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Liste des abréviations

ASC: Apoptosis-associated speck-like
protein CARD.

DAMPs: Danger-associated molecular
pattern.

dATP: désoxyadénosine triphosphate.
dCTP: désoxycytidine triphosphate.
ddATP: didésoxyadénosine
triphosphate.

ddCTP: didésoxycytidine triphosphate.
ddGTP: didésoxyguanosine
triphosphate.

ddNTP: didésoxyribonucléotide
triphosphate.

ddTTP: désoxythymine triphosphate.
dGTP: désoxyguanosine triphosphate.
DGGE: denaturing gradient gel
electrophoresis.

dNTP: désoxyribonucléoside
triphosphate.

dTTP: désoxythymine triphosphate.
FMF : Fievre Méditerranéenne
Familiale.

FRH : Fievres Récurrentes Héréditaires
IL-1B : Interleukine-1.

MAI : Maladies Auto-inflammatoires.
MEFV : Mediterranean Fever.

NLR: NOD-like receptors.

NLRP: NACHT domain, leucine-riche
Repeat, and PYD-containing protein
NLRP3: NLR family, pyrin domain-
containing 3.

NOD: Nucleotide oligomerization

domain.

NOD2: Nucleotide-binding
oligomerization domain 2.

NGS: New generation sequencing.
OMIM: Online Mendelian Inheritance
in Man.

PAMPs: Pathogen-associated molecular
pattern.

PCR: polymerase Chain reaction.
PCR-ARMS: Amplification Refractory
Mutation System.

PRR: Pattern Recognition Receptor.
PSTPIP1: la proline-sérine-thréonine
phosphatase interacting protein 1.
PYD: PYRIN domain.

RFLP: Restriction Fragment Length
Polymorphisme.

TLR: Toll-like receptor.

TNFa: Interferon alpha.

TNFy: Interferon gamma.

TRAPS: TNF-receptor associated

autoinflammatory syndrome



l. INTRODUCTION

La fievre Méditerranéenne familiale (FMF, OMIM 249100) fait partie du groupe des maladies
auto-inflammatoires monogéniques, a transmission autosomique récessive (Ozdogan etUgurlu,
2019). La FMF est la plus fréequente des fievres récurrentes héréditaires (FRH), et touche
essentiellement les sujets originaires du pourtour méditerranéen. Les ethnies les plus touchées
sont les arméniens, les turcs, les juifs sépharades et les arabes (Ben-Chetrit etTouitou, 2009).

Cliniquement, elle se manifeste par une fiévre accompagnée d’une inflammation des séreuses,
a I’origine de douleurs abdominales, thoraciques et articulaires. Sa complication majeure réside

dans le risque de survenue d’une amylose rénale (Touitou, 2004).

Le gene responsable de la FMF est le MEFV (MEditerranean FeVer) (OMIM 608107) a été
identifié en 1997 sur le bras court du chromosome humain. 1l est forme de 10 exons et code
pour une protéine nommée pyrine ou marénostrine impliquée dans la régulation de la réponse

inflammatoire (The International FMF Consortium, 1997).

Dans le MEFV, 379 variations de séquence ont été identifiées a ce jour, selon la base des
données INFEVERS (https://infevers.umai-montpellier.fr/web/search.php). Cing mutations
principales : p.M680I, p.M694V, p.M694I et p.V726A dans I’exon 10 et p.E148Q dans I’exon
2, sont responsables de plus de 85% des cas de FMF (Touitou, 2001). Cependant, plusieurs

études génétiques ont rapporté des différences dans la distribution de ces mutations parmi les

populations a risque de développer la FMF (Touitou, 2001; EI-Shanti et al., 2006).

En Algérie, dans une étude plus récente, il a été montré une prédominance de la mutation
p.M694I (Ait-1dir etDjerdjouri, 2020).

Ainsi ’objectif de 1’étude menée dans le cadre de ce mémoire porte sur I’analyse et la
comparaison des profils mutationnels du géne MEFV a partir de données extraites des travaux
déja réalises sur les populations Méditerranéennes a risque.


https://infevers.umai-montpellier.fr/web/search.php

1. LES MALADIES AUTO-INFLAMMATOIRES

Depuis la création du concept d’auto-inflammation par MC Dermott en 1999, plusieurs
définitions et en conséquence plusieurs classifications des maladies auto-inflammatoires (MALI)
ont été proposées (McDermott et al., 1999). Les MAI monogéniques sont caractérisées par des
anomalies génétiques codant des protéines intervenant dans I’immunité innée. Ces maladies ont
été definies par opposition aux maladies auto-immunes en raison de 1’absence d’auto-anticorps
circulants et de lymphocytes T auto-réactifs (McDermott etAksentijevich, 2002; Georgin-
Lavialle et al., 2018b).

Selon la société internationale des maladies auto-inflammatoires, les MAI sont définies comme
étant des maladies qui ont une composante clinique et biologique inflammatoire et qui sont liées
a une activation anormale de I’immunité innée, en absence d’infection ou d’auto-immunité

(Ben-Chetrit et al., 2018; Georgin-Lavialle et al., 2019; Georgin-Lavialle et al., 2020).

Depuis la découverte du MEFV en 1997, la liste des nouveaux genes auto-inflammatoires ne
cesse de s’agrandir. En effet ces dernieres années, de nombreux genes ont été découverts grace
aux progrés des techniques de séquengage de tous les exons ou exome (whole exome

sequencing) (Sarrabay et al., 2015; Georgin-Lavialle et al., 2018b) (Figure 1).
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Figure 1 : Représentation schematique de la decouverte des genes responsables des principales

MAI au cours du temps (Georgin-Lavialle et al., 2018b)



Le groupe des MAI monogéniques le mieux décrit est celui qui inclut les quatre fievres

récurrentes héréditaires (FRH) suivantes (Georgin-Lavialle et al., 2019) :

La FMF, la plus fréquente des FRH,

Les cryopyrinopathies qui résultent de mutations touchant le géne NLRP3,

Le syndrome de la déficience en mévalonate kinase (mevalonate kinase deficiency,
MKD)

Le syndrome du TRAPS (Tumor Necrosis Factor type 1A Receptor-Associated Periodic
fever Syndrome ou fiévre intermittente liée au récepteur de type 1A du tumor necrosis
factor).

FIEVRE MEDITERRANEENNE FAMILIALE :

La fievre méditerranéenne familiale (FMF, OMIM 249100) est considérée comme le prototype

des maladies auto-inflammatoires (MAI). La notion d’auto-inflammation a été introduite pour

la premiere fois en 1999, pour caractériser un groupe de pathologies liées a un déficit de

I’immunité innée par analogie aux Maladies auto-immunes liées & un déficit de I’immunité

acquise (McDermott et al., 1999; McDermott etAksentijevich, 2002).

1)

Histoire de la maladie

La Fievre Méditerranéenne Familiale est connue depuis plusieurs siecles. Plusieurs

descriptions ont été retrouvées dans la littérature ancienne (Tableau I).

Tableau I : Histoire de la FMF (Adwan, 2015)

1908

Premier cas décrit d’une fille souffrant d’épisodes fébriles répétés et de douleurs

abdominales : syndrome paroxystique peu commun (Janeway etMosenthal, 1908)

1945

La premiere description précise de la FMF a été publiée en 1945 par Siegal qui a
rapporté 10 cas de ce qu’il avait décrit comme péritonite paroxystique bénigne (Siegal,

1945).

1948

En 1948, Reimann a introduit le nom de maladie périodique qui regroupe des

affections hétérogeénes et cycliques (Reimann, 1948).

1951

En 1951, deux médecins Francais, Cattan et Mamou, ont remarqué I'association de la

FMF avec I’atteinte rénale (Mamou, 1951).

1958

Le nom actuel de fievre Méditerranéenne familiale a été lui a été attribué par Heller
en 1958, qui a souligné la nature génétique de la maladie (Heller et al., 1958)




1997 | En 1997, le gene responsable de la FMF a finalement été identifié par clonage
positionnel par 2 groupes distincts, américain et francais, et a été cartographié sur le

chromosome 16

2) Répartition géographique de la FMF

La FMF touche essentiellement les populations originaires du pourtour méditerranéen. Elle
semble étre apparue il y a plusieurs milliers d’années dans le bassin de la Mésopotamie (Ben-
Chetrit etLevy, 1998). La FMF est presque toujours limitée aux Turcs, aux Arméniens, aux
Arabes et aux Juifs. Il s'agit d'une maladie assez rare dans le reste du monde, comme les pays
européens (France, Allemagne, Italie et Espagne) et les Etats-Unis d’Amérique et Australie
(Ben-Chetrit etTouitou, 2009) .

L

Figure 2: carte du monde montrant les régions touchées par la FMF (Ben-Chetrit
etTouitou, 2009)

La Turquie est probablement le pays avec le plus grand nombre de patients atteints de FMF
dans le monde, plus de 100000 patients rapportés. En Israél, sur une population d’environ 7
millions, le nombre de patients FMF a été estimé a environ 10000 patients (Ben-Chetrit
etTouitou, 2009). D’autres pays du Moyen-Orient tels que La Jordanie, la Syrie et le Liban
comptent de nombreux patients atteints de FMF, mais la prévalence reste inconnue (El-Shanti
et al., 2006).



3) Manifestations clinigues de la FMF

La FMF est une maladie essentiellement pédiatrique dont le début se voit avant 1’age de 20ans
dans 90% des cas (Ben-Chetrit etLevy, 1998). Les crises récurrentes durent en moyenne un a
quatre jours, avec une résolution spontanée. La fréquence des crises est variable ; une crise par

semaine a trois ou quatre mois (Fonnesu et al., 2009).

La fiévre est le principal symptdéme de la FMF. La fiévre typique s’¢éléve brutalement a 39-
40°C, souvent précédée de frissons ce qui lui a valu le qualificatif de « pseudo-palustre ». Elle
dure en moyenne 48-72 heures avec une défervescence progressive durant quelques heures
(Georgin-Lavialle et al., 2018a). Les principaux signes cliniques pouvant accompagner les

épisodes fébriles sont résumés dans la figure 3.

1-Douleurs abdominales i:“u
‘ (95%)
_ 4-Douleurs
| \ thoraciques
2-Arthralgies [ ‘ “ (30%)

Y (50-75%)
Fievre
(100%)
3-Atteinte cutanée (30%) \[ |

Pseudoerysipéle de chevilR “ "‘

Figure 3 : Principaux signes cliniques de la fievre mediterranéenne familiale (Georgin-Lavialle
et al., 2018a)

ATAEE AT
\ 5-Myalgies

(20%)

Cliniguement la FMF peut présenter deux phénotypes distincts :

FMF de type 1 : Caractérisée par de courts épisodes inflammatoires récurrents comportant la
fievre, la péritonite, la synovite, la pleurésie et plus rarement la péricardite et la méningite. Les
symptomes varient entre les individus affectés parfois méme entre les membres d’une méme
famille. L’ Amylose rénale est la complication la plus séveére qui peut évoluer vers une

insuffisance rénale terminale (Grateau et al., 2005; Shawky etGaboon, 2011).



FMF de type 2: Caractérisée par une amylose inaugurale chez des individus jusque-la

asymptotiques (Grateau et al., 2005; Shawky etGaboon, 2011).

4) Génétique de la FMF

Classiquement, la FMF (OMIM, 249100) se transmet selon un mode autosomique récessif.
Cependant, des cas de pseudo-dominance sont observés. Il faut alors penser a rechercher une
consanguinité ou une forte endogamie, union préférentielle au sein d’une méme population a
risque, ces deux causes augmentant considérablement la probabilité de coexistence de deux
alleles mutés chez les individus issus de telles familles. Des formes de dominance de la FMF

ont été également décrites (Touitou, 2001).

4.1) Le gene de la FMF : MEFV

En 1997, le géne responsable de la FMF ou MEFV (Mediterranean FeVer) a été identifié par
la stratégie de clonage positionnel, sur le bras court du chromosome 16 humain (French FMF
Consortium, 1997; The International FMF Consortium, 1997). Le gene candidat avait été
préalablement localisé dans une région de 250 kb entre les marqueurs D16S3070 et D16S3275
puis de 60 kb entre les marqueurs D16S2617 (télomeére) et D16S3373 (centromeére). Le MEFV
possede une taille d'environ 10 kb, de séquence codante d’environ 3500bp. Il comporte 10 exons
(Figure 4) et possede un transcrit est de 3,7 kb (The International FMF Consortium, 1997). Le
géne MEFV s’exprime principalement dans les neutrophiles, les éosinophiles et les monocytes,
mais pas dans les lymphocytes. Le MEFV est également exprimé dans les cellules dendritiques

et les synoviocytes.

4.2) Produit du géne MEFV

Le géne MEFV code pour protéine nommeée pyrine ou marénostrine. C’est une protéine de 781
acides aminés, présente dans les cellules de I’immunité innée (neutrophiles, monocyte, cellules
dendritiques) et les synoviocytes (Centola et al., 2000). La pyrine est formée de cing domaines
différents (Figure 4) (Chae et al., 2009):

= Le domaine PYRINE N-terminal (PYD) (acides aminés : 1-95), codé par I’exon 1.

= Le domaine bZIP ou bZIP transcription factor basic domain (acides aminés : 266-280) dont

la région codante se situe dans 1’exon 2.
= Le domaine B-box en doigts de zinc (acides aminés : 375-407), codé par une région située

dans 1’exon 3.



= Le domaine a-hélicoidal (coiled-coil) (acides aminés : 408-594), codé par les exons 3 a 8.
= Le domaine B30.2 (PRYSPRY) C-terminal (acides aminés : 598-774), codé par I’exon 10.

4.3) Les mutations de géne MEFV

Tous les variants de séquence du gene MEFV sont recensés dans la base des données

INFEVERS (https://infevers.umai-montpellier.fr/). Actuellement, 379 variants ont été

rapportés dont la majorité sont présents dans I’exon 2 (118) et I’exon 10 (104). Les différents
variants ont été classés en :
i.  Variants pathogénes: p.M680I (c.2040G>A), p.M680I (c.2040G>C), p.M694V
(c.2080A>G), p.M694I (c.2082G>A) et p.V726A (c.2177T>C) (Figure 3).
Ces variants pathogeénes avec le variant p.E148Q (c.442G>C) situ¢ dans I’exon 2 sont
responsables de 1’apparition de plus de 85% de cas de FMF, mais avec une fréquence de
distribution qui varie en fonction de la population concernée (Touitou, 2001). Ces variants sont
plus fréquents parmi les populations des pays ou La FMF est tres répandue.
ii.  Variants probablement pathogenes: par exemple, p. 1692del (c.2076_2078del),
p.M694del
(c.2081 2083del) et p.Y688* (c.2064C>QG) situés dans 1’exon 10.

iii.  Variants de signification incertaine, comme par exemple p.E148Q (c.442G>C) dans
I’exon2.
iv.  Variants bénins comme p.R202Q (c.605G>A).

v.  D’autres variants ne sont pas classés.


https://infevers.umai-montpellier.fr/
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Figure 4 : structure du géne MEFV et de la pyrine. Localisation des mutations du MEFV sur la pyrine (en rouge, les principales mutations associées
a la FMF) (Cantarini et al., 2015)



V. MECANISME PATHOGENIQUE DE LA FMFE

Les MAI ont été récemment redéfinis comme des affections liées a une hypersécrétion de I’TL-

1B par les cellules de I’'immunité innée (Jéru etAmselem, 2014).

1) Synthése de L’IL-1(3

L’IL-1B, principale cytokine pro-inflammatoire, est synthétisée sous forme immature ou pro-
IL-1pB en réponse a un premier signal transmis par les récepteurs TLR (Toll-Like recptors) de
la famille des récepteurs de I’immunité inné ou PRR (Pattern-Recognition Receptors). Les TLR
reconnaissent des motifs microbiens conservés ou PAMP (Pathogen-Associated-Molecular
Patterns) comme le LPS (lipopolysaccharide), le peptidoglycane ou les toxines bactériennes
(Gicquel et al., 2016).

La maturation de la pro-IL-1B a lieu en réponse a un deuxiéme signal et fait intervenir un
complexe multiprotéique a localisation cytoplasmique appelé inflammasome. Dans le cas de la
FMF, ¢’est I’inflammasome-NLRP3 qui est impliqué dans la maturation de I’'IL-13 (Figure 5).

Cet inflammasome est formé des molécules suivantes (Sidiropoulos et al., 2008):

e NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3 ou cryopyrine) qui est
un récepteur cytosolique formé d’un domaine PYD N-terminal, d’un domaine NACHT
intermédiaire et d’un domaine LRR C-terminal.

o Deux proteins adaptatrices: ASC (Apoptosis-associated Speck-like protein containing a
CARD) et CARDINAL (CARD Inhibitor of Nuclear factor-«xB Activating Ligand)

o Deux procaspases-1.

o L'activation de I'inflammasome-NLRP3 par des signaux exogenes et endogenes aboutit
a l'activation des caspases-1 et a la production de I'lL-1p a partir de la pro-1L-1§, mais
aussi a la production de I'lL-18.

. En absence de signal, la molécule NLRP3 est repliée sur elle-méme (auto-inhibition)
afin de prévenir toute interaction avec les autres composants de l'inflammasome. La détection
des stimuli par NALP 3 provoque le dépliement et I'oligomérisation de la molécule permettant
ainsi I'assemblage des autres composants de l'inflammasome (figure 5). ASC se lie a NALP3
par des interactions PYD-PYD et a la pro-caspase-1 par des interactions de type CARD-CARD.
CARDINAL recrute une deuxiéme pro-caspase-1 par le domaine CARD. La juxtaposition de

deux molécules de pro-caspase-1 induit le clivage protéolytique avec libération des sous-unités



catalytiques p20/p10 de la caspase-1. La caspase-1 va a son tour provoquer le clivage de pro-

IL-1 et la libération de la forme mature de I'lL-1p (Gicquel et al., 2016; Jamilloux et al., 2018).

cytoplasm

pavPs  INFLAMMASOME

g DAMPs
Xl w0 Active NLRP3
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AN AN ON
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Figure 5 : complexe inflammasome-NLRP3 et synthése de I’IL-1 (Rigante et al., 2018)

2) Interaction pyrine-inflammasome

Une sécrétion exacerbée d’IL-1P a des conséquences trés délétéres sur 1’organisme, d’ou
I’étroite régulation de sa sécrétion. La pyrine est impliquée dans la régulation négative de
I’inflammasome -NLPR3. La pyrine est capable d’inhiber I’assemblage de I’inflammasome-
NLRP3 par des interactions PYD-PYD avec ASC empéchant ainsi le recrutement de la caspase-
1 et ainsi la sécrétion de I’'IL-1B (Figure 6). Une interaction entre la pyrine et les autres
composant de I’inflammasome-NLRP3 comme la pro-caspase-1 et pro- IL-1p a été décrite,
impliquant le domaine B30.2 ce qui inhibe la synthése d’IL-1pB. En effet, la majorité des
mutations du MEFV touche le domaine B30.2 ce qui altere I’interaction de la pyrine avec la
caspase-1 (Chae et al., 2009). Les mutations associées a la pyrine sont également capables
d’induire l'activation de I’inflammasome dépendant de la pyrine ou I’inflammasome-pyrine,
entrainant une surproduction d'IL-1p d’aprés le modele de la Figure 6. En effet, la pyrine
intervient dans la formation d’un inflammasome intracellulaire responsable de la production

d’IL-1pB (Georgin-Lavialle et al., 2018a).
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Figure 6 : Mécanismes d'action de la pyrine dans la pathogenese de la FMF (Cantarini et al., 2015).
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V. DIAGNOSTIQUE GENETIQUE DE LA FMF :

1) Criteres diagnostigues

Le diagnostic de la FMF est basé sur des critéres cliniques dont les criteres dit de « Tel
Hashomer » ayant été propose par les israéliens en 1997(A et al., 1997) (Georgin-Lavialle et
al., 2018a) (Tableau I1).

Tableau 11 : Criteres de diagnostic Tel-Hashomer (Sohar et al., 1967; Georgin-Lavialle et al.,
2018a)

Critéres majeurs Critéres mineurs

Episodes fébriles récurrents avec péritonite, | Episodes fébriles récurrents.
synovite ou pléurésie. Erythéme de type érysipéle.
Amylose de type AA sans maladie prédisposante | FMF chez un parent au premier degré.
Réponse favorable au traitement régulier a la

colchicine.

L’étude génétique permet de confirmer le diagnostic clinique et aide au pronostic par
I’identification du génotype. Elle consiste sur la recherche des mutations du gene MEFV. Elle
est indiquée en cas de suspicion clinique de FMF ou dans le cadre de dépistage familiale chez

les apparentés d’un cas homozygote ou hétérozygote composite.

La recherche des mutations fréquentes dans le géne MEFV fait appel a des techniques de
biologie moléculaire classiques et simples de PCR-digestion et ARMS (Amplification
Refractory Mutation System) ou séquencage direct de Sanger, et récemment la technique de

séquencage a haut débit qui permet une analyse rapide de la totalité du géne MEFV.

2) Application des techniques de biologie moléculaire au diagnostic génétigue de la
FMF

2.1) Séquencage de Sanger

Le séquengage de I’ADN constitue une méthode dont le but est de déterminer la succession
linéaire des bases A, C, G et T prenant part a la structure de I’ADN. La lecture de cette séquence

permet d’étudier I’information biologique contenue par celle-ci (Lamoril et al., 2008). Les
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differentes étapes de la technique automatisee de Sanger sont résumées dans la figure 7
(Lamoril et al., 2008).

’—> Extraction de ’ADN n

'

Amplification de ’ADN E
Sang total (taille moyenne: 250 a 500 pb)
(tube sur EDTA) l

Séquencgage de ’ADN .
(technique de Sanger)

.

Migration sur un séquenceur
(  electrophorése capillaire)

|

Lecture des séquences E

J 200
\
] | ] [
) 1 1 T A L i i ' b1
2 THE| IAANAIL AR, Arll] AMLa M A Y aaa ) | f Aph Al Al pRIAA
A | A A ) J
!i;'lb A I WUVY Wi T AMAN (AU | AL
| FRVLVARLRVVARTRANE R SANNRAAANALRRARA A RELVUTIN) J d

Figure 7 : Les étapes du séquencage (Lamoril et al., 2008)

Dans le séquencage par la méthode de Sanger, il est nécessaire d’amplifier I’ADN cible par
PCR (polymerase chain reaction), puis de le dénaturer afin d’obtenir un ADN simple brin. A
I’aide d’une amorce spécifique et complémentaire de brin utilisé (sens ou non-sens), identique
ou différente de celle utilise pour la PCR, une ADN polymérase effectue alors la synthese de
I’ADN complémentaire a partir de cette amorce .de ’extrémité 5 vers 3’ (Hall, 2007). Cette
enzyme ajoute les désoxyribonucléotides triphosphates (INTP) complémentaires et de maniére
aléatoire et inconstante des didéoxyribonucléotides triphosphates (ddNTP) (Hall, 2007). En
effet, le mélange réactionnel contient, outre les tampons et I’ADN polymérase, les ANTP (dA-
, dC-, dG-, dT-TP) mais aussi des ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP et ddTTP).

La réaction se faisant dans un seul tube, les ddNTP sont marqués a 1’aide de fluorophores
différents pour chaque ddNTP (quatre fluorophores, quatre couleurs). Lorsqu’un ddNTP est
incorporé a la place d’'un dNTP, I’ADN polymérase ne peut plus continuer sa polymérisation.
La réaction d’extension s’arréte (en effet, le didéoxynucléotide ne possede pas de groupe 3’-
hydroxyle indispensable a la réaction de polymérisation de I’enzyme) (Lamoril et al., 2008).

Ainsi, des fragments de différentes tailles sont obtenus apreés la réaction de PCR. Ces fragments
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sont ensuite separés par une électrophorese capillaire dont le pouvoir de résolution est trés
grand, puisqu’elle permet de séparer des fragments d’ADN ne différant que par un seul
nucléotide.

Chaque ddNTP étant marqué par un fluorophore différent, un signal lumineux sera génére sous
I’effet d’un rayon Laser, specifique de la base didéoxy incorporée. Les signaux lumineux sont
analysés par un logiciel spécifique, et le résultat de 1’analyse peut étre lu sous forme d’un
électrophorégramme (Lamoril et al., 2008) (Figure 7).

Le sequencage par la méthode de Sanger est recommandé pour les patients présentant un
phénotype clinique non-ambigu, pour rechercher des mutations dans les genes connus pour
contenir des points chauds mutationnels. Chez les patients suspectés de FMF, 1’exon 10 du
MEFV est largement exploré par séquencage. En effet, I’exon 10 contient deux points chauds,

au niveau du codon 680 et 694 (Touitou, 2001).

2.2) La technique de PCR-ARMS

PCR-ARMS (Amplification Refractory Mutation System) est une technique qui comprend deux
réactions complémentaires, réalisées sur le méme substrat d’ADN (Eisenberg et al., 1998).

i.  Une réaction est réalisée avec une amorce spécifique de la séquence de I’ADN normale
qui ne peut pas amplifier ’ADN muté au niveau du locus donnée.
ii.  La seconde réaction est réalisée avec une amorce spécifique de la séquence mutée qui

ne peut pas amplifier avec la séquence d’ADN normal.

Les deux amorces, normale et mutée, sont complémentaires des deux alléles et différent entre
elles par I'extrémité 3'. Une amorce commune dans les deux réactions est utilisée (Eisenberg et
al., 1998) (Figure 8). Pour cette technique, la Taq polymérase utilisée est dépourvue de I’activité

correctrice ou exonucléasique.
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Figure 8 : principe schématisé de la PCR-ARMS (Ameziane et al., 2005)

La figure ci-dessous est un exemple de PCR-ARMS appliquée pour la recherche du variant
pathogene p.VV726A chez des patients suspectes de FMF (Eisenberg et al., 1998). Le profil
électrophorétique permet de distinguer :

- Des patients non porteurs de la mutation recherchée,

- Des patients hétérozygotes,

- Des patients homozygotes pour la mutation recherchée.

FMF-V726A
ARMS primers:
Normal Mutant

—-200 bp
- primers

ghhaa '8». siﬁ

- 0 o -0 o
o SEEEEQQEEEE
NE ®© ©C O O '™wE® ®© O O
I<00ZZI <0022

Figure 9 : Electrophorése sur gel d’agarose pour la mise en évidence de p.V726A par PCR-
ARMS (Eisenberg et al., 1998)

Cette technique est tres utilisée pour la détection des mutations dans 1’exon 10 du MEFV :
p.M694V, p.M6941, p.M680I et p.V726A.
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2.3) La technique de PCR- RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisme)

Le polymorphisme de I'ADN est utilise comme marqueur génétique d'identification d'individus
dans de nombreux domaines. Au sein d'une population, le polymorphisme, défini comme la
résultante de variations dans la séquence de I'ADN, se traduit soit par I'apparition de phénotypes
différents, soit par des modifications des profils de restriction.

Le principe de la RFLP repose sur la comparaison de profils de coupure par les enzymes de
restriction suite a I'existence d'un polymorphisme dans la séquence d'une molécule d’ADN par
rapport a une autre. Des mutations apparaissant sur une séquence d'’ADN reconnue par une
enzyme de restriction provoquent des longueurs de fragments de restriction différentes. L'ADN
des individus a comparer est donc digéré par une ou plusieurs enzymes de restriction. Les
produits de restriction sont ensuite separés sur gel d'acrylamide ou d'agarose en présence d'un

marqueur de poids moléculaire (Tagu etJaubert-Possamai, 2018) (Figure 10).

mutation
v v v v v s v
ST ; X
LA 2
digestion i
par enzyme de restriction l g l

(v : site de coupure) |

‘| -
|
e —— i
+ e —— |
|
AR sueTs s 1

Figure 10 : Principe schématisé de la RFLP (Tagu etJaubert-Possamai, 2018)

Dans la PCR-RFLP, la région contenant la mutation d’intérét est d’abord amplifiée puis
soumise a I’action d’une enzyme de restriction spécifique du variant recherché. Le variant
recherché est mis en évidence par création ou abolition du site de restriction. Les fragments de
differentes longueurs sont séparés et visualisés aprés électrophorese sur gel et coloration au
bromure d'éthidium

La PCR-RFLP est particulierement appliquée pour la recherche du variant p.E148Q dans I’exon

2 du MEFV, en utilisant I’enzyme de restriction Aval.
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VI. COMPARAISON DES PROFILS MUTATIONNELS DU MEFV CHEZ LES POPULATIONS A

RISQUE

1. Chez les populations Nord-Africaines

Dans une étude qui a englobé 209 patients Maghrébins : 85 patients Algériens, 87 Marocains
et 37 Tunisiens. Chez tous ces patients, I’exon 10 du MEFV a été sequencé. Les deux variants
pathogenes les plus fréquemment rencontrés sont p.M694l et p.M694V, mais avec des
fréquences différentes entre les trois populations Maghrébines (Figure 11).

M6801

1% ﬁ-&-&s; 5%

4 M6SOT: 5%

E148Q
15% [

M680L;

Maroc Algérie Tunisie

Figure 11 : profils mutationnels du MEFV chez les patients Maghrébins (Belmabhi et al., 2006)

Le variant pathogéne p.M6941 est le plus fréquent parmi les patients Algériens analysés au
cours de cette étude (80 %). Au contraire, cette mutation a été rencontrée avec une fréguence
de 37% et 25%, chez les patients Marocains et Tunisiens, respectivement (Belmabhi et al., 2006).
Cependant, le variant pathogéne p.M694V est le plus fréquent parmi les patients Marocains
(49%) et Tunisiens (50%), contre seulement 5% chez les patients Algériens (Belmahi et al.,
2006) (Figure 10).

Au contraire, dans une autre étude menée sur des patients FMF Tunisiens, il a été montré que
la mutation p.M680I était prédominante (32%), suivie de p.M694V (27%), p.E148Q (18%),
p.M6941 (13%), de p.V726A (5%) et de p.A744S (3%) (Chaabouni et al., 2007).

Plus récemment, dans une étude rétrospective ayant porté sur 183 patients Algériens suspectes
de FMF, les résultats ont confirmé la prédominance de p.M6941, puisqu’elle représente a elle
seule 63,2% des alleles mutés identifiés. Elle est suivie de p.M694V, p.M680I, p.A744S et de
p.1692del (Ait-1dir etDjerdjouri, 2020). Ainsi, le profil mutationnel obtenu chez les patients
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Algériens est donné dans la figure 12, ou p.M680I et p.M694V possédent les mémes frequences

alléliques.

AT448
6.2%

M M630I
14.5%

M694V
14.5%

Figure 12 : profil mutationnel du gene MEFV chez les patients FMF Algeériens (Ait-1dir
etDjerdjouri, 2020)

En comparaison entre les patients FMF Maghrébins, la mutation p.V726A a été identifiee

uniquement chez les patients Tunisiens, alors que p.M680I est tres rare chez les Marocains.

Ainsi, ’analyse des résultats obtenus des différentes études menées sur les Maghrébins
confirment donc que les patients Algériens se distinguent par p.M6941. De plus, ces résultats
suggérent que la fréquence d’apparition des mutations associées a la FMF différe entre les

patients FMF issus des 3 pays du Maghreb.

En Egypte, une étude rétrospective récente avait impliqué une large cohorte de patients (1387)
présentant avec des symptémes évocateurs de la FMF et recrutés de la région d’Alexandrie. Les
données ont démontré que Il'allele mutant E148Q était les plus fréqguemment rencontrés chez les
patients étudiés de la Haute et de la Basse Egypte, avec une fréquence de 38,6%, suivie des
mutations M6941, V726A et A744S avec des fréquences de 18,1%, 15,8% et 9,3%,
respectivement (Mansour et al., 2019) (Figure 13, A). Au contraire, des résultats contradictoires
ont été obtenus des patients FMF originaire de la méme région d’Egypte. Les résultats ont
montré la prédominance de p.M694l (34%), suivie de p.E148Q (22.7%). D’autres variants
pathogénes p.V726A, p.M680I et p.M694V ont été également identifiés montrant surtout la
faible fréquence de p.M694V (Figure 13, B) (El Gezery et al., 2010).
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Figure 13 : profils mutationnels du MEFV chez les patients FMF d’Alexandrie (El Gezery et
al., 2010; Mansour et al., 2019)

2. Chez les populations du Moyen-Orient

Chez les Arabes du Moyen-Orient, plusieurs études génétiques ont montré que c'est la mutation
p.M694V qui prédomine, suivie de p.V726A et de p.M694I (EI-Shanti et al., 2006).

En Syrie, la mutation p.M694V est la plus commune entre les patients FMF et représente 45,8%
des alléles analysés. La mutation p.\V726A était la seconde a étre identifiée (13,9%), suivie de
p.M680I (9.6%), p.E148Q (6%) et de p.M694I (4.8%) (Mattit et al., 2006). La prédominance
de p.M694V a été confirmée plus récemment sur un échantillon de 302 patients Syriens. Ainsi,
p.M694V est la plus commune (24.1%), alors que la seconde mutation la plus identifiée est
p.E148Q (13.5%), suivie de p.V726A (11,4%), p.M680I(G/C) (10,3%). De méme que
précédemment, p.M694l est la moins fréquente chez les patients Syriens (8.2%) (Jarjour
etJamra, 2017).

Au Liban, 23 variants nucléotidiques du géne MEFV ont été recherchés chez 332 patients non
apparents, originaires du sud du pays. Les variants suivants ont été obtenus avec les fréquences
alléliques : p.M694V étant le plus commun, suivi de p.E148Q (17,1%), p.V726A (15,7%) et
p.M694lI (13,2%) (El Roz et al., 2020). Ces résultats confirment les résultats déja obtenus au
Liban ou la prédominance de p.M694V a été montree (26.1%), alors que p.M6941 a été
identifiée avec une fréquence allélique de 9,6% (Sabbagh et al., 2008).

Dans une étude rétrospective Jordanienne ayant impliqué 3359 patients cliniqguement

diagnostiqués comme FMF, 12 mutations ont été recherchées. La mutation la plus fréquemment
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identifiée est p.M694V (30%), suivie de p.V726A (20%), alors que p.M694I a été identifiée
avec une frequence de 8,3% (Habahbeh et al., 2015) (Figure 14).

W E 148Q m M694V BmV726A W M694I
B M6801 G/C M P369S W A744A B OTHER MUTATIONS

39 3%

Figure 14: spectre mutationnel du MEFV chez des patients Jordaniens (Habahbeh et al., 2015)

Ainsi, ces résultats ont montré que la mutation p.M6941 est moins identifiée chez les patients
FMF Arabes du Moyen-Orient, comparée aux patients FMF Algériens. De plus, p.V726A est
plus fréquente chez ces populations par rapport a la population Algérienne.

La recherche des mutations du MEFV chez les Juifs Non-Ashkénaze du Moyen-Orient a été
réalisée. La mutation p.M694V a été retrouvée avec une fréquence allélique importante de
76,8%. Elle est suivie de p.E148Q (9,73%) et de p.V726A (11,71%). Les variants p.M6941 et
p.M680I sont tres rares, retrouvés avec des fréquences alléliques de 0,8% et 0,4%,

respectivement (Sharkia et al., 2013).
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3. Population Turque

La Turquie est I’un des pays au monde ou la FMF n’est pas considérée comme étant une maladie
rare. Dans une étude ou 6122 alléles analysés, la mutation p.M694V a été identifiée avec une
fréquence de 15,6— 52,2% (moyenne de 29,3%), p.V726A avec une fréquence allant de 1,5 a
9,7% (moyenne de 4,8%), p.M680I (1,5- 15,5% ; moyenne de 7,6%) et p.E148Q avec une
fréquence de 3,2 a 13,9% (moyenne de 5,5%) (Papadopoulos et al., 2010).

Dans une étude ayant englobé 1435 patients vivant dans la partie centrale d’ Anatolie, il a été
observé que les quatre mutations les plus fréquentes sont : p.M694V, p.M680I [G/C], p.E148Q
et p.V726A. Mais de plus cette étude a montré que ce profil mutationnel est identique a celui
rapporté dans les autres régions de Turquie. Dans cette étude p.M694V représente a elle seule
48,79% des alléles mutés identifiés, suivie de p.M680I (14,86%), de p.E148Q (13,7%) et de
p.V726A (12.35%). En revanche, il est a remarquer que p.M6941 est extrémement rare (0,54%)
(Yilmaz et al., 2016).

4. Population Arménienne

En Arménie, I’analyse moléculaire du MEFV a été realisée chez 3000 patients issus de
différentes régions du pays. La moitié des alléles mutés étaient représentés par p.M694V
(50,6%), suivie principalement par p.V726A (22,3%) et p.M680I (18,7%), alors que p.M694I
était tres rare (0,4%) (Sarkisian et al., 2005; Sarkisian et al., 2008).

5. Autres populations Méditerranéennes

En 2008, une méta-analyse basée sur 16756 chromosomes de patients FMF originaires de 14
populations Méditerranéennes a risque : Arabes, Arméniens, Crétois, Chypriotes, Frangais,
Grecques, ltaliens, Juifs, Jordaniens, Libanais, Espagnols, Syriens, Tunisiens et Turcs). Cette
méta-analyse a révélé que les mutations du MEFV ne sont pas uniformément distribuées le long
de la région Méditerranéenne. Les cing mutations les plus identifiées au cours de cette analyse
sont : p.M694V (39,6%), p.V726A (13,9%), p.M680I (11,4%), p.E148Q (3,4%) et p.M694I
(2,9%) (Papadopoulos et al., 2008).
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VII. CONCLUSION

Bien que la FMF touche essentiellement les populations originaires du bassin méditerranéen, le
géne MEFV a été peu exploré dans les populations maghrébines ; en effet I’incidence de la FMF

dans ces pays reste toujours inconnue.

Les résultats de certaines études génétiques effectuées sur différentes populations a risque ont
mis en evidence la nette prédominance de la mutation p.M694V, suivie dans la majorité des cas
de p.V726A, mais également la rareté de p.M6941 chez ces populations. Au contraire chez les
patients Algeriens, le profil mutationnel observé montre la prédominance de p.M694l, la faible
fréquence de p.M694V et I’absence de p.V726A.

De plus, la récurrence de p.M6941 dans la population algérienne en particulier pourrait suggérer
qu’elle serait originaire d’Algérie et s’est ensuite propagée vers les autres pays Maghrébins.
Cependant, il serait intéressant de rechercher une éventuelle répartition différentielle des

mutations du MEFV en fonction des grandes régions géographiques du pays.

Sur le plan pratique, les résultats de cette analyse permettront d'orienter en premier lieu le
diagnostic génétique spécifiquement vers la mutation p.M694I. L'instauration d'un diagnostic
moléculaire de la FMF en Algérie est d’une importance capitale aussi bien pour les Cliniciens
que pour les patients. Il pourra permettre de sensibiliser les familles potentiellement porteuses

sur les effets néfastes des mariages consanguins.
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Résumé

La fievre Méditerranéenne familiale (FMF) est une maladie auto-inflammatoire monogénique,
a transmission autosomique récessive. Le géne responsable de cette maladie est le MEFV qui
code pour la pyrine. La FMF touche essentiellement les populations du bassin méditerranéen,
mais le géne MEFV a été peu exploré dans les populations maghrébines. Dans cette étude
rétrospective, la comparaison des profils mutationnels du MEFV chez les populations
Méditerranéennes a risque a montré que la mutation p.M6941 est prédominante chez les patients
FMF Algériens. Au contraire cette mutation est moins fréquente a rare chez le reste des
populations a risque.

Mots clés : FMF, Profil mutationnel, Populations méditerranéennes, MEFV, pyrine, p.M694l.

Abstract

Familial Mediterranean Fever (FMF) is an autosomal recessive monogenic auto-inflammatory
disease. FMF is due to mutations in the MEFV gene which encodes for the pyrin protein. FMF
affects mainly the populations of Mediterranean origin, however the MEFV has been poorly
explored among the Maghrebian populations. In this retrospective study, the comparison of
mutational profiles among the Mediterranean populations at risk showed the predominance of
p.M6941 mutation among the Algerian FMF patients, which contrasts with other populations at
risk.

Key words: FMF, Mediterranean populations, MEFV, Mutational profile, p.M694l, pyrin.
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