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Partie 1 : Introduction 

I. La néoplasie endocrinienne multiple de type 1 

1. Généralités

La néoplasie endocrinienne multiple de type 1 (NEM1) est un syndrome de 

prédisposition aux tumeurs endocriniennes, héréditaire, rare, de transmission autosomique 

dominante. Il survient chez environ un individu sur 30 000, sa pénétrance est de 94% à 50 ans 

[1]. Cliniquement, le diagnostic de la maladie peut se faire selon deux circonstances :  

- la forme sporadique de la NEM1 se caractérise par la survenue chez un même 

individu d’au moins deux lésions tumorales du spectre de la maladie, parmi lesquelles les 

adénomes parathyroïdiens, les tumeurs endocrines entéro-pancréatiques ou encore les 

adénomes hypophysaires [2], 

- la forme familiale quant à elle est définie par la présence d’au moins une de ces tumeurs 

endocrines chez un patient ayant des antécédents familiaux au premier degré [3]. 

D’autres atteintes endocrines peuvent être retrouvées telles que : des tumeurs des 

corticosurrénales, des bronches, du tube gastro-intestinal et du thymus ainsi que des lipomes, 

des angiofibromes, des collagénomes et des méningiomes [4][5]. 

2. Histoire de la maladie

Le premier cas de NEM1 a été décrit par Erdheim en 1903 dans le rapport d’autopsie 

d’un patient atteint d’acromégalie et d’hyperparathyroïdie [6]. En 1927, Cushing et Davidhoff 

rapportent le cas d’un patient atteint de la triade tumorale classique de la NEM1 [7]. En 1953, 

la première revue rapportant 8 cas de NEM1 est publiée [8]. Un an plus tard, Paul Wermer 

décrit pour la première fois le mode de transmission autosomique dominant du syndrome au 

sein d’une famille où le père et quatre de ses neuf enfants étaient atteints d’adénomes 

hypophysaires, parathyroïdiens et de tumeurs endocrines pancréatiques [9]. Il lui donne alors le 

nom de « Syndrome de Wermer ». En 1954, Robert Zollinger et Edwin Ellison le décrivent à  
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leur tour chez deux femmes de 19 et 36 ans atteintes de tumeurs endocrines entéro-

pancréatiques [10]. Cette entité est alors nommée « Zollinger Ellison Syndrome » ou « ZES ». 

C’est en 1968 que les deux syndromes éponymes sont reconnus comme pouvant faire partie 

d’un seul et même syndrome désigné par le nom de Néoplasie Endocrinienne Multiple de type 

1 (NEM1) [11]. Aujourd’hui le ZES peut être retrouvé dans le cadre d’une NEM1 ou être isolé 

et désigner une maladie peptique sévère (ulcères, maladie œsophagienne) due à une 

hypergastrinémie secondaire à un gastrinome entrainant une hypersécrétion gastrique acide. En 

1986, une étude retrouve dans le plasma de patients atteints d’hyperparathyroïdie primaire une 

activité mitogène significativement supérieure à celle du plasma de patients contrôles, cette 

activité persistait jusqu’à quatre ans après parathyroïdectomie totale. Les auteurs concluaient 

alors que la NEM1 avait une origine humorale [12]. La même année, R. Schimke suggérait un 

modèle en deux étapes : une mutation constitutionnelle d’un récepteur de la membrane 

plasmique des glandes atteintes suivie d’une mutation somatique provoquant la dérépression 

d’un oncogène [13]. En 1988, le locus MEN1 est cartographié sur le chromosome 11. En 1997, 

MEN1 sera identifié par clonage positionnel et plusieurs mutations seront confirmées comme 

responsable du syndrome (Chandrasekharappa et al). Comme nous allons le voir plus tard, c’est 

le modèle du second hit de Knudson qui est retenu pour expliquer la physiopathologie de la 

maladie. 

3. Caractéristiques cliniques

a) Hyperparathyroïdie primaire

i. Epidémiologie

Les tumeurs parathyroïdiennes constituent la manifestation endocrinienne la plus 

fréquente de la NEM1 puisque sa pénétrance est presque de 100% à 50 ans [14]. Elle survient 

généralement vers l’âge de 30 ans mais dans certains cas avant 21 ans. La NEM1 étant une 

maladie rare, elle ne représente que 2 à 4% des cas d’hyperparathyroïdie primaire.  
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ii. Biologie

La conséquence de l’hyperparathyroïdie est une sécrétion inappropriée de parathormone 

à action hypercalcémiante et hypophosphatémiante. Une hypercalciurie est également présente. 

iii. Clinique

L’hypercalcémie est d’abord asymptomatique puis peut se manifester par une asthénie, 

une polyurie, une polydipsie, une constipation ou un malaise (Tableau 1). D’autres signes 

cliniques tels que l’hypertension, un intervalle QT raccourci, un ulcère gastro-duodénal, une 

lithiase urinaire, une diminution de la densité minérale osseuse avec augmentation du risque 

fracturaire peuvent être des circonstances de découverte [3]. Les cas d’hypercalcémie sévère et 

de cancer parathyroïdien sont quant à eux très rares dans la NEM1 [15].   

Organes Symptômes cliniques 

Système nerveux central Léthargie, dépression, diminution de la vigilance, confusion 

Tube digestif Anorexie, constipation, nausées, vomissements, ulcères 
gastroduodénaux 

Reins Altération de la diurèse, hypercalciurie, risque accru de calculs 
rénaux 

Os Augmentation de la résorption osseuse avec risque de fracture 
plus élevé 

Système cardiovasculaire Hypertension, intervalle QT raccourci 
Tableau 1 : Manifestations cliniques les plus courantes de l'hypercalcémie dans la NEM1. 

Comparativement aux formes sporadiques, l’hyperparathyroïdie primaire associée à la 

NEM1 survient à un âge plus précoce avec un rapport homme/femme égal (1/1 contre 1/3). 

L’atteinte est généralement multi-glandulaire et le taux de récidive après parathyroïdectomie 

subtotale est d’environ 50% à 12 ans contre 4 à 16% pour les cas sporadiques [16]. 
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iv. Imagerie

Après une découverte le plus souvent fortuite à la suite d’un bilan biochimique, les 

examens de référence pour le diagnostic d’une hyperparathyroïdie primaire sont l’échographie 

cervicale et la scintigraphie parathyroïdienne au Tc99m MIBI (méthoxyisobutylisonitrile) [17]. 

Un scanner cervical 4D ou une tomographie par émission de positons à la fluorocholine 

pourront être réalisés en seconde intention. L’intérêt de l’imagerie en préopératoire reste limité. 

Elle permet de mettre en évidence des glandes ectopiques ou plus récemment de réaliser des 

chirurgies moins étendues mais ces protocoles, encore à l’étude, doivent être validés. A l’heure 

actuelle, seule une exploration bilatérale ouverte du cou permet d’identifier les glandes 

parathyroïdes pathologiques [18]. Généralement les quatre glandes sont atteintes d’adénomes 

multiples ou d’hyperplasie, bien que cette distinction soit histologiquement difficile. 

v. Prise en charge

La chirurgie est le traitement de choix des patients symptomatiques atteints 

l’hyperparathyroïdie primaire. Le type et l’étendue de la procédure varient au cas par cas selon 

le stade précoce ou tardif de la maladie. Le risque de récidive est élevé si moins de 3 glandes 

parathyroïdiennes sont retirées mais le risque d’hypoparathyroïdie définitive est quant à lui 

augmenté après une parathyroïdectomie totale. La parathyroïdectomie subtotale (soit 3,5 

glandes) est la procédure recommandée comme traitement initial [19]. Une hypercalcémie 

persiste ou récidive chez 40 à 60% des patients dans les 10 à 12 ans après cette chirurgie tandis 

que 10 à 30% d’entre eux auront une hypocalcémie nécessitant un traitement au long cours par 

vitamine D ou calcitriol [20]. Une parathyroïdectomie totale avec auto-transplantation de tissu 

parathyroïdien dans l’avant-bras peut être intéressante car elle permet d’éviter l’hypocalcémie 

définitive et la nécessité d’un médicament à base de vitamine D pour le patient (l’auto-

transplantation peut également être extemporanée, dans ce cas une cryoconservation du tissu 

parathyroïdien est réalisée) [21]. La parathyroïdectomie totale sans transplantation est réservée 

aux cas sévères dont l’atteinte est précoce ou récidivante. Pendant la chirurgie, un suivi de la 

PTH est suggéré afin de surveiller l’ablation correcte des glandes parathyroïdes adénomateuses 

et/ou hyperplasiques [22]. 
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Dans le même temps opératoire, une thymectomie est recommandée car le thymus peut 

être le siège de parathyroïdes ectopiques ou surnuméraires voire du développement de tumeurs 

neuroendocrines malignes. Néanmoins, cette pratique reste controversée. 
Le Cinacalcet (Sinspar®) est un calcimimétique qui constitue une alternative thérapeutique 

pour les patients ayant une contre-indication chirurgicale ou de multiples récidives. Cet 

agonistes des récepteurs de détection du calcium agit directement sur la glande parathyroïde en 

diminuant la libération de PTH et inhibant l’hyperplasie parathyroïdienne. Il permet de ralentir 

la progression des tumeurs parathyroïdiennes en contrôlant l’homéostasie calcique pendant au 

moins 12 mois après la mise en place du traitement. Il est dans certains cas prescrit en première 

intention ou bien après prise en charge chirurgicale [23].  

b) Tumeurs neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques

i. Généralités

Les tumeurs neuroendocrines (TNE) gastro-entéro-pancréatiques (GEP) sont les 

atteintes les plus fréquentes de la NEM1 après l’HPT primaire. L’incidence est de 30 à 80% 

selon les séries avec une pénétrance de 80% à 80 ans [4]. Le diagnostic de TNE est plus 

précoce chez les patients atteints de NEM1 que chez les cas sporadiques. Les lésions des îlots 

entéro-pancréatiques sont typiquement multicentriques, et s’étendent du microadénome aux 

carcinomes invasifs et métastatiques ; l’hyperplasie des îlots quant à elle est rare [24]. Les 

lésions surviennent dans n’importe quelle partie du pancréas ou sous forme de foyers dans la 

sous-muqueuse duodénale. 

Les TNE gastro-entéro-pancréatiques peuvent être symptomatiques et sécrètent alors de 

l’insuline, de la gastrine, du peptide vaso-intestinal (VIP), du glucagon ou de la somatostatine ; 

ou bien asymptomatiques et dans ce cas sécrètent le polypeptide pancréatique. La forme la plus 

fréquemment diagnostiquée dans la NEM1 est cependant la forme de TNE non fonctionnelle 

qui est non sécrétante.  
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ii. Gastrinome

Les gastrinomes représentent 40% des TNE gastro-entéro-pancréatiques chez les 

patients NEM1 et 20% des gastrinomes sont liés à une NEM1. Ils sont le plus souvent multiples 

et localisés dans le duodénum. La plupart sont malins, 34 à 85% se compliquent avant le 

diagnostic de métastases des ganglions lymphatiques péripancréatiques et 6 à 16% de 

métastases hépatiques [25]. Leur pénétrance à 60 ans est significativement plus importante chez 

les hommes (55%) que chez les femmes (33%) [26].  

Le diagnostic de gastrinome est défini par une concentration de gastrine à jeun 10 fois 

supérieure à la normale en présence d’hyperchlorhydrie (pH gastrique <2). Le syndrome de 

Zollinger-Ellison (ZES) fait référence à la constellation de signes cliniques associés à 

l’augmentation de la production d’acide gastrique causée par la gastrine.  Environ 40% des 

patients NEM1 ont un gastrinome qui se manifeste par les symptômes du ZES : oesophagite, 

vomissements, douleurs abdominales, diarrhée chronique, ulcères duodénaux ou jéjunaux, perte 

de poids. La gastroscopie et l’échographie endoscopique sont les techniques d’imagerie 

utilisées pour localiser les gastrinomes duodénaux tandis que l’imagerie par résonnance 

magnétique (IRM), l’angiographie abdominale, la tomographie par émission de positons (TEP-

scan) ou la scintigraphie des récepteurs de la somatostatine sont utilisés pour le diagnostic des 

formes pancréatiques. Les métastases, qui devront également être localisées lors du diagnostic 

par imagerie, n’entrainent pas un mauvais pronostic lorsqu’elles sont ganglionnaires, le 

pronostic des patients atteints de gastrinome est associé à la taille de la tumeur et à la présence 

de métastases hépatiques [27].  

La prise en charge thérapeutique des gastrinomes consiste principalement en une 

thérapie médicamenteuse qui vise à réduire la sécrétion d’acide gastrique par l’utilisation 

d’antagonistes des récepteurs à l’histamine 2, d’inhibiteurs de la pompe à protons ou 

d’analogues de la somatostatine (SSA) [28]. Ces médicaments ont démontré leur efficacité et 

leur innocuité à long terme pour contrôler l’hypergastrinémie et les complications du ZES ainsi 

qu’un effet anti-néoplasique pour les analogues de la somatostatine [29].  

Concernant la prise en charge chirurgicale des gastrinomes dans la NEM1, le bénéfice 

est controversé étant donné la multiplicité et la petite taille des tumeurs. L’objectif est de 

diminuer le risque de métastases à distance et d’améliorer la survie sans progression. La 

chirurgie est proposée en présence d’une lésion pancréatique unique de plus de 2 cm. En 

présence de lésions multiples et localisées dans le duodénum, la chirurgie est plus délicate et 

doit souvent être large pour espérer une résection complète des lésions ce qui augmente la 
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morbidité. En cas de maladie métastatique avancée, la résection chirurgicale est associée à un 

traitement médical comme l’Evérolimus (inhibiteur de mTOR), le Sunitinib (inhibiteur de la 

tyrosine kinase), une chimiothérapie (Streptozotocine ou 5-Fluorouracile) ou en cas de 

métastases hépatiques à une chimioembolisation ou radioembolisation de l’artère hépatique 

[30]. 

iii. Insulinome

Les insulinomes sont des tumeurs qui se développent aux dépens des cellules β des îlots 

de Langerhans du pancréas et sécrètent de l’insuline. Elles représentent 10 à 30% des TNE 

pancréatiques de la NEM1 et surviennent généralement au cours de la troisième décennie de la 

vie.  

Les signes cliniques sont très variés expliquant un retard fréquent au diagnostic. Les 

manifestations chez plus de 90% des patients sont des symptômes neurologiques, parfois 

sévères comme une perte de connaissance ou une crise convulsive ; 60% des patients présentent 

des symptômes sympathicomimétiques, des sueurs principalement ; les autres signes sont 

aspécifiques, asthénie, prise de poids [31].   

Le diagnostic est établi par l’augmentation de la concentration plasmatique d’insuline 

associée à une hypoglycémie lors d’un jeûne supervisé de 72 heures [14]. Dans le même temps, 

une recherche d’agents hypoglycémiants oraux est réalisée sur plasma ou urines afin d’éliminer 

une hypoglycémie médicamenteuse [14]. L’échoendoscopie est la technique d’imagerie 

recommandée en première intention pour localiser les insulinomes car elle présente une 

sensibilité de 94% [32]. L’échographie, le scanner par tomodensitométrie ou l’IRM peuvent 

également être utilisés ainsi que des techniques plus invasives telles que l’angiographie de l’axe 

coeliaque, la stimulation intra-artérielle sélective avec prélèvement veineux hépatique qui 

permettent de localiser plus de 80% des insulinomes [33].  

 Le traitement de choix de l’insulinome, selon certains experts, serait la résection 

pancréatique distale associée à l’énucléation de toute la tumeur. Cette double procédure est 

associée à la fois au plus faible risque de récidive des hypoglycémies ainsi qu’au plus faible 

risque de complications post-opératoires. Cependant il n’y a pas de consensus sur l’étendue 

optimale de la résection chirurgicale qui dépend de la localisation, du nombre et de la taille des 

lésions et qui peut aller de l’énucléation d’une seule tumeur à l’excision de tous les néoplasmes 

en passant par une pancréatectomie distale ou partielle. La réalisation d’une échographie 
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pancréatique en per-opératoire ainsi que la surveillance du rapport insuline/glucose permettent 

d’évaluer la réussite de l’excision [34]. En cas de forme non résécable ou chez les patients très 

symptomatiques ou en récidive, des traitements médicamenteux tels que du diazoxide 

(sulfamide à activité hyperglycémiante agissant par inhibition de la libération pancréatique 

d’insuline) ou des analogues de la somatostatine (effet anti-néoplasique permettant de diminuer 

le volume tumoral et donc le volume sécrétoire) peuvent être administrés. Les formes 

métastatiques sont très rares (4 à 14% des cas) et associent différentes lésions qui ne sont 

souvent pas toutes éligibles à un traitement chirurgical. Dans ce cas, une chimiothérapie 

associant Streptozotocine, 5-fluorouracile et Doxorubicine ou une embolisation des artères 

hépatiques peuvent être utilisées en complément de l’excision des lésions opérables [35]. 

iv. Glucagonome

Le glucagonome survient chez moins de 3% des patients NEM1. C’est un 

macroadénome des cellules α du pancréas, le plus souvent unique, sécrétant du glucagon et 

mesurant plus de 3 cm. La manifestation clinique caractéristique est une éruption cutanée de 

type érythème nécrolytique migrateur. Une intolérance au glucose ou un diabète peuvent 

également être présents, associés à une perte de poids, une anémie, une thrombose veineuse, 

une diarrhée ou une stomatite.  

Le diagnostic est posé par une concentration sérique de glucagon augmentée chez un 

patient porteur d’une lésion pancréatique. Ces tumeurs surviennent le plus souvent dans la 

queue du pancréas et 50 à 80% des patients présentent des métastases au moment du diagnostic 

[36]. 

L’exérèse chirurgicale est le traitement de choix, associée à un traitement par SSA ou 

chimiothérapie (Streptozotocine, 5-Fluorouracile et diméthyltriazéno-imidazole) pour les 

formes métastatiques. Une embolisation hépatique peut être proposée en cas de lésions 

secondaires hépatiques. 

v. VIPome

Les VIPomes sont des tumeurs sécrétant le peptide intestinal vasoactif (VIP). Elles sont 

rares dans la NEM1 et se présentent sous la forme d’un syndrome WDHA caractérisé par une 

diarrhée hydrique, une hypokaliémie et une achlorydrie. Ce syndrome est aussi appelé 



13 

syndrome de Verner-Morrison ou syndrome de VIPome [36]. Comme les glucagonomes, ces 

tumeurs se situent préférentiellement dans la queue du pancréas.  

Le diagnostic est établi par la preuve d’un volume de selles à jeun supérieur à un ou 

deux litres par jour chez un patient ne prenant ni laxatifs ni diurétiques, associée à une 

concentration de peptide intestinal vasoactif nettement accrue.  

Le traitement de choix est l’exérèse chirurgicale lorsqu’elle est possible. En cas de 

tumeur non résécable, la stratégie thérapeutique est la même que celle des glucagonome : SSA 

ou chimiothérapie et embolisation des artères hépatiques en cas de métastases. 

vi. TNE non fonctionnelles

Les tumeurs neuroendocrines non fonctionnelles sont asymptomatiques et associées à 

une très faible élévation du taux d’hormones pancréatiques. Ces sont les TNE les plus 

fréquentes puisqu’elles touchent 55% des patients NEM1, qui présentent une espérance de vie 

significativement plus faible que les patients non atteints par ce type de tumeurs [37].  

Il existe une corrélation entre leur taille et la présence de métastases. L’objectif est donc 

de les diagnostiquer le plus tôt possible ce qui est permis par la sensibilité croissante des 

méthodes d’imagerie. Les recommandations actuelles préconisent un dépistage chez les 

patients asymptomatiques de moins de 15 ans [38] par échographie endoscopique. En cas de 

maladie étendue, la scintigraphie des récepteurs à la somatostatine sera utilisée pour rechercher 

d’éventuels métastases.  

Le Groupe d’étude des Tumeurs Endocrines (GTE) préconise la non exérèse 

chirurgicale des tumeurs de taille inférieure à deux centimètres ne présentant pas un 

comportement agressif tel qu’une croissance rapide. En effet, la morbimortalité d’une chirurgie 

pancréatique est supérieure au risque métastatique ou au risque de décès dû à une tumeur de 

taille inférieure à ce seuil [39]. En cas de maladie métastatiques, la stratégie thérapeutique est 

identique à celle évoquée précédemment pour les autres types de TNE (analogues de la 

somatostatine, chimiothérapie, etc.). 
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c) Adénomes hypophysaires

L’incidence des tumeurs hypophysaires chez les patients NEM1 varie de 15 à 50% 

selon les séries avec un âge moyen d’apparition de 38 ans [40]. C’est la 3ème atteinte par ordre 

de fréquence après l’HPT et les TNE gastro-entéro pancréatiques et elle touche 

significativement plus les femmes que les hommes [41].  

Le macroadénome (diamètre supérieur à 1cm) est la forme clinique la plus fréquente. 

Environ 60% des adénomes sont des prolactinomes (sécrétion de prolactine), 25% des 

adénomes somatotropes (sécrétion de GH), 5% des adénomes corticotropes (sécrétion 

d’ACTH) et les formes non fonctionnelles représentent 30 à 42% des adénomes selon les 

études. Certains adénomes plurisécrétants ont été rapportés et seraient plus fréquents chez les 

patients NEM1 que dans la population générale [40]. 

Les manifestations cliniques dépendent de l’hormone sécrétée et de la taille de la 

tumeur. En cas d’hyperprolactinémie, les femmes peuvent présenter aménorrhée, infertilité et 

galactorrhée, les hommes impuissance et infertilité ; une hypersécrétion de GH provoque une 

acromégalie ; enfin une hypersécrétion d’ACTH provoque un hypercorticisme (maladie de 

Cushing). Si sa taille est importante, l’adénome hypophysaire peut comprimer les structures 

adjacentes telles que le chiasma optique (zone de croisement des deux nerfs optiques) ou le 

tissu hypophysaire sain et provoquer respectivement des troubles visuels (hémianopie 

bitemporale, vision trouble) et des maux de tête ou un hypopituitarisme. 

Le diagnostic fait généralement suite à un bilan biochimique révélant un excès 

d’hormones et il est confirmé par la mise en évidence de l’adénome hypophysaire à l’IRM. 

Le traitement des adénomes hypophysaires consiste peut être médicamenteux : 

médicamenteuse à base d’agonistes dopaminergiques (Bromocriptine, Cabergoline) pour les 

prolactinomes et à base d’analogues de la somatostatine (Octréotide, Lanréotide) pour les 

adénomes à GH ou ACTH, ou chirurgicale par adénomectomie transphénoïdale. La 

radiothérapie peut être utilisée en cas de résidus adénomateux non résécables. Les adénomes 

hypophysaires dans la NEM1 sont plus résistants aux traitements comparativement aux 

adénomes sporadiques et le recours à la chirurgie est plus fréquent [42]. Chez les patients 

traités avec succès, le dépistage des tumeurs hypophysaires devra être poursuivi à vie car le 

tissu hypophysaire restant peut provoquer une récidive. De même chez les patients mutés 

MEN1 sans atteinte hypophysaire, une évaluation biochimique annuelle des taux hormonaux 

est recommandée ainsi qu’une IRM hypophysaire tous les 3 à 5 ans [4]. 
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d) Tumeurs carcinoïdes

Les tumeurs carcinoïdes surviennent chez plus de 3% des patients NEM1 à un âge 

moyen au diagnostic de 39 à 50 ans selon les séries. La tumeur carcinoïde peut être localisée 

dans les bronches, le tractus gastro-intestinal, le pancréas ou le thymus. Elle est plus 

fréquemment retrouvée dans les bronches chez les femmes et dans le thymus chez les hommes 

[43]. Le tabagisme excessif a été identifié comme facteur de risque de carcinoïde thymique 

[44]. Ce dernier serait particulièrement agressif et associé à une augmentation significative du 

risque de décès. Cette association n’est pas observée pour les carcinoïdes bronchiques [45]. La 

survie médiane après le diagnostic d’une tumeur thymique serait d’environ 9,5 ans et le décès 

des suites directes de la tumeur est observé chez 70% des patients [43]. Des carcinoïdes 

gastriques à cellules entérochromaffines de type II ont été décrits chez 70% des patients NEM1 

atteints de gastrinome. Ils sont généralement multiples, de taille inférieure à 1,5 cm et localisés 

même si certaines formes plus agressives peuvent métastaser au foie [46].  

La plupart des patients sont asymptomatiques au moment du diagnostic et peuvent le 

rester jusqu’à un stade avancé lorsque des métastases hépatiques, osseuses ou pulmonaires sont 

détectées. Le bilan biochimique est souvent peu informatif car les taux de sérotonine (marqueur 

des tumeurs thymiques) et chromogranine A (marqueur des tumeurs bronchiques) sont très 

rarement augmentés. Le dépistage de ces tumeurs dépend donc de l’imagerie radiologique. La 

tomodensitométrie et l’IRM sont les méthodes les plus sensibles pour la détection des tumeurs 

thymiques et bronchiques bien qu’une scintigraphie à l’octréotide (SSA) peut également se 

révéler efficace dans la détection de certains carcinoïdes. Afin de détecter de manière précoce 

les masses thymiques et bronchiques chez les patients NEM1, les recommandations actuelles 

préconisent de réaliser une IRM ou une tomodensitométrie tous les un à deux ans [47].  Les 

carcinoïdes gastriques, quant à eux, sont généralement détectés accidentellement au moment de 

l’endoscopie gastrique réalisée dans l’exploration d’un gastrinome.  

La prise en charge thérapeutique consiste en une exérèse chirurgicale complète de la 

tumeur. La radiothérapie adjuvante est utilisée en cas de résection incomplète. Certains 

traitements médicamenteux tels que les SSA (Octréotide, Lanréotide), la chimiothérapie 

(Cisplatine, Etoposide) et les inhibiteurs de mTOR sont indiqués en cas de tumeur non 

résécable. La thymectomie transcervicale prophylactique est généralement réalisée au moment 

de la parathyroïdectomie pour l’HPT mais cela n’élimine pas le risque de développer une 

tumeur du thymus à cause du tissu thymique résiduel. La surveillance par imagerie est donc 

justifiée, que les patients aient bénéficié ou non d’une chirurgie antérieure.  
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e) Tumeurs surrénaliennes

Les tumeurs des surrénales toucheraient 20 à 73% des patients NEM1. Les statistiques 

diffèrent entre les études selon la méthode d’imagerie utilisée pour les détecter [48] [49]. Ces 

tumeurs sont généralement non fonctionnelles et incluent des adénomes corticaux souvent 

uniques, parfois multiples, une hyperplasie surrénalienne, une hyperplasie nodulaire, des kystes 

ou des carcinomes. Seuls 10% des patients présentent une hypersécrétion hormonale 

provoquant dans la majorité des cas un hyperaldostéronisme primaire ou un syndrome de 

Cushing indépendant de l’ACTH. Une hyperandrogénémie peut parfois être détectée 

notamment en cas de carcinome surrénalien. Le phéochromocytome quant à lui est rare dans la 

NEM1. 

Des analyses biochimiques telles que la mesure des taux plasmatiques de rénine et 

aldostérone, le test de freinage faible à la dexaméthasone seront réalisées chez des patients 

symptomatiques ayant des signes évocateurs de tumeurs surrénales fonctionnelles ou pour les 

patients dont la tumeur à une taille supérieure à 1cm. Un examen annuel de suivi par imagerie 

est préconisé chez tous les patients NEM1 atteints de tumeur surrénale.  

L’ablation chirurgicale sera indiquée en cas de croissance significative ou d’une taille 

supérieure à 4cm. Le traitement des tumeurs surrénales est le même pour les patients mutés 

NEM1 que pour les patients atteints de tumeurs sporadiques. 

f) Manifestations cutanées

Angiofibromes et collagénomes sont rapportés chez plus de 70% des patients NEM1, 

souvent en association. Les angiofibromes faciaux sont des tumeurs bénignes comprenant des 

vaisseaux sanguins et du tissu conjonctif. Ils sont constitués de papules acnéiformes ne 

régressant pas, souvent multiples et localisées au niveau du visage sur le bord vermillon des 

lèvres. Les collagénomes se présentent sous la forme de nodules cutanés multiples, de couleur 

peau ou parfois hypopigmentés. Ils sont disposés symétriquement sur le tronc, le cou et les 

membres supérieurs. Ils sont généralement asymptomatiques, arrondis, à élasticité ferme et 

peuvent varier de quelques millimètres à plusieurs centimètres [4]. Le traitement de ces lésions 

n’est généralement pas nécessaire. Les lipomes sont des tumeurs bénignes de tissu adipeux qui 

surviennent chez 20 à 30% des patients [4]. Ils sont généralement nodulaires, de taille variable, 

multicentriques, sous-cutanés, rarement viscéraux et non récidivants après exérèse chirurgicale. 
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Ces atteintes cutanées, surtout lorsqu’elles sont combinées, sont plus fréquentes chez les 

patients NEM1 et peuvent être un moyen utile au diagnostic présymptomatique [50]. 

g) Cancer du sein

Les patientes mutées MEN1 courent un risque accru de cancer du sein. En effet, une 

étude menée sur 190 femmes atteintes de NEM1 a montré un risque relatif de cancer du sein 

invasif de 2,83 et un âge moyen au moment du diagnostic de 48 ans contre 60 à 65 ans dans la 

population générale. Les ratios de risque pour les autres cancers majeurs n’étaient pas élevés. 

Une perte d’expression de MEN1 ainsi qu’une perte d’hétérozygotie du gène dans les cellules 

cancéreuses mammaires étaient observées [51].  

Une autre étude a retrouvé un âge médian au diagnostic du cancer de 45 ans chez des 

femmes atteintes d’une NEM1, n’ayant ni antécédents familiaux de cancer du sein ni facteurs 

de risque de cancer du sein connus. L’âge médian au diagnostic dans la population de référence 

était de 61,2 ans. Ainsi une surveillance spécifique est suggérée chez les femmes atteintes 

d’une NEM1 à partir de l’âge de 40 ans [52]. 

Figure 1 : Manifestations cutanées de la NEM1 : a) Collagénome,  
b) Angiofibrome facial, c) Lipome.
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h) Tumeurs intracérébrales : méningiomes et épendymomes

En 1984 et 1996, deux études rapportent pour la première fois les cas de deux patients 

atteints de NEM1 et de méningiome [53], [54].  
En 2004, Asgharian et al. mènent une étude prospective sur 74 individus atteints de 

NEM1 : 8% des patients présentaient un méningiome sur une rechercher systématique à l’IRM. 

Les méningiomes rapportés dans cette étude étaient asymptomatiques avec un sex-ratio de                  

2 femmes pour 1 homme et un âge moyen de survenue de 51 ans. Leur taille moyenne au 

moment de la détection était plus petite que celle des méningiomes sporadiques 

asymptomatiques et 60% n’ont montré aucune croissance au cours du temps (3,6 ans de suivi 

en moyenne). Chez l’un d’entre eux une LOH de MEN1 est mise en évidence dans la tumeur.  

Comme pour le diagnostic des méningiomes sporadiques, l’IRM est la technique 

d’imagerie utilisée en première intention. Les recommandations actuelles préconisent de 

rechercher un méningiome lorsqu’une IRM du cerveau est réalisée pour l’évaluation d’un 

éventuel adénome hypophysaire chez un patient NEM1. L’IRM peut être complétée par une 

scintigraphie des récepteurs à la somatostatine à l’octréotide radiomarqué. Ce marqueur 

possède une forte affinité avec les récepteurs de la somatostatine dont la densité élevée a 

également était rapportée dans les méningiomes des patients NEM1. Concernant la prise en 

charge thérapeutique, elle ne diffère pas de celle indiquée pour les méningiomes sporadiques 

[5]. 

Des épendymomes ont également été décrits chez des patients atteints de NEM1 dans 

plusieurs rapports de cas mais aucune LOH de MEN1 au sein d’un épendymome n’a été mise 

en évidence [5], [55]–[58]. 

4. Génétique moléculaire et Néoplasie Endocrinienne Multiple de type 1

a) Le gène MEN1

Le gène MEN1 est un gène suppresseur de tumeur, situé sur le bras long du 

chromosome 11 (11q13) et s’étend sur environ 9000 paires de bases. Il se compose de 10 exons 

dont un exon (l’exon 1) est non traduit. La transcription de MEN1 produit un ARN messager 

primaire de 2800 paires de bases qui sera traduit en une protéine nucléaire de 610 acides 

aminés appelée ménine. Un autre transcrit de 4000 paires de bases a été mis en évidence dans le 

pancréas et le thymus suggérant un épissage alternatif spécifique à ces tissus. 
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b) La protéine Ménine

La protéine Ménine est une protéine de 610 acides aminés hautement conservée chez 

l’Homme. Des études in-vitro ont montré qu’elle est principalement localisée dans le noyau 

[59]. Elle possède en effet des séquences de localisation nucléaire (NLS), situées dans la région 

C-terminale, et peut interagir avec l’ADN.  

La localisation nucléaire de la protéine et des preuves expérimentales suggèrent qu’elle 

est impliquée dans la régulation de la transcription, la stabilité du génome, la division cellulaire 

et la prolifération cellulaire. En effet, des études récentes ont montré que la surexpression de la 

Ménine dans un modèle cellulaire induisait une diminution de la prolifération, une suppression 

de la croissance dans la gélose et une inhibition de la croissance tumorale chez la souris [60]. 

Ménine est donc soupçonnée de réprimer la tumorigenèse par la répression de la prolifération 

cellulaire, principalement via trois mécanismes : 

- l’interaction directe avec des facteurs de transcription (JunD, NF-kB, PPARγ, VDR) qui 

induisent ou suppriment la transcription des gènes 

- l’interaction avec diverses enzymes modifiant les histones (MLL, HDAC, EZH2) 

- l’interaction directe avec les promoteurs de gènes : rôle de facteur de transcription 

Il existe de plus des preuves que Ménine peut agir dans la réparation ou la synthèse 

d’ADN [61]. 

c) Mutations germinales de MEN1

Plus de 400 mutations germinales ont été mises en évidence dans le gène MEN1 [62]. 

Les mutations sont réparties tout au long du gène. Bien que certaines mutations soient plus 

fréquentes, il n’y a pas de véritable hot spot mutationnel [63], [64]. Environ 50% des mutations 

identifiées sont de petites insertions ou délétions entrainant un décalage du cadre de lecture, 

20% sont des mutations non-sens entrainant l’apparition d’un codon stop, 20% sont des 

mutations faux sens et environ 7% sont des mutations affectant les sites d’épissage. Le reste des 

mutations sont des délétions entières ou partielles du gène ou bien des mutations se produisant 

dans les promoteurs ou régions non traduites de MEN1, qui restent à étudier [65]. Les 

mutations stop, les mutations affectant les sites d’épissage et la plupart des mutations entrainant 

un décalage du cadre de lecture aboutissent à la production d’une protéine tronquée non 

fonctionnelle voire à l’absence complète de protéine.  
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d) Mutations somatiques de MEN1 : modèle des deux événements de Knudson

Dans la NEM1, le premier événement inactivateur du gène est hérité de l’un des parents 

et est donc présent dans toutes les cellules de l’organisme. Ce sont les mutations dites 

germinales, à l’état hétérozygote. Lorsque cette première mutation est combinée à un second 

événement de type perte somatique ou post-natale d’un fragment du chromosome 11 où se 

trouve MEN1 ou du chromosome entier, l’expansion clonale néoplasique de la cellule est initiée 

[66]. On parle dans ce cas de perte d’hétérozygotie ou LOH (Loss Of Heterozygoty). Elle est 

décrite dans plus de 90% des tumeurs chez les patients ayant une mutation germinale de MEN1 

et également dans 5 à 50% des tumeurs endocriniennes sporadiques (non déterminée 

génétiquement) [62]. Le deuxième évènement somatique peut également être une mutation 

ponctuelle sur l’allèle non muté au niveau germinal. Ce phénomène est décrit dans l’hypothèse 

des deux événements (ou « Two-hit hypothesis ») de Knudson [67]. Il confirme le rôle 

suppresseur de tumeur du gène MEN1 puisque la combinaison des deux événements entrainant 

une perte de la Ménine fonctionnelle, conduit à la néoplasie. 

e) Corrélation génotype-phénotype

Les manifestations et la localisation des tumeurs associées à MEN1 ne peuvent être 

prédites car aucune corrélation directe génotype-phénotype n’a été identifiée dans cette 

pathologie [68]. Plusieurs études réalisées dans différentes familles ont observé la même 

mutation de MEN1 dans différentes familles avec des manifestations cliniques différentes. A 

l’inverse, un large éventails de mutations de MEN1 a été identifié dans plusieurs familles 

NEM1 ayant les mêmes manifestations cliniques [69]–[71]. Les manifestations cliniques, l’âge 

d’apparition et l’histoire naturelle de la maladie sont également très variables entre les 

membres d’une même famille. Une corrélation génotype-phénotype spécifique n’est 

probablement pas possible en raison de l’hétérogénéité des mutations rapportées dans le gène 

MEN1. Cela suggère également qu’il doit exister d’autres facteurs génétiques et épigénétiques 

ou environnementaux influençant les phénotypes cliniques.  
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f) Phénocopies et mutations dans d’autres gènes

Environ 5 à 25% des patients atteints de NEM1 n’ont pas de mutation dans MEN1. 

Cette variabilité dans la détection des mutations peut être en partie attribuable aux différences 

dans les méthodes utilisées pour identifier les mutations. En effet, les délétions de grande taille 

ne sont pas toujours recherchées alors qu’elles sont retrouvées chez environ 30% des patients, 

présentant cliniquement une NEM1, et n’ayant pas de mutation ponctuelle dans les régions 

codantes du gène [72]. De plus, cette variabilité peut être aussi due à la constatation d’un 

phénotype s’apparentant à une NEM1 chez des patients ayant des mutations dans d’autres 

gènes. On parle dans ce cas de phénocopies. Les gènes à considérer pour le dépistage des 

phénocopies de MEN1 comprennent : 

- CDC73  (également appelé HRPT2) : gène suppresseur de tumeur qui code pour la protéine 

parafibromine dont les mutations sont impliqués dans le syndrome des tumeurs 

parathyroïdiennes ; 

- CaSR : gène qui code pour les récepteurs de détection du calcium dont les mutations sont 

associées à des hypercalcémies hypocalciuriques familiales bénignes ; 

- AIP : gène suppresseur de tumeur dont les mutations sont associées à des adénomes 

hypophysaires isolés familiaux ; 

- CDKN1B : gène codant pour un inhibiteur de kinase dépendant de la cycline p27kip1 ; 

- GNA11 : gène qui code pour la protéine G alpha 11 dont les mutations sont retrouvées chez 

les patients atteints d’hyperparathyroïdie familiale ; 

- AP2S1 : gènes qui code pour le complexe protéique lié à l’adaptateur 2, sous-unité sigma 

1, dont les mutations sont retrouvées également chez les patients atteints 

d’hyperparathyroïdie familiale. 

Ainsi, l’approche diagnostique syndromique par analyse d’un panel de gènes semble 

être adaptée à la NEM1. 

5. Dépistage, diagnostic et surveillance

a) Diagnostic génétique de la NEM1

La NEM1 est un syndrome monogénique de transmission autosomique dominante. 

Chaque patient atteint à 50% de probabilité de transmettre la mutation à sa descendance, 

indépendamment du sexe. La détection précoce des individus porteurs d’une mutation dans 
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MEN1, facilitée par les tests génétiques, permet de réduire la morbidité et la mortalité de cette 

pathologie grâce à une prise en charge précoce.  

Selon les recommandations de pratique clinique [4], l’analyse mutationnelle de MEN1 

doit être réalisée chez les patients répondant aux critères cliniques de la NEM1 (présence de 

deux lésions du spectre NEM1, ou présence d’une lésion chez un patient avec antécédents 

familiaux de tumeur du spectre NEM1), chez les patients ayant un parent au premier degré 

porteur d’une mutation dans MEN1 et chez tous les patients chez qui une NEM1 est suspectée 

devant la présence d’une tumeur endocrine de survenue précoce ou atypique, malgré que le 

phénotype ne corresponde pas à la triade classique des tumeurs endocrines (parathyroïdienne, 

hypophysaire et entéro-pancréatique). Lorsque cela est possible, le test génétique doit être 

effectué au cours de la première décennie de la vie. Cela permet une identification précoce des 

porteurs de gènes mutants éligibles à un dépistage biochimique et/ou radiologique périodique 

des tumeurs endocrines caractéristiques de la NEM1. 

Les analyses de diagnostic moléculaire, réalisées sur échantillon de sang, varient selon 

les cas : 

- Lorsqu’un patient répond aux critères cliniques de la NEM1 sans antécédent familial ni 

mutation familiale connue, il entre dans le cadre d’un diagnostic syndromique et bénéficie 

d’une analyse par séquençage de nouvelle génération (NGS) d’un panel de gènes, à la 

recherche d’une variation ponctuelle ou d’une variation du nombre de copies des gènes. Ce 

panel peut être élargi, en fonction du type de lésion qu’il présente (par exemple : panel 

élargis aux gènes impliqués dans les hyperparathyroïdie primaire et hypercalcémie 

hypocalciuriques familiales en cas d’hyperparathyroïdie isolée avant l’âge de 50 ans.) 

- Lorsqu’une mutation de MEN1 est connue au sein d’une famille, l’analyse chez les 

apparentés du patient atteint consiste en une recherche ciblée de la mutation identifiée chez 

ce dernier. Pour cela un séquençage par méthode Sanger de l’exon porteur de la mutation 

est réalisé sur deux prélèvements indépendants. A l’issu de ces tests moléculaires, de 

nombreux variants peuvent être mis en évidence. Les polymorphismes de MEN1 doivent 

être connus du laboratoire pratiquant l’analyse et distingués des mutations incriminables à 

la pathologie.   
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b) Protocoles de dépistage et de surveillance chez les porteurs MEN1

Le dépistage périodique des tumeurs endocriniennes chez des patients porteurs de 

mutations de MEN1 permet d’améliorer la prise en charge. La pénétrance liée à l’âge pour 

toutes les manifestations cliniques de la pathologie semble être proche de zéro avant 5 ans, 

atteignant environ 50% à 20 ans et plus de 95% à 40 ans [73].  

Le programme de surveillance des individus atteints de NEM1 recommande un bilan 

biochimique annuel (dosage sérique de la prolactine, glucose, insuline, calcium, 

chromogranine, polypeptide pancréatique, glucagon, peptide intestinal vasoactif, gastrine) et un 

bilan d’imagerie tous les 3 à 5 ans (IRM tête et cou, TDM ou IRM thoraco-abdominal). Des 

examens complémentaires (écho-endoscopie pour les TNE digestives) seront réalisés en 

fonction des résultats de ce dépistage. 

Type de tumeur Age de début du 
dépistage 

Analyse biochimique Technique 
d’imagerie 

Parathyroïde 8 ans Calcium, PTH Aucune 

Gastrinome 20 ans Gastrine Aucune 

Insulinome 5 ans Glycémie, insuline Aucune 

TNE   
pancréatique 

Avant 10 ans 
Chromogranine, 

polypeptide pancréatique, 
glucagon, VIP 

IRM, echographie 
endoscopique 

Hypophyse 5 ans Prolactine, IGF-1 IRM 

Surrénale Avant 10 ans Aucune IRM ou TDM 
Carcinoïde 

thymique ou 
bronchique 

15 ans Aucune IRM 

Tableau 2 : Age recommandé de dépistage biochimique et radiologique en fonction du type de tumeur chez 
les patients atteints de NEM1 d’après Thakker et al JCEM 2012 [4]. 
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c) Conseil génétique

Le conseil génétique est le processus consistant à fournir aux patients et leurs familles 

des informations sur la nature, l’hérédité et les implications des atteintes génétiques pour les 

aider à prendre des décisions médicales et personnelles éclairées.  

Le syndrome MEN1 est hérité de manière autosomique dominante. Environ 90% des 

patients diagnostiqués ont l’un de leurs deux parents affecté, les 10% restant sont porteurs 

d’une mutation de novo. Les antécédents familiaux peuvent dans certains cas sembler négatifs 

en raison de l’incapacité à reconnaître le trouble chez les autres membres de la famille, de la 

mort précoce du parent atteint avant l’apparition des symptômes ou de l’apparition tardive de la 

maladie chez le parent affecté. Par conséquent des antécédents familiaux négatifs ne peuvent 

être confirmés que si les tests effectués sur les parents le sont. C’est pourquoi les tests de 

génétique moléculaire sont recommandés pour les parents d’un patient porteur d’une mutation 

de MEN1.  

Chaque enfant d’un individu atteint a 50% de probabilité d’hériter de l’allèle morbide 

de MEN1. Ce risque est identique chez les frères et sœurs d’un patient atteint chez qui la 

recherche d’antécédents familiaux par analyse génétique des parents s’est révélée positive. 

Le test génétique moléculaire est fortement recommandé pour les membres 

asymptomatiques à risque c’est à dire les parents au premier degré d’un individu porteur d’une 

mutation. Les analyses moléculaires doivent être réalisées le plus tôt possible, dans la première 

décennie de la vie voire avant l’âge de 5 ans, afin que les individus présentant une mutation 

dans MEN1 puissent bénéficier d’une surveillance clinique appropriée. L’éducation et 

l’information par le conseil génétique de toutes les personnes à risque au sein d’une famille est 

recommandé avant les tests génétiques. 

Le diagnostic prénatal en cas de grossesse à risque et le diagnostic préimplantatoire sont 

possibles dans le cadre de la NEM1. Il est donc important que les jeunes adultes affectés ou à 

risque de développer une NEM1 puissent bénéficier d’un conseil génétique avant une 

éventuelle grossesse.  
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II. Les méningiomes humains

1. Généralités

Les méningiomes sont des tumeurs intracrâniennes extra-parenchymateuses le plus 

souvent bénignes, développées aux dépens des cellules arachnoïdiennes. Ce sont les tumeurs 

intracrâniennes les plus fréquentes chez l’adulte (20 à 30 % des tumeurs primitives) mais elles 

restent rares chez l’enfant (0,4% à 4,6% selon les séries) [74].  

Le terme de méningiome a été utilisé pour la première fois par Harvey Cushing en 1922 

mais il faudra attendre 1979 pour que paraisse la première classification de l’OMS. Celle-ci 

reposait sur des caractéristiques histologiques spécifiques de ces tumeurs les séparant en deux 

groupes selon qu’elles soient bénignes ou malignes [75]. La nouvelle classification parue en 

2000 classe désormais les méningiomes en trois grades selon leur malignité. Cette classification 

a depuis connu deux révisions, une en 2007 et une en 2016 [76], [77]. 

2. Classification des méningiomes

La classification des méningiomes repose sur les critères suivants : 

- l’activité mitotique ; 

- la densité cellulaire de la population tumorale ; 

- les atypies architecturales ; 

- les atypies cytologiques ; 

- la présence d’une nécrose tumorale spontanée ; 

- la présence d’un envahissement du parenchyme cérébral. 

Ces différents critères permettent de classer les méningiomes en 3 grades, chaque grade 

étant associé à un potentiel de croissance, de dissémination métastatique, de récurrence et à un 

pronostic différents. Plusieurs types histologiques sont également recensés dans chacun des 

grades avec des caractères cytologiques propres [76], [77].   
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a) Grade I

Le grade I rassemble les méningiomes bénins. Ce sont les plus fréquents, ils ne 

possèdent que de rares évènements mitotiques [78]. Neuf types architecturaux sont définis au 

sein de ce groupe. Les trois types les plus fréquents sont les méningiomes méningothéliaux, 

fibroblastiques et transitionnels. Les 6 autres, plus rares, sont les méningiomes psammomateux, 

angiomateux, microkystique, sécrétant, riche en lymphoplasmocytes et métaplasiques. 

b) Grade II

Ce grade regroupe les méningiomes possédant des caractéristiques histologiques 

propres et dont l’agressivité est comprise entre celle des méningiomes du grade I et ceux du 

grade III. Trois types architecturaux sont compris dans cette catégorie : les méningiomes 

atypiques, les méningiomes à cellules claires et les méningiomes chordoïdes. 

c) Grade III

Les méningiomes appartenant à ce grade sont rares mais agressifs. Cette catégorie de 

grade tumoral regroupe également trois types architecturaux : les méningiomes anaplasiques, 

les méningiomes papillaires et les méningiomes rhabdoïdes. 

3. Epidémiologie

En raison de leur caractère bénin, peu d’études épidémiologiques à grande échelle ont 

été menées sur les méningiomes [78]. Ces tumeurs sont tout de même considérées comme                   

les tumeurs intracrâniennes les plus fréquentes chez l’adulte avec une incidence annuelle de  

7,8 individus pour 100 000. Les méningiomes représentent 20 à 30% des tumeurs 

intracrâniennes primitives avec un pic de fréquence entre 55 et 75 ans et un sex-ratio d’un 

homme pour trois femmes.  
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Les méningiomes de grade I représenteraient 80 à 90% de tous les méningiomes avec 

une médiane de survie supérieure à 10 ans. Les méningiomes de grade II et III sont plus rares et 

leur survie est évaluée respectivement à moins de 5 ans et moins de 3 ans [78].  Les autres 

facteurs identifiés comme influençant la survie sont l’âge au diagnostic, le caractère malin du 

méningiome, la qualité de l’exérèse chirurgicale et la survenue d’une complication opératoire 

[79].  

Entre 2004 et 2009 en France, le Recensement National des Tumeurs cérébrales 

primitives a comptabilisé sur toute la population (adultes et enfants confondus) 12 363 

méningiomes sur un total de 43 929 tumeurs intracérébrales primitives soit 28%. L’âge médian 

au diagnostic était de 58 ans [80] 

4. Caractéristiques des méningiomes (forme, taille, localisation)

Les méningiomes se présentent sous deux formes principales. Ils ont le plus souvent la 

forme d’une masse, plus ou moins arrondie, parfois polylobée. Ils prennent plus rarement la 

forme d’un épaississement en plaque pouvant perturber les structures osseuses du voisinage. 

Quelques rares formes kystiques ont également été rapportées [81]. 

Leur taille dépend du moment du diagnostic. Les méningiomes situés à proximité d’un 

nerf crânien ne font en général que quelques millimètres de diamètre. En raison de leur 

localisation, ils sont rapidement symptomatiques et donc précocement diagnostiqués. Un 

méningiome frontal peut mesurer jusqu’à plusieurs centimètres de diamètre car il peut rester 

longtemps asymptomatique. Les signes cliniques dépendent donc de la localisation et sont les 

conséquences d’un effet de masse local. 

Les méningiomes sont habituellement isolés et sporadiques. Les localisations multiples 

sont observées dans les formes familiales. 

Les méningiomes intracrâniens sont ubiquitaires et peuvent se développer à partir de 

n’importe quelle structure sous arachnoïdienne. Chaque variété porte le nom de la structure 

anatomique la plus proche. Les méningiomes de la convexité hémisphérique sont les plus 

fréquents (35% des méningiomes intracrâniens), suivis des méningiomes de la base du crâne 

(30%), des méningiomes parasagittaux ou de la faux du cerveau (25%) et les plus rares sont les 

méningiomes intraventriculaires [82]. 

Les méningiomes extracrâniens sont moins fréquents. Ce sont des méningiomes du 

canal rachidien localisés dans 70% des cas au niveau thoracique, 25% des cas au niveau 



28 

cervical, 5% des cas au niveau lombaire et exceptionnellement dans la région lombo-sacrée. Ils 

touchent des femmes dans 90% de cas, âgées de plus 40 ans [83]. 

5. Aspects histologiques

Les méningiomes sont des tumeurs cérébrales extra-parenchymateuses qui dérivent de 

l’arachnoïde, l’un des trois feuillets constitutifs des méninges [84]. Ils se développent aux 

dépens des cellules formant les villosités arachnoïdiennes, qui s’invaginent en doigt de gant 

dans les veines et les sinus duraux [85].  

La vascularisation des méningiomes est double, provenant des vaisseaux méningés et 

des artères corticales. Un œdème péri lésionnel est parfois observé, d’importance variable et 

provenant d’un phénomène de sécrétion active par les cellules tumorales. La présence d’un 

œdème aggrave la symptomatologie sans modifier le pronostic. 

Les méningiomes sont des tumeurs capables de provoquer quel que soit leur grade une 

réaction osseuse en regard de leur base d’implantation. Cet épaississement de l’os peut aller 

parfois jusqu’à la formation d’un ostéome. Cet envahissement osseux peut être à l’origine de 

récidives malgré une exérèse macroscopiquement complète du méningiome. Une calcification 

de ces tumeurs est aussi très souvent observée. 

6. Aspects cliniques

Les manifestations cliniques incriminables aux méningiomes sont aspécifiques. Elles 

sont dues à la localisation de la tumeur, à sa taille et à son effet de masse local, c’est pourquoi 

ces signes sont les mêmes pour toutes les tumeurs intracrâniennes [81].   

Les symptômes généralement observés sont : 

- des crises d’épilepsie : symptôme le plus fréquemment rencontré dans le cadre du 

méningiome ; 

- des céphalées diffuses ou localisées, qui s’aggravent régulièrement et sont rebelles aux 

antalgiques ; 

- des douleurs de types névralgies faciales ; 

- une hypertension intracrânienne ; 
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- des déficits neurologiques focaux plus ou moins rapidement progressifs, liés directement à 

la compression du parenchyme cérébral par la tumeur ; 

- des troubles psychiatriques. 

Certains méningiomes sont asymptomatiques et leur découverte est fortuite suite à un 

examen radiologique. 

Des métastases ne sont observées que dans 1% des méningiomes de grade élevé le plus 

souvent, et de localisation pulmonaire préférentiellement [86]. 

7. Aspects génétiques

a) Mutations constitutionnelles dans les méningiomes

Il existe plusieurs syndromes de susceptibilité tumorale au sein desquels sont observés 

des méningiomes.  

Le syndrome le plus fréquent est la neurofibromatose de type II avec une incidence de 

1/33000 naissances. C’est une affection autosomique dominante liée à des mutations 

germinales inactivatrices du gène NF2 situé sur le chromosome 22. Ce syndrome est associé à 

des atteintes neurologiques, cutanées et oculaires dont la sévérité est variable d’un patient à 

l’autre avec une pénétrance proche de 100% à 60 ans [87].  

Des méningiomes ont également été décrits dans la maladie de Von Hippel Lindau, le 

syndrome de Li Fraumeni, le syndrome de Cowden, le syndrome de Gorlin et dans la Néoplasie 

Endocrinienne Multiple de type 1 respectivement dus à des mutations dans les gènes VHL, 

TP53, PTEN, PTCH1 et MEN1. 

b) Mutations somatiques dans les méningiomes

La perte totale ou partielle du chromosome 22 est la première anomalie décrite dans les 

méningiomes sporadiques en 1972 [88]. Cette monosomie est retrouvée dans 40 à 60% des 

méningiomes sporadiques et entraîne la perte du gène suppresseur de tumeur NF2 situé en 

position 22q12.2. Elle est associée dans la majorité des cas à une mutation du gène NF2 situé 

sur l’autre allèle. Une mutation de NF2 est retrouvée dans 50% des méningiomes [89]. Le plus 

souvent il s’agit de mutations non-sens, de microdélétions ou insertions, ou de mutations au 

niveau d’un site d’épissage résultant en une protéine tronquée et non fonctionnelle.  
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L’avènement des techniques de séquençage à haut débit a révolutionné la 

compréhension des fondements génétiques des méningiomes sporadiques et de nouvelles voies 

oncogénétiques alternatives à NF2 ont émergé. Des études ont permis de mettre en évidence de 

nombreux gènes impliqués dans les méningiomes tels que : AKT1, SMO, SMARCB1, TRAF7, 

KLF4, PIK3CA, TERT et POLR2A [90]–[94].  

Ces gènes sont impliqués dans diverses voies d’initiation tumorale. L’une d’entre elles 

implique les gènes TRAF7, AKT1, PIK3CA et KLF4 : 

- TRAF7 : situé sur le chromosome 16, ce gène code pour la protéine E3 ubiquitin-protein 

ligase TRAF7 qui est une protéine pro-apoptotique [95] ; 

- AKT1 : situé sur le chromosome 14, ce gène code pour une sérine thréonine kinase de la 

famille des phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) et appartient à la voie de signalisation 

PIK3-AKT-mTOR qui régule de nombreux processus biologiques, y compris la 

prolifération, la croissance, et l’apoptose des cellules [95] ; 

- PIK3CA : situé sur le chromosome 3, ce gène code pour la sous unité catalytique de la 

phosphatidylinositol 3-kinase qui appartient également à la voie de signalisation PIK3-

AKT-mTOR [96] ; 

- KLF4 : situé sur le chromosome 9, ce gène code pour une protéine appartenant à la famille 

des facteurs de transcription Kruppel qui contrôle la transition G1-à-S du cycle cellulaire à 

la suite de l'endommagement de l'ADN par la médiation du gène suppresseur de tumeur 

p53. 

Les mutations identifiées dans TRAF7 sont soit isolées soit en association avec des 

mutations dans KLF4 ou AKT1. KLF4 présente toujours la même mutation dans les 

méningiomes (p.Lys409Gln) et est toujours associée à une mutation dans TRAF7. De même, 

AKT1 porte toujours la même mutation dans les méningiomes (p.Glu17Lys) et est associée dans 

50% des cas à une mutation dans TRAF7. 

D’autres gènes impliqués chacun dans des voies d’initiation tumorale différentes ont été 

rapportés : 

- SMO : situé sur le chromosome 7, ce gène code pour une protéine transmembranaire de 

type récepteur couplé aux protéines G qui appartient à la voie de signalisation Hedgehog et 

est impliquée dans plusieurs processus incluant la prolifération, la différenciation, 

l'angiogenèse et l'organisation de la matrice extracellulaire [95] ; 
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- SMARCB1 : situé sur le chromosome 22, ce gène est un suppresseur de tumeur qui code 

pour une protéine impliquée dans l’architecture chromatinienne, elle fait partie d’un 

complexe qui permet le relâchement de la chromatine nécessaire à la transcription. 

- TERT : situé sur le chromosome 5, ce gène code pour la télomérase, protéine qui maintient 

les extrémités des télomères par ajout de la répétition nucléotidique TTAGGG. Elle joue 

un rôle dans la sénescence cellulaire. Elle est normalement réprimée dans les cellules 

somatiques postnatales entraînant un raccourcissement progressif des télomères. La 

dérégulation de l'expression de la télomérase dans les cellules somatiques peut être 

impliquée dans l'oncogenèse pour l’immortalisation des cellules [97]. 

- POLR2A : situé sur le chromosome 17, ce gène code pour la plus grande sous-unité de 

l'ARN polymérase II, responsable de la synthèse de l'ARN messager chez les eucaryotes 

[94]. 

c) Corrélations génotype-phénotype

Les corrélations génotype-phénotype concernent principalement la localisation et le 

sous-type histologique des méningiomes mais également le pronostic.   

En effet, le génotype NF2 semble prédominer au niveau de la convexité et au niveau 

postérieur de la base du crâne et semble associé à une histologie de type fibroblastique ou 

transitionnel. Le génotype PIK3CA est retrouvé préférentiellement au niveau de la base du 

crâne et est associé à une histologie de type méningothélial ou transitionnel. Les génotypes 

TRAF7, AKT1 et SMO sont quant à eux retrouvés généralement au niveau de la partie 

antérieure de la base du crâne ou de la partie antérieure de la convexité et semblent plutôt 

associés au type méningothélial ou sécrétant en cas de tumeur ayant deux mutations associées 

dans TRAF7 et KLF4 [98], [99]. 

Concernant le pronostic, certaines études montrent qu’un grade tumoral élevé est 

préférentiellement associé à un génotype complexe. Dans une étude, 75% des méningiomes de 

grade II présentaient une mutation dans NF2 et une instabilité chromosomique [94].  

Une autre a montré que les méningiomes mutés SMO présentaient un taux de récidive 

plus élevé [100]. Enfin, les méningiomes mutés dans AKT1 présenteraient un temps de survie 

sans récidive réduit [101].  

La détermination du génotype tumoral pourrait permettre de proposer un traitement 

pharmacologique ciblé par inhibition des voies oncogéniques mises en cause ou d’appréhender 
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l’agressivité tumorale et proposer d’emblée une radiothérapie adjuvante à l’exérèse 

chirurgicale. Cela pourrait également permettre d’adapter la durée et la fréquence du suivi. 

Actuellement des drogues agissant comme inhibiteurs des voies AKT, SMO ou PIK3 sont en 

développement.   

8. Diagnostic

a) Imagerie

L’indication de l’imagerie cérébrale fait suite à l’apparition de symptômes tels qu’un 

déficit neurologique ou une crise comitiale. Les méningiomes apparaissent classiquement 

comme des tumeurs rondes, isolées, ayant un contact étroit avec la dure-mère et un 

renforcement après injection de produit de contraste. Aucun signe radiologique n’est 

pathognomonique du grade tumoral. Le diagnostic n’est affirmé qu’après examen histologique 

d’une biopsie issue de l’exérèse de la lésion [102]. 

L’IRM est la technique d’imagerie recommandée car elle permet de localiser le 

processus expansif, de préciser les caractéristiques de la tumeur, de diagnostiquer certaines 

complications évolutives et de définir la suite de la stratégie diagnostique. Le scanner est utilisé 

pour une analyse plus fine des atteintes osseuses et des éventuelles calcifications intra-

tumorales. La scintigraphie à l’octréotide radiomarqué est une technique non invasive, très 

sensible et spécifique dans le diagnostic des méningiomes. Elle est utilisée en cas de doute 

diagnostic et peut aider au guidage biologique per-opératoire lors de la résection tumorale. 

b) Marqueurs biologiques

Il n’existe pas de marqueur biologique spécifique des méningiomes mais certains 

marqueurs comme l’anticorps anti-EMA (Antigène Epithélial Membranaire), l’ACE (antigène 

Carcino-Embryonnaire) ou la phosphatase alcaline sont des outils qui aident à la détermination 

du grade tumoral et du sous-type histologique et sont utilisés en complément des techniques de 

coloration habituelle par les anatomo-pathologistes. 

En pratique, le seul marqueur utilisé en complément du grade pour apprécier 

l’agressivité de la tumeur est le pourcentage de Ki-67. Il s’agit d’un antigène nucléaire exprimé 

lors des phases G1, S, G2 et M du cycle cellulaire mais absent en G0. Il permet donc d’estimer 
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le taux de cellules en prolifération. Les cellules dont le noyau est marqué positivement par les 

anticorps anti-Ki-67 sont comptées par technique immunohistochimique ce qui permet d’établir 

le pourcentage de cellules tumorales. Des taux élevés de Ki-67% sont corrélés à un grade 

tumoral élevé, à une extension plus importante et à une récurrence accrue [103]. 

9. Traitement

Actuellement la prise en charge thérapeutique du patient comprend trois volets : la 

surveillance, la chirurgie et la radiothérapie seule ou en adjuvant après la chirurgie. Le 

traitement est dépendant de plusieurs critères, il doit être planifié au cas par cas après 

concertation pluridisciplinaire. L’âge, l’état général du patient, la localisation et la taille de la 

tumeur, le retentissement clinique sont à prendre en compte. A ce jour la chirurgie reste 

l’option de choix dès que cela est possible. Il n'existe pas actuellement de chimiothérapie 

efficace dans le traitement des méningiomes. 

L’association européenne de neuro-oncologie (EANO : European Association of Neuro-

Oncology) recommande : 

- En cas de méningiome asymptomatique : abstention thérapeutique avec simple 

surveillance ; 

- En cas de méningiome symptomatique : chirurgie quel que soit le grade tumoral, quand 

celle-ci est possible (en fonction de l’état général du patient et de la localisation de la 

tumeur). Cette chirurgie peut être associée à une radiothérapie en fonction du grade 

tumoral et du degré de résection de la tumeur ; 

- En cas de méningiome symptomatique lorsque la chirurgie n’est pas envisageable : 

radiochirurgie ou radiothérapie ; 

- En cas de méningiome symptomatique si aucune option chirurgicale ou radio thérapeutique 

n’est possible : traitement pharmacologique expérimental envisageable [98], [104]. 
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Partie 2 : Tumeurs intracérébrales dans la 
NEM1 

I. Objectifs 

Les méningiomes dans la NEM1 ainsi que la perte d’hétérozygotie du gène MEN1 au 

sein de ces tumeurs ont été très peu étudiés. A ce jour, une seule étude apporte des arguments 

sur le fait que le méningiome est une tumeur spécifique de la NEM1. Cette étude s’est portée 

sur 74 patients porteurs d’une mutation germinale de MEN1, qui ont bénéficié d’une recherche 

de méningiome systématique à l’IRM. Au sein de cette cohorte, six patients développaient un 

méningiome [5]. Une recherche de LOH a pu être effectuée chez l’un d’eux porteur d’un 

méningiome méningothélial, et s’est révélée positive. Selon l’hypothèse de Knudson, cette 

perte d’hétérozygotie pourrait constituer le second évènement somatique initiant la néoplasie. 

Concernant les épendymomes, quelques cas ont été rapportés chez des patients atteints de 

NEM1 mais aucune analyse du gène MEN1 à la recherche d’une éventuelle perte 

d’hétérozygotie au niveau somatique n’avait été effectuée. 

Dans ce contexte, nous nous sommes posé la question de l’implication de MEN1 dans la 

tumorigenèse de ces deux types de tumeurs intracérébrales. Pour cela, notre travail s’est 

décomposé en deux parties.  

Dans un premier temps nous allons étudier une cohorte de 6 patients porteurs d’une 

mutation germinale du gène MEN1 et ayant développé une tumeur intracérébrale. Au sein de 

ces tumeurs, nous allons analyser le statut moléculaire du gène MEN1 à la recherche d’un 

second événement somatique tel qu’une perte d’hétérozygotie du gène ou une deuxième 

mutation ponctuelle. Une autre anomalie moléculaire de la tumorigenèse des méningiomes 

méningothéliaux sera explorée au niveau somatique par séquençage NGS d’un panel de gènes 

et PCR quantitative. 

Dans un second temps, nous allons rechercher une anomalie du gène MEN1 par 

séquençage Sanger et MLPA dans 21 méningiomes méningothéliaux sporadiques, également 

préalablement caractérisés sur le plan moléculaire par un panel de gènes impliqués dans les 

méningiomes. 
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II. Matériels et méthodes

1. Matériel

a) Patients

La première partie de notre étude s’est portée sur une cohorte de 6 patients issus de la 

base NEM1 du Professeur Pierre GOUDET du Groupe d’étude des Tumeurs Endocrines 

(GTE). La base NEM1 est une base de données cliniques française recensant de façon 

longitudinale les données de suivi cliniques des patients diagnostiqués comme NEM1 depuis 

plus 30 ans. Fin 2019 cette base recensait 1369 patients symptomatiques. Parmi ces patients,  

27 ont présenté une tumeur intracérébrale (2%), dont 12 méningiomes (0,9%), 6 épendymomes 

(0.4%), 5 tumeurs astrocytaires ou oligodendrocytaires (0.4%), 4 schwannomes dont 2 de 

localisation vestibulaire (0,3%). Les centres de compétence où sont suivis ces patients, ont été 

sollicités afin que du matériel tumoral soit récupéré pour notre étude. Nous avons ainsi pu 

obtenir des lames de fragments tumoraux inclus en paraffine (FFPE) de 6 patients (2 avec 

méningiomes et 4 avec épendymomes). Ces 6 patients font partie d’une cohorte que nous 

appellerons cohorte n°1. 

La deuxième partie de notre étude s’est portée sur 21 patients atteints de méningiomes 

méningothéliaux sporadiques, issus d’une cohorte marseillaise de 83 patients atteints de 

méningiomes de tous types. Pour notre étude, nous nous sommes uniquement intéressés aux 

méningiomes méningothéliaux car un lien spécifique entre MEN1 et ce type de tumeur était 

fortement suspecté. Les patients ont été hospitalisés en raison de leur méningiome et opérés 

dans le Service de Neurochirurgie du Professeur Henry DUFOUR au CHU La Timone à 

Marseille entre octobre 2010 et février 2017. Ces 21 patients constituent la cohorte n°2.  

Les deux parties de cette étude ont été menées de façon rétrospective. 

b) Recueil des données

Pour la cohorte n°1, nous avons disposé des données cliniques de la base NEM1 et de 

certaines données histologiques telles que le type et le sous-type de tumeur, le pourcentage de 

cellules tumorales dans chaque tumeur et pour certaines le nombre de mitoses et le pourcentage 

de Ki-67. Nous disposons également de la mutation du gène MEN1 identifiée au niveau 

constitutionnel et responsable de la pathologie. 
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Pour la cohorte n°2, les données cliniques ont été extraites des travaux de thèse de 

Noémie BASSET et Florent DARRIET, menés sur la cohorte initiale de 83 patients atteints de 

méningiomes. Ces données  ont été obtenues via le serveur Axigate de l’Assistance Publique 

des Hôpitaux de Marseille, sur lequel sont accessibles les dossiers médicaux des patients. Les 

paramètres suivants ont été recueillis : 

- Sexe et âge au diagnostic 

- Localisation cérébrale 

- Grade OMS 

- Valeur du Ki-67% 

- Nombre de mitoses par champ 

- Atypies cellulaires 

- Présence ou non de nécrose  

- Présence ou non d’un envahissement du parenchyme cérébral 

- Présence ou non d’un oedème 

- Récidive et localisations multiples 

c) Tissus

Pour la cohorte n°1, 5 blocs de tumeurs et un fragment nous ont été transmis par le 

Groupe d’étude des Tumeurs Endocrines. Des coupes fines de ces blocs tumoraux ont été 

réalisées et fixées en paraffine sur lames FFPE (Formaldehyde fixed and paraffin embedded) au 

laboratoire d’anatomo-pathologie du Professeur Dominique FIGARELLA-BRANGER (CHU 

Timone). Six lames ont été réalisées pour chaque bloc dont une colorée afin de délimiter la 

zone tumorale. L’ADN du fragment d’épendymome a quant à lui été extrait directement, la 

pièce étant trop petite pour en faire des lames FFPE.  

Concernant la cohorte n°2, nous disposons de morceaux de tumeurs fraiches congelés à 

-80°C. 
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2. Méthodes

a) Préparation des échantillons d’ADN

i. Extraction d’ADN :

L’extraction d’ADN à partir des lames FFPE est une technique manuelle qui consiste en 

une première étape de déparaffination des lames grâce à la Deparaffinization Solution de 

QIAgen. L’extraction à proprement dite est ensuite réalisée grâce au kit d’extraction manuelle 

QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) en suivant les 

recommandations du fournisseur. Afin de limiter la contamination par du tissu sain, nous nous 

sommes rapportés à la lame colorée pour ne sélectionner que la zone tumorale sur les lames. 

L’extraction d’ADN à partir du matériel tumoral frais congelé est également une 

technique manuelle réalisée grâce au kit d’extraction QIAamp DNA kit (Qiagen) en suivant les 

recommandations du fournisseur. 

Les échantillons d’ADN obtenus sont conservés à +4°C avant leur utilisation puis 

stockés à -80°C. 

ii. Quantification et qualification de l’ADN :

La quantité d’ADN extrait à partir des lames FFPE est évaluée par mesure de la densité 

optique au spectrophotomètre Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) à une 

longueur d’onde de 260 nm. La qualité de l’extraction est évaluée par les rapports d’absorbance 

à 260 nm sur 230 nm et à 260 nm sur 280 nm. Le rapport 260/230 évalue la contamination par 

les hydrates de carbones et les phénols, mais également l’EDTA et doit être compris entre 2 et 

2,2. Le rapport 260/280 évalue la contamination protéique, ce rapport doit être compris entre 

1,8 et 2. 

La quantité d’ADN extrait à partir des tumeurs congelées est évaluée par fluorimétrie 

sur le Qubit à l’aide du Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA). La qualité de l’extraction est évaluée à l’aide d’une plateforme microfluidique (2100 

Bioanalyzer de Agilent Technologies) avec le kit Agilent DNA 1000. 
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b) Amplification et séquençage ciblé du gène MEN1 par technique Sanger

Nous recherchons, au sein de l’ADN tumoral des 6 patients de la cohorte n°1, un second 

événement somatique dans MEN1, de type LOH ou mutation ponctuelle, par PCR suivie d’un 

séquençage par technique Sanger. 

Une recherche d’anomalie moléculaire dans le gène MEN1 est également réalisée par 

cette méthode dans l’ADN des méningiomes sporadiques des 21 patients de la cohorte n°2.  

i. Principe général de l’amplification par PCR

La Polymerase Chain Reaction (PCR) ou Amplification en Chaîne par Polymérase est 

une technique de biologie moléculaire mise au point en 1985 par Kary Mullis, qui obtint pour 

ses travaux le prix Nobel de Chimie en 1993. Cette technique d’amplification d’ADN in vitro 

permet d’amplifier une séquence ciblée d’ADN afin d’en d’obtenir une quantité suffisante pour 

la détecter et l’étudier.  

Une série de 3 étapes permettant la réplication d’une matrice d’ADN double brin est 

répétée en boucle. Les produits obtenus à la fin de chaque cycle servent de matrice pour le 

cycle suivant. L’amplification est donc exponentielle, elle permet d’obtenir 2n copies de la 

séquence ciblée d’ADN avec n le nombre de cycles de PCR. Les trois étapes de chaque cycle 

sont les suivantes : 

- Etape 1 : dénaturation de l’ADN par chauffage à 95°C pour séparer les deux brins qui le 

composent ; 

- Etape 2 : hybridation des amorces encadrant la séquence ciblée par diminution de la 

température entre 40 et 65°C ; 

- Etape 3 : élongation des brins d’ADN grâce à l’action d’une ADN polymérase (Taq 

polymérase) par hausse de la température à 72°C (température optimale d’action de la Taq 

polymérase). 

Ces trois étapes sont effectuées à des températures différentes afin de contrôler l’activité 

enzymatique. Pour effectuer ces transitions de températures, les microtubes contenant le 

mélange réactionnel sont placés dans un appareil programmable, un thermocycleur. Cet 

appareil présente un bloc chauffant qui permet d’exposer les tubes qui contiennent le mélange 

réactionnel à des températures choisies et pour des durées déterminées par l’expérimentateur 

[105], [106]. 
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Le risque principal de cette technique d’amplification est la contamination au cours de 

l’expérience par l’introduction involontaire d’ADN (ou d’amplicons) dans le tube de réaction 

lors de son ouverture. Il est donc nécessaire de réaliser les manipulations de pré-PCR et post-

PCR dans des pièces séparées, soit de respecter la « marche en avant ». 

ii. Choix des amorces de PCR

Contraintes à respecter lors du choix des amorces : 

- Taille relativement courte : entre 17 et 24 nucléotides en moyenne ; 

- Ne contenant pas de structure secondaire interne (épingle à cheveux) ; 

- Contenant à 40 à 60% de GC ; 

- Ne pas avoir d’extrémité 3’ complémentaires (sinon formation de dimères d’amorces et 

amplification inefficace) ; 

- Avoir un Tm (température d’hybridation des amorces) de 55-65°C, idéalement >60°C. 

Etapes du « design » des amorces : 

- Récupérer la séquence d’intérêt sur un site en ligne de données de séquences génomiques 

(ex : UCSC) en tenant compte du transcrit du gène utilisé de manière consensuelle par les 

sociétés savantes. 

- Repérer l’exon d’intérêt et les séquences introniques flanquantes avant de les copier et 

coller dans un logiciel d’aide au design (ex : Primer Blast). 

- Choisir le couple d’amorces en fonction de la taille de l’amplicon produit (entre 300 et 600 

paires de bases), de l’absence de structures secondaires aux températures atteintes lors des 

étapes de PCR, de l’alignement à la séquence de référence d’intérêt et l’absence de 

polymorphisme fréquent sur les amorces (ex : SNPcheck).  

Chaque amorce de PCR spécifique est associée à une séquence universelle M13 : 

- M13 Forward (F) : TGT AAA ACG ACG GCC AGT 

- M13 Reverse (R) : CAG GAA ACA GCT ATG ACC 

Les amorces M13 permettent d’utiliser toujours la même amorce de séquençage sens ou 

anti-sens, quelque soit le gène au moment de la réaction de séquence.  

Les séquences des couples d’amorces utilisées pour l’amplification des 9 exons codants 

de MEN1 sont renseignées dans le tableau 3 (séquences universelles M13 en bleu).
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iii. Choix des conditions de PCR

Le design des amorces et leurs conditions d’amplification sont validés si les critères 

suivants sont remplis : 

- la taille de la bande obtenue après amplification correspond à la taille théorique ; 

- présence d’une seule bande sur le gel (absence de produit secondaire non spécifique) ; 

- la séquence d’ADN obtenue par Sanger s’aligne sur la séquence de référence. 

Deux conditions différentes de PCR sont utilisées selon les amplicons amplifiés et 

sont décrites dans le tableau 4 : 

- conditions « bleues » pour les amplicons 3, 4, 7, 8, 9, 10.2 ; 

- conditions « rouges » pour les amplicons 2, 2.1, 2.2, 5.6, 10.1. 

Réactifs 
Conditions « bleues » 

(sans adjuvant) 
Conditions « rouges » 

(avec adjuvant) 

H2O (qsp 25 μL) 9,5 μL 7 μL 

Master Mix (2X) 12,5 μL 12,5 μL 

BSA (2mg/mL) 0,5 μL 0,5 μL 

Adjuvant 5X (GC enrichment) / 2,5 μL 
Amorce F + Amorce R (25μM 
chacune) 

0,5 μL 0,5 μL 

ADN 2 μL 2 μL 
Programme de PCR  
(Thermocycleur AB2720) 

TD66-20C TD62-26C 

Tableau 4 : Conditions de PCR utilisées pour l'amplification de MEN1. 

iv. Vérification des produits de PCR

La vérification des produits se fait par dépôt sur gel d’agarose à 2% (2g d’Agarose 

dissout dans 100ml de Tampon TAE 0.5X) avec un marqueur de taille et de poids 

moléculaire. Les critères suivants sont vérifiés : 

- les produits obtenus font la taille attendue et sont uniques (absence de bandes 

aspécifiques) ; 

- les produits ont une intensité correcte (quantité) ; 
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- faible quantité de dimères d’amorces en front de migration ; 

- absence de bande d’amplification dans le témoin négatif de PCR ; 

- bonne intensité et séparation des diverses bandes qui composent le marqueur de taille. 

La révélation se fait à l’aide d’un intercalant génétique fluorescent aux UV 

(SybrSAFE) introduit dans le gel. Une image du gel est sauvegardée et jointe avec la fiche de 

travail. 

v. Purification des produits de PCR

La purification des produits de PCR est un traitement nécessaire à la poursuite des 

analyses. C’est une méthode basée sur l’action simultanée de deux enzymes. L’exonucléase I 

élimine l’excédent d’amorces et la phosphatase alcaline élimine l’excédent de dNTP. Le 

réactif Exosap contient ces deux enzymes. La réaction se fait sur un thermocycleur modèle 

AB2720 avec un programme dédié. Les enzymes ont une action simultanée à 37°C et sont 

inactivées à 80°C. Cette méthode permet de purifier des produits de PCR de 100pb jusqu’à 

20kb, sans perte d’échantillon (rendement de 100%). Les produits de PCR purifiés sont 

directement utilisables pour la réaction de séquence. 

vi. Réaction de séquence par technique Sanger

Frederick Sanger a obtenu le prix Nobel de Chimie en 1980 pour sa méthode éponyme 

qu’il a mis au point en 1977. La réaction de séquence repose sur la méthode Sanger. Elle 

consiste en une nouvelle amplification des produits de PCR purifiés. Elle se fait sur l’un des 

deux brins de la PCR grâce à l’introduction d’une seule amorce universelle M13. La matrice 

(PCR purifiées préalablement obtenues) doit être présente en grande quantité, d’où la 

nécessité de la première étape d’amplification par PCR. Elle est ajoutée à un mélange 

réactionnel comprenant une ADN polymérase ADN dépendante (Taq polymérase), une 

amorce s’hybridant en 5’ du fragment à séquencer, un tampon et un mélange de 

désoxynucléotides (dNTP) et ddNTP ; l’incorporation aléatoire d’un ddNTP stoppe la 

réaction d’élongation, il est dit « terminateur de chaine ». La synthèse d’ADN se fait de façon 

complémentaire à la matrice initiale. Ainsi, à chaque position de A sur le brin matrice, un 

dTTP ou ddTTP fluorescent sera incorporé. Comme la réaction de séquençage est réalisée à 

partir d’un très grand nombre de copies de la matrice dans un milieu réactionnel où le rapport 
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spécifique ddNTP/dNTP et l’affinité de l’ADN polymérase pour chacun d’eux sont optimisés, 

l’incorporation aléatoire de ddNTP conduit à leur incorporation à toutes les positions 

possibles sur le fragment d’ADN. Le thermocycleur AB2720 est de nouveau utilisé pour la 

réaction de séquence.  

vii. Purification de la réaction de séquence

La purification des produits de séquence est un traitement nécessaire avant la 

migration dans les capillaires du séquenceur pour obtenir un électrophorégramme correct. Ce 

traitement permet d’éliminer l’excédent d’amorces (oligonucléotides), de dNTP et ddNTP 

(bruit de fond, contamination). La méthode utilisée est une méthode par gel filtration au 

travers d’une résine Séphadex G-50. Cette résine se présente sous la forme d’une poudre à 

régénérer (Séphadex™G-50 Superfine (#263 387), fournisseur Applied Biosystems) disposée 

dans une plaque 96 puits MultiScreen®-HV (0,45µm Hydrophilic Low Protein Binding 

Durapore® Membrane, fournisseur Millipore) et mélangée à de l’eau distillée. 

viii. Séquençage

Les fragments néosynthétisés purifiés sont ensuite séparés après migration 

électrophorétique sur un gel très résolutif de polyacrylamide qui va séparer tous les fragments 

présents en fonction de leur masse moléculaire (taille). Les plus petits fragments vont migrer 

plus rapidement que les grands. La grande résolution de ce gel permet de distinguer des 

fragments différents entre eux d’une paire de base.  

Chaque ddNTP est marqué par un fluorochrome différent dont le spectre d’émission 

est spécifique. Un faisceau laser en regard des capillaires excite le fluorochrome des ddNTP. 

Après capture par une caméra CCD, un électrophorégramme est obtenu après analyse des 

données brutes (raw data) par un logiciel d’analyse (correction du bruit de fond, 

reconnaissance des bases, calcul du QV= Quality Value). Cette analyse spectrale va 

différencier les différents fluorochromes, associer la base correspondante et définir la 

séquence nucléotidique du brin d’ADN initial. C’est l’analyse primaire ou « Base calling », 

réalisée par le logiciel 3500 Dx Series (Data Collection Software). 
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Le séquençage est réalisé sur l’automate « 3500xl DX Genetic Analyser » (Applied 

Biosystems). Les caractéristiques principales de l’automate sont les suivantes : 

- 24 capillaires de 36 cm de long 

- Polymère : POP7 

- 1 run = 1h, 1 plaque = 4 runs 

- Auto-sampler pouvant accueillir 2 plaques de 96 échantillons 

- Ensemble des réactifs et tampons IVD et gérés par l’automate (CEIVD) 

- 1 enceinte close 

Tampon Cathode 

Four 

24 capillaires Chambre 

polymère 

Poche polymère 

Tampon Anode 

Caméra CDD 

Auto-sampler 
Bouton 

Marche/Arrêt 
Lumière 

Bouton Tray 

Figure 2 : Séquenceur 3500xl DX Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
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ix. Export et analyse des données du séquençage

L’électrophorégramme du patient est comparé à une séquence de référence de manière 

à identifier, par le changement du profil, une variation à l’état homozygote ou hétérozygote 

(selon le mode de transmission de la maladie considérée). 

On parle d’analyse secondaire qui se fait sur le logiciel dédié « Variant Reporter ». 

Cette analyse permet d’identifier les variations alléliques des différentes bases qui composent 

la séquence par alignement de celle-ci avec la séquence de référence avec une indication des 

QV (Quality Value : confiance à la base identifiée).  

Dans notre étude, une perte d’hétérozygotie a été recherchée chez les patients de la 

cohorte n°1, par séquençage Sanger ciblé de l’exon porteur de la mutation germinale. La 

présence du seul allèle muté, soit la mutation germinale hétérozygote apparaissant à l’état 

faussement homozygote dans la tumeur, confirmerait la perte de l’allèle sain. 

En cas de non mise en évidence d’une LOH chez les patients de la cohorte n°1 et pour 

tous les patients de la cohorte n°2, le séquençage de tous les exons de MEN1 a été réalisé par 

séquençage Sanger à la recherche d’un événement mutationnel (second événement pour les 

patients de la cohorte n°1). 



Extrac'on	manuelle	de	l’ADN	

Amplifica'on	par	PCR	
(u'lisa'on		de	couples	d’amorces	spécifiques	

de	la	région	génique	d’intérêt)	

Migra'on	sur	gel	d’agarose

Purifica'on	enzyma'que	
des	réac'ons	de	PCR

Réac'on	de	séquence	
(u'lisa'on	d’un	couple	d’amorces	universelles)	

Gel	filtra'on	sur	Séphadex	

Sépara'on	et	détec'on	sur	séquenceur	24	capillaires	

Produits	de	PCR	

dNTP	et	ddNTP	

Billes	du	gel	

Figure 3 : Principe du séquençage Sanger 
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c) Etude du nombre de copies du gène MEN1 dans les méningiomes

méningothéliaux sporadiques (cohorte n°2) par technique MLPA (Multiple

Ligation dependant Probe Amplification)

Le nombre de copies du gène MEN1 a été étudié dans les 21 méningiomes 

méningothéliaux sporadiques constituant la cohorte n°2 par technique MLPA (Multiple 

Ligation dependant Probe Amplification).  

i. Principe général de la technique

La MLPA permet de rechercher des variations du nombre de copies de différentes 

séquences géniques par une réaction unique de PCR multiplex. Cette méthode a été décrite 

pour la première fois en 2002 par Schouten et al. et est actuellement brevetée par la société 

MRC HollandTM. C’est une technique de quantification dite « relative » puisqu’elle se fait par 

comparaison à des témoins négatifs issus d’échantillons de même nature. Le principe général 

est fondé sur l’hybridation à une séquence cible spécifique de deux oligonucléotides adjacents 

(ou demi-sondes) formant une sonde unique après ligation. Chacune de ces demi-sondes est 

constituée : 

- d’un oligonucléotide court composé d’une séquence d’hybridation spécifique de la 

séquence cible à son extrémité 3’ et d’une séquence d’hybridation commune de l’amorce 

sens universelle couplé à un fluorophore à son extrémité 5’ 

- d’un oligonucléotide long composé d’une séquence d’hybridation spécifique de la 

séquence cible à son extrémité 5’, d’une séquence non spécifique de taille variable et 

unique pour chaque sonde dite « stuffer » (permet de différencier les amplicons en 

fonction de leur taille) et d’une séquence d’hybridation commune de l’amorce anti-sens 

universelle à son extrémité 3’ 

Le principe fondamental de la technologie MLPA repose sur le fait que ce ne sont pas 

les échantillons d’ADN qui sont amplifiés au cours de la PCR mais les différentes sondes qui 

se sont hybridées de manière spécifique à l’ADN. Lors de l’électrophorèse dans un 

séquenceur à capillaires, la présence d’un « stuffer » de taille différente dans chaque sonde 

permet de séparer les amplicons en fonction de leur taille et la présence du fluorophore 

permet de les détecter et de les quantifier. 
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ii. Kit utilisé

Nous avons utilisé le kit de sondes spécifiques « SALSA-MLPA probemix 

AIP.MEN1.CDKN1B p244 » ciblant les gènes AIP et MEN1 situés sur le chromosome 11 et le 

gène CDKN1B situé sur le chromosome 12 ainsi que le kit « SALSA-MLPA EK1 FAM* 

Reagents kit » contenant l’ensemble des réactifs nécessaires à la réaction de MLPA.  
Ce kit contient au total 45 sondes dont 27 sondes ciblant de manière spécifique les              

3 gènes, 10 sondes réparties sur tout le génome dites « références » servant d’étalons internes 

et 8 sondes dites « contrôles » servant de contrôles qualité internes et permettant de valider les 

résultats (tableaux 5 et 6). 

Nom du fragment Taille 
(nucléotides) Interprétation 

Benchmark 92 Sonde de référence utilisée pour comparer les autres 
fragments contrôles 

Q-fragments 
(« Quantity ») 

64, 70, 76 

Sonde ne nécessitant ni hybridation sur l’ADN ni de 
ligation pour être amplifiées. Ces fragments sont 

présents en très petite quantité par rapport aux sondes 
spécifiques du kit 

D-fragments 
(« Denaturation ») 

88, 96 

Sondes qui s’hybrident sur une séquence génique 
riche en îlots CpG (régions chromosomiques riches en 
GC donc difficiles à dénaturer due à la présence de 3 

liaisons hydrogènes). Une faible intensité de ces 
fragments signifie une dénaturation incomplète 

Fragments X et Y 100, 105 

Sondes s’hybridant sur une séquence spécifique des 
chromosomes sexuels. Elles permettent de repérer une 

inversion d’échantillon et de vérifier le sexe du 
patient. 

Tableau 5 : Nom, taille et rôle des sondes dites "contrôles internes" 
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Tableau 6 : Listing des tailles (en nombre de nucléotides) et des 
positions chromosomiques et génomiques des 37 sondes contenues 
dans le kit de MLPA utilisé (les sondes « contrôles » ne sont pas 

mentionnées) 
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iii. Déroulement de l’analyse

� Les étapes de la réaction de MLPA 

Il s’agit de 4 étapes successives réalisées dans un thermocycleur selon les 

recommandations données par le fournisseur : 

① Dénaturation de l’ADN pendant 5 min à 98°C dans un thermocycleur

② Hybridation des sondes : lorsque la température est à 25°C, 1,5μL de MLPA Buffer

(tampon d’hybridation) et 1,5μL de Probemix (ensemble des demi-sondes du kit) sont 

introduits dans chaque tube. La réaction d’hybridation se déroule sur la nuit (durant 16 à 20h) 

à 60°C afin qu’elle soit optimale pour l’ensemble des demi-sondes. 

③ Ligation des sondes : le mélange réactionnel de ligation comprend pour chaque tube 3μL

de Ligase Buffer A, 3μL de Ligase Buffer B (tampons de ligation), 25μL d’eau ultra-pure et 

1μL de Ligase-65 (enzyme). Le programme est ensuite lancé pendant 15 minutes à 54°C, puis 

5 minutes à 98°C afin d’inactiver l’enzyme.  

④ Amplification par PCR : lorsque la température du thermocycleur est à 20°C,

l’amplification des sondes est démarrée après ajout du mélange réactionnel de PCR contenant 

pour chaque tube 2μL de SALSA PCR primer mix (couple universel d’amorces de PCR), 

7,5μL d’eau ultra pure et 0,5μL de SALSA polymérase (enzyme). 35 cycles de PCR sont 

réalisés pour l’amplification (dénaturation thermique à 95°C puis hybridation des amorces à 

60°C puis élongation à 72°C) suivis d’un cycle d’élongation finale de 20min à 72°C. 

� Séparation des produits de PCR obtenus par électrophorèse 

Pour chaque échantillon, 0,7μL de produits de PCR obtenus par la réaction de MLPA sont 

mélangés à 9μL de HiDi Formamide (formamide déminéralisé pour remettre en suspension 

les échantillons) et 0,2μL de marqueur de taille GeneScan 600LIZ (Applied Biosystems®) 

dans une plaque 96 puits compatible avec le séquenceur utilisé. Après incubation dans un 
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thermocycleur pendant 3 minutes à 86°C, la plaque est placée immédiatement dans de la glace 

pendant 2 minutes. Elle sera ensuite stockée à 4°C jusqu’à ce qu’elle soit installée sur le 

séquenceur.  

L’électrophorèse capillaire permet de séparer les produits de PCR obtenus à la fin de la 

réaction de MLPA. De la même manière que pour le séquençage Sanger, on utilise l’automate 

ABI 3500xl DxGenetic Analyzer (Applied Biosystems). A la différence du séquençage, il faut 

au préalable réaliser une calibration spectrale pour analyse de fragment sur l’automate. La 

longueur des capillaires utilisés est dépendante de l’activité réalisée (résolution et longueur de 

lecture souhaitée). Pour la MLPA, les capillaires utilisés font 50cm de long et doivent être les 

plus récents possibles. La poche de polymère POP7 ne doit pas être installée depuis plus de 

48 heures sur l’instrument afin de prévenir tout problème lié à sa dégradation éventuelle. En 

effet, la qualité de la migration et donc de la séparation des fragments va grandement 

contribuer à la qualité des résultats.   

Une différence de potentiel d’injection (1,6kV) est appliquée pendant 16 secondes ce qui 

permet aux fragments à analyser, chargés négativement, de migrer dans les capillaires. 

 

iv. Analyse des données 

 

Les données brutes sont analysées avec le logiciel Coffalyser.Net, commercialisé par 

la société MRC HollandTM. 

 

� Validation des électrophorégrammes 

 

A la fin de l’électrophorèse, pour chaque patient est obtenu un électrophorégramme 

dont chaque pic correspond aux produits d’amplification d’une sonde distincte. Divers critères 

doivent être validés afin de garantir la qualité des résultats (migration correcte des 

échantillons sur l’appareil, profil global des pics de l’électrophorégramme, contrôle de qualité 

internes validés). 
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� Normalisation des résultats 

La normalisation des intensités des signaux observés pour les échantillons patients se 

fait à la fois par rapport aux sondes de référence servant « d’étalon interne » (on parle d’intra-

normalisation) et à la fois par rapport aux échantillons d’ADN de même nature servant de 

contrôles négatifs (on parle d’inter-normalisation).  

L’intra-normalisation est le rapport de l’intensité de fluorescence d’une sonde n pour 

un échantillon sur l’intensité moyenne des sondes de référence pour ce même échantillon. 

L’inter-normalisation est la comparaison du signal relatif (calculé grâce à l’intra-

normalisation) à la moyenne des signaux relatifs calculés pour les échantillons témoins pour 

la même sonde. Ce rapport permet d’obtenir un ratio dont la valeur permet d’identifier 

un nombre de copie normal ou anormal selon les règles d’interprétation décrites dans le 

tableau 7. 

Ratio Nombre de copies Signification 

0 0 copie Délétion homozygote 

0,40 – 0,65 1 copie Délétion hétérozygote 

0,8 – 1,2 2 copies Profil normal 

1,3 – 1,65 3 copies Duplication hétérozygote 

1,75 – 2,15 4 copies Duplication homozygote 

Tableau 7 : Interprétation du nombre de copies du gène MEN1 en fonction de la valeur du ratio, selon les 
recommandations du fournisseur. 

d) Etude du profil mutationnel des méningiomes méningothéliaux par

séquençage à haut débit NGS

Chez les deux patients de la cohorte n°1 atteints de méningiomes méningothéliaux, 

nous avons recherché par séquençage NGS une anomalie moléculaire dans 13 gènes 

impliqués dans les méningiomes.  

Pour cela, nous utilisons le kit de séquençage haut débit QIAseq targeted DNA 

(Qiagen) qui permet l’élaboration de librairies ciblées sur un panel de gènes (déterminés après 

étude bibliographique cf. Tableau 5) et marqués par des séquences uniques appelées codes-

barres moléculaires.  
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La technologie de séquençage haut débit QIAseq targeted DNA (Qiagen) est basée sur 

l’ajout de ces codes-barres moléculaires à chaque molécule d’ADN.  Grâce à eux, des 

molécules d’ADN de même origine résultant d’une amplification par PCR porteront la même 

séquence unique. Leur intérêt est d’augmenter la sensibilité de détection de variants de 

séquence en permettant, au moment de l’analyse des séquences, de discriminer les reads 

générés à partir de molécules d’ADN natives différentes, qui porteront alors des codes-barres 

différents. Ceci permet de supprimer  par un traitement bioinformatique un variant artéfactuel 

qui serait présent sur une partie seulement des séquences portant un même code barre, d’un 

véritable variant de séquence qui sera présent sur l’ensemble des séquences portant le même 

code-barre. 

L’élaboration de la librairie se fait en ligne sur le site internet de Qiagen à partir du 

nom des gènes ou des coordonnées génomiques des régions d’intérêt. Les amorces de 

séquençage sont sélectionnées afin de couvrir théoriquement 99% des régions codantes et 

régions introniques flanquantes (30pb de part et d’autre des exons) des 13 gènes du panel 

(Tableau 8) soit un total de 24 486 pb et 362 amorces.  
Pour les 21 patients de la cohorte n°2, nous avons analysé les résultats des travaux de 

séquençage réalisés par Noémie BASSET et Florent DARRIET sur un total de 83 patients 

dans le cadre de leurs thèses respectives. Le même mode opératoire a été utilisé. 

i. Gènes constituant le panel NGS « Méningiomes », sélectionnés pour leur

implication dans les méningiomes méningothéliaux sporadiques (Tableau 8)
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ii. Préparation des librairies de séquençage à haut débit

La préparation des librairies se déroule en cinq grandes étapes réparties sur 3 jours, à 

partir d’une prise d’essai de 15μL maximum. 

� Première étape : fragmentation de l’ADN 

Des endonucléases fournies dans le kit fragmentent l’ADN de façon aléatoire, à une 

température de 32°C.  S’en suit une étape de réparation des extrémités des fragments. En 

parallèle, une incorporation de désoxyadénosine monophosphate (dAMP) sur l’extrémité 3’ 

des fragments d’ADN est réalisée afin de préparer l’étape de ligation. 

� Deuxième étape : ligation 

Avant l’amplification, chaque molécule d’ADN originale est attachée par son extrémité 5’ à 

une séquence unique appelée UMI (Unique Molecular Index). Ce code-barre moléculaire de 

12 nucléotides se lie à l’ADN à une température de 20°C via une séquence commune appelée 

adaptateur et une DNA ligase. L’UMI est attaché à l’amorce de séquençage haut débit « Read 

2 sequencing primer site », à l’adaptateur de séquençage haut débit p7, ainsi qu’aux index I7 

Figure 4 : Etapes d'élaboration de la librairie de séquençage haut débit avec le kit QIAseq targeted DNA. 
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servant à l’identification des échantillons pour permettre le multiplexage. Une étape de lavage 

par des billes magnétiques et de l’éthanol est ensuite réalisée sur une plaque magnétique pour 

purifier l’ADN et enlever les dimères d’adaptateurs. L’ADN est ensuite congelé à -20°C.  

� Troisième étape : Targeted PCR 

Les molécules d’ADN sont soumises à plusieurs cycles de PCR en utilisant : 

- Des amorces spécifiques des régions d’intérêts « GSP (Gene Specific Primer) » reliées à 

l’amorce de séquençage haut débit « Read 1 sequencing primer » ; 

- Des amorces « IL-Forward », complémentaires de l’adaptateur de séquençage haut débit 

« P7 ». 

Une étape de lavage par billes magnétiques et éthanol est ensuite réalisée sur une 

plaque magnétique pour purifier l’ADN et enlever les dimères d’amorces. 

Il s’agit d’une étape d’enrichissement des régions cibles par PCR. Cette étape permet à 

la fois d’amplifier les régions d’intérêts et d’intégrer la seconde amorce de séquençage haut 

débit Read 2 sequencing primer, mais aussi d’amplifier les molécules d’ADN ayant intégré un 

code-barre moléculaire. 

� Quatrième étape : Universal PCR 

Les molécules d’ADN sont soumises à plusieurs cycles de PCR en utilisant : 

- des amorces complémentaires de l’amorce de séquençage haut débit « Read 1 sequencing 

primer », relié au second adaptateur de séquençage haut débit « P5 » ainsi qu’aux index 

« I5 » ; 

- des amorces complémentaires à l’adaptateur de séquençage haut débit « P7 ». 

Une étape de lavage par billes magnétiques et éthanol est ensuite réalisée sur une 

plaque magnétique pour purifier l’ADN et enlever les dimères d’amorces. 

Cette étape permet à la fois d’amplifier la librairie, d’intégrer le second adaptateur de 

séquençage haut débit « P5 » et le second index « I5 » servant à l’identification des 

échantillons pour permettre un multiplexage. 

Les librairies sont ensuite, après une dilution au dixième, qualifiées et quantifiées en 

nM à l’aide du Bioanalyzer 2100 avec le kit « Agilent High Sensitivity DNA », par 

intégration manuelle des pics de l’électrophorégramme. 
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� Cinquième étape : séquençage haut débit 

Les librairies sont diluées à 4nM et multiplexées. Ce pool est ensuite dénaturé à la 

soude 0,2N et dilué à une concentration finale de 8pM et suivant le protocole d’Illumina : 

« MiSeq System Denature and Dilute Librairies Guide ». 

Les librairies sont ensuite séquencées en paired-end sur le MiSeq d’Illumina, en 

utilisant la chimie du Miseq-V2 300 cycles, et un adaptateur de séquençage Qiagen fourni 

dans le kit « QIAseq A Read1 Primer I ». Les séquences générées à analyser font 150 

nucléotides. 

Figure 5 : Structure d'un fragment issu de la technologie QIAseq Targeted DNA.    
Modifié de "Detecting very low allele fraction variants using targeted DNA sequencing 
and a novel molecular barcode-aware variant caller" Xu et al. BMC Genomics (2017) 
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iii. Outils bio-informatiques :

� Génération des données de séquençage haut débit 

Les données brutes issues du MiSeq d’Illumina sont des fichiers .fastq. Le format 

FASTQ est un format de fichier texte permettant de stocker à la fois des séquences nucléiques 

et les scores de qualité associés. Ces données sont ensuite envoyées sur le pipeline d’analyse 

en ligne qiaseq-targeted-dna-custom-panels-analysis-center développé par SABiosciences qui 

utilise l’algorithme d’alignement de variant calling smCounter. smCounter a été développé 

pour détecter des variants d’une fréquence allélique de 1% avec 90% de sensitivité et un taux 

de faux positifs inférieur à 20 par mégabases. Pour cela il fonctionne à partir d’un modèle 

statistique (modèle probabiliste bayésien) et par l’application de différents filtres (qualité et 

alignement principalement) pour réduire davantage les faux positifs. Dans un premier temps 

un index de prédiction est calculé à partir du nombre moyen de codes-barres moléculaires 

intégrés à l’échantillon couvrant une base de la région d’intérêt. Dans un second temps à 

partir du nombre de codes-barres moléculaires, un indice de prédiction d’allèle est calculé 

pour chaque allèle, représentant la probabilité que l’allèle existe dans au moins une molécule 

d’ADN, en une position de la région d’intérêt. Si l’indice de prédiction d’allèle dépasse 

l’index de prédiction précédemment calculé, cet allèle est considéré comme un variant 

candidat. Les variants candidats seront ensuite gardés s’ils passent les filtres de post-

traitement. 

� Liste des étapes du pipeline bio-informatique pour l’obtention des données de 

séquençage haut-débit 

① Elagage des lectures de séquence

Sur le read 1 : tous les éléments n’appartenant pas à la séquence d’ADN d’origine

sont découpés (UMI, adaptateurs de séquençage, séquence commune, adaptateurs de PCR 

universelle), excepté les amorces spécifiques des régions d’intérêts (GSP : gene specific 

primer). 

Sur le read 2 : les adaptateurs de séquençage, la séquence commune, ainsi que les 

adaptateurs de la PCR universelle sont découpés. 
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Les 12 bases de l’UMI sont extraites et ajoutées à l’identité du read (la séquence 

commune qui est exactement identique pour chaque read permet une extraction plus aisée des 

UMI par le logiciel). 

Les read trop courts (<40 nt) sont filtrés à cette étape (il s’agit principalement de dimères 

d’amorces). 

 

② Alignement 

Les reads élagués sont alors alignés sur le génome via l’algorithme BWA-MEM, qui 

produit un fichier.SAM. Les fichiers .SAM (Sequence Alignment/Map) sont des fichiers 

d’alignements, ils se décomposent en deux parties, l’en-tête et le corps. L’en-tête donne des 

informations sur le génome ou sur l’alignement ; le corps est un format tabulé. L’alignement 

est affiné et les fichiers .SAM sont convertis en fichiers .BAM via samtools. Les fichiers 

.BAM (Binary SAM) sont des fichiers du format SAM, binaires (plus facilement lisible pour 

une machine) et compressés. 

 

③ Filtre post alignement 

Les reads sont ensuite filtrés par le logiciel selon plusieurs critères : 

- Si le Read 1 et le Read 2 correspondant ne sont pas alignés sur le même chromosome ou 

sur le même locus ; 

- Si le Read 1 et le Read 2 correspondant sont alignés suivant la même orientation (forward-

forward ou reverse-reverse) ; 

- Si le score de qualité de l’alignement (MAPQ) des Read 1 ou 2 est inférieur à 17 ; 

- Si les séquences en début de read ne correspondant pas aux séquences des amorces 

spécifiques des régions d’intérêts GSP attendues en début de read ; 

- Si le Read 1 et le Read 2 correspondant se chevauchent de moins de 15 pb. 

 

④ Barre code clustering 

Les reads commençant à la même position et ayant le même sens et le même UMI 

sont regroupés. Ils correspondant à de multiples lectures d’une même séquence d’ADN. Seuls 

ces groupements sont utilisés dans l’analyse en aval. 
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⑤ Masquage des amorces spécifiques des régions d’intérêts 

Modification des fichiers .bam pour masquer les séquences d’amorces spécifiques identifiées 

en début de read 1 et potentiellement en fin de read 2, avant l’annotation des variants. 

 

⑥ Variant calling 

A partir des fichiers .bam modifiés à l’étape ci-dessus, un fichier .VCF est généré par 

Smcounter. Les fichiers .VCF (Variant Call Format) sont des fichiers de variation de 

séquence, ils donnent des informations sur les variants trouvés dans un génome par rapport à 

une référence (ici la version GRCh37/hg19 du génome humain). 

 
A la fin de l’analyse sur ce pipeline, les données sont récupérées sous forme de 5 fichiers :  

x .BAM et .BAI (fichier binaire qui indexe un fichier BAM, comme une table des 

matières qui servirait aux outils de visualisation afin d’accélérer l’affichage des 

données contenues dans un fichier BAM), qui regroupe les données d’alignement des 

séquences par rapport aux séquences de référence ; 

x  .VCF (variant calling format) qui regroupe les données sur les variants de séquence ; 

x .BEDGRAPH (Browser Extensible Format graph) qui regroupe les données de 

couverture ; 

x feuille de calcul qui regroupe les données générales de l’analyse. 

 

 

� Analyse et interprétation des données 

 

L'analyse de couverture des gènes séquencés est faite sur le logiciel VarAFT (Variant 

annotation and filtering tool).  

Les données obtenues par le pipeline smCounter ont été annotées selon la 

nomenclature HGVS en utilisant comme référence la version GRCh37/hg19 du génome 

humain.  

Pour interpréter les variants et déterminer leur classe de pathogénicité, nous avons 

collecté différentes données afin de constituer un argumentaire : 

- des données épidémiologiques telles que la fréquence à laquelle est retrouvée le variant 

dans différentes populations. La base de données gnomAD (Genome Aggregation 

Database) agrège des données génomiques de plus de 120 000 individus non apparentés 
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issus d’études populationnelles ou spécifiques de certaines maladies, à l’exclusion des 

maladies pédiatriques graves. Cette base de données fournit donc la fréquence du variant 

au sein d’une population d’individus théoriquement sains.  

- les données bibliographiques sont accessibles sur des bases de données telles que 

PubMed ou HGMD qui permettent d’avoir accès à des publications (si elles existent) 

dans lesquelles le variant a déjà été rapporté et classé. 

- le variant est également recherché dans des bases de données de patients malades telles 

que ClinVar (ressource publique qui contient des informations sur les mutations 

génétiques des maladies rares provenant d’une douzaine de bases de données) ou 

COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) qui récence les mutations 

somatiques rencontrées en cancérologie. Enfin, les bases de données locales qui 

collectent les résultats du laboratoire et certaines bases de données nationales pour des 

gènes donnés, peuvent être d’une grande utilité car elles permettent souvent d’avoir accès 

au phénotype individuel ou familial associé au variant.  

- des données structurales telles que la nature du variant et son effet potentiel sur la 

structure de la protéine. Selon qu’un variant entraine l’apparition d’un codon stop, se 

situe dans un site canonique d’épissage, soit un variant faux-sens ou soit isosémantique, 

l’effet prédit sur la protéine ne sera pas le même. Plusieurs logiciels de prédictions bio-

informatiques existent en fonction de la nature du variant. Le logiciel NMDEscPredictor 

permet de prédire en fonction de la position d’un variant non-sens dans la séquence 

nucléotidique, si l’ARN messager sera détruit ou non par le mécanisme de contrôle 

qualité des ARNm des cellules eucaryotes (NMD : Nonsense-Mediated Decay) et donc 

s’il y aura une absence totale de synthèse de la protéine ou la synthèse d’une protéine 

tronquée non-fonctionnelle. Pour les variants faux-sens, il existe plusieurs logiciels de 

prédiction de pathogénicité comme SIFT, MutationTaster, Polyphen-2 ou UMD-

Predictor. Ce sont des algorithmes qui attribuent un score de pathogénicité à un variant en 

prenant en compte plusieurs critères : conservation de la base nucléotidique et de l’acide 

aminé dans l’évolution, distance physico-chimique entre le résidu aminoacide sauvage et 

muté, position dans un domaine fonctionnel connu de la protéine, etc. Enfin des logiciels 

tels que HSF (Human Splicing Finder) permettent de prédire l’effet potentiel sur 

l’épissage. 

- les données fonctionnelles, lorsqu’elles sont disponibles, sont issues d’études in vivo ou 

in vitro publiées qui ont étudié l’impact d’un variant sur un gène ou son produit. Dans ce 
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cas l’argument fourni de pathogénicité est bien plus fort car il a été démontré 

contrairement aux études in silico qui ne fournissent que des prédictions. 

- enfin les données cliniques personnelles et familiales peuvent permettent de savoir  si le 

variant est co-ségrégant avec la pathologie chez plusieurs membres de la famille atteints 

(utile pour les variations constitutionnelles mais pas pour les somatiques).   

Le recueil de tous ces arguments nous permet donc de conclure à un effet pathogène ou 

non d’un variant et de l’incriminer ou non comme responsable de la pathologie. 

d) Etude du nombre de copies du gène NF2 chez les patients des cohortes n°1 et

n°2 par PCR en temps réel

Pour 4 patients de la cohorte n°1 ainsi que pour les 21 patients de la cohorte n°2, nous 

avons étudié le nombre de copies du gène NF2.  Pour les patients de la cohorte n°2, nous 

avons analysé les résultats des travaux de PCR en temps réel réalisés par Noémie BASSET et 

Florent DARRIET sur un total de 83 patients dans le cadre de leurs thèses respectives. Le 

même mode opératoire a été suivi pour les patients des deux cohortes, il est décrit ci-après. 

� Principe de la PCR en temps réel par hydrolyse de sondes Taqman Assay 

L’analyse du nombre de copie du gène NF2 est effectué à l’aide d’un essai commercial 

TaqMan® Copy Number Assays (réf : HS00918833-CN) suivant le principe de PCR en temps 

réel par hydrolyse de sondes en multiplex. La sonde utilisée est conçue pour s’hybrider à la 

jonction intron 11 et exon 12 du gène NF2. Le gène de référence utilisé est RNAse P (sonde 

fournie dans le kit) et un calibrateur (ADN constitutionnel normal) est utilisé à chaque 

réaction. La réaction de PCR en temps réel est faite sur l’automate ViiA 7 Real-Time PCR 

System de Applied Biosystems™.   

Chaque analyse est réalisée en triplicata, suivant les recommandations du fournisseur. 

En cas de variation du nombre de copie du gène NF2, le caractère somatique sera confirmé 

par l’étude de l’ADN extrait de la couche leuco-plaquettaire lorsque cela est possible.  
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� Outils bio-informatiques : 

Les données sont collectées en temps réel par le logiciel Applied Biosystems CopyCaller ™. 

Chaque réplicat est normalisé par rapport à la référence (RNaseP) pour obtenir un ΔCt (FAM 

dye Ct - VIC dye Ct, avec FAM dye correspondant au gène NF2 et VIC dye au gène de 

référence RNaseP). Une moyenne ΔCt est ensuite calculée pour chaque échantillon (à partir 

des 3 réplicats). Chaque échantillon est ensuite normalisé par rapport au calibrateur pour 

déterminer ΔΔCt (Δ Ct échantillon - Δ Ct calibrateur). La quantité relative (RQ) du gène NF2 

par rapport au gène RNaseP est égale à 2 – ΔΔ Ct et le nombre de copies du gène NF2 est égale 

à 2xRQ. Lors de l’interprétation des résultats, un écart maximum de 20% est toléré, selon les 

recommandations du fournisseur. 

RQ Nombre de copies du gène NF2 Interprétation 

0,3 – 0,7 1 Délétion 

0,8 – 1,2 2 Normal 

1,3 – 1,7 3 Duplication 

Tableau 9 : Interprétation du nombre de copies du gène NF2 en fonction de la valeur RQ, selon les 
recommandations du fournisseur. 

e) Outils statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sur le logiciel Prism 5 Software (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). Pour l’analyse clinico-moléculaire statistique de notre 

cohorte nous avons utilisé un test d'indépendance du χ² adapté aux petites séries. Les p values 

inférieures à 0.05 étaient considérées comme significatives. 
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III. Résultats

1. Résultats obtenus sur la cohorte n°1

a) Caractéristique génétiques et cliniques des patients de la cohorte n°1

i. Les méningiomes

Parmi les 6 patients composant la cohorte n°1, deux sont atteints de méningiomes. Les 

données cliniques (sexe, date de naissance, phénotype et âge au diagnostic), anatomo-

pathologiques (sous-type tumorale, grade OMS, pourcentage de Ki-67, nombre de mitoses 

pour 10 champs) et biologiques (mutation germinale de MEN1, densité optique obtenue après 

extraction manuelle de l’ADN tumoral) de ces deux patients sont exposées dans le tableau 7. 

ii. Les épendymomes

Parmi les 6 patients composant la cohorte n°1, quatre sont atteints d’épendymomes. 

Les données cliniques (sexe, date de naissance, phénotype et âge au diagnostic), anatomo-

pathologiques (sous type tumoral, parfois non renseigné) et biologiques (mutation germinale 

de MEN1, densité optique obtenue après extraction manuelle de l’ADN tumoral) de ces quatre 

patients sont exposées dans le tableau 8. 
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iii. Mutations germinales hétérozygotes de MEN1 chez les patients de la

cohorte n°1

Les patients n°1, 2, 3 et 6 sont porteurs de mutations germinales de MEN1 entrainant 

l’apparition d’un codon stop prématuré dans la séquence d’acides aminés.  

Le patient n°5 est porteur d’un variant faux sens classé comme pathogène par le 

groupe TENGEN (http://www.umd.be/). Sa sœur et son père, qui portent aussi ce variant ont 

également développé une hyperparathyroïdie (les données de suivi de la sœur ne sont pas 

disponibles). Le patient n°4 est lui aussi porteur d’un variant faux sens pathogène mais ne 

présente aucun antécédent familial. 

b) Résultats

L’extraction d’ADN a été réussie pour les 6 patients de la cohorte. Le séquençage a pu 

être réalisé chez 5 patients sur 6. La mauvaise qualité du matériel tumoral du patient 6 

(épendymome) n’a pas permis une extraction d’ADN de qualité et quantité suffisantes, 

permettant une amplification par PCR.  

i. Résultats du séquençage Sanger

� Patient 1 : 

Absence de perte d’hétérozygotie de MEN1 : le séquençage ciblé de l’exon 2 de MEN1 

retrouve la mutation germinale à l’état hétérozygote dans la tumeur. La recherche d’un second 

évènement ponctuel dans MEN1 n’a pas abouti en raison de l’échec de l’amplification des 

exons 2.1, 2.2, 4, 5.6 et 10.1. Dans les exons 3, 7, 8, 9 et 10.2 qui ont pu être amplifiés et 

séquencés, aucune variation pathogène n’est retrouvée.  

http://www.umd.be/


�

� � �

�

���

� ,;NC?HN�����

�

Mise en évidence d’une perte d’hétérozygotie au niveau somatique par séquençage ciblé de 

l’exon 7 de ������@CAOL?�����

�

�

�

�

�

�

�

� ,;NC?HN�����

�

Mise en évidence d’une perte d’hétérozygotie au niveau somatique par séquençage ciblé de 

l’exon 2 de ������@CAOL?�����

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
�

�><JG:�����$'!�9J�<RC:������8=:N�A:�E6I>:CI�����E:GI:�HJG�A:H�9:JL�7G>CH� des bases C et T 
en positions 1037 et 1038 de l’exon 7 (délétion =DBDNM<DI:��

�

�><JG:�����$'!�9J�<RC:������8=:N�A:�E6I>:CI�����E:GI:�HJG�A:H�9:JL�7G>CH�9:H�76H:H�,	� 	�,�:I�
C en positions 249 à 252 de l’exon 2 (délétion homozygote)�



�

� � �

�

���

� ,;NC?HN�����

�

Mise en évidence d’une perte d’hétérozygotie au niveau somatique par séquençage ciblé de 

l’exon 3 de ������@CAOL?�����

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

11� !E:<3;);:�,<�:E8<-5D)/-���"�,-:��
�/F5-:�,<�7)5-3�I��E515/164-�J�

�

� !P;FO;NCIH�>?�F;�KO;FCNZ�>O�MZKO?HY;A?�W�B;ON�>Z<CN�W�J;LNCL�>?M�>IHHZ?M�<LON?M���

�

(?M�J;L;G[NL?M�>?�P;FC>;NCIH�N?=BHCKO?�>?M�>IHHZ?M�<LON?M�>?�MZKO?HY;A?�MIHN�AZHZLZM�

directement après la fin du séquençage par l’automate MiSeq et visualisableM�MOL� F?� FIAC=C?F�

)C/?K�.?JILN?L��

L’analyse du score de qualité des séquences est réalisée par le logiciel FASTQC à 

partir des fichiers .fastq produits par l’automate MiSeq. (?M� MZKO?H=?M� I<N?HO?M� JIOL� F?M�

J;NC?HNM� �� ?N� �� MIHN� >?� NL[M� <IHH?M� KO;FCNZM�� ,IOL� =B;KO?� L?;>� �M?HM� ?N� ;HNC
M?HM�	� F?� ,BL?>�

M=IL?�?MN�MOJZLC?OL�W����-����Au sein des séquences, la probabilité d’erreur >?�<;M?�?MN�>IH=�

CH@ZLC?OL?�W�OH?� NION?M� F?M�GCFF?�<;M?M��(?M�M=IL?M�>?�KO;FCNZ�I<N?HOM�JIOL� F?� L?;>���=B?T� F?�

J;NC?HN���MIHN�CFFOMNLZM�J;L�F;�@CAOL?����(?M�M=IL?M�>?�KO;FCNZ�I<N?HOM�JIOL�F?�L?;>���>O�J;NC?HN���

?N�F?M�>?OR�L?;>�>O�J;NC?HN���IHN�>?M�JLI@CFM�MCGCF;CL?M���

�

�><JG:�����$'!�8=:N�A:�E6I>:CI�����HJ7HI>IJI>DC�HJG�A:H�9:JL�7G>CH�9J�

 

CJ8AQDI>9:���E6G�JC�CJ8AQDI>9:�,�:C�EDsition 515 de l’exon ��



70 

Figure 9 : Scores qualités obtenus pour le Read 1 chez le patient 1. 
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� Paramètres des séquences produites après analyse par le pipeline d’analyse bio-

informatique 

Le pipeline d’analyse fournit des informations quant aux séquences générées par le 

l’automate MiSeq. Certaines de ces informations figurent dans le tableau 10. La profondeur 

de lecture ainsi que la couverture sont de très bonnes qualités chez les deux patients. Nous 

notons cependant chez le patient 1 un nombre total de fragments générés inférieur à celui du 

patient 2. De plus, le nombre d’UMI total est inférieur et plus de fragments de séquence sont 

porteurs du même UMI chez le patient 1, ce qui montre une proportion importante de 

duplicats de PCR, dus certainement à une plus faible quantité de molécules d’origine. Par 

conséquent, à l’issue du séquençage, l’image de la diversité tumorale obtenue est moins fine 

chez le patient 1 que chez le patient 2, d’où un seuil de détection des variants de 10% contre 

5% pour le patient 2. Ce seuil correspond à la fréquence minimale que doit avoir un variant 

pour qu’il existe 95% de chance qu’il soit vrai, les variants dont les fréquences sont 

inférieures aux seuils respectifs de chaque échantillon sont filtrés. 

READ SET Patient 1 Patient 2 

Nombre total de fragments 1 954 483 3 377 444 

Nombre de fragments « dans » la cible (panel) 1 412 288 2 585 568 

Nombre total d’UMIs 191 218 822 693 

Moyenne de fragments portant le même UMI 7,4 3,1 

Profondeur moyenne avec UMI 528,23X 2272,63X 

Couverture moyenne pour une profondeur de 100X 99,04% 99,85% 

Fréquence minimale pour 95% de chance que le variant soit 
vrai 0,1 0,05 

Tableau 12 : Données de séquençage générées par le pipeline d’analyse pour les patients 1 et 2. 

� Résultats du patient 1 : 

Onze variants ont été mis en évidence au sein du panel de 13 gènes. Leur classification 

a été établie grâce à des analyses in-silico. Les résultats sont présentés dans le tableau 11. Un 

variant pathogène est retrouvé dans le gène NF2 à l’état hétérozygote (fréquence de 47%), 

c’est une microdélétion-insertion : c.905_916delinsA, (p.Gly302Aspfs*26). Deux autres 

variants pathogènes ont également été mis en évidence dans le gène PIK3CA : c.1539+1G>A 

et c.1722G>A, p.Trp574*, à une fréquence de 10%. 
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Chr Gène Variant Freq 
% 

Classification et arguments 

10 SUFU 
c.1362G>A

p.(Glu454Glu) 
0,11 

VASI (Variant de Signification 
Inconnue) : variant synonyme, 3 
occurrences dans GnomAD, pas 

d'impact épissage. 

22 NF2 
c.883C>T

p.(Leu295Leu) 
0,13 

VASI : variant synonyme, 1 
occurrence dans GnomAD, pas 

d'impact épissage. 

22 NF2 
c.905_916delinsA

p.(Gly302Aspfs*26) 
0,48 

Variant pathogène : variant non 
sens, NMD+, aucune occurrence 

GnomAD. 

3 PIK3CA 
c.1413A>C

p.(Pro471Pro) 
0,2 

VASI : variant synonyme, aucune 
occurrence dans GnomAD, pas 

d'impact épissage. 

3 PIK3CA c.1539+1G>A 0,1 

Variant pathogène : disparition du 
site donneur d'épissage, aucune 

occurrence dans GnomAD, analyse 
in-silico : « disease causing ». 

3 PIK3CA 
c.1722G>A

p.(Trp574*) 
0,1 

Variant pathogène : variant non 
sens, NMD+, aucune occurrence 

GnomAD. 

3 PIK3CA 
c.1974G>A

p.(Leu658Leu) 
0,12 

VASI : variant synonyme, aucune 
occurrence dans GnomAD, pas 

d'impact épissage. 

5 TERT 
c.3184G>A

p.(Ala1062Thr) 
0,52 

Variant bénin : 1062 occurrence dans 
GnomAD dont 44 hmz, 

polymorphisme dans uniprot, bases de 
données de variants : classé en bénin. 

7 SMO 
c.74A>G

p.(Asp25Gly) 
0,28 Variant bénin : GnomAD : fréquence 

12%. 

7 SMO 
c.1164G>C

p.(Gly388Gly) 
0,99 

Variant bénin : GnomAD : 80% avec 
90000/140000 hmz, pas d'impact 

épissage. 

Tableau 13 : Variants identifiés chez le patient 1 après séquençage NGS des gènes du panel méningiome. 
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� Résultats du patient 2 

5 variants ont été mis en évidence au sein du panel de 13 gènes. Leur classification a 

été établie grâce à des analyses in-silico. Les résultats sont présentés dans le tableau 12. Un 

variant pathogène est retrouvé dans le gène PIK3CA à une fréquence de 25% : c.1090G>A, 

p.Gly364Arg.

Chr Gène Variant 
Freq 

% Classification et arguments 

10 SUFU c.1299T>C
p.(Ile433Ile) 0,33 

Variant bénin : variant synonyme, 
GnomAD : 14%, ClinVar : bénin 

16 TRAF7 c.1377C>T,
p.(Cys459Cys) 0,64 

Variant bénin : variant synonyme,     
GnomAD : 34 occurrences, pas d'impact 

épissage 

3 PIK3CA c.1090G>A
p.(Gly364Arg) 0,25 

Variant Pathogène : changement d'acide 
aminé identique à un variant pathogène 

connu, localisation dans un hotspot 
mutationnel, aucune occurrence dans 

gnomAD, gène intolérant aux faux sens : 
Zscore = 5,6, effet pathogène prédit par les 

analyses in-silico, disease causing dans 
uniprot 

3 PIK3CA c.1173A>G
p.(Ile391Met) 0,99 

Variant bénin : ExAC : 15000 occurrence dont 
50% sont HMZ, analyses in-silico : toléré, 

bénin dans ClinVar 

7 SMO c.1164G>C
p.(Gly388Gly) 0,99 

Variant bénin : gnomAD : 80% dont la moitié 
homozygote, bénin dans ClinVar 

Tableau 14 : Variants identifiés chez le patient 2 après séquençage NGS des gènes du panel méningiome. 
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iii. Résultats de l’étude du nombre de copies du gène NF2 par PCR en temps

réel :

La recherche de perte d’hétérozygotie du gène NF2 a été réalisée pour les 4 patients de 

la cohorte par PCR quantitative en temps réel. Pour les patients 1 et 3, une seule copie du 

gène NF2 a été mise en évidence, traduisant une perte d’hétérozygotie du gène. Pour le 

patient 2, deux copies du gène ont été retrouvées traduisant l’absence de perte 

d’hétérozygotie. Le patient 5 présente une valeur intermédiaire (RQ = 0,72) en faveur d’une 

délétion de NF2 en raison du risque de contamination du prélèvement par du tissu sanguin 

normal. 

N° patient 
(cohorte 1) Type tumoral RQ Interprétation 

Calibrateur 1 Normal 

1 Méningiome 
atypique 0,41 Délétion 

2 Méningiome 
méningothélial 0,99 Normal 

3 Ependymome 0,54 Délétion 

5 Ependymome 
papillaire 0,72 Délétion* 

Tableau 15 : Résultats de l'analyse du nombre de copies du gène NF2 des patients de la cohorte n°1 

* cette valeur intermédiaire est en faveur d’une délétion de NF2
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2. Résultats obtenus pour les patients de la cohorte n°2

a) Présentation des patients de la cohorte n°2

Les données cliniques, biologiques et anatomo-pathologiques sont exposées dans le 

tableau 13. La cohorte n°2 est constituée de 21 patients dont 16 femmes et 5 hommes, soit 

76% de femmes. La moyenne d’âge au diagnostic est de 58 ans, allant de 36 à 86 ans. Dix-

neuf tumeurs sont des méningiomes de grade I de l’OMS et 2 sont de grade II car considérés 

comme des méningiomes méningothéliaux atypiques.  
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b) Résultats

i. Résultats du séquençage Sanger du gène MEN1

Le séquençage du gène entier par technique Sanger a été une réussite pour les 

21 patients de la cohorte n°2. Aucun de ces patients atteints de méningiomes méningothéliaux 

sporadiques ne présente d’anomalie ponctuelle dans MEN1. 

ii. Résultats de l’étude du nombre de copies du gène MEN1 par technique

MLPA

Sur les 21 méningiomes de la cohorte n°2, 20 ont pu être analysés en MLPA. Le 

méningiome M257 n’a pas pu être analysé par manque de matériel.  

Une délétion hétérozygote des gènes AIP et MEN1, situés tous deux sur le bras long du 

chromosome 11 (11q), a été observée dans les méningiomes M356, M358 et M382. Le gène 

CDKN1B situé sur le bras court du chromosome 12 (12p) présente lui un nombre de copies 

normal dans ces 3 échantillons.  

Les 17 autres méningiomes de la cohorte ne présentent pas d’anomalie du nombre de 

copies dans les trois gènes étudiés. 

Les résultats obtenus sont présentés en annexes. 

iii. Résultats du séquençage NGS des 13 gènes du panel « Méningiome »

Quatorze patients présentent une anomalie moléculaire dans les gènes du panel 

« Méningiome », soit 66,7% des patients (tableau 18) :  

- 10 patients (52,4%) présentent une anomalie ponctuelle dans l’un des 13 gènes du 

panel méningiome, 

- 1 patient (4,8%) présente deux anomalies ponctuelles dans deux gènes différents du 

panel, 

- 2 patients (9,5%) présentent deux anomalies combinées à l’état hétérozygote dans le 

même gène NF2, une délétion du gène associée à une mutation, 

- 5 patients (23,8%) présentent une anomalie du nombre de copies de NF2. 
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Arguments de pathogénicité 

M24 I oui TRAF7 c.1862A>G
p.(Tyr621Cys) 

36% 

Aucune occurrence dans gnomAD, analyses 
in-silico : délétère (UMD, SIFT, Polyphen2), 
se situe dans le domaine fonctionnel WD6, 
gène intolérant aux faux sens : Zscore = 3,3 

M25 I non 

M253 I et I non 

M254 I oui AKT1 c.49G>A
p.(Glu17Lys) 

31% 

1 occurrence dans gnomAD, analyse in-
silico : délétère, se situe dans le domaine PH 

(permettant adhésion à la membrane 
plasmique), changement d'acide aminé 
identique à un variant pathogène connu 

(ClinVar), gène intolérant aux faux sens :  
Zscore = 3,5 

M255 I oui NF2 DUPLICATION 

M256 I oui NF2 

c.139delT
p.(Phe47Leu)fs*7
6 + DELETION 

de NF2 

44% Variant non sens, NMD+, aucune 
occurrence gnomAD 

M257 II oui NF2 DELETION 

M258 I non 

M260 I oui TRAF7 c.1606G>A
p.(Gly536Ser) 

36% 

Aucune occurrence dans gnomAD, analyses 
in-silico : délétère (UMD, SIFT, Polyphen2) 
se situe dans le domaine fonctionnel WD4, 
gène intolérant aux faux sens : Zscore = 3,3 

M261 I oui 

TRAF7 c.1675G>T
p.(Gly559Cys) 

42% 

Aucune occurrence dans gnomAD, analyses 
in-silico : potentiellement délétère (UMD, 

SIFT, Polyphen2), se situe dans le domaine 
fonctionnel WD5, gène intolérant aux faux 

sens : Zscore = 3,3 

KLF4 c.1225A>C
p.(Lys409Gln) 

47% 

Aucune occurrence dans gnomAD, analyses 
in-silico : délétère, se situe dans le domaine 
de liaison à l’ADN, gène tolérant aux faux 

sens : Zscore = 0,1 

Tableau 17 : Résultats du séquençage NGS de la cohorte n°2. 
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M263 I oui TRAF7 c.1911G>C
p.(Gln637His) 

24% 

Aucune occurrence dans gnomAD, analyses 
in-silico : potentiellement délétère (UMD, 

SIFT, Polyphen2), se situe dans le domaine 
fonctionnel WD7, gène intolérant aux faux 

sens : Zscore = 3,3 

M265 I oui NF2 DELETION 

M275 I oui SMO c.1234C>T
p.(Leu412Phe) 

28% 

Aucune occurrence dans gnomAD, analyses 
in-silico : délétère, se situe dans le domaine 

transmembranaire, recensé 1 fois dans 
ClinVar, gène tolérant aux faux sens : 

Zscore = 1,9 

M341 I oui TRAF7 c.1559A>G
p.(Asn520Ser) 

14% 

Aucune occurrence dans gnomAD, analyses 
in-silico : délétère (UMD, SIFT, 

Polyphen2) se situe dans le domaine 
fonctionnel WD4, gène intolérant aux faux 

sens : Zscore = 3,3 

M343 I oui AKT1 c.49G>A
p.(Glu17Lys) 

39% 

1 occurrence dans gnomAD, analyse in-
silico : délétère, se situe dans le domaine 
PH (permettant adhésion à la membrane 
plasmique), changement d'acide aminé 
identique à un variant pathogène connu 

(ClinVar), gène intolérant aux faux sens : 
Zscore = 3,5 

M356 I non 

M358 I oui PIK3CA c.3140A>G
p.(His1047Arg) 

26% 

1 occurrence dans gnomAD, analyse in-
silico : délétère, recensé 42 fois dans 

ClinVar comme pathogène (30 
publications), gène intolérant aux faux sens 

: Zscore = 5,6 

M369 I non 

M370 I non 

M372 I non 

M382 II oui NF2 
c.1021C>T

p.(Arg341*) + 
DELETION 

44% 
Variant non-sens, NMD+, aucune 

occurrence gnomAD, recensé 4 fois dans 
Clinvar comme pathogène (1 publication) 

Tableau 17 : Résultats du séquençage NGS de la cohorte n°2. 
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iv. Résultats de l’étude du nombre de copies du gène NF2 par PCR en temps

réel :

Quatre patients ont une délétion du gène et un patient présente une duplication. 

Patient Grade tumoral RQ Interprétation 

Calibrateur 1 Normal 

M24 I 0,93 Normal 

M25 I 0,96 Normal 

M253 I et I 0,92 Normal 

M254 I 0,95 Normal 

M255 I 1,51 Duplication 

M256 I 0,64 Délétion 

M257 II 0,59 Délétion 

M258 I 0,91 Normal 

M260 I 0,94 Normal 

M261 I 0,84 Normal 

M263 I 0,98 Normal 

M265 I 0,75 Délétion 

M275 I 0,93 Normal 

M341 I 0,95 Normal 

M343 I 1,09 Normal 

M356 I 1,01 Normal 

M358 I 1,01 Normal 

M369 I 0,99 Normal 

M370 I 0,99 Normal 

M372 I 1,04 Normal 

M382 II 0,73 Délétion 

Tableau 18 : Résultats de l'analyse du nombre de copies du gène NF2 des patients de la cohorte n°2. 
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IV. Discussion

Les méningiomes dans la NEM1 ainsi que la perte d’hétérozygotie du gène MEN1 au 

sein de ces tumeurs ont été très peu étudiés. A ce jour, une seule étude apporte des arguments 

sur le fait que le méningiome est une tumeur spécifique de la NEM1. Cette étude s’est portée 

sur 74 patients porteurs d’une mutation germinale de MEN1, qui ont bénéficié d’une 

recherche de méningiome systématique à l’IRM. Au sein de cette cohorte, six patients 

développaient un méningiome [5]. Une recherche de LOH a pu être effectuée chez l’un d’eux 

porteur d’un méningiome, et s’est révélée positive. Selon l’hypothèse de Knudson, cette perte 

d’hétérozygotie pourrait constituer le second évènement somatique initiant la néoplasie, et 

serait en faveur de l’implication du gène MEN1 dans la tumorigenèse des méningiomes En 

effet, une LOH au locus MEN1 sur le chromosome 11q13 a été identifiée dans plus de 90% 

des tumeurs endocrines chez des patients atteints de NEM1, notamment dans les tumeurs des 

parathyroïdes, les tumeurs gastro-entéro-pancréatiques, les tumeurs hypophysaires, les 

angiofibromes cutanés, les lipomes ou encore les tumeurs carcinoïdes des bronches ou de 

l’estomac [62]. Cependant, les LOH peuvent survenir également de manière sporadique dans 

les tumeurs et ne peuvent être un argument suffisant pour affirmer l’implication du gène dans 

la tumorigenèse. En effet dans la littérature, 10% des méningiomes de tout grade confondu 

présentent une perte du bras long du chromosome 11 où se trouve MEN1 [107]. 

Néanmoins, dans la base NEM1 du GTE, la prévalence des méningiomes est de 

12/1369 soit 0.9%, ce qui est nettement supérieur à la prévalence estimée de 0,098% (97,5 

pour 100 000) de la cohorte CBTRUS [108]. De plus, les patients NEM1 ont développé un 

méningiome à un âge relativement jeune (6/12 ont moins de 45 ans). Concernant les 

épendymomes, la prévalence observée dans la base NEM1 est de 6/1369 (0.4%) contre une 

prévalence calculée de 0.003% (2,88 pour 100 000) dans la population américaine d’après les 

données CBTRUS [109], ce qui est fortement en faveur d’une implication du gène MEN1 

dans ces tumeurs. Des explorations complémentaires sont donc nécessaires pour pouvoir 

incriminer MEN1 dans la tumorigenèse intra-cérébrale. 
Dans notre cohorte n°1, nous avons mis en évidence trois pertes d’hétérozygotie du 

gène MEN1 parmi les quatre tumeurs intracérébrales que nous avons pu étudier : dans le 

méningiome méningothélial du patient 2 et dans les épendymomes des patients 3 et 5                

(tableau 19). 
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Nous avons mis en évidence une absence de LOH de MEN1 chez le patient 1 atteint 

d’un méningiome. Chez ce même patient, la recherche d’un second événement ponctuel dans 

le gène n’a pas pu être complète à cause de l’échec du séquençage de certains exons.  

Chez le patient 4, le séquençage ciblé n’a pas retrouvé dans la tumeur la mutation 

identifiée au niveau germinal. Pour éliminer l’existence d’une préférence allélique avec le 

couple d’amorces utilisé, nous avons « designé » un nouveau couple mais la mutation n’a 

toujours pas été retrouvée. Par ailleurs, le séquençage du gène entier n’a mis en évidence 

aucune anomalie ponctuelle. Nous avons donc exclu ce patient de l’analyse car nous ne 

pouvons pas écarter une erreur d’identité sur ce prélèvement.  

Un séquençage à haut débit par technique NGS a été réalisé sur les deux méningiomes 

de la cohorte (tableau 19). Chez le patient 1, un variant pathogène dans le gène NF2 a été mis 

en évidence à l’état hétérozygote ainsi que deux variants pathogènes de fréquence plus faible 

dans le gène PIK3CA. Chez le patient 2, un variant pathogène de faible fréquence a également 

été mis en évidence dans PIK3CA.  

La recherche de perte d’hétérozygotie du gène NF2 a été réalisée pour les 4 patients de 

la cohorte par PCR quantitative en temps réel (tableau 19). Pour les patients 1 et 3, une seule 

copie du gène NF2 a été mise en évidence, traduisant une perte d’hétérozygotie du gène. Le 

résultat du patient 5 est en faveur d’une délétion. 
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N° 
patient 

Mutation germinale 
MEN1 

Séquençage Sanger 
de MEN1 

Séquençage NGS du panel 
de gènes « méningiome » 

qPCR 
NF2 

1 
Exon 2 : 

c.252_253delTAinsG
p.(Ile85Serfs*34) 

Absence de LOH + 
Echec de 

séquençage du gène 
entier 

Variant Pathogène NF2 : 
c.905_916delinsA,

(p.Gly302Aspfs*26), HTZ 

2 variants pathogènes dans 
PIK3CA à une fréquence de 

10% : c.1539+1G>A et 
c.1722G>A, p.(Trp574*)

LOH 

2 
Exon 7 : 

c.1037_1038delCT
p.(Thr346Serfs*20) 

LOH 

Variant pathogène dans 
PIK3CA à une fréquence de 

25% : c.1090G>A, 
p.(Gly364Arg) 

Absence 
de LOH 

3 
Exon 2 : 

c.249_252del
p.(Ile85serfs*33) 

LOH Non réalisé LOH 

4 
Exon 9 :           

c.1259 T>A
p.(Ile420Asn) 

Patient exclu de l’analyse 

5 
Exon 3 :     

c.515A>T
p.(Asp172Val) 

LOH Non réalisé LOH* 

6 
Exon 10 :   
c.143C>G

p.(Ser548Ter) 
Echec de l’analyse 

Tableau 19 : Synthèse des résultats obtenus par séquençage Sanger, NGS et qPCR                                             
chez les patients de la cohorte n°1. 

Le patient 2 est atteint d’un méningiome méningothélial de grade I de l’OMS. Les 

méningiomes de grade I sont plutôt bénins et généralement asymptomatiques. Le sex-ratio est 

de deux femmes pour un homme avec une médiane d’âge au diagnostic de 51 ans. Le             

patient 2 est un homme dont le diagnostic de méningiome a été posé à l’âge de 62 ans.                  

Une LOH du locus MEN1 a été mise en évidence chez ce patient. Cette LOH intervient 

comme deuxième événement somatique (selon l’hypothèse du « second hit » de Knudson), 

s’ajoutant à une mutation germinale dans l’exon 7 du gène. Le séquençage NGS des 13 gènes 
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de susceptibilité aux méningiomes a mis en évidence un variant pathogène dans le gène 

PIK3CA à une fréquence de 25%. Dans ce contexte et vu sa fréquence allélique, la mutation 

dans PIK3CA pourrait ne pas être l’évènement initiateur de la néoplasie mais contribuer à la 

tumorigenèse en tant qu’événement secondaire. La présence d’une mutation dans ce gène est 

toutefois cohérente avec le type histologique du méningiome puisque PIK3CA est retrouvé 

muté dans les méningiomes méningothéliaux et transitionnels principalement. Une absence de 

LOH du gène NF2 a également été mise en évidence chez ce patient. Les caractéristiques 

phénotypiques du méningiome du patient 2 ainsi que l’absence d’anomalie majeure dans les 

13 gènes du panel « Méningiome » sont des arguments en faveur du rôle principal de la perte 

d’hétérozygotie somatique du gène MEN1 dans l’initiation de la néoplasie intracérébrale. 

Le patient 1 est atteint d’un méningiome plus agressif que le patient 2. C’est un 

méningiome atypique de grade II de l’OMS. Chez ce patient, une LOH de MEN1 n’a pas été 

retrouvée et l’absence d’un second événement dans le gène ne peut être affirmée. En effet, 

cinq des dix amplicons du gène n’ont pas pu être amplifiés et séquencés par méthode Sanger, 

malgré de nombreuses tentatives avec différentes conditions d’amplification. Ces multiples 

essais nous permettent d’affirmer que l’impossibilité d’amplifier l’ADN n’est pas due aux 

conditions expérimentales de PCR mais à l’ADN lui-même, probablement trop dégradé. Nous 

notons que, pour la grande majorité, les amplicons n’ayant pas pu être amplifiés sont ceux 

dont la taille dépasse 350 pb. En parallèle, le séquençage par technique NGS qui nécessite de 

l’ADN fragmenté en petites séquences de tailles inférieures à 150 pb a été une réussite. Les 

alternatives pour réussir à analyser complètement le gène MEN1 par méthode Sanger seraient 

de « designer » de nouveaux couples d’amorces dont les amplicons générés feraient moins de 

200 pb ou bien de séquencer le gène MEN1 par NGS. Toutefois, suite à l’analyse des 13 

gènes du panel « Méningiome », il ne nous semble pas pertinent de poursuivre les 

investigations sur le gène MEN1 chez ce patient. En effet, nous avons mis en évidence un 

variant pathogène ainsi qu’une perte d’hétérozygotie dans le gène NF2. Ce variant entraîne 

l’apparition d’un codon STOP prématuré et produit un ARNm soumis aux mécanismes de 

dégradation cellulaire NMD et donc certainement une absence de synthèse de la protéine. 

NF2 est le gène le plus fréquemment impliqué dans les méningiomes, d’origine sporadique 

comme constitutionnelle, et dans 75% des méningiomes de grade II [94]. Il y a donc une 

exacte corrélation génotype-phénotype chez le patient 1. Les deux variants dans PIK3CA 

retrouvés à une fréquence de 10% viennent certainement potentialiser dans un second temps 

la tumorigenèse initiée par la mutation de NF2. 
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Dans la cohorte n°2, les analyses réalisées sur le gène MEN1 n’ont révélé l’existence 

d’aucune anomalie ponctuelle (tableau 20). L’analyse par MLPA s’est révélée plus complexe, 

en raison de la nature tumorale des échantillons, et de l’absence d’échantillon contrôle du 

même type et du même mode d’extraction permettant une analyse optimale. Dans chaque 

manipulation sont inclus des échantillons témoins négatifs, auxquels sont normalisés les 

échantillons patients. Ce sont théoriquement des ADN de même qualité que les ADN étudiés, 

pour lesquels les gènes ciblés par le kit de MLPA sont connus pour être en nombre de copies 

normal, c’est-à-dire ni délétés ni dupliqués. Une première analyse avec des échantillons 

négatifs d’ADN génomique issus d’une manipulation précédente a été réalisée et a permis 

d’identifier 5 tumeurs normales au sein de notre cohorte. Une autre analyse a alors été lancée 

en les utilisant comme témoins négatifs permettant ainsi d’analyser les autres patients avec 

des témoins issus de prélèvements de même nature (ADN somatique). Nous avons ainsi pu 

mettre en évidence 3 pertes d’hétérozygotie du gène MEN1 sur les 20 méningiomes analysés 

(méningiomes M356, M358 et M382, tableau 20).  
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Patient Grade 
oms 

Gène 
muté Mutation Fréquence MEN1 NF2 

M24 I TRAF7 
c.1862A>G

p.(Tyr621Cys) 36% N N 

M25 I Aucun N N 
M253 I et I Aucun N N 

M254 I AKT1 
c.49G>A

p.(Glu17Lys) 32% N N 

M255 I NF2 N Dupliqué 

M256 I NF2 
c.139delT

p.(Phe47Leufs*76) 44% N Délété 

M257 II NF2 N Délété 

M258 I Aucun N N 

M260 I TRAF7 
c.1606G>A

p.(Gly536Ser) 36% N N 

M261 I TRAF7 et 
KLF4 

c.1675G>T
p.(Gly559Cys) et 

c.1225A>C
p.(Lys409Gln) 

42% et 47% N N 

M263 I TRAF7 
c.1911G>C

p.(Gln637His) 24% N N 

M265 I NF2 N Délété 

M275 I SMO 
c.1234C>T

p.(Leu412Phe ) 28% N N 

M341 I TRAF7 
c.1559A>G

p.(Asn520Ser ) 14% N N 

M343 I AKT1 
c.49G>A

p.(Glu17Lys) 39% N N 

M356 I MEN1 Délété N 

M358 I PIK3CA 
MEN1 

c.3140A>G
p.(His1047Arg) 26% Délété N 

M369 I Aucun N N 
M370 I Aucun N N 

M372 I Aucun N N 

M382 II 
NF2 

c.1021C>T
p.(Arg341Ter) 44% 

Délété Délété 
MEN1 

Tableau 16 : Résumé de tous les résultats obtenus chez les patients de la cohorte n°2 (N = nombre de copies normal). 
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Grâce à l’analyse NGS des tumeurs de la cohorte n°2 nous avons recherché l’existence 

d’autres anomalies initiatrices de la tumorigenèse. Parmi les 21 patients analysés en NGS,                

14 présentent une mutation dans l’un des 13 gènes de susceptibilité aux méningiomes  

(tableau 20). Les résultats en termes de fréquence et de type d’anomalies sont concordants 

avec ceux observés dans la littérature. Les deux méningiomes atypiques de grade II de la 

cohorte (M257 et M382) sont porteurs d’anomalies dans NF2. La tumeur M257 présente une 

délétion du gène et la tumeur M382, une délétion associée à une mutation STOP. Ici encore, 

la corrélation génotype (anomalie dans NF2) – phénotype (méningiome de grade II) est 

vérifiée. Le patient M382 présente également une LOH de MEN1 qui dans ce contexte ne 

semble pas être l’évènement initiateur de la tumorigenèse. Le patient M356 pour lequel aucun 

événement n’avait été mis en évidence, ainsi que le patient M358 pour lequel une mutation a 

été mise en évidence dans le gène PIK3CA, présentent une LOH de MEN1. 

En conclusion, pour la seconde fois, nous avons mis en évidence une LOH de MEN1 

dans un méningiome survenu dans un contexte de mutation germinale de MEN1. Nous avions 

suspecté une association entre le gène MEN1 et les méningiomes méningothéliaux car il s’agit 

des tumeurs de grade I parmi les plus fréquentes, surreprésentées dans la base NEM1 du GTE 

(4/5ème des tumeurs analysées en anatomo-pathologie). La mise en évidence de la LOH de 

MEN1 chez le patient 2 porteur d’un méningiome méningothélial semble confirmer le rôle de 

MEN1 dans la tumorigenèse méningée associée à la NEM1. Il serait nécessaire de poursuivre 

les investigations mais plusieurs paramètres sont limitants : la NEM1 est une maladie rare, le 

méningiome est une lésion rare de cette maladie et les méningiomes ne sont pas toujours 

opérés. 

De plus, dans notre cohorte de méningiomes méningothéliaux sporadiques, nous 

observons une LOH de MEN1 dans 15% des cas, ce qui est supérieur à la fréquence rapportée 

par Clark et al. [94] de la perte du chromosome 11q dans les méningiomes de grade I ou II : 

5/253 soit 2%.  Cependant, dans cette étude, seul 1 méningiome méningothélial sur 85 

présentait une perte du chromosome 11, associée à de nombreuses anomalies 

chromosomiques de grandes tailles ou focalisées, sans anomalie du gène NF2. Dans une série 

de 19 méningiomes non méningothéliaux de grade I ou II analysés par MLPA du gène MEN1 

au laboratoire, nous avons retrouvé une seule LOH du gène MEN1 dans un méningiome 

fibroblastique de la fosse temporale chez un patient de 79 ans (données non présentées dans 

ce rapport). En l’état, les analyses réalisées sur cette cohorte ne permettent pas d’impliquer le 

gène MEN1 comme gène « driver » de la tumorigenèse des méningiomes méningothéliaux 
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sporadiques. Néanmoins, l’étude  des méningiomes sporadiques doit donc être poursuive, 

d’autant plus que dans cette cohorte, seuls 7 méningiomes étaient de réels « bons » candidats 

à une implication de MEN1 dans la tumorigenèse. En effet, dans les 14 autres, des mutations 

« driver » dans les gènes du panel méningiome avaient été mises en évidence. 

Par ailleurs, il serait intéressant de mieux connaître l’histoire clinique des 

patients atteints de NEM1 et ayant développé un méningiome. En effet, dans la littérature, de 

nombreux cas de méningiomes secondaires à la radiothérapie sont référencés [110]–[112]. Ce 

type de thérapie est notamment utilisé dans la prise en charge des adénomes hypophysaires 

que peuvent présenter les patients atteints de NEM1. Il serait intéressant de comparer le statut 

mutationnel de MEN1 chez des patients ayant été traités par radiothérapie par rapport à des 

patients n’ayant pas eu ce traitement. On pourrait imaginer par exemple que la radiothérapie 

serait le facteur environnemental à l’origine de la perte du bras long du chromosome 11 et 

donc à l’origine de l’événement secondaire entrainant par la suite la néoplasie. 

Concernant les épendymomes de la cohorte n°1, seuls 3 ont pu être analysés sur les 4 

inclus initialement. Le matériel tumoral du patient 6 était trop dégradé pour permettre une 

extraction d’ADN de qualité et quantité suffisante à l’amplification. Deux des trois 

épendymomes analysés, ceux des patients 3 et 5,  présentent une LOH de MEN1. Chez le 

patient 4, la mutation germinale n’a pas été retrouvée dans la tumeur et aucune variation 

pathogène n’a été retrouvée après séquençage complet du gène MEN1. Face à ce résultat, 

nous avons décidé d’exclure le patient de notre cohorte car nous ne pouvons pas exclure une 

erreur d’identité du prélèvement. Toutefois, la présence uniquement de l’allèle sauvage 

pourrait également être due à une perte de l’allèle muté. Pour vérifier cette hypothèse, une 

analyse du nombre de copies du gène par technique qPCR nous permettrait de savoir si un 

allèle est en effet manquant ou non. Concernant le patient 3, nous avons également mis en 

évidence une LOH de NF2, associée à celle de MEN1. Chez le patient 5, la valeur 

intermédiaire du RQ obtenue, en faveur d’une délétion de NF2, pourrait traduire une perte 

d’hétérozygotie non homogène au sein de la tumeur ou une contamination par de l’ADN 

sanguin normal. 

Grâce à notre étude, nous avons pu mettre en évidence pour la première fois une perte 

d’hétérozygotie de MEN1 dans les épendymomes survenus dans un contexte de mutation 

germinale de NEM1. Pour en savoir plus sur le rôle de MEN1 dans le développement de ces 

tumeurs, il serait intéressant de poursuivre les analyses sur ces tumeurs, notamment à la 
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recherche de mutation somatique de NF2. En effet, NF2 est un gène fréquemment muté dans 

les épendymomes [113].  

Une étude sur un plus grand nombre de patients ayant développé ce type de tumeur 

dans le cadre d’une néoplasie endocrinienne multiple de type 1 nous permettrait de savoir s’il 

existe réellement un lien de causalité entre une atteinte de MEN1 et les épendymomes. De 

même, une étude sur des épendymomes sporadiques nous aiderait à mieux connaître le rôle de 

MEN1. 
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des  consei l lers  de l 'Ordre des  pharmaciens et  de mes 
condisciples  :  

v  D'honorer  ceux qui  m'ont instruit  dans les  
préceptes  de mon art  et  de leur  témoigner  ma 
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confrères ,  s i  j 'y  manque.   





Résumé 

Introduction : La néoplasie endocrinienne multiple de type 1 (NEM1) est un syndrome de 

prédisposition aux tumeurs héréditaires, rare, de transmission autosomique dominante et provoqué par 

une mutation dans le gène suppresseur de tumeur MEN1. La NEM1 est caractérisée par la survenue de 

plusieurs lésions du système endocrine, en particulier hyperparathyroïdie, adénome hypophysaire et 

tumeurs neuroendocrines digestives, auxquelles s’associent plus rarement des tumeurs intracérébrales : 

méningiomes et épendymomes. Le rôle du gène MEN1 dans la tumorigenèse de ces tumeurs 

intracérébrales a été très peu étudié.  

Objectif : Mettre en évidence le rôle de MEN1 dans la tumorigenèse intracérébrale dans un contexte 

de mutation germinale de MEN1 et dans un contexte de méningiome de survenue sporadique, en 

recherchant des anomalies du gène MEN1 et d’autres gènes impliqués dans la tumorigenèse des 

méningiomes. 

Matériels et méthodes : Deux cohortes de patients ont été étudiées. La 1ère comporte des patients 

porteurs d’une mutation germinale du gène MEN1 et ayant développé une tumeur intracérébrale, issus 

de la base NEM1 du GTE (Groupe d’étude des Tumeurs Endocrines), collectée par le Pr Pierre Goudet. 

La 2ème comporte des patients atteints de méningiomes sporadiques, opérés dans le service de 

neurochirurgie du Pr Henry Dufour au CHU La Timone, Marseille. Par séquençage Sanger et MLPA, 

nous avons recherché un second événement somatique (perte d’hétérozygotie (LOH) du gène ou 2ème 

mutation ponctuelle) pour les patients de la cohorte n°1 ; une anomalie ponctuelle ou une LOH de 

MEN1 pour les patients de la cohorte n°2. Une analyse par NGS d’un panel de gènes impliqués dans 

les méningiomes a également permis de caractériser plus largement les tumeurs.  

Résultats : Dans la cohorte n°1, 3 LOH du gène MEN1 ont été mises en évidence par séquençage 

Sanger parmi les 4 tumeurs intracérébrales étudiées (2 méningiomes et 2 épendymomes), au sein des 

6 initialement incluses (2 méningiomes et 4 épendymomes). Dans la cohorte n°2, 3 LOH du gène 

MEN1 par MLPA ont été retrouvées parmi les 20 méningiomes sporadiques étudiés au sein des 21 

initialement inclus. De plus 14/21 méningiomes portaient des mutations dans d’autres gènes « drivers » 

des méningiomes, identifiées par NGS. 

Conclusion : La mise en évidence de la LOH de MEN1 chez les patients de la cohorte n°1 semble 

confirmer le rôle de ce gène dans la tumorigenèse méningée dans un contexte de NEM1. De plus, pour 

la première fois, nous avons mis en évidence une LOH de MEN1 dans des épendymomes survenus 

dans un contexte de mutation germinale. Concernant la cohorte n°2, les analyses réalisées en l’état ne 

permettent pas d’impliquer MEN1 comme gène « driver » de la tumorigenèse des méningiomes. 

Cependant, les analyses méritent d’être poursuivies. En effet, seuls 7 des 21 méningiomes ne 

présentaient pas de mutation « driver » dans les autres gènes et étaient donc susceptibles d’être de bons 

candidats.  
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