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Résumé: La néoplasie endocrinienne multiple type2 est un syndrome génétique rare caractérisé par le
développement de tumeurs dans trois glandes endocrines : la thyroide, la partie centrale des glandes surrénales
et les glandes parathyroides. Elle est causée par des mutations de la ligne germinale dans le proto-oncogéene
RET et des corrélations spécifiques génotypes-phénotypes influencent la gestion clinique.

Notre travail, concerne plus précisément la classification, la détermination des caractéristiques cliniques, et
I"application de la biologie moléculaire pour [’analyse du matériel génomique de patients atteints de NEM 2.
En outre, nous discutons les progreés récents dans la base moléculaire sous-jacente au NEM 2, et fournissons
des directives sur la fagon dont ces tests génétiques pourraient étre utilisés pour la prise en charge clinique des
patients affectés ainsi que les autres membres de la famille & risque.
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I.  Introduction

Il est aujourd’hui admis que le développement d’une tumeur résulte de I’altération des processus de
controle de la croissance, de I’organisation et de la mort cellulaire. Ces altérations sont le résultat de
I’acquisition de mutations dans deux types principaux de génes : les proto-oncogénes, qui codent pour des
protéines qui interviennent le plus souvent dans les voies de signalisation régulant le cycle cellulaire, et les
génes suppresseurs de tumeurs qui sont impliqués dans le contréle du cycle cellulaire et aussi dans 1’adhésion
cellulaire.[1]

Le terme « néoplasie endocrinienne multiple de type 2 » désigne un syndrome génétique rare qui est du
a des mutations germinales activatrices du protooncogéne RET codant un récepteur a activité tyrosine-kinase et
qui est caractérisé par l'apparition indépendante de changements bénins ou malins de plusieurs organes
endocriniens (la thyroide, la parathyroide et la glande surrénalienne) ainsi que des changements occasionnels
des neurones, des muscles et du tissu conjonctif. Les glandes affectées par NEM2 peuvent sécréter des quantités
excessives d'hormones dans la circulation sanguine, ce qui peut entrainer une variété de symptomes. [2]

Le diagnostic de la NEM 2 implique le diagnostic d’un carcinome médullaire de la thyroide (CMT),
celui du phéochromocytome (PHEO) et d'une éventuelle hyperparathyroidie primitive (HPTP). [3]

Ce travail porte sur 20 patients issus de différentes familles marocaines présentant une NEM 2 dans le
but de déterminer la prévalence des mutations du géne RET dans ce groupe de patients et étudier sa corrélation
génotype-phénotype.

Il. Matériels Et Méthodes

Il s’agit d’une étude rétrospective portant sur 20 patients non apparentés conduite au service de
génétique médicale du CHU Hassan Il Fés, étalée sur une durée de 3ans. Les données cliniques et paracliniques
ont été recueillies ainsi que 1arbre généalogique de chaque famille.

Apres consentement éclairé, un prélévement du sang périphérique sur tube EDTA a été réalisé suivi
d’une extraction d "ADN par kit et quantification par dosage spéctrophotométrique. Une réaction PCR des
échantillons d’ADN est réalisée par la suite pour amplifier les exons 10, 11, 13, 15 et 16 du géne RET. Le
controle d’ADN amplifié¢ se fait par une ¢lectrophorése sur gel d’agarose avant de procéder au séquencage du
fragment amplifié selon la méthode sanger qui permet I’identification des mutations recherchées. La vérification
des séquences est réalisée grace au programme BLAST prime.

Dé¢s I’identification de la mutation germinale de RET chez le cas index, le diagnostic de NEM 2 est
formel et doit conduire au dépistage génétique familial par la recherche directe de la mutation familiale sur
I’ADN génomique des membres de la famille susceptibles d’étre atteints aprés obtention de leur consentement
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éclairé : fratrie, ascendants et descendants directs, puis sur les branches collatérales de la famille en fonction des
résultats positifs obtenus.

Compte tenu de I’importance du résultat (positif ou négatif) pour la prise en charge du patient, cette
analyse devra étre confirmée par un second prélévement indépendant.

1. Résultats

Durant cette étude réalisée sur une durée de 3 ans nous avons recensé 20 cas, 6 hommes et 14 femmes,
le sexe ratio était donc 1H/3F. L age de nos patients variait entre 18 et 63 ans, avec un 4ge moyen de 38,9 ans.
En corrélant 1’age avec le sexe, toutes les tranches d’4ge examinées présentaient une nette prédominance
féminine.

Pour ces 20 patients, Les résultats de I'examen anatomopathologique ont montré la présence du CMT
chez 65 % des patients et le PHEO chez 35 % tandis que ’HPTP n’était présente que chez 10% seulement. Le
bilan biologique a montré un taux élevé de calcitonine chez 9 cas (45 %). 8 cas présentaient des troubles au
niveau des catécholamines sécrétés (40 %) alors que 4 avaient un taux éleve de parathormones (20 %).

Les 20 patients ont fait I’objet d’une analyse moléculaire, visant a amplifier les exons 10, 11 du géne
RET, Ces exons ont été ensuite séquencés.

6 mutations ont été détectées a 1’état hétérozygote au niveau de I’exon 11 du geéne RET, 4 patients
étaient porteurs de la mutation ¢.1900T>C (p.C634R) , un patient porteur de la mutation c.1901G>A (p.C634Y)
et un autre porteur de la mutation ¢.1902C>G (p.C634W).

Les exons 13,15 et 16 du gene RET ont été analysés chez les cas qui n’ont pas présenté de mutations
au niveau des exons 10 et 11 montrant la présence de la mutation bénigne ¢.2712C>G (p.S904S) a 1’état
hétérozygote chez un patient. Aucune mutation n’a été retrouvée au niveau de ’exon 16.

IV. Discussion

Au cours des 10 derniéres années, différentes mutations du géne RET ont été bien caractérisées, surtout
apreés l'introduction du dépistage génétique RET dans le traitement de tous les patients atteints de CMT, a la fois
héréditaire et sporadique.

D’aprés la base de données ARUP Laboratories (University of Utah Department of Pathology -
http://www.arup.utah.edu/database/MEN2/MEN2_display.php), plus de 175 mutations germinales du proto-
oncogéne RET ont été identifiées au cours des 20 dernieres années, et il a été démontré que les mutations
communes sont localisées dans huit exons (exons 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16). Auparavant, l'approche pour le
dépistage des membres de la famille de ce trouble héréditaire autosomique dominant comportait des analyses
répétées avec mesures CT basales et / ou stimulées. En 1993, deux groupes différents ont identifié les mutations
de proto-oncogene RET comme cause de cas héréditaires et de syndromes NEM 2 [4], et les tests génétiques
RET sont devenus la méthode de dépistage progressivement.

Dans notre pays, vu les conditions socio-économiques des patients, la NEM 2 est diagnostiquée
tardivement, & un age ou toutes les thérapeutiques s’avérent inefficaces. Dans cette étude, le séquengage des
deux exons 10 et 11 du proto-oncogéne RET nous a permis d’identifier 6 mutations pathogenes dans une série
comprenant 20 patients (30% des patients de notre série), ce résultat est relativement élevé par rapport a celui de
la littérature [5] (Figure 1). Cette différence pourrait s'expliquer par le faible effectif de 1’échantillon. Une autre
étude marocaine était la premiére a s’intéresser au statut de la mutation RET dans la NEM 2 au Marac, elle a
porté sur 9 cas. Les mutations ont été identifiées chez trois cas (33%).

Parmi tous les 6 porteurs de mutations 5 cas avaient un CMT (83,33%), 2 un PHEO (33,33%), et 1 seul
cas une HPTP (16,66 %). Ces résultats sont proches de ceux retrouvés dans d’autres séries. Les résultats de
notre étude affirment que la mutation de I'exon 11 au codon 634 est de loin la mutation la plus fréquente en
cause de NEM 2 au Maroc par rapport aux autres mutations retrouvées du gene RET. Cette haute fréquence
pourrait refléter la présence d'un point mutationnel chaud sur le proto-oncogéne RET. Nos résultats sont en
corrélation avec les résultats du Consortium International de Mutations RET [6].

Selon différentes séries, la présence d’une mutation spécifique au codon 634 a été associée a un PHEO
et Jou HPTP, nous avons observé cette association dans seulement 2 cas. L'étude multicentrique EUROMEN a
montré que la mutation RET la plus répandue dans la population européenne était au codon 634 [7], de I’autre
coté, I’analyse multicentrique du réseau [taMEN a démontré que le codon 634 de I'exon 11 était le codon le plus
affecté [8]. Ces données concordent avec les résultats de notre série.

L'acide aminé en position 634 est situé dans la région riche en cystéine du domaine extracellulaire
RET. Des tests fonctionnels ont montré qu’une mutation au niveau de 1’une de ces cystéines leur permet de
former des ponts di-sulfure intermoléculaires conduisant a une dimérisation de RET indépendamment du ligand.
Celle-ci est suivie d’une activation du domaine tyrosine kinase a 1’origine de la prolifération non contrdlée des
cellules [9].
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Dans notre étude ¢.1900T>C (p.C634R) était la mutation la plus fréquente (4/6, 66,66%), suivi des
substitutions ¢.1901G>A (p.C634Y) (1/6, 16,66%) et ¢.1902C>G (p.C634W) (1/6, 16,66%). Ces résultats sont
semblables a ceux rapportés dans de nombreuses populations comprenant des séries arabes saoudiennes [10],
allemandes [11], iraniennes [12] et turques [13].

Cependant, chez les patients algériens [14], et espagnols [15], ¢.1901G>A (p.C634Y) était la mutation
la plus répandue dans ce codon. Ces différences dans les mutations en plus des fréquences de distribution
peuvent étre attribuables a Il'origine ethnique et aux emplacements géographiques des patients, ainsi qu'a la
composition et a la taille de I'échantillon. La mutation ¢.1900T>C (p.C634R) est connue pour étre associée a une
forme sévere de CMT avec un risque intermédiaire de développement précoce et de progression de CMT
(niveau de risque C). En effet, les patients qui portent la mutation p.C634R peuvent avoir des signes
d'hyperplasie ou cancer méme avant I'age de 5 ans.

V. Conclusion

L’utilisation de la biologie moléculaire et de la génétique est devenue désormais un outil clé dans le
diagnostic de la NEM 2. L'identification d’une mutation pathogénique chez un cas index nous donne
I'opportunité d’entamer une stratégie de dépistage chez les membres de la famille a risque permettant de poser le
diagnostic parfois a un stade tres précoce de la maladie. Elle permet d'améliorer considérablement la qualité du
conseil génétique sollicité par les parents et de répondre avec précision a de nombreuses questions sur le
caractére héréditaire de la NEM 2, les risques pour les enfants a venir et son évolution.

Cette étude réalisée sur 20 patients suivis a l'unité de génétique médicale et d'oncogénétique du CHU
Hassan Il de Fes, a pu mettre en évidence le role des examens génétiques dans I'établissement du diagnostic, de
I'étiologie et de la démarche thérapeutique.

Pour élargir la surface de 1’étude, et comme perspective, les recommandations suivantes peuvent étre
proposées : augmenter la taille de I’échantillonnage pour les patients, centraliser 1’étude, étudier les autres
exons susceptibles d’étre mutés chez les cas négatifs.

Etant donné que le proto-oncogene RET présente plusieurs mutations dans les différents exons, les
méthodes de séquengage a haut débit sont porteuses de grands espoirs en termes d’innovations médicales
notamment dans le diagnostic moléculaire. Comme cette application reste irréalisable dans le contexte actuel,
une collaboration avec des équipes étrangéres serait la bienvenue.
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Figure 1 : Comparaison de la prévalence de la mutation RET de notre série avec les autres séries de la
littérature
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