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| Résumée

Le cancer médullaire de la thyroide ou CMT se présente
sous forme sporadique (75% des cas) ; et sous forme
familiale (25% des cas) ; dans cette derniére situation,
fait partie des Néoplasies Endocriniennes Multiples de
type 2 (NEM2). Les NEM2 se subdivisent en NEM2A,
NEM2B et CMTF ou CMT familial isolé. Les NEM2
sont des affections héréditaires rares, transmises selon
le mode autosomique dominant, liées & des mutations
du géne RET. Nous rapportons les résultats de Iétude
génotypique réalisée au CPMC a Alger chez 209 cas
index qui présentent un cancer médullaire de la thy-
roide ou une NEM2 et 105 apparentés aux cas positifs.
24,40% des cas index sont classés comme NEM?2 dont
47 sont porteurs de mutations germinales du gene RET
; et 45,71% des enfants apparentés étaient porteurs de
mutations. Les mutations ont été retrouvées au niveau
des 07 différents exons du gene RET.
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Medullary thyroid cancer or MTC occurs sporadically
(75% of cases) and familial form (25% of cases) which, in
the latter situation, is part of Multiple Endocrine Neopla-
siatype 2 MEN2). The MENZ are subdivided into MEN2A,
MENZB and FMTC or isolated family MTC. MENZ are
rare inherited conditions, transmitted in the autosomal
dominant mode, linked to mutations in the RET gene. We
report the results of the genotypic study carried out at
the CPMC in Algiers in 209 index cases with medullary
thyroid cancer or NEMZ2 and 105 related to positive cases.
24.40% of index cases are classified as NEM2, 47 of which
carry germline mutations in the RET gene and 45.71% of
related children were carriers of mutations. Mutations in
the O7 different exons of the RET gene have been found.

>>> Mots-clés :

Néoplasie endocrinienne multiple de type 2, cancer médul-
laire de la thyroide, CMTE proto-oncogéne RET, mutation.

Introduction

Le cancer médullaire de la thyroide ou CMT est une tu-
meur des cellules C avec sécrétion de calcitonine (CT).
Le CMT, qui peut étre précédé d’'une hyperplasie des cel-
lules C de la thyroide ¥, a une diffusion métastatique trés
précoce qui peut se faire au stade de microcarcinome.
Deux moyens permettent darriver au diagnostic de CMT
avant l'intervention : la cytoponction a laiguille fine ™
mais surtout le dosage de la Thyrocalcitonine (CT) 216151,

>>> Key-words :

Multiple endocrine neoplasia type 2, medullary thyroid
carcinoma, FMTC, proto-oncogene RET, mutation.

Il se présente sous forme sporadique dans 75% et sous
une forme familiale dans 25% des cas.

Ces formes familiales constituent les Néoplasies Endo-
criniennes Multiples de type 2 ou NEM2.

Celles-ci sont des affections héréditaires rares, de trans-
mission autosomique dominante '), de pénétrance qua-
si compléte et se caractérisent par la présence constante
du cancer médullaire de la thyroide primaire (CMT)
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associé ou non a l'atteinte des médullosurrénales et des
parathyroides et comportent.

o Le FMTC ou cancer médullaire de la thyroide isolé
familial ¥ oli le CMT est la seule manifestation clinique
sans autre tumeur endocrine associée, représente 35%
des NEM2.

« La NEM2A ou syndrome de Sipple ?* est la forme la
plus fréquente (60% des NEM2) comporte un cancer
médullaire de la thyroide souvent associé a un phéo-
chromocytome et/ou a une hyperparathyroidie.

« La NEM2B ou syndrome de Gorlin [, la forme la plus
rare (5%) qui associe au CMT, un phéochromocy-
tome, des anomalies du développement et des neu-
rones muqueux.

Le géne de prédisposition aux différentes formes de
NEM?2 8919 est le proto-oncogeéne RET (rearranged du-
ring transfection), identifié par Takahashi en 1985 !, et
localisé sur le chromosome 10 (10q11.2) par Ishizaka en
1989 1. 1l est constitué de 21 exons ™" qui code pour un
récepteur transmembranaire & activité tyrosine-kinase 2.
Ce récepteur membranaire est formé d’une région ex-
tracellulaire N terminale avec un domaine riche en cys-
téine (CRD), d’une région transmembranaire et d'une
région intracellulaire C terminale qui renferment deux
domaines a activité tyrosine kinase 2.

Lactivation du récepteur RET procede de la maniére
suivante : un ligand homodimérique de la famille GFL
(GDNF Family Ligand), qu’il soit le GDNF (Glial cell
line-Derived Neurotrophic Factor), la Neurturine, PArté-
mine ou la Perséphine, se lie a un corecepteur spécifique
GFRa (GDNF family receptors-al d 4). La liaison ligand-
corecepteur sous forme dimérique entraine la dimérisa-
tion du récepteur RET et son activation [

Des mutations germinales de ce géne ont pu étre identi-
fiées dans 95% des FMTC ¥,

Les mutations retrouvées dans le FMTC entrainent une
activation permanente du récepteur.

Ce sont des mutations ponctuelles ou des duplications,
qui siégent par ordre de fréquence au niveau des exons
10, 11, 13, 14, 15, 8 et 16 (les 7 exons les plus fréquem-
ment mutés) et entrainent un changement de codon
type faux sens qui affectent des régions codantes spéci-
fiques de RET. Ces mutations entrainent la substitution
d’un acide aminé par un autre.

Certaines mutations sont spécifiques du FMTC et
d’autres sont communes a la NEM2A et au FMTC ¥,
Lidentification de ces mutations par des techniques de
biologie moléculaire permet de confirmer le diagnostic
de NEM2.
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Objectifs de notre étude

1. Rechercher chez les patients atteints de cancer mé-
dullaire de la thyroide, par des techniques de biologie
moléculaire, une mutation dans des exons du gene RET
permettant de confirmer le 2- diagnostic de NEM2.

2. Dépister chez les apparentés les porteurs de la muta-
tion génétique familiale

Matériels et méthodes

Nous avons regu les prélévements sanguins de 209 pa-
tients diagnostiqués CMT (cancer médullaire de la thy-
roide) isolé ou suspects de NEM2.

Parmi nos patients : 174 ont été diagnostiqués comme

CMT isolé, 32 comme NEM2A et 03 comme NEM2B
par les cliniciens.

Les prélevements de sang total effectués sur tube avec
EDTA, ont été adressés par les 03 services dendocrino-
logie de la région d’Alger, centre.

Une demande d’analyse génotypique nous a été trans-
mise accompagnée d’une lettre de consentement et
d’une fiche ou sont portés le diagnostic, un résumé
clinique et le compte rendu de lexploration biologique
ainsi que de 'imagerie.

LADN Génomique a été extrait a partir des leucocytes
du sang périphérique par la technique aux sels.

Létude génétique sest faite par amplification par PCR
suivie par une purification sur plaque millipore, puis
une PCR de séquence suivie d’'une purification par gel
filtration et séquencage.

Un algorithme décisionnel a été décidé selon lordre de
lexon le plus fréquemment muté.

Si le cas index est un CMT ou NEM2A, on commence
par lanalyse des exons 10, 11 et 13 et si la mutation nest
pas retrouvée, l'analyse des exons 14, 15, 8 et 16 sera
effectuée. Si cest un cas de NEM2B on commence par
Iétude des exons 16, s'il n'y a rien, on étudie le 15.
Lamplification des différents exons du proto-oncogéne
RET a été effectuée en utilisant les amorces fournies
par Applied Bio Systems selon le protocole de 'hopital
George Pompidou a Paris, France.

Résultats et discussion

A. Résultats du travail par PCR et séquencage des
cas index CMT ou NEM2.

[¥tude a porté sur 209 cas index de CMT isolé ou NEM2
(tableau 01).

o On a retrouvé parmi les 174 cas diagnostiqués comme
CMT isolé, 16 porteurs de mutation du géne RET sous



forme hétérozygote, 01 porteur d’'un variant C515S de
lexon 8 sous forme hétérozygote et 03 porteurs d'un
polymorphisme 648 de lexon 13 dont 01 sous forme
homozygote et 02 sous forme hétérozygote.

o Parmi les diagnostiqués NEM2A (au nombre de 32),
28 étaient porteurs de mutation du gene RET sous
forme hétérozygote, 04 nétaient pas porteurs de muta-
tions déléteres du géne RET parmi eux 01 était porteur
d’un variant C515S de lexon 8 sous forme hétérozygote
et 02 étaient porteur du variant C515S de lexon 8 sous
forme homozygote.

« Les diagnostiqués NEM2B au nombre de 03 étaient
tous porteurs de la méme mutation spécifique aux
NEM2B, la M918T.

Répartition des patients selon le diagnostic a larrivée.

Pathologie Nombre
CMT 174
NEM2A 32
NEM2B 3
Total 209

o Répartition des différentes formes de NEM2 par rap-
port a tous les CMT selon létude génotypique de tous
les cas Index (tableau 02).

Présence ou non de mutation du gene RET

Présence de

Pathologie e Nombre Fréquence
CMTs Non 158 75,59%
CMTF Oui 16 7,65%
NEM2A Oui 32 15,32%
NEM2B Oui 3 1,43%
Total - 209

« Distribution des NEM2 par rapport a tous les CMT
(tableau 03)

Distribution des CMT sporadique et NEM2.

Pathologie = Nombre Fréquence El:g::::
CMT 158 75,59% 75%
Sporadiques
NEM2 51 24,40% 25%
Total 209
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« Fréquences des différentes formes de NEM2 par rap-
port a tous les CMT (tableau 04).

Distribution des différentes formes de NEM2.

Pathologie = Nombre  Fréquence Eifg;igﬁ:
CMTF 16 31,37% 35%
NEM2A 32 62,74% 60%
NEM2B 3 5,88% 5%

Selon nos données, nos patients (209) se répartissent en
158 CMT sporadiques (75,59%) et 51 CMT familiaux
ou NEM2 (24,40%).

Les NEM2 se répartissent en 03 NEM2B (5,88%), 16
CMTF (31,37%) et 32 NEM2A (62,74%). Ces pourcen-
tages sont équivalents a ceux de la littérature.

« Une mutation, a été retrouvée chez 3 patientes NEM2B,
cette mutation la M918T, est spécifique des NEM2B
(tableau 05).

Nature des mutations et fréquence dans les NEM2B

NEM2
NEM2B

Mutation Nombre %
Mo918T 3 100

o Parmi les 32 patients NEM2A, 28 étaient porteurs
de mutations connues et décrites dans la littérature : la
C634R chez 15 cas, la C634Y chez 11 cas, la C620R chez
1 cas et la C634G chez 1 cas:

« 04 cas nétaient pas porteurs de mutation germinale
(tableau 06).

Nature des mutations et fréquence dans les NEM2A

Variation de séquence = Nombre Pathol?,g 1es
associées

Muthtz C620R (TCG/ 1 CMT et
CGC) NEM2A
Muthtz C634G (TGC/

GGC) 1 NEM2A
Muthtz C634R (TGC/

CGO) 15 NEM2A
Mut htz C634Y (TGC/ 1 CMT et
TAC) NEM2A
Pas de mutations classiques 4 -
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o Parmi les (174) patients diagnostiqués comme CMT,
16 étaient porteurs de mutations germinales, la C618Y, la
C634F, la L790F la V804M, la S891A chez 02 cas, la E768D
chez 4 cas (formes GAG/GAT chez 03 cas et sous forme
GAG/GAC chez 01 cas) et la C634Y chez 6 cas (tableau 07).

Tableau 07 : Nature des mutations et fréquence dans les CMTF

Nombre
1

Variation de séquence
Muthtz C618Y (tGC/TAC)
Muthtz C634F (TGC/TTC)
Muthtz C634Y (TGC/TAC)
Muthtz G768D (GAG/GAT)
Muthtz G768D (GAG/GAC)
Muthtz L790F (TTG/TTT)
Muthtz V804M (GTG/ATG)
Muthtz S891A (TCG/GCG)

N = = = W O\

Ces mutations germinales sont toutes retrouvées sous
forme hétérozygote.

47 mutations génétiques du géne RET ont été retrouvées
dans notre série.

12 mutations différentes. Ces mutations sont connues et
décrites dans la littérature.

Parmi ces 12 mutations :

o 02 sont spécifiques des NEM2A, la C634R (TCG/
CGC) et la C634G (TCG/GGC).

« 01 est spécifique des NEM2B, la M918T (ATG/ACG).
« 04 sont spécifiques aux CMTE, les 02 E768D (GAG/
GAC et GAG/GAT), la V804M (GTG/ATG) et la S891A
(TCG/GCG)

e 05 sont communes aux NEM2A et aux CMTE la
C618Y (TGC/TAC), la C620R (TCG/CGC), la C634F
(TGC/TTC), la C634Y (TGC/TAC) et la L790F (TTG/
TTT).
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Figure 1 : Les chromatogrammes des différentes mutations recherchées.
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B. Résultats du travail par PCR et séquencage des apparentés de 1* degré des cas index NEM2 avec muta-

tion connue.

La recherche de la mutation familiale du gene RET permet de rassurer les non-porteurs et préconiser une thyroidec-
tomie prophylactique a différents ages selon la nature de la mutation

Tableau 08 : Conduite a tenir stratifiée devant un CMT selon les mutations du proto-oncogéne RET 9.

Codons mutés Exon | Syndrome(s) @ Niveau d’agressivité Action(s) recommandée(s)
883 15 51 i i
NEM2B D Thyrmdeictomle .prophylz.icthue dans
918,922 16 les premiers mois de la vie.
634 11 NEM2A, C Thyroidectomie prophylactique entre
CMTF 2 et5ans
NEM2A, Thyroidectomie prophylactique avant
609, 611, 618, 620 10 CMTE B Pige de 5 ans
768,790, 791 13 - Thyroidectomie prophylactique
804 14 NEM2A entre 5 et 10 ans ; ou
CMTE ’ A - Si absence de thyroidectomie
891 15 prophylactique, dosage annuel de la
calcitonine stimulée par la Pg

Nous avons pu réaliser Iétude génétique chez les appa-
rentés de certains cas index, en explorant le gene RET
de maniere ciblée (la mutation ayant été précédemment
identifiée chez les cas index) :

Le dépistage génétique a concerné ainsi 105 apparentés
* 96 apparentés appartenant a 21 familles de cas index
porteurs de mutation, cette étude a concerné 26
adultes et 70 enfants de 5 mois a 17 ans apparemment
sains.

Cette étude a pu permis de retrouver que 32 enfants

Tableau 09 : Résultats de Iétude sur les apparentés des cas index.

apparemment sains sur 70 sont porteurs de la mutation
familiale (ce qui représente 45,71% de tous les enfants
analysés), dont certains ont pu bénéficier d'une thyroi-
dectomie prophylactique a Alger.

o [¥tude a porté aussi sur 09 apparentés sains de 03
familles, porteurs de variant C515S qui a objectivé 01
porteur du variant homozygote et 08 sujets porteurs du
varjant hétérozygote.

Les résultats de ce travail des apparentés sont résumés
dans le tableau suivant (tableau 09).

) Adultes Enfants
fNa‘:n“:lll’:e | o ifﬁ;::tes AS (36) ESNP (38) ESP (32)
F M F M F M
1 C634F 0 0 0 2 2 1
1 C634G 6 1 2 1 0 1 1
6 C634R 26 4 5 2 6 6 3
5 C634Y 29 4 4 5 5 4 7
1 E768D 7 0 0 2 3 1 1
1 E768D 2 2 0 0 0 0 0
1 L790F 5 0 1 3 0 0 1
1 V804M 1 0 0 0 0 1 0
1 S891A 5 0 0 1 1 1 2
3 M918T 10 1 2 3 4 0 0
21 96 12 14 17 21 16 16
AS : adultes sains ; ESP : enfants sains porteurs de mutation ; ESNP : enfants sains non porteurs de mutation ; F : Sexe féminin, M : sexe masculin.
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Conclusion

Dans cette étude pionniere réalisée a Alger :

o Sur les 209 cas index de CMT et de NEM2, 51 cas sont
classés comme NEM2 dont 47 sont retrouvés porteurs
de mutations germinales du géne RET (12 mutations
différentes) et 04 cas de NEM2A ou aucune mutation
na été retrouvée.

« Les mutations les plus fréquemment retrouvées dans
les NEM2A sont la C634R a 38,88% et la C634Y a
27,77%.

« Dans les cas de CMT Familial, les mutations prépon-
dérantes sont la C634Y a 38,46%, et la G768D a 30,76%.

o La mutation M918T retrouvée dans les 03 cas de
NEM2B, est la plus fréquemment citée dans la littérature.

o Un variant rare (C515S) a été retrouvé dans les cas
NEM2A ou aucune mutation classique nétait présente,
sous forme homozygote dans 1 cas et sous forme hétéro-
zygote dans 2 cas. De méme que ce variant a été retrouvé
sous forme hétérozygote chez 1 cas de CMT sporadique.

« Parmi les 105 apparentés apparemment sains, aucun
adulte (26) nlest porteur de mutation alors que sur les
70 enfants, 32 (45,71%) présentent une mutation ger-
minale. Parmi ces enfants porteurs de mutation du géne
RET, certains ont pu bénéficier d'une thyroidectomie
prophylactique.

o Le variant rare C515S a été recherché chez 9 apparen-
tés sains de porteurs de ce variant. Il a été retrouvé sous
forme homozygote chez un adulte et sous forme hétéro-
zygote chez les 8 autres.

La recherche de la mutation familiale chez les apparen-
tés d’'un cas index de NEM2 est indispensable pour la
prise en charge précoce des cas porteurs de cette muta-
tion, vu que la thyroidectomie prophylactique repré-
sente la seule alternative curatrice.

Nous tenons a remercier le Dr Daoud C. pour laide
apportée a lécriture de cet article.
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