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Néoplasie endocrinienne multiple de type 2A associée a
une mutation de novo du proto-oncogene RET

Multiple endocrine neoplasia type 2A associated with a de novo
mutation of proto-oncogene RET
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Abdallah?, Hakima Boumaza?, Naziha Zeraoulia?, Lakhdar Griene?

RESUME

Introduction : Nous rapportons un cas de néoplasie
endocrinienne multiple de type 2 (NEM2) associé a
une mutation du proto-oncogene RET. Objectifs :
Rechercher et identifier une mutation du proto-
oncogene RET chez le cas index de NEM2 pour
confirmer le diagnostic clinique. Dépister, chez les
apparentés, ceux qui portent la mutation familiale
pour leur faire bénéficier d’'une prise en charge
médicale étroite et thérapeutique avant toute
manifestation clinique et biologique. Matériels et
méthodes : 11 s’agit d'une patiente dgée de 18 ans qui
présente un cancer médullaire. Un prélévement sur
tube EDTA a été acheminé au laboratoire de Biologie
moléculaire accompagné d’'une demande d’analyse
génotypique du géne RET, d'un arbre généalogique et
d’une fiche de consentement. L’extraction d’ADN a été
faite par la méthode de précipitation aux sels. L’étude
génétique a été réalisée par une amplification des
différents exons par PCR suivie d’'un séquencage sur
ABI 3130 Applied Biosystems. Aprés avoir retrouvé la
mutation chez le cas index, des apparentés ont
bénéficiés de I'analyse génétique. Il s’agit du peére agé
de 63 ans, de la meére agée de 58 ans et de la sceur
dgée de 22 ans. Résultats : Le cas index présente une
mutation au niveau I'exon 11 du proto-oncogéne RET.
Cette mutation provoque le remplacement de la
cystéine au niveau du codon 634 par l'arginine
(mutation C634R). Le peére, la mere et 'unique sceur
qui sont apparemment en bonne santé, ne présentent
pas la mutation. Conclusion : Cette mutation a été
décrite et retrouvée spécifiquement dans des cas de
NEMZ2A. Cela impose la recherche d'un phéochromo-
cytome et surveillance biologique et médicale.
Uniquement la patiente cliniquement affectée est
porteuse de la mutation du gene RET. Cela signifie
que cette mutation C634R est de novo. Les parents
non porteurs de la mutation sont rassurés et il n’est
pas nécessaire de faire I'étude génotypique d’autres
apparentés sauf si la patiente a des enfants.

Mots clés : NEM2A ; RET ; Mutation.

ABSTRACT

Background: We report the case of a multiple
endocrine neoplasia type 2 (MEN2) associated with a
mutation of the proto-oncogene RET. Aims: to search
for and identify a mutation of the proto-oncogene in
an index case of MEN2, to confirm the clinical
diagnosis. To detect, in relatives, those who bear the
familial mutation in order to benefit from medical
management before the first symptoms appear.
Material and methods: we have analyzed the case of
an 18 year-old patient who presented with a
medullary thyroid cancer. Blood sampling on an
EDTA tube was directed to the Molecular Biology
Laboratory, requesting for a genotype analysis of the
RET gene, accompanied with a family tree and a
consent form. DNA extraction has been made using
the method of salt precipitation. The genetic study
was performed using the amplification of different
axons, by PCR followed by sequencing on ABI 3130
Applied Biosystems. After having found the mutation
in the index case, relatives have benefitted from a
genetic analysis, the father aged 63 years and the
mother aged 58 years, as well as a 22 years-old sister.
Results: the index case presented a mutation of the
exon 11 coding for proto-oncogene RET. This
mutation induces the replacement of cysteine by
arginine on codon 634 (called mutation C634R). The
healthy father, the mother and the sister did not have
this mutation. Conclusion: this mutation has been
described and found exclusively in MEN2A cases.
This implicates the search for pheochromocytomas
and a tight medical and lab control. Only the affected
patient had the PET mutation. This means that the
C634R mutation in our patient is a de novo mutation.
Parents have been re-assured and do not need
further genotype studies. Other parents do not need
analysis, except potential patient’s children.

Keywords: MEN2A ; RET ; Mutation.
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INTRODUCTION

La NEM2 ou la néoplasie Endocrine multiple de type 2 (NEM
2) est un syndrome de transmission autosomique dominante
du cancer médullaire de la thyroide [1] qui se présente en
trois sous-types cliniques : NEM2A, NEM2B et FMTC [2-4]. La
NEM2A est caractérisée par la présence de cancer médullaire
de la thyroide (CMT) (dans 100% des cas), associé a un
phéochromocytome (retrouvé dans 50-60% des cas) et a une
hyperplasie des glandes parathyroides (présente dans 20 -
30% des cas). Au cours de la NEM2B, on retrouve un
carcinome médullaire de la thyroide associé a un
phéochromocytome, un syndrome marfanoide et une
neurogangliomatose du tractus intestinal, mais il n'y a pas
d’atteinte de la glande parathyroidienne. Dans le carcinome
médullaire de la thyroide familial (FMTC), le carcinome
médullaire de la thyroide est la seule manifestation clinique
de la maladie [5]. En outre, le CMT est sporadique dans 75%
des cas et familial dans 25% [6]. A chacun de ces syndromes,
des mutations spécifiques du proto-oncogene RET sont
associées [7-11] (Tableau 1).

Le RET proto-oncogéne, localisé sur le chromosome 10 en
10q11.2. [12] code pour un récepteur membranaire a activité
tyrosine kinase [13], exprimé dans des cellules dérivées de la
créte neurale [14]. Ce récepteur RET posséde un domaine
extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine
intracellulaire. Un facteur neurotrophique nommé GDNF
(glial derived neurotrophic factor), lui méme lié a 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 [15,16].

La plupart des mutations de RET retrouvées dans les NEM 2A
(95%) ont été trouvées dans les exons 10 et 11, qui codent
pour le domaine extracellulaire du récepteur (Tableau 1). Ce
sont des mutations faux-sens qui affectent I'un des codons
correspondant a un résidu de cystéine positionné dans la
région juxta-membranaire riche en cystéine [8,9,11,17]. Les
patients FMTC ont des mutations au niveau des mémes
codons mais avec d’autres substitutions d'acides aminés et au
niveau de codons dans d'autres exons du gene RET (Tableau
1).

La NEM 2B est presque exclusivement associée a une
mutation au niveau du codon 918 dans 1'exon 16 [7,8,11,17]
et 2 une mutation la A883F au niveau de I'exon 15. Il a été
suggéré que les résidus cystéine du domaine extracellulaire
du récepteur RET sauvage forment des ponts disulfures
intramoléculaires.

Le mécanisme pathogénique sous entendu est que dans les
NEMZ2A, 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 monomére RET va automatiquement s’apparier avec une
cystéine d'en face d'un autre monomere RET. Ces
changements de conformation suivis de la dimérisation du
récepteur, entraineront l'activation du domaine Tyrosine
Kinase [18]. Cette dimérisation constitutive de RET
entrainant l'activation de RET est indépendante du ligand
[1,19]. Tous les cas 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 [1,19].

La recherche et la découverte, par des techniques de biologie
moléculaire, d'une mutation du proto-oncogene RET chez un
cas index de CMT conforte le diagnostic de forme familiale
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Tableau 1. Les mutations ponctuelles du proto-oncogéne RET dans
les NEM2.

Exon N° Triplet Acide aminé Phénotype
Codon , 7
Sauvage Muté Normal Modifié
8 533 GGC TGC Gly Cys FMTC
603 AAA CAA Lys Gln FMTC
609 TGC CGC Cys Arg NEM2A/FMTC
TGC TAC Cys Tyr NEM2A
10 611 TGC TAC Cys Tyr NEM2A
TGC TGG Cys Trp NEM2A/FMTC
TGC GGC Cys Gly FMTC
618 TGC TTC Cys Phe NEM2A
TGC TCC Cys Ser NEM2A/FMTC
TGC AGC Cys Ser
620 TGC CGC Cys Arg NEM2A/FMTC
TGC TAC Cys Tyr NEM2A
11 630 TGC TTC Cys Phe FMTC
TGC TAC Cys Tyr NEM2A/FMTC
TGC TAC Cys Tyr NEM2A/FMTC
634 TGC TCC Cys Ser NEM2A/FMTC
TGC GGC Cys Gly NEM2A
648 GTC ATC Val Ile NEM2A
768 GAG GAC Glu Asp FMTC
13 790 TTG TTT Leu Phe NEM2A/FMTC
791 TAT TTT Tyr Phe FMTC
14 804 GTG TTG Val Leu FMTC
15 883 GCT TTT Ala Phe NEM2B de novo
891 TCG GCG Ser Ala FMTC
912 CGG CCG Arg Pro FMTC
16 918 ATG ACG Met Thr NEM2B

Et permet le dépistage génétique des apparentés
cliniquement sains du cas index : ceux qui portent I'anomalie
génétique, avant toute manifestation biologique ou clinique,
se verront proposer une thyroidectomie prophylactique et
d’assurer une surveillance clinico-biologique du cas index et
des apparentés porteurs de la mutation.

Nous décrivons ici un cas de NEM 2A causé par une mutation
du géne RET : une transition C a T a la position 634, ceci
provoque la substitution d'une cystéine en arginine, dans
I'exon 11. Fait intéressant, la mutation est une mutation de
novo.

SUJETS ET METHODES

Cas Index

Une jeune femme agée de 18 ans est suivie au service
d’endocrinologie du Centre Pierre et Marie Curie d’Alger.
Cliniquement cette patiente présente un CMT isolé sans
autres anomalies cliniques. Elle avait des apparentés au
nombre de 3, le pere dgé de 63 ans, la mére 4gé de 58 ans et la
2¢me fille agée de 22 ans.

Extraction de I'ADN, PCR et détection de mutations

Des prélévements sanguins ont été réalisés sur tube EDTA
apres consentement éclairé des patients, suivis d'une
demande d’analyse avec un résumé clinique. L’ADN
génomique a été extrait a partir de globules blancs selon la
technique salting Out ou méthode aux sels. L’analyse
génétique a été réalisée par PCR/séquencage direct : les
amorces oligonucléotidiques utilisées pour amplifier de
I'exon du gene RET ont été congues sur les séquences
introniques flanquant et sont:

11F 5’-3": CAGAGCATACGCAGCCTGTA
11R 5’-3’: ACACAGCGCCCTATGGAAAT

Les conditions PCR utilisées sont 4 ul d’ADN (25 ng/ul), 2,5
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ul de tampon PCR 10X; 1,25 pl de dNTPs (2mM, 1,5 pl de
MgCI2 a 25 mM, 1,25 pl de dNTP a 2 mM, 1,25 pl de solution
d’amorces sens et anti-sens a 5 pmol/ul, 0,1 pl Taq
polymérase Roche (5U/ pul) et 13,15 ul 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 l'exon 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 anti-sens (5 pmol/ul). Pour l'exon 11,
I'amplification est programmée avec 25 cycles comportant
une étape de 30 secondes a 95°C suivie d’'une étape de 4
minutes a 60°C.

Apreés 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.

RESULTATS

Le diagnostic de NEM 2A, établi a partir de parameétres
cliniques et biochimiques, a été posé en testant 'ADN de la
patiente pour les mutations RET. L’ADN a été extrait a partir
de cellules du sang périphérique, et I'exon 11 de RET a été
amplifié par PCR en utilisant des amorces spécifiques. Le
produit amplifié de 'exon 11 du gene RET a été soumis a un
séquencage direct de 1'ADN sur les deux brins dans un
séquenceur automatique en utilisant comme amorces les
mémes oligonucléotides que ceux utilisés pour la PCR.

La patiente agée de 18 ans présente comme le montre la
Figure 1, une mutation hétérozygote : une transition d'une
thymine en une cytosine en c.1900T>C. Ce remplacement de
T par une C conduit a la substitution d'une cystéine par une
arginine au codon 634 au niveau de 'exon 11.

(BN BN BN BN R
AGC TGN GCC
65 70

S0 800

Figure 1 : Mutation hétérozygote C634R (TGC/CGC)
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L’analyse génotypique des apparentés, le pere agé de 63 ans,
la mére agée de 58 ans et la sceur agée de 23 ans, comme le
montre la figure 2, ne retrouve pas la mutation C634R.

O

Figure 2 : Arbre généalogique de la famille

DISCUSSION

Nous avons rapporté l'identification d'un cas de cancer
médullaire de la thyroide associée a une mutation du gene
RET. C’est une mutations faux-sens retrouvée au niveau du
codon 634 (TGC/CGC) au niveau de l'exon 11, codant pour
une cystéine de la partie extracellulaire de la protéine RET
dénommeée Cys634Arg ou C634R [8].

Cette mutation C634R est spécifique des cas NEM2A
classiques [8]. En effet, dans la littérature, cette mutation n’a
jamais été retrouvée dans les FMTC. Ce résultat a permis de
confirmer le diagnostic de NEM2A et impose de rechercher
un phéochromocytome, une hyperparathyroidie et d’assurer
une surveillance biologique et médicale a la patiente.

Cette mutation, retrouvée chez le cas index mais non
retrouvée chez les apparentés, est considérée comme étant de
novo, cela a été rapporté aussi dans la littérature [20,21].
Cette mutation de novo apparait exclusivement sur l'allele
paternel [21].

Les parents non porteurs de la mutation sont rassurés et ne
doivent pas bénéficier d'une prise en charge médicale.
L’étude génotypique d’autres apparentés n’est pas nécessaire
sauf pour les enfants de la patiente.

CONCLUSION

Nous avons décrit une mutation spécifique de la NEM2A, la
C634R, au niveau de I'exon 11 du gene RET, chez une jeune
femme de 18 ans présentant un tableau clinique classique de
NEMZ2A. Le dépistage génétique chez des apparentés, le pére,
la mere et la sceur ne retrouve pas cette mutation. Cette
mutation est de novo et la recherche chez d’autres apparentés
n'est pas indiquée sauf pour les descendants de cette
patiente.

Déclaration d’intéréts : 'auteur ne déclare aucun conflit
d’intérét en rapport avec cet article.
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