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RESUME

La NEM2A, qui se caractérise par l'association d'un
cancer médullaire de la thyroide (CMT) a un
phéochromocytome et/ou une hyperparathyroidie, fait
partie avec la NEM2B et le CMTF des Néoplasies
Endocriniennes Multiples de type 2 (ou NEMZ2). Ces
NEM2 constituent des affections héréditaires rares, de
transmission autosomique dominante dues a des
mutations du proto-oncogéne RET. La recherche de
mutations du proto-oncogene RET chez un cas index
NEM2A permet d'une part de conforter le diagnostic
clinique et d’autre part d’identifier précocement grace au
dépistage génétique, parmi les apparentés du cas index,
ceux qui sont porteurs de I'anomalie génétique, avant
toute manifestation biologique ou clinique, pour une
meilleure prise en charge. Les objectifs sont la
caractérisation de la mutation ponctuelle du proto-
oncogene RET chez le cas index et dépister chez les
apparentés du cas index, les porteurs de la mutation
germinale. Dans ce travail, nous avons mis au point les
techniques de diagnostic génotypique par
PCR/séquengage des 7 exons du proto-oncogene RET (8,
10, 11, 13, 14, 15, 16) les plus fréquemment affectés.
L’étude a été réalisée chez une femme avec CMT et
phéochromocytome bilatéral (NEM2A). La mutation
retrouvée chez le cas index, a été recherchée chez les
apparentés, 2 sceurs adultes présentant chacune un CMT
et 07 enfants apparemment sains. La mutation identifiée
chez le cas index (C634Y / exon 11) est retrouvée chez
les 02 apparentés cliniquement atteints, ainsi que chez
04 des 07 enfants cliniquement sains. Cette mutation
C634Y, commune au CMT et a la NEM2A, nous oblige a
considérer les cas de CMT présentant cette mutation
comme des NEM2A potentiels et de leur assurer une
surveillance clinique et biologique identique. Une
thyroidectomie prophylactique sera proposée aux
porteurs sains.

Mots clés : NEM2A, RET, Mutation.

INTRODUCTION

Les NEM2 ou néoplasies Endocrines multiples
de type 2 (NEM 2) sont des affections familiales
de transmission autosomique dominante du
cancer médullaire de la thyroide (1) qui se
présentent en trois sous-types cliniques:
NEM2A, NEM2B et CMTF (2-5). Le CMT des
NEM2 est appelé CMT familial et représente 25
% (6). Dans 75 % des cas le CMT est
sporadique.

La NEM2A est caractérisée par la présence de
cancer médullaire de la thyroide (CMT) (dans
100% des cas), associé a un
phéochromocytome (retrouvé 50-60% des cas)
et a une hyperplasie des glandes parathyroides
(présente dans 20 -30% des cas).

ABSTRACT

The MEN2A, which is characterized by the association of
medullary thyroid cancer (MTC), pheochromocytoma
and / or hyperparathyroidism, belongs with MEN2B and
FMTC in Multiple Endocrine Neoplasia type 2 (or MEN
2). These MEN2 are rare hereditary diseases, transmitted
as autosomal dominant and due to mutations in the RET
proto-oncogene. The search for mutations in the RET
proto-oncogene in an index case MEN2A allows one hand
to confirm the clinical diagnosis and secondly to identify
through genetic testing, including the related index case,
those carriers the genetic abnormality early before any
biological or clinical manifestation, for better
management. The objectives are to characterize the point
mutation in the RET proto-oncogene in the index case
and detect in relatives of the index case, the carriers of
germline mutation. In this studie, we developed
genotypic diagnosis techniques by PCR / sequencing of
the 7 exons of RET proto-oncogene (8, 10, 11, 13, 14, 15,
16) whose most frequently affected. The study was
performed in a woman with MTC and bilateral
pheochromocytoma (MEN2A). The mutation found in the
index case, was investigated in relatives, two adult
sisters each having a MTC and 07 apparently healthy
children. The mutation identified in the index case
(C634Y / exon 11) was found in 02 related clinically
affected and in 04 of 07 clinically healthy children. The
C634Y mutation, common in FMTC and MEN2A, forces us
to consider the case of MTC this mutation as potential
MEN2A and provide them an identical clinical and
laboratory monitoring. Prophylactic thyroidectomy will
be offered to healthy carriers.

Keywords: MEN2A, RET, mutation.

La NEM2B ou on retrouve chez les patients un
carcinome médullaire de la thyroide associé a
un  phéochromocytome, un  syndrome
marfanoide et une neurogangliomatosis du
tractus intestinal, mais il n’y a pas d’atteinte de
la glande parathyroidienne. Dans le carcinome
médullaire de la thyroide familial (CMTF), le
carcinome médullaire de la thyroide est la seule
manifestation clinique de la maladie (5). Ces
formes familiales, NEM2A, NEM2B et CMTF
sont toutes dues a des mutations du proto-
oncogéne RET.

Le RET proto-oncogene localisé sur le
chromosome 10 en 10q11.2. (13) code pour un
récepteur membranaire a activité tyrosine
kinase (14), exprimé dans des cellules dérivées
de la créte neurale (15).
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CAS CLINIQUE

Ce récepteur RET possede un domaine extracellulaire, un
domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire.

Un facteur neurotrophique nommé GDNF (glial derived
neurotrophic facteur), lui-méme lié un récepteur (GDNF-R)
amarré a la membrane cytoplasmique par un intermédiaire
glycosylphosphatidyl-inositol, se lie au récepteur RET. Ces
trois composants forment un complexe qui entraine la
transmission de signaux mitogenes (16, 17).

Nous rapportons la découverte, par des techniques de
biologie moléculaire, d'une mutation du proto-oncogéne RET
chez un cas index de CMT confortant le diagnostic de forme
familiale et permettant le dépistage génétique des apparentés
du cas index porteurs de 'anomalie génétique cliniquement
sains, avant toute manifestation biologique ou clinique, qui se
verront proposer une thyroidectomie prophylactique et
d’assurer une surveillance clinico-biologique du cas index et
de ses apparentés.

OBSERVATION

L’étude a été réalisée chez une femme de 50 ans avec CMT et
phéochromocytome bilatéral (NEM2A). Cette patiente est la
3¢me d'une fratrie de 08. Dans les antécédents familiaux, la
meére et la tante maternelle avaient un CMT associé a un
phéochromocytome. Des prélévements sanguins ont été
réalisés sur tube EDTA aprés consentement éclairé de la
patiente et suivi d'une demande d’analyse avec un résumé
clinique.

La mutation retrouvée chez le cas index, a été recherchée
chez des apparentés, 2 sceurs adultes (la 7éme et la 8¢me de la
fratrie) qui présentent chacune un CMT et wun
phéochromocytome.

Le dépistage génétique a la recherche de la mutation familiale
a été réalisé chez 07 enfants apparemment sains. 01 enfant
du cas index (le 3¢me de la fratrie de 4), les 03 enfants d’une
sceur et les 03 autres enfants d'une autre sceur apres
consentement éclairé. L’ADN génomique a été extrait a partir
de globules blancs selon la technique salting Out ou méthode
aux sels.

L’analyse génétique a la recherche de la mutation germinale,
a porté sur I'exon 11 du proto-oncogene RET fréquemment
mutés dans les cas de NEM2A et a été réalisée par séquencage
direct (Big Dye Terminator 1-1) sur ABI Prism 3130
(Applied). Les amorces oligonucléotidiques utilisées pour
amplifier I'exon du géne RET ont été concues sur les
séquences introniques flanquantes et sont 11F 5-3-
CAGAGCATACGCAGCCTGTA et 11R 5-3":
ACACAGCGCCCTATGGAAAT. Les conditions PCR utilisées
sont 4 pl d’ADN (25 ng/pl), 2,5 pl pl de tampon PCR 10X;
1,25 pl de dNTPs (2mM, 1,5 pl de MgCI2 a 25 mM, 1,25 ul de
dNTP a 2 mM, 1,25 pl de solution d’amorces sens et antisens a
5 pmol/ul, 0,1 ul Taq polymérase Roche (5U/ pl) et 13,15 pl
d’H20.

L’amplification est programmée comme suit; une étape de
dénaturation initiale de 5 minutes a 94°C, puis 35 cycles
d’amplification (comprenant dénaturation d'une minute a 94°C
; hybridation d’'une minute a 60°C (pour lexon 11) et
élongation d'une minute a 72°C) suivis d'une étape
d’élongation finale de 10 minute a 72°C. Le produit
d’amplification était testé sur un gel d'agarose a 2% et les
bandes visualisées par coloration au bromure d'éthidium. Les
produits de PCR sont purifiés sur des plaques Millipore
(Manu 30) et la réaction de PCR de séquence est réalisée avec
1,5 pl de produit PCR purifiée ; 0,8 pl de Big Dye terminator
V1.1 (Applied Biosystem) ; 3,6 pl de tampon 5X (V1.1) et 2 pl
d’amorce sens ou antisens (5 pmol/ul).

Pour I'exon 11 : 'amplification est programmeée avec 25 cycles
comportant une étape de 30 secondes a 95°C suivi d'une étape
de 4 minutes a 60°C. Apres purification par gel filtration au
G50, les produits de PCR de séquence sont séparés par
électrophorese capillaire en utilisant la méthode de Sanger
dans un séquenceur automatisé ABI Prism 3130 (Division
Applied Biosystem). La présence de la mutation a été détectée
par comparaison a la séquence de référence.

La patiente agée de 50 ans présente une mutation due a une
substitution de base une transition d'une guanine en une
adénine en ¢.1901G>A a Iétat hétérozygote, comme le montre
la Figurel.
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Figure 1. Mutation hétérozygote C634Y (TGC/TAC)
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Ce remplacement de G par A conduit a la transformation du codon
TGC en codon TAC et substitution d'une cystéine par une tyrosine au
codon 634 au niveau de I'exon 11. Cette mutation germinale est notée
C634Y. L'analyse génétique a été réalisée chez des apparentés (Figure
2).
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Figure 2. Arbre généalogique de la famille de NEM2A

La mutation identifiée chez le cas index est retrouvée chez les
02 sceurs cliniquement atteintes de NEM2A avec CMT et
phéochromocytome, ainsi que chez 04 des 07 enfants
cliniquement sains (Tableau 1).

Tableau 1. Résultats de I'analyse génotypique
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Diagnostic Sexe Age Mutation
NEM2A F 50 Présente
NEM2A F 40 Présente
NEM2A F 38 Présente
Enfant M 23 Présente
Enfant F 18 Absente

Enfant M 10 Présente
Enfant M 03 Absente

Enfant F 08 Présente
Enfant M 06 Présente
Enfant F 01 Absente
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DISCUSSION

La mutation retrouvée chez le cas index, une femme de 50
ans, et chez certains membres de sa famille au nombre de 06
est une mutation faux-sens, retrouvée au niveau du codon
634 (TGC/TAC) de l'exon 11. Cette mutation entraine le
changement d’une cystéine de la partie extracellulaire de la
protéine RET en une tyrosine, elle est dénommée Cys634Tyr
ou C634Y (8). Cette mutation C634Y est commune aux cas de
NEM2A (8) et du CMTF.

La plupart des mutations de RET retrouvées dans les NEM 2A
(95%) ont été trouvées dans les exons 10 et 11, qui code pour
le domaine extracellulaire du récepteur. Ce sont des
mutations faux-sens qui affectent l'un des codons
correspondant a un résidu de cystéine positionnés dans la
région juxta-membranaire riche en cystéine (8; 9; 11; 18).

Les patients CMTF ont des mutations au niveau des mémes
codons que lors de l'atteinte sous forme de NEM2A mais avec
d’autres substitutions d'acides aminés et au niveau de codons
dans d'autres exons du gene RET.

La NEM2B est presque exclusivement associée a une
mutation au niveau du codon 918 dans l'exon 16 (8; 9; 11;
18) et a une mutation la AB83F au niveau de I'exon 15.

II a été suggéré que les résidus cystéine du domaine
extracellulaire du récepteur RET sauvage forment des ponts
disulfures intramoléculaires.

Donc a chacun de ces syndromes, NEM2A, NEM2B et CMTF,
des mutations spécifiques du proto-oncogéne RET sont
associés (7- 11) (Tableau 2).

Le mécanisme pathogénique sous-entendu est que dans les
NEM2A, les résidus cystéine non appariés du récepteur RET
mutant forment des ponts disulfures intermoléculaires. Un
changement d'une cystéine en un autre acide aminé, va
automatiquement faire en sorte qu’'une cystéine ne sera pas
appariée. Cet état de fait fera que la cystéine non appariée
d’'un monomere RET va automatiquement s’apparier avec une
cystéine d’en face d'un autre monomere RET.

Ces changements de conformation, suivies de la dimérisation
du récepteur, entraineront l'activation du domaine Tyrosine
Kinase (19). Cette dimérisation constitutive de RET
entrainant l'activation de RET est indépendante du ligand (1 ;
20).

Tous les cas de NEM 2A rapportés a ce jour ont ce méme
mécanisme d'activation (1). Les mutations NEM 2A conférent
un potentiel de transformation dominant a l'allele muté de
RET (1; 20).

La présence de la mutation la C634Y chez le cas index, qui
présente un CMT et un phéochromocytome bilatéral confirme
le diagnostic de NEM2A ainsi que pour ses 02 sceurs qui sont
cliniquement affectées.

Les enfants cliniquement sains porteurs de la mutation
familiale doivent étre considérés comme étant des patients
NEM?2A. Ils doivent impérativement subir une thyroidectomie
prophylactique assez précoce avant que les signes du CMT
n’apparaissent

Cela impose de rechercher un phéochromocytome, une
hyperparathyroidie et d’assurer une surveillance biologique
et médicale aux patientes affectées et aux porteurs de la
mutation.

CONCLUSION

Nous rapportons l'identification d'une famille de NEM2A avec
cancer médullaire de la thyroide et phéochromocytome,
associée a une mutation du géne RET.

Chez cette famille, les patientes cliniquement affectées, au
nombre de 03, sont porteuses de la méme mutation
germinale C634Y, localisée au niveau de I'exon 11 du proto-
oncogene RET.

Les sujets apparentés sains mais porteurs de cette mutation,
au nombre de 04, doivent étre considérés comme étant des
sujets qui présenteront une NEM2A. Ils doivent bénéficier
d’'une thyroidectomie prophylactique et d’'une surveillance
adaptée au dépistage des différentes atteintes organiques
potentielles (médullo-surrénale et parathyroide).

Les apparentés non porteurs de la mutation sont rassurés et
ne nécessitent aucune surveillance médicale particuliere.
L’étude génotypique d’autres apparentés est nécessaire.

Déclaration d’intéréts: les auteurs ne déclarent aucun
conflit d’'intérét en rapport avec cet article.
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