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1 INTRODUCTION 

 

Les phéochromocytomes et paragangliomes (PPG) sont des tumeurs 

neuroendocrines dérivant de la médullo-surrénale ou des ganglions des systèmes 

nerveux sympathique et parasympathique. Environ un tiers des PPG sont associés à 

un syndrome de prédisposition génétique dont les plus connus sont la néoplasie 

endocrinienne multiple de type 2, la maladie de Von Hippel Lindau, la 

neurofibromatose de type 1 et le syndrome paragangliome-phéochromocytome 

héréditaire (PGL) (1–4). 

Ici, nous nous intéresserons au syndrome PGL, syndrome de prédisposition aux PPG 

secondaires à la présence d’une mutation germinale pathogène sur l'un des gènes 

codant pour l'une des sous-unités de la succinate déshydrogénase (SDH) : SDHA, 

SDHB, SDHC, SDHD ou de son facteur d’assemblage : SDHAF2. Nous regrouperons 

ces mutations sous le terme mutations SDHx. Les mutations SDHx induisent une 

dysfonction de la SDH, enzyme mitochondriale qui catalyse l’oxydation du succinate 

en fumarate (5). 

 

1.1 ÉPIDEMIOLOGIE 
 

Les PPG sont des tumeurs rares avec une incidence annuelle estimée entre 2 et 8 cas 

par millions d’habitants (6). Ces tumeurs surviennent chez environ 0,05 à 0,1% des 

patients atteints d’hypertension artérielle chronique (7). Actuellement, 10% à 49% des 

PPG sont découverts fortuitement lors d'examens d’imagerie (6,8–11). Ces tumeurs 

touchent majoritairement les patients âgés de 30 à 50 ans (6), mais se retrouvent dans 

10% à 20% des cas chez les enfants (12,13).  
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Une maladie métastatique est observée dans 5% à 20% des phéochromocytomes et 

15% à 35% des paragangliomes (14–16). 

Il est estimé que 25% à 40% des PPG sont secondaires à des mutations germinales 

pathogènes héréditaires (17–19). Parmi les formes héréditaires, les mutations SDHx 

expliquent la quasi-totalité des PPG de la tête et du cou, plus de 50% des PPG 

thoraco-abdomino-pelviens et environ 30% des phéochromocytomes (20). La 

proportion de mutations SDHx chez les patients porteurs de tumeurs métastatiques 

demeure la plus élevée parmi l’ensemble des syndromes de prédisposition aux PPG, 

oscillant en fonction des études entre 43% et 71% chez l’adulte et entre 70% et 82% 

chez l'enfant (15,21–23). 

 

1.2 CLINIQUE 
 

Les PPG se caractérisent par des signes cliniques résultant d’un effet de masse 

tumorale et/ou d’une hypersécrétion de catécholamines (2). La présence d’une 

hypertension artérielle est observée dans 85 à 90% des cas et s’accompagne d’une 

majoration du risque d’infarctus du myocarde et de troubles du rythme (24,25). Les 

complications neurovasculaires sont à l'origine d’une grande morbidité due à 

l’incidence accrue d’accidents vasculaire cérébraux (26–28). La triade de Ménard 

(association de sueurs, palpitations et céphalées), bien que rare, constitue le mode de 

présentation le plus caractéristique avec une spécificité supérieure à 90% (29–31). 

Enfin les cardiomyopathies dilatées ou hypertrophiques touchent 11% des patients et 

sont secondaires à l’exposition chronique aux catécholamines (32–34). 
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Outre la symptomatologie consécutive à une hypersécrétion de catécholamines, les 

PPG peuvent être à l'origine d’un syndrome de masse, notamment pour les 

localisations cervicales. À la palpation, une tuméfaction mobile et indolore, parfois 

pulsatile associée à la présence d’acouphènes, d’une hypoacousie ou de céphalées 

et de vertiges, peut être retrouvée. L’atteinte des nerfs crâniens se traduit le plus 

souvent par une dysphonie et/ou une dysphagie. Un syndrome de Claude-Bernard-

Horner est parfois observé. Les tumeurs de grande taille induisent des signes de 

compression locale non spécifiques comprenant des sensations douloureuses ou de 

pesanteur. Le tableau clinique résultant du syndrome de masse sera fonction de la 

localisation de la tumeur et de ses rapports avec les structures avoisinantes (2). 

 

1.3 DIAGNOSTIC ET PRISE EN CHARGE 
 

1.3.1 Diagnostic biochimique 
 

La première étape du diagnostic est la mise en évidence d’une hypersécrétion de 

catécholamines par la quantification de leurs produits de dégradation : la 

métanéphrine, la normétanéphrine et la 3-méthoxytyramine. Un taux circulant 

supérieur à trois fois la valeur de référence est fortement évocateur (1,35,36). Une 

augmentation de la chromogranine A (CGA) plasmatique est un argument 

supplémentaire notamment pour le diagnostic des formes non sécrétantes (2,37,38) 

pouvant concerner jusqu’à 26% des PPG (18). 
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1.3.2 Diagnostic radiologique 
 

Actuellement la tomodensitométrie (TDM) et l’imagerie par résonnance magnétique 

(IRM) sont des examens de première intention en raison de leur excellente résolution 

spatiale. L’IRM est néanmoins préférée au scanner pour les paragangliomes de la 

base du crâne et du cou (1,39). 

 

 

Figure 1 : IRM et scintigraphie de paragangliomes de la tête et du cou : Imageries d'une patiente de 46 ans 
atteinte de paragangliomes de la tête et du cou associés à une mutation SDHD avec métastases ganglionnaires et 
osseuses. D'après Casquarillo JA et al., J Nucl Med 2021 

 

L’imagerie fonctionnelle reste plus sensible et spécifique que la TDM et l’IRM pour la 

détection des métastases et des tumeurs multifocales, ce qui en fait la méthode 

préférentielle dans ces situations (35,40). Les techniques principalement utilisées sont 

la scintigraphie au 123I-MIBG, la tomographie par émission de positons (TEP) au 

18FDOPA, la TEP au 18FDG et la TEP aux 68Ga-DOTA-SSA (39). 
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1.3.3 Prise en charge  
 

La chirurgie reste le traitement de première intention des PPG, cette dernière étant 

délicate pour les paragangliomes de la tête et cou (1,7,41–43). Un blocage alpha-

adrénergique préopératoire est recommandé afin d’éviter un relargage massif de 

catécholamines secondaire à la manipulation de la tumeur (1,7,44). Lorsque le rapport 

bénéfice risque de la chirurgie est incertain notamment du fait de la localisation 

tumorale, la radiothérapie et la radiochirurgie constituent des solutions thérapeutiques 

alternatives (1,7,38,45,46). 

Pour les formes métastatiques, une approche palliative basée sur un traitement 

locorégional peut être envisagée pour réduire le volume tumoral et limiter la sécrétion 

catécholaminergique (1,7,38,47,48). Cependant, en présence d'une progression 

rapide de la maladie ou d'une masse tumorale importante, une radiothérapie 

métabolique utilisant de l'131I-MIBG ou un analogue de la somatostatine marqué au 

lutétium 177 peut être proposée (1,7,38,47,49–52). Enfin une chimiothérapie à base 

de cyclophosphamide, vincristine et dacarbazine est le traitement de dernière ligne, 

visant à améliorer la qualité de vie du patient et réduire autant que possible la masse 

tumorale (1,38,53–55). 
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1.4 LA SUCCINATE DESHYDROGENASE 
 

1.4.1 Structure et fonctions  
 

La succinate déshydrogénase (SDH) est un hétérotétramère situé au carrefour entre 

le cycle de Krebs et la chaîne respiratoire mitochondriale (5). Les quatre sous-unités : 

SDHA, SDHB, SDHC, SDHD et leur facteur d’assemble SDHAF2 sont codés par le 

génome nucléaire. La SDH est enchâssée au sein de la membrane mitochondriale 

interne (MMI). La partie hydrophile est composée des sous-unités SDHA et SDHB et 

siège dans la matrice mitochondriale. La partie hydrophobe, formée des sous-unités 

SDHC et SDHD, permet la fixation du complexe à la membrane mitochondriale interne 

(56). 

Les sous-unités SDHA et SDHB forment le noyau catalytique. La sous-unité SDHA 

contient les sites de liaison du FAD et du succinate. La sous-unité SDHB est composée 

de trois centres fer/soufre (Fe/S) permettant le transfert d’électrons générés par la 

réaction d’oxydoréduction vers l’ubiquinone. Elle assure également l’interface entre le 

noyau catalytique et le domaine membranaire formé par les sous-unités SDHC et 

SDHD dont la structure est héminique, lui permettant de recruter l’ubiquinone 

(5,56,57). 

La liaison du succinate au domaine catalytique initie la réaction enzymatique. Son 

oxydation par le FAD conduit à la formation de fumarate et de FADH2. Les électrons 

du FADH2 sont ensuite acheminés vers le noyau héminique du domaine membranaire 

par l’intermédiaire des centres Fe/S de la sous-unité SDHB et permet la réduction de 

l’ubiquinone en ubiquinol, substrat du complexe III de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (5). 
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Figure 2 : Réaction enzymatique du complexe SDH La réaction enzymatique d'oxydation du succinate en 
fumarate utilise le FADH2 comme cofacteur. Les électrons produits lors de cette réaction d'oxydoréduction sont 
transportés par la sous-unité SDHB vers le complexe SDHC/D, puis transférés à l'ubiquinol. D'après Richard 
Wheeler. 

 

1.4.2 Mécanismes oncogénétiques 
 

L’accumulation de succinate par dysfonction de la SDH induit une perturbation des 

voies régulant la réponse cellulaire à l’hypoxie en raison d’une stabilisation anormale 

des facteurs inductibles par l’hypoxie (HIF) (58,59). Les HIF sont des facteurs de 

transcription hétérodimériques composés de deux sous-unités, une alpha (HIF1a ou 

HIF2a) cytosolique et bêta (HIFb) nucléaire (60,61). En situation normoxique, les 

résidus proline (P) en position 402 et 564 de HIF1a sont hydroxylés par les Prolyl 

Hydroxylase Domain Proteins (PHDs), ce qui permet sa reconnaissance par la 

protéine VHL (pVHL), complexe protéique doté d’une activité E3 ubiquitine ligase 

(60,62–65). L’acétylation d’un résidu lysine (K) en position 532 par l’enzyme acétyl 

transférase ARD1 favorise également cette reconnaissance (60,66). Ces modifications 

post-traductionnelles conduisent à l’ubiquitination de HIF-1a et à sa dégradation par 

le protéasome (60,67). Un autre mécanisme de régulation négative de HIF-1a est 
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l’hydroxylation du résidu asparagine (N) en position 803 par le facteur inhibant HIF-1 

(FIH-1), ce qui entrave la liaison de HIF-1a avec son coactivateur p300/CBP, 

empêchant ainsi l’activation transcriptionnelle de ses gènes ciblés (60,68–71). En 

condition normoxique HIF est donc régulé négativement de manière constitutive, 

empêchant ainsi l’activation de ses gènes cibles. 

 

 

Figure 3 : Structure et régulation de HIF-1⍺.	La dégradation de HIF-1a est régulé par concentration en oxygène dans 

le micro-environnement. En conditions normoxiques, les résidus proline (P) en position 402 et 564 de HIF-1a. sont 
hydroxylés par les enzymes PHD (prolyl hydroxylase-domain proteine) 1 à 3. Ceci permet la reconnaissance de la 
sous-unité alpha par la protéine VHL, composant de reconnaissance d’un complexe protéique E3 ubiquitine ligase. 
La liaison de VHL est également favorisée par l’acétylation du résidu lysine (K) 532 par l’acétyl transférase ARD1. 

L’ubiquitination de HIF-1a permet sa dégradation par le protéasome. L’oxygène régule également négativement 

l’interaction de HIF-1a avec ses coactivateurs transcriptionnels. La liaison de HIF-1a avec les protéines p300 et 
CBP est entravée par l’hydroxylation d’un résidu asparagine (N) 803 par le facteur inhibant HIF-1 (FIH-1). En 

conditions hypoxiques, la protéine VHL ne peut se lier à HIF-1a du fait de l’absence d’hydroxylation des résidus 
prolines, empêchant ainsi sa dégradation. L’hydroxylation du résidu asparagine N803 par FIH-1 est également 
inhibée, permettant à la sous-unité alpha d’induire la transcription de ses gènes cibles. Abréviations : bHLH, hélice-
boucle-hélice basique ; PAS, Per-Arnt-Sim ; TAD-C, domaine de transactivation C-terminal ; TAD-N, domaine de 
transactivation N-terminal. D’après Gregg L. Semenza 

 

En situation hypoxique, l’inhibition des enzymes PHDs inhibe la reconnaissance de 

HIF-1a par la protéine VHL, entrainant ainsi sa stabilisation (60,69–71). La sous-unité 

alpha se transloque alors dans le noyau pour se lier à HIF-1b, l’hétérodimère ira 

ensuite se fixer sur des éléments de réponse cellulaire à l’hypoxie (HRE) présents 

dans les promoteurs des gènes cibles pour activer leur transcription (61). 
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Figure 4 : Stabilisation des HIF et induction transcriptionnelle. Les PHDs utilise l’oxygène et le 2OG comme 

substrats. Elles sont inactivées en conditions hypoxiques, ce qui permet la stabilisation de HIF-1a et sa 
translocation dans le noyau. Sa liaison avec la sous-unité bêta et les coactivateurs p300/CBP active les éléments 
de réponse à l’hypoxie (HRE). Le fumarate et le succinate ont une structure proche du 2OG. Présents à haute 
concentration, ils agissent comme inhibiteurs compétitifs des PHDs. Il est également suggéré que les ROS 
modulent aussi l’activité des PHDs. Abréviations : HIF, facteur inductible par l’hypoxie ; 2OG, 2-oxoglutarate (alpha-
cétoglutarate) ; ROS, espèces réactives de l’oxygène ; PHDs, prolyl hydroxylase domain proteins ; HRE, élément 
de réponse à l’hypoxie ; p300/CBP, protéine de liaison p300/CREB. D'après Yang et collaborateurs 

 

La stabilisation des HIF entraine une reprogrammation du métabolisme cellulaire en 

favorisant la glycolyse au détriment de la phosphorylation oxydative. Ceci est permis 

par la surexpression d’enzymes impliquées dans la glycolyse et par la surexpression 

des transporteurs de glucose GLUTs (60,72,73). L’angiogenèse est aussi potentialisée 

par l’induction transcriptionnelle de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF 

(facteur de croissance endothéliale vasculaire), ENG (endogline), LEP (leptine) ou 

LRP1 (LDL-receptor-related protein 1) (62,74). Les HIF stimulent également la 

transcription de facteurs de prolifération cellulaire comme le TGF-b3 (facteur de 

croissance transformant b3), IGF2 (facteur de croissance analogue à l’insuline 2) ou 

TGF-a (facteur de croissance transformant alpha) (62). 
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Un défaut d’activité enzymatique secondaire à une mutation pathogène sur une des 

sous unités de la SDH, i.e les mutations SDHx, induit une accumulation de succinate 

et conduit ainsi à une inhibition des PHDs et la stabilisation de la sous-unités HIF-1a 

(58,59). Cette situation de pseudo-hypoxie conduit à l’activation de gènes impliqués 

dans la prolifération cellulaire, l’angiogenèse, la survie et la transformation épithélio-

mésenchymateuse, gènes clefs de l’oncogenèse (58,75,76). 

L’accumulation de succinate conduit également à l’inhibition d’autres enzymes 

dépendantes de l’alpha-cétoglutarate comme les histones déméthylases (KDM) et les 

ADN déméthylases de la famille TET (ten-eleven translocation methylcytosine 

dioxygenase). Cette inhibition entraine une hyperméthylation du génome, réprimant 

l’expression de gènes suppresseurs de tumeurs, régulateurs de la dissémination 

métastatique et d’autres impliqués dans la différentiation chromaffine (58,77). 
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Figure 5 : Gènes activés transcriptionnellement par HIF-1. Abréviations : ADM, adréomédulline ; ALDA, 
aldolase A ; ALDC, aldolase C ; AMF, facteur de motilité autocrine ; CATHD, cathepsine D ; EG-VEGF, VEGF 
dérivé de la glande endocrine ; ENG, endogline ; ET1, endothéline-1 ; ENO1, énolase 1 ; EPO, érythropoïétine ; 
FN1, fibronectine 1 ; GLUT1, transporteur de glucose 1 ; GLUT3, transporteur de glucose 3 ; GAPDH, 
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase ; HK1, hexokinase 1 ; HK2, hexokinase 2 ; IGF2, facteur de 
croissance analogue à l'insuline 2 ; IGF-BP1, protéine de liaison du facteur de croissance analogue à l'insuline 1 ; 
IGF-BP2, protéine de liaison du facteur de croissance analogue à l'insuline 2 ; IGF-BP3, protéine de liaison du 
facteur de croissance analogue à l'insuline 3 ; KRT14, kératine 14 ; KRT18, kératine 18 ; KRT19, kératine 19 ; 
LDHA, lactate déshydrogénase A ; LEP, leptine ; LRP1, protéine liée au récepteur des LDL 1 ; MDR1, résistance 
multidrogue 1 ; MMP2, métalloprotéinase matricielle 2 ; NOS2, synthase de l'oxyde nitrique 2 ; PFKBF3, 6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase-3 ; PFKL, phosphofructokinase L ; PGK1, phosphoglycérate 
kinase 1 ; PAI1, inhibiteur de l'activateur du plasminogène 1 ; PKM, pyruvate kinase M ; TGF-α, facteur de 
croissance transformant-α ; TGF-β3, facteur de croissance transformant-β3 ; TPI, triosephosphate isomérase ; 
VEGF, facteur de croissance de l'endothélium vasculaire ; UPAR, récepteur de l'activateur du plasminogène 
urokinase ; VEGFR2, récepteur-2 du VEGF ; VIM, vimentine D'après Gregg L. Semenza.  
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1.4.3 Corrélation phénotype-génotype 
 

La corrélation génotype-phénotype des mutations SDHx est complexe en raison de la 

grande variabilité de la présentation clinique, la pénétrance et l'évolution de la maladie 

variable en fonction des mutations (20). 

Les mutations SDHA représentent environ 10% des patients (78,79). La pénétrance 

est estimée à 10% vers 70 ans (80). De plus, les tumeurs se développent sans 

localisation préférentielle (20,81).  

Les mutations SDHB sont associées au développement de paragangliomes thoraco-

abdominaux dans plus de 60% des cas, de la tête et du cou dans 27% des cas et de 

phéochromocytomes dans 17% à 29% des cas. Ces mutations concernent 10% des 

patients avec une pénétrance estimée à 30% à l’âge de 80 ans. Une maladie 

métastatique est observée dans 17% des cas (20,82).  

Les mutations SDHC forment un syndrome rare, touchant moins de 2% des patients, 

et principalement caractérisé par le développement de PPG de la tête et du cou. L’âge 

moyen au diagnostic est de 38 ans, la pénétrance est incomplète et le risque 

métastatique faible (20). 

Les patients porteurs de mutations SDHD développent dans plus de 80% des cas des 

paragangliomes de la tête et du cou et thoraco-abdominaux dans un peu plus de 20% 

des cas. En revanche, moins de 25% des patients développent un phéochromocytome 

(20). La pénétrance est incomplète, estimée à 86% à 50 ans (83). La transmission est 

autosomique dominante, soumis à empreinte maternelle (84).  

Les PPG associés aux mutations du gène SDHAF2 sont rares, de transmission 

autosomique dominante et de pénétrance complète. Les patients développent 
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généralement des PPG de la tête et du cou. Aucune maladie métastatique n’a été 

rapportée (23,58,85,86). 

 

1.5 DIAGNOSTIC GENETIQUE 
 

Environ 30% des PPG sont héréditaires, le dépistage génétique est recommandé chez 

tous les patients présentant un PPG, quelle que soit leur histoire familiale (1,87). 

 

1.5.1 Séquençage et classification des variants 
 

Les progrès significatifs dans la compréhension de la génétique des PPG ont révélé 

l’implication d’un nombre considérable de gènes. Dans ce contexte, la technique de 

Séquençage de Nouvelle Génération (NGS) est la méthode de choix pour le diagnostic 

génétique des PPG (87). 

En pratique, le laboratoire d’oncogénétique moléculaire du centre hospitalo-

universitaire de Lille utilise un panel NGS comprenant 19 gènes de prédisposition : 

SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, NF1, RET, VHL, EGLN2, TMEM217, MAX, 

FH, EGLN1 (PHD2), MDH2, EPAS1, KIF1B, DLST, SCL25A11 et SUCLG2. 
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Les variants sont classés en cinq catégories selon les recommandations de l'ACMG 

(American College of Medical Genetics and Genomics), ce qui permet de les classer 

en fonction de leur signification clinique comme suit (88) : 

1. Variant pathogène : variant dont la pathogénicité est établie et dont la preuve 

a été apportée par des études fonctionnelles, statistiques et cliniques.  

2. Variant probablement pathogène : variant suggérant une forte probabilité 

d’association mais dont la preuve définitive de son caractère n’a pas encore été 

établie.  

3. Variant de signification incertaine : variant pour lequel les données 

disponibles actuellement sont insuffisantes pour conclure à leur impact clinique.  

4. Variant probablement bénin : variant où la forte probabilité d’être bénin a été 

évaluée en fonction de sa fréquence dans la population, des outils de prédiction 

et son absence d’association à la pathologie dans la littérature.  

5. Variant bénin : variant sans association avec la maladie du fait de sa fréquence 

en population générale et son caractère non pathogène dans les essais 

fonctionnels. 

 

1.5.2 Problématique des variants de signification incertaine (VSI) 
 

1.5.2.1 Fréquence des VSI 

 

En raison de l'incertitude entourant leur impact fonctionnel, les variants de signification 

incertaine (VSI) posent un défi majeur pour le diagnostic des syndromes de 

prédisposition liés aux mutations SDHx. La fréquence des VSI dans ces gènes a été 

peu étudiée, et malheureusement, peu de données sont disponibles à ce jour. José V 
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Lima Jr et ses collaborateurs ont trouvé que, toutes mutations confondues (SDHx et 

22 autres gènes), 30% des patients atteints de syndromes de prédisposition étaient 

porteurs de VSI. Sept pourcents des patients porteurs d’une mutation SDHC 

présentaient un VSI, 5% pour SDHA et 2,4% pour SDHAF2 (89). Stefanie Parisien-La 

Salle et ses collaborateurs ont trouvé 11,6% de VSI parmi les paragangliomes et 6,7% 

parmi les phéochromocytomes, toutes mutations confondues (les données spécifiques 

aux mutations SDHx n'étant pas disponibles) (90). 

 

1.5.2.2 Les VSI SDHx 

 

Les VSI sont principalement dues à des mutations qui entraînent l’apparition de 

variants faux-sens, synonymes et introniques. Les variants faux-sens résultent d'un 

changement de nucléotide unique qui entraîne la substitution d'un acide aminé par un 

autre. Selon le type d'acide aminé substitué et ses propriétés physico-chimiques, il 

peut être difficile de prédire la conséquence fonctionnelle sans études 

supplémentaires. Les variants synonymes impliquent une modification d'une base par 

une autre sans changement de la séquence protéique en raison de la redondance du 

code génétique. Bien que ces variants ne modifient pas la séquence d'acides aminés, 

ils peuvent affecter l'épissage de l'ARNm ou sa stabilité. Enfin les variants introniques 

peuvent affecter les mécanismes d'épissage. Ces différents types de variants 

nécessitent des investigations approfondies pour déterminer leur impact clinique et 

fonctionnel afin de mieux orienter le diagnostic génétique. 
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1.5.2.3 Outils de classification des VSI 

 

Lorsqu’un VSI est identifié, l’objectif est de recueillir des arguments en faveur ou non 

de sa pathogénicité.  

En pratique pour les PPG SDHx, l’immunohistochimie sur bloc tumoral, le séquençage 

de la tumeur à la recherche d’une perte d’hétérozygotie et l’analyse de ségrégation 

familiale sont les outils d’aide à leur classification (86). Les principaux obstacles à leur 

mise en œuvre sont notamment de pouvoir disposer d’un fragment tumoral pour 

l’analyse histologique et le séquençage, ainsi que la disponibilité des sujets pour 

l’analyse de ségrégation familiale. 

L’immunohistochimie (IHC) combinée SDHA/SDHB constitue un moyen fiable 

d’identifier les patients porteurs de mutations SDHx. L’utilisation d’un anticorps anti-

SDHB permet l’identification des PPG liés à une inactivation bi-allélique de n’importe 

quel gène du complexe SDH. En revanche, l’absence de réactivité avec 

l’immunomarquage anti-SDHA est spécifique des mutations SDHA (91–93). 

 

Figure 6 : Immunohistochimie anti-SDHB sur coupe tumorale. A) Phéochromocytome muté SDHB. B) 
Paragangliome avec mutation SDHC. C) Paragangliome muté SDHD. D,E,F) Phéochromocytomes avec mutations 
VHL, RET et NF1 respectivement. D'après Francien H van Nederveen et collaborateurs. 
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Démontrer la présence d’une perte d’hétérozygotie tumorale, par mutation 

additionnelle ou délétion secondaire sur le second allèle, constitue un argument fort 

en faveur de la pathogénicité du variant identifié. Cette recherche s’effectue sur l’ADN 

tumoral par méthode de séquençage MLPA ou SNP array (87). 

L’analyse de co-ségrégation familiale consiste à rechercher la présence du VSI 

candidat chez les apparentés sains et malades. La présence de ce variant chez 

d’autres membres affectés vient soutenir le rôle pathogène de ce dernier. L’absence 

de co-ségrégation l’exclut (87). 

 

Parmi les autres tests à disposition évaluant la pathogénicité d’un variant, il existe des 

approches par biologie moléculaire avec la recherche de mutations des sites 

d’épissage sur fragment tumoral ou ARN leucocytaire et les analyses de méthylation 

de l’allèle controlatéral. Il existe également d’autres techniques s’intéressant au 

complexe SDH. Sur fragment tumoral congelé, il est possible de mettre en évidence 

une perte de son activité enzymatique ou de montrer une accumulation de succinate 

par mesure de sa concentration (87). Ces examens complémentaires sont néanmoins 

réservés à la recherche et non faits en pratique courante. 
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Figure 7 : Tests disponibles évaluant la pathogénicité des variants. D’après Toledo Rodrigo A., Burnichon 
Nelly et collaborateurs. 
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1.6 SUIVI DES PATIENTS ET DES APPARENTES MUTES 
 

1.6.1 Patients 
 

Les patients atteints de PPG avec mutations SDHx sont considérés comme à haut 

risque de récidive et doivent donc bénéficier d’un suivi à vie. Il comporte un examen 

clinique, un dosage des métanéphrines et normétanéphrines plasmatiques ou 

urinaires et de la chromogranine A. Le choix de la méthode radiologique sera fonction 

de la nature de la mutation et des recommandations internationales (1,7,38). 

 

1.6.2 Apparentés mutés 
 

La découverte d’un syndrome de PPG héréditaires chez le proband doit permettre la 

mise en place d’un dépistage familial de manière à diagnostiquer et traiter plus 

précocement les membres de la famille atteints (1). 

 

1.6.2.1 Dépistage initial 

 

Après identification d’un variant pathogène ou probablement pathogène affectant les 

gènes SDHx, le premier dépistage clinique doit débuter entre 6 et 10 ans pour les 

porteurs asymptomatiques de variants SDHB et entre 10 et 15 ans pour les porteurs 

asymptomatiques de variants SDHA, SDHC et SDHD. Ce dépistage consiste en la 

réalisation d’un examen clinique avec mesure de la tension artérielle, un dosage des 

métanéphrines et normétanéphrines plasmatiques ou urinaires, une imagerie par IRM 

et TEP-TDM est recommandée chez l’adulte et uniquement l’IRM chez l’enfant afin de 

limiter l’exposition aux radiations ionisantes (94). 
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1.7 PROBLEMATIQUE DU SUIVI 
 

Le suivi des PPG associés aux mutations SDHx est complexe. Tout d’abord la 

pénétrance variable rend difficile l’évaluation précise du risque de développer la 

maladie chez les individus concernés (20). De plus, les dosages hormonaux peuvent 

être mis en défaut. En effet, 80% des PPG surrénaliens et thoraco-abdomino-pelviens 

sécrètent des catécholamines tandis que les PPG cervicaux et de la base du crâne 

sont non fonctionnels dans 90% des cas (2,37,38). Enfin, l’identification d’un variant 

de signification indéterminée (VSI) nécessite une interprétation soigneuse et rend 

parfois complexe la prise en charge du patient (87). 

 

1.8 PERSPECTIVES D’AMELIORATION DU DIAGNOSTIC ET DU SUIVI 
 

En raison de la complexité du diagnostic moléculaire due à la présence de VSI et de 

la difficulté du suivi des tumeurs non sécrétantes, ainsi que de la nécessité de limiter 

l'exposition des patients aux radiations ionisantes, les cliniciens ont besoin de 

biomarqueurs innovants pour améliorer la prise en charge des patients. 

Les mutations SDHx entraînent une dysfonction enzymatique de la SDH et une 

accumulation cytosolique de succinate. Le dosage des niveaux plasmatiques de 

succinate et de fumarate ainsi que le calcul du ratio succinate/fumarate (RS/F) ont déjà 

été évalués comme des outils prometteurs pour le diagnostic et le suivi de ces tumeurs. 

Le Laboratoire d’Hormonologie, Métabolisme, Nutrition et Oncologie du CHU de Lille, 

dirigé par le professeur Pascal Pigny, avait déjà conduit une étude montrant que le 

ratio succinate/fumarate (RS/F) sérique permet d’identifier les mutations des gènes 

SDHx et ainsi d’aider à la classification des VSI (95). 
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De plus, Lamy et ses collaborateurs ont démontré que la concentration sérique de 

succinate est corrélée à la charge tumorale et à l'extension métastatique chez les 

patients atteints de PPG avec mutations SDHB, faisant de ce biomarqueur un outil 

utilisable pour évaluer la réponse au traitement et surveiller la progression de la 

maladie (96). 

Le dosage du succinate et du fumarate ainsi que le calcul du ratio succinate/fumarate 

sont donc potentiellement de nouveaux outils utilisables pour la classification des VSI 

et le suivi des PPG associés aux mutations SDHx. Ces dosages permettraient 

l’identification des mutations pathogènes, ainsi que l’évaluation de la charge tumorale. 

L'intégration de ces marqueurs métaboliques dans la pratique clinique pourrait 

améliorer significativement la gestion des patients atteints de PPG. 
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2 OBJECTIFS DE LA THESE 

 

Les PPG liés aux mutations SDHx représentent un défi majeur. Le suivi des patients 

repose actuellement sur l’examen clinique, l’imagerie, le dosage des métanéphrines 

et de la chromogranine A. Toutefois, le suivi des patients atteints de PPG SDHx est 

complexe en raison de la présence de tumeurs non sécrétantes, de la variabilité du 

risque métastatique et de la variabilité du risque de récidive en fonction du profil 

mutationnel. Afin d’améliorer le suivi, il est crucial de développer des marqueurs 

innovants, tels que le succinate et le fumarate. 

En 2020, le service d’Hormonologie, Métabolisme, Nutrition et Oncologie du CHRU de 

Lille a développé une méthode de dosage de ces deux oncométabolites par GC-

MS/MS en mode SIM. Nous avons repris ces travaux dans le but d’améliorer la 

méthode, en passant du mode SIM au mode MRM, et en ajoutant la quantification de 

l'α-cétoglutarate sérique à ce panel. Enfin nous avons également analysé les rapports 

succinate/fumarate et succinate/α-cétoglutarate chez les patients issus de la cohorte 

OncoMetab SDHx afin d'évaluer leur potentiel en tant que biomarqueurs pour le suivi. 

Le principal objectif de ce travail est la mise en place d’un suivi longitudinal des patients 

touchés par cette pathologie et leurs apparentés mutés. Pour répondre à ces objectifs, 

21 patients ont été analysés. 
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3 MATERIEL ET METHODE 

 

3.1 POPULATION 
 

Vingt-et-un patients ont été inclus (10 femmes et 11 hommes). Les critères d’inclusion 

étaient : d’être porteur d’une mutation SDHx et d’avoir bénéficié d’au moins deux 

prélèvements espacés d’au moins trois mois dans le cadre de l’étude OncoMetab 

SDHx. Tous les patients ont donné leur non-opposition avant inclusion. Trois groupes 

ont été constitués (Régression, Stabilité et Progression) à partir de l’évolutivité de la 

maladie en se basant sur les données cliniques, radiologiques et biologiques 

disponibles. Le groupe Régression comporte les patients dont les données indiquent 

une régression de la maladie tumorale (n = 4). Le groupe Stabilité inclut des patients 

dont la maladie tumorale est stable (n = 11) et le groupe Progression est quant à lui 

composé de patients présentant une maladie tumorale évolutive (n = 6). Les données 

sont détaillées dans le Tableau 1. 

Le groupe Régression comprend 4 individus (autant d’hommes que de femmes), avec 

2 prélèvements disponibles pour chaque patient. L'âge médian est de 32 ans, le ratio 

succinate/fumarate moyen est de 10,0 et le ratio succinate/AKG moyen de 13,9. Sur 

le plan mutationnel, 50 % des patients présentent une mutation SDHA et 50% SDHB. 

Parmi les 8 prélèvements disponibles, 2 ont été effectués chez des patients sans 

aucune lésion tumorale, 2 autres chez des patients ne présentant qu’une seule lésion, 

et enfin 4 chez des patients présentant des tumeurs multiples. Les données sont 

détaillées dans le Tableau 1. 

Le groupe Stabilité est composé de 11 patients (5 femmes et 6 hommes). L’âge 

médian est de 44 ans, la moyenne des ratios succinate/fumarate et succinate/AKG est 
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de 7,7 et 4,1 respectivement. Sur le plan mutationnel, 18% des patients sont porteurs 

d’une mutation SDHA, 45% d’une mutation SDHB, 27% d’une mutation SDHC et 9% 

d’une mutation SDHD. Parmi les 23 prélèvements à disposition, 5 ont été effectués 

chez des patients avec lésions multiples, 8 autres chez des patients ne présentant 

qu’une seule lésion et enfin 10 chez des patients dépourvus de lésions tumorale. Les 

données sont détaillées dans le Tableau 1. 

Le groupe Progression est composé de 6 patients, comprend autant d’hommes que 

de femmes et 15 prélèvements. L’âge médian est de 37 ans. La moyenne des ratios 

succinate/fumarate et succinate/AKG est de 10,8 et 4,6 respectivement. Sur le plan 

mutationnel, 17% des patients sont porteurs d’une mutation SDHA, 33% SDHB et 50% 

SDHD. Parmi les 15 prélèvements à disposition, 2 ont été effectués chez des patients 

dépourvus de lésions tumorales et 13 chez des patients présentant de multiples 

tumeurs. La moitié des patients présente une maladie métastatique. Les données sont 

détaillées dans le Tableau 1.  
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Tableau 1: Caractéristiques des groupes d'évolutivité. 

Groupe Régression 

(n = 4) 

Stabilité 

(n = 11) 

Progression 

(n = 6) 

RS/F, médiane (Q1 - Q3) 10,0 (9,1 – 14,4) 7,7 (6,1 – 9,3) 10,8 (6,8 – 13,6) 

RS/AKG, médiane (Q1 - Q3) 13,9 (2,7 – 31,1) 4,1 (2,1 – 9,4) 4,6 (2,5 – 14,6) 

Age, médiane (min, max) 32 (24, 45) 44 (16, 70) 37 (33, 65) 

Sexe, n (%)    

Femme 2 (50) 5 (45) 3 (50) 

Homme  2 (50) 6 (55) 3 (50) 

Type de mutation, n (%)    

SDHA 2 (50) 2 (18) 1 (17) 

SDHB 2 (50) 5 (45) 2 (33) 

SDHC 0 3 (27) 0 

SDHD 0 1 (9) 3 (50) 

Nombre de lésions au moment du prélèvement 

0 2 10 2 

1 2 8 0 

≥ 2  4 5 13 

Patients métastatiques  2 (50 %) 1 (9 %) 3 (50 %) 

Tumeur primitive     

Aucune lésion  0 3 0 

TAP 2 (50) 1 3 (50) 

Cervicale 2 (50) 6 3 (50) 

Surrénale   0 1 0 

Lésions multiples  0 0 0 

Nombre de prélèvements par 

groupe  

8 23 15 

Abréviations : RS/F, ratio succinate/fumarate ; RS/AKG, ratio succinate/AKG ; Q1, premier quartile ; Q3, troisième 
quartile ; SDH, succinate déshydrogénase ; TAP, Thoraco-Abdomino-Pelvien. 
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3.2 ANALYSE GENETIQUE 
 

L’analyse génétique a été effectuée par séquençage de nouvelle génération (NGS). 

Les gènes SDHA, SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2, NF1, RET, VHL, EGLN2, 

TMEM217, MAX, FH, EGLN1 (PHD2), MDH2, EPAS1, KIF1B, DLST, SLC25A11 et 

SUCLG2 ont été étudiés. Les variants ont été classés selon la classification de 

l'American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 

 

3.3 PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS 
 

Deux tubes secs ont été prélevés par ponction veineuse puis rapidement transmis au 

laboratoire à 4°C. À réception, les échantillons sanguins ont été aliquotés puis 

stockés à -20°C jusqu’à l’analyse. 

 

3.4 QUANTIFICATION SUCCINATE, DU FUMARATE ET DE L’ALPHA-
CETOGLUTARATE 

 

La quantification du succinate, du fumarate et de l’alpha-cétoglutarate a été effectuée 

par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-

MS/MS). Trente microlitres d’une solution standard de succinate-13C4, fumarate-13C4 

et d’alpha-cétoglutarate-13C5 à 1 mmol/L ont été ajoutés à 500 µL de sérum. Puis, 100 

µL d'acide chlorhydrique à 2,4 N ont été ajoutés pour ajuster le pH, enfin l'échantillon 

a été saturé avec du chlorure de sodium. Les métabolites d'intérêt ont été extraits par 

extraction liquide-liquide avec pour solvant l'acétate d'éthyle. Le surnageant a été 

évaporé sous un flux d'azote à 37 °C jusqu’à l'obtention d’un résidu sec. Le tout a été 
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dérivé avec 50 µL de BSTFA + 1% TMCS à 80 °C et 50 µL de chloroforme pendant 45 

minutes. L'analyse GC-MS/MS a été réalisée en utilisant un SCION GC 436 couplé à 

un EVOQ GC-TQ triple quadrupole. La multiple reaction time monitoring (MRM) a été 

utilisée comme méthode de détection. Les conditions MRM ont été optimisées pour 

chaque analyte, incluant la sélection des transitions m/z spécifiques et les paramètres 

de collision énergétique. Les concentrations des analytes ont été déterminées en 

utilisant le rapport des signaux des analytes et de l'étalon interne (Tableau 2). 

 

Tableau 2 : Temps de rétentions et transitions du succinate, fumarate et alpha-
cétoglutarate. 

Métabolite 
Temps de 
rétention 

Ion 
parent 

Ion 
fils 

Energie de transition 
(eV) 

Succinate 16.8 minutes 247.1 131 20 

Succinate 
13C4 

16.8 minutes 251.1 131 20 

Fumarate 17.78 minutes 245.1 217.1 5 

Fumarate 
13C4 

17.78 minutes 249.1 220.1 5 

AKG 24.30 minutes 347.1 291.2 5 

AKG 13C5 24.30 minutes 352.1 294.2 5 
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3.5 ÉVALUATION DES PERFORMANCES ANALYTIQUES 
 

Pour démontrer la capacité d’une méthode de dosage à rendre des résultats fiables, il 

est essentiel de procéder à une vérification des performances du système analytique. 

Ce processus, appelé «validation de méthode» doit satisfaire un certain nombre de 

conditions précisées dans le document «Guide technique d’accréditation de 

vérification (portée A) /validation (portée B) des méthodes de Biologie médicale». 

 

3.5.1 Fidélité 
 

Les tests de fidélité évaluent la capacité d’une méthode à fournir des résultats 

identiques. Elle comprend la répétabilité et la fidélité intermédiaire également appelée 

reproductibilité intra-laboratoire et sont évaluées par le calcul de l’écart-type et du 

coefficient de variation (CV). 

Les objectifs des essais de répétabilité sont de caractériser la meilleure performance 

possible du système analytique dans des conditions optimales et la vérification du bon 

fonctionnement du couple instrument/réactif. L’évaluation de la répétabilité est 

indispensable lors de l’installation d’un nouvel analyseur afin de connaître ses 

performances initiales. En pratique, elle a été déterminée à partir de 10 extractions du 

même échantillon sur 4 niveaux de concentration. Les mêmes conditions analytiques 

(opérateur, matériel et temporalité) ont été appliquées. 

La fidélité intermédiaire consiste à analyser un même échantillon dans des conditions 

différentes. En pratique, les mêmes niveaux de concentration que ceux employés dans 

les essais de répétabilité ont été utilisés. Pour chaque niveau de concentration, 10 
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extractions ont été pratiquées. La temporalité, la variabilité liée au matériel et la 

variabilité inter-opérateurs ont été évaluées. 

 

3.5.2 Linéarité et domaine de mesure 
 

La linéarité permet de vérifier que la méthode de quantification mise au point fournit 

une valeur proportionnelle à la concentration. Cette dernière s’évalue à l’aide de la 

pente et du coefficient de détermination de la courbe de tendance. Pour ce faire, des 

solutions salines de concentrations croissantes 0, 0.5, 1, 2, 5, 10, 12, 15 et 20 µM ont 

été élaborées, extraites et analysées. Les courbes de linéarité sont déterminées à 

partir des concentrations expérimentales obtenues.  

La limite de quantification (LOQ) correspond à la plus petite valeur mesurée exprimée 

en concentration fournie avec un niveau de fiabilité acceptable et d’incertitude connue. 

C’est donc la plus petite valeur qui peut être fournie pour un échantillon de patient. Les 

LOQ peuvent être déterminées de deux manières :  

• Graphiquement par le biais de courbes d’Horwitz qui modélisent le CV en 

fonction de la concentration. Une courbe de tendance logarithmique a ensuite 

été appliquée au nuage de points afin de pouvoir calculer la concentration pour 

laquelle le coefficient de variation équivaut à 20%. 

• Calculatoire en multipliant l’écart-type des blancs par dix. 

 
Figure 9 : Détermination calculatoire des limites de quantification. Abréviations : LOQ, limite de 
quantification ; σb, écart-type des blancs. 
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La limite de détection (LOD) correspond au plus petit signal exprimé en quantité ou en 

concentration pouvant être distingué avec une probabilité donnée d’un blanc de 

réaction réalisé dans les mêmes conditions. En deçà de cette valeur, il est impossible 

d’affirmer avec un niveau suffisant de confiance la présence de l’espèce recherchée 

dans l’échantillon analysé. En pratique, les LOD ont été obtenues par la méthode des 

blancs en sommant la moyenne des blancs avec trois fois leur écart-type. 

Pour ce faire, 10 blancs ont été extraits avec intégration du bruit de fond. 

 

Figure 10 : Détermination calculatoire des limites de détection. Abréviations : LOD, limite de détection ; 
Mblanc, moyenne des blancs et σb, écart-type des blancs. 
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4 RESULTATS 

 

4.1 ÉVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE 
 

4.1.1 Répétabilité 
 

La répétabilité a été réalisée dans les conditions suivantes : même opérateur, même 

période et même matériel. En l'absence de recommandations spécifiques nous avons 

retenu un coefficient de variation inférieur à 20 % comme seuil. Les coefficients 

obtenus pour les trois paramètres sont tous inférieurs à 3 % (Tableau 2). 

 

4.1.2 Fidélité intermédiaire 
 

La fidélité intermédiaire a été réalisée en faisant varier au moins un facteur (opérateur, 

matériel, temporalité). Un coefficient de variation inférieur à 20 % a été retenu pour 

définir le caractère reproductible de la méthode. Les coefficients de variation des 3 

oncométabolites sont inférieurs à 20% pour les 4 niveaux de concentration choisis 

(Tableau 3). 
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Tableau 3 : Essais de répétabilité sur 4 niveaux de concentration. Résultats exprimés en moyenne, écart-type et coefficient de 
variation (CV). 

 Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4 

Extrait Succinate Fumarate AKG Succinate Fumarate AKG Succinate Fumarate AKG Succinate Fumarate AKG 

1 1,90 2,12 2,02 4,24 5,09 5,09 10,20 10,29 9,78 19,71 20,02 19,94 

2 1,90 2,07 1,97 4,34 5,14 5,21 10,11 10,31 10,45 19,85 20,18 20,31 

3 1,82 2,14 1,95 4,28 5,14 5,03 10,13 10,37 10,30 19,72 20,23 20,42 

4 1,92 2,06 1,96 4,39 5,07 5,13 10,18 10,21 10,27 19,77 20,01 20,31 

5 1,81 2,21 1,96 4,35 5,12 5,16 9,85 10,34 10,37 19,76 20,09 20,26 

6 1,87 1,99 1,96 4,29 5,14 5,03 10,20 10,17 10,30 20,83 20,66 20,89 

7 1,91 2,10 2,03 4,31 5,10 5,12 10,39 10,23 10,41 19,66 20,13 20,35 

8 1,89 2,14 1,96 4,41 5,06 5,11 10,33 10,53 10,45 19,58 20,09 20,39 

9 1,97 2,18 2,01 4,21 5,15 5,04 10,08 10,16 10,61 20,03 20,20 20,44 

10 1,87 2,11 1,96 4,36 5,14 5,09 10,48 10,38 10,57 19,99 20,12 20,08 

Moyenne 1,89 2,11 1,98 4,318 5,12 5,10 10,20 10,30 10,35 19,89 20,17 20,34 

Écart-type 0,046 0,062 0,030 0,066 0,033 0,058 0,177 0,115 0,229 0,357 0,185 0,249 

CV 2,45% 2,94% 1,54% 1,53% 0,64% 1,13% 1,74% 1,12% 2,21% 1,80% 0,92% 1,22% 
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Tableau 4 : Essais de fidélité intermédiaire sur 4 niveaux de concentration. Résultats exprimés en moyenne, écart-type et 
coefficient de variation.  

 Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4 

Extrait Succinate Fumarate AKG Succinate Fumarate AKG Succinate Fumarate AKG Succinate Fumarate AKG 

1 2,14 2,43 2,61 5,48 5,86 5,64 10,21 10,41 10,95 19,04 20,45 20,80 

2 2,28 2,29 2,26 5,22 5,45 5,41 9,88 10,47 10,58 19,64 20,63 20,94 

3 2,15 2,59 2,23 5,12 5,80 5,93 10,22 10,45 10,66 19,84 20,60 21,20 

4 2,06 2,52 2,26 5,17 5,54 5,64 10,07 10,21 10,45 20,18 19,89 20,45 

5 1,89 2,13 2,04 4,65 5,02 4,89 9,72 10,13 9,90 19,29 20,07 19,85 

6 1,95 2,26 2,07 4,69 5,18 5,05 9,53 10,14 10,03 18,82 20,43 20,15 

7 1,88 2,20 2,06 4,78 5,17 5,03 9,74 10,29 10,10 19,87 20,26 20,02 

8 2,01 2,05 1,96 4,68 5,07 4,93 9,43 9,96 9,87 19,77 20,39 20,22 

9 1,76 1,98 1,73 4,84 5,10 4,68 9,16 10,01 9,70 19,08 20,18 19,92 

10 1,71 2,07 2,07 4,31 5,11 5,08 9,24 10,12 10,09 18,69 20,05 19,91 

Moyenne 1,98 2,25 2,13 4,90 5,33 5,23 9,72 10,22 10,23 19,42 20,29 20,35 

Écart-type 0,180 0,207 0,232 0,346 0,314 0,403 0,381 0,182 0,404 0,505 0,246 0,480 

CV 9,09% 9,18% 10,90% 7,07% 5,89% 7,71% 3,91% 1,79% 3,95% 2,60% 1,21% 2,36% 
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4.1.3 Limites de détection de quantification  
 

La limite de détection (LOD) d'une méthode analytique est la plus petite quantité ou 

concentration d'un analyte que la méthode est capable de détecter de manière fiable, 

mais pas nécessairement de le quantifier avec précision. Avec la méthode des blancs, 

la LOD calculée pour le succinate est égale à 0,16 µM, 0,014 µM pour le fumarate et 

0,008 µM pour l’alpha-cétoglutarate 

 

Tableau 5: Série de 10 blancs réactifs utilisés pour la détermination calculatoire 
des limites de détection et de quantification. Résultats exprimés en moyenne, 
écart-type et coefficient de variation. 

 Blanc 

Extrait Succinate Fumarate AKG 

1 0,096 0,012 0,004 

2 0,103 0,005 0,000 

3 0,077 0,006 0,001 

4 0,083 0,007 0,001 

5 0,099 0,006 0,000 

6 0,106 0,009 0,003 

7 0,116 0,009 0,001 

8 0,054 0,010 0,004 

9 0,129 0,010 0,007 

10 0,103 0,010 0,001 

Moyenne 0,097 0,008 0,002 

Écart-type 0,021 0,002 0,002 

CV 21,64% 25,83% 97,15% 
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La limite de quantification (LOQ) correspond à la plus petite valeur mesurée exprimée 

en concentration fournie avec un niveau de fiabilité acceptable et d’incertitude connue.  

Avec la méthode recommandée par le Comité Français d’Accréditation, les LOQ 

calculées sont égales à 0,209 µM pour le succinate et 0,020 µM pour le fumarate et 

l’alpha-cétoglutarate.  

Des courbes d’Horwitz, modélisant le CV en fonction de la concentration 

expérimentale obtenue, ont été élaborées pour chaque espèce à quantifier. Pour 

calculer les LOQ, il a fallu résoudre l’équation de la courbe de tendance en fixant le 

CV à 20%. On obtient ainsi une LOQ égale à 0,241 µM pour le succinate, 0,123 µM 

pour le fumarate et 0,671 µM pour l’alpha-cétoglutarate. Les courbes sont présentées 

ci-dessous. 

 

Figure 11 : Courbe d'Horwitz permettant de calculer la limite de quantification du succinate. 
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Figure 12 : Courbe d'Horwitz permettant de calculer la limite de quantification du fumarate. 

 

 

Figure 13 : Courbe d'Horwitz permettant de calculer la limite de quantification de l'alpha-cétoglutarate. 
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4.1.4 Linéarité et domaine de mesure 
 

Les courbes de linéarité sont présentées ci-dessous. Le coefficient de détermination 

est supérieur à 99% pour les 3 paramètres jusqu’à 20 µM. 

Le domaine de mesure (DDM) a été défini en prenant en compte la LOQ et la limite 

supérieure de linéarité pour les 3 espèces, nous obtenons donc un DDM compris entre 

0,241µM et 20 µM pour le succinate, 0,123µM et 20 µM pour le fumarate et 0,671µM 

et 20 µM pour l’alpha-cétoglutarate. 

 

 

Figure 14 : Détermination de la linéarité du succinate. 
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Figure 15 : Détermination de la linéarité du fumarate. 

 

 

 

Figure 16 : Détermination de la linéarité de l'alpha-cétoglutarate. 
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4.2 UTILISATION DU SUCCINATE, DU FUMARATE ET DE L’ALPHA-
CETOGLUTARATE EN TANT QUE BIOMARQUEURS 

 

Vingt-et-un patients issus de la cohorte OncoMetab SDHx ont été répartis en 3 

groupes : Régression, Stabilité et Progression. 

La classification a été établie en fonction des données cliniques, radiologiques et 

biologiques. Les données recueillies au moment de chaque prélèvement ont été 

comparées à celles du prélèvement suivant pour statuer de l’évolutivité de la maladie. 

Les moyennes des ratios succinate/fumarate (S/F) et succinate/AKG (S/AKG) ont été 

calculées pour chaque groupe. 

 

Tableau 6 : Moyennes des ratios succinate/fumarate (S/F) et succinate/AKG 
(S/AKG) au sein des groupes Régression, Stabilité et Progression. Résultats 
exprimés en moyennes de ratios. 

Temps de 

prélèvement 

Ratios Régression Stabilité Progression 

T1 S/F 13.4 7.5 9.6 

S/AKG 17.2 27.9 13.4 

T2 S/F 11.9  8.1  12.9 

S/AKG 19.5  7.8 17.5 

T3 S/F  7.5 11.6 

S/AKG  5.7 8.6 
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Les patients du groupe régression présentent une décroissance du ratio 

succinate/fumarate au cours du temps avec un ratio moyen égal à 13.4 au temps T1 

et 11.9 au T2. La courbe de tendance (superposée à la courbe de suivi) présente un 

coefficient directeur négatif égal à -1,519 (Figure 17). 

 

 

Figure 17 : Évolution du ratio succinate/fumarate en fonction du temps au sein du groupe Régression. 
Résultats exprimés en ratio moyen. 
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Dans le groupe stabilité, les ratios succinate/fumarate observés stagnent avec une 

moyenne égale à 7.5 au T1, 8.1 au T2 et 7.5 au T3. La courbe de tendance présente 

un coefficient directeur quasiment nul (-0,0083) (Figure 18). 

 

 

Figure 18 : Évolution du ratio succinate/fumarate au sein du groupe Stabilité. Résultats exprimés en ratios 
moyens.  
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Dans le groupe progression le ratio succinate/fumarate moyen est égal à 9,6 à T1, 

12.9 au temps T2 puis 11.6 au T3. La courbe de tendance présente un coefficient 

directeur positif égal à 1,0096 (Figure 19). 

 

 

Figure 19 : Évolution du ratio succinate/fumarate au sein du groupe Progression. Résultats exprimés en 
ratios moyens. 
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La moyenne du ratio succinate/AKG, dans le groupe régression passe de 17.2 (T1) à 

19.5 (T2). La courbe de tendance possède un coefficient directeur positif égal à 

2,2932 (Figure 20). 

 

Figure 20 : Évolution du ratio succinate/AKG au sein du groupe Régression. Résultats exprimés en ratio 
moyen. 
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Au sein du groupe stabilité, le ratio succinate/AKG est de 27.9 au T1 puis 7.8 au T2, 

et enfin 5.7 au T3. Le coefficient directeur de la courbe de tendance est négatif  

(-11,081) (Figure 21). 

 

 

Figure 21 : Évolution du ratio succinate/AKG au sein du groupe Stabilité. Résultats exprimés en ratio 
moyen. 
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Au sein du groupe Progression, le ratio succinate/AKG est égal à 13.4 au T1 puis 

17.5 au temps T2 et enfin 8.6 au temps T3. Le coefficient directeur de la courbe de 

tendance est négatif (-2,4317) (Figure 22).  

 

Figure 22 : Évolution du ratio succinate/AKG au sein du groupe Progression. Résultats exprimés en ratio 
moyen.  
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5 DISCUSSION 

 

5.1 ANALYSE CRITIQUE DES RESULTATS DE VALIDATION DE 

METHODE 
 

La méthode mise au point répond aux objectifs de répétabilité et de fidélité 

intermédiaire, le CV seuil est fixé à 20%. Pour les quatre niveaux de concentrations 

testés, les coefficients de variations obtenus lors des essais de répétabilité sont tous 

inférieurs à 3% et s’étendent de 1,12% à 10,90% dans les essais de fidélité 

intermédiaire. Ces résultats témoignent des bonnes capacités de la méthode à fournir 

des résultats identiques lorsque les conditions analytiques sont contrôlées mais 

également lorsqu’elles sont sujettes à variations.  

Les limites de quantification (LOQ) et de détection (LOD) sont suffisamment basses 

pour détecter de très faibles quantités d’oncométabolites. Les LOD étant égales à   

0,16 µM pour le succinate, 0,014 µM pour le fumarate et 0,008 µM pour l’alpha-

cétoglutarate. Les LOQ étant égales à 0,241 µM pour le succinate, 0,123 µM pour le 

fumarate et 0,671 µM pour l’alpha-cétoglutarate. 

Concernant l’étude de linéarité, cette dernière montre un coefficient de détermination 

R2 supérieur à 99% pour les 3 paramètres confirmant le caractère linéaire de la 

méthode 

Nous avons donc mis au point une méthode applicable en routine de laboratoire pour 

déterminer les concentrations circulantes de succinate de fumarate ou d’AKG. Elle 

vient ainsi améliorer la méthode précédente développée en 2020 par le service par le 

changement d’étalons internes, passant d’éléments marqués au deutérium au profit 
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du carbone 13 (13C) plus stable et par l’ajout de l’alpha-cétoglutarate au panel des 

oncométabolites. L’accumulation de succinate induit par les mutations SDHx inhibe 

des enzymes dépendantes de l’alpha-cétoglutarate comme les PHDs, intégrer ce 

dernier à notre méthode permettra d’apprécier les versants inhibiteur et activateur 

enzymatique plus finement. La Multiple Reaction Monitoring (MRM) est également plus 

avantageuse comparativement au mode single ion monitoring de l’ancienne méthode 

en raison de son caractère plus sensible et sélectif, d’une minimisation des 

interférences de matrice par la réduction du bruit de fond. 

 

5.2 ANALYSE CRITIQUE DES DONNEES DE SUIVI LONGITUDINAL 
 

La quantification précise des concentrations sériques de succinate, de fumarate et 

d’alpha-cétoglutarate ainsi que l’analyse des ratios succinate/fumarate et 

succinate/AKG sont de possibles outils prometteurs du suivi des perturbations 

métaboliques spécifiques des paragangliomes et phéochromocytomes associés aux 

mutations SDHx. La quantification de ces paramètres et la détermination des ratios 

dans le cadre du suivi pourrait non seulement permettre une évaluation en temps réel 

de l’efficacité du traitement, mais aussi favoriser une détection précoce des récidives, 

permettant ainsi d’apporter une action thérapeutique précoce. 

Au sein du groupe Régression, la ratio succinate/fumarate décroit, passant de 13.4 au 

T1 à 11.9 au T2 (Tableau 6 et Figure 17) tandis que l’on constate une légère ascension 

du ratio succinate/AKG de 17.2 au T1 à 19.5 au T2 avec un coefficient directeur de la 

courbe de tendance égal à 2,2932 (Tableau 6 et Figure 20). La diminution du ratio 

succinate/fumarate modélisée par la courbe de tendance décroissante, dont le 

coefficient directeur est égal a -1.519, est en cohérence avec une réduction de l’activité 
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métabolique tumorale. Cependant, l’augmentation du ratio succinate/AKG n’est pas 

explicable avec les données actuelles et pourrait être en rapport avec une 

accumulation persistante de succinate malgré la diminution de fumarate ou des 

altérations métaboliques résiduelles encore non résolues. 

Au sein du groupe Stabilité, les ratios succinate/fumarate moyens sont relativement 

stables, 7.5 au T1, 8.1 au T2 et 7.5 au T3 (Tableau 6 et Figure 18), le ratio 

succinate/AKG montre en revanche une décroissance notable passant de 27.9 au T1 

à 5.7 au T3 (Tableau 6 et Figure 21). Les coefficients directeurs des courbes de 

tendance sont de 0,0083 pour le ratio succinate/fumarate et -11,081 pour le ratio 

succinate/AKG. Cette relative stabilité du ratio succinate/fumarate modélisée par la 

courbe de tendance linéaire dont la pente est quasiment nulle traduirait une absence 

de progression clinique et métabolique de la maladie. Cependant, la nette diminution 

du ratio succinate/AKG entre les temps T1 et T2 est due à une valeur aberrante d’un 

patient chez qui l’alpha-cétoglutarate est présent en très faible quantité, ce qui a pour 

effet de tirer la moyenne du ratio succinate/AKG vers le haut. 

Le retrait de cette valeur aberrante abaisse considérablement la moyenne du ratio 

succinate/AKG au T1, passant de 27.9 à 7.4 et modifie l’allure de la courbe de 

tendance, réduisant le coefficient directeur de cette dernière à -0,8741. La courbe 

modélisant le suivi du ratio succinate/AKG au sein de ce groupe, de même que la 

courbe de tendance, présentent une allure plus cohérente avec la clinique des patients 

(Tableau 7 et Figure 23). 
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Tableau 7 : Ratios succinate/AKG après retrait d'une valeur aberrante au temps 
T1 dans le groupe Stabilité. Résultats exprimés en moyennes de ratios. 

Temps de 

prélèvement 

Avant retrait 

valeur aberrante 

Après retrait 

valeur aberrante 

T1 27.9 7.4 

T2 7.8 7.8 

T3 5.7 5.7 

 

 

Figure 23 : Évolution du ratio succinate/AKG moyen au sein du groupe Stabilité avec et sans retrait de 
valeurs aberrantes. Résultats exprimés en ratio moyen. 
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Au sein du groupe Progression on constate une tendance croissante du ratio 

succinate/fumarate, les valeurs passant de 9,6 au T1 à 12,9 au T2 suivie d’une légère 

décroissance à 11,6 au T3 (Tableau 6 et Figure 19), un profil de variation similaire est 

également visible pour le ratio succinate/AKG (13.4 au T1 puis 17.5 au T2 et 8.6 à T3) 

(Tableau 6 et Figure 22). La courbe de tendance linéaire pour le ratio 

succinate/fumarate présente une pente croissante de coefficient directeur égal à 

1,0096, ce qui suggèrerait une augmentation de l’activité métabolique ou de la masse 

tumorale (Figure 19). En revanche, la courbe de tendance linéaire du ratio 

succinate/AKG décroît avec un coefficient directeur égal à -2,4317 (Figure 22). Cette 

tendance décroissante n’est pas actuellement interprétable avec les données 

disponibles. 

 

La comparaison des ratios succinate/fumarate entre les groupes Stabilité et 

Progression montre des valeurs globalement plus élevées dans le groupe Progression 

avec de surcroit une dynamique ascendante alors qu’elles restent stables dans le 

groupe Stabilité. L’allure des courbes de tendance est nettement différente également. 

En effet, les coefficients directeurs de ces dernières sont de 1,0096 pour le groupe 

Progression et 0,0083 pour le groupe Stabilité (Figure 24). Ceci vient renforcer l’idée 

que des ratios plus élevés sont observés chez des patients à forte masse tumorale ou 

activité métabolique élevée. En revanche, comme dit précédemment, les ratios 

succinate/fumarate moyens sont relativement stables dans le groupe Stabilité. Ceci 

suggère que nous pourrions utiliser la méthode de quantification mise au point pour le 

suivi des patients mutés dépourvus de tumeurs. L’augmentation de leur ratio 

succinate/fumarate suggèrerait le développement d’un PPG. 
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Figure 24 : Suivi longitudinal des ratios succinate/fumarate au sein des groupes Stabilité et Progression. 
Résultats exprimés en ratio moyen. 

 

Les données du suivi longitudinal de patients amorcé dans ce travail présentent des 

résultats encourageants mais présentent également quelques limites. Tout d’abord 

afin d’homogénéiser le recueil des données, il est nécessaire d’intégrer les patients 

dans un protocole de prise en charge et de suivi spécifique. Ce protocole serait axé 

sur un calendrier de prélèvement adapté au stade évolutif du patient. Cela permettrait 

de disposer du même nombre de prélèvement pour chacun des patients sur une 

période donnée. Les patients considérés stables bénéficieraient d’un prélèvement 

annuel afin de documenter une relative stagnation de leurs ratios ou leur augmentation 

en cas développement de tumeurs, tandis que les patients dont la maladie serait en 

progression pourrait être prélevé tous les six mois afin de documenter une ascension 

de leurs ratios. Les patients devant subir une intervention chirurgicale verrait cette 
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dernière encadrée par deux prélèvements sanguins afin de documenter la variation 

des différents ratio (succinate/fumarate et succinate/AKG).  

Enfin, dans le cadre de ce travail, le manque de données ne provient pas du manque 

de patients mais de la nécessité de disposer d’un minimum de deux prélèvements par 

patient, ce qui n’était pas toujours le cas. De plus, l’ancienneté de certains 

prélèvements sanguins, parfois de plusieurs années, ne nous permettait pas de 

pouvoir les analyser. 
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6 CONCLUSION 

 

Les phéochromocytomes et les paragangliomes (PPG) sont des tumeurs 

neuroendocrines dérivant de la médullo-surrénale ou des ganglions des systèmes 

nerveux sympathique et parasympathique. Leur présentation clinique de même que 

leur localisation sont sujettes à beaucoup de variation. La présence de tumeurs 

multiples ou malignes révèle souvent la présence d’un syndrome de prédisposition 

héréditaire pouvant mettre en jeu le pronostic vital du patient. Les PPG SDHx, liés à 

des mutations des gènes SDHA, SDHB, SDHC, SDHD et SDHAF2, sont responsables 

d’une grande morbi-mortalité du fait d’un risque non négligeable de récidive et de 

dissémination métastatique. Afin de proposer un suivi adapté plus précoce, toute 

identification de mutation SDHx chez un patient doit conduire au dépistage des 

apparentés. Un suivi à vie est indispensable pour les patients présentant ce type de 

mutation. Les contraintes générées par la complexité du suivi de même que les VSI 

identifiés en NGS ont fait émerger la nécessité d’identifier de nouveaux biomarqueurs 

afin d’améliorer la prise en charge des patients.  

Nous proposons ici une méthode de quantification simultanée du succinate, du 

fumarate et de l’alpha-cétoglutarate par chromatographie en phase gazeuse couplée 

à la spectrométrie de masse. La validation de méthode a montré de très bonnes 

performances analytiques et une capacité à obtenir des résultats fiables. L’utilisation 

du mode MRM à des fins de quantification présente un avantage certain. En effet, la 

double sélection de l’ion précurseur et de l’ion fragment qui correspond à une 

transition, permet une nette diminution du bruit de fond. Le rapport signal sur bruit s’en 

trouve amélioré, diminuant ainsi les limites de quantification. L’autre amélioration 

notable de la méthode consiste en l’utilisation d’étalons internes marqués au carbone 
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13, les rendant plus stables dans le temps en comparaison avec les éléments marqués 

au deutérium.  

Le suivi longitudinal des ratios succinate/fumarate et succinate/AKG de patients 

présentant une mutation SDHx a permis d’obtenir des résultats prometteurs. Le ratio 

succinate/fumarate est cohérent avec le stade évolutif de la maladie et pourrait être 

utilisé dans le but d’évaluer l’évolutivité de la maladie, cependant l’interprétation du 

ratio succinate/AKG reste délicat car sujet à plus de variations. À la vue de ces 

résultats préliminaires encourageants, il serait nécessaire mettre en place un protocole 

spécifique afin d’homogénéiser le recueil de données.  

À terme, nous espérons intégrer cette technique à la pratique courante du service de 

soin afin d’apporter un élément de suivi personnalisé aux patients présentant une 

mutation SDHx.    
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Contexte : Les syndromes Paragangliomas sont caractérisés par le développement de 
phéochromocytomes et paragangliomes en lien avec une mutation constitutionnelle pathogène 
d’un gène du complexe de la succinate déshydrogénase (SDHA, SDHB, SDHC, SDHD ou 
SDHAF2). Cette mutation entraine une accumulation cytosolique de succinate. L’objectif de ce 
travail est le développement d’une méthode quantifiant le succinate, le fumarate et l’alpha-
cétoglutarate (AKG) en tant que biomarqueurs utilisables dans le suivi des patients porteurs de 
mutations SDHx. 

Méthode : Nous proposons une méthode de dosage du succinate, du fumarate et de l’alpha-
cétoglutarate sériques en dilution isotopique par chromatographie en phase gazeuse couplée à la 
spectrométrie de masse. Après avoir analysé les performances du système analytique, les ratios 
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Résultats : Les critères de validation de la méthode ont été respectés. Nous avons pu observer 
au cours du suivi la tendance des ratios au sein des trois groupes. Le ratio succinate/fumarate 
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Les données recueillies dans le cadre de ce suivi sont pour le moins encourageantes, le suivi des 
ratios succinate/fumarate et succinate/AKG seraient utilisées afin d’apporter un élément de prise 
en charge personnalisée des patients. 
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