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Introduction

Les phéochromocytomes sont des tumeurs neuroendocrines dérivant des cellules
chromaffines de la médullosurrénale (1). Les phéochromocytomes extra-surrénaliens
sont nommés paragangliomes et se développent aux dépens des paraganglions
sympathiqgues ou parasympathiques situés le long des axes vasculo-nerveux,
principalement au niveau de la base du créne, du cou, du thorax, de 'abdomen et du
pelvis (2). Les phéochromocytomes et les paragangliomes sont regroupés sous

I'acronyme PPG.

Les signes cliniques décrits au cours des PPG sont secondaires a un effet de masse et/ou
a I'hypersécrétion de catécholamines. Cette hypersécrétion induit principalement une
hypertension artérielle associée ou non a des crises paroxystiques, des céphalées, des

sueurs et des palpitations.

Les PPG présentent le plus haut degré d'héritabilité des tumeurs endocriniennes. lls
peuvent s’inscrire dans le cadre de syndromes de prédisposition secondaires a l'atteinte
d’'un géne de susceptibilité parmi : SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, FH, MDH2,
VHL, EPAS1, RET, NF1, TMEM127, MAX, KIF1Bb, EGLN2, EGLN1.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés aux PPG induits par la dysfonction d’'une
enzyme, la succinate déshydrogénase (SDH), secondaire a une mutation pathogéne sur
les génes SDHx : SDHA, SDHB, SDHC, SDHD et SDHAF2. La SDH catalyse I'oxydation
du succinate en fumarate : sa perte d’activité entraine une accumulation cytosolique de
succinate. Le succinate est un oncométabolite agissant principalement comme inhibiteur
compétitif des prolyl-hydroxylases, une famille d’enzymes impliquées notamment dans la
dégradation des facteurs inductibles par I'hypoxie (HIF) : 'accumulation de succinate est
a l'origine d’une stabilisation des HIF. La tumorigenése est liée a I'activation par HIF de

nombreux genes favorisant I'angiogenése, la prolifération et la survie cellulaire.


https://www.zotero.org/google-docs/?FT0cmG
https://www.zotero.org/google-docs/?MsYz9O

Epidémiologie

Les PPG ont une incidence annuelle estimée entre 2 et 8 nouveaux cas par million
d’habitants (4—-6). Une maladie métastatique est observée dans 5% a 20% des
phéochromocytomes et 15% a 35% des paragangliomes (7-9). En 2011, & la demande
de l'association Surrénales, une étude épidémiologique effectuée par I'équipe du
Pr. Brigitte Delemer a évalué l'incidence annuelle en France des PPG a 3,8 nouveaux cas
par million d’habitants : 22% étaient d’origine génétique et 19% des patients présentaient
un PPG malin (10).

L'hypersécrétion de catécholamines, caractéristique des tumeurs fonctionnelles dérivant
de la surrénale ou du systéeme sympathigue peuvent induire une hypertension, une
tachycardie, ainsi que d’autres symptomes fonctionnels telles que des céphalées, des
sueurs ou des palpitations s’inscrivant ou non en triade caractéristique (Triade de Ménard)
(8,13-16).

Les syndromes de prédisposition représentent plus d’un tiers des PPG. Les mutations
SDHx sont les plus fréquentes causes de formes héréditaires et sont retrouvée dans 25%
des cas (21-25). De plus, les PPG SDHx sont responsables de 3% a 71% des maladies
métastatiques chez les adultes et de 70% a 82% de celles des enfants (7,8,12,20). Avec
une survie a cing ans comprise entre 40% et 95% (12,17-19), ils correspondent a ceux,
parmi I'ensemble des syndromes de prédisposition, dont la morbi-mortalité est la plus
grande (19,20,25).

10
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Diagnostic et prise en charge

Classification

L’OMS classifie les PPG en fonction de leur localisation anatomique (1,26).

e Les phéochromocytomes se développent au dépend de la surrénale.

e Les paragangliomes sont des phéochromocytomes extra-surrénaliens et sont
divisés en deux sous-groupes en fonction de criteres clinico-biologiques.

e Les paragangliomes dérivant du tissu parasympathique sont non fonctionnels. lls
se développent préférentiellement dans la région de la téte et du cou (8,25).

e Les paragangliomes sympathiques proviennent du tissu chromaffine des
paraganglions et sont le plus souvent fonctionnels. lls se développent
préférentiellement au niveau de la base du crane et du pelvis (8,25).

e Les PPG malins sont définis par la présence de métastases et tous les PPG ont

un potentiel métastatique (1,25,26).

En 2017, '’American Joint Committee on Cancer (AJCC) compléete le systeme de
classification de 'OMS en proposant un systéeme de stadification TNM pour les PPG,
prenant en compte, la localisation, la taille, I'envahissement ganglionnaire et la présence

de métastases (27).

Diagnostic biochimique

La mise en évidence d’'une hypersécrétion de catécholamines (adrénaline, noradrénaline
et dopamine) est la premiere étape diagnostique (28—-31). Par conséquent, devant toute
suspicion clinique, les sociétés savantes recommandent en premiere intention le dosage
des métanéphrines (normétanéphrine, métanéphrine et 3-méthoxytyramine)
plasmatiques ou urinaires (32,33), produits de dégradation des catécholamines reflétant
la production globale par 'organisme. Une augmentation de trois a quatre fois la limite
supérieure des valeurs de référence est trés fortement évocatrice (28). Il est également
important de noter qu’un résultat normal n'exclut pas la pathologie tumorale du fait du

risque de faux négatif, notamment en cas de tumeur de petite taille ou de PPG non
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sécrétant (28,33). La chromogranine A, marqueur sérique des tumeurs neuroendocrines,

est dosée de maniére conjointe pour aider au diagnostic (1,28,34).

Imagerie

L’indication de I'imagerie est posée des que I'hyperproduction catécholaminergique est
confirmée (1,25,33,35). Néanmoins il existe des situations ou la recherche radiologique
d’'un phéochromocytome est réalisée de maniére conjointe au dosage des
métanéphrines, principalement chez les patients présentant un risque élevé de PPG
(antécédents personnel ou familiaux, prédisposition génétique) (1,25,33,35). Méme en
I'absence de preuves biochimiques, I'imagerie reste indiquée en cas de forte suspicion
clinique, en particulier dans les PPG de la téte et du cou, en raison de leur forte probabilité
d'étre non sécrétant (8,29,33).

Le scanner et I'IRM ont une sensibilité proche de 100% pour le diagnostic des tumeurs
intra-surrénaliennes (36,37) mais ils sont susceptibles de manquer de précision pour la
détection des tumeurs de petite taille, d’'une rechute locale ou d’'une maladie métastatique
(36,38).

La tomographie a émission de positon (TEP) au ®FDG, la TEP %Ga-DOTATOC et la
scintigraphie au 23I-MIBG ont une plus grande sensibilité diagnostique que la radiologie
conventionnelle du fait de l'utilisation de traceurs radiopharmaceutiques. La scintigraphie
au 123-MIBG (1,33,36,38-41) et le TEP %8Ga-DOTATATE permettent également d'évaluer
I'efficacité d’'un traitement radiométaboligue par *-MIBG ou analogue de la
somatostatine (1,33,36,38—-41).

12
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PHOTO 1 : IMAGERIE PAR RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE MONTRANT LA PRESENCE DE MULTIPLES PARAGANGLIOMES
BILATERAUX, SITUES AU NIVEAU DE LA BASE DU CRANE, ASSOCIES A UN PARAGANGLIOME TYMPANO JUGULAIRE DROIT. D’APRES
BOEDEKER CC, PARAGANGLIOMAS AND PARAGANGLIOMA SYNDROMES.

Traitement

La chirurgie est le traitement de premiere intention des PPG (1,33,42,43). Elle peut étre
délicate dans certaines situations, notamment dans le cas des paragangliomes de la téte
et du cou se développant a proximité des nerfs craniens (44). La radiothérapie ou la
radiochirurgie peuvent constituer des alternatives au traitement chirurgical lorsque la

balance bénéfice/risque est en défaveur de la chirurgie (1,32,33,45,46).

La manipulation de la tumeur pendant I'acte chirurgical peut entrainer une libération

massive de catécholamines dans la circulation générale et ainsi mettre en jeu le pronostic
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vital du patient. Pour cette raison, il est actuellement recommandé d'instaurer un blocage

pharmaceutique alpha adrénergique préopératoire (1,33,47).

Dans le cas des PPG malins, un traitement locorégional palliatif peut étre proposé dans
'optique de réduire le volume tumoral et ainsi limiter la sécrétion de catécholamines. Il
peut étre la modalité principale de prise en charge dans les formes lentement évolutives
(1,32,33,48,49). En cas de progression rapide ou de masse tumorale importante, une
radiothérapie métabolique au *3!1-MIBG ou analogue de la somatostatine peut étre utilisée

en complément du traitement locorégional (1,32,33,48,50-53).

Une chimiothérapie associant cyclophosphamide-vincristine-dacarbazine peut permettre
la réduction de la masse tumorale et améliorer la qualité de vie des patients (54-56). Elle
reste généralement indiquée en derniere intention. (32,33).

Suivi

Une surveillance a vie est indiquée chez tous les patients du fait du risque de récidive
(1,32,33). Ce risque varie en fonction du caractére sporadique ou non de la tumeur et est
fortement accru chez les patients portant une prédisposition génétique.

Dans le cas des PPG sporadiques, les patients doivent se voir proposer, au moins une
fois par an, un examen clinique associé a un dosage des métanéphrines plasmatiques ou
urinaires ; l'indication d’une imagerie est laissée a |'appréciation de I'équipe chargée du
suivi (1,32,33).

Chez les patients portant une prédisposition génétique, il est recommandé de pratiquer
annuellement un examen clinique, un dosage des métanéphrines et une imagerie.
L’indication d’'une imagerie fonctionnelle complémentaire doit étre évaluée par une équipe

multidisciplinaire expérimentée et adaptée aux situations individuelles (1,32,33).
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Génétique

Les PPG familiaux, formant un groupe cliniquement hétérogéne pouvant s'inscrire dans
le cadre de syndromes tel que la maladie de von Hippel-Lindau (VHL), la néoplasie
endocrinienne multiple de type 2 (RET), la neurofibromatose de type 1 (NF1) et les
syndromes de prédisposition familiale associés aux mutations SDHx (syndromes

paragangliomas 1 a 5) (25,57-59).

Les études transcriptomiques ont permis de répartis les PPG en 3 groupes, en fonction

des mécanismes impliqués dans la tumorigenése (25).

Groupe 1 : Phéochromocytomes et paragangliomes pseudo-hypoxiques

Ce groupe est caractérisé par une réponse cellulaire a I'hypoxie inadaptée (pseudo-
hypoxie), indépendante de la pression partielle en oxygene dans le microenvironnement
(25). Cette situation de pseudo-hypoxie est secondaire a la stabilisation d’'un groupe de
facteurs de transcription, du fait de I'inhibition des mécanismes de leur dégradation : les
facteurs inductibles par I'hypoxie (HIF). Les HIF sont impliqgués dans la réponse cellulaire
physiologique a I’hypoxie en favorisant I'angiogenese, la prolifération et la survie cellulaire
(25).

Les PPG pseudo-hypoxiques peuvent étre divisés en deux sous-groupes (25).

1. Les PPG pour lesquels les anomalies de régulation des HIF sont secondaires a

une accumulation de dérivés du cycle de Krebs

Ce sous-groupe comprend les formes de prédisposition aux PPG associées aux
mutations SDHX, codant les sous-unités de la succinate déshydrogénase (SDH) SDHA,
SDHB, SDHC et SDHD ou son facteur d'assemblage SDHAF2 (60-64). La SDH
(complexe 1l de la chaine respiratoire mitochondriale) catalyse I'oxydation du succinate
en fumarate et participe au fonctionnement du cycle de Krebs ou cycle de l'acide

tricarboxylique (TCA) ainsi que de la chaine respiratoire (65).
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Une minorité de PPG du groupe 1 sont liés a des mutations pathogenes dans le gene
codant la fumarate hydratase (FH) (66). Cette enzyme catalyse I'hydratation du fumarate

en malate.

Les mutations pathogénes dans les genes codant la SDH ou la FH provoquent un défaut
d’activité de 'enzyme correspondante et entrainent une accumulation de leur substrat : le
succinate ou le fumarate respectivement (67—72). Ces deux intermédiaires du TCA
induisent I'oncogenése par le biais de l'inhibition d’enzymes impliquées dans diverses
voies de signalisation, notamment dans la dégradation des HIF (67-72) : ils sont qualifiés

d'oncométabolites (72).

2. Les PPG pour lesquels les anomalies de régulation des HIF sont secondaires aux
mutations VHL et EPAS1

La maladie de Von Hippel-Lindau est un syndrome caractérisé par I'apparition
d’hémangioblastomes, de Kkystes, ainsi que par une prédisposition aux
phéochromocytomes et aux tumeurs rénales (73,74). De transmission autosomique
dominante a pénétrance incompléete, elle est induite par I'inactivation du géne VHL, codant
la protéine Von Hippel-Lindau (pVHL) permettant la dégradation des HIF et empéchant

leur accumulation en situation normoxique (73-75).

Les mutations induisant une activation constitutionnelle de la protéine EPAS1 (HIF2A)

entrainent le syndrome de Pacak-Zhuang (76,77).

Groupe 2 : PPG associés a des anomalies de régulation de la voie Wnt.

Caractérisé par une dérégulation de la voie de signalisation Wnt, ce groupe comprend les
PPG sporadiques secondaire aux mutations somatiques du gene CSDEL1 ainsi que les

PPG sporadiques induit par la formation d’un géne de fusion UBTF-MAML3 (78).

Groupe 3 : PPG associés a des anomalies de régulation des protéines kinases

Au sein du groupe 3, les PPG présentant une mutation du géne RET sont les plus

frequents. Ces mutations sont responsables du syndrome MEN2 (néoplasie

16


https://www.zotero.org/google-docs/?8QXNYr
https://www.zotero.org/google-docs/?RCEJvB
https://www.zotero.org/google-docs/?RCEJvB
https://www.zotero.org/google-docs/?kAiZUL
https://www.zotero.org/google-docs/?A8ML8X
https://www.zotero.org/google-docs/?KX0QPK
https://www.zotero.org/google-docs/?hdG83R
https://www.zotero.org/google-docs/?oMV9yf

endocrinienne multiple type 2), secondaire a I'activation de la voie des kinases RAS-RAF-
MEK ou PISK-AKT-mTOR (25,32,59,78).

Ce groupe comporte également les PPG avec mutations somatique ou germinales des
géenes NF1, TMEM127, MAX et HRAS (25,32,59,78).

Les phéochromocytomes et paragangliomes SDHx.

Une dysfonction de la SDH est retrouvée dans de nombreux cancers : les paragangliomes
et les phéochromocytomes, mais également les tumeurs stromales gastro-intestinales

(GIST), les adénomes hypophysaires et les carcinomes rénaux (57,79,80).

L’Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) définit cinq syndromes liés aux mutations
de génes associés a la structure ou a 'assemblage de la SDH (sous-unité atteinte : SDHA,
SDHB, SDHC, SDHD ou facteur d’'assemblage : SDHAF2).

Le syndrome PARAGANGLIOMAS 1

Lié a SDHD, le mode de transmission du syndrome paragangliomas 1 (OMIM # 168000)
est autosomique dominant, soumis a empreinte maternelle (62). De pénétrance complete,
il est caractérisé par le développement de paragangliomes au niveau de la téte et du cou
et par une prédisposition aux phéochromocytomes. La maladie survient principalement

aprés 30 ans (15). Une maladie métastatique est retrouvée dans 8% a 26% des cas (81).

Le syndrome PARAGANGLIOMAS 2

Secondaire a une mutation sur le gene SDHAF2, le syndrome paragangliomas 2 (OMIM
# 601650) de pénétrance compléte est caractérisé par le développement de
paragangliomes multiples dans la région de la téte et du cou (82).

Le syndrome PARAGANGLIOMAS 3

Les mutations sur le gene codant la sous unité SDHC entrainent le syndrome

paragangliomas 3 (OMIM # 605373). Rare, il se manifeste principalement par la survenue
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de paragangliomes parasympathiques. Vingt-cing pourcent des patients développent des

tumeurs multiples. Le risque de métastases est faible (9).

Le syndrome PARAGANGLIOMAS 4

Le syndrome paragangliomas 4 (OMIM # 115310) est lié a une mutation sur le géene
SDHB. Le développement d’'une maladie métastatique est observé chez 17% des

patients. L’entrée dans la maladie se fait généralement dans la 4¢™¢ décennie (81).

Le syndrome PARAGANGLIOMAS 5

Les mutations sur le gene SDHA sont responsables du syndrome paragangliomas 5
(OMIM # 614165) de transmission autosomique dominante. Ce syndrome entraine une
prédisposition aux phéochromocytomes et aux paragangliomes. Le risque de métastases
est évalué a 13 % (83).

Meécanismes oncogénetiques

Ce travail portant sur la quantification du succinate et du fumarate et son application aux
PPG SDHx, nous présenterons ici la succinate déshydrogénase ainsi que les

mécanismes oncogénétiques induits par son inactivation.

La succinate déeshydrogénase (SDH)

Structure

La succinate déshydrogénase ou complexe Il de la chaine respiratoire mitochondriale
(SDH) est une enzyme située au niveau de la membrane interne mitochondriale, au
carrefour du cycle de I'acide citrique (TCA) et de la chaine respiratoire (ETC). Au sein du
TCA, la SDH catalyse I'oxydation du succinate en fumarate avec réduction conjointe du
coenzyme Q permettant ainsi le transfert d'électrons au sein de 'ETC (72).

La SDH comporte 4 sous-unités. Il s’agit du seul complexe de la chaine respiratoire codée

uniquement par le génome nucléaire. Elle comporte une partie hydrophile, composée des
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deux sous-unités SDHA et SDHB et une partie membranaire, hydrophobe, composée des
sous-unités SDHC et SDHD (72,84).

La sous-unité SDHA contient le domaine catalytique de I'enzyme. Le cofacteur FAD
nécessaire a 'oxydation du succinate est lié de maniere covalente a SDHA. SDHB est
constitué de centres fer/soufre (Fe/S) permettant le transfert des électrons fournis par la

réaction d'oxydoréduction vers l'ubiquinone (72,84,85).

Le domaine membranaire comporte les deux sous-unités SDHC et SDHD. Il est relié au
domaine catalytique par SDHB. Le domaine membranaire présente une structure

héminique permettant la formation d’un site d’affinité pour I'ubiquinone (72,84,85).

Mitochondrial
Matrix
Succinate Fumarate SDHA
9
j‘%ﬁz
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-\q(hl e”“\?
e-ﬁf
V'\‘ -
Ubiqmg o
Ubiquinone SDHB
L
re- s
s @
SDHC/SDHD :
’ INNER MITOCHONDRIAL
MEMBRANE
FIGURE 1 : REACTION ENZYMATIQUE DE LA SDH. D’APRES RICHARD WHEELER, ELECTRON CARRIERS OF THE SQR COMPLEX.
FADH2, IRON-SULFUR CENTERS, HEME B, AND UBIQUINONE.

La réaction enzymatique de la SDH est initiée par la liaison du succinate au domaine

catalytique de SDHA. L’oxydation du succinate s’accompagne d’une réduction du
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cofacteur FAD, aboutissant a la libération de fumarate et de FADH2. Les électrons du
FADH2 sont transférés au centre héminique par l'intermédiaire des centres fer/soufre afin

de réduire I'ubiquinone en ubiquinol (72).

Régulation

L'activité de la SDH est régulée via des modifications post-traductionnelles de la sous-
unité SDHA. SIRT3, responsable de la désacétylation des résidus lysine est la protéine
principale de régulation du domaine catalytique. La perte de SIRT3 induit une diminution
de l'activité de la SDH (86).

Assemblage

L’assemblage de la SDH est un processus complexe impliquant de multiples protéines.

Six protéines présentées ci-apres jouent un réle particulierement important.

Le gene TCM62 code une protéine identifiee en 1998 et décrite comme étant essentielle
pour I'assemblage de la SDH (87). Méme si actuellement sa fonction exacte n’est pas

encore définie, 'hnypothése actuelle est qu'elle joue un rdle de protéine chaperonne (88).

Le géne FLXTL1 code un transporteur de FAD permettant son importation du cytosol vers
la matrice mitochondriale. Il participe a la formation du domaine catalytique de SDHA
(64,72).

SDHAF1 est une protéine identifiée pour la premiere fois en 2009. Elle participerait a la

formation des centres Fe/S (89,90).

SDHAF2 est un facteur d’assemblage associé a un syndrome de prédisposition aux
paragangliomes. C'est également celui dont la structure et la fonction biochimique sont
les mieux caractérisées. Il permet I'incorporation du FAD dans le domaine catalytique de
la sous-unité SDHA (64,72).

SDHAF3 est un facteur d'assemblage découvert récente. L’hypothése actuelle est qu'il
participerait comme SDHAF1 a la formation des centres Fe/S (91).
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SDHAF4 est une protéine chaperonne liant le complexe SDHA-FAD, empéchant ainsi
I'oxydation spontanée du succinate en fumarate par le FAD. SDHAF4 facilite également
la formation du dimére SDHA/SDHB (91).

SDH, HIF et tumorigenese

La classification moléculaire des PPG inclut les mutations SDHx dans le groupe des PPG
pseudo-hypoxiques, caractérisés par une anomalie de régulation des HIF secondaires a
une accumulation de dérivés du cycle de Krebs (9).

Structure des HIF

Les facteurs inductibles par I'nypoxie (HIF) permettent 'adaptation cellulaire a I’hypoxie.
Au nombre de trois (HIF-1, HIF-2, HIF-3), ce sont des facteurs de transcription
hétérodimériques constitués d'une sous-unité alpha (HIFA), localisée dans le cytoplasme,
finement régulée en fonction de la concentration en oxygéne dans le microenvironnement
(68) et d'une sous-unité béta exprimée de maniere constitutive dans le compartiment
nucléaire (HIFB).

HIF-1 est le premier membre a avoir été découvert. D’expression ubiquitaire, il est le

principal représentant des HIF (94).

HIF-2 est le deuxieme membre. Contrairement a HIF-1, son expression est limitée a
certains types cellulaires. Une dérégulation de HIF-2 est retrouvée dans les PPG SDHXx
(95,96).

Enfin, HIF-3 est le membre dont la fonction est la moins connue. Il pourrait fonctionner
comme un dominant négatif, se liant a HIF-1A pour empécher la formation d'un

hétérodimere fonctionnel.

Régulation des HIF

Les mécanismes de régulation de HIF-1 et HIF-2 reposant sur les mémes principes, nous

ne décrirons ici que la régulation d’'HIF-1.
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e Régulation oxygéne dépendante

La régulation négative de HIF-1A implique les protéines : Prolyl Hydroxylase Domain-
Containing Protein (HPD) 1 et 3 ainsi que I'Hypoxia-Inducible Factor Inhibitor (FIH-1).
L’expression de HIF-1A est finement régulée via un domaine de dégradation oxygene-
dépendant (ODD), hydroxylé de maniéere constitutionnelle en condition normoxique sur
les prolines P402 et P564 par les HPD 1 et 3 (69,94,97). L’hydroxylation du domaine ODD
permet linteraction entre HIF-1A et la protéine Von Hippel-Lindau (pVHL), gene
suppresseur de tumeur et composant de reconnaissance d'un complexe protéique
possédant une activité¢ E3 ubiquitine ligase. L’ubiquitinylation de la sous-unité alpha
entraine sa dégradation par le protéasome. Le domaine ODD de HIF-1A peut également
étre O-acétylé par la protéine ARDL1 sur la lysine K532, favorisant l'interaction pVHL/HIF-
1A et renforcant ainsi sa dégradation (68).
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p300/CBP
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Transcriptional
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FIGURE 2 : STRUCTURE ET REGULATION DE HIF-1A. D’APRES GREGG L. SEMENZA

HIF-1A posséde également deux domaines de transactivation (TAD) portant I'activité
transcriptionnelle : I'un est localisé en NH2-terminal (N-TAD) et l'autre en COOH-
terminal (C-TAD). N-TAD contient le domaine ODD et C-TAD permet l'interaction entre
HIF-1A et deux coactivateurs, la CREB-binding protein (CBP) et [Ihistone
aceétyltransférase p300. Dans des conditions normoxiques, FIH-1 hydroxyle I'asparagine
N-803 du domaine C-TAD. En empéchant l'interaction de la CBP et de p300 avec le
domaine de transactivation, elle inhibe ainsi l'activité transcriptionnelle de HIF-1A
(69,94,97).
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Les protéines HPH 1 et 3 et FIH-1 sont des enzymes oxygéne dépendantes : elles perdent
leur activité lorsque que la pression partielle en oxygéne dans le microenvironnement est
insuffisante (69,94,97). Ainsi en conditions hypoxiques, l'inhibition des protéines HPH 1-
3 entraine l'absence d'hydroxylation du domaine ODD de HIF-1A et empéche sa
reconnaissance par pVHL, bloquant ainsi son adressage au protéasome et sa
dégradation. De méme, pour le domaine C-TAD, la diminution de I'activité de la protéine
FIH-1 léve linhibition de l'activité traductionnelle de HIF-1A par le recrutement des
protéines CBP et p300 (69,94,97).

La stabilisation de HIF1-A autorise son adressage au compartiment nucléaire. La
dimérisation avec la sous-unité béta conduit a la formation d’un facteur de transcription

fonctionnel permettant I'activation des génes de réponse a I'’hypoxie (69).
e Régulation oxygéne-indépendante

Il existe d’autres mécanismes indépendants de l'oxygéne régulant leurs niveaux

d’expression.

La voie PDK1/AKT/mTOR, stimulée par divers facteurs de croissance, est impliquée dans
la prolifération, la croissance, ainsi que la survie cellulaire. L’activation de la voie induit la

traduction de nombreuses protéines, incluant les HIF (69,94,97).

Les Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) régulent également positivement I'activité
des HIF en augmentant leur synthése, ainsi que leur activité transcriptionnelle en
favorisant le recrutement des protéines CBP et p300 au niveau du domaine C-TAD
(69,94,97).

Enfin les protéines P53 et Hsp90 sont impliquées par divers mécanismes dans la
régulation des HIF (69,94,97).

HIF et oncogenese

Les HIF sont des facteurs de transcription permettant I'adaptation cellulaire a I'hnypoxie.

Leur dérégulation induit [l'activation de nombreux genes impliqués dans Ila
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néoangiogenéese, la glycolyse, la survie, la prolifération et la migration, favorisant aussi
bien la tumorigenése que le développement de métastases.
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FIGURE 3 : GENES CIBLES DE HIF-1. D’APRES GREGG L. SEMENZA
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e HIF et néoangiogenése

La néoangiogenese est essentielle au développement tumoral en majorant I'apport en
éléments nécessaires au métabolisme cellulaire. Cette néovascularisation permet de
pallier I'inadéquation entre les besoins et les apports induits par la prolifération cellulaire
rapide. La capacité des cellules tumorales a induire l'angiogenése est un processus
complexe, secondaire a une dérégulation de la balance entre facteurs pro et anti-
angiogéniques. HIF induit principalement I'expression du VEGF, ses deux récepteurs
FLT-1 et FLK-1 et les angiopoiétines ANGPT1 et ANGPT2 (94,98).

e HIF et métabolisme

L’effet Warburg est un phénoméne décrit par Otto Warburg dans les années 1930. Il est
caractérisé par une transition métabolique au sein des cellules tumorales, qui favorisent
la respiration anaérobique a la phosphorylation oxydative (respiration aérobie) (99). La
glycolyse anaérobie est caractérisée par un catabolisme accéléré du glucose (mécanisme
glycolytique) et permet la production d’'intermédiaires nécessaires aux cellules en phase
proliférative via la voie des pentoses phosphates, ou la voie de Warburg-Dickens-
Horecker. Ces deux voies permettent notamment la syntheése des nucléotides, des acides

gras et de certains acides aminés.

Ainsi les HIF favorisent I'effet Warburg en régulant positivement I'expression de génes
impliqués dans le métabolisme glycolytique, notamment les transporteurs GLUT-1 et
GLUT-3, I'hexokinase et la phosphofructokinase (94,100).

e HIF et prolifération

En modulant positivement 'activité du pro-oncogene c-Myc impliqué dans la régulation
du cycle cellulaire (68,94,95,101), la voie des HIF joue un rdle central dans la croissance

tumorale.
e HIF et migration cellulaire

La survenue de meétastases est la résultante d’'une multitude d'étapes permettant

I'invasion des cellules tumorales dans les tissus avoisinants. La dérégulation des HIF
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favorise le développement de métastases par le biais de facteurs régulant la migration
cellulaire, notamment la E-cadhérine, les lysyl oxydases (LOX), CXCR4 (94,102,103).

La E-cadhérine est une glycoprotéine transmembranaire anti-proliférative empéchant
'action de la B-caténine, coactivateur de la voie signalisation pro-proliférative Wnt. Les
HIF régulent négativement l'action de la E-cadhérine en augmentant le potentiel
métastatique tumoral (94,102,103).

L’induction par les HIF des protéines de remodelage matriciel LOX et de CXCR4, un

récepteur de chimiokine, favorise également la survenue de métastases (94,102,103).
HIF et SDH
e Un défaut d’activité de la SDH entraine une accumulation de succinate

L’inactivation initiale de la SDH entraine une accumulation initiale de succinate dans la
matrice mitochondriale. Dans un second temps, la majoration du gradient entre la matrice
et l'espace intermembranaire entraine un efflux du succinate via SLC25A10

(92,104) (solute carrier family 25, mitochondrial dicarboxylate transporter).

La présence de porines (voltage-dependent anion channel, VDAC) sur la membrane
externe mitochondriale permet la sortie du succinate vers le cytosol, qui, toujours suivant
le gradient de concentration, emprunte le transporteur SLC13A5 (105) (solute carrier
family 13, sodium-dependent dicarboxylate transporter) et s’accumule dans le

microenvironnement tumoral.

Le succinate entraine, par le biais de divers mécanismes, une altération de nombreuses
voies de signalisation, favorisant ainsi I'angiogenése, la migration, l'invasion et la survie

cellulaire.
e |’accumulation de succinate induit une situation de pseudo hypoxie

Le succinate est un inhibiteur des prolyl hydroxydases PHD 1 et 3 (104). |l stabilise ainsi
les HIF a la suite d’'une mauvaise reconnaissance du domaine ODD par la protéine pVHL
et conduit a une situation de pseudo hypoxie (68,69,97). La dérégulation des HIF induit

la tumorigenése.
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Autres mécanismes oncogéniques liés a un défaut d’activité de la SDH
¢ Inhibition des histones déméthylases et des Tet methylcytosine dioxygenase

L’inhibition des hydroxylases par le succinate ne se résume pas qu’aux HPH 1 et 3. Il
bloque également 'activité d’autres dioxygénases dont certaines ont un réle connu dans
la tumorigenese : les histone-déméthylases (HDM) et les TET 1 et 3 (ten-eleven
translocation methylcytosine dioxygenase) (106,107). Ces deux familles d’enzymes

occupent une place centrale dans la régulation épigénétique de 'ADN.

L'inactivation de ces enzymes induit un profil d’hyperméthylation, retrouvé dans les PPG
SDHXx (108). Ce phénotype particulier est caractérisé par une méthylation des génes
impliqués dans la régulation positive de la SDH et la régulation du cycle cellulaire
(109,110).

e Activation des récepteurs couplés aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G sont une grande famille de protéines impliquées
dans la transduction du signal a travers les membranes cellulaires. GPR91 ou SUCRN1
est un récepteur couplé aux protéines G capable de fixer le succinate (111). L’interaction
succinate/GPR91 induit I'activation des MAP kinases ERK1/2 (92,111,112).

La voie de signalisation ERK1/2 est connue pour favoriser la survie cellulaire en activant
les protéines anti-apoptotiques BCL2, BCL-xL et MCL1 et en inhibant les protéines pro-
apoptotigues BAD, BIM, BMF et PUMA (92,111,112). Outre leurs signaux anti-
apoptotiqgues, ERK1/2 activent de nombreuses protéines impliquées dans la

différenciation, la survie, la migration, et I'angiogenese (113).

L’inactivation de la SDH induit donc l'oncogenése selon un mécanisme paracrine,

indépendamment de la voie des HIF.
e La SDH, effecteur de lI'apoptose

L’induction de l'apoptose induit une dissociation des sous-unités catalytiques, SDHA et
SDHB, du reste de la protéine. L’activité de SDHA reste conservee : elle catalyse de

maniére spontanée I'oxydation du succinate en fumarate. La solubilisation du complexe
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dans la matrice empéche le transfert d'électrons vers l'ubiquinone. L’oxygéne devient
alors le dernier accepteur d'électrons, conduisant ainsi a la production d'especes
réactives de I'oxygéne (ROS) induisant la mort cellulaire par stress oxydatif (114,115). Un
défaut d’activité de la SDH limite la production de ROS, réduisant ainsi I'efficacité d’'un

éeventuel signal pro-apoptotique (92,114-116).
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Objectif du travall

Les PPG liés aux mutations SDH représentent un défi diagnostique important. En effet ils
sont associés a un risque €élevé de réecidive, et la survenue de métastases est fréquente

engageant le pronostic a long terme et complexifiant la prise en charge (2,3).

Actuellement, le suivi des patients SDHx est basé sur 'examen clinique, l'imagerie, le
dosage des meétanéphrines et de la chromogranine A. Cependant, les tumeurs non
fonctionnelles rendent le diagnostic biochimique difficile. Les examens d'imagerie sont
colteux du fait de la multiplicité des localisations. lls nécessitent parfois le recours a des
traceurs radiopharmaceutiques et peuvent manquer de sensibilité pour la détection des

tumeurs de petite taille, en cas de rechute locale ou pour la détection de métastases.

Le diagnostic des mutations SDHx a été grandement facilité du fait du développement
des techniques de séquencage de nouvelle génération (NGS). Elles présentent
néanmoins certaines limitations. Si la mauvaise détection des grands réarrangements est
palliée par l'utilisation d’algorithmes spécifiques ou d’'une technique de MLPA, le défi le
plus important reste la classification des variants de signification indéterminée. Ces
variants ne peuvent étre interprétés dans ['état actuel des connaissances et leur
imputabilité repose principalement sur l'histoire clinique, les études de ségrégation,

I'anatomopathologie, les bases de données génétiques et les logiciels de prédiction (120).

Les difficultés inhérentes au diagnostic et au suivi des PPG SDHx ont motivé la recherche
de nouveaux marqueurs tumoraux spécifiques. L'étude spectroscopique par résonance
magnétique nucléaire a permis de détecter in vivo une élévation du succinate chez les
patients SDHx atteints de PPG (118). Les études métabolomiques ont mis en évidence
une élévation in vitro du rapport succinate /fumarate (119) ainsi qu’'une augmentation du

succinate plasmatique (117).

Au vu de ces résultats, le succinate et le fumarate pourraient constituer des marqueurs
prometteurs, utilisables a la fois pour le diagnostic et le suivi des PPG SDHx. Dans cette
optique, nous proposons une méthode de dosage simultané du succinate et du fumarate
sérique en dilution isotopique, par chromatographie en phase gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse.
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Matériels et méthodes

Nous proposons de réaliser la quantification du succinate et du fumarate plasmatique par
spectrométrie de masse avec une approche en dilution isotopique, en intégrant une

meéthode séparative par chromatographie en phase gazeuse.

Principes methodologiques

Dilution isotopique

La dilution isotopique est une méthode analytigue permettant la quantification de
substances chimiques. Son principe repose sur |'ajout a I'échantillon d’un étalon interne
marqué en quantité connue (dilution). Les isotopes habituellement utilisés pour réaliser le
marquage sont le deutérium, le carbone 3C, I'azote °N ou 'oxygéne 80 en lieu et place
de I'hydrogéne, du *?C, du *N ou du %0, respectivement. Dans la mesure ou il ne s’agit
pas d’'un marquage radioactif, il 'y a pas de contraintes liées a l'utilisation de ces
molécules marquées. Le marquage isotopique consiste a alourdir la molécule d’intérét,
afin de permettre la différenciation par spectrométrie de masse de la molécule native non
marquée et de son étalon interne marqué. La concentration est déterminée a partir du
rapport des signaux de I'analyte a quantifier dans I'échantillon biologique et de I'étalon

interne marqué ajouté en concentration connue.

O O DD
H
O — D Do

FIGURE 4 : ETALON INTERNE CORRESPONDANT AU SUCCINATE OBTENU PAR SUBSTITUTION DES ATOMES D'HYDROGENE
PRESENTS SUR LA CHAINE CARBONEE PAR LEUR ISOTOPE STABLE : LE DEUTERIUM.
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Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse (GC) est une méthode séparative permettant
I'analyse de composés volatiles, que ceux-ci soient volatiles d’emblée ou rendus volatiles

par le biais d’'une dérivation.

La phase mobile est composée d'un gaz vecteur inerte. La phase stationnaire est
composée d’un polymére ou d’un liquide reposant sur un support solide : le tout forme la
colonne. La colonne est placée dans un four dont la température est étroitement

contrblée.

Les composés volatiles, portés par le gaz vecteur, sont injectés dans la colonne et
interagissent avec la phase stationnaire. La vitesse d'élution d’'un composé dépend de sa
volatilité et de son affinité avec la phase stationnaire. Dans des conditions
chromatographiques fixées, chaque composé est caractérisé par son temps de rétention.
La chromatographie en phase gazeuse permet ainsi de séparer les composants d’un
mélange complexe et constitue une technique de choix pour I'analyse des liquides

biologiques.

Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (MS) permet l'identification et la quantification de composés

en fonction de leur rapport masse/charge (m/z).

Une molécule n'est analysable en spectrométrie de masse qu’a partir du moment ou elle
se trouve sous forme ionisée. L’ionisation (et la fragmentation) des molécules est réalisée
au niveau de la source de I'appareillage. Une fois a l'intérieur de I'analyseur, les ions
fragments obtenus sont soumis a un champ électrique permettant leur séparation en
fonction de leur rapport m/z. Le spectre de masse d’'une molécule correspond aux
intensités des différents rapports m/z des différents ions fragments de la molécule.
Chaque molécule posséde un spectre de masse qui lui est propre. L'identification est
réalisée par comparaison du spectre de masse obtenu aux bibliothéques de spectres
disponibles, en intégrant en plus le temps de rétention obtenue grace a I'étape

chromatographique.
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Les techniques de spectrométrie de masse reposant sur des principes d’ionisation et

d’identification différentes, nous ne présentons ici que la méthode que nous avons

employée.

Appareillage et principe d’'analyse

L’appareil utilisé dans ce travail combine un chromatographe en phase gazeuse Bruker

Scion 433 et un spectromeétre de masse triple quadripole Bruker EVO-Q.

PHoTO 2 : BRUKER SCION 433-GC COUPLE A UN SPECTROMETRE DE MASSE BRUKER EVO Q QUADRIPOLE MS/MS.
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FIGURE 5 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE D'UN COUPLAGE GC-MS. TIRE DE PHYSICAL SCIENCES REVIEWS, VOLUME 4,
IssUE 6, 20180010, EISSN 2365-659X.
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Source et méthode d’ionisation

La méthode d’ionisation que nous avons utilisée repose sur I'impact électronique (El) en
mode positif a +70eV. L'El est un mode d’ionisation qui consiste a soumettre les
composés a analyser a un faisceau d'électrons. Ce procédé conduit a 'arrachement d'un
ou plusieurs électrons de la molécule cible par suite du transfert d'énergie fourni par la
collision avec le faisceau. Celui-ci entraine la formation d’un ion radical M+ correspondant
a la molécule M qui peut se fragmenter. Comme il s’agit d’'un mode d’ionisation dur, de

nombreux fragments sont générés.

La collision de la molécule M avec un électron issu du faisceau entraine I'arrangement
d'un électron et la production du radical ionisé correspondant M+. Les ions ainsi formés

sont dirigés alors vers I'analyseur.

M+e - M'+2e - fragments

FIGURE 6 : PRINCIPE SIMPLIFIE DE L TONISATION PAR IMPACT ELECTRONIQUE.

Analyseur de masse triple quadripolaire

Le Bruker EVO-Q quadripéle MS/MS est équipé d’un analyseur triple quadripolaire. Un
analyseur triple quadripolaire (TQMS) consiste en deux quadripdles disposés en tandem
(Q1 et Q3) séparés par une cellule de collision (g2).

Un quadrip6le est constitué de quatre cylindres métalliques disposés en paralléle. Les
paires opposées sont soumises a une tension continue et une tension périodique,
conduisant a la formation d’'un champ électrique alternatif. Le champ électrique impose

une trajectoire oscillante aux ions pénétrant dans le quadripdle.

Si les tensions et la fréquence imposées a l'ion sont telles que la trajectoire qu'il adopte
le fait entrer en contact avec un cylindre (ion non résonant), il perdra sa charge et ne sera
plus conduit par le quadripble vers I'analyseur. La trajectoire de l'ion est définie par

I'équation de Mathieu et dépend principalement du champ alternatif, de la masse (m) et
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de la charge (z) de I'ion. En paramétrant le champ électrique, le triple quadripdle permet
donc la sélection des ions en fonction de leur rapport m/z car, pour une tension donnée,
seuls les ions d'un rapport m/z donné atteindront le détecteur (ions résonants). Le

balayage de tension permet le balayage de rapport m/z.

Nonresonant
ion

Quadrupole rods

Resonant
o

FIGURE 7 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA TRAJECTOIRE DES IONS DANS UN ANALYSEUR TRIPLE QUADRIPOLAIRE.
D’APRES ERIC STAUFFER, JULIA A. DOLAN ET COLLABORATEURS
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neutral molecules fragment ions
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Nonresonant ion
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source selecting precursorions  forfragmentingions selecting fragmentions

FIGURE 8 : PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT D’UN TRIPLE QUADRUPOLE. D’APRES CELIA HENRY ARNAUD
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Un TQMS fonctionne selon le méme principe que I'analyseur de masse simple quadripdle
et posséde une plus grande résolution en raison de sa double sélectivité. Cette derniere
est permise par la possibilité de sélectionner un ion parent dans le Q1 et un ion fils dans

le Q3, fragment de I'ion parent formé lors de son entrée dans la cellule de collision.

Mode de détection, détecteur et traitement des données

Le mode de détection que nous avons choisi est le Selected lon Monitoring (SIM). Il s’agit
d’'un mode de sélection des masses dans lequel la plage des rapports m/z détectés est
tres restreinte, donc plus sélective. L’avantage de ce mode de détection est qu'’il permet
une nette augmentation de la sensibilité. Le détecteur permet I'acquisition des rapports

m/z préalablement sélectionnés. Le signal transmis est traité informatiquement.

Standards et réactifs

Etalons internes

Une solution d'étalons internes a été réalisé a partir d'acide succinique marqué quatre fois
au deutérium en position 2 et 3 (Succinic acid-D4, Sigma-Aldrich®, référence fournisseur
293075, PM 122,11 g/mol) et d’acide fumarique marqué ou les 4 atomes de '2C sont
remplacés par du *3C (Fumaric acid-13C,, Sigma-Aldrich®, référence fournisseur 606074,
PM 120,04 g/mol). Aprés pesée exacte, les deux poudres ont été dissoutes dans de I'eau
pour préparations injectables (PPI) afin d’obtenir une solution d’étalons internes a une

concentration de 1mM pour le succinate-Ds et le fumarate-3Ca.
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Acide succinique-D4

Acide fumarique-13Ca

FIGURE 9 : FORMULES RESPECTIVES DES ACIDES SUCCINIQUE-D4 ET FUMARIQUE-13C4

Réactifs et solutions

HCI 2,4N — Solution préparée a partir d’acide chlorhydrique 37%, (Normapur®) dilué dans

de I'eau ultra pure (ELGA, LabWater).
NaCl 0,9% (=99%, Sigma-Aldrich®)
BSTFA + 1% TMCS (Sigma-Aldrich®)
Acétate d’éthyle (299,5%, Normapur®)

Chloroforme (99,0-99,4% stabilisé, Normapur®)
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Mode opératoire

Choix de la matrice et étape préanalytique

Succinate et fumarate sont dosés sur sérum. En effet, ce sont des acides organiques.
Dans la mesure ou, au sein de notre laboratoire, le profil des acides organiques sanguins
(dans les rares cas ou il n’est pas réalisable sur urine) est analysé sur sérum, nous avons

fait le choix de conserver la méme matrice.

Les prélevements sont adressés sur glace au laboratoire, et pris en charge le plus

rapidement possible. Les tubes secs sont décantés et congelés a -20°C jusqu'a I'analyse.

Extraction et dérivation

Le succinate et le fumarate sérique sont extraits selon une méthode d'extraction liquide-
liquide permettant la séparation des acides organiques dissous par transfert entre deux

phases.

Préparation de I'échantillon

Un ml de sérum est introduit dans un tube en verre. Sont ajoutés successivement 30 pL
de la solution d'étalons internes & 1 mM et 200 pL d’HCI 2,4 N (acidification et
déprotéinisation de I'échantillon). La solution est ensuite saturée en NaCl puis agitée

jusqu'a homogénéisation.
Extraction liquide-liquide

Deux ml d’acétate d’éthyle sont ajoutés a la solution. Apres une minute d’agitation, le tube
est centrifugé (2000g a 4°C) pendant 5 minutes pour permettre la séparation des phases.
La phase organique est récupérée dans un nouveau tube en verre a I'aide d’'une pipette

pasteur.

Cette étape d’extraction est répétée trois fois.
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Evaporation

Les phases organiques collectées sont évaporées sous un flux d’azote a l'aide d’un

évaporateur a aiguilles thermostaté a 37°C. Ceci permet d’obtenir un extrait sec.
Dérivation

La dérivation au BSTFA consiste en la substitution de I'hydrogéne d’un groupe alcool,
phénol ou acide carboxylique par un groupement triméthylsilyle [-Si(CHs)s]. Les
groupements greffés rendent les molécules extraites (plus) volatiles : cette étape est

indispensable pour permettre la séparation par chromatographie en phase gazeuse.

L’extrait sec est repris dans 100 pL de chloroforme 100 pL de BSTFA + 1% TMCS. Le
tube est agité pendant 1 minute puis fermé hermétiquement a I'aide d’un bouchon adapté
scellé au Parafilm. Le tout est incubé pendant 45 minutes & 80°C. A la fin de I'incubation,
la réaction est stoppée et les vapeurs sont condensées par centrifugation a froid (2000g,

4°C) pendant 5 minutes.

Le contenu du tube en verre est transféré dans un vial adapté a I'injecteur de I'appareil.

CF

i ) CHy ]
HO)K/YO + H,C-Si—N” "O-Si—CH; —
CHjs CHz

O
Derivatizati O Cl;HS
erivatization (;)Hg O-Si—CHs;
——  HC-S—0 CHa
CHs O

FIGURE 10 : DERIVATION DE L’ACIDE SUCCINIQUE PAR LE BSTFA. D’APRES LAURYNAS JARUKAS ET COLLABORATEURS
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Modalités d’injection, de séparation et d’analyse

Le paramétrage de I'appareil est optimisé pour I'analyse et la quantification du succinate

et du fumarate. Les différents réglages sont détaillés ci-dessous.

Injection :

Mode : Split 1/10
Volume d’injection : 1 pl
Température d’injection : 250°C

Colonne :

Colonne : Agilent VF-5MS 30m x0.25mmx0.25um
Composition : 95% diméthyl/5% phényl-polysiloxane
Gaz vecteur : Hélium N60

Débit du gaz vecteur : constant 1 ml/min

Mode d'acquisition : SIM

Four :

Température initiale : 100°C
Température finale : 280°C
Température de la ligne de transfert : 280°C

Plateaux de température (séparation chromatographique) :

Température (C°) Montée (C°/min) Plateau (min) Temps cumulé (min)
100.0 0.0 2.00 2.00
130.0 5.0 0.00 8.00
280.0 30.0 10.00 23.00
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lons et temps de rétention :

Métabolite Temps de rétention lon quantifiant lon qualifiant

Succinique 8,46 minutes 247 129
Succinique-D4 8,46 minutes 251 132

Fumarique 9 minutes 245 217
Fumarique-13C4 9 minutes 249 220

Calcul de la concentration

La concentration de l'analyte d’intérét dans I'échantillon biologique est obtenue en
rapportant la surface de son pic a celle du pic de I'étalon interne correspondant, selon la

formule :

(€] = —— x [E1]
= — X
Ag;
avec [C] la concentration de I'analyte, [A] I'aire de I'analyte, [Ael] l'aire de I'étalon interne

et [El] la concentration de I'étalon interne en solution.

Evaluation des performances du systéme analytique

Le développement d’'une méthode de dosage en santé humaine implique une vérification
des performances du systéme analytiqgue, permettant ainsi de démontrer son aptitude a
fournir des résultats fiables. Cette démarche est définie sous le terme “validation de
méthode” et doit répondre a un ensemble de critéres, dont les modalités pratiques sont
précisées dans le document « Guide technique d’accréditation de vérification (portée A) /
validation (portée B) des méthodes en biologie médicale ». Nous ne présentons ici que
quelques critéres fondamentaux de la partie analytique d’'une validation de méthode.
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Afin de se placer au plus prés des conditions d’analyse et de s’affranchir d’'un éventuel
effet matrice, les essais ont été réalisés a partir de pools témoins préparés a partir d’'un

grand nombre de sérums collectés au sein du laboratoire juste avant leur élimination.
Fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire)

Les tests de fidélité permettent d'évaluer la capacité de la méthode a donner des résultats
identiques. La détermination de la fidélité comprend la répétabilité et la reproductibilité ou

fidélité intermédiaire, évaluées par I'écart type et le coefficient de variation.

La répétabilité permet d’estimer la justesse des résultats obtenus en I'absence de
variation des conditions analytiques (opérateur, matériel, temporalité). En pratique, elle a
été déterminée a partir de 8 extractions du méme échantillon, sur trois niveaux de
concentration. Le niveau 1 correspond au pool témoin dilué au cinquieme. Le niveau 2
correspond au pool témoin extrait pur. Le niveau 3 correspond au pool témoin pur
surchargé en succinate et fumarate par ajout d’un faible volume d’une solution témoin tres

fortement concentrée (spike).

La fidélité intermédiaire permet d’évaluer les résultats obtenus lors d’essais indépendants
en faisant varier au moins une condition analytique. Des échantillons préparés de maniére
similaire a ceux utilisés pour I'essai de répétabilité ont été extraits 10 fois. Seules ont été
évaluées la variabilité du processus dans le temps et la variabilité liée au matériel, la

variabilité inter-opérateur n’a pas été évaluée.

Domaine de mesure et linéarité

La détermination de la limite de détection (LOD) et de quantification permettra de définir

la plus petite concentration de I'analyte détectable ou quantifiable.

La limite de détection correspond a la plus petite concentration détectable par la méthode.
En decga, il est impossible d’affirmer avec un bon niveau de confiance que I'espéce

chimique soit présente dans I'échantillon.
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La limite de quantification correspond a la plus faible concentration quantifiable,
autrement dit a la plus petite concentration pour laquelle les tests de répétabilités donnent

un coefficient de variation inférieur a 15%.

Limite de détection (LOD) et limite de quantification (LOQ) peuvent étre estimées par la
meéthode des blancs. En ce qui concerne la limite de détection, sa valeur estimée est
égale a la moyenne des blancs plus cing fois la valeur de I'écart-type des blancs. La limite
de quantification est, quant a elle, égale a la moyenne des blancs plus dix fois I'écart type.

Pour ce faire, 10 blancs (NaCl seul) ont été extraits et le bruit de fond intégré.

LOD = M bianc + 5XOblanc LOQ = M pianc + 10X Obianc
avec M pvianc la moyenne des blancs et obianc I'écart type des blancs.

Enfin la linéarité permet d'évaluer la réponse instrumentale du systeme analytique. La
détermination de la linéarité permet de s’assurer que la méthode fournit une mesure
proportionnelle a la concentration. Elle s’évalue a l'aide de la pente et du coefficient de
détermination de la droite de corrélation. Pour ce faire, des solutions salines de
concentration 0, 1, 2, 5, 10 uM ont été constituées, extraites et analysées. Les courbes

de linéarité sont déterminées a partir des concentrations mesurées.

Utilisation du succinate et du fumarate en tant que

biomarqueurs des PPG SDHXx

Dans l'optique d’initier la réflexion quant a l'utilisation de ces deux métabolites comme
biomarqueurs, le succinate et fumarate ont été quantifiés chez 7 patients porteurs d’'une
mutation SDHx (groupe SDHXx). Les concentrations obtenues et le rapport succinate sur

fumarate (S/F) ont été comparés a celles d’un groupe témoin (groupe WT).
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Le groupe SDHXx (n = 7) est composé de 6 patients SDHD et 1 patient SDHA. Parmi ces
7 patients, 5 présentaient un paragangliome évolutif au moment du prélevement, un était

en rémission et un était un sujet apparenté SDHA n'ayant jamais développé de PPG.

Le groupe WT est composé de 13 patients dont 4 présentant un PPG évolutif au moment
du préléevement, 3 en rémission et 6 sujets n'ayant jamais développé de PPG. Aucun

d’entre eux ne présente de mutation SDHX.
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Résultats

Evaluation des performances du systéme analytique

Répétabilité

La répétabilité permet d’estimer la justesse des résultats obtenus en I'absence de
variation des conditions analytiques (opérateur, matériel, temporalité). Les résultats des

différents essais sont présentés ci-dessous.

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3
Extrait Succinique  Fumarique | Succiniqgue Fumarique | Succinique Fumarique
1 1,87 0,48 10,7 3,11 27,8 20,2
2 1,89 0,48 10,7 2,80 27,3 20,1
3 1,77 0,46 10,6 2,83 27,6 20,7
4 1,69 0,48 10,4 2,87 28,0 20,2
> 1,79 0,46 10,4 3,11 27,4 21,1
6 1,83 0,46 10,5 3,10 27,6 20,7
7 1,85 0,45 10,4 2,84 27,5 20,7
8 1,86 0,46 10,3 3,05 27,5 20,1
Moyenne 1,82 0,47 10,5 2,96 27,6 20,5
Ecart type 0,067 0,012 0,14 0,141 0,23 0,38
cv 3,70% 2,56% 1,36% 4,76% 0,82% 1,86%

En l'absence de recommandations spécifiques sur la quantification du succinate et du
fumarate, nous avons adopté le coefficient de variation habituellement admis pour les
méthodes utilisant la spectrométrie de masse. Nous avons considéré qu’un coefficient de

variation <15% était acceptable pour définir le caractere répétable de la méthode.

Les valeurs des coefficients de variation obtenus lors des essais sont bien en-deca de
I'objectif fixé : la méthode satisfait aux exigences de répétabilité aussi bien pour le dosage

du succinate que pour celui du fumarate.
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Fidélité intermédiaire
La fidélité intermédiaire permet d'évaluer la fidélité des mesures lorsque l'un des

parametres analytiques varie, notamment le manipulateur, la temporalité ou le matériel.

Au méme titre que pour la répétabilité, le coefficient de variation maximal habituellement
utilisé pour la fidélité intermédiaire est de 15%. Les résultats des différents essais figurent

dans le tableau ci-dessous.

Niveau 1 (uM) Niveau 2 (uM) Niveau 3 (uM)
Extrait Succinique  Fumarique | Succinique Fumarique | Succinique Fumarique

1 2,90 0,59 9,49 2,95 18,4 10,7

2 2,89 0,60 10,3 2,66 20,1 10,7

3 2,66 0,56 8,93 2,96 18,3 9,79

4 2,80 0,57 9,67 2,84 19,7 11,3

5 2,63 0,57 10,3 2,93 19,8 11,4

6 2,65 0,57 9,31 2,82 19,3 11,5

7 2,56 0,56 9,05 2,76 19,2 11,4

8 2,50 0,57 9,57 2,88 19,1 11,3

9 2,51 0,58 8,81 2,92 19,0 11,4

10 2,69 0,60 8,73 2,83 18,3 11,4
Moyenne 2,68 0,58 9,42 2,86 19,1 11,1
Ecart type 0,144 0,015 0,564 0,094 0,65 0,535
cv 5,37% 2,59% 5,99% 3,30% 3,38% 4,83%

Les valeurs des coefficients de variation obtenus sont bien en-deca des obijectifs
analytiques fixés, la technique est jugée reproductible.

Limite de détection et limite de quantification

La limite de détection correspond a la plus petite concentration détectable par la méthode.
La limite de quantification correspond a la plus faible concentration quantifiable,
autrement dit a la plus petite concentration pour laguelle les tests de répétabilités donnent

un coefficient de variation inférieur a 15%.
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Blanc (pM)
Extrait Succinique  Fumarique

1 0,054 0,006

2 0,049 0,008

3 0,056 0,008

4 0,055 0,007

5 0,053 0,008

6 0,060 0,008

7 0,055 0,008

8 0,053 0,008

9 0,059 0,007

10 0,056 0,007
Moyenne 0,055 0,008
Ecart type 0,0032 0,0007
cv 5,81% 8,88%

A partir de ces résultats, nous avons pu déterminer la LOD et la LOQ des deux

composés dans nos conditions expérimentales :

- Pour le succinate, LOD et LOQ sont respectivement égales a 0,071 et 0,087 uM
- Pour le fumarate, LOD et LOQ sont respectivement égales a 0,011 et 0,014 uM

La LOQ constitue la limite inférieure de notre domaine de mesure.

Limite de linéarité et domaine de mesure

La détermination de la linéarité permet de s’assurer que la méthode fournit une mesure
proportionnelle a la concentration. Elle s’évalue a l'aide de la pente et du coefficient de
détermination de la droite de corrélation. Les résultats sont présentés ci-apres. Sous
réserve d’'une imprécision lors de la pesée du fumarate, amenant des résultats

légérement plus bas qu’attendus, la méthode se révéle linéaire jusqu'a 10 pM.

La linéarité et la limite de quantification nous permettent de déterminer pour la méthode
un domaine de mesure compris entre 0,014 et 10 uM pour le fumarate et entre 0,087 et
10 pM pour le succinate.
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Utilisation du succinate et du fumarate en tant que

biomarqueurs des PPG SDHx

Dans l'optique d’initier la réflexion quant a l'utilisation de ces deux métabolites comme

biomarqueurs pour le diagnostic et le suivi des PPG SDHX, succinate et fumarate ont été

quantifiés chez 7 patients porteurs d’'une mutation SDHx (groupe SDHXx) et 13 patients ne

présentant pas de mutation SDHx (groupe WT). Les concentrations obtenues et le rapport

succinate sur fumarate (S/F) sont présentées pour chaque patient teste, individuellement

ou graphiquement. Les patients ont été regroupés en sous-groupes, selon le caractére

évolutif ou non de leur PPG. Au vu du faible échantillonnage de chaque sous-groupe, la

médiane a été calculée pour chaque paramétre, afin de mettre en évidence et discuter

les tendances entre les sous-groupes.

Patient PPG évolutif Succinique (uM) Fumarique (uM) Rapport S/F
SDHx-1 oui 2,66 0,49 5,43
SDHx-2 e oui 3,43 0,81 4,23
SDHx-3 e oui 3,13 0,74 4,23
SDHx-4 oui 3,19 0,63 5,06
SDHx-5 e oui 2,87 0,56 5,13
SDHx-6 non 2,40 0,83 2,89
SDHx-7 non 2,78 0,88 3,16

WT-1 e oui 2,25 0,68 3,31

WT-2 e oui 2,85 1,00 2,85

WT-3 e oui 2,77 1,03 2,69

WT-4 ¢ oui 3,21 1,02 3,15

WT-5 e rémission 1,80 0,64 2,81

WT-6 ¢ rémission 3,33 0,81 4,11

WT-7 o rémission 3,13 0,81 3,86

WT-8 non 2,65 1,44 1,84

WT-9 o non 1,46 0,57 2,56
WT-10 non 2,91 0,80 3,64
WT-11 non 1,93 0,69 2,80
WT-12 non 1,73 0,60 2,88
WT-13 non 1,93 0,56 3,45
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Mediane des concentrations (MM) | rRapport

Groupe Succinate Fumarate SIF
SDHXx (n=7) 2,87 0,74 4,24
e PPG évolutifs (n=5) 3,13 0,63 5,08
absence de maladie évolutive (n=2) 2,59 0,86 3,03
WT (n=13) 2,65 0,80 2,88
* PPG évolutif (n=4) 2,81 1,01 3,00
absence de maladie évolutive (n=9) 1,93 0,69 2,88
e rémission (n=3) 3,13 0,81 3,84

e pas de PPG (n=6) 1,93 0,65 2,86

Si on compare les résultats obtenus dans I'ensemble du groupe SDHx et du groupe WT,
les médianes des concentrations du succinate et du fumarate sériques sont similaires
entre les 2 groupes (2,87 vs 2,65 UM pour le succinate et 0,74 vs 0,80 uM pour le fumarate
respectivement). En revanche, la différence entre les rapports des concentrations est
importante (4,24 vs 2,88).

Distribution des patients selon leur succinate et fumarate

@ SDHx PPG évolutifs ® SDHx PPG non évolutifs @ WT PPG évolutifs @ WT PPG rémission ® WT non PPG
1,60

1,40

1,20

Fumarate (odM)

1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00
Succinate (M)
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Rapport Succinate/fumarate

@ SDHx PPG évolutifs SDHx PPG non évolutifs @ WT PPG évolutifs @ WT PPG rémission @ WT non PPG
6,00

5,50 °®
5,00 o
4,50

4,00

3,50

3,00

2,50
2,00

1,50

Si on considére individuellement les résultats, les patients SDHx qui présentent un PPG
évolutif sont ceux pour lesquels le rapport succinate/fumarate est le plus élevé, qu’ils
soient confrontés aux patients SDHx sans maladie évolutive ou a 'ensemble des patients
WT. Les patients des groupes WT et SDHx ne présentant pas de maladie évolutive ont
des concentrations sériques de succinate et de fumarate qui different, néanmoins leur

rapport succinate/fumarate reste similaire.

Sous réserve de la petite taille de notre échantillon, le rapport succinate/fumarate pourrait
constituer un marqueur d’évolutivité pour les patients SDHx, son augmentation

témoignant d’une activité tumorale, et sa diminution d’'une rémission de la pathologie.
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Discussion

Les PPG présentent le plus haut degré d'héritabilité des tumeurs endocriniennes et

s’inscrivent généralement dans le cadre de syndromes de prédisposition.

Les mutations SDHA SDHB SDHC SDHD et SDHAF2, responsables des syndromes
paragangliomas 1 a 5, sont les plus fréquentes et représentent la majorité des PPG
malins. La multiplicité des genes susceptibles d’induire une dysfonction de la SDH rend
la corrélation génotype/phénotype difficile et 'absence de marqueurs diagnostiques et
pronostiques spécifiques font des PPG SDHXx un vrai défi clinique.

L'inactivation de la SDH entraine in vitro et in vivo une accumulation de succinate. Le
succinate constitue donc un candidat de choix dans le cadre de la recherche de

biomarqueurs diagnostiques et pronostiques des mutations SDHXx.

Dans ce travail nous proposons une nouvelle méthode de quantification du succinate et
du fumarate sériques par dilution isotopique. L’étape de validation d’'un certain nombre de
criteres de qualité analytique est indispensable pour évaluer la fiabilité du processus
analytique. En effet I'obtention de résultats fiables, répétables et reproductibles constitue
le socle d’une interprétation juste des résultats dans la perspective d’'une corrélation

ultérieure avec le phénotype clinique.

Bien que les études métabolomiques publiées se soient préférentiellement portées sur la
recherche d’'une accumulation isolée du succinate dans les PPG SDHx, nous avons choisi
ici d’envisager le dosage simultané du succinate et du fumarate. Ce choix repose sur le
fait que lorsque l'activit¢ d’'une enzyme est réduite voire abolie, il en résulte une
accumulation des substrats d’amont associée a une diminution des produits d’aval. La
quantification des deux métabolites permet le calcul d’'un rapport produit/substrat, qui
témoigne indirectement de I'activité de la SDH et permet d’objectiver I'existence d’'une
dysfonction de I'enzyme. De plus ce double dosage n’'implique pas une augmentation du
temps technique ou matériel car 'usage de la spectrométrie de masse autorise une

extraction et une quantification simultanée des deux métabolites.
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L’utilisation de la dilution isotopique a été démocratisée du fait des progrés en
spectrométrie de masse, de I'amélioration de I'accessibilité a des appareils de plus en
plus sensibles et de la possibilité d’accéder a un colt raisonnable a des étalons internes
marqués. Le couplage a une méthode séparative robuste telle que la chromatographie en

phase gazeuse augmente grandement la performance de la méthode.

Une alternative aurait été [l'utilisation de la chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC/MS). En effet, la LC/MS est utilisée en routine de laboratoire
pour la séparation et la quantification d’'un grand nombre de composés organiques, de
petites molécules et de médicaments, pour lesquelles elle montre d'excellentes
performances analytiques. Si elle possede une sensibilité supérieure a la GC/MS, la
LC/MS est comparativement davantage sujette aux interférences induites par l'effet
matrice ou la présence de composeés interférents, entrainant une plus grande variabilité

de formation des ions produits et susceptibles de réduire la robustesse de la méthode.

D’un point de vue théorique, il est actuellement impossible d’affirmer la supériorité de la
d’'une approche sur l'autre pour la quantification du succinate et du fumarate. Nous avons
fait le choix d’'une méthode de quantification par dilution isotopique en chromatographie
phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC/MS) a la fois du fait de
I'existence d’'une base bibliographique importante et d’'une expertise propre au laboratoire
quant a son utilisation pour la quantification des acides organiques. En pratique, le fait
d’utiliser conjointement la dilution isotopique et un mode de détection SIM pour

I'acquisition des données offre a notre méthode une sensibilité suffisante.

La méthode de quantification du succinate et du fumarate a été adaptée a partir de
méthodes utilisées en routine diagnostique par 'UF Métabolisme Général et Maladies
rares du CHU de Lille. Ces méthodes ont fait leurs preuves quant a leur efficacité pour
I'extraction et la quantification des acides organiques (dont le succinate et le fumarate) a
partir d'un mélange complexe tel que les urines ou le sérum. Du fait de I'expérience du
laboratoire, le processus analytique est bien maitrisé. Néanmoins quelques contraintes
propres au dosage du succinate et du fumarate pourraient en limiter la mise en place de

la méthode en pratique courante.
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1) La prise d’essai de 1 ml, volume nécessaire pour obtenir une bonne sensibilité de
détection, impose le préléevement d’'un tube sec correctement rempli afin de
garantir un volume de sérum adéquat (dosage initial et contrle éventuel). Cette
condition peut étre limitante chez les patients avec un abord veineux difficile.

2) Un envoi rapide dans la glace, dans l'optique d'une décantation et d'une
congélation rapide, a été choisi afin limiter I'activité mitochondriale lymphocytaire
et une potentielle dégradation spontanée du succinate et du fumarate lors du
transport. Ces précautions permettent de limiter les sources possibles
d'interférences mais impose une bonne articulation entre le service clinique et le

laboratoire de biologie médicale.

Ces éléments sont bien sar susceptibles d’étre adaptés par la suite, mais cette adaptation
impliquerait la réalisation de tests supplémentaires a I'aide d’échantillons prélevés chez
des patient présentant un PPG SDHx actif, afin de vérifier que la modification des
parametres n’affecte ni la sensibilité (pour la réduction de la prise d’essai) ni la fiabilité du

test (pour les conditions d’acheminement, de prise en charge et de conservation).

Du point de vue des performances analytiques, notre méthode de dosage du succinate

et du fumarate répond aux critéres analytiques fondamentaux requis.

En ce qui concerne I'évaluation de la fidélité, les différents essais pratiqués ont retrouvé
des valeurs bien en dessous du seuil retenu de 15% aussi bien en termes de répétabilité
gue de fidélité intermédiaire, et ce pour les 3 niveaux de concentration étudiés. De plus,
les essais de répétabilité et de reproductibilité ont été effectués sur une matrice sérique,
ce qui nous permet de nous affranchir d’'un éventuel effet matrice : nous sommes en droit

d’attendre le méme niveau de performance chez les patients.

L'étude de la linéarité et de la limite inférieure de quantification (LOQ) nous a permis de
définir un domaine de mesure de la méthode. Il est établi a [0,087-10 puM] pour le
succinate, et [0,014-10 uM] pour le fumarate. Au vu des concentrations mesurées chez
les différents patients et témoins que nous avons eu I'opportunité d’étudier au cours de

ce travail, et en I'absence de valeurs de référence clairement définies dans la littérature
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(a notre connaissance), ce domaine de mesure parait adapté pour la recherche d’'une
accumulation de succinate et d’'une diminution du fumarate. Il convient néanmoins de
préciser que notre étude de linéarité comporte un biais. En effet, les solutions étalons
permettant de comparer les valeurs mesurées aux valeurs théoriques ne respectent pas
la matrice prévue dans le mode opératoire de la méthode. La quantification du succinate
et du fumarate étant encore expérimentale, il n’existe actuellement pas de sérum a
disposition avec une concentration théorique connue pouvant faire office de solution de
référence. Ce biais de matrice ne nous permet pas de garantir une linéarité identique de
la méthode dans le sérum. En nous basant sur les résultats des essais de
répétabilité/fidélité intermédiaire obtenus a partir du pool témoin surchargé, nous pouvons
extrapoler une limite supérieure de linéarité a 20 puM pour le succinate. La encore,
'expérience d’'une cohorte de patients plus large avec des concentrations de succinate
peut-étre supérieures nous permettrait de confirmer 'adéquation de notre domaine de
mesure aux besoins diagnostiques, ou la nécessité de le réévaluer en utilisant une autre

approche.

Au cours de ce travail, nous n’avons pas vérifié I'impact éventuel de I’'hémolyse, de l'ictére
ou de la lactescence, interférences connues, fréquentes et habituellement recherchées
lors de I'évaluation des performances d’'une méthode. Hémolyse, ictere et lactescence
peuvent étre associés a une double interférence, a la fois technique et biologique. Au
niveau technique d’abord, les modalités d’extraction et la spécificité d’analyse du
succinate et du fumarate de la méthode que nous utilisons sont telles que la qualité du
résultat ne peut étre analytiguement affectée par la présence éventuelle de bilirubine ou
d’acides gras. Quant a ’lhémoglobine, elle est précipitée et éliminée dés la premiére étape
du processus d’extraction avec les autres protéines de I'échantillon. Il n’y a pas de
justification technique a rechercher une telle interférence. D’un point de vue biologique,
la présence de bilirubine ou d’acides gras et les processus pathologiques associés ne
sont pas propre a interférer de maniere directe avec la transformation du succinate en
fumarate. Enfin, étant donné I'abondance du succinate et du fumarate au niveau
intracellulaire, il conviendrait de vérifier si le relargage de ces métabolites dans le cadre

d’'une hémolyse est susceptible de perturber I'interprétation du résultat.
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Dans I'optique d’'une future étude portant sur I'indication du dosage combiné du succinate
et du fumarate dans le diagnostic et le suivi des PPG SDHX, ces deux métabolites ont été
quantifiés chez 20 patients : 7 patients porteurs d’'une mutation SDHx (groupe SDHXx) et
13 patients dépourvus de mutation SDHx (groupe WT). Le rapport succinate/fumarate
(RsiF) a été également calculé. Cette étude préliminaire est loin d’étre assez puissante
pour conclure sur la base de critéres statistiques pertinents. Toutefois elle permet d’initier
la réflexion sur les variations susceptibles d’étre observées et d’émettre des hypothéses

quant a l'utilisation conjointe de ces deux biomarqueurs en pratique clinique.

De maniére intéressante, parmi 'ensemble des patients étudiés, c’est au sein du seul
sous-groupe de patients porteurs de mutations SDHx et présentant un PPG évolutif
gu’une augmentation de succinate et une diminution du fumarate sont mises en évidence,
conduisant a une augmentation nette du rapport succinate/fumarate. Les résultats que
nous obtenons corroborent les données actuelles de la littérature en objectivant une
augmentation du succinate chez les patients SDHx. Toutefois le différentiel des
concentrations observées entre les différents sous-groupes reste faible pour le succinate.
Ceci nous laisse supposer que la recherche de la seule augmentation du succinate
comme marqueur des mutations SDHx pourrait ne pas suffire a elle seule, notamment
lorsqu’elle est appliquée au dépistage des sujets apparentés ainsi qu'au suivi des patients
porteurs d’'une prédisposition génétique. Ainsi la détermination du rapport
succinate/fumarate nous parait indispensable pour fournir une interprétation précise et

pallier aux variations non spécifiques du succinate.

Au cours de cette étude préliminaire, nous avons également observé que le rapport
succinate/fumarate était similaire entre 'ensemble du groupe WT et les patients porteurs
d’'une mutation SDHx sans maladie évolutive. Ceci pourrait étre expliqué par le fait que
les patients avec une prédisposition induite par une mutation SDHx hétérozygote, ne
présentent pas de dysfonction mitochondriale systémique et que seule la perte

d’'hétérozygotie initiant la tumorigenese entraine un défaut d’activité de la SDH.

Cette étude préliminaire a pour obijectif d’orienter la réflexion quant a l'utilisation du

succinate, du fumarate et du rapport des deux concentrations comme biomarqueurs des
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phéochromocytomes et paragangliomes SDHx. Le rapport succinate/fumarate semble
étre le marqueur le plus discriminant des mutations SDHXx. Le fait que son augmentation
soit observée uniquement chez les patients présentant un PPG évolutif permet de
proposer une application pour le diagnostic des mutations SDHx chez les patients
présentant un PPG évolutif, ainsi que pour le suivi des patients porteurs de la

prédisposition génétique.

Actuellement le diagnostic d’un des syndromes de prédisposition paragangliomas repose
sur l'identification d’'une mutation pathogéne sur I'un des génes codant la SDH. En cas de
découverte d'un variant de signification inconnue, son imputabilité se fonde
principalement sur ['histoire clinique du patient, les études de ségrégation,
I'anatomopathologie, les bases de données génétiques et les logiciels de prédiction (120).
Ainsi, le calcul du rapport succinate/fumarate pourrait constituer un argument
supplémentaire dans la classification des variants de signification inconnue et pourrait
ainsi limiter I'utilisation d’investigations plus poussées (activité enzymatique de la SDH ou

études du transcriptome sur coupe tumorale).

Enfin, le suivi des patients porteurs d’'un syndrome de prédisposition repose sur I'examen
clinique, le dosage des métanéphrines et de la chromogranine A. L'imagerie est plus
souvent indiquée mais peut manquer parfois de sensibilité notamment en cas de tumeur
de petite taille, de localisation multiple, une rechute locale ou la découverte de
métastases. Une ascension du rapport succinate/fumarate précédemment normal chez
un patient porteur d’'une mutation SDHx permettrait de détecter de maniéere précoce, une
rechute ou le développement de métastases métachrones. De méme, chez les sujets
apparentés n’ayant jamais développé de PPG, une ascension du rapport marquerait

I'entrée dans la maladie.

Au vu des données de la littérature, la méthode de dosage que nous proposons présente
un avantage dans la mesure ou la quantification associée du fumarate permet le calcul
du rapport succinate/fumarate, reflet de I'activité de la SDH et sensibilise ainsi le test en
permettant de mieux individualiser les patients porteurs d’'une mutation SDHx et

présentant un PPG évolutif.
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Conclusion

Les phéochromocytomes et les paragangliomes sont des tumeurs neuroendocrines
caractérisées par une présentation clinique et une localisation polymorphe. La présence
de tumeurs multiples ou malignes, signe le plus souvent leur intégration dans un
syndrome de prédisposition familiale engageant le pronostic a moyen et long terme. Les
mutations des genes de susceptibilitt SDHA, SDHB, SDHC, SDHD et SDHAF2 sont les
plus fréquentes et responsables d’une grande morbi-mortalité du fait de leurs risques de
récidive ou de malignité. Ainsi, la découverte d’'une mutation SDHx conditionnera le suivi
du patient et conduira au dépistage des apparentés. Le suivi reste un élément essentiel
dans la prise en charge des PPG SDHXx et peut parfois étre limité dans la détection
précoce des lésions asymptomatiques ou des récidives. Cette limitation a motivé la
recherche de nouveaux biomarqueurs spécifiques des PPG SDHXx.

Dans cette optique, nous proposons ici une méthode de gquantification simultanée du
succinate et du fumarate en dilution isotopique, par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse. L’évaluation des performances du systéme

analytique s'est révélée tout a fait satisfaisante et permet I'obtention de résultats fiables.

L’étude préliminaire réalisée chez quelques patients SDHx et non SDHx met en évidence
le fait que le rapport des concentrations succinate/fumarate combiné au dosage du
succinate soit plus prometteur que la recherche isolée d’'une accumulation de succinate :
nous proposons que l'intérét de ce ratio soit évalué de maniére plus poussée dans le

diagnostic et le suivi des PPG SDHx.
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Contexte : Les syndromes Paragangliomas sont caractérisés par la présence d’une mutation
constitutionnelle, pathogeéene, sur les genes SDHA, SDHB, SDHC, SDHD ou SDHAF2 (genes
SDHXx). L’inactivation de I'un des génes SDHx conduit une accumulation de succinate. L’objectif
de ce travail a été de développer une méthode de quantification du succinate et du fumarate,
respectivement substrat et produit de la SDH et potentiels biomarqueurs des mutations SDHX.

Méthode : Nous proposons une nouvelle méthode de dosage du succinate et du fumarate
sériques en dilution isotopique par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse. Apres avoir évalué les performances du systeme analytique, nous
avons comparé les concentrations sériques obtenues chez des patients porteurs d’'une mutation
SDHXx (présentant une maladie active ou non) a un groupe contréle (WT).

Résultats : Les criteres de validation de la méthode ont été respectés. Nous avons pu observer
gue les patients avec une maladie active présentent un rapport succinate/fumarate supérieur au
groupe WT. De maniére intéressante les patients mutés sans phéochromocytome ou
paragangliome actif présentent un rapport similaire au groupe témoin.

Conclusion : Notre méthode s'avere robuste et pourra ainsi étre utilisée dans le cadre d'une
future étude évaluant I'utilisation du succinate et du fumarate sériques comme biomarqueur des
mutations SDHx. L'étude préliminaire nous a permis d’orienter la réflexion quant a leur
utilisation, mettant particulierement I'accent sur l'intérét de la détermination du rapport
succinate/fumarate. Ce rapport pourrait étre appliqué au dépistage des sujets apparentés
mutés, une élévation signant I'entrée dans la maladie, mais également dans le suivi des patients
traités en permettant la détection précoce d’'une rechute ou I'apparition de métastases.
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