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Résumé

Une mutation des deux allèles du gène Rb durant le développement rétinien normal 
est responsable de l’apparition du rétinoblastome. La recherche de mutations au 
niveau du gène Rb reste difficile, car la majorité des altérations sont uniques et dis-
persées tout au long du gène. Nous rapportons dans notre étude le résultat de l’ana-
lyse du gène Rb au niveau constitutionnel et tumoral dans la population algérienne.

Notre étude a porté sur un échantillon de 21 patients atteints de rétinoblastome. Le 
promoteur et les 27 exons avec leurs séquences introniques flanquantes composant 
le gène Rb ont été amplifiés et analysés par HPLC (chromatographie liquide à haute 
performance) suivie d’un séquençage. Les variations de bases identifiées au niveau 
constitutionnel et tumoral sont au nombre de 7 dont 3 mutations non sens, une mu-
tation affectant le site d’épissage, une délétion et 2 polymorphismes.

L’analyse du gène Rb a été réalisée chez des enfants atteints de rétinoblastome ne 
présentant aucun antécédent familial de la maladie. Par cette étude, nous avons pu 
identifier deux cas sur les 21 étudiés ayant un rétinoblastome pouvant être trans-
missible. Deux mutations rapportées n’ont jamais été décrites dans la littérature. 
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Abstract

Inactivation of both alleles of the RB1 gene during normal retinal development ini-
tiates the formation of a retinoblastoma (RB) tumor. RB1 screening remains difficult, 
most of the alterations being unique and randomly distributed throughout the en-
tire coding sequence. In this report, we present the results of a constitutional and 
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Introduction

Le rétinoblastome est une tumeur maligne de la rétine, d’ori-
gine neuro-épithéliale. Son incidence est stable, décrite au-
tour de 1/15.000 naissances en Algérie [1]. Ce cancer affecte 
le nourrisson et le jeune enfant en général avant l’âge de 5ans 
[2]. On peut distinguer deux formes de rétinoblastomes:  la  
forme sporadique et  la  forme héréditaire. Les  cas spora-
diques sont toujours unilatéraux et représentent 60% des pa-
tients, avec un âge médian au moment du diagnostic d’environ 
2 ans tandis que les formes héréditaires sont, pour la plupart, 
bilatérales [3]. Ces dernières représentent 40% des patients: 
10% sont transmises directement d’un parent affecté et 30% 
semblent résulter d’une mutation de novo [4, 5] ; l’âge médian 
au moment du diagnostic est alors d’environ 1 an.

Sur le plan clinique, les principaux symptômes révélateurs sont 
une leucocorie (60,5%) et un strabisme (21,5%) [6]. La leuco-
corie (reflet blanc pupillaire «œil de chat») correspond à la 
visualisation directe de la tumeur à travers l’aire pupillaire.

Le gène du rétinoblastome, gène Rb localisé sur le chromo-
some 13 en q14.2, exerce une fonction physiologique majeure 
de contrôle du  cycle cellulaire. Il s’agit d’un gène suppresseur 
de tumeur [7]. Pour ce type de gène, la transformation ma-
ligne d’une cellule rétinienne en cellule de rétinoblastome né-
cessite deux événements mutationnels affectant les 2 allèles 
du gène RB1. Dans les formes héréditaires de rétinoblastomes, 
il existe une anomalie constitutionnelle du gène RB1. Le gène 
mutant serait soit hérité d’un parent, soit formé de novo du-
rant la gamétogenèse d’un des parents. Il suffit qu’un second 
événement survienne au niveau du second allèle dans une 
cellule rétinienne pour qu’une tumeur se développe: c’est la 
raison pour laquelle les patients atteints de forme héréditaire 
de rétinoblastome ont très souvent des tumeurs bilatérales et 
multiples dans chaque œil [8]. La transmission du rétinoblas-
tome se fait selon le mode autosomique dominant avec une 
pénétrance élevée: 90% des patients porteurs d’une anomalie 
constitutionnelle du gène RB1 développent un rétinoblastome 
[4]. Dans les formes sporadiques, les deux événements de mu-
tation surviennent successivement sur chacun des deux allèles 

tumoral RB1 analysis in an Algerian population. The detection of RB1 gene deletion 
or mutation was performed by high performance liquid chromatography (HPLC) and 
sequence analyses in 21 patients.Germline abnormalities were found in 2/21 patients 
of sporadic unilateral retinoblastoma. The spectrum of germline and tumoral altera-
tions included 3 nonsense mutations, 1 mutation affecting splice site, 1 deletion and 
2 polymorphisms. In general, for the 21 patients with no family history of the disease 
we have identified mutations in germinal level in two of them showing that it is a 
transmissible form of retinoblastoma in these two cases known to be sporadic. A total 
of 2 mutations have not been previously reported.

du gène RB1 au niveau d’une seule cellule de la rétine. Etant 
donné la faible probabilité d’un tel événement, sa survenue 
dans les deux yeux reste rarissime. C’est pourquoi, la forme 
sporadique est quasiment toujours unilatérale [9].

Le gène Rb code pour une protéine de 928 acides aminés, pRB 
[10]. De nombreuses observations ont élucidé le rôle, qualifié 
d’anti-oncogène, de pRB dans les cellules normales. Elle per-
met la transduction des signaux extra-cellulaires provoquant 
l’arrêt de la multiplication cellulaire [11, 12]. Par un jeu de 
phosphorylations et déphosphorylations successives, elle joue 
ainsi un rôle important dans l’aptitude de la cellule à entrer 
dans la phase S, période pendant laquelle l’ADN est synthétisé 
[13]. Son absence explique que la croissance des cellules por-
tant le gène muté n’est plus régulée et devient anarchique.

Notre étude s’est basée sur la recherche de mutations du gène 
Rb au niveau constitutionnel et tumoral chez des patients al-
gériens atteints de rétinoblastome.

Dans le rétinoblastome comme dans la plupart des cancers, le 
pronostic dépend de la précocité du diagnostic. Ce diagnostic 
précoce, éventuellement prénatal de la mutation, permettra 
la prise en charge rapide de ces enfants par un suivi continu et 
contribuera ainsi à la prévention de la maladie.

Matériels et méthodes

Notre étude a porté sur un total de 21 patients non apparen-
tés, tous atteints de rétinoblastome de forme sporadique uni-
latérale ou bilatérale, désignés par la mention RUS pour les 
formes unilatérales sporadiques suivie d’un numéro. Seuls 6 
individus ont pu être investigués au niveau constitutionnel et 
tumoral, le reste des patients ont été analysés uniquement au 
niveau constitutionnel.

Le matériel biologique est constitué de 21 ADN génomiques ex-
trait à partir du sang total et 6 ADN tumoraux prélevé à partir 
de tissus tumoraux des patients. Les prélèvements de sang ain-
si que les tumeurs nous ont été fournis par le service d’ophtal-
mologie pédiatrique « Hôpital pédiatrique de Canastel» Oran.
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Le sang est prélevé, sur une solution d’Éthylène Diamine 
Tétra-Acétique (EDTA) 0,5M. L’ADN génomique est extrait à 
partir du sang total selon la technique utilisant le NaCl [14] 
et l’ADN tumoral en utilisant du TRIZOL prêt à l’emploi [15]. 
Vingt sept couples d’amorces ont été utilisés pour l’amplifi-
cation du promoteur et des 27 exons composant le gène Rb 
au niveau constitutionnel et tumoral. Les exons 15 et 16 sont 
amplifiés conjointement avec un couple d’amorces. Le choix 
des amorces a été fait dans les parties introniques flanquant 
chacun des exons de façon à couvrir, avec l’ensemble des 
amorces, la majeure partie du gène Rb.

Résultats

L’analyse du gène Rb au niveau constitutionnel et tumoral est 
réalisée par la chromatographie liquide à haute performance 
(HPLC) [1] (Figure1,2). Les ADN des cas index, ayant donné des 
profils particuliers (différents du contrôle négatif) par analyse 
en HPLC, sont séquencés systématiquement. 

L’analyse des séquences est effectuée en utilisant deux 
logiciels: «Seqscanner» (https://products.appliedbiosys-
tems.com/ab/en/US/adirect/ab?cd= 4cutNavigate 2&cut 

ID=600583) et «Multalin» (http://ribosome.toulouse.Inra.fr/
multalin/multalin.html)

L’analyse du gène Rb par HPLC nous a permis d’identifier 4 
variations de base au niveau constitutionnel et 7 au niveau tu-
moral concernant 6 patients. Pour le patient RUS018, aucune 
variation de base n’a été détectée (tableau 1). Les 15 patients 
dont seulement l’ADN génomique analysé au niveau constitu-
tionnel ne présentent pas de variation de séquence. 

Discussion

Le séquençage de l’ADN constitutionnel ayant présenté des 
profils particuliers en HPLC a permis l’indentification de deux 
mutations exoniques causales et 2 polymorphismes. La pre-
mière mutation siège au niveau de l’exon 1. Elle a pour consé-
quence l’arrêt prématuré de la traduction donnant ainsi une 
protéine courte altérée fonctionnellement suite à l’absence 
des domaines importants se trouvant en aval et qui sont requis 
pour l’activité de la protéine pRb [10]. La deuxième muta-
tion touche l’exon 7 et provoque un décalage dans le cadre 
de lecture. Ceci a pour conséquence la synthèse d’une proté-
ine tronquée de 211 acides aminés, inactive car les domaines 
fonctionnels de cette dernière  sont codés par la séquence 
comprise entre les exons 12 et 27 du gène Rb. Les deux mu-
tations touchant l’exon 1 et 7 sont originales et n’ont jamais 
été décrites par la littérature. Les polymorphismes présents au 
niveau de l’intron 2 à la position +75 et l’intron 10 à la position 
+58, ont déjà été décrits dans la bibliographie [18, 19].

Le séquençage du gène Rb au niveau de l’ADN tumoral a permis 
l’identification de 7 variations de bases, comprenant quatre 
mutations exoniques, une mutation touchant le site accepteur 
d’épissage et deux polymorphismes introniques. Les mutations 
exoniques se trouvent au niveau des exons 1, 7, 14 et 18. Elles 
sont toutes causales étant donné qu’elles entrainent l’appari-
tion d’une protéine tronquée, inactive suite à l’absence de la 
région comprise entre les exons 12 et 27. En effet, cette région 
code pour une structure nommée « poche de fixation des on-
coprotéines». Cette poche comprend deux domaines, de 179 
acides aminés (codon 393 au codon 571) et 125 acides aminés 
(codon 649-773), séparés par une zone libre de 76 acides ami-
nés appelée « gap» (codon 572 au 648) [20]. Elle sert à la fixa-
tion du facteur de transcription E2F [21]. Cette région est donc 
requise pour la protéine pRb dans sa fonction régulatrice du 
cycle cellulaire et toute modification ou mutation survenant 
à son niveau pourrait altérer cette fonction et sera à l’origine 
du rétinoblastome chez le sujet portant cette mutation. La 
variation de base qui est à l’origine d’une anomalie de l’épis-
sage, abolit l’épissage de l’intron 12 par la modification de la 
séquence consensus GT, correspondant au site donneur d’épis-
sage en AT [22]. Ceci entraîne la production d’une protéine 
plus longue car l’intron 12 va être traduit. Cette variation peut 
affecter la conformation de la protéine qui aura un impact sur 

Figure 1. Exemple d’un résultat de HPLC, absence 
de variation de base

Figure 2. Exemple d’un résultat de HPLC, présence 
de variation de séquence
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sa fonction régulatrice normale. Une étude fonctionnelle et 
structurale de la protéine pRb reste nécessaire pour confirmer 
le rôle de cette mutation. Les deux polymorphismes retrouvés 
au niveau constitutionnel ont été retrouvés au niveau tumoral. 

L’étude du gène Rb au niveau constitutionnel et tumoral a 
permis d’identifier, pour le patient RUS012, une transversion 
G→ T à la position 91 de l’exon 1 provoquant ainsi le rempla-
cement de l’acide aminé glutamique par un codon stop. Cette 
mutation n’a jamais été décrite par la bibliographie. Elle est 
présente à l’état hétérozygote au niveau constitutionnel, par 
contre au niveau tumoral, elle se trouve à l’état homozygote. 
Ceci est en parfaite concordance avec la théorie de Knudson 
[23], largement confirmée, selon laquelle le premier événe-
ment est germinal (pour les formes transmissibles), présent 
dans toutes les cellules de l’organisme et le deuxième événe-

ment somatique correspondant dans notre cas à une perte de 
l’allèle normal. Cette situation est en faveur d’une perte de 
l’hétérozygotie car les chances d’avoir une même mutation 
au niveau des deux allèles du gène Rb et au sein d’une seule 
cellule sont infiniment rares. Ces deux événements, le premier 
conduisant à la production d’une protéine courte de 31 acides 
aminés et le deuxième entrainant la perte de l’allèle sauvage 
(Tableau1), semblent être à l’origine du développement du ré-
tinoblastome chez notre patient.

Concernant le patient RUS014, nous avons mis en évidence 
une délétion de 4pb entre les codons 7 et 10 dans l’exon 7. 
Cette délétion n’a jamais été décrite dans la littérature. Elle 
se trouve à l’état hétérozygote au niveau constitutionnel et 
l’analyse de cet exon par le logiciel « seqscanner» montre des 
pics en chevêtrés suite au chevauchement des bases séquen-

Patient 1erévénement 
(au niveau 
germinal)

Conséquence 2éme événement (au 
niveau somatique)

Conséquence Rétinoblastome

sporadique

Rétinoblastome 
transmissible

RUS 004

- -

-Transition

C →T
150037 du gène 

-Transition

G →A
+1 intron 12

-Arg579Stop
-Perturbation 

du proces-
susd’épissage

+ -

RUS 011 -Transition

T→C
+75 intron 2

-Transition

G →A
+58 intron 10

Sans 
conséquence

-Transition
T→C

+75 intron 2
-Transition

G →A
+58 intron 10

Sans 
conséquence

+ -

RUS 012 Transversion
G→T

2150 du gène 
RB

Glu31Stop Perte d’un alléle RB Hémizygotie du 
gène RB

- +

RUS013 Transition
G →A

+58 intron 10 -

-Transition
G →A

+58 intron 10
-Transition

C →T
76430 du gène RB

-

-Arg445Stop + -

RUS014 Délétion GATC

56875-56879 
du gène RB

212Stop Perte d’un alléle RB Hémizygotie du 
gène RB

- +

RUS018 - - - - + -

Tableau 1. Tableau récapitulatif des résultats obtenus de l’analyse du gène Rb au niveau constitutionnel et tu-
moral
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cées des allèles normal et muté (Figure3). Au niveau tumoral, 
nous avons des pics nets tout au long de la séquence montrant 
ainsi une délétion présente à l’état homozygote (Figure3).

Cette mutation conduit à un décalage dans le cadre de lec-
ture qui entraîne l’apparition d’un codon stop et constitue le 
premier événement. Le deuxième événement est fort proba-
blement dû à la perte de l’hétérozygotie au niveau tumoral 
(Tableau1). Ces deux événements pourraient être à l’origine 
du développement de la pathologie chez le sujet RUS014.

Le patient RUS013 a présenté deux variations de bases, la pre-
mière est un polymorphisme qui correspond à une transition 
G→A à la position +58 de l’intron 10. Cette variation de base 
est présente à l’état hétérozygote au niveau constitutionnel 
et tumoral. La deuxième correspond à une mutation par tran-
sition C→T en position 1 de l’exon 14 (Tableau 1). Elle pro-
voque la substitution d’un codon arginine par un codon non-
sens à la position 445. Le polymorphisme retrouvé au niveau 
germinal et somatique n’est vraisemblablement pas l’un des 
événements à l’origine du développement de la maladie. Par 
contre une mutation de type non-sens est trouvée au niveau 
somatique. Elle siège dans la région fonctionnelle du gène 
Rb comprise entre les exons 12 et 27. Un seul évènement est 
donc trouvé chez cet individu et ne permet pas d’expliquer la 
survenue du rétinoblastome; ce qui nous conduit à supposer 
que le deuxième événement pourrait se trouver au niveau post 
transcriptionnel ou post traductionnel.  Par ailleurs, l’exis-
tence  d’autres voies de signalisations pouvant jouer un rôle 
dans le développement de cette pathologie, n’est pas exclue. 
Il a récemment été montré que dans le rétinoblastome, que 
la défaillance de Rb pourrait conduire à l’inactivation de la 
protéine p53 en affectant la voie P53 impliquant les gènes p14 
AlternateReadingFrame/Mouse Double Minute2/ Mouse Double 
Minute X (p14ARF/MDM2/MDM4) [24]. Dans l’exon 18 et pour 
le patient RUS004, nous n’avons trouvé aucune mutation au 
niveau constitutionnel. Par contre au niveau tumoral, nous 
avons identifié deux mutations, la première correspondant à 
une transition C→T à la 40ème base dans cet exon qui entraine 
la substitution de l’acide aminé arginine par un codon stop à 
la position 579. La deuxième mutation entraine une transition 
G→A en position +1 de l’intron 12 (tableau1)

Ces deux mutations sont causales car la première se trouve 
également dans une région fonctionnelle importante du gène 
et la deuxième touche le site donneur d’épissage et perturbe 
par conséquent ce processus en entrainant la traduction de 
l’intron 12.

La présence de mutations seulement au niveau somatique 
pour les cas RUS004 et RUS013

permet de confirmer qu’il s’agit  d’un rétinoblastome spora-
dique donc il n’existe aucun risque de transmission pour les 

proches de ces malades ainsi que pour leur descendance. Pour 
le cas RUS018, aucune variation de base n’a été détectée que 
ce soit au niveau germinal ou bien somatique. Le fait de ne 
trouver aucune mutation au niveau germinal montre bien qu’il 
s’agit d’un rétinoblastome sporadique par contre l’absence 
de mutations au niveau somatique nous conduit à suspecter 
l’intervention d’autres voies de signalisation dans le dévelop-
pement du rétinoblastome [24].

Dix à vingt pour cents des rétinoblastomes n’ont pas de muta-
tion sur le gène Rb [25]. Le développement de cette tumeur 
peut être soit dû à un virus ou bien à la méthylation du gène, 
la question fait toujours l’objet de débats à l’heure actuelle.

Les oncoprotéines virales, en particulier la protéine E1A de 
l’adénovirus et l’antigène T du SV40, ainsi que l’oncoprotéine 
E7 du papillomavirus sont susceptibles de se lier à la protéine 
pRb. Cette liaison est en relation avec la transformation cellu-
laire et suggère que ces oncoprotéines transforment la cellule 
par blocage de la fonction de la protéine pRb, ce qui produirait   
un  effet  comparable   à  une  délétion  génique   et  serait  à  
l’origine du rétinoblastome [26].

Chez le patient RUS011, nous avons identifié un polymor-
phisme dans l’intron 2, qui correspond à une transition T→C 
à la position +75 de l’intron. Ce dernier est présent à l’état 
hétérozygote au niveau constitutionnel et tumoral.

Un deuxième polymorphisme est trouvé dans l’intron 10 chez 
ce patient et correspond à une transition G→A à la position +58 
de l’intron (tableau1). Cette variation est présente à l’état 
hétérozygote au niveau germinal et somatique. Ces polymor-
phismes ont déjà été décrits par la littérature.

De manière  générale, pour les six patients ne présentant 
aucun antécédent familial de la maladie, nous avons identi-
fié pour deux d’entre eux (RUS012 et RUS014) des mutations 
au niveau germinal montrant ainsi qu’il s’agit d’une forme 
transmissible du rétinoblastome chez ces deux cas considérés 
comme sporadiques. Ce résultat n’est pas surprenant sachant 
qu’il demeure un risque de transmission de 10 à 12% pour les 
rétinoblastomes de forme sporadique [27].

Par ailleurs, à travers cette étude, nous confirmons qu’il 
n’existe pas pour le gène Rb de sites privilégiés de mutations 
ou points chauds, les mutations sont dispersées le long du 
gène. Les mutations touchant l’exon 1 et 7 sont originales car 
elles n’ont jamais été décrites dans la littérature.

Pour les mutations introniques, il est difficile de trancher sur 
leur causalité. En effet, une mutation n’a pas de valeur tant 
qu’elle n’est pas validée comme étant responsable de la pa-
thologie. L’éventuelle implication de ces dernières dans la 
pathologie devrait être prouvée et confirmée par des études 
structurales et fonctionnelles.
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Il serait intéressant d’étudier la méthylation des îlots CpG au 
niveau de certaines régions du gène Rb, car la substitution de 
base la plus fréquente qui joue un rôle dans le développement 
du rétinoblastome est la transition C-T touchant les dinucléo-
tides CpG méthylés [28]. Ces îlots pourraient être considérés 
comme des régions de prédisposition à des mutations. En ef-
fet, sur les 14 codons arginine (CGA) constituant le gène Rb, 
11 sont fréquemment mutés [29]. Dans notre étude cette mu-
tation est présente chez 2 individus sur 6.

La transition C→T  modifiant le codon CGA en codon  TGA (co-
don stop) est due à la méthylation des résidus cytosines qui 
entraîne une déamination spontanée du 5 méthyl cytosine en 
thymidine [30].

Sur les trois autres codons CGA, se trouvant respectivement 
sur les exons 1, 26 et 27 aucune mutation n’a été retrouvée à 
l’heure actuelle.

Pour ce qui est de l’exon 1, il n’y a pas ce type de mutation 
au niveau du codon CGA, parce que le dinucléotide CpG n’est 
pas méthylé, ce qui confirme que la méthylation des îlots CpG 
confère une prédisposition aux mutations du type déjà cité.

Enfin pour les exons 26 et 27, aucune mutation n’est retrouvée 
au niveau des 2 codons CGA, ceci est expliqué par le fait que la 
protéine tronquée produite par cette mutation peut avoir une 
activité suppressive suffisante pour prévenir le développement 
du rétinoblastome [31].

Conclusion

De manière générale, la situation est différente selon qu’il 
s’agisse d’un cas sporadique avec un premier événement ger-
minal ou d’un cas à mutations purement somatiques.

Pour  les  patients  montrant  une  anomalie  constitutionnelle   
du  gène  Rb,  une investigation des parents reste primordiale 
pour distinguer s’ils sont porteurs de l’allèle délétère tout en 
étant asymptomatiques ou bien s’il s’agit tout simplement 
d’une néomutation. Par contre, pour les individus ne présen-
tant pas de mutation au niveau constitutionnel, on peut confir-
mer qu’il s’agit d’un rétinoblastome non transmissible et qu’il 
n’est pas nécessaire d’investiguer les membres des familles de 
ces derniers.

La détection des néomutations est d’un grand intérêt dans le 
cas du conseil génétique pour les membres d’une famille où il 
n’existe qu’un cas sporadique de rétinoblastome car elle per-
met de rassurer définitivement la branche de la famille non 
concernée par le remaniement.
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