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RIASSUNTO 
 
 
 

La Sindrome Paraganglioma è una sindrome tumorale ereditaria a carico dei 

paragangli simpatici e parasimpatici. Nello specifico i tumori associati al sistema 

simpatico possono originare nella midollare del surrene, ed in tal caso vengono 

chiamati feocromocitomi, oppure nei gangli simpatici dell’addome e del torace; 

diversamente i tumori associati al sistema parasimpatico originano nella testa e 

nel collo e vengono chiamati paragangliomi testa-collo (Head and Neck 

Paraganglioma, HNP).  

La Sindrome Paraganglioma si distingue in Sindrome PGL1 (Sindrome 

Paraganglioma di tipo 1), PGL2, PGL3, PGL4 a seconda che sia causata 

rispettivamente da mutazioni a carico dei geni SDHD, SDHAF2, SDHC e SDHB. 

La modalità di trasmissione delle Sindromi è autosomica dominante con 

penetranza incompleta ed espressività variabile, fanno eccezione le sindromi 

PGL1 e PGL2 in cui si ha manifestazione del fenotipo tumorale solo se la 

mutazione viene ereditata per via paterna. 

Nel presente lavoro 94 pazienti affetti o con sospetta Sindrome Paraganglioma 

sono stati analizzati per la ricerca di mutazioni germinali puntiformi, micro-

delezioni/inserzioni nei geni di suscettibilità, mediante la tecnica del 

sequenziamento diretto. Lo screening molecolare ha portato all’identificazione di 

10 mutazioni germinali così distribuite: 5 nel gene SDHB (p.S152Y, p.E175X, 

p.Q235X, p.S239FfsX8, p.R242H) 1 nel gene SDHC (p.R50C) e 4 nel gene 

SDHD (IVS1+1G>A, IVS2+1G>C, IVS2-1G>T, p.P81L). La percentuale di 

mutazioni trovata in ciascun gene è in accordo con quanto riportato nel LOVD 

(Leiden Open Variation Database). Per le varianti a significato ignoto è stata 

effettuata un’analisi in silico sia funzionale che strutturale. Trattandosi tuttavia di 

predizioni basate su algoritmi probabilistici, l’eventuale ruolo patogenetico di tali 

varianti è stato valutato analizzandole in un campione sano proveniente dalla 

stessa popolazione generale. 

I pazienti privi di mutazioni puntiformi, micro-delezioni/inserzioni sono stati 

analizzati per l’eventaule presenza di eventi molecolari più estesi 

(delezioni/duplicazioni) mediante la tecnica Multiplex Ligation Probe Assay 

(MLPA). L’analisi effettuata tuttavia non ha mostrato evidenze di possibili 

delezioni o duplicazioni di interi esoni o dell’intero gene SDHB, SDHC o SDHD. 

Lo screening molecolare a carico dei geni di suscettibilità della Sindrome 
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Paraganglioma ha permesso di identificare nuove mutazioni nonché la presenza di 

portatori asintomatici, ai quali è stata fornita una diagnosi precoce ed un follow-up 

continuo. 

Nel presente lavoro è stata inoltre stimata la prevalenza della mutazione SDHD 

p.C114Y, in un campione generale della popolazione (4.025 individui) presente 

nelle valli trentine (Val dei Mocheni - Val di Cembra - Altopiano di Pinè), nelle 

quali era stata precedentemente individuata un’alta incidenza di HNP causata 

dalla presenza di un “effetto fondatore”. 

Gli individui sono stati analizzati per la presenza/assenza della mutazione 

fondatrice SDHD p.Y114C, mediante discriminazione allelica e DHPLC. I 

portatori della mutazione sono stati poi riconfermati mediante sequenziamento 

diretto. L’analisi effettuata ha permesso di identificare 59 portatori della 

mutazione: 13 (22%) con storia familiare positiva e 46 (78%) con storia familiare 

negativa. La stima della prevalenza della mutazione p.C114Y è risultata pari a 

1.5%, con una prevalenza maggiore in Val dei Mocheni e progressivamente più 

bassa nell’Altopiano di Pinè e nella Val di Cembra. Poiché la densità demografica 

delle valli analizzate è pari a 70.000 abitanti, si può stimare la presenza di circa 

1000 carriers della mutazione. 

Lo studio effettuato dimostra l’importanza dell’analisi genetica in pazienti affetti 

o a rischio di sviluppare la Sindrome Paraganglioma. 
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ABSTRACT 
 
 

Paragangliomas (PGLs) are rare tumors that derive from sympathetic chromaffin 

tissue in adrenal (Pheocromocytoma, Pheo) and extra-adrenal abdominal or 

thoracic locations, or from parasympatetic tissue of the head and neck (HNP). 

PGL syndrome is caused by germline mutations in the SDHB (1p36), SDHC 

(1q21), SDHD (11q23) and SDAF2 (11q13) genes, and it is characterized by 

variable expression and incomplete penetrance. This syndrome follows an 

autosomal dominant transmission but, when caused by mutations in the SDHD 

and SDAF2 genes it behaves as a parent-of-origin disease: inheritance of 

paraganglioma occurs only when paternally transmitted.  

I performed a molecular screening of the SDHB/C/D genes in 94 patients with 

manifestation or suspected of PGL syndrome and I have found 10 mutations 

(10,6%): 5 mutations in the SDHB gene (p.S152Y, p.E175X, p.Q235X, 

p.S239FfsX8, p.R242H), 1 mutation in the SDHC gene (p.R50C)  and 4 mutations 

in the SDHD gene (IVS1+1G>A, IVS2+1G>C, IVS2-1G>T, p.P81L). The 

mutation frequency found in each gene was in agreement with that reported in 

LOVD (Leiden Open Variation Database). 

MLPA analysis, performed on samples resulted negative after molecular 

screening, did not revealed any rearrangements in the SDHB/C/D genes. 

 

Subsequently, I have estimated the prevalence of the founder mutation p.C114Y, 

just identified in some patients with HNP and coming from Trentino region. 4.025 

subjects of the general population living in three Trentino valleys (Val dei 

Mocheni - Altopiano di Pinè - Val di Cembra) were analyzed. DNA was collected 

and extracted from buccal swab; all samples were analyzed with Allelic 

Discrimination and DHPLC and positive samples were then confirmed with direct 

sequencing. The mutation p.Y114C has been identified in 59 subjects: 46 with a 

negative family history and 13 with familiarity. The overall prevalence of the 

mutation was 1.5% with highest prevalence in Mocheni valley and progressively 

lower prevalence in the Pinè tableland and in Cembra valley. This may suggest 

the origin of the founder mutation in the Mocheni valley and the following spread 

to the other two valleys. The living population of this area is more than 70.000 

people and we can estimate the presence of 1.000 carriers. This estimation is very 
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important for the clinical management in positive carriers because they can 

manifest HNP.  

The present study confirms the importance of genetic analysis of patients affected 

or at risk to develop PGL syndrome.  
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1   INTRODUZIONE 
 

 

 

1.1   I PARAGANGLIOMI  

I paragangliomi (PGLs) sono tumori rari, generalmente benigni e altamente 

vascolarizzati, dei paragangli di pertinenza del sistema nervoso simpatico e 

parasimpatico (figura 1). I PGLs, come i normali paragangli, sono costituiti da 

due tipi di cellule: le cellule di tipo I che rappresentano la popolazione neoplastica 

e possiedono granuli neurosecretori e le cellule di tipo II che sono prive di granuli 

e quindi non secernono catecolamine1. 

I PGLs associati al sistema simpatico possono originare: 

• nella midollare del surrene: in tal caso vengono chiamati feocromocitomi; 

• nei gangli simpatici dell’addome e del torace.  

I PGLs associati al sistema parasimpatico originano nella testa e nel collo (Head 

and Neck Paraganlioma, HNP). A seconda della sede di insorgenza gli HNP sono 

suddivisi in PGLs carotidei, PGLs giugulo-timpanici e PGLs vagali. 

 

Nel presente lavoro di dottorato si farà riferimento alla terminologia approvata 

dall’Organizzazione Mondiale della Salute (World Health Organization, WHO) 

che classifica i tumori cromaffini che originano nella midollare del surrene come 

feocromocitomi, mentre i restanti tumori (di origine cromaffine e non) come 

paragangliomi extra-surrenalici2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                             

                                                                             

 

Figura 1: paragangli simpatici (a sinistra) e paragangli parasimpatici (a destra). 
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1.1.1   Il feocromocitoma 

Il feocromocitoma è un tumore secernente catecolamine e, se non identificato e 

trattato chirurgicamente, può portare a morte. Dal 1920 ad oggi la mortalità è 

diminuita dal 46% al 1-2%, tale decremento è dovuto in gran parte al trattamento 

pre-operatorio con farmaci che bloccano le azioni delle catecolamine ed ai 

progressi nelle tecniche anestetiche utilizzate3. L’incidenza del feocromocitoma è 

di circa 2-8/1.000.000 per anno, con un picco fra i 50-60 anni, senza differenza di 

sesso. Il feocromocitoma è responsabile dello 0,2-0,4% dei casi di ipertensione 

arteriosa4. La percentuale di malignità è variabile (2,4-6.7%) e non ci sono prove 

istologiche che consentono di definirla, l’unico criterio accettato è la presenza di 

metastasi. Le metastasi a distanza sono solitamente di origine ematologica e sono 

presenti per la maggior parte nelle ossa, nel fegato e nel polmone5. Poiché le 

metastasi rappresentano l’unico criterio di malignità è importante distinguere fra 

metastasi e multifocalità, presente soprattutto nelle sindromi ereditarie6-8. I 

feocromocitomi si possono presentare come tumori sporadici oppure ereditari (più 

del 25%)6,9 ed in tal caso possono essere manifestazione di Sindromi ereditarie 

quali:  

 

• Sindrome di Von Hippel-Lindau (VHL), causata da mutazioni nel gene 

oncosoppressore VHL10; 

 

• Neoplasia Endocrina Multipla di tipo 2 (MEN2), causata da mutazioni nel 

proto-oncogene RET11; 

 

• Neurofibromatosi di tipo 1 (NF1), causata da mutazioni nel gene 

oncosoppressore NF112; 

 

• Sindrome Paraganglioma (PGL), causata da mutazioni nei geni SDHB13, 

SDHC
14, SDHD15 e SDHAF216. 

 

1.1.2   Sintomi 
I sintomi clinici classici possono essere continui o parossistici e comprendono 

tachicardia, ipertensione, palpitazioni e pallore, perdita di peso, iperglicemia, solo 

nel 15-24% dei casi è presente la classica triade di sintomi: palpitazioni, mal di 

testa e sudorazione17,18. I sintomi del feocromocitoma metastatico sono correlati 

anche con l’infiltrazione del tumore sia in strutture adiacenti che in organi 

distanti. 
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1.1.3   Trattamento 

Il trattamento d’elezione è la rimozione chirurgica, previo trattamento pre-

operatorio con α-bloccanti. Per i casi maligni sono disponibili approcci 

chemoterapici e radionucleari che non si rivelano curativi, ma riducono i sintomi 

causati dall’eccesso di catecolamine e l’infiltrazione/compressione del tumore. 

Non esiste uno specifico trattamento per la prevenzione dell’insorgenza di masse 

tumorali nei casi ereditari: una diagnosi precoce ed un follow-up regolare restano 

gli unici mezzi disponibili19. 

 

 
1.2   PARAGANGLIOMI (PGL) SIMPATICI 

Si possono presentare come tumori benigni o maligni ma il rischio di malignità è 

più elevato rispetto al feocromocitoma, anche in relazione alla presenza di 

mutazioni in alcuni geni di suscettibilità piuttosto che in altri 9,20. Si possono 

presentare come tumori sporadici o ereditari ed essere quindi manifestazione della 

Sindrome Paraganglioma. 

 

1.2.1   Sintomi e trattamento 

I sintomi sono i medesimi del feocromocitoma; anche nei PGL simpatici il 

trattamento di scelta consiste nella rimozione chirurgica.  

 

 
1.3   PGL PARASIMPATICI: HNPs 

Si tratta di tumori generalmente non secernenti (95%) e benigni (più del 90%), 

possono insorgere a qualsiasi età, nel 20% dei pazienti si presentano come lesioni 

multiple (50% nelle sindromi ereditarie)21-24.  

La sede anatomica più comunemente colpita è il corpo carotideo, un piccolo 

paraganglio localizzato nella biforcazione dell’arteria carotidea, in grado di 

monitorare i livelli di ossigeno nel sangue e di stimolare il sistema 

cardiopolmonare in condizioni di ipossia25. 

Si possono presentare come tumori sporadici oppure come tumori ereditari (30%) 

ed essere quindi manifestazione della Sindrome Paraganglioma. Circa il 20-30% 

di HNPs con storia familiare negativa hanno una mutazione germinale nei geni 

SDHD o SDHB, più raramente nel gene SDHC7,9,26-31. 

 

1.3.1   Sintomi 

La sintomatologia e l’approccio diagnostico variano in relazione al punto 

d’insorgenza. L’accrescimento dei PGLs carotidei è spesso silente ed ha 
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sintomatologia apprezzabile solo quando raggiunge dimensioni tali da dislocare o 

comprimere strutture vascolari o nervose o costituire massa palpabile solitamente 

in sede retroangolomandibolare. Nel PGL giugulare, timpano-giugulare e 

timpanico la sintomatologia consta di ipoacusia trasmissiva accompagnata da 

acufeni pulsanti sincroni con il polso, oltre all’effetto massa intracranico. 

 

1.3.2   Trattamento 

La rimozione chirurgica è necessaria poiché la compressione esercitata dalla 

massa tumorale può determinare lesioni ai nervi cranici conducendo a disfagia e 

disfonia. 

 

 

1.4   DIAGNOSI DEI PGLs 

La diagnosi si basa sull’uso di test biochimici e morfologici. I test biochimici da 

soli si rivelano insufficienti, soprattutto nello screening dei pazienti a rischio32,33. 

 

1.4.1   Diagnosi biochimica 

I test biochimici permettono di monitorare i livelli di catecolamine (epinefrine, 

norepinefrine e dopamina) e i loro metaboliti nel plasma o urine. A causa di una 

secrezione di catecolamine parossistica le misurazioni biochimiche potrebbero 

mostrare valori diversi, tuttavia nella maggior parte dei casi sintomatici l’eccesso 

di catecolamine è comunque presente anche nella fase asintomatica. Il parametro 

più comunemente utilizzato è rappresentato dalla misurazione delle epinefrine e 

norepinefrine plasmatiche ed urinarie o matanefrine e normetanefrine plasmatiche 

ed urinarie, il metodo più sensibile è rappresentato dalla misura delle metanefrine 

plasmatiche libere34. I falsi positivi potrebbero essere il risultato di una situazione 

di stress o dell’uso concomitante di farmaci o di prodotti assunti con la dieta 

(caffeina, nicotina). 

Il tipo di catecolamine secrete sono sindrome dipendenti, i feocromocitomi 

associati alla Sindrome VHL sono più noradrenergici rispetto a quelli associati 

alla Sindrome MEN2, che mostrano un pattern più frequentemente adrenergico. 

 

1.4.2   Diagnosi morfologica 

La tomografia computerizzata (Computer Tomography, CT) e la Risonanza 

Magnetica Nucleare (Magnetic Resonance Imaging, MRI) rappresentano i metodi 

di scelta per la rivelazione di tumori cromaffini. Consentono di visualizzare 

tumori di dimensioni da 0,5-1 cm, sebbene la CT sia più economica, la MRI viene 

preferita in termini di sensibilità e di bassa esposizione alle radiazioni ionizzanti, 
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in quanto appare rilevante nei casi ereditari che vanno incontro ad un follow-up 

continuo35. Alle immagini anatomiche è opportuno però affiancare anche 

immagini funzionali (medicina nucleare) soprattutto per i tumori primari di 

piccole dimensioni o per i tumori metastatici per ottenere indicazioni sull’attività 

endocrina del tumore.  

Attualmente esistono tre diversi approcci: la scintigrafia con 123I-MIBG, la 

tomografia ad emissione di positroni (PET) con 18F-DOPA o con 18F-

DOPAMINA e la scintigrafia con 111In-octreotide (OCTREOSCAN)35. In questi 

casi il tracciante radioattivo utilizzato ha un uptake quasi esclusivo per il tessuto 

paragangliare36,37. La tecnica più frequentemente utilizzata è la scintigrafia con 
123I-MIBG che mostra una specificità del 95-100% ed una sensibilità del 77-90%. 

L’uptake dello 123I da parte della tiroide può essere bloccato mediante 

somministrazione di perclorato. La specificità della PET con 18F-DOPA o 18F-

DOPAMINA è maggiore rispetto alle altre due tecniche, tuttavia è disponibile 

solo in pochi centri specializzati38,39. 

 

 

1.5   LA SINDROME PARAGANGLIOMA 

Ad oggi sono stati descritti quattro geni di suscettibilità per la Sindrome 

Paraganglioma, quali: 

 

1. SDHD responsabile della Sindrome Paraganglioma di tipo uno: PGL 1
15; 

 

2. SDHAF2 responsabile della Sindrome Paraganglioma di tipo due: PGL 2
16. 

 

3. SDHC responsabile della Sindrome Paraganglioma di tipo tre: PGL 3
14; 

 

4.  SDHB responsabile della Sindrome Paraganglioma di tipo quattro: PGL 4
13. 

 

I geni SDHB/C/D codificano tre delle quattro subunità del complesso 

mitocondriale II, l’enzima coinvolto nel ciclo di Krebs e nella catena respiratoria 

mitocondriale40, il gene SDHAF2 codifica per una proteina necessaria per la 

flavinazione della subunità A codificata dal gene SDHA16.  

 

Mutazioni a carico del gene SDHA non sono responsabili dei PGLs, ma di una 

malattia infantile neurodegenerativa: la Sindrome di Leigh41. Questa sindrome 

mostra una modalità di trasmissione autosomica recessiva con sintomi clinici 

dipendenti dall’area del sistema nervoso centrale colpita. Sorprende il fatto che 
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mutazioni in due subunità catalitiche che fisicamente interagiscono (subunità A e 

subunità B) determinino un fenotipo estremamente diverso; la spiegazione sembra 

risiedere nella concentrazione proteica, maggiore (circa doppia) per la proteina 

sdha rispetto alle proteine coinvolte nel PGL, ne deriva quindi che una mutazione 

in eterozigosi nel gene SDHA, che determinerebbe una riduzione pari al 50% del 

prodotto proteico (vedi modalità di trasmissione della sindrome), non andrebbe a 

compromette l’attività della SDH42. Mediante esperimenti di FISH (Fluorescent 

In Situ Hybridization) e di elettroforesi in pulse-field è stato dimostrato che nel 

genoma umano il gene SDHA è duplicato (5p15; 3q29). Studi di espressione su 

cellule ibride somatiche di uomo/criceto hanno dimostrato che solo il gene che 

mappa sul cromosoma 5 è espresso43. Per entrambi i geni è stata determinata la 

struttura genomica e attraverso sequenziamento è stata identificata una delezione 

di 1-bp nel gene SDHA in 3q29, confermando il suo ruolo di pseudogene44. Il gene 

SDHA 5p15, è costituito da 15 esoni e codifica per una flavoproteina di 70 kDa 

(subunità A) che mostra un’omologia del 95% con la proteina codificata dal gene 

ortologo bovino.  

 

 

1.5.1   SINDROME PARAGANGLIOMA DI TIPO UNO: PGL 1 

Il gene SDHD mappa sul cromosoma 11 (11q23), è costituito da 4 esoni e codifica 

per la subunità piccola (subunità D o CybS, 12 kDa) del citocromo b (figura 2).  

 

 

 

 

Figura 2: regione genomica, trascritti e prodotti del gene SDHD. 

 

 

Il gene SDHD sembra agire come tumor suppressor gene nei paragangliomi sia 

sporadici che ereditari. Occorre ricordare che un individuo che eredita attraverso 

la linea germinale una mutazione in un tumor suppressor gene eredita la 

predisposizione al tumore, ma non il tumore stesso, e affinchè esso insorga è 

necessario che si verifichi un secondo evento mutazionale (second hit), a carico 

dell’allele wild type come l’LOH (Loss of Heterozygosity). 

L’LOH è il meccanismo sottostante lo sviluppo di alcuni tumori, sia ereditari che 

sporadici, in cui una singola mutazione in uno dei due cromosomi omologhi del 

tumor suppressor gene non è sufficiente per promuovere la crescita tumorale, 

mentre la delezione o destabilizzazione dell’allele sull’omologo porta ad una 
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crescita incontrollata. 

 

1.5.1.1   Modalità di trasmissione della Sindrome PGL1 

La Sindrome PGL1 mostra una modalità di trasmissione parent-of-origin effect: il 

fenotipo patologico si manifesta solo se la mutazione viene ereditata per via 

paterna.  

 

1.5.1.2   Ipotesi del parent-of-origin effect 

La modalità di trasmissione del gene SDHD suggerirebbe modificazioni 

epigenetiche sesso specifiche avvenute durante la gametogenesi e indicherebbe 

l’esistenza di imprinting genomico24. Il gene SDHD tuttavia non è un gene 

imprintato, esso infatti mostra un’espressione biallelica nel cervello, nel rene e nel 

tessuto linfonodale15, non mappa in una regione soggetta a imprinting61 mentre è 

noto che i geni imprintati mostrano una chiara tendenza a clusterizzare ed infine, 

il promotore del gene SDHD non è metilato nel feocromocitoma o nel tessuto 

midollare normale45.  

È stato allora suggerito che l’imprinting del gene SDHD potesse essere ristretto 

alle cellule paragangliari, tuttavia la perdita somatica dell’allele wild type materno 

nei portatori della mutazione suggerisce che la progressione verso il fenotipo 

tumorale sia causata da tale perdita: questo meccanismo non sarebbe possibile se 

il gene SDHD fosse realmente imprintato25,46.  

Nel 2004 è stato ipotizzato che il processo di tumorigenesi nei PGLs causati da 

mutazioni a carico del gene SDHD sia da ricercarsi nella perdita somatica materna 

di altri tumor suppressor genes imprintati per via paterna45. Sul braccio corto del 

cromosoma 11 (11p15.5) mappano geni soggetti ad imprinting, ovvero geni che 

mostrano un’espressione differenziale a seconda che siano stati ereditati per via 

materna o paterna. 

Tali geni sono presenti in due cluster, chiamati anche domini47 (figura 3):  

 

� domino 1 in cui mappano i geni H19 ed IGF2;  

 

� dominio 2 in cui mappano i geni TSSC3, SLC22A1L, CDKN1C, KCNQ1 e 

KCNQ10T1. 
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Nel dominio 1 e 2 sono presenti rispettivamente le regioni DMR1 (Differentially 

Metilated Region 1) metilata sul cromosoma paterno e DMR2 (Differentially 

Metilated Region 2, chiamata anche KvDMR1) metilata sul cromosoma materno47 

(figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: mappa della regione imprintata 11p15. I geni espressi dall’allele materno vengono 

rappresentati in rosso, quelli espressi dall’allele paterno in blu, i geni non imprintati in 

grigio. La direzione della trascrizione viene indicata dalle frecce. La localizzazione di 

DMR1 e DMR2 è indicata mediante i rettangoli rispettivamente blu e rossi. La 

metilazione è indicata attraverso il gruppo metile CH3
47. 

 

 

Di seguito viene fornita una breve descrizione relativa ai tumor suppressor genes 

imprintati che potrebbero essere coinvolti nel meccanismo di tumorigenesi. 

 

H19: mappa nella regione 11p15, ha una dimensione di 2.5 Kb, consta di 5 esoni e 

codifica per un RNA non tradotto (figura 4) che va incontro ad aggiunta di 

CAP al 5’, splicing e poliadenilazione al 3’. È un gene imprintato, espresso 

solo sul cromosoma materno48.  

 

 

 

 

 

Figura 4: regione genomica, trascritti e prodotti del gene H19. 
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CDKN1C: codifica per un forte inibitore della proliferazione cellulare, in 

particolare del complesso G1 ciclina/Cdk. Mutazioni in questo gene, 

espresso solo sul cromosoma materno, sono responsabili di tumori 

sporadici e della Sindrome di Beckwith-Wiedemann49. Sono presenti 2 

diverse isoforme: a e b (figura 5). 

 

 

 

 

Figura 5: regione genomica, trascritti e prodotti del gene CDKN1C. 

 

 

In un paziente con predisposizione al tumore, e quindi con una mutazione in 

eterozigosi, la perdita dell’allele wild type rappresenta la condizione per la 

progressione verso il fenotipo patologico. Nel caso del tumor suppressor gene 

SDHD il meccanismo sembra essere diverso a causa della presenza dei tumor 

suppressor genes presenti sul braccio corto del cromosoma 11 che andrebbero ad 

inibire la progressione tumorale45. 
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La perdita simultanea dell’allele wild type e del tumor suppressor gene espresso 

per via materna renderebbe invece possibile la progressione tumorale (figura 6)45.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: modello proposto da Hensen per la modalità di trasmissione dei PGLs causati da 

mutazioni nel gene SDHD. Cromosoma materno (bianco) e paterno (grigio).  

a: gene SDHD mutato sul cromosoma paterno, in basso perdita dell’intero cromosoma 

11 materno e progressione verso il fenotipo tumorale; b: figura in alto come in a, in 

basso: perdita del braccio lungo del cromosoma 11 materno. La progressione verso il 

tumore non è possibile a causa della presenza dei tumor suppressor genes; c: gene 

SDHD mutato sul cromosoma materno, in basso perdita del braccio lungo del 

cromosoma 11 paterno. La progressione verso il tumore non è possibile a causa della 

presenza dei tumor suppressor genes; d: figura in alto come in c, in basso perdita 

dell’intero cromosoma 11 paterno, non è possibile la progressione verso il tumore; e: 

figura in alto come in d, ma meccanismo di ricombinazione, quindi progressione verso 

il fenotipo tumorale45. 

 

 

Secondo il modello di Hensen, quindi, affinchè la mutazione nel gene SDHD 

venga ereditata per via materna sarebbe necessaria la perdita simultanea dell’allele 

wild type SDHD paterno e della regione 11p15 non metilata (cioè attiva) 

materna45. 

Tutti i lavori presenti in letteratura fino al 2008 confermano che i PGLs causati da 

mutazioni nel gene SDHD si manifestano solo se ereditati per via paterna7,30,50-52. 

Tale modalità di trasmissione viene però confutata da Pigny et al.,53 quando nel 

2008 identificano in una famiglia con PGL ereditario la mutazione a carico del 

gene SDHD c.129 G>A p.W43X, si tratta di una mutazione patogena già descritta 
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in letteratura54, che causa la comparsa di un codone di STOP con conseguente 

formazione di una proteina tronca. La mutazione individuata è stata ereditata per 

via materna. Mediante analisi LOH effettuata sul probando è stata dimostrata la 

perdita parziale del cromosoma 11 di origine materna. Il risultato ottenuto 

avvalora l’ipotesi avanzata da Hensen, anche se non è stata definita con precisione 

l’ampiezza della regione deleta perchè i marcatori fiancheggianti tale regione non 

sono risultati informativi. Tuttavia secondo Neumann ed Erlic55 una diagnosi non 

corretta (si tratterebbe di incidentaloma e non PGL) e la presenza di dati 

molecolari-genetici non completi (non è stato dimostrata la perdita dell’allele wild 

type paterno sul DNA tumorale) renderebbero dubbioso il caso descritto da Pigny. 

 

1.5.1.3   Mutazioni a carico del gene SDHD 

Mutazioni nel gene SDHD conferiscono un’alta suscettibilità allo sviluppo di 

HNPs, soprattutto nel glomo carotideo o giugulo-timpanico e sono responsabili 

dell’insorgenza di tumori multipli. L’età di comparsa dei PGLs è più precoce 

quando causata da mutazioni in SDHD rispetto a mutazioni in SDHB e SDHC, con 

una penetranza dell’86% a 50 anni7,30.  

Secondo l’algoritmo di Neumann fra i pazienti con storia familiare positiva per 

HNP o HNP multipli il primo gene da analizzare è il gene SDHD, seguito da 

SDHB e per ultimo SDHC (SDHD>>SDHB>>SDHC)56. 

Non deve essere utilizzato l’algoritmo sopra riportato per i pazienti che 

appartengono ad aree geografiche ristrette per le quali è stato individuato un 

“effetto fondatore”, in questo specifico caso i pazienti devono essere analizzati per 

la mutazione fondatrice individuata in quella specifica area.  

 

1.5.1.4   Effetto fondatore 

Sino ad oggi sono stati descritti diversi effetti fondatore a seguito di mutazioni nel 

gene SDHD: in Olanda (D92Y, L95P e L139P), negli USA (P81L), in Italia-

Toscana (Q109X) e in Spagna (c.337-340 delGATC e W43X)57-59.  

Anche nel laboratorio presso il quale ho svolto la presente ricerca è stata 

individuata, in una specifica area del Trentino, una ricorrente mutazione 

(p.Y114C) nel gene SDHD, facendo presupporre un effetto fondatore (vedi di 

seguito 1.5.1.5). 

 

L’effetto fondatore è una forma di deriva genetica che si verifica quando un 

piccolo gruppo si stacca da una popolazione più grande per fondare una nuova 

colonia. Tale deriva è dovuta a una singola generazione di campionamento 

casuale, seguita da varie generazioni in cui la popolazione si mantiene di piccole 
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dimensioni. Si viene così a verificare uno scostamento dall’accoppiamento 

casuale, occorre però distinguere due diversi tipi di scostamento: 

1) gli individui possono accoppiarsi in modo non casuale in quanto 

condividono un certo grado di consanguineità. Se l’accoppiamento fra 

individui imparentati avviene con frequenza maggiore di quella dovuta 

unicamente al caso, allora si dice che la popolazione è soggetta a 

inbreeding o incrocio. Se l’accoppiamento fra consanguinei è meno 

frequente di quanto lo sarebbe per caso, si parla di esoincrocio stretto 

(enforced outbreeding) o di inbreeding negativo. 

 

2) può però accadere che gli individui scelgano il proprio partner non in base 

al grado di parentela, bensì al grado di somiglianza a “un qualche locus”. 

La tendenza di accoppiamento tra simili prende il nome di accoppiamento 

assortativo positivo; la tendenza invece a scegliere partner molto diversi è 

chiamata accoppiamento assortativo negativo. 

Sia l’inbreeding che l’accoppiamento assortativo positivo hanno lo stesso tipo di 

conseguenza sulla struttura di una popolazione: una riduzione della variabilità 

genetica60.  

 

1.5.1.5   Individuazione di un’area di endemia per il PGL 

In una piccola area geografica del Trentino l’incidenza degli HNP, secondo 

racconti aneddotici, appariva elevata. Con lo scopo di determinare se alla base di 

tale fenomeno ci fosse una causa genetica, i pazienti affetti da HNP, provenienti 

dall’ospedale Santa Chiara di Trento, sono stati analizzati per la ricerca di 

eventuali mutazioni puntiformi e/o micro-delezioni/duplicazioni, nei geni di 

suscettibilità della Sindrome Paraganglioma (SDHB, SDHC, SDHD), mediante la 

tecnica del sequenziamento diretto. Non è stato analizzato il gene SDHAF2 perché 

non era ancora noto il suo coinvolgimento in tale Sindrome. I pazienti, 

appartenenti a diciannove famiglie, apparentemente non imparentate fra di loro, 

provenivano da una ristretta area geografica della Valsugana - Val dei Mocheni - 

Val di Cembra. L’analisi effettuata ha permesso di identificare la mutazione 

SDHD c.341G>C p.Y114C in tutti gli individui affetti da HNP. Si tratta di una 

mutazione missenso, a carico dell’esone 4 del gene SDHD, precedentemente 

descritta in letteratura come mutazione patogena61. Con lo scopo di determinare se 

la mutazione individuata provenisse da un ancestore comune è stato ricostruito 

l’aplotipo dei portatori della mutazione, mediante l’utilizzo di marcatori 

microsatelliti polimorfici che mappano in una regione di circa 360 Kb, 

comprendente il locus SDHD. La ricostruzione dell’aplotipo ha permesso di 
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evidenziare che tutti i portatori della mutazione condividevano lo stesso aplotipo. 

È stato allora consultato il registro presente nell’“Archivio Diocesano” 

ricostruendo l’albero genealogico delle famiglie oggetto di studio fino al 1.700. 

Tuttavia non è stato individuato l’ancestore comune avanzando l’ipotesi che la 

mutazione fosse antecedente al XVII secolo.  

L’analisi genetica è stata poi estesa ad altri probandi ed ai loro familiari con lo 

scopo di individuare altri portatoti della mutazione. E’ stata valutata la 

localizzazione del tumore e l’età di esordio: la sede anatomica maggiormente 

colpita risultava essere il glomo carotideo, un piccolo paraganglio localizzato 

nella biforcazione dell’arteria carotidea, con età di comparsa della malattia intorno 

alla terza-quarta decade di vita.  

 

 

1.5.2   SINDROME PARAGANGLIOMA DI TIPO DUE: PGL2 

Il gene SDHAF2 mappa sul cromosoma 11 (11q12.2), è costituito da 4 esoni e 

codifica per una proteina di 167 aminoacidi (figura 7), altamente conservata negli 

eucarioti e in alcune specie di procarioti, fondamentale per l’attività della SDH.  

 

 

 

 

Figura 7: regione genomica, trascritti e prodotti del gene SDHAF2. 

 

 

Il suo coinvolgimento nella Sindrome Paraganglioma è stato identificato solo di 

recente, grazie all’utilizzo della proteomica mitocondriale di lievito16. 

La proteina sdhaf2 interagisce con la subunità catalitica del complesso SDH 

(subunità A). Non è ancora chiaro se la flavinazione (l’incorporazione del 

cofattore FAD) della subunità A sia un meccanismo autocatalitico o se richieda la 

presenza della proteina sdhaf2.  

 

1.5.2.1   Modalità di trasmissione della Sindrome PGL2 

La Sindrome PGL2 mostrerebbe, allo stesso modo del gene SDHD, una modalità 

di trasmissione parent-of-origin effect con penetranza incompleta ed espressività 

variabile. 
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1.5.2.2   Mutazioni a carico del gene SDHAF2 

Nel gene SDHAF2 è stato individuata la variante c.232G>A, p.G78R, non 

precedentemente descritta in letteratura, in tre pazienti di una famiglia olandese 

affetta da PGL ereditario, risultati negativi per lo screening a carico dei geni 

SDHB/C/D. Tale variante è stata testata su 400 individui sani, utilizzati come 

controllo, con lo scopo di escludere che si trattasse di un polimorfismo, e non è 

stata individuata in nessuno di questi. L’analisi genetica è stata poi estesa 

all’intera famiglia, permettendo così di evidenziare che la mutazione segrega con 

il fenotipo patologico. La mutazione individuata sembrerebbe destabilizzare 

sdhaf2 e di conseguenza l’interazione sdhaf2-sdha ne risulterebbe indebolita16. 

Partendo quindi da una proteina mitocondriale di lievito non precedentemente 

caratterizzata è stato dimostrato mediante analisi biochimiche e genetiche che la 

proteina riveste un ruolo cruciale nella biogenesi e nella funzione della catena 

respiratoria e che la sua inattivazione mutazionale conferisce nell’uomo 

suscettibilità al tumore. 

 

 

1.5.3   SINDROME PARAGANGLIOMA DI TIPO TRE: PGL3 

Il gene SDHC mappa sul braccio lungo del cromosoma 1 (1q21.23), sono presenti 

4 isoforme, l’isoforma 1, quella di maggiore dimensioni, è costituita da 6 esoni e 

codifica per la subunità grande (subunità C o CybL, 15 kDa) del citocromo b 

(figura 8).  

 

 

 

 

Figura 8: regione genomica, trascritti e prodotti del gene SDHC. 

 

 

1.5.3.1   Modalità di trasmissione della Sindrome PGL3 

La Sindrome PGL3 mostra una modalità di trasmissione autosomica dominante, 

con penetranza incompleta ed espressività variabile. 

 

1.5.3.2   Mutazioni a carico del gene SDHC 
Mutazioni a carico di tale gene sono state sino ad oggi individuate solo in due 

pazienti affetti da feocromocitoma8; il suo coinvolgimento, invece, in pazienti 

affetti da PGL o da diade PGL-GIST (Gastrointestinal Stromal Tumors, 

GIST)sembra essere maggiore62,63. 
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1.5.4   SINDROME PARAGANGLIOMA DI TIPO QUATTRO: 

PGL4 

Il gene SDHB mappa sul braccio corto del cromosoma 1 (1p36.13) consta di 8 

esoni e codifica per una proteina ferro-zolfo (subunità B) di 27 kDa (figura 9). 

 

 

 

 

Figura 9: regione genomica, trascritti e prodotti del gene SDHB. 

 

 

Anche il gene SDHB sembra agire come tumor suppressor gene nei 

paragangliomi sia sporadici che ereditari. 

 

1.5.4.1   Modalità di trasmissione della Sindrome PGL4 

La Sindrome PGL4 mostra una modalità di trasmissione autosomica dominante, 

con penetranza incompleta ed espressività variabile. 

 

1.5.4.2   Mutazioni a carico del gene SDHB 

Mutazioni nel gene SDHB sono maggiormente associate a feocromocitoma o 

paraganglioma simpatico con un’elevata percentuale di casi maligni (più del 

34%)20.  

Secondo l’algoritmo proposto da Neumann questo gene deve essere analizzato per 

primo nei pazienti con almeno un fattore di rischio per HNP, con storia familiare 

negativa e con HNP solitari, in caso di esito negativo segue lo screening nel gene 

SDHD ed infine nel gene SDHC (SDHB>>SDHD>>SDHC)56. 

Mutazioni in SDHB sono state anche associate con il carcinoma renale a cellule 

chiare (Renal Clear cell Carcinoma, RCC), con il carcinoma papillare della 

tiroide7 (Papillary Thyroid Carcinoma, PTC) e con la Diade di Carney: PGL-

GIST63,64. 

 

 

1.6   PREVALENZA DELLE MUTAZIONI SDHx NEI PGLs 

Gli studi genetici sino ad oggi effettuati suggeriscono che l’8-12,5% dei 

feocromocitomi non sindromici e con storia familiare negativa sono causati da 

mutazioni germinali occulte nei geni SDHB o SDHD6,29,31,65,66. Le mutazioni a 

carico del gene SDHC sembrano essere invece rare27,67. 

La frequenza di mutazioni germinali in HNPs non familiari e non sindromici è 
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maggiormente variabile, l’11-29% sono causati da mutazioni germinali a carico 

dei geni SDHx26,28,31,52,57,68
. 

 

 

1.7   IL COMPLESSO MITOCONDRIALE II 

Il complesso mitocondriale II, chiamato anche succinato:ubichinone 

ossidoriduttasi (SQR) o succinato deidrogenasi (SDH), è uno dei cinque 

complessi della catena respiratoria mitocondriale (complesso I-V). Tale 

complesso è responsabile, nel ciclo degli acidi tricarbossilici, dell’ossidazione del 

succinato a fumarato, e nella catena respiratoria mitocondriale della riduzione 

dell’ubichinone (UQ) a ubichinolo (QH2). 

Il complesso II, la cui struttura è stata determinata mediante cristallografia a raggi 

X ad una risoluzione di 2.4 Å dal cuore del maiale69, è costituito da due proteine 

idrofiliche, la flavoproteina (Fp) e la proteina ferro-zolfo (Ip), e da due proteine 

transmembrana idrofobiche (CybL e CybS). La Fp e la Ip rappresentano il core 

catalitico solubile costituito dalla subunità A che lega covalentemente il cofattore 

FAD e dalla subunità B che contiene i clusters ferro-zolfo [2Fe-2S], [4Fe-4S], 

[3Fe-4S], CybL e CybS, invece, ancorano il complesso alla membrana 

mitocondriale interna. La SDH può essere classificata in cinque tipi (A-E) in 

accordo con il numero di subunità idrofobiche e con il numero di gruppi eme, 

quella mitocondriale appartiene al tipo C e contiene un gruppo eme e due proteine 

transmembrana: la subunità grande del citocromo C (CybL) e la subunità piccola 

(CybS)69.  

Il trasferimento di elettroni dal succinato a fumarato avviene attraverso i cinque 

gruppi prostetici: il FAD, i clusters Fe-S ed il gruppo eme69. 

 
1.7.1   Struttura del complesso mitocondriale II 

La SDH mitocondriale contiene 4 proteine: 

 

1) la flavoproteina (Fp, 68 kDa, 622 aminoacidi)- SDHA 

2) la proteina ferro-zolfo (Ip, 29 kDa, 252 aminoacidi)- SDHB 

3) una proteina ancora di membrana (CybL, 15 kDa, 140 aminoacidi)- SDHC 

4) un’altra proteina ancora di membrana (CybS, 11kDa, 103 aminoacidi)- 

SDHD. 
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1.7.1.1   La testa idrofilica 

La testa idrofilica del complesso II è costituita da Fp e da Ip. 

Fp è costituita da 4 domini (figura 10):  

1) un grande dominio che lega il FAD (residui A10-A273 e A361-A445),  

2) un dominio cap (A274-A360) con una struttura βαβα,  

3) un dominio elicale (A466-A543), 

4) un dominio C-terminale (A554-A622) costituito da un loop (A561-

A579) e da due foglietti β. 

Il domino che lega il FAD può essere a sua volta suddiviso in tre parti: 

1. un sottodominio ammino terminale (A10-A61 e A154-A273), 

2. un sottodominio mobile (A62-A153) con due eliche e sette 

piccoli foglietti β, 

3. un sottodominio (A361-A445) incastrato fra i due sopracitati. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: rappresentazione cartoon della flavoproteina (Fp)69. 

 

La proteina ferro-zolfo contiene: 

� un dominio ammino terminale (B9-B114) costituito da cinque foglietti β 

ed un piccolo loop per il legame del cluster [2Fe-2S], 

� un dominio carbossi terminale (B115-B247) con sei eliche connesse da 

loops, responsabile del legame del cluster [3Fe-4S] e [4Fe-4S] (figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: rappresentazione cartoon della proteina ferro-zolfo (Ip). I gruppi prostetici sono 

rappresentati mediante sfere69. 
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1.7.1.2   L’ancora di membrana idrofobica 

Osservato dall’alto l’intero dominio idrofobico contiene due peptidi, assemblati 

come un fiore: il gruppo eme rappresenta il pistillo e le eliche transmembrana 

rappresentano le foglie. 

La subunità grande del citocromo C (CybL) ha cinque eliche: elica 1L (C7-C21), 

elica 2L (C36-C66), elica 3L (C70-C80), elica 4L (C84-C114) e elica 5L (C119-

C142), la subunità piccola (CybS), invece, possiede quattro eliche: elica 1S (D36-

D62), elica 2S (D66-D92), elica 3S (D95-D123) e elica 4S (D126-D136) (figura 

12). Entrambe la subunità hanno la porzione ammino terminale che sporge verso 

la matrice e la porzione carbossi terminale nello spazio intermembrana. La 

porzione N-terminale di CybL forma un’elica idrofilica che interagisce con Ip. Le 

eliche transmembrana 2L e 4L del CybL e le eliche 1S e 2S di CybS sono tenute 

insieme e circondate dalle eliche 5L e 3S. 4 residui aromatici Tyr-C100, Phe-C96, 

Phe-C92, Tyr-C88 tutti presenti nell’elica 4L sono fondamentali per la stabilità 

della struttura dell’elica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: rappresentazione cartoon del CybL e CybS69. 

 

 

1.7.1.3   Interazioni fra le 4 subunità proteiche 

Le interazioni fra le quattro subunità della SDH mitocondriale risultano essere 

cruciali per la sua formazione, funzione e stabilità. Non c’è un’interazione diretta 

fra Fp e l’ancora idrofobica di membrana, diversamente da Ip che per il 40% della 

sua area interagisce sia con l’ancora di membrana che con Fp, indicando che la 

stabilità strutturale del complesso viene conferito dalla proteina Ip. Fra le superfici 

di contatto delle quattro subunità sono presenti interazioni idrofobiche69. 

 

 

 

 



 27 

1.8   TUMORIGENESI DEL PGL 

La patogenesi dei PGLs non è stata ancora chiarita, di seguito vengono riportate le 

diverse ipotesi sino ad oggi avanzate. 

 

 

1.8.1   Ipotesi dell’apoptosi 

L’apoptosi, ovvero la morte cellulare programmata, è un processo fondamentale 

di regolazione biologica, che interviene per eliminare le cellule invecchiate e 

quelle sviluppate in modo anomalo, eliminando così la propagazione dell’errore. 

L’evasione dall’apoptosi rappresenta uno dei meccanismi sottostante lo sviluppo 

della maggior parte dei tumori70.  

I mitocondri contribuiscono all’apoptosi mediante il rilascio di proteine tossiche 

alcune delle quali agiscono in maniera caspasi–dipendenti (citocromo c, 

Smac/DIABLO), altre in maniera caspasi-indipendenti (AIF e Endo G)71. Sotto 

l’induzione del processo apoptotico la membrana mitocondriale esterna diventa 

completamente permeabile alle proteine mitocondriali tossiche, che vengono 

rilasciate per dirigere la distruzione cellulare72. Durante l’apoptosi il potenziale 

transmembrana si dissipa e di conseguenza il gradiente protonico non viene 

mantenuto, viene così abolita la produzione di energia mitocondriale73. Come 

potenziale meccanismo di tumorigenesi nei PGLs è stato proposto che mutazioni 

in SDH causino l’inibizione dell’apoptosi, presumibilmente inibendo la 

partecipazione dei mitocondri al processo apoptotico13. 

È stato poi proposto che l’inattivazione della SDH determini un accumulo di 

specie reattive dell’ossigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) e di succinato, è 

probabile che tale aumento rappresenti un segnale di ipossia per le cellule 

paragangliari con conseguente iperplasia ed eventuale trasformazione neoplastica 

(figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: potenziale meccanismo di tumorigenesi nei PGLs. 
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Se questa ipotesi fosse corretta evitando l’esposizione ipossica si potrebbe ridurre 

il rischio di sviluppo del tumore. Occorre ricordare che nei PGLs i livelli di ROS 

possono aumentare a causa della mancata riduzione dell’ubisemichinone (Q-) in 

ubichinolo (QH2) e/o a causa della reazione chimica fra gli elettroni in fase di 

stallo e l’ossigeno molecolare. 

L’ipotesi dell’apoptosi viene confermata anche da Lee et al.,74 attraverso 

l’esistenza di un link diretto fra l’accumulo di succinato (causato dalla 

downregolazione della SDH), l’attività della prolil idrossilasi 3 (EglN3) e la 

successiva evasione dal normale processo di apoptosi neuronale. L’enzima prolil 

idrossilasi (PHD, chiamato anche EglN) catalizza l’idrossilazione di specifici 

residui di prolina, esistono 3 diverse EglN: EglN1, EglN2, EglN3. EglN3 induce 

l’apoptosi dei neuroni, tuttavia la sua inibizione SDH dipendente, ha come effetto 

la sopravvivenza delle cellule neuronali. Le cellule paragangliari originano dalle 

cellule del sistema nervoso simpatico e la maggior parte di queste cellule 

normalmente muoiono durante lo sviluppo grazie al processo di apoptosi. 

 

1.8.2   Ipotesi della pseudo-ipossia 

È stato dimostrato che mutazioni nella SDH stimolano nei tumori il pathway di 

risposta all’ipossia75,76. In particolare nei PGLs causati da mutazioni nel gene 

SDHD sono stati osservati livelli elevati del fattore inducibile l’ipossia HIF-1α 

(Hypoxia Inducile Factor, HIF)77. La subunità HIF-1α è una componente ossigeno 

inducibile del fattore di trascrizione HIF, un eterodimero costituito da HIF-α e 

HIF-β, che attiva l’espressione di geni coinvolti nell’angiogenesi, 

nell’eritropoiesi, nel metabolismo energetico e nell’apoptosi78,79. In condizioni di 

normoxia (tensione di ossigeno normale) l’attività di HIF viene inibita da pVHL 

(la proteina codificata dal gene VHL) attraverso l’interazione fra pVHL ed il 

dominio di degradazione ossigeno dipendente di HIF-1α (Oxygen-Dependent 

Degradation (ODD) domain)78,79. Il legame di pVHL ad HIF-1α è regolato 

dall’idrossilazione di due specifici residui di prolina (Pro-402 e Pro-564, i numeri 

si riferiscono ai residui di HIF-1α umana) presenti nel dominio OOD80,81. Tale 

modificazione post traduzionale è catalizzata dalla HIF-α PHD e porta alla 

formazione di due legami idrogeno con la pVHL e alla successiva degradazione di 

HIF-1α attraverso il proteosoma82,83.  
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In condizioni di ipossia o di mutazioni a carico di pVHL, HIF-1α non viene 

riconosciuta da pVHL e trasloca nel nucleo dove dimerizza con la subunità β 

attivando l’espressione dei geni target (figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: meccanismo di azione di HIF-α in assenza e in presenza di ossigeno84. 

 

 

L’accumulo di succinato come conseguenza della downregolazione della SDH 

mima di fatto una condizione di ipossia perché il succinato trasloca dal 

mitocondrio nel citosol ed inibisce la PHD, HIF-1α non idrossilata non viene 

quindi riconosciuta da pVHL e trasloca nel nucleo85 (figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: ruolo del succinato nel pathway mitocondrio-citosol85. 
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Il succinato funziona quindi come messaggero intracellulare fra mitocondri e 

citosol ed ha un effetto diretto sull’enzima citosolico PHD e sull’espressione 

genica. Una significativa riduzione dell’espressione di SDH è stata osservata 

anche nel carcinoma gastrico e colonrettale86, ciò dimostrerebbe il coinvolgimento 

del succinato nel processi di tumorigenesi, in particolare nella transizione alle 

forme tumorali più infiltranti. Mediante studi di espressione genica con micro-

array effettuati su feocromocitoma e PGLs è stato dimostrato che HIF-1α inibisce 

la subunità B ed ha quindi una duplice funzione: da una parte attiva l’espressione 

dei geni target, dall’altra inibisce l’attività della SDH87 (figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fìgura 16: modello proposto di inter-regolazione fra HIF-1α ed SDHB87. 

 

 
1.8.3   Ipotesi dello stress ossidativo 

Lo stress ossidativo è quel processo in cui l’iperproduzione ed il successivo 

accumulo di radicali liberi nell’organismo, in assenza di un’adeguata capacità 

difensiva, comporta l’instaurarsi di danni ossidativi a carico di quasi tutti i 

costituenti dell’organismo, con conseguente insorgenza di patologie a carico dei 

diversi organi ed apparati88. L’accumulo di ROS porta quindi ad un incremento 

dello stress ossidativo e ad ipermutazioni, specialmente nel DNA mitocondriale 

(mtDNA). Date le proprietà redox della SDH è stato suggerito un suo possibile 

coinvolgimento nella produzione di superossidi89. L’ubichinone (UQ) nella sua 

forma ridotta (QH2) si comporta come un antiossidante proteggendo i fosfolipidi 

di membrana dalla perossidazione lipdica e le proteine mitocondriali ed il DNA 

dai radicali liberi indotti dal danno ossidativo90. Tuttavia UQ quando semi-ridotto 

nella forma simi-chinolo (Q-) agisce come pro-ossidante. Poiché la SDH è l’unica 

deidrogenasi capace di mantenere lo stato ridotto di UQ, mutazioni che risultano 

in una riduzione o perdita di funzione della SDH potrebbero portare ad un 

maggiore stress ossidativo e possibilmente alla tumorigenesi.  
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Esperimenti condotti su C.elegans hanno dimostrato che mutazioni mev-1 nella 

subunità cytb L (l’ortologo della subunità umana C) causano l’alterazione del 

metabolismo energetico e la produzione di superossidi con conseguenze dirette 

sulla durata del ciclo vitale che diventa più breve91.  
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2   SCOPO DELLA RICERCA 
 

 

 

La Sindrome Paraganglioma è una sindrome tumorale ereditaria delle cellule 

cromaffini del surrene (feocromocitoma) e/o delle cellule paragangliari. È causata 

da mutazioni a carico dei geni della succinato deidrogenasi (SDH), ad eccezione 

del gene SDHA, responsabile della Sindrome di Leigh. Solo recentemente è stato 

scoperto un quarto di suscettibilità della Sindrome Paraganglioma, si tratta del 

gene SDHAF2.  

Sino ad oggi sono state riportate in letteratura mutazioni germinali puntiformi, 

micro-delezioni/duplicazioni e delezioni più ampie, a carico dei geni SDHx, ad 

eccezione del gene SDHAF2 per il quale è stato finora individuata una sola 

mutazione non senso, responsabile della progressione neoplastica.  

Visto il coinvolgimento dei geni SDHx, si è voluto analizzare i pazienti affetti da 

feocromocitoma e/o paraganglioma per la ricerca di eventuali nuove mutazioni in 

tali geni e per comprendere il meccanismo molecolare sottostante lo sviluppo di 

tumori cromaffini e non. 

Laddove lo screening molecolare porterà all’identificazione di una mutazione 

germinale, l’analisi genetica verrà stata estesa ai familiari con lo scopo di 

individuare i portatori della data mutazione asintomatici, offrendo loro una 

diagnosi precoce ed un follow-up continuo. La presenza di varianti di sequenza 

non descritte in letteratura verrà analizzata mediante opportune analisi in silico e 

successivamente mediante l’utilizzo di un gruppo di controllo di individui sani 

con lo scopo di escludere o meno il loro ruolo di polimorfismi (SNPs). 

 

 

Relativamente alla Sindrome PGL1 (causata da mutazioni nel gene SDHD), era 

stato scoperto un “effetto fondatore” in un’area geografica ristretta del Trentino 

(Valsugana - Val di Cembra - Altopiano di Pinè). Alla luce dei risultati ottenuti si 

è deciso di stimare la prevalenza dell’allele mutato in un campione della 

popolazione generale in cui era stato individuato l’effetto fondatore, con lo scopo 

di stimare il numero di individui genotipicamente a rischio di sviluppare la 

neoplasia e di trasmettere la mutazione alla prole. 
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3 MATERIALI E METODI 
 
 
 

3.1   CASISTICA 

Nel presente lavoro sono stati analizzati 94 pazienti (52 maschi e 42 femmine) 

affetti da feocromocitoma o paraganglioma (PGL). Alcuni pazienti con 

feocromocitoma provengono dall’Unità Operativa di Endocrinologia dell’Azienda 

Ospedaliera di Padova e dalle Cliniche Chirurgiche I, II e III del Policlinico 

Universitario di Padova, altri, invece, sono stati reclutati presso centri quali 

Torino, Ancona, Firenze. 

I pazienti con paraganglioma testa-collo (Head and Neck Paraganglioma, HNP) 

provengono dalle Unità Operative di Otorino-Laringoiatria e di Chirurgia 

Vascolare dell’Azienda Ospedaliera di Padova. 

 

Sono stati inoltre analizzati 355 individui provenienti dalla Val dei Mocheni, 

1.275 dall’Altopiano di Pinè e 2.395 dalla Val di Cembra, relativamente alla 

mutazione fondatrice trentina SDHD c.341 A>G p.Y114C. 

 

Tutti gli individui (pazienti affetti da Sindrome PGL e individui provenienti dalle 

valli trentine) hanno fornito il consenso informato per l’esecuzione delle analisi 

genetiche. 

 

 

3.2   ESTRAZIONE DEL DNA GENOMICO da sangue intero 

Il DNA genomico è stato estratto da campioni di sangue periferico, contenuto in 

provette con soluzione liquida 8% di EDTA (acido etilendiamminicotetracetico, 

un chelante che lega gli ioni calcio inibendo in questo modo la cascata 

coagulativa). I campioni sono stati conservati a -20°C fino al momento 

dell’estrazione del DNA. Il processo di estrazione consta di due fasi:  

 

- fase 1: isolamento manuale dei linfociti, 

 

- fase 2: estrazione del DNA in maniera automatizzata mediante l’utilizzo 

dell’estrattore QIAcube (Qiagen). 
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Fase 1: 

Procedimento: 

• far scongelare a temperatura ambiente la provetta di sangue 

• aggiungere circa 2 ml di sangue e 3 ml di RBC 1X (Red Blood Cell Lysis 

Buffer, una soluzione necessaria per la lisi dei globuli rossi) in un tubo 

Falcon da 15 ml. 

La soluzione RBC 10X è stata preparata come di seguito riportato: 

- 40,12 g di NH4Cl 

- 3,1 g di NaHCO3 

- 3,72 g di NA2EDTA 

- aggiungere acqua bidistillata (ddH20) fino ad un volume finale 

di 500 ml. 

• incubare per 10’ a temperatura ambiente, agitando per inversione il tubo 

falcon 

• centrifugare a 4000 rcf per 10’ a temperatura ambiente 

• rimuovere molto lentamente e con continuità il surnatante 

• aggiungere nel tubo falcon 3 ml di RBC 1X e risospendere il pellet 

• centrifugare il tubo falcon a 4000 rcf per 10’ 

• aggiungere 500 µl di RBC 1X e risospendere il pellet 

• trasferire il pellet risospeso in una provetta eppendorf sterile da 2 ml 

• centrifugare a 14000 rpm per 1’ 

• aspirare il surnatante 

• aggiungere 400 µl di PBS (Phosphate Buffered Saline) e risospendere il 

pellet. 

 

Fase 2: 

L’estrazione procede in modo automatizzato mediante l’utilizzo dell’estrattore 

QIAcube (Qiagen). Lo strumento è costituito da una centrifuga, uno shaker, 

necessario per la fase di lisi e un braccio meccanico che permette la 

manipolazione dei campioni, è possibile processare contemporaneamente dodici 

campioni. 

In una prima fase attraverso l’uso della proteinasi K vengono lisate tutte le 

proteine presenti nella sospensione di globuli bianchi. L’eluato che si ottiene, 

viene quindi trasferito in una colonnina contenente una membrana silicea con 

elevata affinità per il DNA. A questa fase seguono due lavaggi, necessari per 

rimuovere residui che possono inibire le successive applicazioni. Infine il DNA 

viene eluito con Buffer AE (10 mM Tris-HCl, 0.5 mM EDTA pH 9.0) e 

conservato a 4°C. Per questa fase sono stati utilizzati i reagenti del QIAmp DNA 
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Blood Mini Kit (QIAGEN). 

 

 

3.3   ESTRAZIONE DEL DNA GENOMICO da tampone buccale 

L’estrazione del DNA genomico da tampone buccale è avvenuta in maniera 

automatizzata mediante l’utilizzo dell’estrattore QIAcube, seguendo le indicazioni 

fornite nel protocollo del QIAmp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN). Tale metodica 

è stata utilizzata per l’estrazione del DNA dei 4.025 individui provenienti dalle 

valli trentine. 

La presenza di mutazioni nei 94 pazienti affetti da feocromocitoma o PGL è stata 

confermata a partire da una seconda estrazione di DNA dello stesso campione da 

tampone buccale.  

 

 

3.4   DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE DI 

DNA 

La concentrazione del DNA estratto da sangue intero o da tampone buccale è stata 

determinata mediante lettura della densità ottica (D.O.), alla lunghezza d’onda di 

260 nm, utilizzando lo spettrofotometro NanoDrop (Nanodrop Technology). 

Questo spettrofotometro UV-Visibile è capace di lavorare con microvolumi di 

campione, ed eseguire le misurazioni sfruttando una tecnologia, basata sulla 

tensione superficiale che piccoli volumi di liquido esercitano quando si trovano 

collocati tra due superfici vicine. Una goccia di campione posta sull’apposita 

piastra di lettura crea una colonna di liquido a diretto contatto con due fibre 

ottiche e può essere analizzata in modo semplice e veloce.  

Durante ogni misurazione, oltre al valore di concentrazione, si può ricavare anche 

il rapporto D.O260nm/D.O280nm, che rappresenta una misura della purezza del 

campione estratto, dal momento che le proteine assorbono a 280 nm. Valori 

compresi fra 1,8 e 2,0 sono rappresentativi di campioni di ottima qualità. 

 

 

3.5   AMPLIFICAZIONE DEL DNA MEDIANTE PCR 

La PCR (Polymerase Chain Reaction) è un metodo attraverso cui una sequenza di 

DNA può essere amplificata esponenzialmente in vitro. Per poter allestire una 

reazione di amplificazione è necessario conoscere la sequenza fiancheggiante la 

sequenza bersaglio. Infatti, proprio grazie all’utilizzo di oligonucleotidi sintetici 

complementari a queste regioni (primer) viene innescata l’amplificazione stessa. 

 



 38 

Un tipico ciclo di PCR comprende 3 fasi: 

1. Denaturazione dello stampo di DNA che deve essere amplificato (94 – 

99°C) 

2. Appaiamento (annealing) di coppie di primer (55 – 65°C) 

3. Estensione da parte di un enzima DNA polimerasi termoresistente, 

solitamente a 72°C. 

La durata di ciascun ciclo dipende dalla lunghezza della sequenza bersaglio che 

deve essere amplificata. Per garantire l’amplificazione della sequenza bersaglio ed 

evitare quella di sequenze non specifiche, i primer devono essere costruiti in 

modo che siano complementari a sequenze il più possibile uniche, evitando quindi 

regioni altamente ripetute o a bassa complessità. 

Per la progettazione dei primer è stato utilizzato il programma Primer Express 

(Applied Biosystems).  

La miscela di amplificazione è stata preparata per i campioni in esame e per un 

controllo negativo, necessario per valutare l’eventuale presenza di contaminazione 

biologica, in un volume finale di reazione di 15 µl. I componenti essenziali della 

miscela di reazione della PCR sono una DNA polimerasi termostabile, primer 

oligonucleotidici, deossiribonucleotidi trifosfati (dNTPs), ioni magnesio, DNA 

bersaglio. Per ogni componente si deve determinare una concentrazione ottimale 

per favorire al meglio l’amplificazione. La concentrazione ottimale dei primer 

varia da 0,1 a 0,5 µM: concentrazioni più elevate possono promuovere l’accumulo 

di prodotti aspecifici, che determinano un notevole calo in resa dei prodotti 

desiderati. I dNTPs devono essere in concentrazioni uguali in modo tale da 

minimizza gli errori di incorporazione e vengono generalmente utilizzati a 

concentrazioni comprese fra 50 e 200 µM ciascuno. Essenziale, inoltre, per la 

PCR è lo ione magnesio (Mg2+), utilizzato in concentrazione variabile tra 0,5 e 3,0 

mM, il quale ha una duplice funzione: oltre a rappresentare un cofattore essenziale 

per la Taq DNA polimerasi per l’addizione dei nucleotidi durante la fase di 

sintesi, è in grado di influenzare l’appaiamento dei primer allo stampo. Maggiore 

è la concentrazione di MgCl2, minore sarà la specificità dell’appaiamento. 

Per quanto riguarda invece la DNA polimerasi termostabile, ne esistono di 

innumerevoli tipi, ciascuna con caratteristiche peculiari (processività, temperatura 

di funzionamento, ecc) che le rende utili per specifiche applicazioni. In questo 

caso è stato utilizzato l’enzima AmpliTaq Gold PCR e il buffer fornito dalla ditta 

Applied Biosystems.  

 

Tutte le reazioni di amplificazione sono state realizzate mediante l’utilizzo del 

termociclatore Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems), capace di generare 
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un gradiente di temperatura. È così possibile valutare nella medesima reazione il 

comportamento della reazione di amplificazione alle varie temperature di 

annealing. 

 

La composizione della miscela di reazione e le condizioni standard utilizzate per 

le amplificazioni svolte sono riportate nella tabella 1. 

 

Reagenti [ ]f 

DNA 50 ng 

Buffer 10X 1X 

Ampli Taq Gold 5U/µl 0,5 U 

dNTPs 0,8 mM 

Primer 10 µM each 0,8 µM 

MgCl2 25 mM 1,5 mM 

ddH2O 
Fino a Vf 

di 15 µl 

Tabella 1: composizione delle reazioni (a sinistra) e condizioni utilizzate per le amplificazioni dei 

geni SDHB, SDHC, SDHD (a destra). 

 

 

Le coppie di primers utilizzate per amplificare i geni SDHB, SDHC, SDHD sono 

riportate in appendice A. 

 

 

3.6 ELETTROFORESI ORIZZONTALE SU GEL 

D’AGAROSIO AL 2% p/v 

L’elettroforesi orizzontale su gel d’agarosio al 2% (p/v) in TAE è un metodo 

semplice e veloce che permette di separare, e quindi identificare, frammenti di 

DNA in base al loro peso molecolare. I frammenti migrano, nel campo elettrico 

dal polo negativo (catodo) al polo positivo (anodo) in funzione delle cariche 

elettriche conferitegli dai gruppi fosfato. La velocità di migrazione dipende dalle 

dimensioni dei frammenti, dalla percentuale dell’agarosio nel gel e dal voltaggio 

applicato. Frammenti lineari più piccoli migrano più velocemente rispetto a quelli 

più grandi, mentre, a parità di peso molecolare, il DNA circolare migra più 

velocemente di un DNA lineare, in quanto assume una conformazione detta super 

avvolta (super coiled DNA). 

 

Step Temperatura Durata Cicli 

Attivazione 

dell’enzima 
95°C 10’ 1 

Denaturazione 95°C 45” 

Annealing Tann 45” 

Estensione 72°C 45” 

35 

Estensione finale 72°C 7” 1 

Blocco della reazione 4°C ∞ 1 
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Procedura: 

• in base alle dimensioni della vaschetta usata, sciogliere un’opportuna quantità 

di agarosio in polvere in un adeguato volume di buffer TAE 1X, scaldando in 

un forno a microonde finché la soluzione diventa limpida. Il tampone TAE 

(tris-acetate EDTA) 1X viene diluito da una soluzione madre 50X così 

composta: 

- Tris-acetato 40 mM  242 g 

- Acido acetico glaciale 57,1 ml 

- EDTA 1 mM a pH 8.0 57,1 ml 

- Aggiungere ddH2O fino ad un volume finale di 1 litro. 

• Aggiungere sotto cappa chimica l’etidio bromuro 10 mg/ml in un 

concentrazione finale di 1 µg/ml. Versare la soluzione in un supporto piano, 

precedentemente preparato, in presenza di pettini per la formazione dei 

pozzetti. 

• Attendere la solidificazione del gel. 

• Nel frattempo preparare i campioni da caricare: in una provetta da 0,2 ml 

aggiungere a 3 µl di campione un opportuno volume di tampone di carica 

Orange G 5X. 

Quest’ultimo è una soluzione filtrata e conservata a 4°C di: 

- EDTA 10 mM 

- Glicerolo 30% v/v, per appesantire il campione in modo da 

trattenerlo sul fondo del pozzetto ed evitare che diffonda 

- Orange G 0,25% p/v, per evidenziare il fronte di migrazione 

- ddH2O, per portare a volume 

• Aggiungere nella vaschetta elettroforetica il tampone di corsa TAE 1X ed il 

gel solidificato. Il tampone di corsa è identico al tampone per la preparazione 

del gel, per consentire il passaggio di corrente 

• Caricare i campioni e 200 ng di marker di peso molecolare (DNA Molecular 

Weight Marker VIII, Roche). 

• Applicare una differenza di potenziale di circa 6 V per cm di lunghezza del 

gel per un tempo sufficiente a far si che il fronte di migrazione raggiunga 

circa i 2/3 della lunghezza del gel. 

• Osservare il gel su un transilluminatore a luce UV per evidenziare le bande 

elettroforetiche. L’etidio bromuro è una molecola planare intercalante il DNA 

a doppio filamento (dsDNA) che emette fluorescenza a 590 nm (regione 

rosso-arancio dello spettro del visibile) quando irradiato da luce UV a 260-

300 nm. 

L’esposizione al transilluminatore non dovrà avvenire per un periodo di tempo 
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eccessivamente lungo perché l’etidio bromuro eccitato induce la rottura e/o la 

dimerizzazione della doppia elica. 

 

 

3.7   PURIFICAZIONE ENZIMATICA DEI PRODOTTI DI PCR 

La presenza di eventuali primer o dNTPs in eccesso presenti in soluzione insieme 

al prodotto di PCR potrebbero interferire con il sequenziamento, a tale scopo è 

necessario che i prodotti di PCR vengano purificati. La purificazione è stata 

effettuata mediante l’utilizzo dell’enzima ExoSAP-IT® (USB Corporation).  

 

L’ExoSAP-IT® si basa sull’azione di due enzimi idrolitici: 

 

- un’esonucleasi (EXOI) che rimuove i primer in eccesso ed ogni eventuale 

DNA a singolo filamento (ssDNA) estraneo dal prodotto dalla PCR, 

 

- una fosfatasi alcalina (Shrimp Alkaline Phosphatase) che elimina i dNTPs 

non incorporati dalla reazione di PCR idrolizzandoli a nucleosidi e fosfato 

organico. 

 

10 µl del prodotto di amplificazione sono stati purificati mediante l’aggiunta di 2 

µl dell’enzima ExoSAP-IT® , sono seguite poi le 2 fasi di seguito riportate:  

 

-  37°C – 15’ (fase di attivazione enzimatica) 

- 80°C – 15’ (fase di inattivazione enzimatica) 

 

I campioni così purificati sono stati conservati a 4°C fino al momento del 

sequenziamento. 

 

 

3.8   SEQUENZIAMENTO DEI FRAMMENTI DI DNA 

La reazione di sequenziamento avviene tramite la sintesi di DNA usando 

nucleotidi marcati ed uno dei due primer usati per la reazione di amplificazione. 

Oltre ai normali precursori nucleotidici (dNTPs), la sintesi del DNA avviene 

anche in presenza di nucleotidi modificati (ddNTPs) che inducono l’interruzione 

della sintesi di DNA. Ciascuno dei quattro ddNTPs è legato ad un fluoroforo che 

emette fluorescenza a diversa lunghezza d’onda. 

Il processo di sequenziamento prevede un’iniziale fase di incorporazione dei 

nucleotidi marcati nella molecola da sequenziare seguita da una fase in cui i 
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frammenti vengono separati mediante un’elettroforesi capillare in cui la corsa dei 

frammenti, la rilevazione delle bande e l’identificazione delle basi avvengono in 

modo completamente automatico. 

La reazione di amplificazione prevede l’utilizzo di una miscela precostituita detta 

Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 

contenente una DNA polimerasi, alla quale vengono aggiunti il primer ed il 

campione da sequenziare. 

 

La miscela di reazione, del volume totale di 10µl, è così composta: 

 

-  2 µl di Big Dye® Terminator Sequencing RR-100 

-  2 µl Sequencing Buffer 5X 

-  1 µl di primer (concentrazione finale 1,6 µM) 

-  4 ng di campione ogni 100 bp di sequenza amplificata 

-  un adeguato volume di ddH2O per raggiungere il volume finale di 10 µl. 

 

La miscela viene poi sottoposta a 25 cicli di amplificazione secondo il seguente 

schema: 

 

 - fase di denaturazione: 96°C – 10’’ 

 - ibridazione del primer: 50°C – 5’’ 

 - fase di estensione: 60°C – 4’ 

 

L’amplificato così ottenuto deve essere nuovamente purificato prima di procedere 

con l’elettroforesi su capillare per eliminare i ddNTPs marcati presenti in eccesso 

in soluzione che altrimenti potrebbero causare un aumento del rumore di fondo. 

A tale scopo è stato utilizzato il protocollo di purificazione AutoSeq™ G-50 

(Amersham Biosciences). 

 

Procedura: 

 

• Risospendere delicatamente la resina nella colonnina usando il vortex e 

successivamente rimuovere la chiusura posta sul fondo. 

• Riporre la colonnina in una provetta da 1,5 ml che funge da supporto e 

centrifugare per 1’ a 2000 rcf. La superficie della resina assume così una 

forma angolata. 

• Riporre la colonnina in una nuova provetta da 1,5 ml. 

• Applicare il DNA marcato al centro della superficie della resina. 
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• Centrifugare nuovamente per 1’ a 2000 rcf. Il DNA purificato viene così 

eluito dalla colonna  

• Aggiungere infine 5 µl di formammide. 

• A questo punto il campione è pronto per poter essere caricato nel 

sequenziatore automatico (GA3130XL DNA sequencer, Applied 

Biosystems, Monza, Italia). 

 

Durante l’elettroforesi, il campione viene colpito da un laser ed emette 

fluorescenza che viene rilevata da un sensore; il segnale elaborato da un 

opportuno software mostra infine in forma grafica a quattro colori la sequenza del 

DNA. 

L’analisi dei file di sequenza è stata effettuata mediante i software Chromas 

(Technelysium Pty Ltd) e SeqScape (Applied Biosystem). 

 

 

3.9   MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE ASSAY 

(MLPA) 

Lo screening genetico dei pazienti mediante la tecnica del sequenziamento diretto 

permette l’identificazione di microdelezioni e/o microduplicazioni, ma non 

permette l’identificazione di eventi più estesi. Per tale ragione è stato necessario 

proseguire l’analisi per valutare la presenza di eventuali delezioni e/o duplicazioni 

che interessassero interi esoni o l’intero gene, mediante la tecnica Multiplex 

Ligation Probe Assay (MLPA).  

Si tratta di una tecnica semplice che permette di analizzare contemporaneamente 

più di 96 campioni con risultati disponibili dopo 24 ore, richiede l’utilizzo di un 

termociclatore e di un’elettroforesi su capillare. Caratteristica tipica di questa 

tecnica è l’amplificazione delle sonde (probes) che ibridano con la sequenza 

target e non l’amplificazione della sequenza target stessa. Può essere paragonata 

alla Multiplex-PCR, ad eccezione però dei primers, l’MLPA richiede la presenza 

di una singola coppia di primer.  

Una tipica reazione MLPA può essere suddivisa in 4 steps (figura 17): 

1) Denaturazione del DNA e ibridazione delle sonde MLPA. 

2) Reazione di ligazione. 

3) Reazione di amplificazione. 

4) Separazione dei prodotti amplificati mediante elettroforesi. 

Durante il primo step il DNA viene denaturato ed incubato overnight con la mix di 

probes. I probes MLPA consistono di 2 oligonucleotidi separati, ciascuno 

contenente una delle sequenze dei primers. I 2 oligonucleotidi ibridano con la 
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rispettiva sequenza target (figura 17 – step 1), solo quando entrambe le sonde 

sono ibridate possono essere ligate durante la reazione di ligazione (figura 17 – 

step 2). Poiché solo le sonde ligate possono essere amplificate (figura 17 – step 3), 

il numero di prodotti di sonde ligate rappresenta una misura del numero di 

sequenze target presenti nel campione. Le sonde non ligate invece non possono 

essere amplificate e non generano un segnale, non è quindi necessaria la loro 

rimozione rendendo così la metodica di facile esecuzione.  

I prodotti di amplificazione (range di lunghezza: 130-480 nucleotidi) vengono 

separati mediante elettroforesi su capillare (figura 17 – step 4) ed il risultato 

analizzato mediante opportuni software.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: rappresentazione step by step della Multiplex Ligation-dependent Probe Assay 

(MLPA). 

 

 

Per stabilire quali sono i campioni con un numero aberrante di copie è necessario 

confrontare il risultato di ciascun campione con quello di un campione di 

riferimento che si sa essere privo di delezioni/duplicazioni a carico dei geni che si 

vogliono analizzare. Delezioni in eterozigosi di una specifica sequenza 

dovrebbero dare una riduzione dell’area del picco del prodotto di amplificazione 

relativo a quella sonda del 35-50%. L’analisi dei file di sequenza è stata effettuata 
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mediante il software Peak Scanner (Applied Biosystem). 

 

Nel presente lavoro è stato utilizzato il SALSA MLPA KIT P226-A2 SDHD che 

contiene le sonde per tutti gli esoni del gene SDHB, SDHC ed SDHD ad eccezione 

del gene SDHA. Il kit contiene 27 sonde che generano prodotti di amplificazione 

di dimensione fra 130 e 337 nucleotidi. In aggiunta contiene 9 frammenti di 

controllo: 4 Q-frammenti (DNA Quantity fragments) di dimensioni di 64-70-76-

83 nucleotidi e 3 D-frammenti (DNA denaturation control fragments) di 88-92-96 

nucleotidi, un frammento-X di 100 nucleotidi ed uno Y di 105.  

Ciascuna reazione è stata allestita seguendo le indicazioni fornite nel protocollo. 

 

 

3.10   ANALISI IN SILICO DEI SITI DI SPLICING 

Lo screening genetico effettuato nei pazienti affetti da feocromocitoma e/o PGL 

ha portato all’identificazione di sostituzioni nucleotidiche nel sito donatore (gt) ed 

accettore di splicing (ag).  

Poichè l’RNA non era disponibile tali sostituzioni sono state analizzate mediante 

l’utilizzo di tre programmi di predizioni dei siti di splicing, di seguito riportati: 

 

- BDGP: http://www.friutfly.org/seq_tools/splice.html 

- SplicePort: http://www.spliceport.org 

- SpliceSiteScore: http://rulai.cshl.edu/new_alt_exon_db2/HTML/score.html 

 

 

3.10.1   BDGP 

Il programma può essere utilizzato per la predizione dei siti di splicing presenti in 

Drosophila melanogaster e nell’uomo. È possibile dalla sezione organism 

selezionare quello di interesse. Per il calcolo dello score del sito di splicing al 

5’(sito donatore) utilizza i 15 nucleotidi fiancheggianti il sito individuato (-7 +8 

nc) e 41 nucleotidi (-21 +20 nc) per quello al 3’. 

Il programma però non distingue fra i siti criptici di splicing e quelli reali, se si 

vuole pertanto analizzare una mutazione per la sua capacità di attivare un sito 

criptico è necessario effettuare un test funzionale. 

 

3.10.2   SplicePort 

Nell’input è sufficiente inserire la sequenza di interesse (DNA o RNA) in formato 

FASTA, la lunghezza della sequenza (almeno 80 nucleotidi downstream e 80 

nucleotidi upstream il sito di splicing di interesse) determina il tempo richiesto per 
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la predizione (~1s/kb) ed il risultato viene mostrato in formato tabellare (figura 

18). Per ciascuna predizione si ottengono diverse informazioni quali: sito di 

splicing donatore/accettare, la localizzazione del sito all’interno della sequenza 

fornita, una breve sequenza fiancheggiante il sito individuato ed uno score. I 

valori di sensibilità sono di 88.5% e 88.8% rispettivamente per i siti donatori ed 

accettori corrispondenti ad uno score pari a 0, è possibile modificare tali valori 

modificando lo score threshold. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: esempio di tipico output ottenuto mediante SplicePort. I valori di sensibilità sono 

cerchiati in rosso. Dalla tabella è possibile selezionare un sito predetto (nell’esempio 

è stato selezionato il sito donatore presente in posizione 139) ed ottenere le 

caratteristiche di quel sito cliccando su Browse Features, come mostrato dal cerchio e 

dalla freccia.  

 

 

3.10.3   Splice-Site Score 

Lo score rappresenta il grado di match fra la sequenza di splicing fornita 

nell’input (query) e la sequenza consensus. Un match del 100% con il sito di 

splicing al 3’ tt ttccc tccag|G dovrebbe avere uno score di 14.2, mentre quello al 

5’ AAG|gtaagt uno score pari a 12.6. La media dello score dei siti di splicing al 

3’ negli esoni costitutivi è di 7.9 e di 8.1 per quelli al 5’ (i parametri originali sono 

stati forniti da Dr. Michael Zhang, CSHL; le analisi statistiche calcolate da Dr. 

Tetsushi Yada).  

 

 

3.11   SORTING INTOLERANT FROM TOLERANT (SIFT) 

Lo screening genetico effettuato nei pazienti affetti da feocromocitoma e/o PGL 

ha portato all’identificazione di varianti di sequenza, non descritte in letteratura, il 

cui effetto è stato analizzato in silico, mediante l’utilizzo del programma SIFT 

(http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html). Si tratta di un programma che attraverso 
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algoritmi probabilistici predice gli effetti di una sostituzione amminoacidica. SIFT 

effettua un multiallineamento fra la sequenza proteica di interesse (query) e quelle 

omologhe interrogando uno dei seguenti database: SWIS-PROT, 

SWISS_PROT/TrEMBL, NCBI. 

L’input è costituito dalla query e dalla descrizione della variante individuata, 

nell’output si ricevono informazioni sulla sostituzione che può essere predetta 

come tollerata oppure avere effetti sulla funzione proteica, viene fornito anche  un 

valore di score (figura 19). Lo score rappresenta la probabilità normalizzata che la 

sostituzione amminoacidica venga tollerata, SIFT predice sostituzioni con score 

inferiore a 0.05 come deleterie.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: un esempio di predizione di un cambiamento amminoacidico ottenuta mediante 

l’utilizzo del programma SIFT. Sostituzioni con score inferiore a 0.05 sono predette 

avere effetti sulla funzione proteica. 

 

 

Per ovviare alla presenza di FP (Falsi Positivi: sostituzioni neutre vengono 

predette come deleterie), che dipendono dalle sequenze proteiche utilizzate nel 

multiallineamento, SIFT calcola il valore di conservazione media, ovvero la 

diversità delle sequenze utilizzate nell’allineamento. 

La conservazione viene calcolata per ciascuna posizione nell’allineamento 

ottenendo in tal modo la media di tali valori, in un range con valore massimo di 

4.32: la posizione è completamente conservata ed è presente un solo residuo 

amminoacidico ed un valore minimo di 0: in quella specifica posizione sono 

presenti tutti i 20 amminoacidi. Di default il programma costruisce allineamenti 

con un valore di conservazione pari a 3.0, predizioni basate su allineamenti con 

valori di conservazione maggiori porterebbero ad un numero di FP più elevato 

(figura 20).  
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Figura 20: le predizioni dipendono dalla diversità delle sequenze utilizzate nell’allineamento. 

All’aumentare del valore di conservazione media aumentano le sostituzioni predette 

deleterie. 

 

 

Se il programma fornisce una predizione basata su un valore di conservazione 

superiore a 3.0 è sufficiente che SIFT fra i 3 possibili database a disposizione ne 

interroghi un altro di dimensioni maggiori rispetto a quello utilizzato. 

 

 

3.12   HOMOLOGY MODELING 

La struttura tridimensionale di una proteina fornisce informazioni importanti per 

comprenderne la funzione, tuttavia il numero di sequenze proteiche note è 

maggiore rispetto al numero di strutture risolte sperimentalmente e depositate in 

PDB (Protein Data Bank). È possibile predire la struttura 3D di una proteina a 

partire dalla sua struttura primaria (la sequenza amminoacidica) mediante 

l’utilizzo di server di Homology modeling, tuttavia è necessario predirne prima la 

struttura secondaria. Attualmente, grazie all’utilizzo di sistemi bioinformatici, è 

possibile a partire dalla struttura primaria ottenere predizioni su: struttura 

secondaria, accessibilità al solvente, disordine, presenza di repeats e di regioni 

transmembrana. 

 

3.12.1  Dalla struttura primaria alla predizione della struttura 

secondaria 

In questo progetto sono stati utilizzati i programmi di predizione di struttura 

secondaria PSIPRED e SPRITZ con lo scopo di ottenere una predizione 

consensus. 
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PSIPRED calcola la propensione per struttura secondaria del residuo su una 

finestra di 15 amminoacidi.  

Dal server SPRITZ è possibile ottenere la predizione di struttura secondaria e del 

disordine. L’output viene fornito tramite e-mail, sotto forma di testo organizzato 

secondo tre righe informative relative alla sequenza amminoacidica, alla struttura 

secondaria: alpha-helix (H), extended beta-strand (E) e coil (C ) e alla predizione 

del disordine.  

 

3.12.2   Dalla struttura primaria alla predizione del disordine 

Lo stato disordinato è indicativo della presenza di regioni maggiormente 

plasmabili alle modificazioni indotte da variazioni ambientali o alle interazioni 

con ligandi. Per la predizione del disordine è stato utilizzato il protocollo di 

SPRITZ che fornisce un’indicazione sulle regioni intrinsecamente disordinate (D) 

rispetto a quelle ordinate (O) della proteina. 

 

3.12.3   Dalla struttura primaria alla predizione di accessibilità al 

solvente 

La superficie di accessibilità è determinata dalla superficie di vander-Waals più la 

metà dello spazio che occupa una molecola d’acqua. Per la predizione di 

accessibilità è stato utilizzato il server ConSeq che ad ogni residuo associa una 

gradazione di colore in base al grado di conservazione, e la propensione allo stato 

exposed (e) o buried (b) secondo la predizione fatta da una rete neurale 

appositamente addestrata. 

 

3.12.4   Dalla struttura primaria all’Homology modeling 

L’Homolgy modeling consente di predire-“modellare” la struttura 3D di una 

proteina (target) sulla base di un allineamento di sequenza con una proteina simile 

a struttura nota (templato).  

L’Homolgy modeling consta di 4 steps: 

1:  identifica le proteine templato evolutivamente relazionate con la proteina 

target, 

2:  effettua un allineamento fra templato e target, 

3:  costruisce un modello 3D sulla base dell’allineamento, 

4:  valuta la qualità del modello risultante.  

Il corretto allineamento fra templato e target rappresenta lo step cruciale nonché 

la fonte primaria di errori dell’intera procedura di modeling. La maggiore 

limitazione di questa tecnica è rappresentata dalla disponibilità di templati 

omologhi, solo le regioni proteiche del target corrispondenti al templato 
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identificato possono essere modellate accuratamente. Tuttavia nei casi in cui la 

struttura del templato non sia disponibile è possibile utilizzare metodi di 

predizione de novo, tale predizione però è limitata a proteine relativamente 

piccole. Il modeling di proteine oligomeriche (proteine costituite da 2 o più catene 

polipeptidiche) risulta essere semplice nei casi in cui il target sia simile al 

templato oligomerico. Tale situazione si dimostra però rara, la maggior parte delle 

strutture risolte sperimentalmente e depositate in PDB consistono infatti di 

proteine monomeriche piuttosto che oligomeriche.  

Il server più utilizzato per l’Homolgy modeling è SWISS-MODEL, accessibile 

dal server del’ExPASy o dal programma DeepView (Swiss Pdb-Viewer).  

Il modeling del target può essere generato utilizzando uno dei seguenti metodi: 

 

- Automated mode: se target e sequenza templato mostrano una similarià di 

sequenza maggiore del 50%. In tal caso il modeling è 

automatizzato e l’input è rappresentato dalla sequenza 

amminoacidica in formata FASTA o dal codice di 

accesso UniProt della proteina target. 

 

- Alignment mode: al diminuire della similarità di sequenza fra target e 

templato il numero di errori generati dall’allineamneto 

in Automated mode aumenta, è possibile quindi fornire 

nell’input il miglior allineamento fra target e tamplato. 

 

- Project mode: se target e sequenze templato mostrano una similarià di 

sequenza minore del 30%. 

 

Dalla sessione ‘Structure Assessment’ si ottengono informazioni circa la qualità 

del modello generato, una prima stima viene direttamente fornita nell’output ed è 

rappresentata dalla percentuale di identità di sequenza fra target e templato. È 

possibile anche ottenere una serie di informazioni sulla sequenza target dalla 

sessione ‘Sequence Features Scan’ quali: la presenza di domini noti e siti 

funzionali (InterPro domain scan), la predizione di strutture secondarie 

(PsiPread), il grado di ordine-disordine (DISOPREAD) e la presenza di segmenti 

transmenmbrana (MEMSAT).  

L’homology modeling rappresenta il metodo d’elezione per la costruzione in 

silico di modelli 3D per proteine target con templato noto.  

3.13   PROGRAMMI DI VISUALIZZAZIONE DI STRUTTURA 

TERZIARIA 
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Rasmol, Jmol e Pymol sono i programmi free maggiormente utilizzati per la 

visualizzazione grafica delle strutture tridimensionali delle proteine. Essi 

permettono di spaziare nell’analisi della molecola tramite ingrandimenti, 

visualizzazione di contatti, raffigurazione della superficie sulla base dei raggi 

molecolari atomici. Le immagini proposte in questo lavoro provengono da Pymol, 

che garantisce una grafica ad alta qualità. 

 

 

3.14   DISCRIMINAZIONE ALLELICA 

La discrminazione allelica è una tecnica che consente di genotipizzare SNPs 

(Single Nucleotide Polymorphisms) mediante l’utilizzo di 2 primers per 

l’amplificazione della sequenza di interesse e 2 sonde TaqMan® allele specifiche 

(Applied Biosystems). Esistono 2 tipi di sonde TaqMan®: 

 

• TaqMan® probes (con il TAMRATM come quencher) 

• TaqMan® MGB probes. 

 

Le sonde TaqMan® MGB consistono di oligonucleotidi target-specifici costituiti 

da: 

 

� un reporter dye localizzato all’estremità 5’ di ciascuna sonda: 

- VIC® al 5’ della sonda specifica per l’allele 1 

- 6FAMTM al 5’ della sonda specifica per l’allele 2. 

 

� Una molecola MGB (Minor Groove Binder) che incrementa la 

temperatura di melting (Tm) senza aumentare la lunghezza della sonda. La 

presenza di questa molecola permette di progettare sonde più corte, avere 

una sonda di dimensioni ridotte permette di creare una maggiore 

differenza di Tm fra sonde con match e mismatch. 

 

� Un quencher non fluorescente (NFQ) al 3’ di ciascuna sonda 

 

La presenza del quencher blocca l’emissione di fluorescenza da parte del reporter. 

L’attività esonucleasica 5’-3’ della AmpliTaq Gold DNA Polymerase, Ultra Pure 

(UP) determina il clivaggio solo delle sonde ibridate con la sequenza bersaglio, ne 

consegue che il reporter si separa dal quencher con successiva emissione di 

fluorescenza. L’incremento della fluorescenza avviene solo se la sequenza target 

amplificata è complementare alla sonda, in tal modo il segnale di fluorescenza che 
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si ottiene indica quali alleli sono presenti nel campione analizzato (figura 21). 

 

Il segnale emesso da ciascun dye viene normalizzato attraverso l’utilizzo di una 

referenza interna (ROXTM Passive Reference), la normalizzazione è necessaria per 

correggere le fluttuazioni di fluorescenza causate da variazioni nella 

concentrazione o nel volume. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: fluorescenza delle sonde TaqMan MGB in seguito ad annealing con il templato e 

all’idrolisi mediante AmpliTaq Gold DNA Polymerase, Ultra Pure (UP). 

 

La reazione di amplificazione è stata allestita come di seguito riportato: 

 

• 10 µl TaqMan Genotyping Master Mix  

• 1 µl sonde TaqMan MGB 20x 

• 10 ng di DNA genomico 

• ddH2O fino a volume finale di 20 µl 

 

Per le condizioni di amplificazioni sono state seguite le indicazioni fornite nel 

protocollo. 
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È possibile analizzare contemporaneamente 96 o 382 campioni, la reazione di 

amplificazione e l’analisi dei dati richiede circa 2 ore. Il risultato di ciascun 

campione viene visualizzato in un plot, come quello di seguito riportato (figura 

22), dal quale è possile individuare i campioni omozigoti o eterozigoti per lo SNP 

di interesse. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: plot risultante dalla discriminazione allelica. Sono presenti i 3 possibili genotipi, 

rispettivamente dall’alto verso il basso: omozigote per l’allele 2, eterozigote ed 

omozigote per l’allele 1. Il “NO Template Control” rappresenta il controllo negativo 

della reazione.  

 

 

Tale metodica è stata utilizzata per la genotipizzazione dei 4.025 campioni 

provenienti dalle tre valli trentine, relativamente alla mutazione SDHD c.341G>C. 

p.Y114C. 

 

 

3.15 DENATURING HIGH-PERFORMANCE LIQUID 

CHROMATOGRAPHY (DHPLC) 

La DHPLC è una tecnica molto rapida, semi-automatizzata ed applicabile a serie 

numerose di campioni che consente di rilevare mutazioni del DNA di vario tipo: 

SNPs, inserzioni, delezioni, tandem repeat, siano esse note o ancora sconosciute. 

Il principio su cui si basa è la differente velocità di eluizione degli eteroduplex 

rispetto agli omoduplex, in una colonna cromatografica. Tali duplex si formano 

quando frammenti amplificati di DNA vengono denaturati termicamente (95°C – 
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5’) e lasciati rinaturare a temperatura ambiente. Una qualsiasi variazione 

(mutazione o polimorfismo) tra le due forme alleliche di un frammento porta alla 

formazione di due eteroduplex, dati dalla combinazione di due catene di DNA a 

singola catena, non perfettamente corrispondenti, e caratterizzati dalla presenza di 

una “bolla” a livello del mismatch, e dei due omoduplex presenti in origine. 

L’eteroduplex si comporta cromatograficamente in modo differente 

dall’omoduplex: l’eteroduplex è solitamente più veloce (meno trattenuto) degli 

omoduplex, caratteristica che consente la rilevazione della presenza di una 

variazione nucleotidica in un campione. La presenza di una mutazione o di un 

polimorfismo si evidenzia quindi, mediante picchi ulteriori o con un profilo 

diverso rispetto al wild type (figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: in alto: formazione delle due molecole eteroduplex e delle due omoduplex in seguito a 

denaturazione di un campione in cui è presente una variazione nucleotidica in 

eterozigosi. In basso: viene riportato il relativo cromatogramma, ottenuto in seguito 

all’analisi del campione in cui sono indicati i picchi dati dalle 4 diverse molecole che si 

sono originate 

 

 

Per monitorare le separazioni cromatografiche ottenute in colonna si utilizza uno 

spettrofotometro corredato di microcella a flusso, dove l’eluato passa in continuo 

e ne viene effettuata la lettura nell’ultravioletto a 260 nm. Il risultato viene 

registrato dal computer e riportato sotto forma grafica di cromatogramma. 

Generalmente si osserva un picco di eluizione precoce per le molecole 

eteroduplex cui segue un picco degli omoduplex. L’analisi viene effettuata in 
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condizioni denaturanti; infatti l’intero sistema cromatografico viene mantenuto 

costantemente termostatato ad una precisa temperatura (detta temperatura di 

“quasi denaturazione”). Alla temperatura definita temperatura di “quasi 

denaturazione”, l’eteroduplex mostra una parziale denaturazione in 

corrispondenza del sito in cui si è venuto a creare un mismatch, mentre 

l’omoduplex è ancora sotto forma di doppia elica. Questo comporta che il tempo 

di ritenzione nella colonna cromatografica dell’eteroduplex sia generalmente 

inferiore a quello dell’omoduplex a causa della minor interazione con la fase 

stazionaria. La temperatura di “quasi denaturazione” è propria di ogni sequenza ed 

è stata calcolata mediante l’utilizzo dell NavigatorTM Software, che è in grado di 

predire parametri analitici con un elevato grado di accuratezza.  

La variante SDHB c.455C>A (temperatura di “quasi denaturazione” pari a 

66.3°C) è stata analizzata in un campione di individui sani, provenienti dalla 

stessa popolazione, mediante tale metodica con lo scopo di escludere o meno che 

si trattasse di polimorfismo. La reazione di amplificazione e le condizioni 

utilizzate sono di seguito riportate (tabella 2): 

 

 

Reagenti [ ]f 

DNA 50 ng 

Buffer 10X 1X 

Ampli Taq Gold 5U/µl 0,4 U 

dNTPs 10 mM 2 mM 

Primer F 10 µM  0,4 µM 

Primer R 10 µM  0,4 µM 

MgCl2 25 mM 2,5 mM 

ddH2O 
Fino a Vf  

di 12 µl 

Tabella 2: composizione della reazione (a sinistra) e condizioni utilizzate per l’amplificazione (a 

destra). 

 

Per la reazione di amplificazione è stata utilizzata la seguente coppia di primer: 

PRIMER F: TGATGATGGAATCTGATCCT 

PRIMER R: CAGATTGAAACAATAAATAGGGA 

 

La tecnica DHPLC è stata utilizzata anche per valutare la presenza/assenza della 

mutazione fondatrice SDHD c.341G>C p.Y114C (temperatura di “quasi 

Step Temperatura Durata Cicli 

Attivazione 

dell’enzima 
95°C 10’ 1 

Denaturazione 95°C 45” 

Annealing 55°C 45” 

Estensione 72°C 45” 

35 

Estensione finale 72°C 7” 1 

Blocco della reazione 4°C ∞ 1 
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denaturazione” pari a 58.8°C) nei 4.025 soggetti provenienti da Val dei Mocheni – 

Altopiano di Pinè – Val di Cembra. Per l’amplificazione è stata utilizzata la 

composizione e le condizioni riportate in tabella 1 (pagina 33). La coppia di 

primer utilizzata è quella relativa all’esone 4 riportata in appendice A. 
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4   RISULTATI E DISCUSSIONE 
 

 

 

La Sindrome Paraganglioma è causata da mutazioni nei geni SDHB, SDHC, 

SDHD e SDHAF2. Nel presente lavoro sono stati analizzati 94 pazienti (52 

maschi e 42 femmine) affetti da paraganglioma (PGL) o feocromocitoma. Per 

ciascun paziente è stato eseguito lo screening molecolare dei geni di suscettibilità 

SDHB, SDHC ed SDHD mediante sequenziamento diretto per la ricerca di 

mutazioni puntiformi e/o micro-delezioni/duplicazioni, mentre i riarrangiamenti 

molecolari più estesi (delezioni/duplicazioni) sono stati analizzati mediante 

Multiplex Ligation Probe Assay (MLPA). Non è stata effettuata l’analisi 

molecolare del gene SDHAF2 a causa della sua recente scoperta. Per i pazienti 

affetti da feocromocitoma sono stati analizzati anche i geni VHL e RET. L’analisi 

molecolare effettuata sia per i casi con storia familiare positiva che negativa ha 

permesso di identificare 10 mutazioni (10.6%) così distribuite: 5 mutazioni nel 

gene SDHB (50%); 1 mutazione nel gene SDHC (10%); 4 mutazioni nel gene 

SDHD (40%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: istogramma sulla distribuzione delle mutazioni a carico dei geni SDHB, SDHC e 

SDHD nel campione analizzato e nel LOVD92. 

 

 

La percentuale di mutazioni identificata in ciascun gene è in accordo con i dati 

riportati nel LOVD (Leiden Open Variation Database) 92, database in cui vengono 

raccolti polimorfismi e mutazioni a carico dei geni SDHx (Figura 24). 

 

Per ciascun paziente sono stati valutati diversi parametri, quali: la localizzazione 

del tumore, l’attività endocrina del tumore (secernente o non catecolamine), l’età 
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di comparsa, la presenza di metastasi, la presenza di tumori multipli e la storia 

familiare. Un’analisi accurata di tali parametri permette di “identificare” il gene 

che per primo deve essere sottoposto a screening genetico. 

 

 

4.1   ANALISI MUTAZIONALE DEL GENE SDHB 

Il gene SDHB è costituito da otto esoni, che coprono una porzione genomica di 

circa 35 Kb sul cromosoma 1p36.13. 

Per l’amplificazione ed il sequenziamento dell’intero gene sono state progettare 8 

coppie di primer, le cui sequenze sono riportate in appendice A.  

I pazienti sono stati analizzati per la ricerca di mutazioni puntiformi e/o micro-

delezioni/duplicazioni nel gene SDHB mediante sequenziamento diretto e sono 

state identificate 5 mutazioni, così distribuite: 2 mutazioni nell’esone 5 e 3 

mutazioni nell’esone 7 (figura 25). Nonostante il risultato ottenuto sia indicativo 

di hot spot mutazionali, le mutazioni riportate in letteratura sono presenti in 

ciascun esone del gene SDHB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: distribuzione delle mutazioni negli 8 esoni del gene SDHB analizzati mediante 

sequenziamento diretto. 

 

 

Sono state identificate 2 mutazioni non-senso (p.S152Y, p.R242H), 2 mutazioni 

STOP codon (p.E175X, p.Q235X) ed una mutazione frame-shift (p.S239FfsX8). 

Ciascuna mutazione è stata riconfermata attraverso una seconda estrazione di 

DNA da tampone buccale.  

Di seguito viene fornita una descrizione per ciascuna mutazione individuata. 

 

 

 

 

 

esone 4 esone 5 
55 55 

esone 3 esone 2 esone 1 esone 6 esone 7 esone 8 

p.S239FfsX8 

p.S152Y 

 p.E175X 

p.R242H 

p.Q235X 
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4.1.1   La variante SDHB c.455C>A p.S152Y 

La variante di sequenza c.455C>A è stata individuata in una donna affetta da PGL 

carotideo sporadico. Si tratta di una variante non descritta in letteratura: non è 

riportata in dbSNP (database in cui vengono annotati tutti gli SNPs), né in HGMD 

(Human Genome Mutation Database), né in LOVD. 

Con lo scopo di individuare se il residuo amminoacidico coinvolto (S152) fosse 

presente in uno dei domini della proteina sdhb è stato utilizzato il server 

PROSITE del database ExPASy. Il residuo in questione è localizzato fra i 2 

domini ferro-zolfo (2FE2S, 4FE4S) coinvolti nel trasferimento degli elettroni 

(figura 26). 

 

 

 

 

 

Figura 26: rappresentazione grafica dei domini della proteina sdhb mediante l’utilizzo del 

programma PROSITE. 

 

 

La variante di sequenza individuata coinvolge un residuo amminoacidico 

conservato dal lievito all’uomo, si tratta della serina in posizione 152 che, secondo 

il programma Conseq, ha un livello di conservazione pari a 7. Di seguito  viene 

fornito l’output ottenuto (figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: parte dell’output (dal residuo 101 al 199) della sequenza proteica sdhb ottenuto 

mediante l’utilizzo del programma Conseq. Il residuo amminoacidico di interesse è 

stato cerchiato in rosso. 

 

152 
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4.1.1.1   Studio della variante SDHB c.455C>A mediante analisi in 

silico 
Le varianti a significato ignoto possono essere valutate attraverso analisi in silico, 

che permettono di predire gli effetti di una determinata sostituzione sulla funzione 

proteica e sulla struttura tridimensionale della proteina. 

Gli effetti della sostituzione amminoacidica p.S152Y sulla funzione proteica sono 

stati analizzati mediante l’utilizzo del programma SIFT (Sorting Intolerant From 

Tolerant). Di seguito viene riportato l’output ottenuto (figura 28). 

 

SIFT Prediction 

Substitution at pos 152 from S to Y is predicted to AFFECT PROTEIN FUNCTION 

with a score of 0.01.     

    Median sequence conservation: 3.03     

   Sequences represented at this position: 349  

 

Figura 28: output ottenuto mediante l’utilizzo del programma di predizione SIFT per la 

sostituzione amminoacidica sdhb p.S152Y. 

 

 

Il programma utilizzato predice sulla base di algoritmi probabilistici che il 

cambiamento amminoacidico alteri la funzione proteica con uno score pari a 0.01. 

Lo score rappresenta la probabilità normalizzata che la sostituzione 

amminoacidica venga tollerata e SIFT predice che le sostituzioni con score 

inferiore a 0.05 siano deleterie. Il valore di conservazione media è pari a 3.03, 

occorre ricordare che all’aumentare di tale valore (valore soglia pari a 3) aumenta 

il numero di Falsi Positivi (FP); per ovviare a tale problema è sufficiente che SIFT 

fra i tre possibili database a disposizione (SWISS-PROT, 

SWISS_PROT/TrEMBL, NCBI) ne interroghi uno di maggiori dimensioni. Dal 

numero di sequenze utilizzate nel multiallineamento (349) si evince che è stato 

utilizzato quello di maggiori dimensioni, ovvero NCBI.  

 

4.1.1.2   Predizione della struttura secondaria 
Attraverso l’utilizzo di programmi di predizione di struttura secondaria quali 

Psipred e Porter è stato evidenziato che il residuo amminoacidico di interesse è 

localizzato in un’α-elica. 

 

 

 



 61 

La tendenza di un dato segmento di una catena polipeptidica a ripiegarsi in forma 

di α-elica dipende dal tipo di residui che lo compongono e dalla loro sequenza 

all’interno del segmento. Esistono 4 tipi di restrizioni che alterano la stabilità di 

un’ α-elica: 

 

1) La repulsione (o attrazione) elettrostatica tra residui amminoacidici con 

gruppi R carichi. 

Le interazioni che hanno luogo tra le catene laterali degli amminoacidi possono 

stabilizzare o destabilizzare l’α-elica. Per esempio, se un segmento di una catena 

polipeptidica contiene molti residui di glutammato (Glu), a pH 7.0, non si potrà 

formare un’α-elica in quel tratto di struttura. I gruppi carbossilici carichi 

negativamente dei residui di glutammato (Glu) adiacenti si respingeranno l’un 

l’altro così fortemente da superare l’influenza stabilizzatrice dei legami idrogeno 

nell’α-elica. Per lo stesso motivo se vi sono molti residui di lisina (Lys) e/o di 

arginina (Arg) vicini tra loro, tutti con una carica positiva a pH 7, si respingeranno 

e impediranno la formazione dell’α-elica. 

 

2) La dimensione dei gruppi R (detti anche catene laterali) adiacenti 

Anche la forma e la dimensione della catena laterale possono avere effetti 

destabilizzanti sull’α-elica o addirittura impedirne la formazione. Per esempio, i 

residui di asparagina (Asn), serina (Ser), treonina (Thr), e lisina (Lys) tendono a 

impedire la formazione dell’α-elica se si vengono a trovare in stretta vicinanza 

nella catena. 

 

3) L’interazione tra catene laterali spaziate da tre (o quattro) residui. 

L’avvolgimento dell’α-elica consente la formazione di interazioni tra la catena 

laterale di un amminoacido e quella del residuo distante tre (qualche volta quattro) 

residui in entrambe le direzioni dell’elica. Spesso gli amminoacidi carichi 

negativamente si trovano distanziati di tre residui da quelli carichi negativamente, 

in modo da formare interazioni ioniche. Due amminoacidi aromatici possono 

essere anch’essi distanziati di tre amminoacidi, in modo da generare 

un’interazione idrofobica. 

 

4) La presenza di residui di Pro e di Gly. 

Nella prolina, l’atomo di azoto fa parte di un anello rigido e non è possibile alcuna 

rotazione attorno al legame N-Cα. Quindi, ogni residuo di Pro introduce un 

ripiegamento destabilizzante in una struttura ad α-elica. La glicina è anch’essa di 

rado presente in un’α-elica, ma per motivi diversi: questo amminoacido ha una 
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flessibilità conformazionale superiore a tutti gli altri residui. I polimeri di glicina 

tendono ad assumere strutture avvolte casuali molto diverse dall’α-elica. 

 

Sulla base di quanto finora descritto sono state analizzate le proprietà 

dell’amminoacido wild type (Ser) e di quello mutato (Tyr).  

 

Gli amminoacidi vengono suddivisi in base alle proprietà dei loro gruppi R e in 

base alla loro tendenza a interagire con l’acqua a un pH biologico (pH intorno a 

7.0). La polarità dei gruppi varia da completamente non polare o idrofobico 

(insolubile in acqua) ad altamente polare o idrofilico (solubile in acqua). 

 

La serina (Ser) appartiene alla categoria Gruppi R polari, non carichi. Le catene 

laterali degli amminoacidi appartenenti a questo gruppo formano legami idrogeno 

con l’acqua. Appartengono a questo gruppo anche la treonina (Thr), la cisteina 

(Cys), l’asparagina (Asn) e la glutammina (Gln). 

 

La tirosina (Tyr) appartiene, insieme alla fenilalanina ed al triptofano, alla 

categoria Gruppi R aromatici. Si tratta di amminoacidi relativamente non polari 

(idrofobici), con catene laterali aromatiche. 

 

 

Di seguito vengono riportati gli output ottenuti mediante l’utilizzo dei programmi 

PsiPread e Porter (figura 29 e 30) 

 

 

 

 

 

Figura 29: parte dell’output (dal residuo 121 al 160) della sequenza proteica sdhb ottenuto 

mediante l’utilizzo del programma PsiPread. Conf= confidenza di predizione H= 

helix, C= coil, E= strand. AA= sequenza target. Il residuo amminoacidico di 

interesse è stato cerchiato in rosso. 
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Figura 30: parte dell’output (dal residuo 121 al 180) della sequenza proteica sdhb ottenuto 

mediante l’utilizzo del programma Porter. C= coil, H= helix, E= extended beta-

strand, O=order, D= disorder. Il residuo amminoacidico di interesse è stato cerchiato 

in rosso. 

 

 

Il risultato ottenuto attraverso entrambi i programmi è concordante, inoltre Porter 

fornisce informazioni circa le regioni ordinate e disordinate della proteina. Le 

regioni disordinate sono quelle maggiormente plasmabili alle modificazioni 

indotte da variazioni ambientali o alle interazioni con ligandi, diversamente da 

quelle ordinate. Il residuo di interesse è localizzato in una regione ordinata.  

L’amminoacido w.t. e quello mutato appartengono a gruppi R differenti, inoltre la 

catena laterale della Tyr ha una dimensione notevolmente maggiore rispetto a 

quella della Ser. È quindi possibile che la sostituzione amminoacidica individuata 

alteri la stabilità dell’α-elica. 

 

4.1.1.3   Dalla struttura primaria all’Homology modeling 

Per la predizione della struttura tridimensionale della proteina sdhb umana è stato 

utilizzato il server SWISS-MODEL. Il modeling del target (la proteina umana) è 

stato generato utilizzando il metodo Automated mode ovvero un metodo 

automatizzato che è possibile applicare solo quando target e templato hanno una 

similarità di sequenza maggiore del 50%. L’input è rappresentato dalla sequenza 

amminoacidica in formata FASTA o dal codice di accesso UniProt della proteina 

target. Come templato è stata utilizzata la struttura tridimensionale della SDH del 

maiale risolta mediante cristallografia a raggi X e depositata nel database PDB 

(Protein Data Bank) con le coordinate 1zoyB59. L’output ottenuto viene riportato 

nella pagina seguente (figura 31). 
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Figura 31: output ottenuto mediante l’utilizzo del programma SWISS-MODEL per il modeling 

della proteina sdhb umana. Sezione Workunit: la linea orizzontale verde, in alto, 

rappresenta il target (la sequenza proteica umana) quella blu, in basso, il templato (la 

sequenza proteica del maiale). Sezione Model details: rappresentazione cartoon della 

proteina umana modellata dal residuo 37 fino al residuo 275, vengono riportate le 

coordinate PDB del templato utilizzato, l’identità di sequenza ed il valore Evalue.  

 

 

Per la visualizzazione grafica della struttura tridimensionale della proteina è stato 

utilizzato il programma PyMOL che fornisce una grafica di alta qualità (figura 

32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: struttura 3D della proteina umana sdhb mediante rappresentazione cartoon. Le α-eliche 

vengono rappresentate in rosso, gli strands in giallo, i coils in verde ed i clusters Fe-S 

mediante sfere. 

S152 
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Qui di seguito vengono riportati i ligandi della proteina sdhb ed i residui 

amminoacidici coinvolti nell’interazione (figura 33).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: rappresentazione dei ligandi Fe-S (ferro-zolfo) ottenuta dal database PDBsum. 

 

 

Dalla figura sopra riportata si evince che non ci sono interazioni fra il residuo 

amminoacidico di interesse ed i ligandi, tuttavia il residuo è presente sull’α-elica 

(H3) che interagisce con l’α-elica (H6) della proteina sdha (figura 34). Occorre 

ricordare che il sito catalitico è rappresentato proprio dalla subunità A codificata 

dal gene SDHA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: H3: α-elica 3 della proteina sdhb, viene riportata la sequenza (l’ultimo residuo 

amminoacidico, cerchiato in rosso, è quello di interesse) e la lunghezza, H6: α-elica 6 

della proteina sdha. 

 

 

Poiché il residuo amminoacidico presente nella sequenza mutata (Tyr) ha un 

ingombro sterico di maggiori dimensioni rispetto alla Ser, si può supporre che 

l’interazione fra le due eliche venga alterata con conseguenze che si potrebbero 

riflettere sul trasferimento degli elettroni. 

Pur avendo ottenuto informazioni circa gli effetti che la sostituzione 

amminoacidica produrrebbe sulla funzione proteica e sulla struttura 

tridimensionale, occorre ricordare che i programmi utilizzati forniscono solo una 

predizione. Pertanto si è anche voluto analizzare la variante in un campione di 

Ligando FES (Fe2S2)  

H6 sdha 

SDHA 

H3 sdhb 

Ligando F3S (Fe3S4) Ligando SF4 (Fe4S4) 
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individui sani, appartenenti alla stessa popolazione, mediante la tecnica DHPLC.  

La variante oggetto di studio non è stata individuata in nessuno dei 200 

cromosomi analizzati, escludendo pertanto che si potesse trattare di polimorfismo.  

 
4.1.2   La mutazione SDHB c.523G>T p.E175X 

Si tratta di una mutazione non descritta in letteratura, che causa la comparsa di un 

codone di STOP prematuro, con conseguente formazione di una proteina tronca. Il 

probando è un ragazzo di 13 anni affetto da PGL extra-surrenalico sinistro con 

storia familiare positiva (la nonna materna era morta durante l’intervento per 

feocromocitoma). Considerato che mutazioni nel gene SDHB sono maggiormente 

associate a feocromocitoma o PGL extrasurrenalico il primo gene analizzato 

mediante sequenziamento diretto è stato proprio il gene SDHB. Ciò ha permesso 

di identificare repentinamente la mutazione causativa, escludendo pertanto 

dall’analisi molecolare gli altri due geni di suscettibilità (SDHC, SDHD). Di 

seguito viene riportato il cromatogramma ottenuto (figura 35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35: cromatogramma del paziente con la mutazione p.E175X (s1097, sono presenti 2 

cromatogrammi perché la mutazione è stata riconfermata) e di un paziente w.t. 

(s1102). 

 

 

L’analisi genetica è stata poi estesa ai familiari del probando ed ha portato 

all’individuazione di tre carriers asintomatici della mutazione (due sorelle e la 

madre). In appendice B viene riportato l’albero genealogico (PGL 01).  

La mutazione individuata viene considerata patogena, senza la necessità di 
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effettuare analisi in silico, o screening della stessa in un campione di popolazione 

sana, poiché produce una proteina tronca.  

 

4.1.3   La mutazione SDHB c.702C>T p.Q235X 

Si tratta di un’altra mutazione non-senso, non descritta in letteratura, che causa 

l’introduzione di un codone di STOP prematuro, con conseguente formazione di 

una proteina tronca. La mutazione è stata identificata in una ragazza di 13 anni 

con feocromocitoma benigno sinistro e con storia familiare negativa.  

Anche in questo caso, alla luce dello screening clinico, si è deciso di analizzare 

per primo il gene SDHB, identificandone la mutazione ed escludendo pertanto 

dall’analisi molecolare i due restanti geni (SDHC, SDHD). 

Dai dati presenti in letteratura emerge che l’8-12.5% dei feocromocitomi sporadici 

sono in realtà solo apparentemente sporadici, attraverso lo screening dei geni di 

suscettibilità viene infatti individuata la mutazione nella linea germinale. Di 

seguito viene riportato il cromatogramma ottenuto (figura 36). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: cromatogramma del paziente con la mutazione (1394, sono presenti 2 cromatogrammi 

perché la mutazione è stata riconfermata) e di un paziente w.t. (1309). 

 

 

L’analisi genetica è stata poi estesa ai familiari del probando e ciò ha permesso di 

identificare che la mutazione era stata ereditata per via paterna (il padre del 

probando è carrier asintomatico della mutazione). In appendice B viene riportato 

l’albero genealogico (PGL 02). 

Anche questa mutazione viene considerata una mutazione causativa senza 

necessità di ulteriori analisi poiché porta alla formazione di un codone di STOP 
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prematuro. 

 

4.1.4   La mutazione SDHB c.716delC p.S239FfsX8 
Il probando è un uomo affetto da PGL addominale secernente catecolamine. 

Considerata la localizzazione del tumore e tenuto conto che mutazioni a carico del 

gene SDHB sono maggiormente associate a PGL extra-surrenalici, si è deciso di 

analizzare per primo tale gene. Ciò ha permesso di identificare la mutazione 

responsabile dell’insorgenza del PGL e di escludere dall’analisi gli altri due geni 

di suscettibilità (SDHC, SDHD). Si tratta di una mutazione non descritta in 

letteratura che può tuttavia essere considerata patogena poiché causa frame-shift, 

con conseguente formazione di una proteina di dimensioni ridotte rispetto alla 

proteina wild type. 

 

4.1.5   La mutazione SDHB c.725G>A p. R242H 

Si tratta di una mutazione causativa, già descritta in letteratura93. Il probando è 

una ragazza affetta da PGL vescicale. L’analisi genetica è stata poi estesa ai figli 

(due maschi) ed entrambi sono risultati carriers della mutazione. 

Dai dati presenti in letteratura emerge che la mutazione è stata identificata in 6 

casi isolati e 2 famiglie indipendenti ed è associata a fenotipi patologici vari quali: 

PGL giugulare, PGL secernente, PGL metastatico e feocromocitoma. Nella 

Sindrome Paraganglioma non è possibile effettuare una correlazione genotipo-

fenotipo, un determinato genotipo è responsabile di uno spettro fenotipico ampio.  
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4.2   ANALISI MUTAZIONALE DEL GENE SDHC 

Il gene SDHC è costituito da sei esoni, che coprono una porzione genomica di 

circa 50 Kb sul cromosoma 1q21.23. 

Per l’amplificazione ed il sequenziamento dell’intero gene sono state progettare 6 

coppie di primer, le cui sequenze sono riportate in appendice A. 

I pazienti sono stati analizzati per la ricerca di mutazioni puntiformi e/o micro-

delezioni/duplicazioni, nel gene SDHC, mediante sequenziamento diretto ed è 

stata identificata 1 sola mutazione nell’esone 3 (figura 37). 

 

 

 

 

 

 

Figura 37: distribuzione delle mutazioni nei 6 esoni del gene SDHC analizzati mediante 

sequenziamento diretto. 

 

 

4.2.1   La variante c.148 C>T etero; p.R50>C 

La variante di sequenza SDHC c.148 C>T è stata identificata in una donna con 

PGL carotideo. Di seguito viene riportato il cromatogramma ottenuto (figura 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38: cromatogramma del paziente con la mutazione (1748) e di un paziente w.t. (1742). 

 

 

 

 

 

 

esone 4 esone 5 esone 3 esone 2 esone 1 esone 6 

p. R50C 
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Il residuo amminoacidico in posizione 50 (l’arginina, Arg, R) risulta essere 

conservato dal lievito all’uomo, con un grado di conservazione pari a 9 secondo il 

programma Conseq, di seguito viene riportato l’output (figura 39). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39: parte dell’output (dal residuo 1 al 50) della sequenza proteica sdhc, ottenuto mediante 

l’utilizzo del programma Conseq. Il residuo amminoacidico di interesse è stato 

cerchiato in rosso. 

 

 

L’analisi in silico mediante l’utilizzo del programma SIFT predice che la 

sostituzione amminoacidica individuata alteri la funzione proteica, di seguito 

viene riportato l’output ottenuto (figura 40). 

 

SIFT  Predictions 

Substitution at pos 50 from R to C is predicted to AFFECT PROTEIN FUNCTION 

with a score of 0.00. 

Median sequence conservation: 3.00 

Sequences represented at this position: 43 

 

Figura 40: output ottenuto mediante l’utilizzo del programma di predizione SIFT per la 

sostituzione amminoacidica sdhc p.R50C. 

 

 

Non si è poi proceduto con l’Homology Modeling perché tale variante è stata 

riportata nel LOVD dal gruppo tedesco di Neumann come mutazione patogena94. 
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4.3   ANALISI MUTAZIONALE DEL GENE SDHD 

Il gene SDHD è costituito da quattro esoni, che coprono una porzione genomica di 

circa 9 Kb sul cromosoma 11q23. 

Per l’amplificazione ed il sequenziamento dell’intero gene sono state progettare 6 

coppie di primer, le cui sequenze sono riportate in appendice A. 

I pazienti sono stati analizzati per la ricerca di mutazioni puntiformi e/o micro-

delezioni/duplicazioni, nel gene SDHD, mediante sequenziamento diretto e sono 

state identificate 4 mutazioni: 3 mutazioni nel sito di splicing (2 nel sito donatore 

ed 1 nel sito accettore) ed 1 mutazione non-senso (figura 41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41: distribuzione delle mutazioni nei 4 esoni del gene SDHD analizzati mediante 

sequenziamento diretto. 

 

 

La reazione di splicing avviene ad opera dello spliceosoma attraverso due reazioni 

consecutive di trans-esterificazione, i siti esatti per tali reazioni sono definiti dalla 

presenza di sequenze consensus. La prima sequenza consensus viene chiamata 

sito di splicing al 5’ ed è relativamente corta. Nei mammiferi solo i primi due 

nucleotidi dell’introne di tale sequenza (GU) sono universalmente conservati, 

nonostante non siano gli unici nucleotidi importanti. La seconda sequenza 

consensus al sito di splicing 3’ viene definita da tre elementi separati: il sito di 

ramificazione, il tratto di polipirimidine ed il dinucleotide AG. 

Le mutazioni nei siti di splicing spesso si verificano nei dinucleotidi GT (GU 

nell’RNA) e AG, localizzati rispettivamente all’inizio di un introne (sito donatore 

di splicing) o alla sua fine (sito accettore di splicing). Le mutazioni nei siti di 

splicing possono portare all’omissione di un intero esone (exon skipping) o alla 

ritenzione di un intero introne (intron retention), oppure ancora all’attivazione di 

IVS2 +1G>C 

esone 1 esone 2 esone 3 esone 4 gt ag gt ag gt ag 

p. P81L 

IVS2 –1G>T 

IVS1 +1G>A 
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un sito criptico di splicing. 

Negli esoni e negli introni sono presenti sequenze addizionali che possono agire 

favorendo o inibendo lo splicing e sono chiamate rispettivamente enancher di 

splicing esonici o intronici (Exonic Splicing Enancher ESE, o Intronic Splicing 

Enancher ISE) o silencers (ESS o ISS). Anche queste sequenze possono essere 

target di mutazioni patogene. 

Le varianti di sequenza a carico di esoni o introni potrebbero alterare la corretta 

processività dell’mRNA attraverso la “distruzione” del sito di splicing, ESE, ESS, 

ISE o ISS, l’attivazione di un sito criptico ci splicing, oppure ancora attraverso 

l’alterazione della struttura secondaria dell’mRNA. 

Sebbene la maggior parte delle alterazioni patologiche siano state osservate in 

posizione +1/+2 o –1/–2 rispettivamente del sito donatore e accettore di splicing, 

anche sostituzioni in altre posizioni, che possono essere vicine o distanti dai 

dinucleotidi canonici (AG, GT), possono essere responsabili di un fenotipo 

patologico.  
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4.3.1   La mutazione SDHD IVS1 +1G>A 

Si tratta di una mutazione nuova presente nel sito donatore di splicing (GT) 

dell’introne 1 del gene SDHD.  

 

La mutazione in un sito donatore di splicing ha come risultato la ritenzione 

dell’introne. L’introduzione della sequenza intronica nella sequenza codificante di 

un mRNA maturo introduce amminoacidi aggiuntivi e può causare uno 

slittamento del modulo di lettura.  

 

Il probando è un ragazzo affetto da PGL pericefalopancreatico; considerato che la 

Sindrome Paraganglioma, quando causata da mutazioni a carico del gene SDHD si 

manifesta solo se ereditata per via paterna (modalità di trasmissione: parent-of-

origin effect), l’analisi genetica è stata estesa solo al padre del probando. In 

seguito all’analisi condotta il padre è risultato carrier della mutazione, lo 

screening clinico è tuttora in corso. Di seguito vengono riportati i cromatogrammi 

ottenuti (figura 42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: cromatogramma del probando (s3047, sono presenti 2 cromatogrammi perchè la 

mutazione è stata riconfermata), del padre (s3048) e di un paziente w.t. (s1505). 

 

 

4.3.1.1   Analisi in silico 

Poiché l’RNA del probando non era disponibile, è stata effettuata un’analisi in 

silico utilizzando tre dei programmi di predizioni dei siti di splicing disponibili in 

web. 
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4.3.1.2   BDGP 

Il programma BDGP per il calcolo dello score del sito di splicing al 5’ (sito 

donatore) utilizza 15 nucleotidi fiancheggianti il sito individuato (-7 +8 nc) e 41 

nucleotidi (-21 +20 nc) per quello al 3’. Di seguito viene riportato l’output 

ottenuto (figura 43). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 43: output ottenuto mediante l’utilizzo del programma BDGP per la predizione dei siti di 

splicing nella sequenza w.t. ed in quella mutata (IVS1 +1G>A). Viene riportato lo score 

cutoff e la lunghezza della sequenza analizzata (-7 nc downstream e +8 nc upstream il 

dinucleotide GT). Viene fornito il valore di score per la predizione effettuata, il 

dinucleotide predetto (evidenziato in rosso) ed una breve sequenza fiancheggiante tale 

dinucleotide a monte e a valle. Nella predizione effettuata nella sequenza mutata non 

viene riconosciuto nessun sito di splicing. 

 

 

Il programma utilizzato predice la presenza del sito donatore consensus di splicing 

(GT) nella sequenza wild type e la sua perdita nella sequenza in cui la guanina del 

dinucleotide GT viene sostituita con la adenina (sequenza mutata). 

 

4.3.1.3   SplicePort 

È stato poi utilizzato il programma di predizione SplicePort. È stata analizzata una 

sequenza di 210 nucleotidi, il programma impone sequenze di lunghezza non 

inferiore ai 162 nucleotidi (almeno 80 nucleotidi downstream e 80 nucleotidi 

upstream il sito di splicing di interesse). Il tempo richiesto per la predizione è 

lunghezza della sequenza dipendente (~1s/Kb). Come threshold è stato utilizzato 

il valore fornito di default dal programma (zero). Nella pagina seguente viene 

fornito l’output ottenuto (figura 44). 

 

 

 

 

Splice site predictions for 1 sequence with donor score cutoff 0.25 (-7 +8 nc)  

Donor site predictions for w.t.: 

Start   End    Score     Exon        Intron 

 46        60       0.96     ggccgaggtgagggg  

 

Donor site predictions for SDHD IVS1+1 G>A: 

Start   End    Score     Exon        Intron  
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Description of Sequence:  

Length of Sequence :  

SDHD w.t. 

210 

Your threshold of 0 produces a Sensitivity value, TP/(TP+FN), of 88.5%, and 

a False Positive Rate, FP/(FP+TN), of 1.5% for AG locations.  

 

Your threshold of 0 produces a Sensitivity value, TP/(TP+FN), of 88.8%, and 

a False Positive Rate, FP/(FP+TN), of 1.2% for GT locations. 

Show:     Location: Short Sequence:  Score   

Donor:  113 ccgaggtgaggg 0.974367  

 

Figura 44: output ottenuto mediante l’utilizzo del programma SplicePort per la predizione dei siti 

di splicing nella sequenza w.t. ed in quella mutata (IVS1 +1G>A). In alto: vengono 

riportate alcune informazioni relative alla sequenza (il nome e la lunghezza della 

sequenza); al centro: viene riportato il valore di sensibilità con un threshold pari a zero 

di 88.5% per il sito accettore (AG) e di 88.8% per il sito donatore (GT); in basso: il sito 

analizzato, la sua localizzazione nella sequenza fornita, un breve sequenza 

fiancheggiante il dinucleotide di interesse e lo score. 

 

 

Il programma predice la presenza del sito donatore di splicing nella sequenza 

inserita nell’input, ovvero la sequenza wild type. Di seguito viene fornito l’output 

relativo alla sequenza mutata (figura 45). 

 

Description of Sequence: 

Length of Sequence :  

SDHD mut IVS1 +1G>A 

210 

Your threshold of 0 produces a Sensitivity value, TP/(TP+FN), of 88.5%, and 

a False Positive Rate, FP/(FP+TN), of 1.5% for AG locations.  

 

Your threshold of 0 produces a Sensitivity value, TP/(TP+FN), of 88.8%, and 

a False Positive Rate, FP/(FP+TN), of 1.2% for GT locations. 

Show:     Location:  Short Sequence:      

Figura 45: output relativo al sito donatore di splicing mutato IVS1 +1G>A. Il programma 

SplicePort non riconosce alcun sito nella sequenza mutata. 

 

Il programma non predice alcun sito di splicing nella sequenza mutata. 
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4.3.1.4   Splice-Site Score 

Infine è stato utilizzato il programma Splice-Site Score, lo score rappresenta il 

grado di match fra la sequenza di splicing fornita nell’input (query) e la sequenza 

consensus. Un match del 100% con il sito di splicing 5’ AAG|gtaagt dovrebbe 

avere uno score di 12.6, mentre quello al 3’ tt ttccc tccag|G uno score pari a 14.2. 

La media dello score dei siti di splicing è di al 8.1 al 5’ e 7.9 al 3’ (figura 46). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46: output ottenuto mediante l’utilizzo del programma Splice-Site Score per la predizione 

dei siti di splicing nella sequenza w.t. ed in quella mutata (IVS1 +1G>A). La 

sequenza w.t. ha uno score di 9.9, quella mutata, invece di -0.8. 

 

 

Lo score positivo della sequenza wild type è indicativo del match fra la sequenza 

fornita nell’input e quella consensus, lo score invece della sequenza mutata risulta 

essere negativo perché si discosta dal consensus. 

 

4.3.2   La mutazione SDHD IVS2 +1G>C 

Si tratta di una mutazione non descritta in letteratura presente nel sito donatore di 

splicing dell’introne 2 del gene SDHD. La mutazione è stata individuata in un 

ragazzo affetto da PGL metastatico. 

Considerata la modalità di trasmissione parent-of-origin effect della Sindrome, 

quando causata da mutazioni a carico del gene SDHD, l’analisi genetica è stata 

estesa solo al padre del probando. In seguito all’analisi effettuata il padre è 

risultato carrier della mutazione e lo screening clinico ha evidenziato la presenza 

di un PGL carotideo.  

Anche per questa mutazione è stata effettuata un analisi in silico, utilizzando i tre 

programmi precedentemente descritti. 

 

The Splice-Site Score For The 5' Site  

Your input was: G A G | G T G A G G (w.t.) 

Its score is: 9.9 

Note that the maximum 5' score is 12.6 and the average score of constitutive exons is 8.1  

Below is the distribution of 5'ss scores of authentic sites and background sequences around the GT pattern 

Splice-Site Score 

The Splice-Site Score For The 5' Site  

Your input was: G A G | A T G A G G (SDHD mut IVS1 +1G>A) 

Its score is: -0.8 
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Di seguito viene riportato l’output ottenuto attraverso l’utilizzo del programma 

BDGP (figura 47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47: output ottenuto mediante l’utilizzo del programma BDGP per la predizione dei siti di 

splicing nella sequenza w.t. ed in quella mutata (IVS2 +1G>C). Nella sequenza w.t. 

viene predetto un sito donatore di splicing, in quella mutata nessun sito. 

 

 

Il programma utilizzato predice la presenza del sito donatore di splicing (GT) 

nella sequenza wild type e la sua perdita nella sequenza mutata. 

 

Di seguito viene riportato l’output ottenuto mediante SplicePort (figura 48). 

 

Description of Sequence:  

Length of Sequence :  

SDHD w.t. 

1155 

Your threshold of 0 produces a Sensitivity value, TP/(TP+FN), of 88.5%, and 

a False Positive Rate, FP/(FP+TN), of 1.5% for AG locations.  

 

Your threshold of 0 produces a Sensitivity value, TP/(TP+FN), of 88.8%, and 

a False Positive Rate, FP/(FP+TN), of 1.2% for GT locations. 

Show:     Location:  Short Sequence:  Score 

Donor:  117 ccattgtatgtt 0.149067 

Figura 48: output ottenuto mediante l’utilizzo del programma SplicePort per la predizione dei siti 

di splicing nella sequenza w.t. ed in quella mutata (IVS2 +1G>C).  

 

 

Il programma predice la presenza del sito donatore di splicing nella sequenza 

inserita nell’input, ovvero la sequenza wild type. 

 

 

Splice site predictions for 1 sequence with donor score cutoff 0.25 (-7 +8 nc)  

Donor site predictions for w.t.: 

Start   End    Score      Exon   Intron 

  111     125     0.27      caccattgtatgttc  

 

Donor site predictions for SDHD IVS2 +1G>C: 

Start   End    Score     Exon   Intron 
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Di seguito viene fornito l’output relativo alla sequenza contenete il dinucleotide 

CT anzicchè il dinucleotide GT (figura 49). 

 

Description of Sequence:  

Length of Sequence :  

SDHD mut IVS2 +1G>C 

1155 

Your threshold of 0 produces a Sensitivity value, TP/(TP+FN), of 88.5%, 

and a False Positive Rate, FP/(FP+TN), of 1.5% for AG locations.  

 

Your threshold of 0 produces a Sensitivity value, TP/(TP+FN), of 88.8%, 

and a False Positive Rate, FP/(FP+TN), of 1.2% for GT locations. 

Show:     Location:  Short Sequence:   Score 

Acceptor:  1010 tttgtagctggc 0.122756 

Figura 49: output relativo al sito donatore di splicing mutato IVS2 +1G>C. Il programma 

SplicePort non riconosce alcun sito nella sequenza mutata. 

 

 

Il programma non predice alcun sito di splicing nella sequenza mutata. 

E’ stato nuovamente utilizzato il programma Splice-Site Score e di seguito viene 

riportato l’output ottenuto (figura 50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50: output ottenuto mediante l’utilizzo del programma Splice-Site Score per la predizione 

dei siti di splicing nella sequenza w.t. ed in quella mutata (IVS2 +1G>C). La sequenza 

w.t. ha uno score di 4.6, quella mutata, invece di -6.2. 

 

 

Lo score positivo nella sequenza wild type e negativo in quella mutata è indicativo 

rispettivamente del match e del non-match con la sequenza consensus. 

The Splice-Site Score For The 5' Site  

Your input was: A T T | G T A T G T (w.t.) 

Its score is: 4.6 

Note that the maximum 5' score is 12.6 and the average score of constitutive exons is 8.1  

Below is the distribution of 5'ss scores of authentic sites and background sequences around the GT pattern 

Splice Site Score 

The Splice-Site Score For The 5' Site  

Your input was: A T T | C T A T G T (SDHD  mut IVS2 +1G>C) 

Its score is: -6.2 
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4.3.3   La mutazione SDHD IVS2 -1G>T 

Si tratta di una mutazione nota95, presente nel sito accettore di splicing (AG) 

dell’introne 2 del gene SDHD. 

 

La mutazione in un sito accettore di splicing determina lo skipping dell’esone a 

valle della mutazione. Spesso l’esclusione di un esone ha un profondo effetto 

sull’espressione genica: può determinare un trascritto di RNA instabile o un 

polipeptide non funzionale, a causa della perdita di un gruppo critico di 

amminoacidi.  

 

Il probando è una ragazza di 24 anni affetta da PGL giugulare sinistro con 

metastasi, operata all’età di 23 anni. Poiché mutazioni nel gene SDHD 

conferiscono un’alta suscettibilità allo sviluppo di HNPs, soprattutto nel glomo 

carotideo o giugulo-timpanico, si è deciso di analizzare mediante sequenziamento 

diretto il gene SDHD. Ciò ha portato all’identificazione repentina della mutazione 

causativa, escludendo dall’analisi molecolare gli altri due geni di suscettibilità 

(SDHB, SDHC). L’analisi genetica è stata estesa al padre, permettendo di 

confermare che la mutazione era stata ereditata per via paterna (vedi modalità di 

trasmissione della Sindrome), al fratello ed alla sorella. Inoltre lo screening 

clinico effettuato al padre ha permesso di identificare la presenza di un PGL 

carotideo e giugulare. In appendice B viene riportato l’albero genealogico. 

La mutazione è stata inizialmente identificata dal gruppo di Renard nel 2003 

(figura 51), in una donna di 35 anni, affetta da PGL vagale bilaterale che si 

estendeva dalla biforcazione carotidea fino al forame giugulare, senza invasione 

della base del collo95.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51: rappresentazione schematica del gene SDHD. In alto vengono riportati i cambiamenti 

amminoacidici causati da mutazioni note. Nel box viene riportata la mutazione 

individuata95.  
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Sino ad oggi sono stati riportati 5 casi isolati e 5 famiglie indipendenti con questa 

mutazione, tuttavia dai dati presenti in letteratura emerge che il genotipo in 

questione è associato a fenotipi tumorali benigni. Nella Sindrome Paraganglioma 

non è possibile effettuare una correlazione genotipo-fenotipo, un determinato 

genotipo è responsabile di uno spettro fenotipico ampio. La mutazione SDHD 

IVS2 -1G>T è stata individuata in pazienti affetti da PGL giugulare, carotideo, 

vagale ed anche in un paziente affetto da feocromocitoma92. 

 

 

4.3.4   La mutazione SDHD c.242C>T; p.P81L 

Il probando è una donna affetta da PGL carotideo. Considerato che i PGL 

carotidei sono maggiormente causati da mutazioni a carico del gene SDHD, si è 

deciso di analizzare per primo questo gene. L’analisi effettuata ha portato 

all’identificazione della mutazione p.P81L, si tratta di una mutazione nota, nonché 

la prima scoperta da Baysal et al.,15 come mutazione responsabile dell’insorgenza 

del PGL (figura 52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 52: cromatogramma della sequenza w.t. e mutata, la freccia indica il nucleotide mutato15. 

 

 

Dai dati presenti in letteratura emerge che la mutazione in questione è associata a 

fenotipi patologici vari quali PGL carotideo, feocromocitoma e feocromocitoma 

extra-surrenalico. Sino ad oggi è stata individuata in 6 casi isolati e 21 famiglie 

indipendenti92. 
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4.4   ANALISI DI DELEZIONE/DUPLICAZIONE 

La tecnica del sequenziamento diretto permette di identificare, oltre a mutazioni 

puntiformi, anche micro-delezioni e/o micro-duplicazioni, tuttavia non consente 

l’identificazione di riarrangiamenti che riguardino regioni genomiche più estese.  

 

Poiché in letteratura sono stati descritti casi di Sindrome Paraganglioma causati da 

eventi molecolari estesi a carico dei geni SDHB, SDHC, SDHD, quali delezioni di 

interi esoni o dell’intero gene, nel presente lavoro tutti i pazienti risultati negativi 

in seguito a sequenziamento diretto (nessuna mutazione puntiforme e/o micro-

delezione/duplicazione) sono stati analizzati per la ricerca di possibili eventi 

molecolari di maggiori dimensioni (delezioni/duplicazioni) mediante la tecnica 

Multiplex Ligation Probe Assay (MLPA). È stato utilizzato il kit SALSA MLPA 

KIT P226-A2 SDHD, che contiene le sonde per tutti gli esoni del gene SDHB, 

SDHC ed SDHD ad eccezione del gene SDHA. Per stabilire quali pazienti 

avessero un numero aberrante di copie il risultato di ciascun campione è stato 

confrontato con quello di un campione di riferimento, privo di 

delezioni/duplicazioni a carico dei geni che sono stati analizzati. Delezioni in 

eterozigosi di una specifica sequenza dovrebbero dare una riduzione dell’area del 

picco del prodotto di amplificazione relativo a quella sonda del 35-50%.  

Nessuno dei pazienti analizzati ha mostrato evidenze di possibili delezioni o 

duplicazioni di interi esoni o dell’intero gene SDHB, SDHC o SDHD. 

 

 

4.5   STIMA DELLA PREVALENZA DELLA MUTAZIONE 

SDHD p.Y114C IN TRENTINO 

L’alta incidenza di HNP in una regione geografica ristretta del Trentino 

(Valsugana - Val dei Mocheni - Val di Cembra) aveva portato, dopo aver 

effettuato lo screening genetico, all’identificazione della stessa mutazione a carico 

del gene SDHD, in tutti i pazienti affetti. Sulla base dei risultati ottenuti (vedi 

paragrafo 1.5.1.5) si è deciso di effettuare uno screening di popolazione previa 

campagna divulgativa-preventiva sul Progetto “paraganglioma/chemodectoma in 

Trentino” (responsabile scientifico del progetto: Prof. Giuseppe Opocher) (figura 

53). Lo screening è stato rivolto agli abitanti della Val dei Mocheni, Val di 

Cembra e Altopiano di Pinè, dopo aver fornito loro informazioni sulla mutazione 

fondatrice SDHD c.341G>C p.Y114C, individuata nelle loro valli.  
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I soggetti sono stati invitati a donare un campione della loro saliva, mediante 

l’utilizzo di un tampone sterile, con lo scopo di estrarne il DNA ed analizzare la 

presenza o assenza della mutazione fondatrice SDHD. Il campionamento è stato 

casuale ed il prelievo delle cellule di sfaldamento della mucosa buccale è stato 

preceduto dalla firma del modulo di consenso alla partecipazione allo studio ed al 

prelievo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53: campagna divulgativa-preventiva sul Progetto “paraganglioma/chemodectoma in 

Trentino”. 

 

 

Sono stati raccolti 355 campioni in Val dei Mocheni, 1275 nell’Altopiano di Pinè 

e 2395 in Val di Cembra. I 4.025 campioni sono stati analizzati per la 

presenza/assenza della mutazione fondatrice mediante discriminazione allelica, 

una tecnica che consente di genotipizzare SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphisms) mediante l’utilizzo di 2 primers per l’amplificazione della 

sequenza di interesse e 2 sonde TaqMan® allele specifiche.  

Tutti campioni sono stati analizzati anche mediante l’utilizzo di un’altra tecnica 

quale, la DHPLC. I risultati ottenuti con entrambe le metodiche sono risultati 

concordanti. I carriers della mutazione sono stati poi confermati attraverso 
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sequenziamento diretto. 

L’analisi effettuata ha permesso di identificare 59 portatori della mutazione: 13 

(22%) con storia familiare positiva e 46 (78%) con storia familiare negativa 

(figura 54). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 54: mappa delle valli analizzate, ciascun cerchio rosso rappresenta un carrier della 

mutazione SDHD c.341G>C p.Y114C.  

 

 

Lo screening effettuato su un campione della popolazione generale di 4.025 

individui ha permesso di stimare che il valore di prevalenza dell’allele mutato è 

pari all’1.5%, con una prevalenza maggiore in Val dei Mocheni, e 

progressivamente più bassa nell’ Altopiano di Pinè e nella Val di Cembra (figura 

55). Questo suggerirebbe l’origine della mutazione fondatrice in Val dei Mocheni 

e la sua successiva diffusione verso le altre due valli. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55: rappresentazione mediante scala colorimetrica della diffusione della mutazione 

p.Y114C dalla Val dei Mocheni verso le altre due valli. 
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Poiché la densità demografica di queste valli è di circa 70.000 abitanti si può 

stimare la presenza di circa 1.000 portatori della mutazione.  

La presenza di un numero elevato di portatori della mutazione potrebbe rendere 

possibile lo studio dei geni modificatori e quindi caratterizzare le motivazioni 

della eventuale variabilità fenotipica.  
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5   CONCLUSIONI 
 
 
 

 

In questo lavoro di dottorato si è cercato di approfondire il coinvolgimento dei 

geni SDHB/C/D nella patogenesi dei tumori dei paragangli, sia derivati dal 

sistema nervoso simpatico che da quello parasimpatico. In particolare i pazienti 

affetti da feocromocitoma e/o paraganglioma a presentazione sporadica o 

familiare sono stati analizzati per la ricerca di mutazioni nei geni di suscettibilità 

sino ad oggi individuati. È stato escluso dall’analisi il gene SDHAF2 a causa della 

sua recente scoperta. 

L’analisi eseguita ha portato all’identificazione di mutazioni germinali non 

descritte in letteratura, per alcune delle quali è stato eseguito anche uno studio 

funzionale in silico ed il controllo sulla popolazione generale. Per alcune di queste 

varianti di sequenza è stato possibile accreditare un ruolo patologico. I risultati 

ottenuti inoltre confermano l’importanza dello screening molecolare nei geni di 

suscettibilità della Sindrome Paraganglioma per i pazienti con tumori sporadici. 

Occorre tener presente che l’identificazione precoce di una sindrome ereditaria 

influenza il management del paziente nonché il trattamento medico-chirurgico. 

Individuata la mutazione germinale a carico di uno dei geni SDHx, l’analisi 

genetica è stata poi estesa ai familiari del probando. Ciò ha permesso di 

identificare sia carriers asintomatici della specifica mutazione, sia individui non a 

rischio. L’estensione dello screening genetico ai familiari ha impatti evidenti sul 

piano psicologico sia pre, che post-test. La sua applicazione tuttavia si rivela utile 

perché permette di offrire ai carriers asintomatici un trattamento precoce, 

fondamentale soprattutto per le forme neoplastiche più aggressive, ed un follow-

up continuo, volto ad evidenziare precocemente l’insorgenza di altri tumori 

endocrini. Diversamente, gli individui genotipicamente non a rischio, saranno 

esclusi da successive indagini. 

In due pazienti affetti da paraganglioma testa-collo (Head and Neck 

Paraganglioma, HNP) metastatico è stata individuata una mutazione germinale a 

carico del gene SDHD, ciò non è in accordo con quanto presente in letteratura, 

dove il maggior numero di mutazioni responsabili dell’insorgenza di un fenotipo 

maligno sono state osservate nel gene SDHB. I risultati ottenuti dimostrano quindi 

che la possibilità di un fenotipo maligno nei carriers di mutazioni SDHD non è 

così raro, con conseguenze che si riflettono sul management clinico dei pazienti 

affetti da Sindrome PGL1 (Sindrome Paraganglioma di tipo 1). 
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Nel presente lavoro non sono stati identificati riarrangiamenti di notevoli 

dimensioni quali delezioni/duplicazioni di interi esoni o dell’intero gene 

SDHB/C/D. Sebbene i risultati ottenuti non siano in accordo con quanto presente 

in letteratura, occorre ricercare l’eventuale presenza di tali eventi molecolari, per 

coprire lo spettro di mutazioni che sino ad oggi si sono rivelate responsabili della 

progressione neoplastica. 

Un’analisi accurata sia clinica che molecolare dei dati qui rappresentati, insieme a 

quelli provenienti da altri centri del “Feocromocitoma/Paraganglioma network” ha 

permesso di ottenere linee-guida per lo screening genetico della Sindrome 

Paraganglioma. Di seguito viene riportato il flow chart proposto96 (figura 56). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56: rappresentazione del flow chart proposto dal “Feocromocitoma/Paraganglioma 

network” per lo screening genetico in pazienti affetti da feocromocitoma e/o 

paraganglioma96. 

 

 

Relativamente all’effetto fondatore individuato nelle valli trentine (Val dei 

Mocheni - Val di Cembra - Altopiano di Pinè), la stima della prevalenza 

dell’allele mutato in un campione generale della popolazione ha permesso di 

individuare altri carriers delle mutazione e di ipotizzare, data la densità 

demografica della zona in questione, la presenza di 1000 individui con un 

genotipo predisponente lo sviluppo neoplastico.  

Inoltre la presenza di un numero elevato di individui affetti da HNP, portatori 
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della mutazione SDHD p.Y114C, fornirà gli strumenti per una maggiore 

comprensione della modalità di espressione della Sindrome PGL1 ma potrà anche 

fornire preziosi elementi per lo studio di altri geni coinvolti nella particolare 

modalità di trasmissione della Sindrome PGL1. 
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APPENDICE A 

 

 

 
GENE 

SDHB 
PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE Tann bp 

Esone 1 AAGTCGCCCTGCCTCTCAG AACTCACAAGCTGCTGCGAG 68°C 585 

Esone 2 TTGGATATTGAATGCCTGCCTT GGATGTGAAAAGCATGTCCCTAA 56°C 387 

Esone 3 TCCGAAGGTGACCTGAGAAGA GAAAAGGAATTAGGTTGCACAGC 56°C 387 

Esone 4 TGATGGCACAGCAAGGAGG AATAGCGTAACACACATAGCACTGC 60°C 337 

Esone 5 AAAAGAGTCTGGCTTCTGCCTG AATGGCTTGCATCAGCTTATGTT 58°C 387 

Esone 6 TTGTTCATGCACTGACCCCA 
CTGTTTGGACTGGCTGGATGGC

AA 
56°C 368 

Esone 7 CTGCACTCCCAGAGCTTTGAG GACTAGGGTTGCTCTCTGCCA 56°C 342 

Esone 8 TGAGGAAGGAGTTTCACCCAA TCCCCTGCGGCAAGTTAAAG 56°C 388 

Tabella 1: primer, temperatura di annealing (Tann) e dimensioni di ciascun amplificato per gli 8 

esoni del gene SDHB. 

 

 

GENE 

SDHC 
PRIMER FORWARD PRIMER REVERSE Tann bp 

Esone 1 TCTCTAGGATCCCCGAGCG TCTCTAGGATCCCCGAGCG 56°C 360 

Esone 2 TCCCTTCACCCCTAAAAATAGAGA   TGGCGTGAACCCAAGAGG 56°C 308 

Esone 3 AACCATGCCTGGCTTGGTATT   TCAACCTTCAGAACTTTCACCCA 56°C 307 

Esone 4 CTGGGCAACAGAGCGAGACT   AAGAGACTTACTGTTCCCTCTAA 64°C 352 

Esone 5 CAGCCTGGGTGACAGAATGA   AGCGAGACTCCACTCTTGGG 60°C 493 

Esone 6 TGGGTTTTGAGAAGGGTAAAGG   TTGCAGCCACCTCATCTTTAGA 56°C 505 

Tabella 2: primer, temperatura di annealing (Tann) e dimensioni di ciascun amplificato per i 6 

esoni del gene SDHC. 

 
GENE 

SDHD 
PRIMER FORWARD  PRIMER REVERSE Tann bp 

Esone 1 TGTTTTCTTTCGTCGTCGTGG CCTCACTTCCATCCCCTTCC 58°C 237 

Esone 2 CTATTTATTGTTAAGTAGCTTACCTATG GGAAGTCCTGCTAAAGGCATGA 56°C 337 

Esone 3 CACTGCCTGTCAGTTTGGGTT TCACAAATTTAGGGCATTTCAATC 56°C 387 

Esone 4 AGACATTGCATTTGAACTTGACAGA AGAGAAGAAGGCTGTCCACCAA 56°C 437 

Tabella 3: primer, temperatura di annealing (Tann) e dimensioni di ciascun amplificato per i 4 

esoni del gene SDHD. 

 

 

 



 100 

APPENDICE B 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

                          PGL 01                                                                                         

                                                                                                      PGL 02 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           PGL 03 

 

N 

● 


