més freqiient és la malaltia multiglandular (MMG),
amb afectacié difusa de totes les glandules per hiperplasia cel-lular i/o per adenomes. L’afectacio
acostuma a ser asimétrica i asincronica, ja que les mutacions somatiques no tenen lloc al mateix
moment en totes les glandules paratiroidals (84). També s’hi han descrit canvis quistics en alguns
casos (85). Es poc habitual, perd s’han reportat alguns casos de CP o de TPA en MEN1 (86,87).

Les principals diferéncies de 'HPP en la sindrome MENI respecte a I’HPP esporadic son: I’edat
d’aparicié (segona-tercera década en MEN1 en contraposicié a 50-60 anys en 1’esporadic); una
afectacio per sexes similar en MENI a diferéncia de predomini femeni en 1’esporadic; la MMG com
a patré anatomopatologica més freqiient en MENZ1; una major freqiiencia de glandules paratiroides
supernumeraries i ectopiques a MENL1; una menor concentracié de PTH sérica per als mateixos
nivells de calci en MEN1; una menor correlacié entre [PTH] i la massa 0ssia respecte dels HPP
esporadics; una major afectacio ossia i renal en els pacients amb MENL; i, per Gltim, més recidives
postquirargiques en MEN1 (88-90). Ateses aquestes caracteristiques, en els pacients amb MEN1 es
recomana iniciar el cribratge d’HPP a partir dels vuit anys d’edat (69). La localitzacio preoperatoria
de les glandules paratiroidals té un valor limitat i en general es recomana 1’exploracio bilateral
independentment dels estudis d’imatge. La técnica d’eleccio és la paratiroidectomia subtotal amb
timectomia (tot i que aquesta darrera és controvertida), pero cal valorar sempre el risc-benefici de
recurréncia o persisténcia de I’HPP contra el risc d’hipoparatiroidisme permanent (28,39,63,89).

La incidéncia de tumors d’adenohipofisi en MEN1 és del 30%. El més frequent és el prolactinoma,
seguit dels adenomes no funcionants, els adenomes somatotrops i rarament corticotrops o tirotrops.
L’edat d’aparici6é mitjana és a la 3a-4a década de vida (39,67). Els tumors hipofisiaris en MEN1
respecte dels esporadics s6n més grans, més invasius i amb pitjor resposta al tractament. Tot i aixo,
I’aparicio de carcinoma hipofisiari és infreqiient. No tenen una histologia especifica i el tractament
no difereix del proposat per a tumors hipofisiaris esporadics. Atés que s’han reportat casos d’aquests
tumors en pacients pediatrics, es recomana iniciar-ne el cribratge a la infancia (39,67,69).

Els tumors gastro-entero-pancreatics o de les cél-lules dels illots pancreatics (TGEP) tenen una
incidencia aproximada del 40% en la sindrome de MENL. Solen apareixer en edats més joves que
els esporadics i sovint s6n multiples. Els més habituals sén els no funcionants (67,91-93). EI tumor
funcionant més frequientment associat a MENL és el gastrinoma i representa la causa principal de
morbimortalitat en aquests pacients. La localitzacié més freqlient és la submucosa duodenal, seguit
dels TGEP pancreatics, que solen tenir un curs clinic més agressiu. Quan els gastrinomes provoguen
multiples Ulceres gastro-duodenals per hipersecrecié gastrica acida poden donar lloc a la sindrome
de Zollinger-Ellison. Els insulinomes representen el 10-30% de tots els TGEP en MENL1 i en
comparacié amb els esporadics solen presentar-se en edats més precoces i tenir més recurréncies.
Altres tumors més rars que es poden trobar en MENL1 s6n el glucagonoma, el VIPoma i el
somatostatinoma. Els TGEP malignes son la causa més frequent de mortalitat en MENL1,
probablement degut a un retras en el diagnostic per manca de clinica en molts casos. Es recomana
iniciar-ne el cribratge a partir dels setze anys (39,69,94-96)

Els pacients amb MEN1 també tenen més risc de desenvolupar tumors carcinoides i suprarenals
corticals. Els tumors carcinoides es troben en el 3% dels pacients amb MENL1 i poden ser timics,
broncopulmonars o gastrics. Solen tenir un comportament benigne i la majoria sén asimptomatics,
perod poden donar clinica per secrecié de serotonina com diarrea, flushing, broncoconstriccio o
malaltia valvular dreta. Els timics son els més prevalents i poden tenir un curs mes agressiu, i per
aixo alguns autors proposen la timectomia profilactica. Els tumors suprarenals que s’han descrit en
pacients amb MEN1 (amb una prevalenca del 20-73%) sén: adenomes corticals, hiperplasia
suprarenal, adenomes multiples, hiperplasia nodular, quists o carcinomes. La majoria s6n no
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funcionants, pero també s’han reportat tumors secretors d’aldosterona i de cortisol. En canvi, els
feocromocitomes rarament s’associen a aquesta sindrome (39,69,97,98).

Altres tumors associats a la sindrome MEN1 s6n angiofibromes, col-lagenomes o lipomes i, de
forma menys frequent, ependimomes, schwannomes, meningiomes i tumors tiroidals. També s’han
reportat casos amb leiomiomes d’esofag i del tracte genitourinari i tumors de colon, de mama i 0ssis,
tot i que no existeix un clar augment de la predisposicié del cancer de colon en comparacié a la
poblacié general (69,99).

Segons les darreres guies i revisions de MEN1, les recomanacions per a realitzar un cribratge
genétic per a mutacions germinals del gen MEN1 sén: en primer lloc, presentar dos o més tumors
endocrins associats a MEN1; en segon lloc, ser familiar de primer grau d’un pacient amb MENT,
amb clinica o sense; i, per ultim, presentar una MMG, un gastrinoma o tumors dels illots pancreatics
multiples a qualsevol edat (69,100).

Sindrome de MEN2

La sindrome MEN2 es caracteritza per una combinaci6 de carcinoma medul-lar de tiroides (CMT),
feocromocitoma i tumors paratiroidals i ve provocada per mutacions germinals en el protooncogen
RET. Es tracta d’una malaltia AD amb una prevalenga estimada d’1:30.000. Existeixen quatre
variants de MEN2 (anteriorment anomenada MENZ2A), produides per diferents mutacions
(39,69,78,101):

1) MEN2 classic: és la variant més freqlient, associada a CMT en el 90% dels casos, a tumors
paratiroidals en el 20-30% i a feocromocitomes en el 10-50%, que poden ser bilaterals.

2) MEN2 amb liguen cutani amiloidotic: poden presentar aquesta lesio cutania, sobretot a la
regi6 escapular.

3) MEN2 amb malaltia d’Hirschprung: variant causada per mutacions amb pérdua de
funcionalitat de I’ex6 10, a diferéncia de la resta de variants, en que les mutacions provoquen
un guany de funcionalitat. Aquesta dualitat s’explica perqué I’activacio constitutiva del RET
és suficient per a la transformacié neoplasica de les cél-lules C i les cél-lules de la medul-la
suprarenal, pero insuficient per a generar una resposta trofica en el precursor de neurones
(provocada per una manca d’expressié de la proteina RET a la superficie cel-lular). ES
manifesta per I’abséncia de cél-lules ganglionars intrinseques al tracte gastrointestinal distal,
que provoca obstrucci6 intestinal i megacolon.

4) CMT familiar aillat: presenten CMT sense altres afectacions fenotipiques.

El gen causant dels diferents tipus de MEN2 és el RET, localitzat al cromosoma 10g11.2. Codifica
per un receptor tirosina-quinasa que té dominis extracel-lulars i intracel-lulars i esta involucrat en
senyals de transducci6 necessaris per al creixement i la diferenciacié cel-lulars (69). S’ expressa a les
cel-lules que deriven de la cresta neural, dels arcs branquials i al sistema urogenital (102). L activacio
del gen RET dona com a resultat la posada en marxa de moltes vies com ara la RAS/MAPK i la
PIK3/AKT. EI MEN2 classic majoritariament ve causat per mutacions amb error de sentit que afecten
el domini extracel-lular. EI 85% sén mutacions del cod6 634 (ex6 11), essent la més freqiient la
p.Cys634Arg, i s’associen a una penetrancia moderada-alta d’HPP. Altres mutacions de RET dels
codons 609, 611, 618 i 620 (ex6 10) s’associen a una penetrancia del 2-12% d’HPP (39,103).

El CMT sol ser la manifestaci6 més precog i prevalent de MEN2, amb una penetrancia gairebé
completa, per la qual cosa és una causa d’HPPF sindromic relativament facil de diagnosticar. L’HPP
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té una prevalenca del 20-30% en el MEN2 classic i I’anatomia patologica sol ser d’adenoma
paratiroidal, de MMG amb hiperplasia o una combinacié d’ambdés. Comunament, es tracta d’un
HPP lleu, asimptomatic i en edats joves (67). Aixi com la tiroidectomia en MEN2 és altament
recomanada i de forma profilactica, la paratiroidectomia profilactica no es recomana d’entrada, atesa
la baixa prevalenca de I’HPP (28). En general, només es recomana la cirurgia paratiroidal si el pacient
presenta simptomes d’hiperparatiroidisme. Tot i aix0, algunes guies recomanen examinar les
glandules paratiroidals durant la cirurgia tiroidal i valorar extreure’n aquelles engrandides
macroscopicament (102).

D’altra banda, existeix la sindrome MEN3 (anteriorment anomenada MEN2B), que representa el 5-
6% de tots els casos de MEN2 i s’associa a la preséncia de CMT i feocromocitoma, aixi com a habit
marfanoide, anomalies oculars, neuromes mucosos i disfuncié intestinal autonomica ganglionar (que
pot produir diverticulosi i megacolon). En canvi, no s’associa a tumors paratiroidals. La majoria de
mutacions del gen RET en els casos de MEN3 sén del codd 918 (4,39).

Sindrome de MEN4

Aproximadament el 10-15% dels pacients amb fenotip de MENL1 no presenten mutacions germinals
en el gen MEN1 (69). Com s’ha comentat, aixo podria ser degut als diferents métodes de cerca de
mutacions, com ara en casos de grans delecions o d’alteracions genétiques a regions no codificants,
que poden no ser detectades amb els métodes convencionals, perod s’ha vist que és poc habitual
(70,82,104,105). En les darreres décades s’ha descobert que mutacions en altres gens com ara els
inhibidors de quinasa dependents de ciclina (CDKIs) podrien ser una explicacié per aquests pacients
amb patr6 MEN1-like i sense mutacions del gen MENL.

La sindrome MEN4 es va descriure inicialment en rates (anomenada MENX) I’any 2000, explicada
per mutacions patogéniques en el gen cdknlb. Aquest gen, equivalent al CDKN1B en humans,
codifica per la proteina p27 o P27KIP1, que té una funcié reguladora de la progressié del cicle
cel-lular (106-108). Les rates amb sindrome MENX, d’heréncia autosomica recessiva (AR) en
aquesta espécie, presentaven un fenotip combinaci6 de MEN1 i MEN2 que incloia tumors
neuroendocrins hipofisiaris, suprarenals i del tracte gastrointestinal. No presentaven tumors
paratiroidals perd si hiperplasia paratiroidal (109). Les mutacions en cdknlb en rates provocaven una
disminucié de I’expressio de la proteina p27. EI 2006 es va reportar el primer cas de MEN1-like amb
una mutacié germinal demostrada en el gen CDKNI1B en humans, en una familia amb HPP,
acromegalia i angiomiolipomes renals (106). La immunohistoquimica dels teixits tumorals va
demostrar una manca de tincié de la proteina p27.

Finalment, I’any 2008, durant el Congrés Internacional de Neoplasia Endocrina Mdltiple, es va
proposar denominar “sindrome MEN4” aquells pacients amb fenotip de MEN1, sense mutacions en
MEN1, que presentessin variants patogeniques germinals en CDKN1B (Online Mendelian
Inheritance in Man, OMIM 610755) (110). Des de llavors s’han anat reportant casos similars, sempre
amb un patr6é d’heréncia AD. S’estima una prevalenga de 1’1,5-3,7% dels casos de fenotip MEN1
sense mutacions a MEN1 que es podrien classificar com a MEN4. Tanmateix, fins ara hi ha pocs
casos descrits, aixi que la penetrancia clinica i I’afectacio fenotipica encara no esta ben definida i es
creu que podria ser una patologia infradiagnosticada (39,69,105,111-114). A part dels tres tumors
tipics de MENL1 (hipofisiaris, paratiroidals i TGEP), també s’han descrit altres tumors en pacients
amb la sindrome de MEN4: meningiomes, hemangiomes hepatics, tumors cutanis, noduls
suprarenals, neoplasia de colon, tumors de mama i neoplasies genitourinaries (114-118).
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Les quinases dependents de ciclina (CDK) necessiten unir-se a la resta de ciclines per a fer la seva
funcié d’aturar o posposar la progressid del cicle cel-lular (119). Concretament, la ciclina D té un
paper important en la regulacio de la progressid del cicle cel-lular i la seva inactivacio determina la
progressié de fase GO a S1, un pas crucial pel control del cicle cel-lular de les cel-lules paratiroidals
(78). Es coneixen dues families de gens CDKIs, tots ells encarregats de codificar per a proteines
implicades en el control del cicle cel-lular (118): en primer lloc, la familia d’ INK4a/ARF, formada
pels gens CDKN2A (codifica per la proteina p16), CDKN2B (p15), CDKN2C (p18) i CDKN2D (p19);
i, en segon lloc, la familia de Cip/Kip, que conté els gens CDKN1A (p21), CDKN1B (p27) i CDKN1C
(p57). En models de ratolins s’ha vist que modificacions genétiques de les proteines p27, p21 i p18
causen tumors endocrins tipics de MEN1 i MEN2 (107).

El gen CDKN1B es localitza al cromosoma 12p13, conté dos exons i codifica per la proteina p27, de
196 aminoacids i membre de la familia Cip/Kip. T¢ diferents dominis d’uni a proteines, es localitza
tant a escala intranuclear com citoplasmatica i conté senyals de localitzacié nuclear. S’ha demostrat
més d’un 90% d’homologia de I’ADN (acid desoxiribonucleic) codificant del CDKN1B entre rates i
humans (109). Es considera un gen supressor tumoral atipic o protooncogen, ja que el segon al-lel
rarament estd mutat en les neoplasies humanes (120). Es a dir, a diferéncia del que passa a MEN1,
en la MEN4 no hi ha LOH, sin6 que es pensa que la tumorogeénesi pot tenir lloc amb
haploinsuficiéncia del gen, sense ésser necessaria una mutacié somatica del segon al-lel (39,115—
117). Alguns autors suggereixen que el desenvolupament tumoral podria explicar-se per alteracions
epigenétiques (70,121) i diferents estudis suggereixen que la quantitat de p27 té un rol important en
la formacio tumoral tant en humans com en ratolins (81,107,118). De fet, s’ha demostrat que
I’expressid de p27 esta disminuida i que implica un pitjor pronostic en certes neoplasies (mama,
hepatiques, colorectals i renals) (122). L’estreta relacio entre MEN1 i MEN4 segurament ve donada
perqueé la transcripcio del CDKN1B, i per tant I’expressi6 de p27, venen regulades per la menina. A
més, s’ha vist que la inactivacié bial-1¢lica de MENL1 provoca una inhibici6 de la transcripcié de
CDKN1B i una disminucié de I’expressio de p27 (122-126) Aixi, en resum, les mutacions
inactivadores de CDKN1B disminueixen I’expressio de p27, fet que augmenta la susceptibilitat a
neoplasies.

Fins ara s’han descrit poc més de 100 casos de MEN4, que inclouen unes 52 variants de CDKN1B
(83,106,113,115-118,125,127-141). No s’ha trobat una clara relacié genotip-fenotip, atesa la gran
variabilitat intrafamiliar tant en el tipus com en la gravetat de les manifestacions cliniques. Les
principals diferéncies fenotipiques entre les sindromes de MEN4 i MEN1 s6n (39,81,114,115):

1) HPP (prevalenca del 80-90% aproximadament): en general 1’edat d’aparici6 és més tardana
en MEN4 (56 anys en oposicié a 25 anys), existeix un predomini en dones, menor
penetrancia, menys recurrencia i sol ser més lleu. Aixi com en MEN1, en MEN4 també
acostuma a ser la primera manifestacid clinica. Alguns autors recomanen una cirurgia
minimament invasiva (paratiroidectomia Unica) atés que la majoria de pacients presenten un
Unic adenoma paratiroidal. Només s’ha descrit MMG en el 14% dels casos i malaltia
recurrent en el 6%.

2) Tumors hipofisiaris (14-44%): en algunes séries son més petits, menys freqlients i menys
agressius en MEN4 que en MENL. S’han descrit somatotropinomes, corticotropinomes,
prolactinomes i adenomes no funcionants. La preséncia de prolactinomes és menys frequient
que en MENL.

3) TGEP (19-25%): sén menys freqients en MEN4 que en MENL. Els més freqlients son els
no funcionants i els gastrinomes. Fins ara no s’han descrit insulinomes, VIPomes,
glucagonomes, Cushing ectopic ni TGEP malignes en MEN4. Per contra, si que s’ha descrit
algun cas de TGEP metastatic.
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4) Altres tumors: en pacients amb MEN4 s’han descrit meningiomes, lipomes, tumors renals,
adrenocorticals, carcinoides bronquials, colonics, mamaris i neoplasies genitourinaries.

Fins ara, no hi ha guies especifiques sobre el maneig més adequat dels pacients amb sindrome de
MEN4. La majoria d’autors recomanen seguir les recomanacions cliniques establertes per als
pacients amb sindrome de MENL, tot i que en alguns casos es podria ser menys estricte, atesa la
menor gravetat fenotipica en MEN4 (81,104,114,115,142,143).

D’altra banda, cal destacar que també s han reportat set mutacions germinals en altres gens de la
familia de CDKIs (CDKN2C/p18, CDKN2B/p15 i CDKN1A/p21) en pacients amb patr6 fenotipic
de MENL1-like. Es considera que mutacions en aquests altres gens CDKIs, diferents al CDKN1B,
podrien explicar entre 1’1 i el 2% dels individus amb patr6 MEN1-like i sense mutacions al gen MEN1
(118,144). Hi ha estudis fets en ratolins en que es relacionen mutacions germinals de CDKN2C (que
codifica per la proteina pl8) amb fenotips similars a MENI1 i on s’ha vist una disminucié de
I’expressio de p18 en teixits tumorals (145). A més, és conegut que la menina té un efecte sobre la
transcripcié genetica del CDKN1B i del CDKN2C, fet que pot explicar que mutacions en aguests
gens puguin donar lloc a un fenotip MEN1-like (123,146). Tot i aix0, falten estudis que ajudin a
corroborar la patogenicitat d’aquestes alteracions.

Sindrome de MEN5

De forma més recent s’ha descrit una nova sindrome de la familia de les neoplasies endocrines
multiples: la MENS. Ve causada per variants germinals inactivadores del gen supressor tumoral MAX
(MYC-associated factor X) i es considera de patré AD. El fenotip inclou endocrinopaties classiques
de MEN (feocromocitomes-paragangliomes, tumors hipofisiaris i malaltia paratiroidal) i tumors no
endocrins, sobretot d’origen a la cresta neural. S’ha associat a feocromocitomes, sovint bilaterals,
multiples i a vegades malignes (39,65,147). De forma menys freqlient, s’han descrit paragangliomes,
ganglioneuromes, ganglioneuroblastomes i neuroblastomes extraadrenals. També s’associa a
adenomes paratiroidals i tumors hipofisiaris funcionants (sobretot prolactinomes o
somatotropinomes), que solen apareixer més tard que els feocromocitomes. Per Gltim, s’han reportat
casos de tumors no neuroendocrins associats a mutacions en aquest gen, com ara condrosarcomes i
adenocarcinomes pulmonars (147-149).

De forma general, els tumors associats a mutacions en el gen MAX solen ser multiples, bilaterals i/o
multicéntrics. S’han descrit casos d’hiperplasia suprarenal medul-lar, pero de forma menys freqlent
que en casos de MENZ2. EI gen MAX codifica per un factor de transcripcié que regula la proliferacio
i diferenciaci6 cel-lulars, I’angiogénesi i I’apoptosi. Es tracta d’un gen supressor tumoral classic, que
requereix la pérdua del segon al-lel per provocar la tumorogeénesi. Fins ara hi ha pocs casos descrits
i encara no es coneix bé el fenotip exacte que pot provocar (147). La immunohistoquimica de MAX
i Iestudi genétic del gen MAX no se sol realitzar a la practica clinica (65). Alguns autors, pero,
recomanen el cribratge de mutacions en linia germinal del gen i, en cas de trobar variants
patogéniques, fer una avaluaci6 completa mitjancant: RM d’hipofisi, analitica amb metabolisme
fosfocalcic, perfil hipofisiari, metanefrines urinaries i proves d’imatge, tenint en compte el risc de
desenvolupar feocromocitomes bilaterals i/o metastatics (147).

Sindrome d’HPT-JT

La sindrome d’hiperparatiroidisme lligat a tumor mandibular o HPT-JT (OMIM 145001) es va
descriure per primera vegada 1’any 1990 en una familia amb malaltia paratiroidal i fibromes

26



ossificants de mandibula (150). Es van identificar mutacions germinals inactivadores en heterozigosi
al gen HRPT2, posteriorment anomenat CDC73, com a causants d’aquesta sindrome (39,151). Fins
ara s’han descrit a la literatura unes 150 families afectades per aquesta sindrome, que és d’heréncia
AD (50,142,152).

El gen CDC73 és un gen supressor tumoral, situat al cromosoma 1g31.2, que codifica per la
parafibromina. La parafibromina és una proteina predominantment nuclear que forma part del
complex PAF1 (polymerase-associated factor 1) i s’encarrega de regular diferents vies de
transcripcio cel-lular com la modificacié d’histones, la remodelacié de cromatina, la via Wnt/beta-
catenina, etc (4,39,153). També té un paper al citoplasma, on controla I’estabilitat de I’ARN (acid
ribonucleic) i regula I’apoptosi cel-lular (154). El patro de tumorogénesi d’aquest gen segueix el
model de Knudson de pérdua d’heterozigosi, ja que s’han demostrat mutacions somatiques
concomitants a teixits tumorals de pacients amb mutacions germinals en CDC73. Es a dir, per a
produir-se I’alteracio tumoral, cal una inactivacié bial-lelica del gen, fet que donara lloc a una pérdua
d’expressio de parafibromina (4,39,48,142). S han descrit més de 60 variants germinals patogéniques
en CDC73 que afecten la regi6 codificant. La majoria prediuen un truncament prematur i, per tant,
una perdua funcional de la parafibromina (48,155). Els exons més freqlientment afectats son 1’1, el
7iel 2. Lamajoria de variants son de desfasament, delecions o insercions (54%), sense sentit (24%),
amb error de sentit (15%) o variacions splice site (7%) (48,50).

La sindrome HPT-JT, en la seva expressio clinica completa, es manifesta amb HPP, tumors
mandibulars o maxil-lars, tumors renals i tumors uterins. Tanmateix, presenta una penetrancia
incompleta i variable, amb una manca de correlacié genotip-fenotip (39,48,66). D’altra banda, s’ha
vist que fins a un 20% dels pacients amb diagnostic clinic d’HPT-JT no presenten variants
patogéniques detectables a CDC73. Aquest fet podria explicar-se per mutacions no identificades en
regions promotores o0 per delecions de tot un exé o gen que no s’hagin localitzat amb els metodes
convencionals (156,157).

L’HPP és la manifestacio meés freqlient i precog del HPT-JT, amb una penetrancia aproximadament
del 80-100% en adults i una edat mitjana d’aparicio de 28 anys. Els pacients amb HPT-JT tenen més
prevalenca de tumors paratiroidals atipics i de carcinomes paratiroidals (CP) respecte dels pacients
amb HPP esporadic (66,155,158). La prevalenca de carcinoma paratiroidal en aquesta sindrome és
del 23%, a diferéncia de 1’1% en la resta d’HPP (152). S’ha vist que les mutacions germinals de
major impacte, és a dir, les que prediuen major disrupcié de la parafibromina, s’associen més
fortament a CP (159). Els tumors paratiroidals associats a una inactivacié bial-1élica del gen CDC73
solen tenir una perdua d’expressio6 immunohistoquimica nuclear i/o nucleolar de parafibromina
(39,160). Com s’ha comentat anteriorment, la perdua de tincio per parafibromina pot ser util per
predir el comportament dels tumors paratiroidals, ja que s’associen a pitjor pronostic (45,60). Tot i
aixo, la majoria de pacients amb HPT-JT presenten adenomes paratiroidals benignes indistingibles
dels adenomes esporadics. També s’ha vist una major freqiiéncia d’adenomes amb canvis quistics i
amb caracteristiques morfologiques diferents (51,142). L’afectacio anatomopatologica en ’HPT-JT
sol ser uniglandular (70-90%), a diferéncia del que passa en altres tipus d’HPPF (50,66,161).

Fins ara no existeix un consens sobre la cirurgia paratiroidal més adequada en aquesta sindrome,
pero en general s’aconsella que sigui precog pel risc de CP (142). Tot i que cal individualitzar cada
cas, habitualment es recomana I’exploraci6 unilateral amb paratiroidectomia selectiva en cas d’una
sola glandula afectada detectada per proves de localitzaci6 preoperatories. L’exploracio bilateral es
reserva per aquells casos en que la localitzacio és negativa o discordant o en casos d’alta sospita de
CP. El risc de recurréncia dels pacients amb CP és del 50%, amb una supervivéncia global al cap de
deu anys d’un 60-70% (28,161-163). No s’ha demostrat un clar benefici de la paratiroidectomia
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profilactica per prevenir malignitat a la HPT-JT. En aquells pacients que no vulguin o puguin
sotmetre’s a cirurgia i presentin simptomes d’HPP, s’ha suggerit el tractament amb cinacalcet
(50,152).

Les lesions uterines son la segona manifestacio més freqiient en I’'HPT-JT després de I'HPP, amb
una prevalenca del 50%. S’han descrit adenofibromes, leiomiomes, hiperplasia endometrial,
adenomiosi i adenosarcomes, tots amb un origen embrioldgic comu del sistema mesodérmic ductal
Mulleria. Habitualment, afecta dones d’entre 20 i 40 anys i es manifesta amb menorragia, fet que pot
derivar en una necessitat d’histerectomia i, per tant, en una disminucio de la capacitat reproductora
respecte de la poblaci6 general (158,164). Tot i que I’adenomiosi és un trastorn amb una incidéncia
poblacional elevada, alguns autors recomanen tenir en compte el diagnostic d’HPT-JT en els casos
en qué aquesta s’associi amb HPP (39,50).

Un 10-30% dels pacients amb HPT-JT presenten fibromes ossificants de mandibula o maxil-lar
(FO). Son tumors benignes amb un risc de degeneracié maligna menor al 0,5% (165). L’origen
d’aquests tumors no queda clar. Es creu que deriven de les cél-lules mesenquimatiques blastiques de
la membrana periodontal. Cal diferenciar-los dels tumors marrons (0 pardos) tipics de I’osteitis
fibrosa quistica o de I"'HPP greu. Els FO poden aparéixer o empitjorar després de la paratiroidectomia
(a diferencia dels tumors marrons, que se solen resoldre amb la cirurgia de ’HPP), es limiten a la
zona mandibular-maxil-lar, no presenten abundancia de cél-lules gegants multinucleades i poden
presentar una vora esclerotica a la radiografia (50,166,167).

Un 15-30% dels pacients amb HPT-JT presenten lesions renals, essent els quists les més habituals.
De forma menys freqiient s’han descrit casos d’hamartomes, tumors de Wilms, tumors epitelials i
adenocarcinomes (152,168). Altres manifestacions reportades en pacients afectats d’aquesta
sindrome sén: aneurisma aortic toracic, carcinoma de cOlon i tumors tiroidals. D’altra banda, en certs
tumors com carcinomes gastrics i neoplasies de mama s’ha demostrat una regulacio a la baixa de
I’expressio de parafibromina, pero sense evidenciar-se mutacions en el gen CDC73 (169-172).

Ates que I’expressio clinica d’aquesta sindrome és forga variable, caldria sospitar I’HPT-JT no
només en casos d’HPP i tumors mandibulars, siné també en casos d’HPP en edats joves (< 40 anys),
malaltia multiglandular, anatomia patologica de risc (tumor atipic, adenoma paratiroidal quistic o
CP), o en el cas d’HPP i coexisténcia de fibroma ossificant de mandibula, tumor renal o uteri. Tot i
que no hi ha guies consensuades sobre el maneig d’aquesta sindrome, €S recomana un seguiment
periodic que inclogui estudi analitic del metabolisme fosfocalcic, ecografia cervical,
ortopantomografia i ecografia renal i ginecologica (50).

1.2.2 Formes no sindromiques

Les causes d’HPPF no sindromic son aquelles en que I’inica manifestacio associada a 1’alteracio
genética és I’hiperparatiroidisme, sense altres signes ni simptomes extra paratiroidals. S’hi inclouen
la hipercalcémia hipocalcidrica familiar (HHF), I’hiperparatiroidisme primari neonatal greu i
I’hiperparatiroidisme familiar aillat (FIHP).

Hipercalcémia hipocalcitrica familiar

La hipercalcemia hipocalcitrica familiar (HHF), [OMIM #145980], és una malaltia AD que es va
descriure per primera vegada I’any 1966 i va rebre aquest nom el 1972 (173). Se li estima una
prevalenca d’1/1000 a 1/5000 (174,175). Habitualment, s’ha descrit com a una hipercalcémia
asimptomatica associada a hipocalciurica inapropiada i a nivells de PTH circulant normals (68,176).
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Existeixen tres formes de la malaltia, causades per mutacions germinals en tres gens diferents: I’HHF
tipus 1, associada a mutacions del CASR (Calcium sensing receptor); I’HHF tipus 2, causada per
mutacions en el GNAL1 (Gal1 o G protein subunit alpha 11); i ’HHF tipus 3, deguda a variants del
gen AP2S1 (adaptor related protein complex 2 subunit sigma 1). Aquestes mutacions acaben
provocant una sensibilitat alterada al calci per part del receptor sensible al calci (CaSR) i, per tant,
una resposta inadequada dels nivells de PTH a la calcémia. Es necessiten nivells plasmatics més
elevats d’aquest electrolit per frenar I’alliberament de PTH. Aixi, s’acaba produint una hipercalcémia
compensatoria amb hipocalciuria (177).

L’HHF tipus 1 és el subtipus més freqiient (65%), amb una prevalenga estimada de 74,1 per 100.000
(39,175,178). La causen mutacions inactivadores en heterozigosi del gen CASR. Mutacions d’aquest
mateix gen inactivadores en homozigosi s’han associat a I’hiperparatiroidisme primari neonatal greu
(NSHPT), [OMIM #239200]. En canvi, mutacions activadores del CASR s’han associat a la
hipocalcémia autosomica dominant [OMIM #146200] (177,179). ElI gen CASR se situa al
cromosoma 3q13.3-q21.1, presenta vuit exons (sis de codificants i dos de no codificants 1A i 1B) i
dos promotors. Codifica pel CaSR, una glicoproteina receptora de classe C acoblada a proteines G
amb set dominis transmembrana, formada per 1078 aminoacids, implicada en ’homeostasi del calci
(142,180,181). Aquest receptor modula la secrecid de péptics, 1’activitat de transport/canals ionics i
la diferenciacio, proliferacio i apoptosi cel-lulars (182). S’expressa en multiples teixits, pero
fonamentalment a les glandules paratiroidals, les cél-lules dels tubuls renals i al sistema ossi
(177,183). Les cel-lules paratiroidals responen a petites disminucions dels nivells de calci
extracel-lular a través d’aquest receptor, que genera canvis en les vies intracel-lulars provocant
finalment un augment de la secrecid de PTH al torrent sanguini. En I’HHF el CaSR és menys sensible
als nivells de calci, i per aquest motiu es produeix una hipercalcémia compensatoria. S’han descrit
més de 300 mutacions causants d’HHF tipus 1, que actuen mitjancant diferents mecanismes com ara
la disminuci6 de ’activacio del CaSR, la disminucié de 1’expressio del receptor a la superficie
cel-lular, la disminuci6 de I’afinitat pel calci plasmatic, etc. La majoria d’aquestes mutacions son
amb error de sentit (>85%), perod també poden ser sense sentit, delecions, insercions i mutacions
splice site. Aquestes mutacions acaben donant lloc a una proteina CaSR disfuncional, sigui per
alteracid en la biosintesi o en la senyalitzacio. En una cohort francesa de 77 pacients adults s’ha vist
una manca de correlacié genotip-fenotip a I’HHF tipus 1 (178).

L’HHF tipus 2 és la menys freqlient i ve causada per mutacions de pérdua de funcio, en heterozigosi,
del gen GNAL1, situat al cromosoma 19p.13.3. Codifica per la subunitat o de la proteina G acoblada
al CaSR, que esta involucrada en la senyalitzacié d’aquest receptor (184). S’estima que un 5-10%
dels pacients amb HHF i sense mutacions a CASR podrien ser portadors de mutacions en el GNA11
(142,185). Els pacients amb aquest subtipus solen presentar un fenotip més lleu d’HHF (186).

L’HHF tipus 3 és el subtipus més greu i se li estima una prevalenca de 7,8 per 100.000 (187). La
causen mutacions germinals inactivadores del gen AP2S1, que codifica per la AP2c, una subunitat
d’un complex multiméric implicat en I’endocitosi del CaSR. Les mutacions descrites fins ara en
aquest gen provoquen una interrupcid entre 1’AP2c i el domini intracel-lular del CaSR. D’aquesta
manera, disminueixen I’endocitosi i afecten I’expressio del receptor a la superficie cel-lular i el
senyal de transducci6. Aix0 genera una disminucié de la sensibilitat al calci extracel-lular
(184,186,188,189). Aquests pacients solen presentar nivells més alts d’hipercalcémia,
hipermagneseémia i hipocalcidrica respecte a les altres dues formes d’HHF. També poden mostrar
una disminucié de la DMO a la infancia, un augment de risc d’osteomalacia i tenen un risc més elevat
de disfuncio cognitiva. S’estima que fins a un 15-20% dels pacients amb HHF i sense mutacions a
CASR podrien presentar mutacions del AP2S1 (185,190).
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El fenotip tipicament associat a I’lHHF és un patrd bioquimic d’hiperparatiroidisme, hipercalcémia
lleu-moderada, PTH normal o elevada i hipocalcidrica relativa, juntament amb hipermagnesémia
lleu. La hipercalcémia habitualment és asimptomatica i no progressa al llarg dels anys (190,191). Els
nivells de PTH plasmatica son inapropiadament normals en el 80% dels pacients i I’excreci6 urinaria
de calci sol ser baixa 0 amb valors normal-baixos en relacié amb la calcémia plasmatica (186,191).
La majoria d’individus amb HHF es mostren asimptomatics, no obstant aixo, s’han descrit casos amb
condrocalcinosi, pancreatitis recurrent i amb hipercalcemia greu (4,178,192-196). També s’han
reportat pacients amb nefrolitiasis, tot i que la seva composicio i patogénesi no esta ben definida en
aquests casos (9). En una cohort de pacients amb HHF s’ha reportat fins a un 43% de caracteristiques
que fins ara es consideraven atipiques d’aquesta malaltia (178).

La sospita diagnostica més habitual apareix en pacients amb patr6é bioquimic d’HPP que presenten
proves d’imatge cervicals negatives. Per al diagnostic s’utilitza la mesura de la ratio d’aclariment de
calci/creatinina (CCCR), que sol ser <0,01 en el 80-95% de pacients amb HHF. Una CCCR superior
a 0,02 correspon a HPP (d’altres causes que no siguin HHF) amb >90% de probabilitat, mentre que
una ratio inferior a 0,01 indica HHF, en preséncia de nivells adequats de vitamina D, funci6 renal
normal, ingesta normal de calci i manca d’exposici6 a diiiretics tiazidics o liti. Tot i aixo, fins a un
20% poden tenir-la igual o major a 0,01, per la qual cosa sovint aquesta mesura sola fa dificil distingir
I’HHF d’altres causes d’HPP (178,189,197). A més, pacients amb HPP esporadic poden presentar
una ratio CCCR baixa a causa d’un déficit de vitamina D o d’una insuficiéncia renal (198). Per
millorar la fiabilitat diagnostica s’han proposat altres eines diagnostiques com el Pro-FHH, que té en
compte el calci plasmatic, la PTH, I’osteocalcina i la CCCR (199). Aixi mateix, algun grup proposa
usar els valors de magnesi séric per distingir ’HHF d’altres tipus d’HPP (200).

El diagnostic definitiu de I’HHF es realitza amb 1’estudi genétic, que permet detectar mutacions en
algun dels gens relacionats amb I’HHF (CASR, GNA11 i AP2S1). De forma genérica, es recomana el
cribratge genétic en pacients amb sospita d’HHF si la CCCR és menor a 0,02 (68). Per diferenciar
I’HHF tipus 3 de la tipus 1 Hannan et al. proposen I’index d’aclariment de calci/magnesi (calci
plasmatic x magnesi plasmatic / 100 x CCCR) (190). Recomanen aplicar I’index en casos de pacients
amb CCCR < 0,01 i, si el resultat és > 5, descartar primer mutacions del gen AP2S1. En canvi, si
I’index surt < 5, és recomanable avaluar directament els tres gens associats a I’HHF (CASR, GNA11
i AP2S1). Altres autors proposen inicialment estudiar el CASR i en cas d’estudi genétic negatiu,
continuar amb 1’AP2S1, excepte en casos d’hipercalcémia i hipermagnesémia marcades o dificultats
en I’aprenentatge, en qué aconsellen descartar, en primer lloc, I’HHF tipus 3 (201). Si el fenotip és
altament suggestiu d’HHF i no es troba cap mutacié en cap dels tres gens, hi ha autors que
suggereixen completar 1’estudi amb una plataforma de seqiienciacié d’ADN més amplia, de cara a
detectar mutacions inicialment no identificades o en gens no estudiats préviament (9,202). En aquests
casos cal considerar tamb¢ la preséncia d’autoanticossos contra el CaSR (que poden ser causants de
sindromes HHF-like), sobretot en situacions d’hipercalcémia i hipocalcitria adquirides i antecedents
personals o familiars de malalties autoimmunitaries (203-205).

Davant el diagnostic d’HHF, és recomanable realitzar I’estudi genétic als familiars de primer grau
de cara a poder donar-los consell genétic i fer un seguiment clinic adequat. Si els dos progenitors
son portadors de mutacions en CASR s’aconsella fer diagnostic genétic prenatal o neonatal. Els fills
de persones afectades d’HHF tenen més risc de presentar trastorns relacionats amb el calci els primers
dies de vida, tot i no heretar la mutacid en quiestié. Els nadons que hereten una mutaci6 paterna que
provoca HHF i estan exposats a nivells normals de calci matern a I'Gter poden manifestar
hipercalcemia marcada al naixement, mentre que els fills de mares afectades que no hereten la
mutaci6é poden manifestar hipoparatiroidisme neonatal transitori després de I'exposicio a nivells de
calci relativament alts durant I'embaras (142,206,207).
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Quant al maneig terapéutic de I’HHF, la majoria de pacients tenen un fenotip asimptomatic pel qual
no requereixen tractament, segons bona part de les guies cliniques. Referent a la cirurgia paratiroidal,
en general es recomana evitar-la, ja que el risc de recurréncia de I’HPP és gran, excepte si la
paratiroidectomia és total. L’afectacié anatomopatologica més habitual a I’HHF és la malaltia
multiglandular amb hiperplasia, tot i que hi ha casos descrits d’adenomes paratiroidals
(39,178,186,198). Malgrat que les guies recomanen evitar la intervencio quirdrgica en I’HHF, hi ha
casos descrits amb millora de la hipercalcemia després de la cirurgia, sobretot quan es tracta
d’adenomes paratiroidals (194,208-211). Per aquest motiu, alguns autors aconsellen valorar la
paratiroidectomia en I’HHF tipus 1, tenint en compte les caracteristiques de cada pacient, com ara
I’evolucié de les calcémies i calciuries, les proves d’imatge, etc. (178,212). Una altra opcio
terapéutica que plantejada en els darrers anys son els calcimimétics. Es recomanable considerar-los
en casos seleccionats d’HHF, com aquells amb simptomes d’hipercalcémia o afectacié d’organs
diana (68,213,214). L’unic calcimimétic disponible per 1’administracio oral és el cinacalcet, que
actua com a agonista al-losteric del CaSR, i potencia aixi la seva resposta al calci, amb la conseguient
disminucio dels nivells plasmatics de calci i de PTH. Aquest farmac ha demostrat eficacia en els tres
tipus d’HHF (196).

Hiperparatiroidisme neonatal

L’hiperparatiroidisme primari neonatal greu o NSHPT representa la forma autosomica recessiva
de I’HHF tipus 1. El causen mutacions amb pérdua de funcié del gen CASR que afecten els dos
al-lels, sigui en homozigosi o sigui en heterozigosi composta. La majoria s6n sense sentit o de
desfasament i donen lloc a una proteina truncada, és a dir, a un receptor CaSR no funcional (215).
Aguesta malaltia es caracteritza per una hipercalcémia simptomatica amb manifestacions 0ssies
d’hiperparatiroidisme, habitualment en els primers sis mesos de vida i pot arribar a ser letal.
Generalment, es manifesta en el periode postpart, amb una mitjana d’aparicio al cap de catorze dies
de vida. Pot produir insuficiéncia respiratoria, problemes de creixement, deshidratacid, hipotonia,
restrenyiment, deformitats toraciques i multiples fractures per desmineralitzacié dssia. EI NSHPT
sol requerir tractament quirargic urgent per la hipercalcémia aguda greu (186,202). La técnica
d’eleccio és la paratiroidectomia total i les glandules paratiroidals acostumen a presentar una
hiperplasia difusa en termes histoldgics (28,216). Alguns estudis recents de pacients tractats amb
cinacalcet suggereixen que aquest farmac podria ajudar a endarrerir o fins i tot evitar la intervencié
quirdrgica (217). De forma anecdotica, hi ha casos descrits d’hiperparatiroidisme neonatal en
pacients amb mutacions del CASR en heterozigosi. Aquesta variabilitat fenotipica de les mutacions
en heterozigosi podria ser deguda a diferents factors com efectes dominants negatius, mutacions de
novo, patré d’heréncia paterna, alteraci6 funcional important, etc. Aquests pacients solen presentar
nivells de calcemia inferiors als homozigots i una clinica més lleu (186,196).

D’altra banda, també hi ha casos identificats d’hiperparatiroidisme neonatal transitori (HPNST)
com a consequiéncia de mutacions en el gen TRPV6 (transient receptor potential cation channel
subfamily V member 6) amb afectacid bial-lélica. Aquest gen se situa al cromosoma 7934, conté
quinze exons i codifica per un canal de calci selectiu, el TRPV6, que s’expressa a teixits epitelials
com la placenta, els intestins, els ronyons, I’epididim i també en glandules exocrines com el pancrees,
la prostata i les glandules salivals, sudoripares i mamaries (218-220). Té una selectivitat molt alta
pel calci i esta involucrat en el seu transport transcel-lular a escala intestinal i renal. Aquest canal
participa en la neurotransmissio, la contraccié muscular i 1’exocitosi proporcionant el calci com a
segon missatger intracel-lular (221). Els corrents d’aquest canal son inactivats rapidament davant
d’un augment del calci citoplasmatic, pero els mecanismes moleculars que el regulen encara no es
coneixen bé (219). Hi ha evidéncies que apunten que la seva activitat esta influenciada per molts
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factors hormonals, genetics i fisioldgics, com la vitamina D, la calcitonina, les hormones sexuals,
etc. Aixi mateix, aquest canal té un paper indispensable en el manteniment del transport maternofetal
de calci i en estats fisiologics com I’embaras, la lactancia i I’exercici fisic.

En models animals s’ha demostrat que una pérdua de funcid del gen TRPV6 provoca hipercalcemia,
baixa DMO, baix pes, disminucio de la fertilitat, dermatitis i alopécia (219,220,222). En humans, hi
ha casos reportats d’HPNST en nounats amb mutacions amb error de sentit en homozigosi del TRPV6
(219,223). Agquesta malaltia es caracteritza per una mineralitzacio ossia insuficient a consequéncia
d’una alteraci6 en el transport transplacentari de calci. Els nounats afectats presenten elevacio de la
PTH i de I’activitat fosfatasa alcalina, fractures prenatals, costelles curtes, 0ssos llargs arquejats i
poden patir dificultat respiratoria i alteracions digestives. Curiosament, s’ha vist que el tractament
amb calci oral pot normalitzar les alteracions esquelétiques abans dels dos anys de vida en la majoria
de casos. D’altra banda, es creu que el canal TRPV6 també podria jugar un paper en la formacio de
nefrolitiasis i de pancreatitis cronica, pero falten estudis en humans gue ho confirmin (220,224).

Un altre gen que s’ha vist implicat en casos aillats d’hiperparatiroidisme primari neonatal els
darrers anys és el SLC12A1. Codifica pel cotransportador de sodi-potassi-clor 2 i és responsable de
la sindrome de Bartter antenatal tipus 1. Tot i aix0, el mecanisme fisiopatologic de I’HPP en aquesta
sindrome encara no és ben conegut (225,226).

Hiperparatiroidisme familiar aillat

L’hiperparatiroidisme familiar aillat (FIHP) és un diagnostic d’exclusio per a aquells pacients amb
HPP i antecedents familiars (AF) d’hiperparatiroidisme, pero sense altres antecedents personals ni
familiars de sindromes neoplasiques i sense manifestacions extra-paratiroidals aparents (96,227). Pot
ser causat per variants patogeniques en alguns dels gens associats a I’HPPF sindromic, com ara el
MENL1, el CDKN1B o el CDC73. Aixi, podria representar una manifestacio incompleta d’una forma
familiar de I’HPP, com ara del MEN1 o de I’'HPT-JT (70,228). Altrament, fins al 15-20% dels
pacients amb FIHP presenten variants patogéniques activadores del GCM2 (glial cells missing
transcription factor 2), un gen localitzat al cromosoma 6 que codifica per al factor de transcripcié
GCMb, implicat en el desenvolupament de les glandules paratiroidals (227,229). Tot i aixo, la
majoria de variants d’aquest gen sén freqlients a la poblaci6 general i hi ha pocs estudis sobre la seva
penetrancia, I’afectacié funcional in vitro i la seva associacié amb 1’HPP (9). Alguns autors també
han classificat com a FIHP pacients amb fenotip d’HPPF i mutacions en el CASR, tot i que
probablement es podrien englobar dins I’HHF tipus 1 (142). De totes maneres, la major part de casos
de FIHP son d’etiologia genética desconeguda, sigui per afectacio de gens desconeguts o de regions
no reconegudes amb els metodes d’estudi convencionals (9,70,144,192,227,230-232). Aixi, en
resum, el FIHP es considera un grup heterogeni de pacients amb: expressions incompletes de
mutacions a MEN1, CDC73, CDKN1B o CASR; mutacions germinals activadores del GCM2; o
causes hereditaries d’HPP idiopatiques (39).

La penetrancia exacta de I’hiperparatiroidisme en el FIHP no se sap del cert, ja que és una malaltia
dificil d’identificar. En general, és recomanable que aquells individus amb sospita de FIHP se
sotmetin a estudi genétic de les causes establertes d’HPPF (39,144). El patr6 d’heréncia sol ser AD
i s’ha vist que els portadors de variants en el gen GCM2 tenen major prevalenca de malaltia
paratiroidal multiglandular, menor taxa de curacié en cas de cirurgia i un augment de risc de
carcinoma paratiroidal (233,234). Els pacients amb FIHP associat a mutacions de CDC73 presenten
una clinica mes greu, en edats més joves i més risc de carcinomes paratiroidals i d’adenomes
paratiroidals amb caracteristiques atipiques o quistiques (28,235). No hi ha guies especifiques
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consensuades del maneig terapéeutic del FIHP, i per aixd se sol recomanar una aproximacié
terapéutica empirica basada en els estudis d’imatge (28,66). Algun autor proposa la realitzacid
d’exploracio bilateral cervical amb la visualitzacié de les quatre glandules, tenint en compte el risc
de carcinoma paratiroidal associat sobretot a mutacions dels gens CDC73 i GCM2, i també la
prevalenca més elevada de MMG (144,234).

Altres gens associats a I’hiperparatiroidisme familiar

Un altre gen que podria estar implicat en casos d’hiperparatiroidisme familiar és el gen AIP (aryl
hydrocarbon receptor-interacting protein). Mutacions germinals d’aquest gen s’han associat a la
formacié d’adenomes hipofisiaris familiars, predominantment somatotropinomes i prolactinomes
(236-238). També hi ha casos reportats d’individus amb HPP portadors de variants germinals a AlP,
per la qual cosa es creu que 1’afectacié d’aquest gen podria predisposar a la formacidé d’adenomes
paratiroidals. Tot i aix0, la seva implicacié en la patologia paratiroidal encara és guestionable, ja que
algunes de les variants descrites podrien correspondre a polimorfismes o ser de significat incert
(238,239).

Per altim, alguns autors proposen que el gen PTH podria estar associat també a I’HPPF. Hi ha una
mutacié sense sentit descrita en el gen PTH, Arg83Stop, en un pacient amb hipercalcemia per un
adenoma paratiroidal, que presentava una PTH intacta indetectable en sérum (mesurada en dos
laboratoris diferents). Aquesta mutacio s’ha vist que dona lloc a una PTH truncada i, en aquest cas,
es va associar a LOH del locus de PTH en I’adenoma paratiroidal. Aquests autors apunten, per tant,
gue mutacions sense sentit del gen PTH que provoquen formes de PTH truncada (no mesurable per
meétodes estandards de laboratori) podrien produir fragments de PTH bioldgicament actius i generar
adenomes paratiroidals (240).

1.2.3 Cribratge genétic de I’hiperparatiroidisme familiar

Estudi genétic

Tot i que s’estima que aproximadament un 10% dels pacients amb HPP tenen origen hereditari, fins
ara les guies cliniques del maneig i diagnostic de 1’hiperparatiroidisme fan poc émfasi en 1’aplicacio
dels tests geneétics per determinar la seva etiologia. Aquest fet s’explica perqué el coneixement en
aquest ambit encara és escas, ja que molts dels gens associats a I’HPPF s’han descobert els darrers
anys i, per tant, no hi ha molts casos publicats a la literatura medica. També cal tenir present que
’accessibilitat als tests genétics no sempre esta garantida amb equitat. Tanmateix, cal remarcar que
realitzar el cribratge de causes genétiques de I’HPP pot tenir maltiples avantatges (4,39,212):

- Seguiment clinic apropiat: Ajuda a confirmar un diagndstic clinic per poder fer un cribratge
adequat de tumors o comorbiditats que s’associen a formes sindromiques de I’HPPF. A més,
els pacients portadors de mutacions requereixen seguiment de per vida, a conseqiiéncia d’un
risc més elevat de recidiva o d’aparicié d’altres tumors associats.

- Maneig terapeutic adequat: permet individualitzar el tractament en cada cas, sigui quirdrgic
0 no, tenint en compte el risc de MMG, de carcinoma o d’altres afectacions. La identificacio
preoperatoria de I’etiologia de I’'HPP permet una planificacié més acurada del tractament
quirargic, ja que algunes formes familiars necessiten, d’entrada, una paratiroidectomia
subtotal per minimitzar el risc de recidiva i altres podrien no requerir cirurgia. Per exemple,
en casos de mutacions en CDC73 cal tenir en compte el risc de carcinoma, casos de MEN2
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precisen la realitzacio de tiroidectomia profilactica i en casos de mutacions a MENL s’ha de
valorar fer una exploracio cervical bilateral pel risc de MMG.

- ldentificacio de familiars de risc: I’estudi de segregacio familiar o cribratge en cascada
permet identificar familiars portadors de sindromes potencialment greus i poder aixi oferir-
los un diagnostic precog i un seguiment clinic adequat. També és (til de cara a descartar
aquells membres de la familia que no siguin portadors, fet que disminueix la preocupacio i
estalvia proves innecessaries.

- Consell genétic prenatal: permet oferir un diagndstic prenatal i/o preimplantacional,
aconsellable en portadors de mutacions germinals a RET, MEN1, CDKN1B i CDC73. En
canvi, respecte a les mutacions a CASR només se sol recomanar el diagnostic prenatal en cas
que els dos progenitors en siguin portadors (103,183,235,241,242).

Meétodes d’estudi genétic

Quan un equip médic proposa la realitzaci6é d’un estudi genétic a un pacient cal assegurar que aquest
compren les seves possibles implicacions i les accepta mitjangant la signatura d’un consentiment
informat. Aixi mateix, és necessaria la preséncia de professionals amb coneixement de 1’ambit de la
genética que puguin interpretar adequadament els resultats i oferir consell pretest i posttest. En
general, I’extraccio d’ADN es realitza a través de mostres de sang periférica (243). La seqlienciacio
dels gens relacionats amb I’HPPF s’ha de dur a terme en un laboratori acreditat d’acord amb els
estandards nacionals. Es pot fer mitjangant la seqiienciacié géenica Unica o bé estudiar a la vegada
multiples gens, sigui amb la tecnologia de la Next Generation Sequencing (NGS), que permet
estudiar maltiples gens simultaniament (panell de gens), o bé seguint una estratégia d’estudi de tot
I’exoma 0 el genoma i Us de panells virtuals personalitzats.

A T’hora d’interpretar els resultats cal considerar, a part de les mutacions puntuals, les variacions en
nombre de copies (de 1’anglés copy number variants o CNV) com les delecions o les duplicacions.
Les CNV es poden analitzar mitjancant NGS o a través de la tecnica Multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA). Cal tenir-les en compte sobretot en 1’estudi dels gens MEN1 i CDC73,
ja que les grans delecions no son infreqlents (80,155). La classificacio de les variants genétiques
s’efectua seguint les guies de 1’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG).
Aquestes es categoritzen en funcié de la patogenicitat predita: classe 1 o benigna; classe 2 o
probablement benigna; classe 3 o VUS (variant de significat incert); classe 4 o probablement
patogénica (LP); i classe 5 o patogenica. Les variants de classe 4 o LP prediuen la malaltia amb >
90% de certesa, aixi que una variant tant de classe 4 (LP) o classe 5 (patogeniques) es considera per
norma un resultat genétic positiu, és a dir, que confirma la sospita clinica. Les variants de classe 1 0
2, en canvi, expressen un resultat genétic negatiu. I, en principi, les variants de classe 3 0 VUS
s’haurien d’entendre com a resultat no concloent. Tanmateix, cal tenir present que la mateixa variant
pot acabar canviant de categoria a LP o patogenica en funci6 dels estudis de segregacié familiar o
d’estudis funcionals (244). El fet de no detectar variants que expliquin el fenotip d’un pacient no
exclou que puguin existir mutacions en regions que no han estat cobertes segons el metode usat 0 en
algun gen desconegut fins al moment (212). De fet, diferents autors recomanen que pacients amb alta
sospita d’HPPF, pero amb resultat genétic no concloent o negatiu se sotmetin a un nou estudi genétic
si I’abordatge ha estat amb un panell de gens o bé es faci una reanalisi de 1’estudi si aquest s’ha fet
mitjancant exoma un cop s’hagi ampliat el coneixement de 1’area o hagi millorat la tecnologia dels
metodes d’estudi genctic.

L’analisi d’un panell permet estudiar de manera simultania tots els gens implicats en la malaltia,
sigui amb la base técnica de seqiienciacio de I’exoma (més usada ja actualment) o amb el NGS. No
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obstant aix0, aquests metodes augmenten les possibilitats de trobar variants VUS, que poden ser
dificils d’interpretar i provocar una ansietat innecessaria a pacients i familiars. El métode genétic
optim depen dels recursos i protocols de cada centre i de la situacié clinica individual. Els estudis de
segregacio familiar solen fer-se via seqiienciacié de Sanger mitjangant 1’analisi de la posici6 de la
variant familiar detectada en el cas index. En funcié del gen implicat en el cas index s’aconsella un
tipus de cribratge diferent. Per exemple, en el cas de MEN1 I’opcié més recomanable és comencar el
cribratge quan els pacients tenen cinc anys pel risc de desenvolupar un tumor associat a MEN1 (69).
En canvi, en el cas de I’HHF, pot fer-se el cribratge inicialment amb el calci en plasma i valorar la
realitzacié d’estudi genetic si es detecta hipercalcémia, o bé fer 1’estudi genétic d’entrada a tots els
familiars de primer grau, tot i que no existeix un consens clar. El consell genétic prenatal esta indicat
en casos de risc de NSHPT, aixi com en casos de risc d’heretar mutacions a RET 0 MEN1 (212,245).

Indicacions de cribratge genétic en 1’hiperparatiroidisme

A I’hora de valorar fer un estudi genétic cal tenir present les caracteristiques que solen diferenciar
I’HPPF de I’esporadic, que son les que ens faran sospitar d’un origen hereditari. Respecte a les
indicacions de cribratge genétic i els gens que cal analitzar encara no existeix un consens evident
entre les diferents societats cientifiques. Aixo provoca que 1’estudi genétic no estigui implementat ni
estandarditzat en molts centres. A la Taula 3 podem veure les recomanacions de test genétic segons
les principals guies, en qué s’observa la gran heterogeneitat entre elles tant per les indicacions com
per quins gens estudiar davant la sospita d’HPPF. Una limitacié important de la majoria de guies és
gue moltes defineixen només les recomanacions per a un gen especific, sense contemplar un estudi
genétic més complet. Algunes aconsellen indicacions d’estudi genétic, perd no especifiquen quins
gens cal avaluar en cada cas. De forma general, perd, i segons revisions recents, els factors de risc
que poden associar-se a una causa genetica de I’HPP i que, per tant, ens han de fer sospitar d’un
possible HPPF s6n (39,202,212,246):

- Edat jove: s’associa fermament a les formes familiars d’HPP. Existeix una controvérsia sobre
el llindar d’edat concret a partir del qual caldria sospitar una causa hereditaria
d’hiperparatiroidisme, perd en general s’accepta per sota dels 40-45 anys. Aquesta manca
d’unanimitat és deguda a la falta d’estudis prospectius aleatoritzats en aquest ambit, ja que la
majoria séon cohorts retrospectives o series de casos, amb un baix nivell d’evidéncia
(4,245,247-249).

- Antecedent familiar d’HPP

- Malaltia multiglandular sigui sincronica o asincronica.

- HPP recurrent o persistent després d’haver extirpat una glandula histologicament anormal.

- Historia personal d’altres caracteristiques fenotipiques associades a ’HPPF sindromic:
presencia de tumors pancreatics, adenomes hipofisiaris, angiofibromes, col-lagenomes o
lipomes (associats a mutacions de MEN1); tumors de mandibula, uterins o renals (associats a
CDC73); carcinoma medul-lar de tiroides, feocromocitoma o liquen cutani amiloidotic
(relacionat amb RET); etc.

- Anatomia patologica paratiroidal de risc: carcinoma paratiroidal (especialment associat
a mutacions del gen CDC73), tumor paratiroidal atipic 0 adenoma quistic.
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Taula 3: recomanacions d’estudi genétic per pacients amb hipercalcémia dependent de PTH
segons les diferents guies i societats cientifiques. AP: antecedents medics personals; ESE:
European Society of Endocrinology; ASBMR: American Society for Bone and Mineral Research.

Societat cientifica

Consens canadenc i
internacional (249)

Consens de societats
cientifiques
(endocrinologia,
cirurgia end., 0ssia i
mineral) d’Australia
i Nova Zelanda (245)

Consens Fourth
International
Workshop per al
diagnostic de PHPP
asimptomatic (68)

Guia Fifth
International
Workshop per a
I’avaluacié i maneig
de ’'HPP, ASBMR
(10)

Consens de la
European Society of
Endocrine Surgeons

(66)

Revisié Endocrine

2022, Australia (212)

Gens que recomanen
estudiar

Gens HHF: CASR,
GNA11, AP2S1

Gens resta d’HPPF:
MEN1, RET, CDC73

Gens HHF: CASR,
GNA11, AP2S1

Gens resta d’HPPF:
MEN1, RET, CDC73,
CDKN1B, GCM2,
CASR

Gens HHF: CASR,
GNA11, AP2S1

Gens resta d’HPPF:

MEN1, RET, CDC73,

CDKN1B, CDKN2B,

CDKN2C, CDKNI1A,
PTH

No especificats

Inicialment: MEN1,
CASR
Si MEN1 negatiu:
CDC73 i CDKN1B
Si sospita MEN2:
RET

Gens HHF: CASR,
GNA11, AP2S1

Gens resta d’HPPF:
MENL1, RET, CDC73,
CDKN1B, GCM2,
CASR

Indicacions d’estudi genétic en
HPP
Gens HHF: edat < 30 anys,
CCCR<0,02, AF hipercalcémia o
hipercalcémia persistent
postcirurgia paratiroidal.

Gens HPPF (no HHF): edat < 35
anys o tumors relacionats amb
HPT-JT, MEN1 0 MEN2.
Gens HHF: hipercalcémia
asimptomatica, lleu, en edat jove,
no progressiva, PTH normal o
minimament elevada, hipocalcidria
(especialment si CCCR<0,01).

Gens HPPF (no HHF): edat jove,
MMG, carcinoma paratiroidal
(CDCT73), AF d’HPP o de tumors
relacionats, AP d’altres
comorbiditats relacionades amb els
gens citats

Gens HHF: CCCR<0,02

Gens HPPF (no HHF): edat jove,
MMG, carcinoma paratiroidal o
adenoma paratiroidal atipic, AF
d’hipercalcémia o tumors tipics de
MEN o de I’'HPT-JT

Edat<30 anys, MMG, AF
d’hipercalcémia o de sindromes
com MEN1, MEN2A, MEN4 o
HPT-JT, preséncia de carcinoma
paratiroidal o tumor paratiroidal

atipic

Edat <40 anys, MMG, AF d’HPP,
AP d’endocrinopaties relacionades
amb HPPF sindromic, HPP
persistent o recurrent postcirurgia
paratiroidal.

Gens HHF: edat jove, abséncia de
normocalcémia, hipercalcemia lleu-
moderada amb PTH normal o
minimament elevada, no resposta a
la cirurgia paratiroidal,
hipocalciuria CCCR<0,02,
fosfatémia normal,
hipermagnesemia, comorbiditats
neuropsiquiatriques o dificultats
d’aprenentatge (associat a HHF
tipus 3)
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Observacions

Mangquen gens associats a
HPPF

Recomanen estudiar tots els
gens en cas de pacients que
compleixin els dos criteris.

No defineixen el criteri
d’edat, perd suggereixen <=
45 anys.

Recomanen individualitzar

el tipus d’estudi genétic en

funcié del fenotip de cada
pacient

Recomanen analitzar els
gens per separat en funcid
de la sospita fenotipica de

cada pacient.

No hi ha recomanacions
especifiques de quins gens
estudiar.

No especifiquen si realitzar
un panell. Recomanen
estudiar els gens per separat
en funcio de cada pacient.

Recomanen panell amb
NGS i no seqlienciacid
individual Sanger.



Gens HPPF (no HHF): edat jove,
MMG, carcinoma paratiroidal, AP
de caracteristiques relacionades
amb HPPF sindromic, AF d’HPP
i/o de tumors relacionats.
Edat <45 ays, MMG, carcinoma

aratiroidal o tumor paratiroidal .
P P Plantegen un algoritme a

MEN1, AP2S1, CASR,
Revisio Journal of GNALL CDCT3, atipic (amb bandes fibroses o seguir analitzant cada gen
Internal Medicine (4) COILE, CIDRINLA, quiSti.cs)’ AF d’HP.P’ per separat en funcio del
CDKN2B, CDKN2C, caracteristiques suggestives de .
RET, PTH MEN, HPT-JT o d’HHF, familiar '
de primer grau d’un portador
Panell d’HPPF: Edat<40 anys, caracteristiques
MENL1, RET, CDC73, @ fenotipiques d’HPPF sindromic, AF
CDKN1B, GCM2, d’HPP o HHF o d’HPPF, anatomia Recomanen estudiar panell
Guia/revisié Clinical (CASR) patologica de risc (carcinoma de gens o gens individuals
paratiroidal, tumor paratiroidal en funcié de la sospita
clinica.

atipic, MMG), HPP recurrent
AP2S1, CASR, postcirurgia, sospita bioquimica
d’HHF
No hi ha recomanacions

Endocrinology (202)
Panell d’HHF:

GNA1l
Consens i
recomanacions del No especificats . especifiques de quins gens
. Edat<30 anys i/o MMG . .
PARAT Working ysi estudiar i en quines
Group, ESE (13) indicacions
AF d’HPP, MMG, HPP recurrent o
persistent postcirurgia, edat<45
s . anys, carcinoma paratiroidal,
R End . L Lo
EVISI.O ndocrine - sospita d’HHF (sense especificar), No detallen si realitzar un
Reviews, de la No especificats . . .
. . gastrinoma (MEN1), preséncia de panell de gens o estudiar-
Endocrine Society . . T
(39) dos 0 més tumors associats a MEN1 los de forma individual
(MENLY), preséncia d’un tumor
caracteristic de MEN1 i AF de
MEN1 (MENL1)
< .
MENL, AP251. CASR. Edat 45,an_ys, MMG, dues 0 més
caracteristiques de MEN, AF de . .
Revisio Front Horm GNALL CDC73, rimer grau portador de mutaci6 en Suggereixen seguir les
) CDKN1B, CDKN1A, P iy ung delspens nciomsts arp | Tecomanacions de Thakker
CDKN2B, CDKN2C, g g o et al (2016). (4)
HPPF, carcinoma paratiroidal o
RET, PTH o ..
tumor paratiroidal atipic
. . Edat<40 anys i MMG.
Guia de I_a Amerlcan Considerar-ho si AF d’HPP o No hi ha recomanacions
Association of . . . . s e .
. No especificats manifestacions suggestives d’HPPF = especifiques de quins gens
Endocrine Surgeons P . .
(251) sindromic (strong recommendation; estudiar.
low-quality)
Gens HHF: hipercalcémia amb
CCCR<0,02 i PTH normal
National G i
Te(’:tlgri]lictoernozrglzcz Gens HPPF (no HHF): Edat<50 Recomanen usar un panell
. y No especificats anys o AF rellevant, MMG i AF de gens, perd no
(National Health . - . .
. rellevant, carcinoma paratiroidal, especifiquen quins.
Service) (246) o o .
tumor paratiroidal atipic o quistic,
fibroma ossificant de mandibula o
maxil-lar.
. Lo - Proposen un algoritme
Revisi6 Journal of MENL1, CDC73, No dona indicacions especifiques o ecpific EL; cadga S(')S ita
Endocrinological CDKN1B, RET, sin6 recomanacions d’estudi genétic ch’gica ; C(F))men ar l’esr‘zudi
CASR, CDKN2B, en cas de sospita d’HPPF. e ¢ e
genctic mitjangant 1’analisi

Investigation (252)
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CDKN2C, CDKN1A, individual amb
GNA11, AP2S1, seqlienciacio tipus Sanger.
GCM2 Nomeés recomanen panell de
gens en cas de FIHP.

Com es pot deduir de la Taula 3, existeix una manca d’unanimitat entre les diferents societats
cientifigues quant a quins gens es recomana estudiar i sota quines indicacions cliniques o
histologiques en els pacients amb hiperparatiroidisme. Alguns autors diferencien les indicacions de
test genétic per descartar hipercalcemia hipocalcidrica familiar de les indicacions per a la resta de
causes d’HPPF, tot i que moltes s’encavalquen (68,202,212,245,249). Diferents revisions
suggereixen estudiar un gen o altre en funcié del fenotip especific que presenti cada individu
(68,245). En altres, s’aconsella seguir un algoritme preestablert o 1us de panells (4,252). | en moltes,
directament, no s’especifica quins gens estudiar ni sota quines indicacions (10,13,246,251). Aixi
mateix, destaca 1’escassetat d’estudis o recomanacions publicats en poblacié mediterrania i,
concretament, en poblaci6 espanyola. Totes aquestes situacions van promoure la motivacio per fer
un estudi en el nostre centre, intentant englobar la major part de gens possiblement implicats en
I’HPPF i tenint en compte aquelles caracteristiques que poden fer sospitar-lo.

Rendiment de 1’estudi genétic en ’hiperparatiroidisme

La taxa diagnostica genética varia molt en funcié de les indicacions de I’estudi genétic, €s a dir,
dels criteris de sospita d’HPPF, i de la poblacio estudiada. A la Taula 4 s’exposen els principals
estudis observacionals publicats de pacients amb hiperparatiroidisme primari i sospita de causa
familiar.

A escala europea, els estudis reportats son escassos. A Italia s’han publicat dos estudis d’individus
amb sospita d’HPPF, un d’ells inclou set families (a qui es van estudiar els gens MEN1, CASR,
CDC73) i I’altre, quinze families (a qui a part d’aquests tres gens també es van analitzar I’AIP i el
CDKNZ1B). Els dos assajos van detectar una prevalenga de variants del 43% i 20%, respectivament
(238,253). En contrast, a Finlandia, de 29 pacients amb caracteristiques de risc d’HPPF, a qui es va
estudiar els gens MEN1, CDC73, CASR, AlIP, i CDKN1B, només es va detectar una variant a MENL1,
aixi com a Franca, on van trobar una sola variant al gen MEN1 d’un total de 21 pacients amb HPP i
edat < 40 anys a qui s’havia analitzat aquest Unic gen (prevalenca del 3% i el 5% respectivament)
(248,254). Cal destacar que la prevalenga de variants genétiques en poblaci6 pediatrica amb HPP va
ser forca major (52%) en un estudi francés amb 63 infants (255). Alguns grups que han avaluat el
gen CASR en pacients amb sospita especifica d’HHF reporten prevalences variades (del 4 al 60%)
(201,209,256). L’estudi més gran realitzat en I’ambit continental és el de Mariathasan et al. (2019),
al Regne Unit. Es va estudiar un panell amb onze gens (MEN1, CDC73, CASR, CDKN1A, CDKN1B,
CDKN2B, CDKN2C, RET, GCM2, GNA11 i AP2S1) a 121 pacients amb sospita d’HPPF, i es va
detectar una prevalenca del 16% de variants patogeniques (257).

En poblaci6 nord-americana s’han reportat quatre estudis de pacients amb sospita d’HPPF a qui se’ls
va dur a terme un test genétic avaluant diferents panells de gens. Les prevalences de mutacions
detectades mostren molta variabilitat: 60%, 14%, 3% i 9,3% (192,230,234,258). En poblacio6
japonesa, es reporta un 30% d’estudi genétic positiu en tretze families amb sospita d’HPPF a qui
s’avaluen els gens MEN1, CASR, CDC73 (259). A Rdssia es va identificar un 11% de variants
patogéniques o LP en alguns dels gens estudiats mitjancant un panell complet en poblaci6 jove amb
HPP (260). Al continent oceanic destaca un estudi amb 22 individus amb fenotip de FIHP de qui es
van estudiar els gens MEN1, CASR, CDC73, i es va trobar un 41% de variants significatives (261).
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Per ultim, dos estudis retrospectius que engloben pacients amb sospita d’HPPF a qui se’ls havia fet
estudi genétic (amb metodologies variades), reporten prevalences del 15 i del 26% de variants LP o
patogéniques en algun dels gens estudiats (212).

Globalment, observem com la prevalenca de deteccié de mutacions en algun dels gens estudiats és
molt variable en els diferents estudis (de 3 a 60%). Cal remarcar 1’heterogeneitat marcada entre les
diferents investigacions, que avaluen poblacions de diferents arees geografiques, amb
caracteristiques de risc d’HPPF diferents i amb metodes d’estudi genétic molt variables (des d’estudis
de gens individuals a panells de gens complets). També s’ha de tenir present que la majoria d’estudis
tenen una mostra petita, cosa que fa dificil poder extrapolar els resultats a escala general. En el
moment de dissenyar el nostre estudi, no hi havia constancia d’estudis fets en poblacié espanyola
que avaluessin alteracions genétiques en gens relacionats amb I’HPPF ni la seva taxa diagnostica, i
molt pocs dels estudis publicats eren en poblaci6 de 1’area mediterrania (vegeu la Taula 4).

Taula 4: estudis publicats fins ara de tests genetics realitzats en pacients amb hiperparatiroidisme
primari amb sospita de causa familiar. EUA: Estats Units d’America.

Estudi Pais Poblaci6 estudiada Gens analitzats Taxa dla}gp ostica
genética
. 36 families (106 .
Simonds et al. o . 5/36 (14%) variants
EUA individus) amb sospita MEN1, CASR
(2002) (192) de)FIHP P a CASR
. 32 families (83 .
S(';T)%Z‘;S(;;Oi' EUA  individus) amb sospita  MENL, CASR, CDC73 /32 (zogz:\%nant a
de FIHP
Set families amb
Cetani et al. L sospita de FIHP 3/7 (43%) variants
(2006) (253) Italia (exclosos si fenotip MEN1, CASR, CDCT3 en MEN1
d’HPPF sindromic)
Mizusawa et al. ’ TretZ(_e families amb 4/_13 (30%) (tres .
(2006) (259) Japo sospita de FIHP o MEN1, CASR, CDC73  variantsa CDC73 i
HPT-JT una a MEN1)
Vierimaa et al. Finlandia 29 pacients amb MEN1, CDC73, CASR, 1/29 (3%) variant a
(2009) (254) sospita d’HPPF AIP i CDKN1B MEN1
. 21 pacients amb HPP
ita(ggig?(azzg; Franca operats i edat < 40 MEN1 1/21 (5%)
anys
8/86 (9.3%) variants
Starker et al. EUA/ 86 pacients amb (quatre a MENL1,
(2012) (258) Suecia sospita d’HPPF MEN1, CASR, CDC73 tres a CASR, i una a
CDC73)
MEN1, CDC73, RET,  9/62 (15%) variants
62 pacients amb CDKN1B i GCM2 (si LPoP:cinca
de Sousa et al. Australia  sospita d’HPPF (estudi sospita d’HPPF CASR, dues a
(2022) (212) retrospectiu) sindromic) o CASR, MENZ1, una a
GNAL1, AP2S1 (si CDC73iunaa
sospita d’HHF) GCM2
. MENL1, CDC73,
de Sousa et al. Nova Sossi?apgfl'{eg;ag;u 4 CDKNIA CDKNIB, 15_/ Zifﬁféﬁf IO
(2022) (212) Zelanda . CDKN2B, CDKN2C, e
retrospectiu) vuit a CASR
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Mariathasan et Regne
al. (2019) (257) Unit
el Lakis et al.
(2018) (234) EUA
Warner et al. .
(2004) (261) Australia
Pardi et al. talia
(2017) (238)
Mamedova et al. Russia
(2017) (260)
el Allali et al. Franca
(2021) (255) ¢
Coppin et al.
(2019) (233) Franca
Garcia-Castario Espanva
etal. (2019) (256) P2y
Szalat et al. lsrael
(2017) (201)
Frank-Raue et
Alemanya

al. (2011) (209)

121 pacients amb
sospita d’HPPF

205 pacients amb AF
d’HPP

22 individus amb
fenotip de FIHP

Quinze families amb
sospita d’HPPF

65 pacients amb HPP
diagnosticat en < 40
anys (incloent deu
casos de MEN1
coneguts)

Estudi retrospectiu
amb 63 infants amb
HPP

713 pacients amb HPP

82 families amb
sospita d’HHF

Deu pacients amb
sospita d’HHF

139 pacients amb HPP

40

(no tots avaluats en tots
els pacients)
MEN1, CDC73, CASR,
CDKN1A, CDKN1B,
CDKN2B, CDKN2C,
RET, GCM2, GNA11,
AP2S1

MEN1, RET, CDC73,
GCM2, CASR

MEN1, CASR, CDC73

MEN1, CDKN1B, AIP,
CDC73, CASR

MENL1, CASR, CDC73,
CDKN1A, CDKN1B,
CDKN1C, CDKN2A,
CDKN2C, CDKN2D
(panell realitzat als 55

pacients restants)

MEN1, CDC73, CASR,
CDKN1B, RET, AP2S1

GCM2

CASR

CASR, [(AP2S1 i
GNA11) si CASR
negatiu]

CASR

19/121 (16%):
variants P (onze a
CASR, sisa MEN1,
unaa CDC73iuna
a AP2S1)
123/205 (60%)
variants: 91 a
MEN1, catorze a
CDC73 i divuit a
GCM2
9/22 (41%) variants:
cinca MEN1 i
quatre a CASR
3/15 (20%) variants:
dues a MEN1 i una
a CDC73

6/55 (11%) variants
LP o P: quatre a
CDC73,unaa
CASR i unaa MEN1

33/63 (52%)
variants: quatre a
MENT1, cinc a
CDC73,unaa
CDKN1B, unaa
RET, divuit a CASR,
tresa AP2S1iunaa
SLC12A1
47/713 (6,6%)
variants LP o P
26/82 (31%)
mutacions
inactivadores
6/10 (60%) variants:
quatre a CASR i
dues a AP2S1

6/139 (4%) variants



2. HIPOTESI

El cribratge sistematic de mutacions en linia germinal de gens associats a I’hiperparatiroidisme en
individus amb un fenotip de risc pot donar informacio essencial per a un maneig clinic més adient
tant de pacients com de possibles familiars afectats. Aquest cribratge pot ser d’utilitat en una poblacid
de I’area mediterrania de pacients amb hiperparatiroidisme amb caracteristiques de risc que puguin
associar un origen hereditari de la malaltia. La taxa diagnostica genetica d’un panell de gens pot ser
rellevant, tenint en compte estudis similars que s’han realitzat fins ara en diferents zones
geografiques. El coneixement de les variants més prevalents i la caracteritzacié clinica dels subjectes
afectats de cada mutacié permetra establir una estratégia racional d’estudi genctic a la practica clinica
habitual al nostre medi.
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3. OBJECTIUS

3.1 Objectiu principal

Seleccionar un panell de gens associats a 1’hiperparatiroidisme familiar, optimitzat a partir d’una
revisio exhaustiva de la literatura médica, per a realitzar un estudi genétic mitjancant la tecnologia
Next Generation Sequencing a una cohort d’individus amb hiperparatiroidisme i fenotip de risc.
Determinar la prevalenca de pacients amb hiperparatiroidisme primari i caracteristiques de risc que
presenten mutacions en linia germinal en algun dels gens inclosos al panell.

3.2 Objectius secundaris

- Caracteritzar els pacients portadors de variants i convidar els seus familiars de primer grau per a
una valoracio clinica i genética, per tal de definir una estratégia racional de cribratge genetic aplicable
a la practica clinica rutinaria en el nostre medi.

- Comparar I’afectacio de la malaltia (grau d’hipercalcémia, afectacio renal, afectacio 0ssia, etc.) en
subjectes portadors de variants genétiques en linia germinal respecte a aquells que presentin estudi
geneétic negatiu.
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4. COMPENDI DE PUBLICACIONS
4.1 Primera publicacio

I. Mazarico-Altisent, I. Capel, N. Baena, M. R. Bella-Cueto, S. Barcons, X. Guirao, L. Albert, A.
Cano, R. Pareja, A. Caixas, M. Rigla. Novel germline variants of CDKN1B and CDKN2C
identified during screening for familial primary hyperparathyroidism. J Endocrinol Invest
(2022) 46(4):829-40. doi: 10.1007/s40618-022-01948-7

43



Journal of Endocrinological Investigation
https://doi.org/10.1007/540618-022-01948-7

ORIGINAL ARTICLE q

Check for
updates

Novel germline variants of CDKN1B and CDKN2C identified
during screening for familial primary hyperparathyroidism

I. Mazarico-Altisent'©® - I. Capel’ - N. Baena? - M. R. Bella-Cueto? - S. Barcons* - X. Guirao*- L. Albert' - A. Cano’ -
R. Pareja’ - A. Caixas’ - M. Rigla'

Received: 18 March 2022 / Accepted: 22 October 2022
© The Author(s) 2022

Abstract

Purpose CDKNIB mutations were established as a cause of multiple endocrine neoplasia 4 (MEN4) syndrome in patients
with MEN1 phenotype without a mutation in the MENI gene. In addition, variants in other cyclin-dependent kinase inhibitors
(CDKlIs) were found in some MEN1-like cases without the MENI mutation. We aimed to describe novel germline mutations
of these genes in patients with primary hyperparathyroidism (PHPT).

Methods During genetic screening for familial hyperparathyroidism, three novel CDKIs germline mutations in three unre-
lated cases between January 2019 and November 2021 were identified. In this report, we describe clinical features, DNA
sequence analysis, and familial segregation studies based on these patients and their relatives. Genome-wide DNA study of
loss of heterozygosity (LOH), copy number variation (CNV), and p27/kip immunohistochemistry was performed on tumour
samples.

Results DNA screening was performed for atypical parathyroid adenomas in cases 1 and 2 and for cystic parathyroid adenoma
and young age at diagnosis of PHPT in case 3. Genetic analysis identified likely pathogenic variants of CDKNIB in cases
1 and 2 and a variant of the uncertain significance of CDKN2C, with uniparental disomy in the tumour sample, in case 3.
Neoplasm screening of probands showed other non-endocrine tumours in case 1 (colon adenoma with dysplasia and atypical
lipomas) and case 2 (aberrant T-cell population) and a non-functional pituitary adenoma in case 3.

Conclusion Germline mutations in CDKIs should be included in gene panels for genetic testing of primary hyperparathy-
roidism. New germline variants here described can be added to the current knowledge.

Keywords Parathyroid - Primary hyperparathyroidism - Multiple endocrine neoplasia type 1 - Multiple endocrine neoplasia
type 4 - Cyclin dependent kinase inhibitors

Introduction hyperparathyroidism (PHPT) affects 95% of MENI1 patients

and is its most common clinical feature [1, 2]. This syn-
Multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1) is a syndrome  drome is caused by loss-of-function variants of the MEN1
characterized by the pituitary, parathyroid and entero-  tumour-suppressor gene (11q13), which encodes menin,
pancreatic neuroendocrine tumours (NETs). Primary  a protein responsible for genome stability, transcription,
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and cell division [3-6]. Germline mutations of MENI gene
have been found in around 85% to 90% of clinically sus-
pected MENI1 patients [7]. Thus, in a meaningful number of
patients with MEN1-like phenotype, around 10%, germinal
MENI mutations are not detected [4, 8—10]. This lack of
detection could possibly be explained by genetic abnormali-
ties in non-coding regions or whole-gene deletion of MENI,
however, large deletions of MENI appear to be uncommon
[5, 11-14]. Therefore, other predisposing genes, such as
cyclin-dependent kinase inhibitors (CDKlIs), have been sug-
gested by different authors to play a role in patients with
MEN1-like phenotype without the MENI mutation [12, 15,
16] since it is known that menin affects gene transcription
of some cell cycle regulators, such as CDKNIB/p27 and
CDKN2C/p18 [17]. In particular, CDKNIB germline path-
ogenic variants have been reported in some patients with
MENI-like phenotype without a MENI gene mutation, a
condition termed MEN4 syndrome (OMIM 610755) [12,
14, 18-20].

PHPT is the most common clinical feature of both MEN1
and MEN4 syndromes. It is known that 10% of cases of
PHPT are hereditary due to germline mutations of different
genes, a condition called familial PHPT (FHPT) [1]. FHPT
involves syndromic forms, such as multiple endocrine neo-
plasia types 1 to 4 and hyperparathyroidism-jaw tumour
syndrome. Besides, FHPT may present as non-syndromic
PHPT, which includes familial hypercalcemia hypocalciu-
ric forms, neonatal severe hyperparathyroidism, and others,
that are associated with several genes and are all classified
as familial isolated hyperparathyroidism [21]. Until now,
a consensual systematized genetic diagnosis for FHPT has
not been implemented due to a lack of firm evidence about
which individuals have to be tested and which mutations
should be determined. Even so, most authors agree on the
recommendation of testing for germline mutations in indi-
viduals with PHPT plus some specific situations: (1) PHPT
occurring before the age of 45 years, (2) recurrent or per-
sistent PHPT, (3) multi-gland disease (MGD), (4) atypical
parathyroid adenoma (APA), (5) parathyroid carcinoma, (6)
existence of other tumours related to syndromic PHPT, and/
or (7) being a first-degree relative of a known mutation car-
rier or having a first-degree relative with PHPT [22, 23].
Germline mutation testing for possible FHPT may include
MENI, CASR, CDC73, CDKNIA, CDKNIB, CDKN2B,
CDKN2C, RET, PTH, GNAII, AP2S1, GCM2, and AIP
genes according to recent data [1, 23, 24].

Minimal information concerning MEN-like patients due
to CDKIs germline mutations have been reported to date,
and this lack of reporting suggests that this type of FHPT
probably remains underdiagnosed. This report describes
three individuals with a history of PHPT who were evaluated
based on a suspicion of FHPT and carried novel germline
variants of CDKIs genes.
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Material and methods
Phenotype

We re-evaluated data from three patients with a history of
PHPT in whom we performed genetic screening for sus-
picion of FHPT. Clinical information about probands and
their first-degree relatives (including clinical features, bio-
chemical results, and radiological findings) was obtained
from medical records and routine visits in our hospital
(Endocrinology and Nutrition Department). Table 1 pre-
sents the clinical findings.

Gene panel sequencing and variant interpretation

DNA was extracted from blood and other tissues samples
using the Gentra Puregene DNA reagent (Qiagen, Valen-
cia, CA). The customized gene panel of FHPT screen-
ing in our centre includes sequence analysis and copy
number variation (CNV) analysis of the following genes:
AIP, AIRE, AP2S1, CASR, CDC73, CDKNIA, CDKNIB,
CDKN2B, CDKN2C, GCM2, GNA1l, MEN1, PTH, RET,
and TRPVG6.

In the analysis, the mean sequencing depth was > 150
times, and > 99% of target nucleotides were covered
with > 20 x sequencing depth for all assays. The target
nucleotides included all protein-coding exons of the genes
on the panels in addition to 20 base pairs (bp) inside each
intron/exon boundary. The panel was also customized by
adding oligonucleotides that targeted deep intronic vari-
ants (>20 bp from the intron/exon boundary) and non-
coding variants (promoter region, 5’ or 3’ untranslated
regions [UTR]), which have been reported as disease caus-
ing in association with hyperparathyroidism. Sequence
reads of each sample were mapped to the human refer-
ence genome (GRCh37/hgl9). Burrows—Wheeler Aligner
(BWA-MEM) software was used for reading alignment.
Duplicate read marking, local realignment around indels,
base quality score recalibration, and variant calling were
performed using genomic analysis toolkit (GATK) algo-
rithms (Sentieon) for nDNA. Variant data were annotated
using a collection of tools (VcfAnno and VEP) with a
variety of public variant databases, including but not lim-
ited to Genome Aggregation Database control population
cohorts (gnomAD), ClinVar, and Human Gene Mutation
Database (HGMD). Duplicate read marking, local realign-
ment around indels, base quality score recalibration and
variant calling were performed using GATK algorithms
[25].

The sequence variant analysis pipeline was validated in
a Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA)
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Table 1 Clinical characteristics of patients

Mutation LOH/UPD PHPT history Screening of related tumors after genetic Additional
diagnosis Medical
- — History of
Camax PTH max Histology Pituitary CT thorax Abnormal lab Endocrine
(mmol/L) (pmol/L) diagnosis MRI and abdo- tests or Cancer
men Disorders (or
remarkable)
Case 1 CDKNIB No 3.39 4,950 APA Lack of Enlarged CgA:493.9 pg/LL  Colon tubule-
¢.280_281delinsG, neurohy- right adre- villous
p-(Pro94Alafs*25) pophyseal  nal gland adenoma
bright Bilateral with
signal renal cysts low-grade
dysplasia
Atypical
lipomas
Obesity
T2DM
Primary
hypothy-
roidism
Case 2 CDKNIB c.169C>T, No 3.37 33,963 MGD: 3 Normal No tumours CgA: Subclinical
p-(GIn57%) glands 1,947.1 pg/L hypothy-
para- Gastrin: roidism
thyroid 132.6 pmol/L Obesity
hyperpla- Prl: Aberrant
sia and 1 6,127.2 pmol/L T-cell
APA FSH: 106 UI/L population
LH: 79.4 UL Chronic
T(t): 4.23 nmol/L.  idiopathic
T(f): 0.01 nmol/LL  axonal
IGF1: polyneu-
5.85 nmol/L ropathy
Case 3 CDKN2Cc.319T>G, Yes 2.84 846 MGD: 1 Nonfunc- No tumours CgA 110.3 pg/LL  Uterine leio-
p-(Leul07Val) cystic tioning Prl myomas
adenoma cystic 1,358.6 pmol/L.  Bilateral
and 1 par- microad- UFC ovarian
athyroid enoma 225.5 pg/24 h cysts
adenoma

LOH: loss of heterozygosity; UPD: uniparental disomy; RV: reference value; Ca max: higher blood calcium levels before parathyroid surgery
(RV: 2.1-2.55); PTH max: serum higher parathyroid hormone before parathyroid surgery (RV: 95-618); APA: atypical parathyroid adenoma;
MGD: multiglandular disease; CgA: chromogranin A (RV <100); T2DM: type 2 diabetes mellitus; Prl: Prolactin (RV 212.6-1,034.5); Gastrin
RV 6.2-54.8; UFC: Urinary free cortisol (RV 36-137), FSH: follicle-stimulating hormone (RV: 1.5-12.4); LH: luteinizing hormone (RV: 1.7—
8.6); T(t): total testosterone (RV: 6.69-25.6); T(f): free testosterone (RV: 0.02-0.08); IGF1: insulin-like growth factor 1 (RV: 7.54-26.52); MRI:

magnetic resonance imaging; CT: computed tomography

and College of American Pathologists (CAP) accredited
Blueprint Genetics diagnostic laboratory. The series of
selected quality criteria included a variant call quality
score, variant genomic location, sequence content, and
integrative genomics viewer visual analysis. This algo-
rithm was established based on the outcome of an internal
validation performed in the CLIA and CAP-accredited
Blueprint Genetics diagnostic laboratory.

CNYV analysis was performed bioinformatically from
next-generation sequencing (NGS) data using a bioinfor-
matic pipeline; one component is a CNV kit and another
one involves in-house developed proprietary technology.
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CNVs were confirmed using digital polymerase chain
reaction (PCR). The CNV analysis pipeline was validated
in the CLIA and CAP-accredited Blueprint Genetics diag-
nostic laboratory.

Sanger sequencing of the candidate variants was per-
formed on the patient and the family member samples
to confirm the presence of the variant and the pattern of
inheritance. Variants were classified following the Ameri-
can College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP)
guidelines [26].
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Study of loss of heterozygosity (LOH) and CNV
in tumour

Tumour tissue samples from formalin-fixed, paraffin-embed-
ded (FFPE) were used for this analysis. DNA of tumour sam-
ples from patients who had undergone parathyroidectomy
was extracted using Qiagen DNA extraction kit (QIAGEN,
Valencia CA). Genome-wide DNA study of LOH and CNV
was performed using OncoScan CNV Assay (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA). This assay is designed
to cover the entire genome with higher resolution in well-
known cancer drivers (900 cancer genes). Data analysis was
done using the software Chromosome Analysis Suite 4.3
(ChAS 4.3) for CNV and LOH detection.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical study with antip27/kipl antibody
(clone SX53G8, Ventana) was performed on slides obtained
from formalin-fixed paraffin-embedded parathyroidectomy
tissues using the Ventana Benchmark immunostaining sys-
tem (Ventana Medical System, Tucson, USA). Endothelial
cells were used as positive controls. Immunohistochemistry
for p18 was not performed due to the lack of a commercially
available monoclonal antip18 antibody.

Results
Case 1
Medical history and clinical presentation

A 47-year-old man was referred to our department for a
cervical node. In his personal history, he presented obe-
sity, primary hypothyroidism, and obstructive sleep apnoea
syndrome. In addition, he had undergone surgery for two
atypical lipomas and had an endoscopic polypectomy of a
tubule-villous adenoma with low-grade dysplasia. He had
no family history of parathyroid disorders.

On examination, he had no obvious neck masses or
goiter. A neck ultrasound scan (US) showed a homoge-
neously hypoechoic nodule of 3 cm posterior to the thy-
roid gland, suggesting a parathyroid lesion. Blood tests
revealed severe hypercalcemia (3.39 mmol/L; reference
value [RV] 2.1-2.55), hypophosphatemia (0.58 mmol/L,
RV 0.87-1.45), and elevated parathyroid hormone (PTH)
levels (4950 pmol/L, RV 95-618), consistent with PHPT
(Table 1). No clinical history of fractures or nephrolithi-
asis was present. Treatment was initiated with cinacalcet
and oral hydration, and he underwent surgical removal of a
solitary abnormal parathyroid gland at the age of 48. Intra-
operative PTH (ioPTH) monitoring confirmed the excision
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of the adenoma as the PTH dropped from 4950 pmol/L (pre-
excision) to 618 pmol/L (30" after excision). Histological
study evidenced a nodule (size: 4.5x3.5X2.5 cm; weigh:
15.9 g) with histopathological characteristics consistent with
an atypical parathyroid adenoma (APA), such as fibrous
bands associated with haemosiderin deposition and mitotic
activity (2 mitotic events/10 high-power fields). Proliferation
index (Ki67) was 3%.

After surgery, serum calcium nadir was 2.2 mmol/L,
and during the next 10 years, it oscillated between 2.07 and
2.56 mmol/L. Ionic serum calcium remained within normal
limits until now.

Given the atypical features of adenoma, genetic testing
was performed. Sequence analysis using the panel described
above identified a heterozygous frameshift likely pathogenic
variant in CDKNIB (NM 004064.4) ¢.280_281delinsG,
p.(Pro94 Alafs*25).

Germline genetic analysis and LOH/CNV study in tumour

This variant deletes two base pairs, inserts one base pair
in exon 1 (of three total exons) and generates a frameshift,
leading to a premature stop codon at position 25 in a new
reading frame. This setup is predicted to lead to loss of nor-
mal protein function, either through protein truncation or
nonsense-mediated mRNA decay. This variant is absent in
the gnomAD. To our knowledge, this variant has not been
described in the medical literature or reported in disease-
related variation databases, such as ClinVar or HGMD. Loss
of CDKNIB function is an established disease mechanism,
and other truncating variants in the gene have been described
in patients with phenotypes consistent with CDKNB-related
disease, which is inherited in an autosomal dominant (AD)
manner. This CDKNIB variant is classified as likely patho-
genic based on the established association between the gene
and the patient’s phenotype, the variant’s absence in control
populations, and the variant type (frameshift). The genetic
analysis of tumour DNA did not show LOH or CNV.

p27/kip1 immunohistochemistry

Immunohistochemical analysis of the excised parathyroid
adenoma demonstrated loss of nuclear expression of p27/
kipl in neoplastic cells. This result is consistent with a
lower expression of the tumour suppressor protein due to
the described pathogenic variant (Fig. 1a).

Clinical evolution after the genetic result

Specific guidelines for MEN4 management are lacking as
few cases have been reported until now, however, most
authors recommend following MEN1 guidelines in these
cases [7, 27]. Thus, we performed a complete radiological
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Fig. 1 Immunostaining with p27/kipl of parathyroid adenomas from cases 1 (a) and 2 (b). Absence of nuclear expression in adenoma cells.
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and serological study (Table 1). Lab tests did not show
alterations in pituitary hormones, and pituitary magnetic
resonance imaging (MRI) manifested a lack of a neurohy-
pohyseal bright signal, which was attributed to a normal
physiological occurrence in the absence of any clinical
suspicion [28]. A computed tomography (CT) of the chest
and abdomen indicated enlarged right adrenal gland and
bilateral renal cysts without clinical significance. Urinary
free cortisol was normal. Screening for asymptomatic NETs
showed a non-specific mild elevated chromogranin A ([CgA]
493.9 pg/L, RV < 100) that has almost normalized over time.

Family screening after genetic results

A complete family history was taken after the genetic diag-
nosis was obtained. No first-degree relatives were still alive.
Even so, we were able to analyse a DNA sample from a
surgical specimen from the mother (1.2, Fig. 2a), who had
died years before from a colon neoplasia. In addition, she
presented hypercalcemia on some occasions, which had not
been evaluated. She carried the same variant in the CDKNIB
gene as her son.

Case 2
Medical history and clinical presentation

We report a case of a 57-year-old man with a history of
chronic kidney disease (CKD) due to interstitial nephropa-
thy diagnosed at the age of 28, which progressed to end-
stage renal disease (ESRD) and was treated with haemo-
dialysis since he was 43. As additional significant medical
history, he was diagnosed with chronic idiopathic axonal
polyneuropathy, aberrant T-cell population at the age of 46,
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obesity, and subclinical hypothyroidism. As the only family
history of interest, his mother had had renal colic. He was
diagnosed with tertiary hyperparathyroidism six years after
presenting with CKD. Lab tests showed corrected calcium
of 3.37 mmol/L and PTH of 33,963 pmol/L. A bone min-
eral density (BMD) scan was not obtained. He had a previ-
ous history of symptomatic kidney stones and complicated
urinary infections. Thus, the possibility of having a PHPT
prior to CKD could not be excluded. Neck US revealed a
hypoechoic nodule (1.3 cm in size) posterior to the thyroid
gland. Conversely, scintigraphy study with technetium 99 m
sestamibi (TcMIBI) did not show high radiotracer uptake.
Treatment with cinacalcet was initiated but yielded a poor
response, so he finally underwent bilateral neck exploration
and total parathyroidectomy without autotransplantation.
Histology diagnosis showed MGD due to three hyperplastic
parathyroid glands plus one APA (1.7 g weight).

Post-operatively, lab tests showed a nadir PTH of
561 pmol/L and nadir serum-corrected calcium level of
1.75 mmol/L, suggesting post-surgical hypoparathyroidism.
Treatment with calcium supplements and calcitriol was initi-
ated, and normal serum levels were recovered.

Considering his young age at diagnosis and the identifica-
tion of APA and MGD with three hyperplastic parathyroid
glands, a screening test of the most likely genetic causes of
FHPT was performed. Sequence analysis of DNA obtained
from blood identified a heterozygous nonsense variant of
CDKNIB c.169C>T, p.(GIn57%) (NM 004064.4).

Germline genetic analysis and LOH/CNV study in tumour
This CDKNI1B variant is classified as likely pathogenic based

on the established association between the gene, patient’s
phenotype, variant’s absence in control populations and type
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Fig.2 Pedigreeandtumors of probands (withconfirmatedmuta-

tion) andtheirrelatives. a Case 1, variant ¢.280_281delinsG,
p-(Pro94Alafs*25) CDKNIB; b case 2, variant c.169C>T,
p-(GIn57*) CDKN1B; ¢ case 3, variant c.319 T>G, p.(Leul07Val)
CDKN2C. Generation number is indicated with roman numerals.
Arrows indicate index case; circle, female; square, male; double line
below descent line, no offspring; empty symbol, unaffected family

of variant (nonsense). It generates a premature stop codon
in exon 1 (of 3 exons) and is predicted to produce a loss of
normal protein function, either through protein truncation or
nonsense-mediated mRNA decay. This variant was detected
in 48% (132 out of 276) NGS reads. As the patient had an
aberrant T-cell population, and some pathogenic CDKNIB
variants have been associated with hematologic malignancy,
the identified variant could represent either a germline or
somatic variant. Therefore, we performed genetic analyses
on other tissues (colon, thyroid, and saliva) [29, 30], and
found that all of them showed the presence of this variant;
thus, we concluded that c.169C>T was a germline variant.
This variant has been reported several times in the Catalogue
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member; slashed symbol, deceased; +, mutation positive; —, mutation
negative; ?, no mutation test performed; filled upper right quadrant,
PHPT; filled upper rightspot, history of nephrolithiasis, renal colics
or hypercalcemia; filled upper left quadrant, pituitary adenoma; filled
lower right quadrant, neuroendocrine tumor; filled lower left quad-
rant, tumor unspecified

Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC) in more tis-
sues (skin, breast, prostate, haematopoietic, and lymphoid
tissues). These data strongly support the pathogenicity of
this variant. This variant is absent in gnomAD and, accord-
ing to our knowledge, it has not been described as a germline
variant in the literature or reported in disease-related varia-
tion databases. It should be mentioned that although it is a
variant that when expressed somatically is associated with
a significant risk phenotype, in this case the patient devel-
oped a rather mild tumoral phenotype (PHPT due to APA
and three hyperplastic parathyroid glands and aberrant T-cell
population without clinical affectation for the moment). The
genetic analysis of tumour DNA did not show LOH or CNV.
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p27/kip1 immunohistochemistry

Immunohistochemical analysis of the excised parathyroid
glands (three hyperplastic parathyroid glands and one APA)
demonstrated loss of staining for p27 in neoplastic cells.
This result is consistent with a lower expression of the
tumour suppressor protein due to the described pathogenic
variant (Fig. 1b).

Clinical evolution after the genetic result

We completed the screening for MEN4-related comorbidi-
ties (Table 1). CT scan of the chest and abdomen did not
show any abnormalities. Measurement of pancreatic poly-
peptide (PP) and plasma vasoactive intestinal peptide (VIP)
was normal as was a dexamethasone suppression test. Serum
CgA (1947.1 pg/L) and serum gastrin (132.6 pmol/L, RV
6.2-54.8) were elevated. Since the proband did not indi-
cate clinical or radiological signs of NETs, these results
were attributed to proton pump inhibitor therapy and ESRD
[31]. Concerning pituitary hormones, he showed moderated
prolactin elevation, hypergonadotropic hypogonadism, and
low insulin-like growth factor 1 (IGF1) levels, which could
be explained by CKD [32]. Pituitary MRI did not show
abnormalities.

Family screening after the genetic result

Family members were referred for genetic counselling.
In terms of first-degree alive relatives, he had two living
sisters and one brother. All of them had undergone predic-
tive testing, which did not detect the CDKNIB c.169C>T
p-(GIn57%) variant in tested samples (Fig. 2b). Parental sam-
ples were not available.

Case 3
Medical history and clinical presentation

We present a 44-year-old woman that noticed a neck lump
when she was 28. She had no significant medical history.
No family history of parathyroid known alterations was
reported, but it should be noted that her mother had a his-
tory of renal colic episodes. Neck US showed an extrathy-
roidal hypoechoic nodule of 1.1 cm posterior to the right
thyroid lobe and a large cystic nodule (3 cm) on the left
side. A neck CT scan revealed the same cystic lesion in a
left para-traqueal location, measuring a maximum diame-
ter of 3 cm. It remained unclear whether it was of parathy-
roid or thyroid origin. Scintigraphy using TcMIBI showed
avid tracer uptake near the right thyroid lobe, suggesting a
single parathyroid lesion. Fine-needle aspiration biopsy of
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the cystic nodule showed non-specific cystic content. Lab
tests revealed a PHPT pattern with corrected calcium lev-
els of 2.84 mmol/L and PTH of 846 pmol/L. BMD showed
normal bone mineralization, and abdominal US excluded
renal lithiasis at that moment. Bilateral neck exploration
with left cyst excision and right extrathyroidal nodule
extraction was performed. The final pathologic diagnosis
was MGD due to one parathyroid adenoma (0.1 g weight)
and one mainly cystic parathyroid adenoma (3.5 cm diam-
eter, unknown weight due to splitting of the cyst).

After surgery, PTH levels dropped to 409 pmol/L after
which she remained asymptomatic and normocalcemic
during the post-surgery years. Genetic screening of FHPT
forms was performed given the detection of MGD, the
existence of a large cystic parathyroid adenoma, and her
young age at diagnosis of PHPT. The patient was hete-
rozygous for ¢.319T>G, p.(Leul07Val) in CDKN2C (NM
001262.2).

Germline genetic analysis and LOH/CNV study
in tumour

This CDKN2C variant was genetically classified as a variant
of uncertain significance (VUS) according to the ACMG
criteria. This variant affects a conserved amino acid, and it
is predicted to be damaging by most in silico tools. Only two
missense variants in CDKN2C are currently reported in the
HGMD: (1) one in association with MEN1 and (2) the other
in association with parathyroid adenoma [16, 33]. Agarwal
et al. reported a missense germline variant in a family with
parathyroid tumours in which a decrease in protein expres-
sion as a probable cause of sporadic endocrine tumours was
found [16]. The ¢.319T>G variant in CDKN2C has been
reported in gnomAD in 9/251,454 alleles with a low allele
frequency (3.58 x 107°). It should be noted that the gnomAD
database excludes individuals known to be affected with the
severe paediatric disease in addition to their first-degree rela-
tives [34]. The clinical age-related penetrance in patients
with CDKN2C variants could be low or limited due to the
small number of cases described in the literature. Functional
studies would help to a better classification of this variant.
Sporadic adenomas have not been extensively investigated
for candidate variants in CDKI genes and specifically for
CDKN2C. This gene has been examined in a small sporadic
adenomas series and to date, has no known identified vari-
ant [34, 35]. In this case, the analysis of LOH and CNV
in tumour sample showed a gain of whole chromosome 1
and the genotype for three copies were identical leading
to somatic uniparental disomy of chromosome 1 (Fig. 3).
The detection of this event may reinforce the pathogenicity
of this variant although this result should be viewed with
caution.
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Fig.3 Genome-wide DNA study of loss of heterozygosity (LOH) and copy number variation (CNV) in case 3. CNV track shows a gain of chro-
mosome 1 and B-allele frequency (BAF) track shows uniparental disomy of whole chromosome 1

Clinical evolution after the genetic result glands. Lab tests showed hypercalcemia (2.97 mmol/L)

and elevated PTH (2423 pmol/L). US of the neck revealed
After finding the CDKN2C variant, physical, imaging, and a hypoechoic nodule (0.5x 0.3 cm) posterior to the left
lab exams were performed following MEN1 guidelines  thyroid lobe and scintigraphy using TcMIBI showed an
(Table 1). Concerning dermatological features, physical  increased tracer uptake in the same location, so she was
examination revealed a preauricular right tag and seborrheic ~ diagnosed with PHPT. Abdominal US confirmed the pres-
keratosis. A CT scan of the abdomen and chest showed uter- ~ ence of renal lithiasis. Due to densitometric osteoporosis
ine leiomyomas and some ovarian cysts. No adrenal altera-  (lumbar spine 0.637 g/cm? and T score —4.69 SD; femoral
tion was seen. MRI indicated a nodule (0.6 0.7 cm), sug-  neck 0.593 g/cm? and T score — 3.23 SD), alendronate was
gestive of cystic non-functional pituitary microadenoma, and ~ prescribed. We performed unilateral neck exploration with
the only alteration of pituitary lab test was mild elevated  the removal of a single parathyroid adenoma. PTH levels
prolactin (1358.64 pmol/L, RV 212.6-1034.5) without clin-  declined to normal after excision. CT scan of the chest and
ical significance. Urinary free cortisol level was elevated ~ abdomen did not show abnormalities. Regarding pituitary
twice (225.5 pg/24 hand 156.9 pg/24 h; RV 36-137),butno  hormones, lab test showed a low morning serum cortisol
clinical features of Cushing syndrome (CS) were detected. ~ level (5.04 ug/dL; RV 6.02-18.4) with low adrenocortico-
In addition, a salivary cortisol and dexamethasone suppres-  tropin hormone level (4.2 pg/mL; RV 7.2-63.3), pattern
sion test showed no alterations, so CS diagnosis was not suggesting secondary adrenal insufficiency. We performed
confirmed. Screening for asymptomatic NETs showed only a 250 ug cosyntropin stimulation test, which showed nor-

a non-specific mild elevated CgA (110.3 pg/L). mal post-stimulation cortisol levels: (1) 30 min—26.9 pg/
dL and (2) 60 min 31.9 pg/dL (RV > 14 pg/dL). No other

Family screening after the genetic result lab pituitary hormone alterations or radiological abnor-
malities of the gland were detected.

First-degree relatives underwent genetic counselling. Other family members (proband’s father, sister, grand-

Proband’s mother (I1.7, Fig. 2¢) carried the variant. She ~ mother, and great uncles) did not present the variant and
was offered clinical assessment, including biochemical and ~ showed normal phospho-calcium metabolism lab tests
imaging tests of the pancreas, the pituitary, and the adrenal (Fig. 2¢).
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Discussion

We report three novel CDKIs germline variants in three
different patients with PHPT identified during the course
of screening for FHPT causes: (1) two likely pathogenic
variants of CDKNIB gene (cases 1 and 2) and (2) one VUS
of CDKN2C gene (case 3).

As stated above, CDKlIs germline mutations have been
proposed as a cause of MEN1-like syndromes without
MENI mutation. This situation is called MEN4 when a
CDKNIB germline mutation is found. However, the clini-
cal course of patients affected by mutations in CKDIs is
still poorly understood since few cases have been reported
until now. We reviewed medical literature and genetic
databases (ClinVar, HGMD) and found that a few more
than 100 cases with MEN4, including 52 different vari-
ants of CDKNIB, have been reported to date [12, 16, 20,
29, 36-54]. As supplementary material, we added a table
with the total number of CDKIs pathogenic/likely patho-
genic/VUS germline variants thus far reported along with
the type of parathyroid lesion or other tumours found (if
reported) and pathogenicity level of the variants, which
was assessed following the ACMG guidelines [26] (see
supplementary material Appendix 1). It should be noted
that 34 of these CDKNIB variants have been reported
from a single submitter as criteria provided and 10/55 are
classified as VUS. All these facts support that so very lit-
tle knowledge about the clinical implications of CDKIs
pathogenic variants is available to date. In addition, four
other variants of CDKNIB have been reported in patients
with medulloblastoma, paraganglioma, acute lymphoblas-
tic leukaemia and familial colorectal cancer [30, 55-57].

Germline mutations in three other CDKI genes
(CDKN2B, CDKN2C, and CDKNIA) were found in
MENI1-like cases without detectable MENI mutations
[16]. Afterall, a reliable prevalence of CDKIs mutations
in MEN-like patients or patients with PHPT is difficult to
estimate as genetic screening of these genes has not been
widely established. We report three novel CDKIs germline
mutations in three different patients with PHPT. The pos-
sibility of including these cases within the term MEN4 or
MEN1-like states should be assessed.

MEN4-PHPT affects approximately 80-90% of the
reported MEN4 cases to date [7, 53]. This finding is in
accordance with MENT classical presentation [58]. On the
contrary, in most MEN4 cases, the clinical course of PHPT
seems to be less severe than in patients with MEN1 syn-
drome and exhibits a female predominance. Only one case
of MEN4 presented recurrent PHPT after subtotal par-
athyroidectomy [39, 53]. All cases that we reported agree
with this as all of them showed remission of PHPT after
surgery to date (at least nine years follow-up). However,
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moderate to severe hypercalcemia was seen in our three
cases in contrast to other cases of PHPT associated with
CDKIs mutations [53] (Table 1). Considering that most of
these patients presented remission after surgery, differing
from many MENI cases, a minimally invasive parathyroid
surgery could be contemplated. Regarding endocrine his-
tology, most of the cases of PHPT-related to CDKIs muta-
tions described to date were caused by a single parathyroid
adenoma [53], except for a few cases of MGD [16, 39]. To
our knowledge, we report for the first time two cases of
APA and one case of cystic parathyroid adenoma related
to CDKIs germline mutations (Table 1).

Regarding pituitary neoplasms, up to now, some cases of
these tumours were described in patients with MEN4 (43%)
[12, 38, 45,47, 49, 50, 52, 53]. These findings agree with the
estimated prevalence of pituitary tumours in patients with
MENI1 (40%). Recently, in a large cohort of 211 patients
(mostly paediatric) with Cushing disease, five germline
CDKNIB variants were identified (2.6%) [50]. In addition,
three germline CDKNIB variants were detected in three
paediatric patients with pituitary adenomas, with no other
manifestations related to MEN4 [47]. In addition, one case
of macroprolactinoma was described in a case with ger-
mline CDKNIA mutation [16]. Somatotroph, corticotroph,
and non-functioning pituitary adenomas have been found
to be the most frequent pituitary tumours in MEN4 cases.
On the contrary, prolactinomas seem less frequent in MEN4
patients [45, 52]. Non-functioning microadenomas are usual
in the general population, and it remains challenging to dis-
tinguish between incidentalomas and MEN-related pituitary
tumours [53]. In this regard, a non-functioning microade-
noma was detected in case 3. The age of onset of pituitary
tumours in MEN4 is still unclear due to the few number of
cases reported until now.

Concerning NETs, we did not find any radiological image
or analytical alteration suggestive of tumour in our cases.
That finding fits with the last data about MEN4 cases, which
indicates a lower prevalence of NETs than in MEN1 [53].

Other tumours, such as meningiomas, liver haemangio-
mas, skin tumours, adrenal nodes, colon cancer, breast can-
cer, and genitourinary neoplasms, have been described in
patients with germline mutations of CDKlIs [12, 16, 20, 36,
38, 53]. We describe a colon adenoma with low-grade dys-
plasia and atypical lipomas in case 1 and a colon neoplasia
in her mother who carried the same variant in CDKNIB. In
addition, we report a malignant hemopathy (aberrant T-cell
population) in a CDKNIB carrier (case 2).

In the firsts two cases (cases 1 and 2), genetic anal-
ysis of tumour samples showed nor LOH neither CNV
for CDKNIB, findings that agree with those in the litera-
ture. We reviewed recent data of MEN4 published cases
describing CDKNIB pathogenic variants that have ana-
lysed tumour tissue to assess the presence of a possible
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LOH. In most of the cases, tumour testing failed to dem-
onstrate a second somatic event in the wildtype allele.
Therefore, in contrast to MEN1 syndrome, haploinsuffi-
ciency for CDKNIB appears to be enough for tumours
to occur in MEN4 syndrome [41, 53, 59]. Conversely, in
case 3, genetic tumour testing showed uniparental disomy
of chromosome 1, including CDKN2C gene, which could
support a pathogenic role of this variant. Another ger-
mline variant of CDKN2C with LOH was described in a
patient with parathyroid adenoma [33]. In addition, some
reports propose the contribution of CDKN2C as tumour
suppressor gene in different neoplasms [60-63]. However,
further studies are required to establish whether CDKN2C
germline pathogenic variants cause genetic predisposition
to FHPT or multiple endocrine neoplasms. In addition,
immunohistochemistry testing for p18 (not available in our
laboratory) could be of interest in future studies of similar
cases to determine the protein expression in tumour tissue.

To summarize, we report two novel likely pathogenic
variants of CDKNIB gene in patients with suspected
familial PHPT. The first one was found in a patient with
atypical parathyroid adenoma, atypical lipomas, and a
colon tubule-villous adenoma with low-grade dysplasia.
His mother, who carried the same variant, died from colon
neoplasia and once presented with non-studied hypercalce-
mia. The second one found in a patient with PHPT is asso-
ciated with aberrant T-cell population and other comor-
bidities, such as obesity, subclinical hypothyroidism, and
chronic idiopathic axonal polyneuropathy. In addition, we
describe a novel variant in CDKN2C gene with uniparental
disomy in tumour sample that was classified as uncertain
significance in a patient with PHPT and a non-functional
pituitary adenoma. Although the case 3 variant was clas-
sified as VUS, we would like to highlight its clinical rel-
evance since both the proband and her mother, who carried
the same variant, presented PHPT.

As a reflection, we would like to point out that genetic
screening of FHPT could be considered in patients with
features such as APA or in the presence of other tumours
apart from PHPT. Considering all reported cases of
MEN1-like patients with CDKIs germline mutations with
PHPT as the predominant feature, we theorize that patients
with mutations in different CDKIs apart from CDKNIB
(such as CDKN2C) may be encompassed in the nomencla-
ture of MEN4. However, further studies should be done
for a better understanding of this entity, and development
of specific guidelines for these patients should be estab-
lished. New germline variants described in this study can
be added to the current knowledge. In conclusion, we
can say that germline mutations in CDKIs may represent
an etiology of FHPT. Therefore, these genes should be
included in gene panels for screening this disease.
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Background: Approximately 10% of primary hyperparathyroidism cases are
hereditary, due to germline mutations in certain genes. Although clinically
relevant, a systematized genetic diagnosis is missing due to a lack of firm
evidence regarding individuals to test and which genes to evaluate.

Methods: A customized gene panel (AIP, AP2S1, CASR, CDC73, CDKNI1A,
CDKN1B, CDKN2B, CDKN2C, GCM2, GNA11, MEN1, PTH, RET, and TRPV6) was
performed in 40 patients from the Mediterranean area with suspected familial
hyperparathyroidism (<45 years of age, family history, high-risk histology,
associated tumour, multiglandular disease, or recurrent hyperparathyroidism).
We aimed to determine the prevalence of germline variants in these patients, to
clinically characterize the probands and their relatives, and to compare disease
severity in carriers versus those with a negative genetic test.

Results: Germline variants were observed in 9/40 patients (22.5%): 2 previously
unknown pathogenic/likely pathogenic variants of CDKN1B (related to MEN4), 1
novel variant of uncertain significance of CDKN2C, 4 variants of CASR (3
pathogenic/likely pathogenic variants and 1 variant of uncertain significance),
and 2 novel variants of uncertain significance of TRPV6. Familial segregation
studies allowed diagnosis and early treatment of PHPT in first-degree relatives of
probands.

Conclusion: The observed prevalence of germline variants in the Mediterranean
cohort under study was remarkable and slightly higher than that seen in other
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populations. Genetic screening for suspected familial hyperparathyroidism
allows the early diagnosis and treatment of PHPT and other related
comorbidities. We recommend genetic testing for patients with primary
hyperparathyroidism who present with high-risk features.

KEYWORDS

parathyroid, primary hyperparathyroidism, multiple endocrine neoplasia type 1,
multiple endocrine neoplasia type 4, cyclin-dependent kinase inhibitors, familial
hyperparathyroidism, familial hypocalciuric hypercalcemia

Introduction

Primary hyperparathyroidism (PHPT) is a common endocrine
disorder, with an overall incidence of 13-78 per 100,000 person-years in
the world (1). Owing to more widespread screening for hypercalcemia,
this frequency has risen in recent years (1-3). The prevalence rises with
age and typically exhibits a female predominance (1). If left untreated,
PHPT can cause hypercalcaemic syndrome, with increased mortality,
muscle weakness, nephrocalcinosis, renal stones, osteoporosis,
bone fractures, and heart failure among others (1). Up to 10% of all
PHPT cases are due to germline variants in recurrent genes (4, 5), a
situation known as familial primary hyperparathyroidism (FHPT) (6).
This prevalence increases to 15-26% in patients with risk features (7).
However, it appears that FHPT is underdiagnosed and underreported
in the literature, likely due to the limited number of genetic studies
performed in clinical practice and an insufficient understanding of
these conditions.

FHPT may occur either alone (without other related tumours)
or as part of a syndrome, such as multiple endocrine neoplasia
(MEN) types 1, 2A, and 4, and hyperparathyroidism-jaw tumour
syndrome. MENI is caused by inactivating germline variants of the
MENTI tumour suppressor gene that produce PHPT, gastro-entero-
pancreatic neuroendocrine tumours, pituitary adenomas, and other
tumours, such as bronchial/thymic carcinoids or lipomas (8).
MEN2A is caused by activating variants in the proto-oncogene
RET and typically presents as medullary thyroid carcinoma,
pheochromocytoma, and parathyroid tumours (20-30%) with a
lower penetrance (9). Patients with MEN4 express MEN1-like
milder phenotypes due to CDKNIB germline variants and, less
frequently, other non-endocrine neoplasms such as breast cancer,
prostate cancer, colon cancer, papillary thyroid carcinoma,
angiomyolipoma, and meningioma, although only approximately
100 cases have been reported to date (10, 11). Variants in other
cyclin-dependent kinase inhibitors (CDKIs), such as CDKNIA,
CDKN2B, and CDKN2C, have been described in patients with the
MENI1 phenotype or suspected FHPT, despite limited data (11, 12).
Recently, germline variants of the MAX tumour suppressor gene
have been associated with a new entity, MENS. It is thought to cause
pheochromocytomas and paragangliomas and, possibly,
parathyroid adenomas and functional pituitary adenomas (13,
14). Hyperparathyroidism-jaw tumour syndrome is caused by
germline inactivating variants of the CDC73 (also called HRPT2)
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tumour suppressor gene. These mutations can result in aggressive
forms of PHPT (parathyroid carcinoma, atypical parathyroid
adenoma), fibroosseous jaw tumours, and renal and uterine
tumours (15, 16).

FHPT may also present as non-syndromic PHPT, which includes
familial hypocalciuric hypercalcemia (FHH) forms (caused by variants
of CASR, GNAII, or AP2SI), neonatal severe hyperparathyroidism,
and other forms caused by several genes classified as familial isolated
hyperparathyroidism (FIHP). FIHP is diagnosed by exclusion because
the genetic cause is unknown in most cases (17-19). GCM2 proto-
oncogene variants are present in about 18% of these cases, while about
30% involve mutations in MENI or CDC73 with incomplete expression
or loss-of-function variants of the CASR gene (1, 4, 20-22). Other genes
related to familial hyperparathyroidism are AIP (23) and TRPV6 (24).
In recent years, the number of genes potentially involved in parathyroid
tumorigenesis is constantly expanding (25).

Most authors propose performing genetic testing in patients
with PHPT who present some risk features suspicious of FHPT:
diagnosis under 30-45 years, high-risk parathyroid histology
(multiglandular disease (MGD), parathyroid carcinoma, atypical
adenoma, or cystic adenoma), carrying tumours related to
syndromic FHPT, family history of PHPT, or a calcium
creatinine clearance ratio (CCCR) <0,02 (7). However, consensual
systematized genetic screening for FHPT has not been widely
implemented because of the lack of firm evidence on which
individuals should be tested and which genes should be evaluated.
Few studies on the systematic search for germline variants in
patients with suspected FHPT have been conducted, and those
that have been done have shown mixed results. In addition, these
studies were performed in various clinical scenarios, with
heterogeneous genetic testing methodologies and various genes
assessed (7, 26, 27). To our knowledge, none of these were carried
out among the Spanish population, and only a few involved people
living in the Mediterranean area.

Genetic testing is of considerable interest to patients with PHPT of
a presumed familial origin. This allows for: 1) Predicting which patients
are at risk of developing other neoplasms (ex. neuroendocrine tumours
in MEN1 or MEN4). 2) Planning the best management of PHPT for
each patient and aid in surgical necessity and planning. 3) Guiding
surveillance for other clinical features associated with a given genetic
anomaly. 4) Carrying out cascade testing of asymptomatic relatives,
which allows for early diagnosis of potentially severe syndromes and

frontiersin.org


https://doi.org/10.3389/fendo.2023.1244361
https://www.frontiersin.org/journals/endocrinology
https://www.frontiersin.org

Mazarico-Altisent et al.

reduces healthcare burden and psychological stress in mutation-
negative relatives. 5) Offering optimal genetic counselling if needed
via prenatal/preimplantation diagnosis (1, 3, 7, 11, 15).

The aim of this study was to perform genetic screening, at our
hospital, of patients with PHPT who presented some risk features,
in order to: 1) Determine the prevalence of germline mutations in
the analysed genes in our cohort. 2) Clinically characterize carriers
of variants and their first-degree relatives. 3) Compare disease
severity in carriers of variants with respect to those without a
genetic alteration found and compare the prevalence of germline
variants in our population with those in other cohorts.

Materials and methods
Clinical data collection

An ambispective observational study was conducted. We
collected data from patients diagnosed with PHPT who also
exhibited some risk factors for FHPT. The diagnosis of PHPT was
established by inappropriately non-suppressed or high parathyroid
hormone levels (PTH) (reference value [RV] 12.32-41.99 pmol/L)
with normal or elevated albumin-corrected serum calcium levels (RV
2.1-2.55 mmol/L). Patients were included in the study when at least
one inclusion criterion was met: 1) Age at onset of PHPT < 45 years.
2) High-risk parathyroid histology (parathyroid carcinoma, atypical
parathyroid adenoma, cystic parathyroid adenoma, or biopsy-
documented MGD defined as having two or more glands affected
by either adenomas or hyperplasia). 3) Recurrent or persistent PHPT
(established by presenting corrected serum calcium levels > 2.62
mmol/L three months after parathyroid surgery). 4) Family history of
PHPT in at least one first-degree relative. 5) Other tumour/s related
to syndromic FHPT (gastro-entero-pancreatic neuroendocrine
tumours, pituitary adenoma, jaw tumour, renal or uterine tumour,
medullary thyroid carcinoma, breast tumour, malignant hemopathy,
or others). Having a known mutation in any of the genes under study,

Assessed for eligibility

10.3389/fendo.2023.1244361

as well as having a first-degree relative with a known mutation in any
of them, were the only exclusion criteria.

We retrospectively reviewed the medical records, from
pathologic data base, of all patients who underwent surgery for
hyperparathyroidism between 1989-2019 at the Parc Tauli
University Hospital. In total, 103/485 patients met the histological
inclusion criteria. We also examined all patients referred to the
Endocrinology and Nutrition Department of our hospital for PHPT
from January 2017 to December 2019 to include patients with
PHPT who had not yet undergone surgery. Of them, 23/197 met
inclusion criteria. In total, 126 patients met at least one of the
inclusion criteria. Seventy-three patients were deceased or
unreachable and 13 declined to participate. In the end, 40 index
cases were included. The study design is illustrated in Figure 1.

Patients who met the inclusion criteria and agreed to participate
were interviewed to obtain detailed medical and family histories
between February and July 2020. Baseline data were recorded for
each patient, including age at presentation, sex, initial clinical
presentation, preoperative and postoperative biochemical and
hormonal findings (PTH, calcium, phosphate, and 25-hydroxy
vitamin D levels), and calcium creatinine clearance ratio (CCCR,
calculated using a 24-hour urinary calcium collection and one blood
sample) at diagnosis when available. We reviewed the preoperative
imaging results of the parathyroid glands, type of surgery
performed, surgical findings, histopathology, postoperative data,
and follow-up outcomes.

Written informed consent was obtained from all patients, and
the study was approved by the institutional Ethics Committee of
Institut d’Investigacio i Innovacio Parc Tauli I3PT.

Gene panel sequencing and variant
interpretation

DNA was extracted from blood and other tissue samples using
the Gentra Puregene DNA reagent (Qiagen, Valencia, CA). Genetic

Excluded

Compliment of histological
inclusion criteria
(n=103)

A

485 pathological parathyroid
anatomy pieces of patients
operated (1989-2019)

% Non compliment of histological
inclusion criteria

(n=13%2)

Compliment of non-
histological inclusion criteria
(n=23)

(1/2017-12/2019)

n= 197 patients seenfor
primary hyperparathyroidism

| SUS—— - Non compliment of inclusion criteria or
included in histological criteria from

|

n = 126 patients meeting inclusion
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parathyroid anatomy pieces (n = 174)

v
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FIGURE 1
Study design.
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screening for FHPT was performed using a customized gene panel
that included AIP, AP2S1, CASR, CDC73, CDKNIA, CDKNIB,
CDKN2B, CDKN2C, GCM2, GNA11, MENI1, PTH, RET, and
TRPV6, through both sequence analysis and copy number
variation (CNV) analysis. This gene panel was selected based on
recent data and previous studies (15, 28, 29).

In the analysis, the mean sequencing depth was > 150 times, and
> 99% of the target nucleotides were covered with > 20x sequencing
depth for all assays. The target nucleotides included all protein-
coding exons of the genes in the panels in addition to 20 base pairs
inside each intron/exon boundary. The panel was also customized
by adding oligonucleotides that targeted deep intronic variants (>
20 base pairs from the intron/exon boundary) and noncoding
variants (promoter region and 5’ or 3’ untranslated regions),
which were reported to cause disease in association with PHPT.
The sequence reads of each sample were mapped to the human
reference genome (GRCh37/hgl19). The Burrows-Wheeler Aligner
software was used for reading alignment. Duplicate read marking,
local realignment around indels, base quality score recalibration,
and variant calling were performed using the genomic analysis
toolkit algorithms (Sentieon) for nDNA. Variant data were
annotated using a collection of tools (VcfAnno and VEP) with a
variety of public variant databases, including, but not limited to, the
Genome Aggregation Database control population cohorts
(gnomAD), ClinVar, and the Human Gene Mutation
Database (30).

The sequence variant analysis pipeline was validated in the
Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA) and
College of American Pathologists (CAP)-accredited Blueprint
Genetics diagnostic laboratory. The series of selected quality
criteria included the variant call quality score, variant genomic
location, sequence content, and integrative genomics viewer visual
analysis. This algorithm was established based on the outcome of
internal validation performed in the CLIA and CAP-accredited
Blueprint Genetics diagnostic laboratory.

CNV analysis was performed bioinformatically from next-
generation sequencing data using a bioinformatics pipeline; one
component was a CNV kit and the other involved in-house
developed proprietary technology. CNVs were confirmed by
digital polymerase chain reaction. The CNV analysis pipeline was
validated in the CLIA and CAP-accredited Blueprint Genetics
diagnostic laboratories. Sanger sequencing of the candidate
variants was performed on the patient and family member
samples to confirm the presence of the variant and the pattern
of inheritance.

Variants were classified into five categories according to the
American College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP) guidelines
(31): benign, likely benign, variant of uncertain significance
(VUS), likely pathogenic (LP), and pathogenic (P). We reported
all the variants classified as P, LP, or VUS. If any variant was found,
genetic counselling of the proband and cascade genetic testing were
offered to all at-risk family members. If required, loss of
heterozygosity and CNV in tumours and immunohistochemistry
studies were performed.
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Statistical analysis

Results corresponding to quantitative variables were presented
as the mean + standard deviation. Data associated with qualitative
characteristics were reported as percentages. The normality of
quantitative variables was assessed using the Shapiro-Wilk
normality test. The significance of the difference between two
means was assessed using Student’s T-test for normal variables
and the Wilcoxon rank sum test for non-normal variables. The
significance of the difference between more than two means was
assessed using the Kruskal-Wallis test for non-normal variables.
The significance of the difference between percentages was assessed
using Pearson’s chi-square test. Differences were considered
statistically significant at P < 0.05. Calculations were performed
using R Commander version 4.0.5.

Results
General data

The clinical characteristics of the 40 participants (27 females
and 13 males) are displayed in Table 1. The mean age at diagnosis of
primary hyperparathyroidism was 51 + 15.8 years. The
circumstances leading to diagnosis of PHPT were diverse: 30%
incidental findings of hypercalcemia, 20% symptomatic renal
lithiasis, 17.5% palpable cervical nodes, 17.5% neuromuscular
symptoms, and other clinical features in the remaining patients.
Thirty-two patients (80%) underwent surgery, with mean highest
PTH levels of 50.28 (12.32-41.99) pmol/L (RV 1.06-6.89), mean
albumin adjusted serum calcium of 3.03 + 0.5 mmol/L, and mean
nadir phosphate levels of 0.84 + 0.39 mmol/L. The inclusion criteria
were as follows: 15 subjects were under 45 years of age at diagnosis
of PHPT; 28 cases met the histology criteria (one parathyroid
carcinoma, 11 atypical parathyroid adenomas, six cystic
parathyroid adenomas, and five MGD); four patients presented
with recurrence of PHPT after surgery; two cases were included
because of family history of PHPT; and seven patients presented
tumours that could be related to familial syndrome. 32% of the
patients met two or more inclusion criteria.

Genetic sequencing of the targeted panel identified five
pathogenic/likely pathogenic germline variants in five of the 40
participants (three in CASR and two in CDKNIB) (12.5%) and four
variants of uncertain significance (one in CDKN2C, one in CASR,
and two in TRPV6) (10%). There was one frameshift variant, one
nonsense variant, and seven missense variants. Table 2 summarizes
the genetic and clinical characteristics of patients with
germline variants.

CASR variants

Four patients carried heterozygous missense variants of the
CASR gene (ID15, ID21, ID24, and ID31): two likely pathogenic,
one pathogenic, and one VUS. Two of the CASR variant carriers had
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TABLE 1 Clinical variables of the 40 participants.
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Clinical variables of the cohort (n = 40)

Mean age at diagnosis of hyperparathyroidism (years)

Gender: female/male, n (%)

51 +15.8
27 (68%) / 13 (32%)

Clinical presentation

Incidental finding of hypercalcemia
Renal lithiasis
Palpable cervical node

Neuromuscular symptoms

n =12 (30%)
n =8 (20%)
n =7 (17.5%)

n=7(17.5%)

Other signs or symptoms (osteoporosis, fractures, etc.) n =6 (15%)

Patients who underwent surgery, n (%) n =32 (80%)

Mean PTH max pre-surgery (pmol/L) 50.28 (12.32-41.99)

Mean adjusted Ca max pre-surgery (mmol/L) 3.03 0.5

Mean P min pre-surgery (mmol/L) 0.84 +0.39
Classification of participants into categories according to inclusion Absolute
criteria values*
Age <45 years old 7 (18%) 15 (37.5%)
Parathyroid carcinoma 0 (0%) 1(2.5%)
Atypical parathyroid adenoma 6 (15%) 11 (27.5%)
Cystic parathyroid adenoma 2 (5%) 6 (15%)

Inclusion criteria (indication for genetic testing) Multiglandular disease 4 (10%) 10 (25%)
i{::gu:;}ent hyperparathyroidism three months after 2 (5%) 4 (10%)
Family history of primary hyperparathyroidism 2 (5%) 2 (5%)
Associated-tumor suggestive of familial syndrome ** 4 (10%) 7 (17.5%)
>2 inclusion criteria 13

(32%)

Data are expressed as mean + standard deviation or interquartile range. PTH max: highest serum parathyroid hormone levels (RV 1.06-6.89) before surgical treatment or during follow-up in
non-operated patients; Ca: serum calcium levels; P: serum phosphate levels; SD: standard deviation; *Classification including patients with >2 inclusion criteria in the corresponding category;
**Associated tumors suggestive of familial syndrome: prolactinoma (ID3), GH-producing adenoma (ID5 and ID19), clear cell renal carcinoma (ID14), lymphoblastic lymphoma (ID22), Aberrant

T-cell population (ID29), metastatic duodenal neuroendocrine tumour, melanoma, and renal angiomyolipoma (ID33).

CCCR < 0.01, and the others were between 0.01-0.02. Of the four
patients, three underwent surgical treatment.

Proband ID15 presented with severe symptomatic
hypercalcemia at the time of PHPT diagnosis that required
hospital admission. Computed tomography of the neck revealed a
partially cystic lesion posterior to the thyroid gland, suggesting
cystic parathyroid adenoma. Surgery was performed, and the
pathological diagnosis was MGD due to one atypical parathyroid
adenoma with cystic cells and one hyperplastic parathyroid gland.
After surgery, the patient remained normocalcemic and
asymptomatic for four years of follow-up until now. A genetic
test revealed ¢.1172T>G, p.(Phe391Cys) variant of CASR, classified
as LP, according to ACMG. Biochemical tests detected
hypercalcemia plus CCCR 0.01 in one of the two family members
who carried the identical germline variant as the proband;
conversely, no alterations in calcium or PTH serum levels were
found on non-mutation carrier relatives (see family pedigree
in Figure 2).

Frontiers in Endocrinology

Cases ID24 and ID31 were diagnosed with PHPT in an
osteoporosis study (defined by a T score below -2.5 SD). In both
cases, the Sestamibi scan findings were consistent with a single
parathyroid lesion. Even so, bilateral surgery was performed in both
cases due to the observation of multiple enlarged glands during the
procedure. Pathology study showed multiglandular disease in both
cases (three lipohyperplasia glands in case ID24 and two
hyperplasia glands in case ID31) (See Table 2). Densitometric
osteoporosis improved after parathyroid excision in both cases,
although patient ID24 showed persistent biochemical PHPT after
surgery. Cascade genetic testing and blood tests were offered to all
first-degree relatives. Biochemical PHPT (characterized by elevated
or inadequately normal PTH levels with varying degrees of
hypercalcemia) was detected in multiple family members who
share the same variants as the probands (Figure 2). They were
offered clinical and analytical follow-up, although to date none of
them required parathyroid surgery. In the ID31 family, segregation
was observed in all but one sibling. Yet, variant c.175G>A,
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TABLE 2 Genetic and clinical characteristics of patients displaying germline variants in any of the genes included in the panel.

Age Sex Gene Variant Variant ACMG ACMG Previously Ca Ca Inclusion Pathology Identified

ABojourdopul Ul s1a13uU0I4

90

[SSIRVFETM I

type

classification

reported

(gnomAD /
Pubmed)

Pre

criteria*

carriers

18 47 CDKNIB  ¢.280_281delinsG, Frameshift LP PVSI (very strong), = No/No 339 220 55.24 6.89 1.07  NA 3 APA 15.7 Mother (colon
p-(Pro94Alafs*25) PM2 (supporting) neoplasm)
29 34 CDKNIB = ¢.169C>T, Nonsense P PVS1 (very strong), No / No 337 215 379.1 6.25 220  0.010 9(1,3,5, MGD: 3 1.7 None
p-(GIn57%) PM2 (moderate) 8) parathyroid
hyperplasia
glands and 1
APA
27 28 CDKN2C = ¢319T>G, Missense VUS PM2 (moderate) 0.0036%/ 284 197 9.43 4.55 090 = 0.030 9(1,4) MGD: 1 cystic 0.1 Mother
p-(Leul07Val) No adenoma and 1 (PHPT)
parathyroid
adenoma
15 77 CASR c.1172T>G, p. Missense LP PM2 (moderate), No / No 4.12 1.68 212.93 3.39 1.07 = 0.005 9(3,4,5) MGD: 1 APA 1.33 Son
(Phe391Cys) PP3 (supporting) (with cystic (asymptomatic
PP2 cells) and 1 PHPT)
hyperplasia
gland
21 49 CASR c.413C>T, p. Missense P PM1 (moderate), No / Yes 312 - 15.37 - 0.80  0.004 7 - NA Daughter with
(Thr138Met) PP2 (supporting), symptomatic
PM2 (moderate), PHPT (not
PP3 (supporting), genetic test
PP5 (strong) performed)
24 64 CASR ¢2393C>T, p. Missense LP PM1 (moderate), No / Yes 280 234 13.78 7.74 046 = 0.013 9 (5, 6) MGD: 3 0.28 2 sons and 1
(Pro798Leu) PP2 (supporting), lipohyperplasia daughter with
PM2 (moderate), glands asymptomatic
PP3 (supporting), PHPT
PP5 (strong)
31 75 CASR c.175G>A, p. Missense VUS PM1 (supporting), No / No 245 233 12.08 8.69 1.02 | 0.011 5 MGD: 2 0.08 2 sisters and 1
(Glu59Lys) PM2 (supporting), hyperplasia brother with
BP4 (moderate) glands mild PHPT
(normal
calcium)
4 41 TRPV6 c.1937G>A, p. Missense VUS PM2 (moderate) 0,0032% 330 243 15.90 3.71 091 = 0.011 1 Parathyroid 0.4 NA
(Arg646Gln) adenoma
30 35 TRPV6 c.787G>A, p. Missense vUS PM2 (moderate 0,0415% 2.75 - 15.58 - 0.62 0.010 1 - - NA
(Asp263Asn)

ID: identification number of each case; RV: reference value; Age: age at diagnosis of primary hyperparathyroidism; F: female; M: male; ACMG: variant classification according to ACMG guidelines; LP: likely pathogenic; P: pathogenic; VUS: variant of uncertain significance;
Ca-Pre (mmol/L): corrected serum calcium pre-surgery (RV 2.1-2.55); Ca-Post (mmol/L): corrected serum calcium post-surgery; PTHPre (pmol/L): serum parathyroid hormone pre-surgery (RV 1.06-6.89); PTHPost: serum parathyroid hormone post-surgery; Cr: serum
creatinine at diagnosis of primary hyperparathyroidism; CCCR: Calcium creatinine clearance ratio; APA: atypical parathyroid adenoma; MGD: multigland disease; Carriers: family members who carried the same variant and their clinical characteristics; PHPT: primary
hyperparathyroidism; NA: not available; * Inclusion criteria (indication for genetic testing): 1: age <45 years old; 2: parathyroid carcinoma; 3: atypical parathyroid adenoma; 4: cystic parathyroid adenoma; 5: multiglandular disease; 6: recurrent hyperparathyroidism 3

months after surgery; 7: family history of primary hyperparathyroidism; 8: associated tumour suggestive of familial syndrome; 9: >2 inclusion criteria.
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FIGURE 2

Pedigree of probands with detection of germline variant of CASR or TRPV6 genes and their relatives. Family members are indicated by generation
(Roman numerals) and individuals (Arabic numerals). Arrows indicate index case; Circle, female; Square, male; Double line below descent line, no
offspring; Empty symbol, unaffected family member; Filled symbol, affected family member (inappropriately non-suppressed or high parathyroid
hormone levels with normal or elevated serum calcium levels); Filled spot, history of nephrolithiasis or severe vitamin D deficiency; Slashed symbol,
deceased; +, mutation carrier; -, non mutation carrier;?, no genetic test performed.

p-(Glu59Lys) was classified as VUS for the time being, according to
the ACMG criteria (PM1 (supporting), PM2 (supporting), and BP4
(moderate)). Case ID21 was included in the study because he had
one daughter with PHPT. His imaging localization studies were
negative, so surgery was not performed, but treatment with
cinacalcet was initiated (30 mg once daily) and calcium plasma
levels decreased from 3.12 to 2.74 mmol/L (RV 2.1-2.55). The
proband’s daughter declined to undergo a genetic test.

CDAKls variants

As our group recently reported, three novel CDKIs germline
variants were identified in three unrelated cases: two likely
pathogenic variants of CDKNIB and one VUS variant of
CDKN2C (see Table 2) (11). Patients harbouring CDKNIB
variants were included in the study because of atypical
parathyroid adenomas, plus age under 45 years at diagnosis in
case ID29. Case ID27, who carried the CDKN2C variant, was
included due to having a young age at diagnosis and cystic
parathyroid adenoma. Neoplasm screening showed other non-
endocrine tumours in the three cases: single colon adenoma with
dysplasia and atypical lipomas (defined as lipomatous neoplasms
with focal cellular atypia) in case ID18, an aberrant T-cell
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population in case ID29, and a non-functional pituitary adenoma
in case ID27. Familial segregation analysis of these variants
identified the same variant of the CDKN2C gene in ID27’s
mother, who was diagnosed with PHPT with moderate
hypercalcemia and osteoporosis due to parathyroid adenoma. She
underwent surgery and subsequently achieved normal calcium and
PTH levels. Genetic analysis of tumour samples showed uniparental
disomy of chromosome 1, including CDKN2C, in case ID27.
Neither loss of heterozygosity nor CNV for the CDKNIB gene
was found in cases ID18 and ID29, respectively. Clinical data are
comprehensively described in the mentioned paper (11).

TRPV6 variants

We detected two variants of the TRPV6 gene, classified as VUS,
in two unrelated cases that were included in the study by virtue of
having a young age at PHPT diagnosis (Table 2). Both probands
had a CCCR of 0.01. Case ID4, who had a clinical history of
nephrolithiasis, was diagnosed with PHPT at 41 years old. He
underwent surgery for a single parathyroid adenoma; after surgery,
his PTH and calcium plasma levels remained normal. Familial
segregation analysis was performed on his parents (his only living
first-degree relatives). His father carried the same genetic variant
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and was diagnosed with asymptomatic normocalcemic primary
hyperparathyroidism through analytical tests. Case ID30 was
diagnosed with PHPT and severe vitamin D deficiency after her
newborn developed severe hypocalcaemia due to rickets. Vitamin D
treatment was started for both the patient and the newborn. After
normalizing vitamin D serum levels, PTH and calcium levels
remained elevated in case ID30. Neck ultrasound and Sestamibi
scan revealed a nodule suggestive of a parathyroid lesion within the
thymus. The proband was advised to undergo surgery, but she failed
to follow up, and the family segregation research could not be
completed. The only information available about the first-degree
relatives is that five of the seven siblings of the index case had a
history of nephrolithiasis (see family pedigree in Figure 2).

Clinical data according to genetic
test results

We analysed the clinical and biochemical features of the study
participants according to their genetic test results (see Table 3). The
median age at PHPT diagnosis of subjects with a positive genetic
test result was not significantly different from that of patients with
negative genetic results. Mean PTH and calcium serum levels pre-
surgery of patients carrying genetic variants were higher than those
with a negative genetic study, but the difference was not statistically
significant. Serum phosphate levels were statistically similar
between both groups. The only statistically significant difference
found between the two groups was the CCCR, which was lower in
the group of patients with a positive genetic test (0.01 vs 0.02,
P =0.0038).

Discussion

In this study, we provide a well-defined cohort of 40 patients who
presented features indicative of hereditary hyperparathyroidism. As
far as we know, this is the largest cohort of patients with suspected
FHPT reported in Spain where an expanded panel of genes related to
FHPT was systematically studied. We identified nine germline

TABLE 3 Characteristics of patients based on genetic test outcomes.

Subjects with positive genetic test

10.3389/fendo.2023.1244361

variants (two of CDKNIB, one of CDKN2C, four of CASR, and two
of TRPV6) in nine participants (22.5%): five pathogenic or likely
pathogenic variants (12.5%) and four VUSs (10%). The most
common confirmed genetic disorder in our sample was FHH type
1 (due to CASR variants), followed by MEN4 (due to CDKNIB
variants). Notably, seven of these variants have not been previously
reported (Table 2).

The prevalence of germline variants found in our study is
consistent with some previous studies conducted in individuals
with clinical diagnoses of FHPT and is slightly higher than other
cohorts. In the Japanese population, CDC73, MEN1, and CASR were
studied in 13 families with suspected FHPT due to variable risk
phenotypes, resulting in four variants (30%) (32). Conversely, only
one MENI mutation was found in all the genes studied in a cohort
of 29 Finnish patients with suspected FHPT (3%) (28). Other
studies in different susceptible populations were conducted,
resulting in a variable prevalence of germline variants: 8/86
(9.3%) in the American cohort (29), 9/62 (15%) in South
Australia (7), and 18/68 (26%) in New Zealand (7). One of the
largest studies to date identified 19 pathogenic germline variants (11
CASR, 6 MENI, 1 CDC73, and 1 AP2SI) in 121 British patients
referred for genetic testing for suspected FHPT (16%) (33).
However, all these results are hardly comparable, as the authors
used different risk criteria for FHPT and the genes assessed differed
between the studies (7, 21, 22, 27, 33, 34).

In our study, the inclusion criteria were based on the established
features of inherited tumour susceptibility. The histological
diagnosis of the surgical pathology specimens included in this
study was based on the outdated WHO criteria. However, it is
important to note that the nomenclature has since been updated.
The concept parathyroid hyperplasia is no longer generally
supported in the context of PHPT as it consists of multiple
“clonal” neoplastic proliferations. The 2022 WHO classification
approves PHPT-related multiglandular parathyroid disease as
germline susceptibility-driven neoplasm. Also, previously referred
to as atypical parathyroid adenomas are now recognized as atypical
parathyroid tumours (35). As shown in Table 3, in a comparison of
different characteristics of the participants according to the genetic
results, the only statistically significant difference was in CCCR.

Subjects with negative genetic test

(n=5) (n = 35) Fvalue
Age at diagnosis (years) 542 + 16 50.8 + 15 0.6526
Calcium (mmol/L) 3.36 + 0.49 2.99 +0.49 0.0817
PTH (pmol/L) 134.95 + 159.25 38.18 + 48.65 0.1582
Mean P min pre-surgery (mmol/L) 0.63 +0.19 0.87 + 0.4 0.1005
Calcium creatinine clearance ratio (CCCR)* 0.0085 0.022 0.0057
More than one inclusion criteria (%) 3/5 (60 %) 10/35 (28.6 %) 0.1605

Data are expressed as mean + standard deviation. The positive genetic test group included patients with LP or P variants, according to the ACMG criteria. The negative genetic test group included
subjects with VUS variants or those without any variants found in the genes studied. *CCCR was analysed with Wilcoxon test being lower in subjects with class LP or P variants when compared to
subjects with negative genetic test (P = 0.005). When analysing the differences in CCCR between patients who presented with each type of mutation (CASR, CDKN1B, or non-mutated; Kruskal-
Wallis test), a statistically significant difference was observed (P = 0.02), mainly at the expense of subjects with mutated CASR, in whom the CCCR value was much lower.
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There were no statistically significant differences in the mean age of
the group carrying LP or P variants compared to that of subjects
with a negative genetic study (54.2 vs. 50.8 years, respectively).
Calcium and PTH concentrations were somewhat higher in the
group of patients with a positive genetic test but without statistically
significant differences from the group with a negative test.

Interestingly, subjects carrying LP or P variants had a lower
CCCR than those with a negative genetic study (Wilcoxon test, P =
0.057). When we analysed the differences in CCCR between patients
who presented with each type of mutation (CASR, CDKNIB, or
non-mutated; Kruskal-Wallis test), a statistically significant
difference was observed (P = 0.02) but mainly at the expense of
subjects with mutated CASR, in whom the CCCR value was much
lower (see Table 3). Of note, a CCCR of <0.01 is generally
considered a well-planned screening method of FHH. However,
this cut-off is of limited clinical value due to reduced diagnostic
sensitivity (only captures ~65% of FHH type 1 patients) and
reduced specificity (~18% of surgically confirmed PHPT cases
have CCCR <0.01). Also, CCCR is not validated for diagnosing
FHH in patients with renal impairment, vitamin D insufficiency, or
pregnancy (36).

Apart from CCCR, we did not find a trait that was clearly more
frequent in patients in whom we found germline variants. Although
the differences were not statistically significant, the group of
patients carrying a genetic variant had a greater tendency to
present more than one inclusion criterion, i.e., various risk factors
(60% vs. 28.6% in patients with a negative genetic study). This
suggests that having more than one risk characteristic may increase
the possibility of positive genetic screening. However, it should
be noted that our sample was small and that this is a descriptive
study, so it is difficult to draw firm conclusions. Studies with a
larger number of patients would be necessary to corroborate
this hypothesis.

As mentioned above, four subjects were diagnosed with FHH
type 1 due to CASR variants. Variants c.413C>T, p.(Thr138Met)
and ¢.2393C>T, p.(Pro798Leu) were earlier reported in patients
with a diagnosis of FHH (37, 38). Instead, variants c.1172T>G,
p.(Phe391Cys) and c.175G>A, p.(Glu59Lys) were not previously
described. Among the three patients who underwent surgery, one
achieved a cure, while the remaining two did not, which is typically
observed in cases of FHH. However, both of these cases showed
improvement in osteoporosis following the surgery. This supports
the notion that parathyroid surgery might be beneficial and even
curative in some cases of FHH. Of note, the c.175G>A,
p.(Glu59Lys) variant was not documented in gnomlID, a reference
population database. Therefore, this variant was classified as a VUS
according to ACMG criteria (Table 2). Even so, we believed it was
appropriate to report this variant since the clinical features of the
index case and most of the carrier relatives were consistent with
FHH type 1. As noted in previous publications, FHH is a rare
autosomal dominant disorder with low or variable penetrance,
which could be the reason for the incomplete segregation of the
disease in the ID31 family (39).

Historically, FHH and PHPT have been classified as distinct
conditions owing to some differences, such as lower urinary calcium
excretion (typically CCCR <0.01), generally a more benign clinical

Frontiers in Endocrinology

10.3389/fendo.2023.1244361

course, and the controversial role of parathyroid surgery in FHH
patients, as parathyroid hyperplasia of more than one gland is
present in the majority of cases. However, recent research has
shown that FHH can be classified as a subtype of FHPT because
they share a similar pathophysiology. The CASR gene is known to
play a role in parathyroid growth; therefore, we suppose that some
variants may promote both hyperplasia and parathyroid adenoma
formation (33). There are several reported cases of parathyroid
adenoma in patients with FHH (33, 40, 41). To our knowledge, we
report for the first time a case of atypical parathyroid tumour in a
patient with FHH type 1 (ID15). In FHH type 1, CASR hypoactivity
leads to increased renal calcium reabsorption and increased PTH
production, which can result in hypercalcemia with inappropriately
normal or elevated PTH. Although traditionally considered rare,
40% of FHH cases could present with atypical features like renal and
bone damage, hypercalciuria, severe hypercalcemia, CCCR>0.02, or
parathyroid adenoma (42). In agreement with this, of the four CASR
variant carriers we reported, one had severe hypercalcemia
requiring hospitalization (ID15) and three had bone damage
(osteoporosis). The presence of osteoporosis more strongly
suggests the acquisition of autonomy of one or more
parathyroid glands.

A prevalence of 7.5% (3/40) of variants in CDKIs was found in
our group. Two novel likely pathogenic CDKNIB variants were
found in patients with atypical parathyroid adenomas (Table 2).
CDKNIB mutations are responsible for MEN4 syndrome, which
causes a MEN1-like phenotype with other related tumours (11, 43).
Additionally, a novel variant of the CDKN2C gene with uniparental
disomy was classified as VUS in a patient with PHPT and a non-
functional pituitary adenoma. To our knowledge, CDKIs variants
have not been reported in patients with atypical or cystic adenomas.
As variants in CDKIs have been shown to be a potential cause of
FHPT, which may also give rise to other tumours, we suggest that
these genes should be added to the FHPT study gene panels. Despite
the potential significance of germline variants of these genes, the
reported incidence among affected patients is limited (11, 43).
Further research is required to determine the actual prevalence of
these mutations and the extent of their phenotypic impact.

We report two variants of uncertain significance in TRPV6 in
two patients with PHPT diagnosed before the age of 45 years (ID4
and ID30). TRPV6 encodes the TRPV6 channel, which plays a vital
role in intestinal and renal calcium absorption. TRPV6 protein is
expressed in many epithelial tissues, including the intestine, kidney,
placenta, epididymis, and exocrine glands such as the pancreas,
prostate, salivary glands, sweat, and mammary glands. Transient
severe neonatal hyperparathyroidism has been reported in patients
with missense variants of TRPV6, inherited in an autosomal
recessive manner. The disease is characterized by transplacental
maternal-foetal calcium transport interference, causing a foetal
calcium deficit, resulting in neonatal hyperparathyroidism and
insufficient bone mineralization (44, 45).

Variants in the TRPV6 gene have also been associated with
nephrolithiasis and chronic pancreatitis when inherited in an
autosomal recessive manner. However, most studies investigating
the genotypic and phenotypic effects of TRPV6 were conducted in
mice (45, 46). In the present study, two cases (ID4 and ID30) were
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diagnosed with primary hyperparathyroidism in young adulthood
and carried a single TRPV6 variant. To our knowledge, there have
been no reports of adults with dominant inheritance of TRPV6
involvement that presented with PHPT. Thus, we report these
variants to expand the understanding of this gene. However, their
clinical significance remains unclear and should be interpreted with
caution. Further research is necessary to determine the clinical
implications of TRPV6 variants inherited in a dominant manner. A
potential strategy could be to perform whole exome sequencing
(WES) or whole genome sequencing (WGS) to study patients with
inconclusive genetic test results. This approach may help to uncover
a second variant that was not detected by a gene panel and may
reveal novel genes associated with FHPT.

We did not find any variants in the remaining genes included in
the panel. One point of note is the absence of MENT in the studied
cohort. The average percentage of MENI pathogenic variants in
families with clinical FIHP is around 18% (26). This absence in our
cohort could be attributed to the exclusion of individuals previously
known to carry MENI mutations. In our hospital, MENI gene
analysis is frequently performed in clinical practice rather than in
other genes (47). It should be noted that previous studies associated
atypical parathyroid tumours with mutations in CDC73 (48). In
contrast, variants in CDC73 were not found in 11 patients with
these tumours included in our cohort.

This study has several limitations. The exclusion of cases of
FHPT with known mutations in any of the studied genes might
have distorted the actual prevalence of germline variants in the at-
risk population, which could be higher than reported. Also, there
may be a selection bias as: some patients may not express risk
features because a variable clinical expressivity and/or different
penetrance of the characteristics associated with each of the
various syndromic forms of PHPT at the time of PHPT diagnosis,
etc (49). Another limitation was the small number of participants,
which made it difficult to extract statistically significant results
applicable to the population. It should be noted that four of the
variants found in our cohort were classified as VUS, so their clinical
relevance should be interpreted with caution. However, this
classification system is not absolute and is dependent on the
accuracy of the available evidence at the time of assessment (50).
In addition, we did not conduct functional analysis; therefore, we
could not confirm whether the variants caused the characteristics
observed in the patients, particularly in the case of those classified as
VUS. On the other hand, the genetic testing we conducted was
limited to gene panel sequencing.

In summary, we found a remarkable prevalence of genetic
variants among the genes studied in the at-risk population. This
is consistent with the hypothesis that FPHP is probably an
underdiagnosed entity owing to non-standardized genetic
screening. In our cohort, genetic testing allowed the early
diagnosis and treatment of PHPT and other related comorbidities
of probands and their first-degree relatives. We suggest genetic
testing in patients with PHPT who present any of the risk
characteristics considered in the inclusion criteria of our study.
WES strategy is replacing gene panel studies in clinical laboratories.
Thus, we propose a filtering procedure using the aforementioned
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customized gene panel updated as a first-tier virtual panel for
patients with suspected FHPT.
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5. RESUM GLOBAL DELS RESULTATS

A laprimera publicacio del nostre projecte s’exposen els casos de tres pacients que presenten variants
en linia germinal, previament no descrites a la literatura, en dos gens de la familia d’inhibidors de
quinasa dependents de ciclina o CDKIs. Als tres individus, que no tenien cap relacio entre ells, se’ls
havia fet un cribratge genétic per sospita d’hiperparatiroidisme familiar, atés que presentaven un HPP
amb alguna caracteristica de risc. Es va obtenir informacio clinica tant d’ells com dels seus familiars
de primer grau mitjancant 1’anamnesi i la revisié de la historia clinica hospitalaria. A banda de
I’estudi genetic de variants en linia germinal de gens relacionats amb I’HPPF, també es va fer un
estudi de pérdua d’heterozigosi (LOH) i de CNV en teixit tumoral aixi com una analisi
immunohistoquimica (vegeu la Taula 5).

Taula 5: caracteristiques cliniques dels casos index. V: classificacié de les variants segons les guies
ACMG; LOH/UPD: pérdua d’heterozigosi/disomia uniparental;, Ca max: calcémia maxima
prequirdrgica (Rang de normalitat 0 RN 8,4-10,2 mg/dLY); PTH max: parathormona maxima en
plasma prequirargica (RN 10-65 pg/mL); HP: histologia paratiroidal; TC-TA: tomografia
computeritzada toracoabdominal; CgA: cromogranina A (RN < 100 ug/L); Prl: prolactina (RN 4,04-
15,2 ng/mL); gastr: gastrina (RN 13-115 pg/mL); CLU: cortisol lliure urinari (RN 36-137 pg/24h),
FSH: hormona estimulant del fol-licle (RN: 1.5-12.4 UI/L); LH: hormona luteinitzant (RN: 1.7-8.6
UI/L); T(t): testosterona total (RN: 1,93-7,4 ng/mL); T(f): testosterona lliure (RN: 6,1-25,7 pg/mL);
IGF1: factor de creixement semblant a la insulina 1 (RN: 58-204 ng/mL).
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L En les dues publicacions es van utilitzar les unitats del Sistema Internacional per tots els parametres analitics inclosos.
En el manuscrit de la tesi, perd, s’han conservat les unitats convencionals, que son les proporcionades originariament pel
laboratori del nostre centre hospitalari.
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El primer cas era un home de 47 anys amb hiperparatiroidisme primari que va ser diagnosticat arran
d’haver-se notat un nodul cervical, orientat com a lesié d’origen paratiroidal mitjangant I’ecografia
cervical. Com a antecedents patoldgics presentava obesitat, sindrome d’apnea obstructiva de la son,
hipotiroidisme primari, lipomes atipics i un adenoma tubulovell6s de colon amb displasia de baix
grau. Ates el grau d’hipercalcémia, que va arribar a 13,6 mg/dL (rang de normalitat o RN 8,4-10,2),
i ’edat del pacient, es va realitzar una paratiroidectomia de la glandula afectada, amb resolucié de la
hipercalcémia i descens dels nivells de PTH (de 520,5 a 65 pg/mL, RN 10-65)2. La histologia va ser
compatible amb un tumor paratiroidal atipic de 15,9 grams i de mida 4.5 x 3.5 x 2,5 cm.

Tenint en compte la histologia paratiroidal de risc, es va realitzar un estudi genétic dels gens
relacionats amb I’HPPF, que va identificar una variant LP a CDKN1B (NM_004064.4)
€.280_281delinsG, p.(Pro94Alafs*25), préviament no descrita a la literatura. Es tracta d’una variant
en linia germinal, en heterozigosi, de desfasament que prediu una pérdua del funcionament normal
de la proteina p27. L’analisi de ’ADN tumoral no va mostrar LOH ni CNV i [Destudi
immunohistoquimic de la peca quirdrgica paratiroidal va mostrar una pérdua d’expressio nuclear de
lap27 ales cél-lules neoplasiques (vegeu la Figura 2). Aixi, vam diagnosticar el pacient de sindrome
de MEN4 i vam fer les proves pertinents per descartar altres afectacions associades a la malaltia. Tan
sols es van fer troballes inespecifiques i, a priori, sense relacié amb I’afectacié genética mencionada,
com una hiperplasia suprarenal dreta, uns quists renals bilaterals i una elevacié inespecifica i puntual
dels nivells de cromogranina A sense altres anomalies de laboratori associades. Vam oferir consell
genétic al pacient i estudi de segregacié familiar, perd no presentava familiars de primer grau vius
(vegeu la Figura 3). A mode anecdotic, es va poder fer un estudi genétic de I’ADN de la seva mare,
que havia mort anys enrere degut a una neoplasia de colon, i es va veure que era portadora de la
mateixa variant a CDKN1B que el seu fill. Desconeixem si presentava alguna comorbiditat associada
a MEN4, pero mitjancant la historia clinica vam poder comprovar que havia patit d’hipercalcémia
en alguna ocasio.

Figura 2: estudi immunohistoquimic amb p27/kipl dels adenomes paratiroidals dels casos 1
(esquerra) i 2 (dreta). Abséncia d’expressio nuclear a les cél-lules paratiroidals. 400x
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El segon cas reportat era un home de 57 anys amb malaltia renal cronica terminal en tractament amb
hemodialisi causada per una nefropatia intersticial. Com a altres comorbiditats, presentava una

2 La primera publicaci6 inclou una errata en la conversié de les unitats de la PTH de pg/mL a pmol/L. A la Table 1, els
valors de la columna de PTH max s haurien de canviar per 55.24, 379.1 1 9.43, respectivament.
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polineuropatia axonal cronica idiopatica, una poblacié de cél-lules T aberrant, una obesitat de grau
2 i un hipotiroidisme subclinic. Va ser diagnosticat d’hiperparatiroidisme, en principi terciari, sis
anys després d’haver-se detectat la malaltia renal cronica. Tanmateix, segons la historia clinica, havia
patit en diverses ocasions de nefrolitiasis i d’infeccions urinaries complicades, i per aixo no es podia
descartar un origen primari de I’hiperparatiroidisme que no hagués estat diagnosticat fins que la
funcio renal hagués estat deteriorada. Mitjancant 1’ecografia cervical es va identificar un nodul
hipoecoic que no s’observava amb la gammagrafia amb Tc99-sestamibi. Aixi, es va decidir fer una
exploracio cervical bilateral i completar una paratiroidectomia total. Un cop operat, hi va haver una
normalitzacio dels nivells de calci plasmatic. L’anatomia patologica va mostrar tres glandules amb
hiperplasia® i una quarta compatible amb un tumor paratiroidal atipic d’1,7 grams.

Pel fet d’haver estat diagnosticat d’hiperparatiroidisme en edat jove i per presentar malaltia
multiglandular, aixi com un TPA, es va fer un estudi genétic per sospita d’HPPF. Aquest va
identificar una variant a CDKN1B (NM_004064.4), ¢.169C>T, p.(GIn57*), anteriorment no
reportada a la literatura medica. Aquesta variant és de tipus sense sentit i prediu una pérdua de funcio
de la proteina P27. En un principi, va ser classificada com a LP, pero posteriorment s’ha reclassificat
a patogénica segons les guies ACMG. L’estudi genétic inicial es va realitzar per mitja d’ADN
obtingut de sang periférica, per9, tenint en compte que el pacient presentava una poblacid de cél-lules
T aberrant, i algunes variants en CDKN1B s’han associat a hemopaties malignes, €S va repetir
I’analisi genetica amb ADN obtingut de diferents teixits del pacient (colon, tiroides i saliva).
D’aquesta manera es va poder confirmar 1’origen germinal de la mutacid. L’estudi de I’ADN en teixit
tumoral paratiroidal no va evidenciar LOH ni CNV. I, en I’ambit immunohistoquimic, les cél-lules
paratiroidals del TPA presentaven una manca de tincié nuclear amb p27 (vegeu la Figura 2).

Ateés el quadre clinic del pacient i el resultat genétic obtingut, vam establir el diagnostic de sindrome
de MENA4. Seguint les recomanacions suggerides per a aquesta patologia, vam fer un cribratge per
descartar altres possibles neoplasies associades a la malaltia. En aquest cas, el pacient va presentar
nivells de cromogranina A i de gastrina elevats, pero sense clinica suggestiva de gastrinoma i amb
proves d’imatge negatives, motiu pel qual aquests resultats es van orientar com a secundaris al
tractament amb inhibidors de la bomba de protons i a la malaltia renal avancada. També vam observar
uns nivells elevats de prolactina, una somatomedina disminuida i un patré d’hipogonadisme
hipergonadotrop, situacions que vam atribuir a la preséncia d’una insuficiéncia renal cronica
avancada, si tenim en compte que la ressonancia hipofisiaria no mostrava alteracions. L’estudi
genétic dels familiars va excloure que dos germans del cas index fossin portadors de la mateixa
variant, fet que no permetia descartar que la mutacié del pacient fos de novo (vegeu la Figura 3).

% Com s’ha comentat a la introduccid, el terme ‘hiperplasia’ per fer referéncia a la MMG causant d’un hiperparatiroidisme
primari esta ja en dests. Tanmateix, en aquest manuscrit i en les publicacions que hi inclou s’ha seguit utilitzant, ja que els
estudis histologics van ser anteriors a la data del canvi de terminologia (32).
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Figura 3: arbre genealogic dels casos index. La generacié s’indica amb numeros romans i €ls
individus de cadascuna amb numeraci6 arabiga; Les fletxes indiquen els casos index de cada
familia; cercle: dona; quadrat: home; doble linia sota un individu: abséncia de descendéncia; simbol
tatxat: exitus; +: portador de la mutacio; -: estudi genetic negatiu; ?: estudi genetic no realitzat;
simbol buit: individu asimptomatic; quadrant superior dret marcat: hiperparatiroidisme; punt
superior dret: antecedent de nefrolitiasi, de colic renal o d’hipercalcémia; quadrant superior
esquerre ple: adenoma hipofisiari; quadrant inferior dret ple: tumor neuroendocri; quadrant
inferior esquerre ple: altres tumors.
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El tercer cas clinic corresponia a una pacient de 44 anys amb HPP diagnosticat quan tenia 28 anys
arran de notar-se un bony cervical. Els estudis d’imatge van mostrar un nodul d’1,1 cm posterior al
Iobul tiroidal dret, suggestiu de ser paratiroidal, i un nodul quistic de 3 cm al costat esquerre amb
contingut quistic inespecific. L’analisi de sang va detectar una hipercalcemia amb elevacié de la
PTH, aixi que es va decidir fer un tractament quirdrgic. Es va realitzar una exploraci6 cervical
bilateral i es van extreure dues glandules, ambdues compatibles amb adenomes paratiroidals, un
d’ells de tipus quistic. Després d’anys de seguiment, no hi va haver recidiva de I’hiperparatiroidisme.
Pel fet de presentar una histologia paratiroidal de risc i una edat jove al diagnostic de
I’hiperparatiroidisme, es va realitzar un estudi genétic. La pacient era portadora d’una variant en linia
germinal en heterozigosi al gen CDKN2C (NM_001262.2), ¢.319T>G, p.(Leul07Val), que va ser
classificada com a VUS segons el criteri de les guies ACMG. Els estudis de LOH i CNV del teixit
tumoral paratiroidal remés a patologia van mostrar un guany de cromosoma 1 sencer i una disomia
uniparental somatica del cromosoma 1, fet que podria reforcar la patogenicitat de la variant (vegeu
la Figura 4).

Considerant la troballa d’una variant de significat incert en un gen de la familia de les CDKIs, es van
realitzar proves de laboratori i d’imatge a la pacient per tal de descartar altres possibles lesions
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tumorals associades. Es va detectar un microadenoma hipofisiari quistic no funcionant, uns quists
ovarics i també leiomiomes uterins. Aixi mateix, vam oferir consell genétic a la pacient, pero no tenia
fills ni desig gestacional. A la seva mare, pero, que presentava antecedents de colics nefritics, se li
va detectar la mateixa variant en linia germinal a CDKN2C i un patr6 bioquimic compatible amb
HPP, que préviament no havia estat diagnosticat. A més, es va diagnosticar d’osteoporosi, per la qual
cosa es va decidir tractament quirtrgic de ’hiperparatiroidisme. ES va extreure 1’inica glandula
paratiroidal afectada, que va ser compatible amb un adenoma paratiroidal. La pacient va presentar
criteris de curacid postcirurgia. El cribratge genetic d’altres membres de la familia va ser negatiu
(vegeu la Figura 3).

Figura 4: estudi de variacions en nombre de copies i pérdua d’heterozigosi del cas 3. L estudi de
CNV detecta un guany del cromosoma 1 i ['estudi de freqiiencia al-lelica-B mostra una disomia
uniparental del cromosoma 1 sencer.
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El segon article publicat fa referéncia a 1’estudi principal de la tesi. Es tracta d’un estudi
observacional ambispectiu que tenia per objectiu la realitzacié d’un cribratge genétic, mitjangant un
panell de gens relacionats amb I’HPPF (AIP, AP2S1, CASR, CDC73, CDKN1A, CDKN1B, CDKN2B,
CDKN2C, GCM2, GNA1l, MEN1, PTH, RET i TRPV6), a una cohort de pacients amb
hiperparatiroidisme primari visitats al nostre centre hospitalari que presentessin alguna caracteristica
de risc que orientés a un origen hereditari de la malaltia. El diagnostic d’HPP s’establia per nivells
de PTH serica elevats o inadequadament normals per a calcémies normals o elevades. Els criteris
d’inclusio a I’estudi van ser:

1) Edat al diagnostic de I’HPP menor o igual a 45 anys.

2) Histologia paratiroidal de risc (carcinoma, tumor atipic, adenoma quistic o malaltia
multiglandular).

3) HPP persistent o recurrent postcirurgia (definit per una hipercalcemia > 10,5 mg/dL tres
mesos després de la cirurgia paratiroidal).

4) Antecedents familiars d’HPP en almenys un familiar de primer grau.

5) Presentar algun tumor associat a algun tipus d’HPPF sindromic (TGEP, adenomes
hipofisiaris, tumors mandibulars o maxil-lars, tumors renals o uterins, CMT, neoplasia de
mama, hemopatia maligna o altres).

Com a Unic criteri d’exclusio es va considerar el fet de ser portador d’alguna mutacio ja coneguda
en qualsevol dels gens inclosos en el panell de I’estudi o tenir un familiar de primer grau que en
presentés.

Per a reclutar els pacients es van usar informes d’anatomia patologica de pacients operats
d’hiperparatiroidisme en el nostre centre hospitalari (Hospital Universitari Parc Tauli) entre I’any
1989 i el 2019. A la Figura 5 es pot observar el disseny de I’estudi. D’un total de 485 peces
quirargiques paratiroidals, 103 complien algun criteri d’inclusié histologic. Al seu torn, també vam
revisar les histories cliniques de tots els pacients visitats sota el diagndstic d’hiperparatiroidisme
primari entre gener del 2017 i desembre del 2019, per tal de poder incorporar a I’estudi aquells
pacients amb HPP no operats que poguessin complir algun altre criteri d’inclusié. 23/197 complien
algun criteri no histologic. Finalment, d’un total de 126 pacients candidats per criteris d’inclusio, 40
van accedir a participar en I’estudi. Per obtenir les dades cliniques de cadascun dels participants es
van usar informes clinics i es va realitzar una entrevista presencial, on s’explicava i firmava el
consentiment informat i també s’extreia Una mostra sanguinia per a I’estudi genetic.
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Figura 5: disseny de ’estudi.

Casos avaluats Casos exclosos
Pacients amb criteris d’inclusié 485 peces quirtrgiques
histolégics < paratiroidals d’anatomia - Abséncia de criteris d’inclusi¢ histologics
(n=103) patologica de pacients (n=382)
intervinguts entre 1989 1 2019
Individus amb criteris n = 197 pacients visitats per
d’inclusié no histologics < hiperparatiroidisme primari | Abséncia de criteris d’inclusié o casos ja
(n=23) (1/2017-12/2019) inclosos per criteris histologics de peces

quirtirgiques (n=174)

Y

n = 126 pacients amb criteris
d’inclusié

» Exitus o inaccessible (n = 73)
v

n = 53 individus candidats

v

No volen participar (n = 13)
v

n = 40 pacients inclosos a I’estudi

Resultats generals

A la Taula 6 s’exposen les caracteristiques cliniques dels participants. La cohort exhibia un
predomini de dones i una mitjana d’edat al diagnostic d’HPP de 51 + 15.8 anys. Els motius inicials
de consulta médica pels que cada persona havia acabat diagnosticada d’hiperparatiroidisme eren
diversos: un 30% per troballa incidental d’una hipercalcémia, un 20% per nefrolitiasi simptomatica,
un 17,5% per algun nodul cervical palpable, un altre 17,5% per simptomes neuromusculars i la resta
per altres signes o simptomes (osteoporosi, fractures 0ssies, etc.). La majoria dels individus reclutats
havien estat sotmesos a una cirurgia paratiroidal (80%). Dels pacients operats, els nivells de PTH
sérica maxima prequirdrgics eren de 161 pg/mL (81-3575)%, la calcémia maxima d’11,3 mg/dL (9,5-
17,4) i la fosfatémia minima de 2,3 mg/dL (1,3-8) (RN 2,7-4,5).

La classificacio dels participants segons quin o quins criteris d’inclusié complien va ser la seguent:
quinze individus amb una edat < de 45 anys en el moment del diagnostic de I’HPP, 28 casos
presentaven criteris histologics de risc (un carcinoma paratiroidal, onze tumors paratiroidals atipics,
sis adenomes paratiroidals quistics i cinc casos amb malaltia multiglandular), quatre individus havien
tingut una recurréncia de I"hiperparatiroidisme després de la cirurgia, dos pacients tenien antecedents
familiars d’HPP i set casos presentaven algun tumor que pogués estar associat amb un HPPF
sindromic. Un terc dels participants complia dos o més criteris d’inclusi6. En valors absoluts, és a
dir, incloent aquells pacients que complien més d’un criteri d’inclusio a les categories corresponents,
es va observar que el criteri predominant era ’edat, seguit de criteris histologics com el tumor
paratiroidal atipic i la malaltia multiglandular (vegeu la Taula 6).

Taula 6: variables cliniques dels 40 participants de la cohort. Les dades de laboratori s’ expressen
amb la mediana i el rang total (valors minim i maxim). PTH max: nivells plasmatics de

4 Els valors de PTH maxima, de calcémia maxima i de fosfatémia minima s’expressen amb mediana i rang total (valors
minim i maxim).
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parathormona maxims abans de la cirurgia o durant el seguiment clinic en els pacients no operats;
P min: fosfatémia minima; *Classificacio dels participants segons els criteris d’inclusio, integrant
els pacients que complien dos o més criteris dins les categories corresponents.**Pacients que
presentaven algun tumor associat suggestiu d’un HPPF sindromic, amb el seu nimero identificatiu
de participant entre paréntesis: un prolactinoma (ID3), un adenoma hipofisiari productor de GH
(ID5 i 1D19), un carcinoma renal de cél-lules clares (ID14), un limfoma limfoblastic (1ID22), una
poblacié de cél-lules T aberrant (ID29), un tumor neuroendocri duodenal metastatic, un melanoma
i un angiomiolipoma renal (ID33).

Variables cliniques dels participants (n = 40)

Edat mitjana al diagnostic de

51+158
I’hiperparatiroidisme (anys) '
Sexe: dona/home, n (%) 27 (68%) / 13 (32%)
Troballa incidental d’una hipercalcemia n =12 (30%)
Presentacio clinica de Litiasi renal n =8 (20%)
. e e Palpaci6 d’un bony cervical n=7(17,5%)
P’hiperparatiroidisme .
Simptomes neuromusculars n=7(17,5%)
Altres signes/simptomes (osteoporosis, fractures, etc.) n =6 (15%)

Pacients intervinguts

quirargicament, n (%)
PTH max precirurgia (pg/mL) 161 (81-3575)
Calci max ajustat precirurgia

n = 32 (80%)

11,3 (9,5-17,4)

(mg/dL)
P min precirurgia (mg/dL) 2,3(1,3-8)
Classificacio dels participants segons els criteris d’inclusié =~ Valors absoluts*
Edat < 45 anys 7 (18%) 15 (37,5%)
Carcinoma paratiroidal 0 (0%) 1 (2,5%)
Tumor paratiroidal atipic 6 (15%) 11 (27,5%)
Adenoma paratiroidal quistic 2 (5%) 6 (15%)
Criteris d’inclusié Malaltia multiglandular 4 (10%) 10 (25%)
(indicacid de test genetic) Hlperparatlro@smg recurrent tres mesos 2 (5%) 4 (10%)
després de la cirurgia
Antecedents familiars d’HPP 2 (5%) 2 (5%)
Erpe;el:n;:ilra:ddroar:?zi :umors suggestius d’un 4 (10%) 7 (17,5%)
Dos 0 més criteris d’inclusio 13 (32%)

Dels 40 pacients sotmesos a 1’estudi, I’analisi genética va identificar un total de nou variants en nou
individus diferents (9/40, 22,5%). D’aquestes, cinc van ser classificades com a patogéniques o
probablement patogeniques (tres a CASR i dos a CDKN1B) i quatre, de significat incert o de classe
3 (unaa CDKN2C, unaa CASR i unaa TRPV6). Quant al tipus de variants, una va ser de desfasament,
una altra sense sentit i la resta amb error de sentit. A la Taula 7 s’exposen les caracteristiques
cliniques i genetiques dels individus portadors d’alguna de les variants identificades a I’estudi.
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Taula 7: caracteristiques cliniques i genétiques dels participants portadors de variants germinals en algun dels gens estudiats mitjancant el panell. 1D:
numero d’identificacio de cada participant de la cohort; edat: anys amb qué es va fer el diagnostic de I’HPP,; D: dona; H: home; Ca Pre/Post (mg/dL): calci
plasmatic corregit per albdmina pre i postquirargic (RN 8,4-10,2); PTH Pre/Post (pg/mL): nivells de PTH pre i postquirdrgic (RN 10-65); Cr: creatinina sérica
en el moment del diagnostic de I’hiperparatiroidisme (RN 0,5-0,9 mg/dL); NA: no avaluat; *Criteris d’inclusio per a [’estudi genétic: 1) edat < 45 anys; 2)
carcinoma paratiroidal; 3) tumor paratiroidal atipic; 4) adenoma quistic; 5) malaltia multiglandular; 6) hiperparatiroidisme recurrent tres mesos postcirurgia;

7) antecedents familiars d’"HPP; 8) tumor associat suggestiu d’HPPF sindromic; 9) dos 0 més criteris d 'inclusio.

Tipus de \Y Classificacio PrréVi?tmsnt Ca PTH Criteris Histologia Pes cl):re}(;ndlgfsrije
ID | Edat | Sexe Gen Variant pu s eportaca Pre/ Pre/ Cr CCCR " < g tumoral | P .
variant de PACMG (gnomAD / Post Post d’inclusié* © la variant
Pubmed) Y identificats
PVS1 (molt Mare
€.280_281delinsG, . fort) 13,6/ 520/ N
18 47 H CDKN1B b.(Pro94Alafs*25) Frameshift LP PM2 No / No 83 65 1,07 NA 3 TPA 15,7 (r]elzoplasm de
(suggestiu) colon)
MMG: tres
PVS1 (molt 5
€.169C>T 13,5/ 3575/ 9(1,3,5 glandules amb
0 fort 5 03,0, I es an
29 34 H CDKN1B p.(GIN57*) Nonsense P Po'\r/I)2 . No / No 86 59 2,20 0,010 8) Pr'ﬁzrplas'a iun 1,7 Cap
11,4/ MMG: dos
0 )
27| 28 | D |coknzc | S39TG Missense | VUS | Pm2 (moderaty | O-0036%/ | g | 89143 1 g90 | 0030 | 9(1,4) | adenomes(un 01 | Mare(HPP)
pillet el No d’ells quistic)
MMG: un TPA
€.1172T>G, . PM2 (moderz_it) 165/ 2008 / (arpb_cél-lul_es Fill (HPP
15 77 H CASR p.(Phe391Cys) Missense LP Egg (suggestiu) No / No 6.7 32 1,07 0,005 9(3,4,5) ﬂﬁ;sg?afdsalla 1,33 assimptomatic)
hiperplasica
PM1 (moderat), Filla (HPP
.413C>T PP2 (suggestiu), simptomatic,
21 49 H CASR (‘i’hr138M’et) Missense P PM2 (moderat), No / Si 125/- | 145/- 0,80 0,004 7 NA pero estudi
P PP3 (suggestiu), genetic no
PP5 (fort) realitzat)
PM1 (moderat),
PP2 (suggestiu), MMG: tres s
2| 64 | D | CASR C2393C>T, | \ricsense | LP | PM2 (moderat, | No/si | ‘22! | 18071 046 | 0013 | 9(5,6) | glandulesamb 028 | Tresfills (HPP
B L) PP3 (suggestiu), 94 73 lipohiperplasia assimptomatic)
PP5 (fort)
PM1
(suggestiu), MMG: dues Tres germans
31| 75 | D | CASR sy | Missense | VUS| pm2 No/No | %811 M3 102 | oon 5 glandules amb 0,08 | (HPP normo-
B Y (suggestiu), ! hiperplasia calcemic)
BP4 (moderat)
€.1937G>A, . 0,0032%/ 13,2/ 150/ 0,011 Pare (HPP
4 41 H TRPV6 0.(Arg646GIn) Missense | VUS | PM2 (moderat) No 97 35 0,91 1 Adenoma 0,4 lleu)
C.787G>A, - 0,0415% / 11,02
30 35 D TRPV6 n.(Asp263Asn) Missense | VUS | PM2 (moderat) NoO /. 147 /- 0,62 0,010 1 - NA
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Variants a CASR

Es van identificar quatre portadors de variants amb error de sentit en heterozigosi en el gen CASR
(dues LP, una patogénica i una VUS), aixi que se’ls va diagnosticar d’hipercalcémia hipocalciurica
familiar tipus 1. Dues d’aquestes variants havien estat reportades préviament a la literatura (les
trobades en els casos ID21 i ID24) i les altres no havien estat descrites amb anterioritat. D’aquests
quatre pacients, tres havien estat sotmesos a cirurgia paratiroidal mitjancant una exploracio bilateral.
La CCCR era menor a 0,01 en dos d’ells i entre 0,01 i 0,02 en els altres dos casos (vegeu la Taula 7).
El cas ID15 havia estat diagnosticat d’hiperparatiroidisme quan tenia 77 anys arran d’una
hipercalcémia greu que va requerir ingrés hospitalari i, sota la sospita d’'un adenoma paratiroidal
quistic per imatge, es va intervenir quirdrgicament. L’anatomia patologica va ser compatible amb
una MMG a expenses d’un TPA amb cél-lules quistiques i una glandula paratiroidal amb hiperplasia.
Un cop operat, el pacient es va mantenir asimptomatic, normocalcemic i amb uns nivells de PTH
dins el rang de la normalitat fins a la data actual, és a dir, curat de I’hiperparatiroidisme. Després de
la detecci6 de la variant LP ¢.1172T>G, p.(Phe391Cys) a CASR (NM_000388.3), es va fer 1’estudi
genétic als seus familiars de primer grau. Dos fills del pacient eren portadors de la mateixa variant i
un d’ells presentava hipercalcémia (vegeu la Figura 6).

Els casos 1D24 i ID31 havien estat diagnosticats d’un HPP arran de 1’estudi per presentar osteoporosi
(definida per una T-score < -2,5). Les dues pacients havien estat reclutades per a I’estudi per presentar
una MMG, a més de recurréncia de la malaltia en el cas 1D24. El cas ID31 havia presentat, a més,
una fractura de Colles. En ambdds casos les proves de localitzacié van observar una Unica lesio
paratiroidal. No obstant aix0, ambdues pacients van ser sotmeses a una exploracio cervical bilateral
i a una paratiroidectomia subtotal, ja que durant la cirurgia es va observar més d’una glandula
paratiroidal augmentada de mida. El diagnostic histologic va ser de MMG en tots dos casos: tres
glandules amb lipohiperplasia en el cas D24 i dues glandules amb hiperplasia en el cas ID31. Durant
el seguiment postcirurgia, el cas D24 va presentar una persisténcia de criteris bioquimics d’HPP, a
diferéncia de la pacient ID31, que va normalitzar els valors de PTH amb el temps (58 pg/mL a I’any
de la cirurgia). Tanmateix, la densitometria 0ssia va presentar una millora en totes dues pacients un
cop operades: un augment del 8,2% i de 1’1,9% de la DMO a columna lumbar i a fémur proximal,
respectivament, en el cas ID31, i un augment del 12,2%, del 5% i del 6,7% a columna lumbar, fémur
proximal i radi en el cas 1D24. Quan es van detectar les variants ¢.2393C>T, p.(Pro798Leu) i
€.175G>A, p.(Glu59Lys) a CASR (NM_000388.3) als casos 1D24 i ID31, respectivament, es va oferir
assessorament geneétic i la realitzacié de 1’estudi genétic i el seguiment clinic als seus familiars de
primer grau. Diferents membres de les dues families van resultar ser portadors de les variants a CASR
i també presentar diferents graus d’hiperparatiroidisme analiticament. D’aquesta manera, es va
observar com les dues variants segregaven amb la malaltia en ambdues families, respectivament (a
excepcio de I’individu II-1 de la familia de la ID31) (vegeu la Figura 6).

El cas ID21 va participar en I’estudi per tenir ’antecedent d’una filla amb HPP. Ell presentava, a
més de criteris bioquimics d’HPP, osteoporosi i antecedents personals de colics nefritics. L’estudi va
detectar una variant patogenica a CASR (NM_000388.3), ¢.413C>T, p.(Thr138Met), per la qual cosa
es va orientar el pacient com a HHF tipus 1. La CCCR era menor a 0,01. Les proves de localitzacio
cervicals no van mostrar cap glandula augmentada de mida. Aixi, es va optar per un tractament medic
amb cinacalcet. D’aquesta manera els nivells de calcémia van millorar de 12,5 a 11 mg/dL. No es va
poder fer 1’estudi genetic de la filla per manca de col-laboracid.
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Variants a CDKIs

A D’estudi es van detectar tres variants en linia germinal en dos gens de la familia de CDKIs en tres
individus: una variant classificada com a VUS a CDKN2C (cas 1D27) i dues com a probablement
patogéniques a CDKN1B (individus 1D18 i 1D29) (vegeu la Taula 7). Els criteris d’inclusié a I’estudi
d’aquests tres pacients van ser histologics. L’ID18 havia tingut un tumor paratiroidal atipic i els casos
ID29 i ID27 presentaven una malaltia multiglandular a expenses d’un TPA i de glandules
hiperplasiques en el primer i d’adenomes multiples en el segon (un d’ells amb caracteristiques
quistiques). De forma addicional, els darrers dos casos complien el criteri d’edat menor a 45 anys al
diagnostic de I’HPP. Aquests tres casos van ser explicats extensament al primer article, que es va
centrar de forma especifica en I’afectacié clinicopatologica deguda a alteracions en els gens
inhibidors de quinasa dependents de ciclina (vegeu la Taula 5 i la Figura 3).

Variants a TRPV6

Per Gltim, vam detectar dues variants en linia germinal i en heterozigosi al gen TRPV6, préviament
no descrites a la literatura i classificades com a VUS, en dos individus diferents (casos 1D4 i 1D30).
Els dos pacients havien estat inclosos a 1’estudi per presentar un HPP diagnosticat en edat jove (als
41 i 35 anys, respectivament). El cas 1D4 havia estat diagnosticat d’HPP causat per un Gnic adenoma
i presentava antecedents de nefrolitiasis. Un cop resecat el tumor, els nivells de la calcemia i la PTH
en plasma van tornar a la normalitat. L’estudi genétic dels seus familiars va permetre detectar la
mateixa variant, ¢.1937G>A, p.(Arg646GIn) a TRPV6 (NM_018646.5), en el seu pare i I’estudi
analitic d’aquest va ser compatible amb un hiperparatiroidisme primari normocalcémic (vegeu la
Figura 6).

El cas D30 era una noia que havia estat diagnosticada d’un HPP i d’un deficit important de vitamina
D als 31 anys arran de parir un nadé amb raquitisme i una hipocalcémia greu. Es va administrar
tractament amb vitamina D a la mare i al nounat i, tot i normalitzar-ne els nivells, la pacient va
continuar amb valors elevats de PTH i de calci plasmatics. Es van dur a terme proves de localitzaci
que descrivien un nodul suggestiu d’adenoma paratiroidal inferior dret. Es va recomanar la
realitzacio d’un tractament quirdrgic, pero es va perdre el seguiment de la pacient, aixi que no es va
poder operar. L’estudi genetic va evidenciar una variant de significat incert a TRPV6
(NM_018646.5), ¢.787G>A, p.(Asp263Asn), préviament no descrita a la literatura. La pacient
presentava antecedents familiars de nefrolitiasis en cinc de set germans, perd no es va poder fer
I’estudi genétic als seus familiars atesa la pérdua del seguiment.
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Figura 6: arbres genealogics dels pacients portadors de variants als gens CASR o TRPV6. Simbol
buit: individu asimptomatic; simbol ple: familiar afectat d’hiperparatiroidisme (nivells de PTH
elevats o inadequadament normals amb calcemia normal o elevada); simbol amb un punt negre:

antecedents de nefrolitiasis o de déficit de vitamina D greu.
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Caracteristigues segons el resultat de I’estudi genétic

Un cop realitzat I’estudi genétic, es van comparar les variables cliniques i analitiques dels participants
en funcio de si eren portadors d’alguna variant en els gens estudiats o no. A la Taula 8 s’exposen els
valors de les diferents caracteristiques en funcié del resultat de I’estudi genetic. A la part esquerra de
la taula es considera com a resultat genétic estrictament positiu aquells casos amb variants P i LP
(classes 4 i 5) i, en canvi, a la part dreta s’hi inclouen també les variants de significat incert (classe
3) dins el grup de casos amb resultat genétic positiu.
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Taula 8: caracteristiques cliniques dels participants segons el resultat del test genétic. Les dades
s expressen amb mitjana + desviacio estandard.

Estudi genetic Estudi EstL;)cllsg[(ieSetlc Test
positiu (Yarlants genet!c P (incloent-hi genet!c p
LPiP) negatiu les VUS) negatiu
(n=5) (n=35) (n=9) (n=31)
- ~ - +
Edat al diagnostic 54,2+ 16 50,8+15 | 06526 | 5018 SLS* 18157
(anys) 15,5
Calcémia maxima 13,5+ 1,96 124106 00817 | 125+2 11,1+2 | 0,399
(mg/dL)
- -
PTH plasmatica 1273 + 1502 360+£459 | 01582 | 763 +1222 30+ 1 459
(pg/mL) 480
Fosfatémia precirurgia | - g5, o 5g 27+124 | 01005| 23+07 | 27+13 04421
(mg/dL)
Ratio d’aclariment de
calci/creatinina 0,0085 0,022 0,0057 0,0107 002 | 00038
(CCCR)
>2 criteris d’inclusio 10/35 9/31
- 0, 0,
o) 3/5 (60%) oagw | 01605 | 49(a4dn) oo 038

L’edat mitjana dels participants en el diagnostic de I’HPP, aixi com els valors de la fosfatémia
minima, no van mostrar diferéncies entre els dos grups. Els valors analitics mitjans de laPTH i de la
calcémia maximes prequirurgics eren majors en el grup de pacients amb un resultat genétic positiu
(tant incloent-hi els casos amb variants VUS com sense ells) respecte del negatiu, perd les diferencies
no van ser estadisticament significatives. Aixi mateix, a la darrera fila de la Taula 8 s’observa que el
fet de tenir dos o més criteris d’inclusio, és a dir, més d’un factor de risc d’HPPF, va ser més freqiient
en el grup dels pacients portadors d’alguna variant (60% vs. 28,6% i 44,4% vs. 29,03%), tanmateix,
sense diferéncies estadisticament significatives. En canvi, el valor de la CCCR mitja, que es va
analitzar amb el test de Wilcoxon, va ser menor en el grup de pacients amb un resultat genétic positiu
en comparacio amb els pacients amb resultat negatiu, amb significacié estadistica (P = 0,0057 i P =
0,0038). Mitjancant la prova de Kruskal-Wallis, es va comparar la ratio CCCR mitjana entre els
grups de pacients segons el tipus de mutacié detectada (cap, a CASR, a algun gen CDKIs 0 a TRPV6)
(vegeu la Figura 7). D’aquesta manera es va observar que els valors de la CCCR eren menors en tots
els grups amb mutacions respecte dels pacients amb un estudi genétic negatiu, pero principalment a
expenses del grup de pacients amb variants a CASR. Els pacients diagnosticats d’HHF tipus 1
(portadors de variants a CASR) eren els que tenien els valors de CCCR més baixos, de forma
estadisticament significativa (P = 0,014).
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Figura 7: test de Kruskal-Wallis. Representacio de la ratio d’aclariment calci/creatinina pels
diferents grups segons la variant genética evidenciada. Estudi de la significacio de les diferencies
de les mitjanes mitjancant el test de Kruskal-Wallis.
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Tipus de variant detectada amb 1’estudi genétic

Altres resultats destacables derivats de 1’Us del panell a la practica clinica

Arran de 1’ts del panell de gens usat en 1’estudi i, posteriorment, dut a la practica clinica del nostre
centre hospitalari, vam detectar algunes variants dels gens CASR i CDC73 en pacients amb sospita
clinica d’un hiperparatiroidisme familiar. En destaquem la deteccio d’una familia que va ser
diagnosticada de la sindrome d’hiperparatiroidisme lligat a tumor mandibular. La sospita inicial
d’HPPF va ser en una noia de 23 anys amb hiperparatiroidisme que tenia dues germanes amb HPP.
Una d’elles va presentar una hipercalcémia greu que va requerir ingrés a la unitat de critics per un
bloqueig auriculoventricular. Les tres es van sotmetre a cirurgia paratiroidal per
I’hiperparatiroidisme. Una d’elles va presentar una MMG deguda a adenomes mudltiples, aixi com
polips uterins i una altra germana va ser diagnosticada d’un tumor paratiroidal atipic. La mare havia
estat operada feia anys d’un tumor maxil-lar i presentava antecedents de colics nefritics, pero no
havia estat diagnosticada d’HPP. Es va realitzar I’estudi genétic mitjancant el panell de gens
mencionat al segon article i es va detectar la variant c¢.110del, p.(Lys37Argfs*72) a CDC73,
classificada com a probablement patogénica i, fins aquell moment, no descrita a la literatura medica.
La mare i les tres filles van ser portadores de la mateixa variant. La resta dels germans estan pendents
de I’estudi genetic en el moment actual. Aquesta nova variant (i les caracteristiques i evolucid clinica
de la familia portadora) es va reportar en format de poster al Congrés Europeu d’Endocrinologia,
organitzat per la The European Society of Endocrinology (ESE) el maig de 2024 (262).
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6. RESUM GLOBAL DE LA DISCUSSIO DELS RESULTATS OBTINGUTS

L’hiperparatiroidisme familiar (HPPF) es considera una malaltia infradiagnosticada que podria
explicar més del 10% dels casos de I’hiperparatiroidisme primari (HPP). Existeix una manca de
consens sobre qui s’hauria de sotmetre a 1’estudi genétic i quins gens caldria analitzar en cada cas.
Aix0 ve afavorit per un desconeixement generalitzat d’algunes de les causes d’HPPF, considerades
poc freqlents, per un baix nombre d’estudis genétics realitzats a la practica clinica en molts centres
i per una abséncia d’unanimitat en les guies sobre el maneig d’aquesta entitat. No obstant aix0, el fet
de diagnosticar una causa genetica de I’HPP pot tenir implicacions importants tant pel pacient com
per a la seva familia (39). La hipotesi del nostre treball postulava que el cribratge genetic de variants
en linia germinal de gens relacionats amb I’HPPF en pacients amb caracteristiques de risc podia ser
important de cara al maneig clinic de portadors i familiars. Concretament, que podia ser Gtil en
poblacié de I’area mediterrania i possiblement amb una taxa diagnostica genética rellevant. Endemés,
es calculava que si es trobaven variants en els gens estudiats, aixo permetria millorar I’estratégia
clinica i terapéutica a seguir en la practica clinica habitual en el nostre medi.

Per conseguent, en aquest projecte de tesi es va voler determinar la prevalenca de I’HPPF en una
cohort d’individus amb hiperparatiroidisme i fenotip de risc, mitjangant 1’estudi de mutacions en
linia germinal d’un panell de gens ampli dissenyat especificament per a I’estudi. Els estudis publicats
fins al moment en les diferents arees geografiques mostraven una prevalenca molt variable de
I’HPPF. Aquest fet possiblement era propiciat per 1’heterogeneitat en els gens avaluats i en la mostra
de pacients avaluada a cada estudi i dificulta poder extrapolar els resultats de forma general (212).
Aixi, ens vam plantejar estimar la prevalenga d’aquesta entitat en el nostre medi, aixi com dels gens
més frequentment afectats. Fins a I’actualitat no s’havia fet cap estudi d’aquestes caracteristiques en
poblacié espanyola. En poblacié mediterrania si que existia alguna cohort publicada de pacients amb
fenotip de risc d’HPPF, pero aquests estudis es basaven en una mostra petita d’individus i amb tests
genétics menys complets, molts d’ells avaluant un sol gen i no un panell ampli
(201,233,238,248,253,255,256).

En la cohort que vam estudiar de 40 pacients caucasics, residents a Espanya, amb hiperparatiroidisme
primari i almenys alguna caracteristica de risc, es va trobar una prevalenca de variants en linia
germinal del 22,5% (9/40). Alguns estudis reportats mostraven prevalences concordants amb la que
va detectar el nostre grup. Per exemple, en poblacié japonesa es van estudiar tretze families amb
sospita d’hiperparatiroidisme familiar per tenir una anatomia patologica de risc (tumors paratiroidals
atipics, malaltia multiglandular, carcinomes paratiroidals o adenomes quistics) i/o per antecedents
familiars d’HPP. De les tretze families, tres van presentar mutacions germinals a CDC73 i una d’elles
una variant amb error de sentit a MENL, és a dir, van detectar una taxa diagnostica genetica del 30%,
sense especificar el tipus de variant segons les guies ACMG (259). L’estudi de Mariathasan et al
(2019), realitzat al Regne Unit, era un dels més grans, amb una mostra de 121 pacients amb sospita
d’HPPF a qui se’ls va realitzar un estudi genétic amb un panell d’onze gens. Van detectar una
prevalenca del 16% de variants patogéniques en algun dels gens avaluats (onze a CASR, sis a MEN1,
una a CDC73 i una a AP2S1) (257). Aixi mateix, alguns estudis que havien avaluat diferents gens
relacionats amb I’HPPF en individus amb sospita, en poblacions de diferents arees geografiques,
reportaven prevalences similars a la detectada en el nostre grup (192,212,238).

Altres investigacions fetes en diferents territoris, en pacients amb fenotip de risc d’HPPF, i amb
estudis genétics heterogenis, tenien una taxa de diagnostic genétic forca inferior a la del nostre estudi
(209,230,233,248,254,258,260). Per contra, de forma menys freqiient, alguns autors havien publicat
una taxa de deteccid de mutacions en linia germinal forca més elevada. Tanmateix, cal destacar que
cap d’aquests analitzava un panell ampli de gens en poblacié adulta, a diferéncia del nostre estudi,
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en que s’analitzaven catorze gens possiblement implicats en I’HPPF (201,253,256,261). Cal destacar
que el grup d’El Allali et al. (2021) va trobar una prevalenca del 52% de variants en linia germinal
mitjancant un estudi genétic que avaluava sis possibles gens relacionats amb I’HPPF, en una poblacio
de 63 infants, a Franga. Aix0 fa pensar que probablement la taxa de deteccio genética sigui més
elevada en poblacié pediatrica que en poblacié adulta (255).

Els criteris d’inclusio del nostre estudi es van basar en les caracteristiques considerades sospitoses
d’un HPPF. Quan es van comparar els pacients que havien tingut un test genétic positiu amb els que
no presentaven cap variant en els gens estudiats, es va observar que els primers tenien tendéncia a
presentar més d’un criteri d’inclusio, aixi com nivells de calcémia i de PTH plasmatica més alts, pero
la diferéncia no era estadisticament significativa. L’Unica caracteristica que va ser significativament
diferent entre els dos grups va ser la ratio CCCR (test de Wilcoxon, P = 0,0057), basicament a
expenses dels individus portadors de variants a CASR, que la tenien inferior, fet habitual en ’'HHF
(263). Curiosament, no hi va haver diferéncies entre 1’edat mitjana dels pacients portadors de variants
respecte als que tenien un estudi genétic negatiu. Aquest escenari coincideix amb I’estudi de
Mariathasan et al. (2019), en qué I’edat i el fet de presentar una malaltia multiglandular no van
mostrar valor predictiu com a factors de risc individuals d’origen hereditari de 1’hiperparatiroidisme.
En canvi, la CCCR si que va ser significativament menor en el grup de pacients amb variants
patogéniques a CASR (P = 0,0001). A diferéncia del nostre estudi, la preséncia d’antecedents
familiars d’HPP va ser predictiu d’un origen hereditari de la malaltia (P = 0,0002) (257). En un estudi
nord-america, el fet de tenir antecedents familiars d’HPP també va ser clarament predictiu d’un
origen hereditari de I’hiperparatiroidisme (234). 123 de 205 (60%) individus amb antecedents
familiars d’hiperparatiroidisme van presentar alguna mutacio en linia germinal en els gens estudiats
(91 a MENZ1, catorze a CDC73 i divuit a GCM2). En aquest cas, I’edat, el sexe masculi i el fet de
presentar una malaltia multiglandular també van ser factors independents associats a un resultat
genétic positiu.

D’altra banda, sembla logic pensar que tenir més d’una caracteristica sospitosa d’HPPF pot
incrementar la possibilitat de tenir un resultat genétic positiu. En el nostre estudi, tot i no manifestar
una diferencia estadisticament significativa, el grup de portadors de variants si que tenien més
tendencia a presentar dos o més criteris d’inclusio, és a dir, més d’un factor de risc d’HPPF (60%
versus 28,6% i 44,4% versus 29% incloent-hi les VUS) respecte al grup de pacients amb estudi
genétic negatiu. El fet de no haver arribat a trobar diferéncies estadisticament significatives en la
nostra cohort podria explicar-se per una mostra de pacients relativament petita (n = 40). A més, com
que es tracta d’un estudi descriptiu dificulta el fet de poder extreure conclusions fermes i demana
realitzar noves investigacions amb mostres més grans de pacients per corroborar aquesta hipotesi.

En la nostra cohort, el CASR va ser el gen afectat amb més frequiéncia. S’hi van detectar quatre
variants diferents. D’aquesta manera, vam poder diagnosticar d’hipercalcémia hipocalciurica
familiar a quatre participants de diferents families. Dues d’aquestes variants no havien estat
préviament descrites a la literatura. Dels quatre pacients, tres havien estat sotmesos a cirurgia
paratiroidal i, d’aquests, només un havia aconseguit la curacié de I’HPP. Tanmateix, destaquem que
els dos individus que no van aconseguir una curacié bioquimica de I’HPP amb la cirurgia van
presentar una millora en les xifres de la DMO un cop operats. Aquesta situacié corrobora que la
cirurgia paratiroidal podria ser beneficiosa en casos seleccionats amb HHF i fins i tot curativa en
alguns escenaris. De les quatre variants que vam detectar, la c.175G>A, p.(Glu59Lys) va ser
classificada com a VUS segons les guies ACMG. Tot i aix0, vam creure adequat reportar-la, atés que
les caracteristiques cliniques del cas index i de la majoria dels seus familiars portadors eren
suggestives d’HHF tipus 1. L’HHF és una malaltia, considerada rara, d’heréncia AD, perd amb
penetrancia variable, fet que podria explicar la segregacio de les variants a CASR a la familia de
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I’'ID31. De totes maneres, com s’ha comentat amb anterioritat, les variants de significat incert o de
classe 3 tenen la possibilitat de canviar a P o LP en un futur davant d’un possible aveng del
coneixement cientific.

Durant la realitzaci6 del projecte vam adonar-nos que tradicionalment la hipercalcémia
hipocalciurica familiar s’ha considerat una entitat diferent de I’HPP, malgrat ser patologies molt
similars. Els arguments que defensen aquesta distincio entre les dues malalties son: les diferencies
en la taxa de curacié postquirdgica, laratio CCCR i les complicacions renals i 0ssies (menys habituals
a ’HHF) (202,249). Tanmateix, cada vegada més autors consideren que I’HHF és un subtipus
d’hiperparatiroidisme familiar (4,252). Generalment, I’afectacio oOssia, la renal, la hipercalcémia greu
i la preséncia d’adenomes paratiroidals es consideren trets atipics o poc habituals de I’HHF. No
obstant aix0, aquests trets podrien ser més frequents del que es pensava (178). De fet, alguns estudis
demostren que les caracteristiques cliniques i bioquimiques de I’HHF poden ser sobreposades a
I’HPP, i per tant es tractaria d’entitats indistingibles excepte per I’analisi genética (13,184). En
aquesta linia, remarquem que en la nostra cohort, dels quatre casos index portadors de mutacions
inactivadores a CASR, i que, per tant, vam classificar com a HHF tipus 1, tres presentaven afectacio
ossia en forma d’osteoporosi i un d’ells havia presentat una hipercalcémia greu que va requerir ingrés
hospitalari. De forma addicional, i pel que hem pogut esbrinar amb la revisié de la literatura, vam
reportar per primera vegada un tumor paratiroidal atipic en un pacient amb HHF tipus 1.

L’afectacio histologica paratiroidal de I’HHF sol ser multiglandular en forma d’hiperplasia, pero
també s’han descrit adenomes paratiroidals en pacients portadors de mutacions compatibles amb
HHF (208,264). No obstant aix0, el paper del CaSR en la formaci6é d’adenomes i en la patogénesi de
I’HPP ¢és controvertit. Alguns autors han demostrat una disminucio de I’expressi6 d’aquest receptor
en adenomes paratiroidals (265,266). Per contra, no s’han detectat mutacions somatiques
inactivadores del CASR en adenomes paratiroidals esporadics (267,268). En algun estudi, s’ha vist
que ratolins CASR knockout® presenten una hipertrofia paratiroidal i que 1’activacié del CaSR té un
efecte inhibitori en la proliferacié paratiroidal a través de la via MAPK (269). Aixi, en casos
d’inactivaci6 del CaSR, s’estimularia la proliferacio paratiroidal per manca de I’efecte inhibitori, fet
gue podria explicar la formaci6é d’adenomes a I’HHF (270,271).

Alguns autors que, davant la preseéncia d’adenomes paratiroidals en pacients amb HHF, parlen de
“coexisténcia d’HPP i HHF”, en lloc de considerar-ho un fenotip compatible amb HHF. A més, en
alguna publicacid classifiquen com a FIHP alguns fenotips associats a certes mutacions inactivadores
del CASR, en lloc de denominar-los HHF (68,178,186,198,212,227). Fins i tot s’ha descrit una
sindrome anomenada hiperparatiroidisme moderat autosomic dominant (ADHM) (OMIM +601199)
en una familia sueca amb vint membres que presentaven un fenotip compatible amb HHF i/o HPP:
hipercalcémia, hipercalcidria, PTH inadequadament elevada, hipermagnesemia i nefrolitiasis.
Aquesta familia presentava adenomes paratiroidals i també MMG i, genéticament, patien d’una
mutacié germinal atipica inactivadora en el domini intracitoplasmatic del CASR (193,272). Des del
nostre punt de vista, ’afectacié paratiroidal, sigui en forma d’adenomes o d’hiperplasia, en pacients
amb mutacions inactivadores del gen CASR podria classificar-se dins del mateix terme:
‘hipercalcemia hipocalcitrica familiar tipus 1°, i es tractaria d’un subtipus d’hiperparatiroidisme
hereditari.

La primera publicacio de la tesi es va centrar en les tres variants que vam detectar en els gens de la
familia dels inhibidors de quinasa dependents de ciclina (CDKIs), dues a CDKN1B i una al gen

5 El terme knockout fa referéncia a un model que consisteix a suprimir o inactivar I’expressié d’un gen especific d’un
organisme, que substitueix el gen original per una versié modificada del mateix.
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CDKN2C. Cap de les tres havia estat préviament descrita a la literatura. Vam fer una revisio
exhaustiva de bases de dades mediques, com Pubmed (MEDLINE), i genétiques, com ClinVar i
HGMD (Human Gene Mutation Database), constatant que fins aquell moment s’havien reportat poc
més de 100 casos en tot el mén amb la sindrome de MENA4 i un total de 58 variants en linia germinal
del CDKN1B. Vam fer un recull de totes les variants germinals conegudes fins aquell moment
classificades com a VUS/LP/P dels gens CDKIs (CDKN2A, CDKN2B, CDKN2C, CDKN2D,
CDKN1A, CDKN1B i CDKNI1C), juntament amb el tipus de lesié paratiroidal associada a cada
mutacio i altres caracteristiques fenotipigques dels portadors. Aquesta taula es va incorporar al primer
article com a material suplementari (vegeu I’Annex 2). Es pot veure com del total de 62 variants en
linia germinal reportades fins aquell moment en gens CDKIs, 10 havien estat classificades com a
VUS, segons les guies ACMG, i 34 havien estat publicades per un Gnic autor. Aixd constatava que
el coneixement de la patologia associada a mutacions en aquests gens encara era incipient. I, per tant,
complicava coneixer amb exactitud la prevalenga de pacients amb patrons de MEN1-like (i sense
alteracions en el gen MEN1) deguts a mutacions a CDKN1B o en altres gens de la mateixa familia i
la penetrancia fenotipica que podien associar.

Com hem comentat amb anterioritat, es considera diagnostic de sindrome de MEN4 el fet de tenir un
patr6 clinic similar a la sindrome de MEN1 (MEN1-like) i ser portador d’una variant germinal al gen
CDKN1B. Amb els casos publicats fins al moment, s’ha vist que I’hiperparatiroidisme n’és la
caracteristica més freqiient (amb una penetrancia aproximada del 90%) i que aguesta sol tenir un curs
més lleu que en els pacients amb sindrome de MEN1 (115). De tots els casos reportats de MEN4 a
la literatura, només dos havien presentat recurréncia de I’hiperparatiroidisme i tan sols s’havia
detectat MMG en el 14% (114,128). De forma concordant, els tres pacients del nostre estudi a qui
vam detectar variants als gens CDKIs van presentar curacié bioquimica de 1’hiperparatiroidisme una
vegada operats. Per contra, tots ells havien presentat nivells d’hipercalcémia moderada-greu deguda
a I’hiperparatiroidisme, fet menys habitual en portadors de mutacions a CDKIs.

L’edat diagnostica de I’HPP en aquests tres casos (ID18, 1D34 i 1D28) va ser als 47, 34 i 28 anys,
respectivament. De forma genérica, I’edat mitjana d’aparicié de ’HPP en la MEN4 és als 56 anys,
segons els casos reportats fins a I’actualitat. En canvi, en la sindrome MENL1 I’HPP sol tenir una
aparici6 més precog, als 25 anys de mitjana. A nivell histologic, el tumor paratiroidal més
freqiientment reportat a MEN4 és 1’adenoma paratiroidal (114). En canvi, els tres casos portadors de
variants a CDKIls de la nostra cohort presentaven dos tumors paratiroidals atipics i un adenoma
paratiroidal quistic, amb més d’una glandula afecta en dos dels individus (MMG). Fins al moment
actual, no hem trobat casos reportats a la literatura d’aquests tipus tumorals en pacients amb MEN4
ni en portadors de variants germinals en altres gens CDKIs, i per aquest motiu ens van semblar unes
troballes interessants i destacables, de cara a ampliar el coneixement en aquest ambit.

Addicionalment, la sindrome MEN4 s’ha associat a la preséncia de tumors hipofisiaris, TGEP i altres
tumors com meningiomes, hemangiomes hepatics, tumors cutanis, neoplasies genitourinaries, noduls
suprarenals, cancer de mama i cancer de colon (81,106,113-116,118). Atesa la manca de guies
especifiques de MEN4, en els tres pacients de la nostra cohort vam seguir les recomanacions de
seguiment de les guies per a pacients amb MENL. Durant el cribratge d’altres neoplasies, es va
detectar un microadenoma hipofisiari no funcionant en la pacient portadora de la variant a CDKN2C.
Per contra, en els dos pacients portadors de CDKN1B no es va detectar cap alteracio hipofisiaria.
Aix0 concorda amb els casos publicats fins ara de MEN4, ja que els tumors hipofisiaris solen ser
més petits i menys freqlients que en MENL1 (prevalenga de 14-44%). En el cas de les variants
germinals a CDKN2C, fins ara no s’havien associat a tumors hipofisiaris. Curiosament, si que existia
un cas publicat d’una familia amb una variant germinal a CDKNZ1A que associava prolactinomes
(118). Tot i aix0, es fa dificil afirmar si el tumor hipofisiari detectat en el nostre estudi era degut a la
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variant a CDKN2C o no, considerant que aquest tipus de neoplasies sén forca comunes a la poblacié
general.

Durant el seguiment dels participants portadors de mutacions a CDKIs, no vam detectar alteracions
analitiques ni radiologiques suggestives de la preséncia d’algun TGEP en cap dels tres. Segons la
literatura publicada, la prevalenca estimada de TGEP en MEN4 és menor que en MEN1 (19-25%)
(114). En canvi, vam detectar altres tumors que podrien estar associats a la presencia de les variants
a CDKN1B: un adenoma de colon amb displasia de baix grau i lipomes atipics en el cas ID18 i una
poblacio de cel-lules T aberrant en el cas ID29. Tot i aix0, cal tenir en compte que fins ara hi ha molt
pocs casos publicats amb aquesta sindrome. Aixi, es requeririen estudis amb més casos per poder
extreure conclusions fermes sobre la penetrancia tumoral, la prevalenca i el maneig terapeutic més
adequat en pacients portadors de variants germinals a gens CDKIs.

En els dos casos portadors de variants a CDKN1B, I’estudi genétic de les mostres tumorals no va
demostrar ni LOH ni CNV del gen en questid. Aixo s’ajusta a I’evideéncia actual, ja que la majoria
de casos de MEN4 publicats no presenten un segon esdeveniment somatic als teixits tumorals. A
diferéncia del que passa en la sindrome de MENL, es considera que I’haploinsuficiéncia de CDKN1B
bastaria per a la tumorogénesi en la sindrome de MEN4 (115,130,273). També es va poder fer estudi
immunohistoquimic amb p27/kipl en els teixits tumorals paratiroidals dels dos pacients i tots dos
van presentar una abséncia d’expressio nuclear d’aquesta proteina. Aquest resultat és consistent amb
una disminucié de 1’expressié de la proteina p27 deguda a les variants germinals detectades a
CDKN1B.

Contrariament, I’analisi genética de la mostra tumoral del cas ID27 (portadora de la variant a
CDKNZ2C) va mostrar una disomia uniparental del cromosoma 1, on es localitza aquest gen. Aquest
fet podria anar a favor d’un rol patogénic de la variant, que havia estat classificada com a VUS. Fins
llavors, a la literatura només es coneixia un altre cas de variant germinal a CDKN2C amb pérdua
d’heterozigosi en un pacient amb un adenoma paratiroidal (274). Aquest gen s’havia valorat com a
possible supressor tumoral atés que podria estar implicat en la formacid de diferents neoplasies, com
ara el mieloma mdltiple, el carcinoma medul-lar de tiroides, neoplasia de mama, etc. (145,275-277).
Tanmateix, calen més estudis per establir si variants germinals a CDKN2C predisposen a I"HPPF i/o
a neoplasies endocrines multiples. Seria interessant per a futurs estudis de casos similars determinar
I’expressio proteica de p18, codificada per CDKN2C, als teixits tumorals. En la pacient del nostre
estudi no es va poder fer aguesta analisi immunohistoquimica per manca de disponibilitat del reactiu
al laboratori del nostre centre.

Comparativament amb altres estudis, la prevalenca que vam trobar de variants en gens CDKIs en la
nostra cohort (3/40 o 7,5%) va ser molt més alta. Aquestes diferéncies de prevalences podrien ser
afavorides per divergencies etniques i geografiques en les poblacions estudiades o pel nombre de
gens analitzats en cada estudi, entre d’altres. EI 2024 es va publicar un estudi observacional
retrospectiu multicentric en poblacio francesa, en qué es van revisar 5.600 pacients amb clinica de
MENZ1-like i, d’aquests, només 22 presentaven variants a CDKN1B, quatre de classe 4/5 i divuit de
classe 3 (en total, una prevalenca del 0,4%) (143). Aquesta diferéncia de prevalences podria explicar-
se per diferents motius. Per una banda, el nostre estudi té una mostra reduida (n = 40), fet que fa
dificil poder-ne generalitzar els resultats. A més, les poblacions estudiades son diferents, tant
geograficament com fenotipica. Els criteris d’inclusié del nostre estudi comprenien I’HPP amb
alguna caracteristica de risc. En canvi, a I’estudi franceés, s’hi incloien només els pacients amb sospita
especifica de MENL. Per torna, I’estudi frances era retrospectiu, per la qual cosa no contemplava un
seguiment posterior als resultats genetics i, a més, el maneig clinic que s’havia fet de cadascun dels
individus era heterogeni, ja que provenien de diferents centres. De la mateixa manera, altres estudis

87



fets en diferents arees geografiques que avaluaven els gens CDKIs en poblacié amb sospita d’HPPF
no van detectar-ne cap variant en linia germinal (212,238,254,257,260).

Per ara, no existeixen guies especifiques per al maneig dels pacients amb MEN4, aixi que se sol
aconsellar seguir les recomanacions cliniques habituals per als pacients amb MEN1. En la sindrome
de MENL1 es contempla un inici del cribratge de I’HPP als vuit anys i una cirurgia paratiroidal
agressiva (paratiroidectomia subtotal amb timectomia profilactica). Després d haver revisat els casos
publicats fins ara a escala mundial de MEN4, aixi com tenint en compte els tres casos detectats en el
nostre estudi, ens plantegem que la cirurgia paratiroidal recomanada pels pacients amb MEN4 podria
ser menys invasiva que en MEN1, atés el menor risc de MMG i de recurréncia postquirdrgica. Ja ho
suggerien diferents autors en revisions recents d’aquesta entitat (114,143). Quant al cribratge de
tumors hipofisiaris, de TGEP i d’altres neoplasies, I’escassetat de casos publicats fins a 1’actualitat
fa dificil proposar-ne un maneig diferent del recomanat en la sindrome MEN1. Malgrat la impressid
gue els tumors hipofisiaris i els TGEP puguin ser menys freqtients i sovint menys agressius en MEN4
que en MENL, calen més estudis per poder estipular si se’n podria iniciar el cribratge a una edat més
elevada.

En termes globals, s’accepta que la sindrome de MEN4 comprén aquells individus portadors de
mutacions en el gen CDKN1B que tinguin un fenotip similar a MENL, sense tenir en compte la resta
de gens de la familia de CDKIs (110). De forma destacable, pero, s’havien reportat alguns casos
d’individus amb fenotip MEN1-like que presentaven mutacions en altres gens de la mateixa familia
(CDKN2C, CDKN2B i CDKN1A). Concretament, dos pacients portadors de mutacions patogeniques
a CDKN2B (gen que codifica per la proteina p15) presentaven clinica d hiperparatiroidisme primari
amb afectacié multiglandular. Un d’ells també tenia un meningioma, un hemangioma hepatic i un
schwannoma cutani, i I’altre pacient associava una neoplasia prostatica, una massa suprarenal i una
sindrome de Zollinger-Ellison, per la qual cosa es podria dir que els fenotips eren similars a MENL1.
Pel que fa a variants germinals en el gen CDKN2C es coneix un altre cas, a part de la pacient detectada
en el nostre estudi, amb un HPP, una neoplasia de mama i antecedents familiars
d’hiperparatiroidisme. Aixi mateix, s’ha reportat una familia portadora d’una variant germinal al gen
CDKN1A amb clinica d’HPP i prolactinomes (118).

Les dues families d’inhibidors de quinasa dependents de ciclina (tant la INK4/ARF, que conté
CDKN2A/p16, CDKN2B/p1l5, CDKN2C/p18 i CDKN2D/p19 com la Cip/Kip, formada per
CDKN1A/p21, CDKN1B/p27 i CDKN1C/p57) juguen un paper en la regulacid del cicle cel-lular. Les
INK4 i les Cip/Kip inhibeixen les quinases dependents de ciclina (CDK), i aixi provoguen una
inhibicio del cicle cel-lular. La perdua de funcié d’aquests inhibidors comporta un augment de
I’activitat CDK, amb un alliberament de factors de transcripcio i un augment de la proliferacio
cel-lular, fet que podria causar la formacié tumoral (144,278). Tenint present que mutacions en tres
altres gens de la familia de CDKIs (codificants de p15, p18 i p21) s’han associat a fenotips similars
a MEN1, ens plantegem si aquests pacients també podrien englobar-se dins de la mateixa
terminologia de MEN4. Tot i aix0, atés el baix nombre de casos reportats fins ara, cal fer més estudis
per definir bé la patogenia associada a aquestes mutacions i el fenotip que poden induir. Considerant
les caracteristiques dels pacients de la nostra cohort, proposem valorar I’estudi genétic d’aquesta
familia de gens CDKIs en tot pacient amb HPP que presenti un fenotip sospit6s (detallat als criteris
d’inclusio de la nostra cohort), especialment si es detecta una histologia paratiroidal de risc (malaltia
multiglandular, TPA o0 amb adenomes paratiroidals quistics). També caldria contemplar, sempre que
es pugui i segons els recursos de cada centre, la realitzacié d’un estudi immunohistoquimic i
d’analisis genetiques de les mostres tumorals en pacients portadors de variants germinals a CDKIs,
per tal d’ampliar el coneixement d’aquesta patologia.
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D’altra banda, de les nou variants que es van detectar en la nostra cohort, dues van ser del gen TRPVS6.
Aquest gen codifica per la proteina TRPV6, que s’expressa en multiples teixits i fa la funci6 de canal
ionic. Juga un paper important en 1’absorci6 del calci en I’ambit renal i intestinal. Diverses variants
d’aquest gen s’han associat a 1’hiperparatiroidisme neonatal greu transitori quan s’hereten de forma
recessiva (218). També s’han descrit casos de nefrolitiasi i pancreatitis cronica associats a I’afectacio
en homozigosi o en heterozigosi composta d’aquest gen, principalment en models de ratolins
(220,224). Els dos pacients de la nostra cohort a qui vam detectar variants a TRPV6 havien estat
diagnosticats d’hiperparatiroidisme amb menys de 45 anys. Pel que hem pogut investigar, fins a
I’actualitat no hi ha casos publicats en humans d’hiperparatiroidisme familiar causat per mutacions
a TRPV6 amb un patré d’heréncia dominant. Es a dir, de moment no s’ha demostrat que la preséncia
d’una variant en heterozigosi a TRPV6 pugui donar lloc a I’hiperparatiroidisme.

De tota manera, ens va cridar I’atencié que una de les variants segregava amb un possible
hiperparatiroidisme familiar: el pare del cas index era portador de la mateixa variant a TRPV6 i
presentava un patré bioquimic d’hiperparatiroidisme (ID4). Quant a I’altre cas index, ens va semblar
curios que cinc dels seus set germans tenien antecedents de nefrolitiasis (ID30). Tanmateix, no
podem saber si la segona variant segregava amb la malaltia o no, ja que es va perdre el seguiment de
la pacient i no es van poder estudiar els seus familiars. Cal remarcar que la significacio clinica
d’aquestes mutacions no esta clara, no només pel fet de presentar una sola copia del gen alterada,
sind perque ambdues van ser classificades de significat incert. Tot i aixd, vam trobar interessant
reportar agquestes dues variants de cara a ampliar el coneixement del gen i les seves possibles
implicacions fenotipiques. Una possible estratégia en aquests pacients amb resultats genétics poc
concloents seria realitzar una seqiienciacio de I’exoma sencer. Aixo podria ajudar a detectar, si n’hi
hagués, una segona variant que pogués explicar el possible hiperparatiroidisme familiar, aixi com
estudiar altres possibles gens associats a la clinica paratiroidal.

Per altra banda, a la nostra cohort no vam trobar cap altra variant de la resta dels gens estudiats
mitjancant el panell (AIP, AP2S1, CDC73, CDKN1A, CDKN2B, GCM2, GNA1l, MEN1, PTH i
RET). Concretament, ens va cridar 1’atencid el fet de no detectar cap variant a MEN1, ja que la
majoria d’estudis publicats de pacients amb sospita d’HPPF havien detectat variants en aquest gen
(212,238,253,255,257-261). Creiem que aix0 s’explica perqué un dels criteris d’exclusio del nostre
estudi era el fet de ser portador d’alguna variant en els gens inclosos en el panell, entre ells MENL1.
A més, I’estudi genétic de MENL1 en el nostre centre feia anys que es duia a terme de forma rutinaria
davant la sospita de sindrome de MENL1. En canvi, la majoria de gens inclosos al panell no se solien
analitzar de forma assidua a la practica clinica.

També ens va semblar curi6s que no vam detectar cap variant al gen CDC73 entre els onze pacients
que vam incloure a la nostra cohort per haver tingut tumors paratiroidals atipics. Aixd contrasta amb
altres estudis en que s’han trobat prevalences de fins al 36% de mutacions inactivadores germinals
del gen CDC73 en séries de pacients amb tumors paratiroidals atipics (44). Cal subratllar que, quan
ja haviem finalitzat el projecte de la tesi, un cop ja haviem implementat el panell de gens a la practica
clinica del nostre centre, vam detectar una familia amb quatre membres portadores d’una mutacio a
CDCT73, ¢.110del,p.(Lys37Argfs*72). De les quatre pacients, a qui vam diagnosticar de sindrome de
HPT-JT, una presentava un TPA (262).

A tall de resum, aquest projecte ha permeés detectar nou variants en quatre gens diferents en pacients
amb fenotip de risc d’HPPF. Aixi doncs, el rendiment d’aquest panell en poblacié mediterrania ha
estat forca significatiu, amb una prevalenca del 22,5% de variants en linia germinal (o del 12,5% si
s’exclouen les variants de classe 3). Cal destacar que, pel que hem pogut esbrinar, set eren mutacions
desconegudes fins al moment. Aixo posa de manifest la importancia dels tests genétics en aquesta
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patologia. Fins a la realitzaci6 d’aquest projecte, en la practica clinica del nostre centre no es feia de
forma rutinaria aquest panell tan complet. Aixi mateix, pel fet de ser una patologia poc coneguda i
haver-hi una manca de guies cliniques, creiem que molts altres centres tampoc tenen protocol-litzat
I’estudi genétic en casos de sospita d’hiperparatiroidisme familiar. Tot plegat fa pensar que ’HPPF
probablement és una patologia infradiagnosticada. Augmentar el coneixement d’aquestes malalties,
en general poc freqlients, com ara la sindrome de MEN4, pot ajudar a millorar-ne el maneig. De fet,
gracies a la implementacié d’aquest panell a la practica clinica habitual del nostre centre, mesos
després d’haver finalitzat I’estudi observacional de la tesi, en pacients amb sospita d’HPPF s’han
pogut detectar altres mutacions. Concretament, s’ha diagnosticat sindrome d’HPT-JT la familia
abans mencionada i també altres families amb hipercalcémia hipocalcidrica familiar tipus 1
(portadores de variants al gen CASR).

Entre els punts forts del nostre estudi s’inclou 1’ampli panell de gens que vam poder estudiar en una
cohort de pacients amb fenotip de risc d’hiperparatiroidisme primari. Fins on hem sabut, aquest és el
primer estudi en poblaci6 espanyola, i un dels primers en poblacié mediterrania, que analitza un
ventall tan complet de gens relacionats amb ’hiperparatiroidisme familiar. A més, cal remarcar que
un cop detectades les variants en els diferents gens, vam poder oferir als casos index i als seus
familiars de primer grau un seguiment clinicoterapeutic individualitzat i exhaustiu per un equip
multidisciplinari al nostre centre. Aixi mateix, vam informar del resultat la resta de participants amb
estudi genetic negatiu i d’aquesta manera vam minimitzar 1’angoixa i en vam adequar el seguiment.
Finalment, remarquem que vam poder reservar mostres d’ADN de la majoria dels participants,
sempre de forma consentida, de cara a futurs estudis, un fet que és important sobretot per a aquells
pacients amb un resultat genétic negatiu i, per tant, una possible afectacié genética d’algun gen
desconegut fins al moment.

Dins les limitacions d’aquest projecte de tesi cal apuntar que el fet d’haver exclos aquells pacients
que tinguessin alguna mutaciod ja detectada en algun dels gens inclosos en el panell podria haver
alterat la prevalenca estimada de variants en la poblacio de risc. Es possible que sense aquest criteri
d’exclusié la prevalenca de variants en linia germinal hagués estat superior. Una altra limitacio de
I’estudi és la mostra relativament baixa de pacients, com a la majoria d’estudis d’HPPF, atesa la
baixa prevalenca d’aquesta malaltia, que fa dificil extrapolar els resultats a la poblacié general.
Addicionalment, algunes de les variants que vam reportar havien estat classificades com a significat
incert, fet que s’ha de tenir present a I’hora d’interpretar la seva rellevancia clinica. A més a més, en
el nostre estudi no es van poder fer analisis funcionals que permetessin esbrinar ’afectacio proteica
derivada de les variants. Aixi mateix, cal considerar les limitacions tecniques inherents a la deteccio
de variants en panells de gens. Per manca de recursos, no vam poder realitzar un estudi genétic més
complet de I’exoma sencer, fet que podria ser interessant en aquells pacients amb un resultat genétic
negatiu.
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7. CONCLUSIONS

- Elcribratge de mutacions en linia germinal de gens associats a I"hiperparatiroidisme mitjangant
el panell de gens seleccionat ha demostrat ser d’utilitat en individus de 1’area mediterrania amb
un fenotip de risc d’HPPF. La taxa diagnostica genetica en la nostra cohort ha estat rellevant
en comparacié amb altres estudis similars de diferents arees geografiques.

- La deteccid de variants en linia germinal en algun dels gens estudiats ha afavorit un maneig
clinic més adequat tant dels casos index com dels seus familiars de primer grau. Els estudis de
segregacio familiar han permés detectar hiperparatiroidisme de forma precoc en individus
previament asimptomatics i, per tant, fer-ne un seguiment i un tractament adients. El
coneixement obtingut a partir de 1’estudi observacional ha afavorit la implementacié d’una
estratégia racional d’estudi genétic a la practica clinica habitual al nostre medi mitjancant el
panell de gens esmentat.

- A la cohort estudiada, el grup de subjectes portadors d’alguna variant tenia tendencia a
presentar més d’una caracteristica de risc, nivells més alts de calcemia i de PTH plasmatica
respecte dels individus amb estudi genétic negatiu, pero la diferéncia no ha estat
estadisticament significativa. D’aquesta manera, proposem que els criteris d’inclusi6 usats en
el projecte s’apliquin com a criteris d’indicacio de 1’estudi genétic en I’hiperparatiroidisme a
la practica medica rutinaria, atés que no n’hi ha cap que predomini especialment respecte dels
altres en el grup de pacients amb estudi genétic positiu.

- Hem pogut descriure variants en linia germinal dels gens CDKN1B, CDKN2C, CASR i TRPVS,
préviament no reportades a la literatura méedica. Aquest fet és rellevant de cara a augmentar el
coneixement de I’HPPF.
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8. LINIES DE FUTUR

Amb els resultats obtinguts en aquesta tesi doctoral, les linies d’investigacio futures podrien centrar-
se en les seguents situacions:

- Tornar a avaluar aquells pacients amb fenotip de risc d’HPPF i amb resultat genétic no
concloent mitjancant la tecnologia de seqlienciacio de tot I’exoma (WES o Whole-Exome
Sequencing) o de tot el genoma sencer (WGS o Whole-Genome Sequencing). Implementar
aguesta tecnologia d’estudi genetic a la practica rutinaria del nostre centre, amb 1’ts de panells
virtuals personalitzats per a cada patologia concreta. Els WES/WGS permeten detectar
alteracions genétiques no descrites préviament, sigui en gens amb una coneguda associacié a
I’HPPF o en altres possiblement implicats.

- Dur a terme estudis amb una mostra més gran (multicentrics) per enfortir I’evidéncia i poder
extreure conclusions més robustes quant a quines indicacions cliniques sén més determinants
per considerar una avaluacié genética dels pacients amb hiperparatiroidisme.

- Aplicar de forma rutinaria 1’estudi genetic dels gens CDKIs en tot pacient amb sospita
d’HPPF o amb un patr6é similar a MENL1 i sense mutacié al gen MENL. I, en individus
portadors de mutacions en algun d’aquests gens, implementar 1’analisi immunohistoquimica
de les proteines afectades a les peces tumorals (com la p27/CDKN1B o la p18/CDKN2C).
Aixo afavoriria un coneixement més profund de la sindrome de MEN4 i/o d’altres entitats
relacionades.

- Fer un estudi observacional prospectiu als subjectes portadors de tumors paratiroidals atipics
per avaluar el seu risc de recidiva i millorar-ne el maneig. Acordar amb el servei d’anatomia
patologica I’analisi rutinaria immunohistoquimica amb parafibromina en tot tumor
paratiroidal atipic, carcinoma paratiroidal i en aquells adenomes amb alguna caracteristica de
risc.

- Realitzar estudis funcionals en aquells pacients portadors de variants no concloents per poder
predir de forma més consistent 1’afectacio proteica derivada de cada mutacio.

92



9. BIBLIOGRAFIA

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Press DM, Siperstein AE, Berber E, Shin JJ, Metzger R, Jin J, et al. The prevalence of
undiagnosed and unrecognized primary hyperparathyroidism: A population-based analysis from
the electronic medical record. Surgery. 2013;154(6):1232-8.

Soto-Pedre E, Newey PJ, Srinivasan S, Siddiqui MK, Palmer CNA, Leese GP. Identification of
4 New Loci Associated With Primary Hyperparathyroidism (PHPT) and a Polygenic Risk Score
for PHPT. J Clin Endocrinol Metab. Novembre de 2022;107(12):3302-8.

Bilezikian JP. Primary Hyperparathyroidism. J Clin Endocrinol Metab. Novembre de
2018;1;103(11):3993-4004.

Thakker RV. Genetics of parathyroid tumours. Vol. 280, J Intern Med. Desembre de
2016;280(6)574-583.

Yeh MW, ltuarte PHG, Zhou HC, Nishimoto S, In-Lu Amy Liu, Harari A, et al. Incidence and
prevalence of primary hyperparathyroidism in a racially mixed population. J Clin Endocrinol
Metab. Marg de 2013;98(3):1122-9.

Griebeler ML, Kearns AE, Ryu E, Hathcock MA, Melton LJ, Wermers RA. Secular trends in the
incidence of primary hyperparathyroidism over five decades (1965-2010). Bone. Abril de
2015;1;73:1-7.

Soto-Pedre E, Newey PJ, Leese GP. Stable Incidence and Increasing Prevalence of Primary
Hyperparathyroidism in a Population-based Study in Scotland. J Clin Endocrinol Metab. 1
d’octubre de 2023;108(10):e1117-24.

El-Hajj Fuleihan G, Chakhtoura M, Cipriani C, Eastell R, Karonova T, Liu JM, et al. Classical
and Nonclassical Manifestations of Primary Hyperparathyroidism. J Bone Miner Res. Novembre
de 2022;37(11):2330-2350.

Minisola S, Arnold A, Belaya Z, Brandi ML, Clarke BL, Hannan FM, et al. Epidemiology,
Pathophysiology, and Genetics of Primary Hyperparathyroidism. J Bone Miner Res. Novembre
de 2022;37(11):2315-2329.

Bilezikian JP, Khan AA, Silverberg SJ, Fuleihan GEH, Marcocci C, Minisola S, et al. Evaluation
and Management of Primary Hyperparathyroidism: Summary Statement and Guidelines from
the Fifth International Workshop. J Bone Miner Res. Novembre de 2022;37(11):2293-2314.
Nordenstrom E, Katzman P, Bergenfelz A. Biochemical diagnosis of primary
hyperparathyroidism: Analysis of the sensitivity of total and ionized calcium in combination with
PTH. Clin Biochem. Juliol de 2011;44(10-11):849-52.

Minisola S, Pepe J, Cipriani C. Measuring serum calcium: Total, albumin-adjusted or ionized?
Vol. 95, Clin Endocrinology (Oxf); Agost de 2021;95(2):267-268.

Bollerslev J, Rejnmark L, Zahn A, Heck A, Appelman-Dijkstra NM, Cardoso L, et al. European
expert consensus on practical management of specific aspects of parathyroid disorders in adults
and in pregnancy: recommendations of the ESE Educational Program of Parathyroid Disorders.
Eur J Endocrinol. 13 de gener de 2022;186(2):R33-R63.

Shokry G, Morkos M. Calcium Challenge to Confirm Secondary Hyperparathyroidism Caused
by Decreased Calcium Intake. Endocr Pract. Octubre de 2022;28(10):1069-1071.

Bilezikian JP, Brandi ML, Eastell R, Silverberg SJ, Udelsman R, Marcocci C, et al. Guidelines
for the management of asymptomatic primary hyperparathyroidism: Summary statement from
the Fourth International Workshop. J Clin Endocrinol Metab. Octubre de 2014;99(10):3561-9.
Insogna KL. Primary Hyperparathyroidism. N Engl J Med. Setembre de 2018;13;379(11):1050—
9.

93



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Romagnoli E, Cipriani C, Nofroni I, Castro C, Angelozzi M, Scarpiello A, et al. “Trabecular
Bone Score” (TBS): An indirect measure of bone micro-architecture in postmenopausal patients
with primary hyperparathyroidism. Bone. Mar¢ de 2013;53(1):154-9.

Sun Q, Zhang T, Chen P, Tong NW, Zhang M. Review Article Glucose metabolic disorder in
primary hyperparathyroidism: a systematic review and meta-analysis. Int J Clin Exp Med.
2019;12(9):11964-11973.

Clifton-Bligh PB, Nery ML, Supramaniam R, Reeve TS, Delbridge L, Stiel JN, et al. Mortality
associated with primary hyperparathyroidism. Bone. Maig de 2015;74:121-4.

Yu N, Donnan PT, Leese GP. A record linkage study of outcomes in patients with mild primary
hyperparathyroidism: The Parathyroid Epidemiology and Audit Research Study (PEARS). Clin
Endocrinol (Oxf). Agost de 2011;75(2):169-76.

Lundgren E, Lind L, Palmér M, Jakobsson S, Ljunghall S, Rastad J. Increased cardiovascular
mortality and normalized serum calcium in patients with mild hypercalcemia followed up for 25
years. Surgery. Desembre de 2001;130(6):978-85.

Wermers RA, Khosla S, Atkinson EJ, Grant CS, Hodgson SF, Michael O’fallon W, et al.
Survival after the Diagnosis of Hyperparathyroidism: A Population-based Study. Am J Med.
Febrer de 1998;104(2):115-22

Axelsson KF, Wallander M, Johansson H, Harvey NC, Vandenput L, McCloskey E, et al.
Analysis of Comorbidities, Clinical Outcomes, and Parathyroidectomy in Adults with Primary
Hyperparathyroidism. JAMA Netw Open. Juny de 2022;5(6):62215396

Cusano NE, Maalouf NM, Wang PY, Zhang C, Cremers SC, Haney EM, et al. Normocalcemic
hyperparathyroidism and hypoparathyroidism in two community-based nonreferral populations.
J Clin Endocrinol and Metab. Juliol de 2013;98(7):2734-41.

Pappu R, Jabbour SA, Regianto AM, Reginato AJ. Musculoskeletal manifestations of primary
hyperparathyroidism. Clin Rheumatol. Desembre de 2016;35(12):3081-3087.

Tezcan ME, Temizkan S, Ozal ST, Gul D, Aydin K, Ozderya A, et al. Evaluation of acute and
chronic MRI features of sacroiliitis in asymptomatic primary hyperparathyroid patients. Clin
Rheumatol. 1 de novembre de 2016;35(11):2777-82.

Mollerup CL, Vestergaard P, Gedsg Frekjaer V, Mosekilde L, Christiansen P, Blichert-Toft M.
Papers Risk of renal stone events in primary hyperparathyroidism before and after parathyroid
surgery: controlled retrospective follow up study. BMJ. Octubre de 2002;325(7368):807.
Perrier N, Lang BH, Farias LCB, Poch LL, Sywak M, Almquist M, et al. Surgical Aspects of
Primary Hyperparathyroidism. Journal of Bone and Mineral Research. Novembre de
2022;37(11):2373-90.

Ahmadieh H, Kreidieh O, Akl EA, El-Hajj Fuleihan G. Minimally invasive parathyroidectomy
guided by intraoperative parathyroid hormone monitoring (IOPTH) and preoperative imaging
versus bilateral neck exploration for primary hyperparathyroidism in adults. Cochrane Database
Systs Rev. Octubre de 2020;10(10):CD010787.

Barczynski M, Konturek A, Hubalewska-Dydejczyk A, Cichon S, Nowak W. Evaluation of
Halle, Miami, Rome, and Vienna intraoperative iPTH assay criteria in guiding minimally
invasive parathyroidectomy. Langenbecks Arch Surg. Setembre de 2009;394(5):843-9.

Duan K, Hernandez KG, Mete O. Clinicopathological correlates of hyperparathyroidism. J Clin
Pathol. Octubre de 2015;68(10):771-87.

Erickson LA, Mete O, Juhlin CC, Perren A, Gill AJ. Overview of the 2022 WHO Classification
of Parathyroid Tumors. Endocr Pathol. Mar¢ de 2022;33(1):64-89.

Goasguen N, Chirica M, Roger N, Munoz-Bongrand N, Zohar S, Noullet S, et al. Primary
Hyperparathyroidism from Parathyroid Microadenoma: Specific Features and Implications for a

94



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41,

42,

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49,

Surgical Strategy in the Era of Minimally Invasive Parathyroidectomy. J Am Coll Surg. Abril de
2010;210(4):456-62.

Hu Y, Zhang X, Wang O, Cui M, Li X, Wang M, et al. Integrated Whole-Exome and
Transcriptome Sequencing of Sporadic Parathyroid Adenoma. Front Endocrinol (Lausanne).
Maig de 2021;12:631680.

Juhlin CC, Erickson LA. Genomics and Epigenomics in Parathyroid Neoplasia: from Bench to
Surgical Pathology Practice. Endocr Pathol. Mar¢ de 2021;32(1):17-34.

Chang W, Tu CL, Jean-Alphonse FG, Herberger A, Cheng Z, Hwong J, et al. PTH hypersecretion
triggered by a GABABL and Ca2+-sensing receptor heterocomplex in hyperparathyroidism. Nat
Metab. Mar¢ de 2020;2(3):243-55.

Corbetta S, Mantovani G, Lania A, Borgato S, Vicentini L, Beretta® 2 E, et al. Calcium-sensing
receptor expression and signalling in human parathyroid adenomas and primary hyperplasia. Clin
Endocrinol (Oxf). Mar¢ del 2000;52(3):339-48.

Imanishi Y, Hosokawa Y, Yoshimoto K, Schipani E, Mallya S, Papanikolaou A, et al. Primary
hyperparathyroidism caused by parathyroid-targeted overexpression of cyclin d1 in transgenic
mice. J Clin Invest. Maig de 2001;107(9):1093-102.

Jha S, Simonds WF. Molecular and Clinical Spectrum of Primary Hyperparathyroidism. Endocr
Rev. 15 de setembre de 2023;44(5):779-818.

Singh P, Bhadada SK, Dahiya D, Arya AK, Saikia UN, Sachva N, et al. Reduced Calcium
Sensing Receptor (CaSR) Expression is Epigenetically Deregulated in Parathyroid Adenomas. J
Clin Endocrinol Metab. 1 de setembre de 2020;105(9):3015-3024.

Awad SS, Miskulin J, Thompson N. Parathyroid adenomas versus four-gland hyperplasia as the
cause of primary hyperparathyroidism in patients with prolonged lithium therapy. World J Surg.
Abril de 2003;27(4):486-8.

Christakis 1, Bussaidy N, Clarke C, Kwatampora LJ, Warneke CL, Silva AM, et al.
Differentiating Atypical Parathyroid Neoplasm from Parathyroid Cancer. Ann Surg Oncol.
Setembre de 2016;23(9):2889-97.

Saponaro F, Pardi E, Mazoni L, Borsari S, Torregrossa L, Apicella M, et al. Do Patients with
Atypical Parathyroid Adenoma Need Close Follow-up? J Clin Endocrinol Metab. Novembre de
2021;106(11):E4565-79.

Cetani F, Marcocci C, Torregrossa L, Pardi E. Atypical parathyroid adenomas: Challenging
lesions in the differential diagnosis of endocrine tumors. Endocr Relat Cancer. Juliol de
2019;26(7):R441-R464.

Kruijff S, Sidhu SB, Sywak MS, Gill AJ, Delbridge LW. Negative parafibromin staining predicts
malignant behavior in atypical parathyroid adenomas. Ann Surg Oncol. Febrer de
2014;21(2):426-33.

Morreau H. PARAT Steering Group Atypical Parathyroid adenomas Part 11: A diagnostic View.
Meeting report of the 2nd Expert Workshop on Parathyroid Disorders, 27/28 de juny de 2019.
p.17.

Kumari N, Chaudhary N, Pradhan R, Agarwal A, Krishnani N. Role of Histological Criteria and
Immunohistochemical Markers in Predicting Risk of Malignancy in Parathyroid Neoplasms.
Endocr Pathol. Juny de 2016;27(2):87—96.

Newey PJ, Bowl MR, Cranston T, Thakker R V. Cell division cycle protein 73 homolog
(CDCT73) mutations in the hyperparathyroidism-jaw tumor syndrome (HPT-JT) and parathyroid
tumors. Hum Mutat. Mar¢ de 2010;31(3):295-307.

Shattuck TM, Vélimaki S, Obara T, Gaz RD, Clark OH, Shoback D, et al. Somatic and Germ-
Line Mutations of the HRPT2 Gene in Sporadic Parathyroid Carcinoma. N Engl J Med. 30
d’octubre de 2003;349(18):1722-9.

95



50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Garrigues G, Batisse-Lignier M, Uhrhammer N, Privat M, Ponelle-Chachuat F, Kelly A, et al.
Rare duplication of the CDC73 gene and atypical hyperparathyroidism-jaw tumor syndrome: A
case report and review of the literature. Mol Genet Genomic Med. Maig de 2023;11(5).

Gill AJ, Lim G, Cheung VK, Andrici J, Perry-Keene JL, Paik J, et al. Parafibromin-deficient
(HPT-JT Type, CDC73 Mutated) Parathyroid Tumors Demonstrate Distinctive Morphologic
Features. Am J Surg Pathol. Gener de 2019;43(1):35-46.

Cardoso L, Stevenson M, Thakker R V. Molecular genetics of syndromic and non-syndromic
forms of parathyroid carcinoma. Hum Mutat. Desembre de 2017;38(12):1621-1648.

Fingeret AL. Contemporary Evaluation and Management of Parathyroid Carcinoma. JCO Oncol
Pract. Gener de 2021;17(1):17-21.

Harari A, Waring A, Fernandez-Ranvier G, Hwang J, Suh I, Mitmaker E, et al. Parathyroid
carcinoma: A 43-year outcome and survival analysis. J Clin Endocrinol Metab. Desembre de
2011;96(12):3679-86.

Kleinpeter KP, Lovato JF, Clark PB, Wooldridge T, Norman ES, Bergman S, et al. Is parathyroid
carcinoma indeed a lethal disease? Ann Surg Oncol. Mar¢ de 2005;12(3):260-6.

Wang J, Wang Q, Zhao T, Liu X, Bai G, Xin Y, et al. Expression profile of serum-related
exosomal miRNAs from parathyroid tumor. Endocrine. Abril de 2021;72(1):239-48.

Erovic BM, Harris L, Jamali M, Goldstein DP, Irish JC, Asa SL, et al. Biomarkers of parathyroid
carcinoma. Endocr Pathol. Desembre de 2012;23(4):221-31.

Mohammed KH, Siddiqui MT, Willis BC, Tsvetkova DZ, Mohamed A, Patel S, et al.
Parafibromin, APC, and MIB-1 Are Useful Markers for Distinguishing Parathyroid Carcinomas
From Adenomas. Appl Immunohistochem Mol Morphol. Novembre/Desembre de
2017;25(10):731-735.

Erickson LA, Mete O. Immunohistochemistry in Diagnostic Parathyroid Pathology. Endocr
Pathol. Juny de 2018;29(2):113-129.

Juhlin CC, Nilsson IL, Lagerstedt-Robinson K, Stenman A, Brénstrom R, Tham E, et al.
Parafibromin immunostainings of parathyroid tumors in clinical routine: a near-decade
experience from a tertiary center. Mod Pathol. Juliol de 2019;32(8):1082-94.

Juhlin C, Larsson C, Yakoleva T, Leibiger I, Leibiger B, Alimov A, et al. Loss of parafibromin
expression in a subset of parathyroid adenomas. Endocr Relat Cancer. Juny de 2006;13(2):509—
23.

Reddick RL, Costa JC, Marx SJ. Parathyroid hyperplasia and parathyromatosis. Lancet. Mar¢ de
1977;1(8010):549.

Twigt BA, Van Dalen T, Vroonhoven TIMVV, Consten ECJ. Recurrent hyperparathyroidism
caused by benign neoplastic seeding: Two cases of parathyromatosis and a review of the
literature. Acta Chir Belg. 2013;113(3):228-32.

Clarke CN, Katsonis P, Hsu TK, Koire AM, Silva-Figueroa A, Christakis I, et al. Comprehensive
genomic characterization of parathyroid cancer identifies novel candidate driver mutations and
core pathways. J Endocr Soc. Mar¢ de 2019;3(3):544-59.

Nosé V, Lazar AJ. Update from the 5th Edition of the World Health Organization Classification
of Head and Neck Tumors: Familial Tumor Syndromes. Head Neck Pathol. Mar¢ de
2022;16(1):143-57.

lacobone M, Carnaille B, Palazzo FF, Vriens M. Hereditary hyperparathyroidism—a consensus
report of the European Society of Endocrine Surgeons (ESES). Langenbecks Arch Surg.
Desembre de 2015;400(8):867-86.

Brandi ML, Gagel RF, Angeli A, Bilezikian JP, Beck-Peccoz P, Bordi C, et al. Guidelines for
Diagnosis and Therapy of MEN Type 1 and Type 2. J Clin Endocrinol Metab. Desembre de
2001;86(12):5658-71.

96



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74,

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Eastell R, Brandi ML, Costa AG, D’Amour P, Shoback DM, Thakker R V. Diagnosis of
asymptomatic primary hyperparathyroidism: Proceedings of the fourth international workshop.
J Clin Endocrinol Metab. Octubre de 2014;99(10):3570-9.

Thakker RV., Newey PJ, Walls G V., Bilezikian J, Dralle H, Ebeling PR, et al. Clinical practice
guidelines for multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1). J Clin Endocrinol Metab. Setembre
de 2012;97(9):2990-3011.

Lemos MC, Thakker R V. Multiple endocrine neoplasia type 1 (MENL1): Analysis of 1336
mutations reported in the first decade following identification of the gene. Hum Mutat. Gener de
2008;29(1):22-32.

Thakker RV. Multiple endocrine neoplasia type 1 (MENL1). Best Pract Res Clin Endocrinol
Metab. Juny de 2010;24(3):355-70.

Farnebo F, Teh BT, Skyt6la S, Svensson A, Phelan C, Sandelin K, et al. Alterations of the MEN1
gene in sporadic parathyroid tumors. Agost de 1998;83(8):2627-30.

Bystrom C, Larsson C, Blomberg C, Sandelin K, Falkmer U, Skogseid B, et al. Localization of
the MENJ gene to a small region within chromosome 11g13 by deletion mapping in tumors. Proc
Natl Acad Sci USA. Mar¢ de 1990;87(5):1968-72.

Thakker RV. Multiple Endocrine Neoplasia-syndromes of the twentieth century. J Clin
Endocrinol Metab. Agost de 1998;83(8):2617-20.

Alvelos MI, Vinagre J, Fonseca E, Barbosa E, Teixeira-Gomes J, Sobrinho-Simdes M, et al.
MEN1 intragenic deletions may represent the most prevalent somatic event in sporadic primary
hyperparathyroidism. Eur J Endocrinol. Febrer de 2012;168(2):119-28.

Zablewska B, Bylund L, Mandic SA, Fromaget M, Gaudray P, Weber G. Transcription
regulation of the multiple endocrine neoplasia type 1 gene in human and mouse. J Clin
Endocrinol Metab. Agost de 2003 1;88(8):3845-51.

Bassett JH, Forbes SA, Pannett AAJ Lloyd SE, Christie PT, Wooding C, et al. Characterization
of Mutations in Patients with Multiple Endocrine Neoplasia Type 1. Am J Hum Genet. Febrer
de 1998;62(2):232-44.

Falchetti A. Genetics of parathyroids disorders: Overview. Best Pract Res Clin Endocrinol
Metab. Desembre de 2018;32(6):781-790.

Thevenon J, Bourredjem A, Faivre L, Cardot-bauters C, Calender A, Murat A, et al. Higher risk
of death among men1 patients with mutations in the jund interacting domain: A groupe d’étude
des tumeurs endocrines (GTE) cohort study. Hum Mol Genet. Maig de 2013;22(10):1940-8.
Tham E, Grandell U, Lindgren E, Toss G, Skogseid B, Nordenskjéld M. Clinical testing for
mutations in the MEN1 gene in Sweden: A report on 200 unrelated cases. J Clin Endocrinol
Metab. 2007;92(9):3389-95.

Ruggeri RM, Benevento E, De Cicco F, Grossrubatscher EM, Hasballa I, Tarsitano MG, et al.
Multiple endocrine neoplasia type 4 (MEN4): a thorough update on the latest and least known
men syndrome. Endocrine. Desembre de 2023;82(3):480-490.

Cavaco BM, Domingues R, Bacelar MC, Cardoso H, Barros L, Gomes L, et al. Mutational
analysis of Portuguese families with multiple endocrine neoplasia type 1 reveals large germline
deletions. Clin Endocrinol (Oxf). Abril de 2002;56(4):465—73.

Belar O, De La Hoz C, Pérez-Nanclares G, Castafio L, Gaztambide Saénz S, Moreno A, et al.
Novel mutations in MEN1, CDKN1B and AIP genes in patients with multiple endocrine
neoplasia type 1 syndrome in Spain. Clin Endocrinol (Oxf). 2012;76(5):719-24.

Marx SJ, Menczel J, Campbell G, Aurbach GD, Spiegel AM, Norton JA. Heterogeneous size of
the parathyroid glands in familial multiple endocrine neoplasia type 1. Clin Endocrinol (Oxf).
1991,35(6):521-6.

97



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Tamiya H, Miyakawa M, Suzuki H, Takeshita A, Ohashi K, Usui T, et al. A large functioning
parathyroid cyst in a patient with multiple endocrine neoplasia type 1. Endocr J. 2013;60(6):709—
14.
Ospina NS, Sebo TJ, Thompson GB, Clarke BL, Young WF Jr. Prevalence of parathyroid
carcinoma in 348 patients with multiple endocrine neoplasia type 1 - Case report and review of
the literature. Clin Endocrinol (Oxf). Febrer de 2016;84(2):244-9.
Christakis |, Busaidy NL, Cote GJ, Williams MD, Hyde SM, Silva Figueroa AM, et al.
Parathyroid carcinoma and atypiSAcal parathyroid neoplasms in MENL patients; A clinico-
pathologic challenge. The MD Anderson case series and review of the literature. Int J Surg. Juliol
de 2016;31:10-6.
Lamas C, Navarro E, Casteras A, Portillo P, Alcézar V, Calatayud M, et al. MEN1-associated
primary hyperparathyroidism in the spanish registry: Clinical characterictics and surgical
outcomes. Endocr Connect. 2019;8(10):1416-24.
Eller-Vainicher C, Chiodini I, Battista C, Viti R, Mascia ML, Massironi S, et al. Sporadic and
MENZ1-related primary hyperparathyroidism: Differences in clinical expression and severity. J
Bone Miner Res. Agost de 2009;24(8):1404-10.
Burgess JR, David R, Greenaway TM, Parameswaran V, Shepherd JJ. Osteoporosis in multiple
endocrine neoplasia type 1: severity, clinical significance, relationship to primary
hyperparathyroidism, and response to parathyroidectomy. Arch Surg. Octubre de
1999;134(10):1119-23.
Pieterman CRC, Vriens MR, Dreijerink KMA, Van Der Luijt RB, Valk GD. Care for patients
with multiple endocrine neoplasia type 1: The current evidence base. Fam Cancer. Mar¢ de
2011;10(1):157-71.
Machens A, Schaaf L, Karges W, Frank-Raue K, Bartsch DK, Rothmund M, et al. Age-related
penetrance of endocrine tumours in multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1): A multicentre
study of 258 gene carriers. Clin Endocrinol (Oxf). Octubre de 2007;67(4):613-22.
Triponez F, Dosseh D, Goudet P, Cougard P, Bauters C, Murat A, et al. Epidemiology data on
108 MEN 1 patients from the GTE with isolated nonfunctioning tumors of the pancreas. Ann
Surg. Febrer de 2006;243(2):265-72.
Niederle B, Selberherr A, Bartsch DK, Brandi ML, Doherty GM, Falconi M, et al. Multiple
Endocrine Neoplasia Type 1 and the Pancreas: Diagnosis and Treatment of Functioning and
Non-Functioning Pancreatic and Duodenal Neuroendocrine Neoplasia within the MEN1
Syndrome - An International Consensus Statement. Neuroendocrinology. 2021;111(7):609-30.
Goudet P, Murat A, Binquet C, Cardot-Bauters C, Costa A, Ruszniewski P, et al. Risk factors
and causes of death in men1 disease. a gte (groupe d’etude des tumeurs endocrines) cohort study
among 758 patients. World J Surg. Febrer de 2010;34(2):249-55.
Blau JE, Simonds WF. Familial Hyperparathyroidism. Front Endocrinol (Lausanne). 25 de febrer
de 2021;12:623667.
Simonds WF, Varghese S, Marx SJ, Nieman LK. Cushing’s syndrome in multiple endocrine
neoplasia type 1. Clin Endocrinol (Oxf). Mar¢ de 2012;76(3):379-86.
Gatta-Cherifi B, Chabre O, Murat A, Niccoli P, Cardot-Bauters C, Rohmer V, et al. Adrenal
involvement in MEN1. Analysis of 715 cases from the Groupe d’étude des Tumeurs Endocrines
database. Eur J Endocrinol. Febrer de 2012;166(2):269-79.
Geerdink EAM, Van Der Luijt RB, Lips CIJM. Do patients with multiple endocrine neoplasia
syndrome type 1 benefit from periodical screening? Eur J Endocrinol. Desembre de
2003;149(6):577-82.

Brandi ML, Agarwal SK, Perrier ND, Lines KE, Valk GD, Thakker RV. Multiple Endocrine
Neoplasia Type 1: Latest Insights. Endocr Rev. 15 de mar¢ de 2021;42(2):133-170.

98



101. Kloos RT, Eng C, Evans DB, Francis GL, Gagel RF, Gharib H, et al. Medullary Thyroid
Cancer: Management Guidelines of the American Thyroid Association. Thyroid. Juny de
2009;19(6):565-612.

102.  Wells SA Jr, Asa SL, Dralle H, Elisei R, Evans DB, Gagel RF, et al. Revised American
Thyroid Association Guidelines for the Management of Medullary Thyroid Carcinoma. Thyroid.
Juny de 2015;25(6):567-610.

103. Eng C, Plitt G; Multiple Endocrine Neoplasia Type 2. Gene Reviews® [Internet] 27 de
setembre de 1999 [actualitzat el 10 d’agost de 2023]. In: Adam MP, Feldman J, Mirzaa GM, et
al., editors. [consultat el setembre de 2024]. Disponible a:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1257/

104.  Thakker RV. Multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1) and type 4 (MEN4). Mol Cell
Endocrinol. 5 d’abril de 2014;386(1-2):2-15.

105. Owens M, Ellard S, Vaidya B. Analysis of gross deletions in the MEN1 gene in patients with
multiple endocrine neoplasia type 1. Clin Endocrinol (Oxf). 2008;68(3):350—4.

106.  Pellegata NS, Quintanilla-Martinez L, Siggelkow H, Samson E, Bink K, Hofler H, et al.
Germ-line mutations in p27Kipl cause a multiple endocrine neoplasia syndrome in rats and
humans. Proc Natl Acad Sci USA. 17 d’octubre de 2006;103(42):15558-63.

107.  Franklin DS, Godfrey VL, O’brien DA, Deng C, Xiong Y. Functional Collaboration between
Different Cyclin-Dependent Kinase Inhibitors Suppresses Tumor Growth with Distinct Tissue
Specificity. Mol Cell Biol. Agost del 2000;20(16):6147-58.

108.  Fritz A, Walch A, Piotrowska K, Rosemann M, Schaffer E, Weber K, et al. Recessive
Transmission of a Multiple Endocrine Neoplasia Syndrome in the Rat 1. Cancer Res. Juny de
2002;62(11):3048-51.

109.  Philipp-Staheli J, Payne SR, Kemp CJ. p27Kipl: Regulation and function of a
haploinsufficient tumor suppressor and its misregulation in cancer. Exp Cell Res. 10 de marg de
2001;10;264(1):148-68.

110.  Alevizaki M, Stratakis CA. Multiple endocrine neoplasias: advances and challenges for the
future. J Intern Med. Juliol de 2009;266(1):1-4.

111. Ozawa A, Agarwal SK, Mateo CM, Burns AL, Rice TS, Kennedy PA, et al. The
parathyroid/pituitary variant of multiple endocrine neoplasia type 1 usually has causes other than
p27Kipl mutations. J Clin Endocrinol Metab. 2007;92(5):1948-51.

112.  Igreja S, Chahal HS, Akker SA, Gueorguiev M, Popovic V, Damjanovic S, et al. A
heterozygous frameshift mutation in exon 1 of cdknlB gene in a patient affected by MEN4
syndrome. J Intern Med. 2009;70(2):3048-51.

113.  Occhi G, Regazzo D, Trivellin G, Boaretto F, Ciato D, Bobisse S, et al. A Novel Mutation
in the Upstream Open Reading Frame of the CDKN1B Gene Causes a MEN4 Phenotype. PL0S
Genet. Marg de 2013;9(3):1003350.

114.  Singeisen H, Renzulli MM, Pavlicek V, Probst P, Hauswirth F, Muller MK et al. Multiple
endocrine neoplasia type 4: a new member of the MEN family. Endocr Connect. 15 de desembre
de 2022;12(2).

115.  Frederiksen A, Rossing M, Hermann P, Ejersted C, Thakker RV, Frost M. Clinical Features
of Multiple Endocrine Neoplasia Type 4: Novel Pathogenic Variant and Review of Published
Cases. J Clin Endocrinol Metab. 11 d’abril de 2019;104(9):3637-46.

116.  Georgitsi M, Raitila A, Karhu A, Van Der Luijt RB, Aalfs CM, Sane T, et al. Brief report:
Germline CDKN1B/p27Kipl mutation in multiple endocrine neoplasia. J Clin Endocrinol
Metab. 2007;92(8):3321-5.

99


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1257/

117. Molatore S, Marinoni I, Lee M, Pulz E, Ambrosio MR, Uberti EC, et al. A novel germline
CDKN1B mutation causing multiple endocrine tumors: Clinical, genetic and functional
characterization. Hum Mutat. Novembre de 2010;31(11):E1825-35.

118. Agarwal SK, Mateo CM, Marx SJ. Rare germline mutations in cyclin-dependent kinase
inhibitor genes in multiple endocrine neoplasia type 1 and related states. J Clin Endocrinol
Metab. 2009;94(5):1826—34.

119. Hengst L, Reed SI. Translational Control of p27Kipl accumulation during the cell cycle.
Science. 29 de marg de 1996;271(5257):1861-4.

120. Fero ML, Randel E, Gurley KE, Roberts JM, Kemp CJ. The murine gene p27Kipl is haplo-
insufficient for tumour suppression. Nature. Novembre de 1998;396(6707):177-80.

121.  Pannett AAJ, Thakker RV. Somatic Mutations in MEN Type 1 Tumors, Consistent with the
Knudson “Two-Hit” Hypothesis. J Clin Endocrinol Metab. Setembre de 2001;86(9):4371-4.
122.  Lee M, Pellegata NS. Multiple endocrine neoplasia type 4. Front Horm Res. 2013;41:63-78.
123.  Alrezk R, Hannah-Shmouni F, Stratakis CA. MEN4 and CDKN1B mutations: The latest of

the MEN syndromes. Endocr Relat Cancer. Octubre de 2017;24(10):T195-T208.

124.  Pellegata NS. MENX and MENA4. Clinics (Sao Paulo). 2012;67 Suppl 1(Suppl 1):13-8.

125. Borsari S, Pardi E, Pellegata NS, Lee M, Saponaro F, Torregrossa L, et al. Loss of p27
expression is associated with MEN1 gene mutations in sporadic parathyroid adenomas.
Endocrine. 2017;55(2):386-97.

126. Knut & Alice Wallenberg Foundation [Internet]. The human protein atlas, CDKN1B.
Disponible a https://www.proteinatlas.org/ENSG00000111276-CDKN1B.

127.  Pappa V, Papageorgiou S, Papageorgiou E, Panani A, Boutou E, Tsirigotis P, et al. A novel
p27 gene mutation in a case of unclassified myeloproliferative disorder. Leuk Res.
2005;29(2):229-31.

128.  Tonelli F, Giudici F, Giusti F, Marini F, Cianferotti L, Nesi G, et al. A heterozygous
frameshift mutation in exon 1 of cdknlB gene in a patient affected by MEN4 syndrome. Eur J
Endocrinol. 2014;171(2).

129. Pardi E, Mariotti S, Pellegata NS, Benfini K, Borsari S, Saponaro F, et al. Functional
characterization of a CDKN1B mutation in a Sardinian kindred with multiple endocrine
neoplasia type 4. Endocr Connect. 2015;4:1-8.

130.  Seabrook A, Wijewardene A, Sousa S de, Wong T, Sheriff N, Gill AJ, et al. MEN4, the
MEN21 mimicker; A Case Series of three Phenotypically Heterogenous Patients With Unique
CDKN1B Mutations. J Clin Endocrinol Metab. Juliol de 2022;107(8):2339-2349.

131. Costa-Guda J, Marinoni I, Molatore S, Pellegata NS, Arnold A. Somatic mutation and
germline sequence abnormalities in CDKN1B, encoding p27Kipl, in sporadic parathyroid
adenomas. J Clin Endocrinol Metab. Abril de 2011;96(4):E701-6.

132.  Bugalho MJ, Domingues R. Uncommon association of cerebral meningioma, parathyroid
adenoma and papillary thyroid carcinoma in a patient harbouring a rare germline variant in the
CDKN1B gene. BMJ Case Rep. 13 de gener de 2016;2016:bcr2015213934.

133.  Sambugaro S, Di Ruvo M, Ambrosio MR, Pellegata NS, Bellio M, Guerra A, et al. Early
onset acromegaly associated with a novel deletion in CDKNIB 5'UTR region. Endocrine.
2015:49(1):58-64.

134. Malanga D, De Gisi S, Riccardi M, Scrima M, De Marco C, Robledo M, et al. Functional
characterization of a rare germline mutation in the gene encoding the cyclin-dependent kinase
inhibitor p27Kipl (CDKN1B) in a Spanish patient with multiple endocrine neoplasia-like
phenotype. Eur J Endocrinol. 2012;166(3):551-60.

100



135. Chasseloup F, Pankratz N, Lane J, Faucz FR, Keil MF, Chittiboina P, et al. Germline
CDKN1B loss-of-function variants cause pediatric Cushing’s disease with or without an MEN4
phenotype. J Clin Endocrinol Metab. 2020;105(6):1-23.

136.  Elston MS, Meyer-rochow GY, Dray M, Swarbrick M, Conaglen J V. Case Report Early
Onset Primary Hyperparathyroidism Associated with a Novel Germline Mutation in CDKN1B.
Case Rep Endocrinol. 2015;2015:510985.

137.  Tichomirowa MA, Lee M, Barlier A, Daly AF, Marinoni |, Jaffrain-Rea ML, et al. Cyclin-
dependent kinase inhibitor 1B(CDKN1B) gene variants in AIP mutation-negative familial
isolated pituitary adenoma kindreds. Endocr Relat Cancer. 2012;19(3):233-41.

138. de LaPiscina IM, Najera NP, Rica I, Gaztambide S, Webb SM, Santos A, et al. Clinical and
genetic characteristics in patients under 30 years with sporadic pituitary adenomas. Eur J
Endocrinol. 2021;185(4):485-96.

139. Lavezzi E, Brunetti A, Smiroldo V, Nappo G, Pedicini V, Vitali E, et al. Case Report: New
CDKN1B Mutation in Multiple Endocrine Neoplasia Type 4 and Brief Literature Review on
Clinical Management. Front Endocrinol (Lausanne). Marc de 2022;13:773143.

140. Chevalier B, Odou MF, Demonchy J, Cardot-Bauters C, Vantyghem MC. Multiple
Endocrine Neoplasia Type 4: Novel CDNK1B variant and immune anomalies. Ann Endocrinol
(Paris) [Internet]. Juny de 2020;81(2-3):124-125.

141.  Brock P, Bustamante Alvarez J, Mortazavi A, Roychowdhury S, Phay J, Khawaja RA, et al.
Co-occurrence of multiple endocrine neoplasia type 4 and spinal neurofibromatosis: a case
report. Fam Cancer Abril de 2020;19(2):189-192.

142.  Newey PJ. Hereditary Primary Hyperparathyroidism. Endocrinol Metab Clin North Am.
Desembre de 2021;50(4):663-681.

143.  Chevalier B, Coppin L, Romanet P, Cuny T, Maiza JC, Abeillon J, et al. Beyond MEN1,
When to Think About MEN4? Retrospective Study on 5600 Patients in the French Population
and Literature Review. J Clin Endocrinol Metab. 17 de juny de 2024;109(7):e1482-21493.

144.  Marx SJ, Goltzman D. Evolution of Our Understanding of the Hyperparathyroid Syndromes:
A Historical Perspective. J Bone Miner Res. Gener de 2019;34(1):22-37.

145.  Kirsch M, Mérz M, Pinzer T, Schackert HK, Schackert G. Frequent Loss of the CDKN2C
(p18INK4c) Gene Product in Pituitary Adenomas. Genes Chromosomes Cancer. 2009;48:143—
54,

146.  Schernthaner-Reiter MH, Trivellin G, Stratakis CA. MEN1, MEN4, and Carney Complex:
Pathology and Molecular Genetics. Neuroendocrinology. 2016;103(1):18-31.

147.  Seabrook AJ, Harris JE, Velosa SB, Kim E, Mclnerney-Leo AM, Dwight T, et al. Multiple
Endocrine Tumors Associated with Germline MAX Mutations: Multiple Endocrine Neoplasia
Type 5? J Clin Endocrinol Metab. Abril de 2021;106(4):1163-82.

148. Pozza C, Sesti F, Di Dato C, Sbhardella E, Pofi R, Schiavi F, et al. A Novel MAX Gene
Mutation Variant in a Patient With Multiple and “Composite” Neuroendocrine—Neuroblastic
Tumors. Front Endocrinol (Lausanne). 19 de maig de 2020;11:234.

149.  Petignot S, Daly AF, Castermans E, Korpershoek E, Scagnol I, Beckers P, et al. Pancreatic
Neuroendocrine Neoplasm Associated with a Familial MAX Deletion. Hormone and Metabolic
Research. Novembre de 2020;52(11):784-7.

150. Jackson CE, Norum RA, Boyd SB, Talpos GB, Wilson SD, Taggart RT, et al. Hereditary
hyperparathyroidism and multiple ossifying jaw fibromas: A clinically and genetically distinct
syndrome. Surgery. Desembre de 1990;108(6):1006-12; discussion 1012-3.

151.  Carpten JD, Robbins CM, Villablanca A, Forsberg L, Presciuttini S, Bailey-Wilsons J, et al.
HRPT2, encoding parafibromin, is mutated in hyperparathyroidism-jaw tumor syndrome. Nat
Genet. Desembre de 2002;32(4):676-80.

101



152. Torresan F, lacobone M. Clinical Features, Treatment, and Surveillance of
Hyperparathyroidism-Jaw Tumor Syndrome: An Up-to-Date and Review of the Literature. Int J
Endocrinol. 18 de desembre de 2019;2019:1761030.

153.  Kikuchi I, Takahashi-Kanemitsu A, Sakiyama N, Tang C, Tang PJ, Noda S, et al.
Dephosphorylated parafibromin is a transcriptional coactivator of the Wnt/Hedgehog/Notch
pathways. Nat Commun. 21 de setembre de 2016;7:12887.

154.  Jo JH, Chung TM, Youn H, Yoo JY. Cytoplasmic parafibromin/hCdc73 targets and
destabilizes p53 mRNA to control p53-mediated apoptosis. Nat Commun. 12 de novembre de
2014;5:5433.

155.  Bricaire L, Odou MF, Cardot-Bauters C, Delemer B, North MO, Salenave S, et al. Frequent
large germline HRPT2 deletions in a french national cohort of patients with primary
hyperparathyroidism. J Clin Endocrinol Metab. Febrer de 2013;98(2):E403-8.

156.  Cascon A, Huarte-Mendicoa CV, Javier Leandro-Garcia L, Leton R, Suela J, Santana A, et
al. Detection of the first gross CDC73 germline deletion in an HPT-JT syndrome family. Genes
Chromosomes Cancer. Novembre de 2011;50(11):922-9.

157.  Bradley K, Hobbs M, Buley I, Carpten JD, Cavaco BM, Fares J, et al. Uterine tumours are a
phenotypic manifestation of the hyperparathyroidism-jaw tumour syndrome. J Intern Med.
Gener de 2005;257(1):18-26.

158. Frank-Raue K, Haag C, Schulze E, Keuser R, Raue F, Dralle H, et al. CDC73-related
hereditary hyperparathyroidism: Five new mutations and the clinical spectrum. Eur J Endocrinol.
Setembre de 2011;165(3):477-83.

159. LiY, Zhang J, Adikaram PR, Welch J, Guan B, Weinstein LS, et al. Genotype of CDC73
germline mutation determines risk of parathyroid cancer. Endocr Relat Cancer. 2020;27(9):483—
94,

160. Hahn MA, Marsh DJ. Nucleolar localization of parafibromin is mediated by three nucleolar
localization signals. FEBS Lett. 30 d’octubre de 2007;581(26):5070-4.

161. lacobone M, Camozzi V, Mian C, Pennelli G, Pagetta C, Casal Ide E, et al. Long-Term
Outcomes of Parathyroidectomy in Hyperparathyroidism-Jaw Tumor Syndrome: Analysis of
Five Families with CDC73 Mutations. World J Surg. Febrer de 2020;44(2):508-16.

162.  Rodrigo JP, Hernandez-Prera JC, Randolph GW, Zafereo ME, Hartl DM, Silver CE, et al.
Parathyroid cancer: An update. Cancer Treat Rev. Juny de 2020;86:102012.

163.  Stalberg P, Carling T. Familial parathyroid tumors: Diagnosis and management. World J
Surg. Novembre de 2009;33(11):2234-43.

164. Woodard GE, Lin L, Zhang JH, Agarwal SK, Marx SJ, Simonds WF. Parafibromin, product
of the hyperparathyroidism-jaw tumor syndrome gene HRPT2, regulates cyclin D1/PRAD1
expression. Oncogene. 10 de febrer de 2005;24(7):1272—6.

165. LiuY, You M, WangH, Yang Z, Miao J, Shimizutani K, et al. Ossifying fibromas of the jaw
bone: 20 cases. Dentomaxillofac Radiol. Gener de 2010;39(1):57-63.

166.  Amini Nezhad F, Payab M, Nayebandi S, Hasani-Ranjbar S. Jaw tumor in recurrent primary
hyperparathyroidism: A case report. Int J Surg Case Rep. Gener de 2018;52:54-58.

167. Yamashita Y, Akiyama T, Mizusawa N, Yoshimoto K, Goto M. A case of
hyperparathyroidism-jaw tumour syndrome found in the treatment of an ossifying fibroma in the
maxillary bone. Int J Oral Maxillofac Surg. Abril de 2007;36(4):365-9.

168. Tean Teh B, Farnebo F, Kristoffersson U, Sundelin B, Cardinal J, Axelson R, et al.
Autosomal dominant primary hyperparathyroidism and jaw tumor syndrome associated with
renal hamartomas and cystic kidney disease: linkage to 1q21-g32 and loss of the wild type allele
in renal hamartomas. J Clin Endocrinol Metab. Desembre de 1996;81(12):4204-11.

102



169. Zheng HC, Takahashi H, Li XH, Hara T, Masuda S, Guan YF, et al. Downregulated
parafibromin expression is a promising marker for pathogenesis, invasion, metastasis and
prognosis of gastric carcinomas. Virchows Archiv. Febrer de 2008;452(2):147-55.

170.  Selvarajan S, Sii LH, Lee A, Yip G, Bay BH, Tan MH, et al. Parafibromin expression in
breast cancer: A novel marker for prognostication? J Clin Pathol. Gener de 2008;61(1):64—7.
171.  Korpi-Hyovélti E, Cranston T, Ryhanen E, Arola J, Aittomaki K, Sane T, et al. CDC73
intragenic deletion in familial primary hyperparathyroidism associated with parathyroid

carcinoma. J Clin Endocrinol Metab. Setembre de 2014;99(9):3044-8.

172.  lacobone M, Masi G, Barzon L, Porzionato A, MacChi V, Ciarleglio FA, et al.
Hyperparathyroidism-jaw tumor syndrome: A report of three large kindred. Langenbecks Arch
Surg. Setembre de 2009;394(5):817-25.

173. T P Foley Jr, H C Harrison, C D Arnaud, H E Harrison. Familial benign hypercalcemia. J
Pediatr. Desembre de 1972;81(6):1060—7.

174.  Newey PJ, Berg JN, Zhou K, Palmer CNA, Thakker R V. Utility of population-level DNA
sequence data in the diagnosis of hereditary endocrine disease. J Endocr Soc. 2017;1(12):1507—
26.

175. Dershem R, Gorvin CM, Metpally RPR, Krishnamurthy S, Smelser DT, Hannan FM, et al.
Familial Hypocalciuric Hypercalcemia Type 1 and Autosomal-Dominant Hypocalcemia Type 1:
Prevalence in a Large Healthcare Population. Am J Hum Genet. 4 de juny de 2020;106(6):734—
47,

176. Hannan FM, Nesbit MA, Zhang C, Cranston T, Curley AJ, Harding B, et al. Identification
of 70 calcium-sensing receptor mutations in hyper- and hypo-calcaemic patients: Evidence for
clustering of extracellular domain mutations at calcium-binding sites. Hum Mol Genet. Juny de
2012;21(12):2768-78.

177. Christensen SE, Nissen PH, Vestergaard P, Mosekilde L. Familial hypocalciuric
hypercalcaemia: A review. Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes. Desembre de 2011;18(6):359-
70.

178.  Mouly C, Vargas-Poussou R, Lienhardt A, Silve C, Hureaux M, Magdelaine C, et al. Clinical
characteristics of familial hypocalciuric hypercalcaemia type 1: A multicentre study of 77 adult
patients. Clin Endocrinol (Oxf). Setembre de 2020;93(3):248-260.

179.  Pollak MR, Brown EM, Estep HL, McLaine PN, Kifor O, Park J, et al. Autosomal dominant
hypocalcaemia caused by a Ca(2+)-sensing receptor gene mutation. Nat Genet. Novembre de
1994;8(3):303-7.

180. S Pearce SH, Trump D, Wooding C, Besser GM, Chew SL, Grant DB, et al. Calcium-sensing
Receptor Mutations in Familial Benign Hypercalcemia and Neonatal Hyperparathyroidism. J
Clin Invest. Desembre de 1995. 96(6):2683-92.

181. Brown EM, Gamba G, Riccardi D, Lombardi M, Butters R, Klfor O, et al. Cloning and
characterization of an extracellular Calcium-sensing receptor from bovine parathyroid. Nature.
Desembre de 1993;366:575-80.

182.  Tfelt-Hansen J, Brown EM. The calcium-sensing receptor in normal physiology and
pathophysiology: A review. Crit Rev Clin Lab Sci. 2005;42(1):35-70.

183. Marini F, Cianferotti L, Giusti F, Brandi ML. Molecular genetics in primary
hyperparathyroidism: the role of genetic tests in differential diagnosis, disease prevention
strategy, and therapeutic planning. A 2017 update. Clin Cases Miner Bone Metab.
2017;14(1):60-70.

184.  Vargas-Poussou R, Mansour-Hendili L, Baron S, Bertocchio JP, Travers C, Simian C, et al.
Familial hypocalciuric hypercalcemia types 1 and 3 and primary hyperparathyroidism:
Similarities and differences. J Clin Endocrinol Metab. Maig de 2016;101(5):2185-95.

103



185. Hovden S, Rejnmark L, Ladefoged SA, Nissen PH. AP2S1 and GNA11 mutations - not a
common cause of familial hypocalciuric hypercalcemia. Eur J Endocrinol. Febrer de
2017;176(2):177-185.

186. Vannucci L, Brandi ML. Familial Hypocalciuric Hypercalcemia and Neonatal Severe
Hyperparathyroidism. Front Horm Res. 2018;51:52-62.

187.  Gorvin CM, Frost M, Malinauskas T, Cranston T, Boon H, Siebold C, et al. Calcium-sensing
receptor residues with loss-and gain-of-function mutations are located in regions of
conformational change and cause signalling bias. Hum Mol Genet. Novembre de
2018;27(21):3720-3733.

188. Hannan FM, Stevenson M, Bayliss AL, Stokes VJ, Stewart M, Kooblall KG, et al. Ap2sl
mutation causes hypercalcaemia in mice and impairs interaction between calcium-sensing
receptor and adaptor protein-2. Hum Mol Genet. 15 de maig de 2021;30(10):880-92.

189.  Neshit MA, Hannan FM, Howles SA, Babinsky VN, Head RA, Cranston T, et al. Mutations
Affecting G-Protein Subunit a 11 in Hypercalcemia and Hypocalcemia. N Engl J Med. 27 de
juny de 2013;368(26):2476-86.

190. Hannan FM, Howles SA, Rogers A, Cranston T, Gorvin CM, Babinsky VN, et al. Adaptor
protein-2 sigma subunit mutations causing familial hypocalciuric hypercalcaemia type 3 (FHH3)
demonstrate genotype-phenotype correlations, codon bias and dominant-negative effects. Hum
Mol Genet. 9 d’abril de 2015;24(18):5079-92.

191. Marx SJ, Lourenco DM Jr. Familial Hyperparathyroidism — Disorders of Growth and
Secretion in Hormone-Secretory Tissue. Horm Metab Res. Novembre de 2017;49(11):805-815.

192.  Simonds WF, James-Newton L, Agarwal SK, Yang B, Skarulis MC, Hendy GN, et al.
Familial Isolated hyperparathyroidism. Clinical and Genetic Characteristics of 36 Kindreds.
Medicine. 2002;81(1):1-26.

193. Carling T, Szabo E, Bai M, Ridefelt P, Westin G, Gustavsson P, et al. Familial
Hypercalcemia and Hypercalciuria Caused by a Novel Mutation in the Cytoplasmic Tail of the
Calcium Receptor. J Clin Endocrinol Metab. Maig del 2000;85(5):2042-7.

194.  Guarnieri V, Canaff L, Yun FHJ, Scillitani A, Battista C, Muscarella LA, et al. Calcium-
Sensing Receptor (CASR) mutations in hypercalcemic states: Studies from a single endocrine
clinic over three years. J Clin Endocrinol Metab. Abril de 2010;95(4):1819-29.

195. Volpe A, Guerriero A, Marchetta A, Caramaschi P, Furlani L. Familial hypocalciuric
hypercalcemia revealed by chondrocalcinosis. Joint Bone Spine. Desembre de 2009;76(6):708—
10.

196. Lee JY, Shoback DM. Familial hypocalciuric hypercalcemia and related disorders. Best
Pract Res Clin Endocrinol Metab. Octubre de 2018;32(5):609-619.

197.  Hannan FM, Kallay E, Chang W, Brandi ML, Thakker R V. The calcium-sensing receptor
in physiology and in calcitropic and noncalcitropic diseases. Nat Rev Endocrinol. Desembre de
2018;15(1):33-51.

198. Papadakis M, Meurer N, Margariti T, Meyer A, Weyerbrock N, Dotzenrath C. A novel
mutation of the calcium-sensing receptor gene in a German subject with familial hypocalciuric
hypercalcemia and primary hyperparathyroidism. Hormones (Athens). Octubre de
2016;15(4):557-559.

199.  Bertocchio JP, Tafflet M, Koumakis E, Maruani G, Vargas-Poussou R, Silve C, et al. Pro-
FHH: A risk equation to facilitate the diagnosis of parathyroid-related hypercalcemia. J Clin
Endocrinol Metab. 1 de juliol de 2018;103(7):2534-2542.

200. AslaQ, Sarda H, Segui N, Martinez de Pinillos G, Mazarico-Altisent I, Capel I, et al. Clinical
and outcome comparison of genetically positive vs. negative patients in a large cohort of
suspected familial hypocalciuric hypercalcemia. Endocrine. Marg de 2024;83(3):747-56.

104



201.  Szalat A, Shpitzen S, Tsur A, Zalmon Koren |, Shilo S, Tripto-Shkolnik L, et al. Stepwise
CaSR, AP2S1, and GNAI11l sequencing in patients with suspected familial hypocalciuric
hypercalcemia. Endocrine. Marg de 2017;55(3):741-7.

202. Newey PJ, Hannan FM, Wilson A, Thakker R V. Genetics of monogenic disorders of
calcium and bone metabolism. Clin Endocrinol (Oxf). Octubre de 2022;97(4):483-501.

203. Mifambres I, Corcoy R, Weetman AP, Kemp EH. Autoimmune hypercalcemia due to
autoantibodies against the calcium-sensing receptor. J Clin Endocrinol Metab. Juliol de
2020;105(7):dgaa219.

204.  Kifor O, Moore FD, Delaney M, Garber J, Hendy GN, Butters R, et al. A syndrome of
hypocalciuric hypercalcemia caused by autoantibodies directed at the calcium-sensing receptor.
J Clin Endocrinol Metab. Gener de 2003;88(1):60-72.

205.  Pallais JC, Kemp EH, Bergwitz C, Kantham L, Slovik DM, Weetman AP, et al. Autoimmune
hypocalciuric hypercalcemia unresponsive to glucocorticoid therapy in a patient with blocking
autoantibodies against the calcium-sensing receptor. J Clin Endocrinol Metab. Marg de
2011;96(3):672-80.

206. Dharmaraj P, Gorvin CM, Soni A, Nelhans ND, Olesen MK, Boon H, et al. Neonatal
Hypocalcemic Seizures in Offspring of a Mother with Familial Hypocalciuric Hypercalcemia
Type 1 (FHH1). J Clin Endocrinol Metab. 1 de maig de 2020;105(5):1393-400.

207.  Stokes VJ, Nielsen MF, Hannan FM, Thakker R V. Hypercalcemic Disorders in Children. J
Bone Miner Res. Novembre de 2017;32(11):2157-2170.

208.  Burski K, Torjussen B, Paulsen AQ, Boman H, Bollerslev J. Parathyroid Adenoma in a
Subject with Familial Hypocalciuric Hypercalcemia: Coincidence or Causality? J Clin
Endocrinol Metab. Marg de 2002;87(3):1015-6.

209. Frank-Raue K, Leidig-Bruckner G, Haag C, Schulze E, Lorenz A, Schmitz-Winnenthal H,
et al. Inactivating calcium-sensing receptor mutations in patients with primary
hyperparathyroidism. Clin Endocrinol (Oxf). 2011;75(1):50-5.

210. Egan AM, Ryan J, Aziz MA, O’Dwyer TP, Byrne MM. Primary hyperparathyroidism in a
patient with familial hypocalciuric hypercalcaemia due to a novel mutation in the calcium-
sensing receptor gene. J Bone Miner Metab. Juliol de 2013;31(4):477-80.

211.  Yabuta T, Miyauchi A, Inoue H, Yoshida H, Hirokawa M, Amino N. A patient with primary
hyperparathyroidism associated with familial hypocalciuric hypercalcemia induced by a novel
germline CASR gene mutation. Asian J Surg. 2009;32(2):118-22.

212.  De Sousa SMC, Carroll RW, Henderson A, Burgess J, Clifton-Bligh RJ. A contemporary
clinical approach to genetic testing for heritable hyperparathyroidism syndromes. Endocrine.
Gener de 2022;75(1):23-32.

213.  Mukhtar NN, Abouzied MEDM, Algahtani MH, Hammami MM. Misleading localization by
18F-fluorocholine PET/CT in familial hypocalciuric hypercalcemia type-3: a case report. BMC
Endocr Disord. Desembre de 2021;21(1).

214.  Mayr B, Schnabel D, Dorr HG, Schofl C. GENETICS IN ENDOCRINOLOGY: Gain and
loss of function mutations of the calcium-sensing receptor and associated proteins: current
treatment concepts. Eur J Endocrinol. Maig de 2016;174(5):R189-208.

215.  Hannan FM, Babinsky VN, Thakker R V. Disorders of the calcium-sensing receptor and
partner proteins: Insights into the molecular basis of calcium homeostasis. J Mol Endocrinol.
Octubre de 2016;57(3):R127-42.

216. DeLellis RA, Mangray S. Heritable forms of primary hyperparathyroidism: a current
perspective. Histopathology. Gener de 2018;72(1):117-132.

105



217.  Gulcan-Kersin S, Kirkgoz T, Eltan M, Rzayev T, Ata P, Bilgen H, et al. Cinacalcet as a First-
Line Treatment in Neonatal Severe Hyperparathyroidism Secondary to Calcium Sensing
Receptor (CaSR) Mutation. Horm Res Paediatr. Desembre de 2020;93(5):313-21.

218.  Suzuki Y, Chitayat D, Sawada H, Deardorff MA, Mclaughlin HM, Begtrup A, et al. TRPV6
Variants Interfere with Maternal-Fetal Calcium Transport through the Placenta and Cause
Transient Neonatal Hyperparathyroidism. Am J Hum Genet. 7 de juny de 2018;102(6):1104-
1114,

219. Nett V, Erhardt N, Wyatt A, Wissenbach U. Human TRPV6-pathies caused by gene
mutations. Biochim Biophys Acta Gen Subj. Juny de 2021;1865(6):129873.

220. Khattar V, Wang L, Peng J Bin. Calcium selective channel TRPV®6: Structure, function, and
implications in health and disease. Gene. 5 d’abril de 2022 5;817:146192.

221.  Suzuki Y, Sawada H, Tokumasu T, Suzuki S, Ninomiya S, Shirai M, et al. Novel TRPV6
mutations in the spectrum of transient neonatal hyperparathyroidism. J Physiol Sci. Juliol de
2020;70(1):33.

222. Peng J Bin. TRPV5 and TRPV6 in transcellular Ca 2+ transport: Regulation, gene
duplication, and polymorphisms in African populations. Adv Exp Med Biol. 2011;704:239-75.

223. Burren CP, Caswell R, Castle B, Welch CR, Hilliard TN, Smithson SF, et al. TRPV6
compound heterozygous variants result in impaired placental calcium transport and severe
undermineralization and dysplasia of the fetal skeleton. Am J Med Genet A. Setembre de
2018;176(9):1950-5.

224.  Yamashita S, Mizumoto H, Sawada H, Suzuki Y, Hata D. TRPV6 gene mutation in a
dizygous twin with transient neonatal hyperparathyroidism. J Endocr Soc. Marg de
2019;3(3):602-6.

225. Li D, Tian L, Hou C, Kim CE, Hakonarson H, Levine MA. Association of mutations in
SLC12A1 encoding the NKCC2 cotransporter with neonatal primary hyperparathyroidism.
Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism. Maig de 2016;101(5):2196—200.

226.  Gross I, Siedner-Weintraub Y, Simckes A, Gillis D. Antenatal Bartter syndrome presenting
as hyperparathyroidism with hypercalcemia and hypercalciuria: A case report and review. J
Pediatr Endocrinol Metab. Juliol de 2015;28(7-8):943-6.

227. Guan B, Welch JM, Sapp JC, Ling H, Li Y, Johnston JJ, et al. GCM2-Activating Mutations
in Familial Isolated Hyperparathyroidism. Am J Hum Genet. 3 de novembre de
2016;99(5):1034-44.

228. Hannan FM, Nesbit MA, Christie PT, Fratter C, Dudley NE, Sadler GP, et al. Familial
isolated primary hyperparathyroidism caused by mutations of the MEN1 gene. Nat Clin Pract
Endocrinol Metab. Gener de 2008;4(1):53-8.

229. Cetani F, Pardi E, Aretini P, Saponaro F, Borsari S, Mazoni L, et al. Whole exome
sequencing in familial isolated primary hyperparathyroidism. J Endocrinol Invest. Febrer de
2020;43(2):231-45.

230.  Simonds WF, Robbins CM, Agarwal SK, Hendy GN, Carpten JD, Marx SJ. Familial Isolated
Hyperparathyroidism Is Rarely Caused by Germline Mutation in HRPT2, the Gene for the
Hyperparathyroidism-Jaw Tumor Syndrome. J Clin Endocrinol Metab. Gener de 2004;89(1):96—
102.

231.  Pontikides N, Karras S, Kaprara A, Anagnostis P, Mintziori G, Goulis DG, et al. Genetic
basis of familial isolated hyperparathyroidism: A case series and a narrative review of the
literature. J Bone Miner Metab. 2014;32(4):351-66.

232.  Attie MF, Gill JR, Stock JL, Spiegel AM, Downs RW, Levine MA, et al. Urinary calcium
excretion in familial hypocalciuric hypercalcemia persistence of relative hypocalciuria after
induction of hypoparathyroidism. J Clin Invest. Agost de 1983;72(2):667-76.

106



233.  Coppin L, Dufosse M, Romanet P, Giraud S, North MO, Bauters CC, et al. Should the GCM2
gene be tested when screening for familial primary hyperparathyroidism? Eur J Endocrinol.
2019;182(1):57-65.

234.  El Lakis M, Nockel P, Gaitanidis A, Guan B, Agarwal S, Welch J, et al. Probability of
Positive Genetic Testing Results in Patients with Family History of Primary
Hyperparathyroidism. J Am Coll Surg. Maig de 2018;226(5):933-8.

235.  Skefos CM, Waguespack SG, Perrier ND, Hu MI. CDC73-Related Disorders. 2008 Dec 31
[actualitzat el setembre de 2023]. GeneReviews® [Internet]. Seattle (WA): University of
Washington, Seattle; 1993-2025. Disponible a: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK3789/

236. Raitila A, Georgitsi M, Karhu A, Tuppurainen K, Mékinen MJ, Birkenkamp-Demtroder K,
et al. No evidence of somatic aryl hydrocarbon receptor interacting protein mutations in sporadic
endocrine neoplasia. Endocr Relat Cancer. Setembre de 2007;14(3):901-6.

237.  Vierimaa O, Georgitsi M, Lehtonen R, Vahteristo P, Kokko A, Raitila A, et al. Pituitary
adenoma predisposition caused by germline mutations in the AIP gene. Science (1979). 26 de
maig de 2006;312(5777):1228-30.

238.  Pardi E, Borsari S, Saponaro F, Bogazzi F, Urbani C, Mariotti S, et al. Mutational and large
deletion study of genes implicated in hereditary forms of primary hyperparathyroidism and
correlation with clinical features. PLoS One. 1 d’octubre de 2017;12(10).

239. Pardi E, Marcocci C, Borsari S, Saponaro F, Torregrossa L, Tancredi M, et al. Aryl
hydrocarbon receptor interacting protein (AlP) mutations occur rarely in sporadic parathyroid
adenomas. J Clin Endocrinol Metab. Juliol de 2013;98(7):2800-10.

240. AuAY, McDonald K, Gill A, Sywak M, Diamond T, Conigrave A, et al. PTH Mutation with
Primary Hyperparathyroidism and Undetectable Intact PTH. N Engl J Med. 11 de setembre de
2008;359(11):1184-6.

241. Giusti F, Marini F, Brandi ML. Multiple Endocrine Neoplasia Type 1. 2005 Aug 31
[actualitzat el 10 de mar¢ de 2022]. In: Adam MP, Feldman J, Mirzaa GM, et al., editors.
GeneReviews® [Internet]. Seattle (WA): University of Washington, Seattle; 1993-
2025. Disponible a: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 1538/

242.  Brock P, Kirschner L. Multiple Endocrine Neoplasia Type 4. 21 de setembre de 2023. In:
Adam MP, Feldman J, Mirzaa GM, et al., editors. GeneReviews® [Internet]. Seattle (WA):
University of Washington, Seattle; 1993-2025. Disponible a
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK594826/

243.  Rylander-Rudgvist T, Hakansson N, Tybring G, Wolk A. Quality and quantity of saliva DNA
obtained from the self-administrated oragene method - A pilot study on the cohort of Swedish
men. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. Setembre de 2006;15(9):1742-5.

244. Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gastier-Foster J, et al. Standards and guidelines
for the interpretation of sequence variants: A joint consensus recommendation of the American
College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genet
Med. Maig de 2015;17(5):405-24.

245. Milat F, Ramchand SK, Herath M, Gundara J, Harper S, Farrell S, et al. Primary
hyperparathyroidism in adults-(Part 1) assessment and medical management: Position statement
of the endocrine society of Australia, the Australian & New Zealand endocrine surgeons, and the
Australian & New Zealand bone and mineral society. Clin Endocrinol (Oxf). Gener de
2024;100(1):3-18.

246. NHS. National Genomic Test Directory Testing Criteria for Rare and Inherited Disease.
Octubre de 2021;2022(October):280. Disponible a: https://www.england.nhs.uk/wp-
content/uploads/2018/08/rare-and-inherited-disease-eligibility-criteria-v2.pdf

107



247.  Oucharek JJ, O’Neill CJ, Suliburk JW, Sywak MS, Delbridge LW, Sidhu SB. Durability of
focused minimally invasive parathyroidectomy in young patients with sporadic primary
hyperparathyroidism. Ann Surg Oncol. Maig de 2011;18(5):1290-2.

248.  Skandarajah A, Barlier A, Morlet-Barlat N, Sebag F, Enjalbert A, Conte-Devolx B, et al.
Should routine analysis of the MEN1 gene be performed in all patients with primary
hyperparathyroidism under 40 years of age? World J Surg. Juny de 2010;34(6):1294-8.

249. Khan AA, Hanley DA, Rizzoli R, Bollerslev J, Young JEM, Rejnmark L, et al. Primary
hyperparathyroidism: review and recommendations on evaluation, diagnosis, and management.
A Canadian and international consensus. Osteoporos Int. Gener de 2017;28(1):1-19.

250. Cetani F, Saponaro F, Borsari S, Marcocci C. Familial and Hereditary Forms of Primary
Hyperparathyroidism. Front Horm Res. 2018;51:40-51.

251.  Wilhelm SM, Wang TS, Ruan DT, Lee JA, Asa SL, Duh QY, etal. The American association
of endocrine surgeons guidelines for definitive management of primary hyperparathyroidism.
JAMA Surg. Octubre de 2016;151(10):959-68.

252.  Cetani F, Dinoi E, Pierotti L, Pardi E. Familial states of primary hyperparathyroidism: an
update. J Endocrinol Invest. Setembre de 2024;47(9):2157-2176.

253.  Cetani F, Pardi E, Ambrogini E, Lemmi M, Borsari S, Cianferotti L, et al. Genetic analyses
in familial isolated hyperparathyroidism: Implication for clinical assessment and surgical
management. Clin Endocrinol (Oxf). Febrer de 2006;64(2):146-52.

254.  Vierimaa O, Villablanca A, Alimov A, Georgitsi M, Raitila A, Vahteristo P, et al. Mutation
analysis of MEN1, HRPT2, CASR, CDKN1B, and AIP genes in primary hyperparathyroidism
patients with features of genetic predisposition. J Endocrinol Invest. Juny de 2009;32(6):512-8.

255.  El Allali Y, Hermetet C, Bacchetta J, Amouroux C, Rothenbuhler A, Porquet-Bordes V, et
al. Presenting features and molecular genetics of primary hyperparathyroidism in the paediatric
population. Eur J Endocrinol. 2021;184(2):347-55.

256.  Garcia- Castafio A, Madariaga L, Nanclares G, Ariceta G, Gaztambide S, Castafio L. Novel
mutations associated with inherited human calcium-sensing receptor disorders: A clinical genetic
study. Eur J Endocrinol. Gener de 2019;180(1):59-70.

257. Mariathasan S, Andrews K, Thompson E, Armstrong R, Park SM, Casey R, et al. Genetic
testing for hereditary hyperparathyroidism in a large UK cohort. Clin Endocrinol (Oxf). Octubre
de 2020;93(4):409-418.

258.  Starker LF, Akerstrom T, Long WD, Delgado-Verdugo A, Donovan P, Udelsman R, et al.
Frequent Germ-Line Mutations of the MEN1, CASR, and HRPT2/CDC73 Genes in Young
Patients with Clinically Non-familial Primary Hyperparathyroidism. Horm Cancer. Abril de
2012;3(1-2):44-51.

259. Mizusawa N, Uchino S, Iwata T, Tsuyuguchi M, Suzuki Y, Mizukoshi T, et al. Genetic
analyses in patients with familial isolated hyperparathyroidism and hyperparathyroidism-jaw
tumour syndrome. Clin Endocrinol (Oxf). Juliol de 2006;65(1):9-16.

260. Mamedova E, Mokrysheva N, Vasilyev E, Petrov V, Pigarova E, Kuznetsov S, et al. Primary
hyperparathyroidism in young patients in Russia: High frequency of hyperparathyroidism-jaw
tumor syndrome. Endocr Connect. Novembre de 2017;6(8):557-65.

261.  WarnerJ, Epstein M, Sweet A, Singh D, Burgess J, Stranks S, et al. Genetic testing in familial
isolated hyperparathyroidism: Unexpected results and their implications. J Med Genet.
2004;41(3):155-60.

262. Muntean A, Mazarico Altisent I, Capel Flores I, Hernandez Lazaro A, Casamitjana Espufia
L, Barcons Vilaplana S, et al. Novel germline variant of CDC73 identified during screening for
familial primary hyperparathyroidism. Endocrine Abstracts. 2024;99,EP8 [Internet]. Disponible
a: https://www.endocrine-abstracts.org/ea/0099/ea0099ep8

108



263.  Christensen SE, Nissen PH, Vestergaard P, Heickendorff L, Rejnmark L, Brixen K, et al.
Plasma 25-hydroxyvitamin D, 1,25-dihydroxyvitamin D, and parathyroid hormone in familial
hypocalciuric hypercalcemia and primary hyperparathyroidism. Eur J Endocrinol. Desembre de
2008;159(6):719-27.

264. Elizabeth Forde H, Hill AD, Smith D. Parathyroid adenoma in a patient with familial
hypocalciuric hypercalcaemia. BMJ Case Rep. 15 d’octubre de 2014;2014:bcr2014206473.
265.  Cetani F, Picone A, Cerrai P, Vignali E, Borsari S, Pardi E, et al. Parathyroid Expression of
Calcium-Sensing Receptor Protein and in Vivo Parathyroid Hormone-Ca 2 Set-Point in Patients
with Primary Hyperparathyroidism. J Clin Endocrinol Metab. Desembre del 2000;85(12):4789—

94.

266. Farnebo F, Enberg U, Grimelius L, Backdahl M, Schalling M, Larsson C, et al. Tumor-
specific decreased expression of calcium sensing receptor messenger ribonucleic acid in sporadic
primary hyperparathyroidism. J Clin Endocrinol Metab. Octubre de 1997;82(10):3481-6.

267. Hosokawa Y, Pollak MR, Brown EM, Arnold A. Mutational analysis of the extracellular
Ca(2+)-sensing receptor gene in human parathyroid tumors. J Clin Endocrinol Metab. Novembre
de 1995;80(11):3107-10.

268. Cetani F, Pinchera A, Pardi E, Cianferotti L, Vignali E, Picone A, et al. No evidence for
mutations in the calcium-sensing receptor gene in sporadic parathyroid adenomas. J Bone Miner
Res. Juny de 1999;14(6):878-82.

269. Ho C, Conner D, Pollak M, Ladd D, Kifor O, Warren H, et al. A mouse model of human
familial hypocalciuric hypercalcemia and neonatal severe hyperparathyroidism. Nat Genet.
Desembre de 1995;11(4):389-94.

270.  Corbetta S, Lania A, Filopanti M, Vicentini L, Ballaré E, Spada A. Mitogen-activated protein
kinase cascade in human normal and tumoral parathyroid cells. J Clin Endocrinol Metab. Maig
de 2002;87(5):2201-5.

271. Szabo E, Carling T, Hessman O, Rastad J. Loss of heterozygosity in parathyroid glands of
familial hypercalcemia with hypercalciuria and point mutation in calcium receptor. J Clin
Endocrinol Metab. Agost de 2002;87(8):3961-5.

272.  Giusti F, Cavalli L, Cavalli T, Brandi ML. Hereditary hyperparathyroidism syndromes. J
Clin Densitom. Gener-mar¢ de 2013;16(1):69-74.

273.  Inoue K, Fry EA. Haploinsufficient tumor suppressor genes. Adv Med Biol. 2017;118:83—
122.

274.  Costa-Guda J, Soong CP, Parekh VI, Agarwal SK, Arnold A. Germline and Somatic
Mutations in Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor Genes CDKN1A, CDKN2B, and CDKN2C in
Sporadic Parathyroid Adenomas. Horm Cancer. Octubre de 2013;4(5):301-7.

275. Costa-Guda J, Arnold A. Genetic and epigenetic changes in sporadic endocrine tumors:
Parathyroid tumors. Mol Cell Endocrinol. 5 d’abril de 2014;386(1-2):46-54.

276.  El Naofal M, Kim A, Yon HY, Baity M, Ming Z, Bui-Griffith J, et al. Role of CDKN2C
fluorescence in situ hybridization in the management of medullary thyroid carcinoma. Ann Clin
Lab Sci. 2017;47(5):523-8.

277.  Georgitsi M. MEN-4 and other multiple endocrine neoplasias due to cyclin-dependent kinase
inhibitors (p27Kipl and p18INK4C) mutations. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. Juny de
2010;24(3):425-37.

278.  Heptinstall AB, Adiyasa I, Cano C, Hardcastle IR. Recent advances in CDK inhibitors for
cancer therapy. Future Med Chem. Juny de 2018;10(11):1369-1388.

109



10. ANNEXOS
10.1 Annex 1: finangament

Aqguest projecte de recerca no ha rebut cap financament especific. Es va presentar a dues
convocatories publiques sense obtenir-ne. Les determinacions analitiques no assistencials i les
despeses de publicacié en Open Access van ser finangades amb romanents d’honoraris d’assaigs
clinics i altres projectes de recerca dels mateixos investigadors, gestionades per 1’Institut
d’Investigacio i Innovaci6 Parc Tauli (I3PT). La publicacié en Open Acces a la revista Journal of
Endocrinological Investigation es va beneficiar d’una exempcid de despeses mercés a un acord
preestablert entre Springer Nature i la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB). Ni els pacients
participants ni els investigadors han rebut cap remuneracio especifica per la seva participacio.

10.2 Annex 2: material suplementari del primer article

Les referéncies enumerades a la primera columna de I’annex corresponen a la bibliografia del primer
article. Llegenda del material suplementari: PHPT: primary hyperparathyroidism; P: pathogenic;
LP: likely pathogenic; VUS: variant of uncertain significance; GH: growth hormone; ACTH:
adrenocorticotropin hormone; NET: neuroendocrine tumors; MEN1: multiple endocrine neoplasia
type 1; PA: pituitary adenoma; CD: Cushing disease; MS: multiple sclerosis; AA: adrenal adenoma;
BCT: bronchial carcinoid tumor; PTC: Papillary thyroid carcinoma; ZES: Zollinger-Ellison
syndrome; GEPT: gastro-entero-pancreatic tumors; TCT: thymic carcinoid tumor.
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Reference Gene Genotype Type of mutation | ACMG Reported phenotype of the proband
16 CDKN1B |ATG-7G>C Mutation in 5'UTR P PHPT (Parathyroid adenoma)
Clinvar CDKN1B |c.13C>T (p.Arg5Ter) Nonsense P Multiple endocrine neoplasia type 4
Clinvar CDKN1B |c.15_16dup (p.Val6fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
ClinVar CDKN1B |c.21dup (p.Asn8Ter) Nonsense P Multiple endocrine neoplasia type 4
36 CDKN1B |[c.25G>A (p.Gly9Arg) Missense VUS PHPT (Parathyroid adenoma)
38, 39,40,41 | CDKNI1B [c.-29_- 26delAGAG Deletion in 5’UTR P PHPT; GH-secreting PA; Gastric carcinoid tumor, PHPT; PA
ClinVar CDKN1B |c.49_52del (p.Aspl7fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
ClinVar CDKN1B |c.58C>T (p.GIn20Ter) Nonsense P Multiple endocrine neoplasia type 4
49 CDKN1B |c.59_77dupl9 (p.Lys25fs) Frameshift P Neuroendocrine cervical carcinoma, CD; PHPT, MS
ClinVar CDKN1B |c.80_81del (p.Ser27fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
ClinVar CDKN1B |c.86dup (p.Cys29fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
ClinVar CDKN1B |c.102_105del (p.Pro35fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
47 CDKN1B |c.121_122 delTT (p.Leud41Asnfs*83) Frameshift P PHPT (Parathyroid adenoma), Cushing disease
56 CDKN1B |c.151_152delGA (p.Asp51Hisfs*73) Frameshift P Paraganglioma
44 CDKN1B |c.160G >C (p.Glu54GIn) Missense VUS GH-secreting pituitary adenoma
50 CDKN1B |c.163G>A (p.Ala55Thr) Missense P Zollinger-Ellison syndrome, PHPT
ClinVar CDKN1B |c.174del (p.Lys59fs) Frameshift Multiple endocrine neoplasia type 4
Clinvar CDKN1B |c.178dup (p.Trp60fs) Frameshift Hereditary cancer-predisposing syndrome
54 CDKN1B |c.179G>A (p.Trp60Ter) Nonsense LP  PHPT (two adenomas), Prolactinoma, NET, AA
Clinvar CDKN1B |c.185dup (p.Asp63fs) Frameshift Multiple endocrine neoplasia type 4
ClinVar CDKN1B |c.186del (p.Phe62fs) Frameshift Multiple endocrine neoplasia type 4
55 CDKN1B |c.195G>T (p.GIn65His) Missense Colorectal cancer
46, 51 CDKN1B |c.206C>T (p.Pro69Leu) Missense VUS BCT, PHPT (parathyroid adenoma), PA, PTC, PHPT, AA
ClinVar CDKN1B |c.209del (p.Leu70fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
ClinVar CDKN1B |c.215del (p.Gly72fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
ClinVar CDKN1B |c.215dup (p.Lys73fs) Frameshift LP  not described
ClinVar CDKN1B [c.217A>T (p.Lys73Ter) Nonsense P Multiple endocrine neoplasia type 4
Clinvar CDKN1B |c.226_227insA (p.Trp76Ter) Nonsense P Multiple endocrine neoplasia type 4
12 CDKN1B |[c.227G>A (p.Trp76*) Nonsense P Acromegaly, PHPT
Clinvar CDKN1B |c.229 _238dup (p.Glu80fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
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Clinvar CDKN1B |c.251T>A (p.Leu84Ter) Nonsense P Multiple endocrine neoplasia type 4
57 CDKN1B |c.255dupC (p.Lys96GInfs*29) Frameshift P Medulloblastoma
Clinvar CDKN1B |c.267_268del (p.Tyr89_Arg90delinsTe Nonsense P Multiple endocrine neoplasia type 4
ClinVar CDKN1B (c.267C>G (p.Tyr89Ter) Nonsense P Multiple endocrine neoplasia type 4
Clinvar CDKN1B |c.269dup (p.Pro9ifs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
44 CDKN1B |(c.272C>T (p.Pro91Leu) Missense VUS Prolactinoma
Clinvar CDKN1B |c.276del (p.Arg93fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
ClinVar CDKN1B |c.281_282insT (p.Lys96fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
16 CDKN1B (c283C>T (p.Pro95Ser) Missense VUS PHPT (2 parathyroid tumors), ZES, GEPT
48 CDKN1B |c.285dupC (p.Lys96GInfs*29) Duplication P PHPT (Parathyroid adenoma), Prostate cancer
43 CDKN1B |c.286A>C (p.Lys96GIn) Missense VUS  Prolactine-secreting adenoma, Breast cancer
Clinvar CDKN1B (c.310C>T (p.GIn104Ter) Nonsense P Hereditary cancer-predisposing syndrome
41 CDKN1B |c.320delA (p.GIn107Argfs*12) Frameshift LP  ACTH-secreting pituitary microadenoma
41, 43, 44, 45,29 CDKN1B ¢.356T>C (p.1le119Thr) Missense P PA; GH-secreting adenoma; PA; NET; Myeloproliferative syndrome.
52,53, 54 CDKN1B |c.374_375delCT (p.Ser125%*) Frameshift P PHPT (adenomas); gastrinoma; PHPT (adenomas); GEPT; TCT
41 CDKN1B |c.376G>C (p.Glu126GIn) Missense VUS ACTH-secreting pituitary microadenoma
42 CDKN1B |c378G>C (p.Glul26Asp) Missense VUS Nephrocalcinosis, PHPT (Parathyroid adenoma)
ClinVar CDKN1B |c.385dup (p.His129fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
Clinvar CDKN1B |c.388_392del (p.Leul30fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
ClinVar CDKN1B |c.410del (p.Prol137fs) Frameshift P Multiple endocrine neoplasia type 4
Clinvar CDKN1B |c.421C>T (p.GInl41Ter) Nonsense P Multiple endocrine neoplasia type 4
20 CDKN1B |c.-456_- 453delCCTT Deletion in S'UTR LP  Acromegaly
Clinvar CDKN1B |c.460C>T (p.Argl54Ter) Nonsense P Multiple endocrine neoplasia type 4
54 CDKN1B |c.475G>A (p.Asp159Asn) Missense LP  PHPT (Parathyroid adenoma)
ClinVar CDKN1B |c.476_482del splice aceptor LP  Multiple endocrine neoplasia type 4
45 CDKN1B |c.482C>G (p.Ser161Cys) Missense VUS Ovarian dermoid cyst, NET
30 CDKN1B |c.514G>A (p.Glul72Lys) Missense P Acute lymphoblastic leukaemia
16 CDKN1B |c.595T>C (p.Term199GIn) Nonsense P PHPT
16 CDKN2B |c.191T>G (p.Leu64Arg) Missense LP  MENL like
16 CDKN1A [c.200G>T (p.R67L) Missense P MENL like

16 CDKN2C |c.91G>C (p.Val3lLeu) Missense P MENL like (HPP + mama)
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Clinvar CDKN2C |c.230C>A Missense LP  Multiple myeloma
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