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Introduction

La fiévre méditerranéenne familiale (FMF ; OMIM 249100) est la fievre héréditaire la plus
récurrente affectant la Méditerranée orientale, a savoir les Arabes, les Juifs séfarades, les
Turcs et les Arméniens(Ben-Chetrit et al., 2009; El-Shanti et al., 2006). Cependant, la FMF
est maintenant reconnue, dans le monde entier, pour inclure des populations d'origine non
méditerranéenne (Verrecchia et al., 2015). Cliniquement, elle se caractérise par la survenue
depuis D’enfance d’¢épisodes récurrents de fieévre avec majoritairement des douleurs
abdominales et un syndrome inflammatoire biologique (Georgin-Lavialle et al., 2018).

Le traitement de la FMF repose sur la colchicine prise tous les jours, a vie, afin de prévenir
I’apparition I’amylose rénale (Goldfinger, 1972) qui est la complication a long terme la plus
délétere pouvant entrainer une insuffisance rénale et la mort chez les patients non traités
(Obici and Merlini, 2012; Scarpioni and Obici, 2018).

Génétiquement, il s’agitd’une maladie a transmission autosomique récessive associée a des
mutations dans le géne MEFV (MEditerraneanFeVer),identifi¢ en 1997 (The International
FMF Consortium, 1997; The French FMF Consortium et al., 1997).

Le géne MEFV, est localis¢ sur le chromosome 16 (16p13.3) (The International FMF
Consortium, 1997; The French FMF Consortium et al., 1997)et code pour une protéine de 781
acides aminés pyrine/marenostrine, principalement exprimée dans les neutrophiles, les
monocytes, les cellules dendritiques et les fibroblastes (Centola et al., 2000).

Bien que 389 variants du gene MEFV ont été a ce jour identifiés dans la base de données
INFEVERS (https://infevers.umai-montpellier.fr/),cinq seulement d’entre eux sont principaux
et sont responsables de plus de 85% des cas de FMF: p.M680I, p.M694V, p.M6941 et
p.V726A, ils sont regroupés dans 1I’exon 10, tandis que p.E148Q dans 1’exon 2 (Ozdogan and
Ugurlu, 2019; Touitou, 2001). Plusieurs ¢tudes ont rapporté¢ des mutations fondatrices
associées a la FMF, différemment réparties entre les populations méditerranéennes (El-Shanti
et al., 2006; Papadopoulos et al., 2008; Touitou, 2001) mais en Algérie, les variants
pathogénes du géne MEFV restent encore mal explorés.

L’exploration moléculaire du géne MEFV est toujours en cours par recrutement de nouveaux
patients potentiels. C’est dans ce cadre que s’inscrit 1’objectif de la présente étude en
recherchant trois mutations qui touchent I’exon 10 du MEFV : p.M6941, p.M694V et p.M680I1
chez un groupe de patients, cliniquement suspectés de FMF. En effet, ces mutations ont été
identifiées comme les plus récurrentes parmi les patients FMF Algériens(Ait-Idir and

Djerdjouri, 2020). Pour cela, la technique utilisée est la PCR spécifique d’all¢les.
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1 Généralités sur la FMF

La fievre méditerranéenne familiale (FMF, OMIM 249100), anciennement appelée maladie
périodique, appartient au groupe des maladies auto-inflammatoires monogéniques qui
résultent d’une dérégulation de ’immunité innée. Ces maladies ont été initialement définies
par la présence d’un syndrome inflammatoire biologique non spécifique, et par opposition aux
maladies auto-immunes, par une absence d’auto-anticorps et de lymphocytes T activés
(McDermott et al., 1999). Par la suite, il a été mis en évidence que 1I’IL1[, principale cytokine
pro-inflammatoire, joue un role majeur dans la physiopathologie de cette nouvelle classe de
maladies. De ce fait, elles ont été redéfinies comme des affectionsliées aune sécrétion non

controlée d’IL1p par les cellules de I’'immunité innée(Di Donato et al., 2021).

1.1 Epidémiologie

On estime a 150000 le nombre de personnes atteintes de FMF dans le monde. Cette maladie
touche les populations qui sont surtout originaires du pourtour méditerranéen : ainsi, les
populations les plus a risque sont arménienne, turque, juive séfarade et arabe (Verrecchia et
al., 2015).

Du fait des mouvements importants de populations depuis le XXe siécle, la FMF peut se voir
partout dans le monde (Ben-Chetrit and Touitou, 2009; Verrecchia et al., 2015). Les cas de
FMF au Japon étaient rares avant 1’avénement de la génétique mais ils sont maintenant

rapportés a une fréquence croissante, soit environ 320 patients au total (Migita et al., 2016).

1.2 Manifestations cliniques

Les principales manifestations sont des poussées inflammatoires des séreuses impliquant
classiquement le péritoine, la plévre ou les articulations accompagnées typiquement de fievre
et d’une élévation des marqueurs sériques d’inflammation (Georgin-Lavialle et al., 2018).

Les premiers symptomes de la FMF apparaissent a I’enfance dans 50% des cas (Ben-Chetrit

and Levy, 1998), et avant l'age de 20 ans chez environ 90% des patients(Sohar et al., 1967).
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La FMF évolue par des attaques récurrentes et de résolution spontanée de fiévre et

d'inflammation de séreuses, de durée 12- 71 heures(Ben-Chetrit and Levy, 1998; Padeh and
Berkun, 2016).
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L'intervalle entre les épisodes est extrémement variable, allant de quelques semaines a
plusieurs années(Sar1 et al., 2014).

L’Amylose rénale AA est la complication a long terme la plus délétére qui peut conduire a
une insuffisance rénale et au déces chez les patients non traités (Obici and Merlini, 2012;

Scarpioni and Obici, 2018).

2 Aspect génétique

2.1 Description du géne
Le gene MEFV (MEditerraneankFeVer) responsable de la FMF a été identifié¢ en 1997 sur le

bras court du chromosome 16 humain, par 1’approche de clonage positionnel (French FMF
Consortium., 1997; The International FMF Consortium., 1997). Le MEFV est un géne dont la
taille est environ 10kb, composé de 10 exons et code pour un transcrit de 3505 nucléotides
(Figure 1). Ce geéne code pour une protéine pyrine/marenostrine de 781 acides aminés

(French FMF Consortium., 1997; The International FMF Consortium., 1997).

2.2 Mutations du géne MEFV

Dans les populations a risque, 75 a 85% des cas de FMF sont dus auxmutations touchant :

L'exon 10: p.M694I (c.2082G>A), p.M694V (c.2080A>G), p.M680I (c.2040G>C)
etp.V726A (c.2177T>C).

- L'exon 2 :p.E148Q (¢.442G>C) (Ozdogan and Ugurlu, 2019; Touitou, 2001).

Actuellement, d’apres la base de données INFEVERS, 389 variants ont été¢ rapportés. Ces

variants ont ét¢ classés selon leur signification clinique :

- Variants pathogenes (en rouge, figure 1) : décrits uniquement dans 1’exon 10. Ils’agit
des variants: p.M6941, p.M694V, p.M680I et p.V726A.

- Variants probablement pathogénes (Likelypathogenic) : (bleu, figure 1).

- Variants de signification incertaine ou VUS (VariantsUncertainSignificance) (vert,
figure 1): parmi ces variants, figure p.E148Q.

- Variants probablement bénins.

- Variants bénins.

- Variants non résolus (unsolved).

- Variants non classés.
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[Exun 2 [Exon 10
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-
K s
MEFV - NM_000243.2

Figure 1:Structure du gene MEFV et quelques variants de séquence qui peuvent toucher certains exons(exons 2,3,5 et 10)

(https://infevers.umai-montpellier.fr/)
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De plus parmi les variants rapportés, certains ont statut validé et d’autre leur statut n’est pas

encore validé, c’est-a-dire leur classification peut étre changée (https:/infevers.umai-

montpellier.fr/web/search.php?n=1).

2.3 Origine et propagation des mutations fondatrices a travers le monde

La fréquence trésfréquente des mutations pathogenes du MEFV dans le bassin méditerranéen
s'explique principalement par un effet fondateur (Milenkovi¢ J et al., 2020). Les mutations du
MEFYV sont probablement apparues a I'époque prébiblique et ont été disséminées dans
diverses populations, ou elles se trouvent encore aujourd'hui, avec une distribution non

uniforme.

Mutation p.M694V a été introduite en Espagne et en Afrique du nord probablement par les
marins (Phéniciens) qui sillonnaient la méditerranée depuis le Moyen-Orient. Plus tard au 8™
siécle, ’arrivée des musulmans par voie terrestre a contribué a la propagation de cette
mutation dans ces deux régions du monde (Ben-Chetrit and Touitou, 2009).

Depuis le Moyen-Orient, la mutation p.V726A est arrivée en Arménie, Turquie et en Europe

soit par les voies terrestres soit par la voie maritime (Ben-Chetrit and Touitou, 2009).

La mutation p.M694I pourrait également étre considérée comme ancienne, présente chez la
population autochtone d’Afrique du nord (Berberes). Ainsi, cette mutation était présente en
Afrique du Nord avant l'islamisation au VIle sieécle de notre ére (Yepiskoposyan and
Harutyunyan, 2007).

La datation des principales mutations du MEFV a permis d’estimer 1’apparition des mutations
p-M694V, p.M6941, p.V726A, p.M680I et p.E148Q, respectivement a 7000, 8500, 15000,
23000 et 30000 avant JC (Jalkh et al., 2008).
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Figure 2:Origine et les voies de propagation des deux mutations, p.M694V et p.V726A (Ben-Chetrit and Levy, 1998)
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2.4 Produit du géne MEFV : la pyrine

La pyrine est une protéine composée de cinq domaines distincts :

Le domaine PYRIN (résidus 1 a 95), codé par I’exon 1 ;

Le domaine basique du facteur de transcription bZIP (résidus 266 a 280), dont la
région codante se situe dans I’exon 2 ;

Le domaine du doigt de zinc B-box (résidus 375 a 407), codé par une région située
dans I’exon 3 ;

Un domaine hélicoidal (bobine enroulée) (résidus 408—594), codé par les exons de 3 a

8 ; Le domaine B30.2 (PRYSPRY) C-terminal (résidus 598 a 774) cod¢ par I’exon 10.

MEFV gene

Pyrin protein 3 ’—‘\

1 | \

781 amino acids @} bZIP || B E':K: B30.2
ey -

~14.6 kb @ : . =
{317bp  633bp 350bp  96bp  231bp™,23bp 1l6bp  33bp 33bpi 1667bp
P mesonL,
5242R T57TAIN/SE |Eg2d:3|r :
P M694del,
S208T |E244K < PATBY LS mgoan,
V726A

1-92 266-280 370-412  420-440 597-776

Figure 3: Représentation schématique des domaines de la pyrine ainsi que les exons les

codant (Schnappauf et al., 2019)

La structure tertiaire de la protéine entiere est inconnue, seule la structure tertiaire du domaine
PYD (PDB id : 2MPC), B30.2 (PDB id : 2WL1) (Figure 4)et du fragment C-terminal coiled-
coil/B30.2 (PDB id : 4CG4) sont étudiés par approche bioinformatique (Weinert et a/., 2015).

D'un point de vue fonctionnel, le domaine B30.2 est particuliérement intéressant car il est le

siege de sept des huit mutations les plus courantes associées a laFMF dont lap.M694I (¢.2082
G>A), p-M694V (c.2080 A>G) et p.M680I (¢.2040 G>C) (Weinert et al., 2015).
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Figure 4:Structure tridimensionnelle native (PDB ID : 2WL1) du domaine pyrine B30.2
visualisé par PDBe(https://www.ebi.ac.uk/pdbe/node/1)

3 Corrélation génotype phénotype

La FMF est caractérisée par une hétérogénéité clinique due a une hétérogénéité génétique. Le
spectre clinique associé aux mutations du gene varie de 1’absence totale des symptomes aux
complications séveres, telles que le développement de I’amylose. En effet, les mutations qui
causent la FMF peuvent avoir une pénétrance incomplete et une expressivité trés variable.
Elle est retrouvée dans la plupart des alleéles complexes identifiés, ce qui suggere 1’implication
d’autres facteurs génétiques, ou environnementaux dans I’expression phénotypique de la FMF
(Medlej-Hashim et al., 2004).

De nombreux génotypes ont été observés, les patients étant soit homozygotes pour une
mutation donnée, soit hétérozygotes composites, chaque all¢le étant porteur d’une mutation
différente. Des alléles complexes ont également été observés, comportant 2 ou 3 mutations
différentes en cis sur le méme alléle.La maladie est généralement décrite comme ayant une
transmission autosomique récessive, mais des hétérozygotes symptomatiques sont de plus en

plus rapportés(Moradian et al., 2010).
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La pénétrance de p.M694V est tres élevée. Plusieurs études ont montré qu’elle est corrélée a
des phénotypes particulierement séveres.Les homozygotes pour cette mutation présentent
souvent des acces inflammatoires fréquents avec atteinte articulaire et myalgies fébriles de
durée prolongée, et une prévalence élevée de I’amylose rénale(Ece et al., 2014; Kasifoglu et
al.,2014).

De plus, Le génotype homozygote pour p.M694V est associé a un début précoce de la
maladie en comparaison avec les autres génotypes (Ebrahimi-Fakhari et al., 2013).

Les patients homozygotes pour p.M6941 ou p.M680I ou hétérozygotes composites pour les
deux mutations affectant les codons 694 et 680, peuvent également avoir un phénotype aussi

sévere que celui des homozygotes pour p.M694V (Touitou, 2001).

4 La physiopathologie

Il est aujourd’hui admis que la production de I’'IL-1 dépond de la formation d’un
inflammasome intracellulaire par 1’intervention de la protéine pyrine qui est codée par le géne
MEFYV et cela en cas d’activation de la cellule immunitaire via des signaux de dangers(Park et
al., 2016). En I’absence de stimulation, la pyrine est inhibée grace a une protéine régulatrice
dénommée Pyr 14.3.3 qui se fixe a la pyrine via un résidu phosphorylé lui-méme dépendant
de la protéine transmembranaire RhoAGTPase. En 1’absence de stimulation de la
RhoAGTPase transmembranaire, celle-ci entraine une phosphorylation de la pyrine qui
permet la liaison avec la protéine régulatrice. En cas de mutation de la pyrine, la
phosphorylation ne peut pas s’effectuer, on observe donc une activation constitutionnelle de
I’inflammasomepyrine responsable d’une sécrétion accrue d’interleukine 1. En présence de
colchicine, la phosphorylation pourrait étre restaurée, expliquant [’efficacité de ce

médicament dans la fi¢vre méditerranéenne familiale(Gao et al., 2016).

5 Traitement

Les objectifs du traitement de la FMF sont 1'amélioration de la qualité de vie, la réduction de
la fréquence, de la sévérité et de la durée des crises et la prévention des dommages a long
terme, en particulier I'amylose AA, en minimisant I'inflammation chronique/subclinique. Il
existe une grande hétérogénéité entre les individus en ce qui concerne le type et la sévérité des

crises. Par conséquent, le traitement doit étre adapté individuellement en surveillant
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les crises et les marqueurs inflammatoires/la protéinurie (Knieper et al., 2017).

Le traitement de la FMF peut étre divisé en trois parties :

- Le traitement des crises et la prophylaxie de I'amylose AA,

- Traitement des épisodes aigus,

- Gestion des affections comorbides et des complications.

Avant 1972 et 'observation séminale que la prophylaxie par la colchicine diminue les crises
de la FMF et par conséquent le risque d'amylose AA, plus de 50 % des patients atteints de la
FMF mouraient d'amylose(Sohar et al., 1967; Zemer et al., 1986). Mais méme récemment,
I'amylose AA est un probléme majeur chez les patients atteints de FMF, affectant jusqu'a 10%
des patients dans de grandes séries (Kasifoglu et al., 2014). Quatre essais controlés
randomisés (Goldstein and Schwabe, 1974; Zemer et al., 1974)et des décennies d'expérience
concrétisent la sécurité et 1'efficacité de la colchicine dans le traitement de la FMF. Le risque
d'amylose chez les patients qui adhérent au traitement a la colchicine est inférieur a 1 % a
long terme, méme en l'absence d'un contrdle complet des crises (Zemer et al., 1986). Par
conséquent, la prophylaxie a vie par la colchicine est recommandée chez tous les patients
atteints de FMF, quels que soient les symptomes, a moins qu'un effet secondaire grave ne
survienne ou une résistance a la colchicine (non-réponse) qui est un cas tres rare (moins de
5%) on parle de colchicino-résistance,malgré des doses maximales de la colchicine et apres
avoir vérifi¢ quel observance est parfaite et qu’il n’y a pas d’autre maladie inflammatoire
associée(Corsia et al., 2017; Giil, 2016; Ozen et al., 2016; Ozen et al., 2017). Dans ce cas les
inhibiteurs del’ll-1 sont les premiers candidats compte tenu de I’implicationde cette
interleukine dans la physiopathologie des crises. EnFrance, les molécules inhibitrices de I’'IL-
1 disponibles sontl’anakinra et le canakinumab(Georgin-Lavialle et al., 2018), mais vu que la
colchicine est le seul traitement qui a prouvéson efficacité pour prévenir 1’apparition de
I’amylose AA, il estconseillé de la poursuivre lorsqu’on introduit une biothérapie,
parprudence on conserve 1 mg/j a adapter a la fonction rénale(Hentgen et al., 2013; Ozen et

al., 2016).0On I’arrétera en cas de contre-indication a la colchicine et en cas dedialyse.
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L’objectif de cette étudea consistéenl’identificationdu profil mutationnel du geneMEFV chez
des patients Algériens cliniquement suspectés de FMF; pour cela trois
mutations,p.M6941,p.M694V etp.M6801, situées dans I’exon 10 ont été¢ recherchées par la
technique de PCR spécifique d’alleles ou PCR-ARMS (dmplification RefractoryMutation

System).

1 Patients
Cette ¢tude a impliqué 13 patients (sept de sexe masculin et six de sexe féminin) non
apparentés, recrutés des services de :
e Néphrologie (C.H.U. de Tlemcen),
e Pédiatrie (Hopital central de 1’armée,hdpitaux de Thénia etEl-Bayad).
Pour chaque patient un questionnaire a été rempli pour obtenir des informations sur les :
e Données dermographiques : sexe, date de naissance.
e Manifestations cliniques : fievre,douleursabdominales, articulaires et/outhoraciques,
e Antécédents familiaux de la FMF et la consanguinité.

e Traitement a la colchicine.

2 Analysegénétique
La recherche des mutations p.M6941, p.M694V et p.M680I par PCR-ARMS a été réalisée a
partir d’ADN génomique extrait a partir de sang total.

2.1 Extraction de PADN génomique a partir du sang total

L’extraction de ’ADN a été réalisée a partir du sang total, recueilli sur des tubes contenant un
anticoagulant (EDTA).

La méthodeutilisée est « salting-out »ou de relargage par les sels dont le principe est basé sur
I’utilisation d’unesolution salinesaturée conduisant a 1’¢limination des protéines par
précipitation (Miller et al., 1988).

L’extraction d’ADN génomique passe par 3 étapes :

2.1.1 Isolement des leucocytes

Le sang est d’abord traité avec une solution hypotonique : la solution de lyse des globules
rouges (SLR) a base de Tris (Tris-base 10 mM a pH 7.6 ; MgCl, 5 mM et leNaCl 10 mM).
Apres incubation pendant 20minutes dans des bacs de glace, les tubes sont centrifugés (5000

rpm,4°C, 10 minutes). Lesurnageantest ¢liminé et le culot leucocytaireest traité de nouveau
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par la solution de SLR.Cette opérationestrépétée jusqu’a I’obtention de culots leucocytaires

clairs.

2.1.2 Lyse des leucocytes et déprotéinisation

Les leucocytes purifiés sont remis en suspension dans 1a 2ml d’une solution de lyse des
globules blancs ou SLB (Tris-base 10mM a pH 7.6; EDTA 10mM a pH 8 ;NaCl 10
mM),additionnéed’un détergent ionique, le SDS (sodium dodécyl-sulfate) a une concentration
finale de 1% et de la protéinase K a une concentration finale de 100pg/ml.L’incubationse fait
au bain-Marie sous agitation, a 37°C pendant toute la nuit.

La déprotéinisation est réalisée avec 800ul d’une solution saline saturée de NaCl 6M.Apres
centrifugation (7000 rpm, 25 minutes,4°C), les surnageants contenant I’ADN génomique sont

récupéres.

2.1.3 Précipitation de I’ADNgénomique par l’éthanol absolu

L’ADN génomique est précipité par I’éthanol absolu en ajoutant deux volumes aux

surnageants, ce qui permet sa récupération sous forme de filaments blancs (méduse).

La méduse obtenue est ensuite transférée dans un autre tube, puis rincée avec 1’alcool a 70%.
Aprées séchage, I’ADN est dissout dans une solution stérile de T.E (Tris-base 10mM ; EDTA
0.2mM, pH 8).
La concentration d’ADNgénomique extrait a ét¢ déterminée en mesurant la densité optique
(D.O) a 260nm.
La pureté de ’ADN extrait a été estimée par le rapport de la DO 260 /280 (un ADN pur

possede un rapport compris entre 1,8 et 2).

2.2 Recherche des mutations

La recherche des mutations ponctuelles connues p.M6941, p.M694V et p.M680I a été réalisée
par la technique de la PCR-ARMS.

2.2.1 Principe de la PCR-ARMS

La PCR est une technique permettant d’amplifier in vitro des séquences d’ADN par répétition
d’un cycle de trois étapes (Mullis, 1990) :

- Dénaturation initiale de I’ADN,

- Hybridation des amorces,

- Elongation des amorces.
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La PCR-ARMS est une variante de la PCR, appliquée pour distinguer deux all¢les d’un méme

géne ne différant que par un seul nucléotide. Ainsi, elle est appliquée pour 1’étude d’un

polymorphisme bi-allélique ou a la recherche d’une mutation ponctuelle (Chiaroni et al.,

2011). Elle est basée surle principe de mésappariement d’une amorce en 3’ qui

empéchel’amplification du fragment. Cette technique nécessite 1’utilisation d’une ADN

polymérase dépourvue d’une activité exonucléase 3°-5’.

Deux amplifications sont réalisées en parallele. Une des amorces est commune aux deux

réactions d’amplifications.La deuxiéme amorce existe en deux versionsne différant que par le

dernier nucléotide en 3 :

e [’une spécifique de I’alléle normal qui s’hybride et amplifie spécifiquement 1’all¢le

normal,

e [’autre spécifique de la séquence mutante s’hybride et amplifie I’allele muté(Chiaroni

etal., 2011 ;Vassias, 2012) (Figure5).
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Figure S:schéma légendé du Principe de la PCR-ARMS.

Les amorces P1 et P2 différent en 3’ d’une base. L’amorce P2 ne permettra pas

I’amplification de I’allele car le mésappariement en 3’ ne permet pas 1’élongation de I’amorce

(Vassias, 2012).
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2.2.2 Détection des mutations par PCR-ARMS

L’application de la PCR-ARMSpourl’identification des mutations touchant I’exon 10 du géne

MEFV a été introduite par Eisenberg et al.(Eisenberg et al., 1998).

Pour chaque mutation recherchée, un couple d’amorcesspécifiques a été utilisé (Tableau I).

Tableau I: Séquence des amorces utilisées pour 1’identification des mutations recherchées

(Eisenberg et al., 1998).

p.M6801
¢.2040G>C

5’-ATTATCACCACCCAGTAGCCATTCTCTGGCGACAGAGCC-3’(N)
5’-ATTATCACCACCCAGTAGCCATTCTCTGGCGACAGAGCG-3’(M)

Amorces Séquences des amorces Taille de
I’amplicon
< 5’-TATCATTGTTCTGGGCTC-3’(C) 184pb
E C/.\D 5’-CTGGTACTCATTTTCCTTC-3’ (N)
% g 5°-CTGGTACTCATTTTCCTTT-3’ (M)
B
o 5’-TGACAGCTGTATCATTGTTCTGGGCTCTCCG-3’(C) 212Pb
? Q 5’-TCGGGGGAACGCTGGACGCCTGGTACTCATTTTCCTTCCT-3’(N)
E; g 5’-TCGGGGGAACGCTGGACGCCTGGTACTCATTTTCCTTCCC-3’(M)
<
5’-TTAGACTTGGAAACAAGTGGGAGAGGCTGC-3’ (C) 230pb

C : amorce commune ; N : amorce spécifique de I’allele normal ; M : amorce spécifique de

I’allele muté

Les mutations recherchées touchent une partie de la séquence de I’exon10 du MEFV (Figure

6)
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5’-TTAATGT
GATTCTGGAT GCAGAAACCG CTTACCCCAA CCTCATCTTC TCTGATGATC TGAAGAGTGT
TAGACTTGGA AACAAGTGGG AGAGGCTGCC TGATGGCCCG CAAAGATTTG ACAGCTGTAT
CATTGTTCTG GGCTCTCCGA GTTTCCTCTC TGGCCGCCGT TACTGGGAGG TGGAGGTTGG
AGACAAGACA GCATGGATCC TGGGAGCCTG CAAGACATCC ATAAGCAGGA AAGGGAACAT
GGCTCTGTCG CCAGAGAATG GCTACTGGGT GGTGATAATG AGGAAGGAAA ATGAGTACCA
C A ¢.2082G>A

¢.2040G>Cp.M p-M6941

6801
GGCGTCCAGC GTTCCCCCGA CCCGCCTGCT AATAAAGGAG CCTCCCAAGC  GTGTGGGCAT-3

Figure 6:Séquence amplifiée montrant les mutations recherchées (https://infevers.umai-

montpellier.fr/

En pratique, pour chaque échantillon d’ADN, deux réactions de PCR sont réalisées :

e Réaction 1: concerne I’amplification de I’allele normal avec I’amorce commune et
I’amorce spécifique de 1’allele normal.
e Réaction 2: concerne I’amplification de I’alléle muté avec I’amorce commune et

I’amorce spécifique de 1’allele muté.

La PCR-ARMS est une technique qui permet de mettre en évidence trois situations possibles :

a. La présence d’une bande d’amplification avec I’amorce spécifique de 1’allele normal
seulement.

b. Présence d’une mutation a 1’état hétérozygote : présence d’une bande d’amplification
avec l’amorce spécifiquede D’allele normal et une amplification avec 1’amorce
spécifiquede 1’allele muté.

c. Présence d’une bande d’amplification uniquement avec I’amorce spécifique a I’all¢le

muté :la mutation est a I’état homozygote.

La composition des milieux réactionnels pour les trois mutations différe par la concentration

en MgCl, en fonction de la mutation recherchée.
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Tableau II: Composition du milieu réactionnel

Concentration finale des réactifs
Composants p-M6941 p-M694V p-M6801
Tampon de PCR(5X) 1X 1X 1X
MgCl, (25mM) 3.5mM 1.5mM 1.5mM
dANTP(10mM) 0.2mM 0.2mM 0.2mM
Amorce commune (10uM) 0.1uM 0.1uM 0.1uM
Amorce N ou M(10uM) 0.1uM 0.1uM 0.1uM
Tagpolymérase 0.25U 0.25U 0.25U
Eau ultra-pure, QSP 100pl 100pl 100pl

Les réactions de PCR se font dans un volume réactionnel de 25ul par tube: 2ul d’un
¢chantillon d’ADN génomique a analyser (100- 200ng/pl) et 23ul du mélange réactionnel.
Parallélement aux échantillons d’ADNa analyser,2 témoins dont les génotypes sont connus
sont mis a amplifier :

Un témoin positif qui posseéde la mutation recherchée a 1’état homozygote ou hétérozygote.
Un témoin normal qui ne posseéde pas de mutation.

Un témoin négatif (dans lequel I’ADN est remplacé par 2ul d’eau ultra-pure ayant servi au
mélange réactionnel) a été également mis a amplifier dans les méme conditions que les autre
¢chantillons.

Les conditions d’amplification sont spécifiques a chacune des trois mutations recherchées

avec une différence portant sur les températures d’hybridation des amorces (Tableau III).
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Tableau III: Conditions d’amplification

Mutation recherchées
Les étapes de PCR p-M6941 p-M694V p-M6801
Dénaturation initiale de PADN 94°C,10min 94°C,10min 94°C,10min

Dénaturation 94°C, 15s 94°C,15s 94°C,15s
35 Cycles Hybridation 56°C,30s 63°C, 30s 63°C,30s
Elongation 72°C,10s 72°C,10s 72°C,10s

Elongation finale 72°C,10min 72°C,10min 72°C,10min

2.3 Electrophorése et visualisation des produits d’amplification

L’¢lectrophorése sur un gel d’agarose consiste a séparer les macromolécules en fonction de
leur vitesse de déplacement a travers un gel sous 1’effet d’un champ électrique. Etant chargés
négativement,les acides nucléiques migrent a une vitesse inversement proportionnelle a leur

taille(Aaij and Borst, 1972).

La séparation des fragments amplifiés se fait par une électrophorése sur un gel d’agarose a
1.5%.Le gel est préparé dans le tampon T.B.E.1X (Tris-base 53.9 g ; Borate 27.5g ; EDTA
2Na 3.72g ; pH=8.3) mélangé au bromure d’éthidium (0.5pg /ml), un agent fluorescent qui

permet la visualisation des bandes d’ADN sous la lumiére ultra-violette.

12 ul de chaque réaction de PCR sont mélangés avec 3ul de tampon de charge (tampon de
dépot dont la concentration est 6X), puis mis a migrer pendant 30min dans un champ
¢lectrique de 100V.Les marqueurs de taille ainsi que les témoins (positifs et négatif) sont

¢galement mis a migrer en méme temps que les produits PCR.

Les bandes de migration sont révélés par les rayons UV émis par un trans-illuminateur relié¢ a

un écran d’ordinateur.
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Chapitre 11l : Résultats et discussion

1 Résultats

1.1 Traitement desdonnées cliniques des patients

L’analyse des données des patients choisis pour cette étude nous ont permis de savoir que la
plupart des patients sont moins de 16ans donc a 1’age pédiatrique et seulement quatre patients

qui ont dépassés 30ans.

Les symptomes cliniques des 13 patients étudiés sont présentés dans 1’histogramme ci-

dessous (Figure 7)
9
8
7
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2 5
2
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2 3
()
g’ yj
o 1
c
0
Fievre douleurs douleurs douleurs amylose
abdominales articulaires thoraciques
les symptomes

Figure 7:Répartition des signes cliniques de FMF observés dans notre cohorte.

La fievre est le symptome le plus dominant et on la trouve chez 8 patients sur 10 (les trois
autres patients on n’a pas eu assez de données cliniques sur eux) suivie de douleurs

abdominales comme étant le symptdme le plus courant chez ces patients.

L’amylose n’a été observé que chez trois patients uniquement dont 1’age est plus de 40ans.
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1.2 Quantification et évaluation de la qualité de ’ADN

La méthode d’extraction de (salting-out) a permis l’obtention d’'un ADN génomique en
quantité et en qualité assez suffisantes pour réaliser 1’analyse moléculaire par PCR-ARMS.

Les concentrations de I’ADN varient entre 63-1099ug/ml (Tableau VI, annexe 1).

Les valeurs du rapport 260/280 varient entre 1,18-1,69(Tableau VI, annexe 1). Etant
inférieures a 1.8, les valeursdu rapport montrentune contamination de I’ADN extrait par les

protéines.

1.3 Recherche de mutations

Parmi les patients analysés, quatre étaient porteurs d’au moins 1'une des mutations
recherchées, soit 30,77%.

Chez le reste des patients, aucune mutation n’a été identifiée.

a) La mutation p.M6941
L’analyse des profils électrophorétiques obtenus a montré que :
- Un patient (P1) était porteur de cette mutation a 1’état homozygote (Figure 8), alors

que le patient P17 était hétérozygote (Figure 9).

b) La mutation p.M694V
Cette mutation a ét¢ identifiée a I’état hétérozygote chez deux patients (P7 et P9) (Figure 10).

¢) La mutation p.M680I

Ce variant a été identifié chez unseul patient (P7) (Figure 11)
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Figure 8:Profil €électrophorétique sur un gel d’agarose de 1,5% pour la mise en évidence de la mutation p.M6941.

(P : patients ; T* : Témoin porteur de p.M694I a 1’état homozygote ; T" : Témoin normal ; T" : Témoin négatif, PM : marqueur de taille 100pb)
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Figure 9:Profil ¢lectrophorétique sur un gel d’agarose de 1,5% pour la mise en évidence de la mutation p.M6941

(P : patients ; T" : Témoin porteur de p.M694I a I’état homozygote ; T" : Témoin normal ; T : Témoin négatif, PM : marqueur de taille 100pb)
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Figure 10:Profil électrophorétique sur un gel d’agarose de 1,5% pour la mise en évidence de la mutation p.M694V.

P : patients ; T" : Témoin positif homozygote pour p.M694V ; TN : Témoin normal ; T- : Témoin négatif ; PM : marqueur de taille 100pb)
p p ygote pour p
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Figure 11: Profil électrophorétique sur un gel d’agarose de 1,5% pour la mise en évidence de la mutation p.M6801.

(P : patients, T+ : Témoin positif hétérozygote ; TN : Témoin normal ; T- : Témoin négatif ; PM : marqueur de taille 100pb)
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Ainsi, les résultats obtenus ont permis d’identifier 4 génotypes dont I’un a I’état homozygote

(M6941/M6941]) et I’autre a 1’état hétérozygote composite (M6941/M694V) (Tableau 1V).

Tableau I'V:Les différents génotypes obtenus lors de I’analyse de I’ADNg des 13 patients.

Nombre de patients
N=13 Pourcentage
Homozygote M6941/M6941 1 7,69%
M694V/M6801 1 7,69%
M694V/WT 1 7,69%
M6941/WT 1 7,69%
WT/WT 9 69,2%

WT : wild type ; non porteurs de mutations recherchées.

1.3.1 Fréquence des alléles mutés

Au cours de cette étude 26 alleles ont été¢ analysés dont uniquement 6 qui sont porteurs des

mutations recherchées(Tableau V).

Tableau V:Fréquence allélique des mutations identifiées

Nombre Fréquences
Homozygote Hétérozygote | d’alleles mutés alléliques
(o) (n=26)
p-M6941 1 3 (50%) 11,5%
p-M694V 0 2 (33,3%) 7,7%
p-M6801 0 1(16,7%) 3,8%
Total 1 6 (100%) 23%

Ainsi, la p.M680I est la moins fréquente selon les résultats des fréquences alléliques des

mutations identifiées (Tableau V).
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2 Discussion

La FMF est la plus ancienne et la plus fréquente de toutes les fievres récurrentes héréditaires
décrites. Les populations originaires du bassin méditerranéen sont les plus exposées a la FMF,
mais cette maladie est de plus en plus reconnue dans de nombreuses régions du monde

(Ozdogan and Ugurlu, 2019; Verrecchia et al., 2015).

La gravité de cette maladie est due a la complication de type amylose rénale AA qui peut étre
rencontrée chez 50% de patients (Obici and Merlini, 2012). Avant mise en place du traitement
a la colchicine, la complication rénale était responsable de 67% de déces (Sohar et al., 1967).
Des études plus récentes ont montré que la complication rénale reste fatale pour 35 a 60% de
patients FMF(Twig et al., 2014). En Algérie, un taux de déces de 42,8% a été rapporté parmi
les patients en stade terminal de I’insuffisance rénale ou dialyse (Ait-Idir et al., 2017) Ces
données démontrent I’importance d’une analyse génétique précoce chez les patients suspectés

de FMF.

Les Maghrébins sont susceptibles de développer la FMF comme les autres populations du
bassin méditerranéen mais le gene MEFV a été trés peu étudié chez ces populations.
Cependant, les résultats disponibles ont montré que ces populations partagent quelques
variants pathogénes en commun dont p.M694l, p.M694V et p.M680I, mais dont Ia
distribution est variable(Ait-Idir and Djerdjouri, 2020)

Au cours de cette étude, trois mutations (p.M694l, p.M694V et p.M680I) localisées dans
I’exon 10 du géne MEFV ont été recherchées chez 13 patients suspectés de FMF. Ces variants

¢tant les plus répondus et les plus récurrents chez les patients Algériens(Ait-Idir and

Djerdjouri, 2020).

Les résultats obtenus a partir des 13 patients analysés ont montré que seuls deux d’entre eux
¢taient porteurs de p.M694l, deux ¢taient porteurs de p.M694V, tandis que la mutation
p-M680I a été identifiée chez un seul patient. L’homozygotie pour p.M6941 a été rencontrée
uniquement chez un seul patient. D’autres patients étaient porteurs de mutation a I’état
hétérozygote ou d’aucune mutation recherchée. La taille de 1’échantillon analysé¢ dans cette
¢tude est trés réduite ; ainsi, les résultats obtenus ne permettent pas d’observer une

prédominance d’une mutation par rapport a 1’autre.

Le variant p.M6941 est le variant pathogeéne le plus récurrent caractérisant les patients

algériens, alors que chez les patients marocains et tunisiens, il est en deuxiéme position apres
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p-M694V, et représente, respectivement, 37% et 25% des alleles mutants(Belmahi et al.,
2006). La prédominance du p.M694V chez les patients marocains a été confirmée
ultérieurement (47%) (Belmabhi et al., 2012), alors qu'il est présent avec une fréquence plus
faible (14,5%) chez les patients algériens atteints de FMF. Chez les Tunisiens, p.M680I
apparait comme le variant pathogene le plus fréquent (32%), suivi de p.M694V (27%), et de
p-M6941 (13%) (Chaabouni et al., 2007).

Dans une large étude menée sur 14 populations Méditerranéennes (Arabes, Arménienne,
Crétoise, Chypriote, Frangaise, Grecque, Italienne, Juives, Jordanienne, Libanaise, Espagnole,
Syrienne, Tunisienne et Turc), la mutation p.M694V ¢était prédominante, rencontrée chez
39,6% des 5915 patients analysés, suivie de p.V726A (13,9%), p.M680I (11,4%), p.E148Q
(3,4%), alors que p.M694I était présente uniquement chez 2,9% des patients (Papadopoulos
et al, 2008) Ainsi en comparaison aux autres populations originaires du bassin
Méditerranéen, les patients FMF Algériens semblent se démarquer par la prédominance de la

mutation p.M694I.

Dans une ¢tude comparative entre la population Japonaise et les populations
Méditerranéennes, il a été montré que la mutation la plus fréquente chez les patients japonais
¢tait p.E148Q (40,2%), suivie de p.M6941 (21,0%). En revanche, les mutations courantes
observées chez les patients Méditerranéens, telles que p.M694V, p.V726A et p.M680I, n'ont
pas été détectées dans cette population. Les caractéristiques cliniques du p.M6941 ¢étaient
associées a une évolution clinique plus sévere par rapport a celles observées avec p.E148Q

(Kishida et al., 2014).

Lors de notre recherche des mutations citées plus haut, trois patients hétérozygotes ont été
identifiés. Chez ces patients hétérozygotes, la présence d'un seul allele muté n'exclut pas la
présence d'une autre mutation sur le méme exon ou sur un autre exon a l'état hétérozygote
composite. Comme, il n’est pas exclu que ce génotype soit définitif. En effet, des cas de FMF
hétérozygotes avec une seule mutation sont de plus en plus décrits (Marek-Yagel et al., 2009).
Environ, 1/3 des patients FMF sont porteurs d’une seule mutation et développent des signes
cliniques bien qu’elle soit récessive(Ben-Chetrit et al., 2009), posant ainsi I’éventualité d’une

dominance chez certaines familles(Aldea et al., 2004; Booth et al., 2000).

La présence d'un seul variant pathogéne du MEFV associé a des symptomes cliniques est
suffisante pour justifier I'initiation d'un traitement a la colchicine. D'autre part, les patients

hétérozygotes qui présentent un cas grave de FMF sont trés probablement porteurs d'une
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mutation moins courante non détectée dans leur gene MEFV et leur génotype doit étre analysé

plus en détail par séquencage (Moradian et al., 2010).

D’autre part, on a également identifié 9 patients qui ont présentés des manifestations cliniques
de la FMF sans porter aucune des trois mutations recherchées qui sont communes en Algérie.
L’absence des trois mutations recherchées chez le reste des patients n’exclut pas la présence
d’autres mutations. Comme il est probable que certains de ces patients ne soient pas porteurs
de mutations. Des cas de FMF sans mutations dans le MEFV ont été rapportés et la proportion

peut atteindre 50% chez les patients Arabes.(El-Shanti et al., 2006)

Selon Ben-Chetrit et al., (2002), preés de 60 % des personnes testées d'origine nord-africaine
ne présentaient aucune mutation, ce qui suggere que l'ethnicité a été¢ un facteur important dans

la décision de rechercher d’autres mutations de FMF (Ben-Chetrit et al., 2002).

Bien que la FMF soit une maladie autoinflammatoire relativement bien décrite, il reste encore
un certain nombre de questions non encore résolus, tels que le mécanisme exact de la maladie,
les hétérozygotes symptomatiques et leur traitement, et le gestion de la résistance a la

colchicine (Ozen et al., 2017).
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Conclusion

Le sujet de ce mémoire est basé sur la fievre méditerranéenne familiale en particulier sur la
recherche des trois mutations(p.M6941, p.M694V et p.M680I), les plus courantes qui touchent
I’exon 10 du géne MEFV chez la population Algérienne.

Et comme résultats, un homozygote du variant pathogéne p.M6941 le plus récurrent chez les
patients algériens a été identifié chez 1’un des patients analysés qui pourrait développer une
amylose s’il ne sera pas pris en charge a la colchicine. Trois autres patients porteurs d’un
profil génotypique a 1’état hétérozygote dont I’un a 1’état hétérozygote composite, tandis que
le reste des patients ne sont porteurs d’aucune des trois mutations recherchées, n’empéche
qu’ils pourraient étre porteurs d’autres mutations trés rares qui provoquent un cas sévere de la
maladie qui est I’Amylose rénale qui a été identifiée chez trois de ces patients. C’est pour cela
que D’exploration moléculaire du geéene MEFV devrait €tre poursuite par recrutement de
nouveaux patients potentiels pour prévenir quelconques complications séveres de la maladie

chez les patients FMF dans le futur.
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Perspectives
- Sensibilisation des médecins pour I’instauration d’un diagnostic génétique de la FMF
en Algérie.
- Nous espérons que ce travail suscitera et renforcera la collaboration entre cliniciens et

biologistes au service de la médecine et des malades.
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Tableau VI (ANNEXE 1) : Tableau représentant les concentrations des ADNg des patients
¢tudiés ainsi que leurs rapports 260/280.

Les La concentration des Rapport 260/280
Echantillons échantillons (ng/ml)
P1 173 1,38
P2 629 1,28
P3 544 1,48
P4 390 1,57
P5 162 1,69
P6 106 1,54
P7 426 1,66
P8 295 1,66
P9 411 1,29
P10 1099 1,18
P11 68 1,35
P15 125 1,26
P17 63 1,49




Résumé

La fievre Méditerranéenne familiale (FMF, OMIM 249100) est une maladie héréditaire a
transmission autosomique récessive, due a des mutations dans le géne MEFV situé sur le
chromosome 16. Cliniquement, la FMF se manifeste par des épisodes fébriles récurrents
associés a des douleurs abdominales, articulaires et/ou thoraciques.

L’objectif de cette étude consiste a identifier les trois mutations p.M694I (c.2082 G>A),
p-M694V (c.2080 A>G) et p.M680I (c.2040 G>C) chez des patients Algériens suspectés de
FMF, par PCR-ARMS.

Les résultats obtenus dans cette étude sont : un patient a 1’état homozygote de la mutation
p-M6941, trois hétérozygotes dont I'un est un hétérozygote composite tandis que le reste des
patients ne portent aucune des trois mutations recherchées.

Mots clés : Fievre Méditerranéenne Familiale, MEFV, Pyrine, PCR-ARMS

Abstract

Familial Mediterranean Fever (FMF, OMIM 249100) is an autosomal recessive inherited
disease caused by mutations in the MEFV gene located on chromosome 16. Clinically, FMF is
characterized by recurrent febrile episodes associated with abdominal, joint and/or chest pain.
This study aimed to identify three mutations p.M6941 (¢.2082 G>A), p.M694V (c.2080 A>QG)
and p.M680I (c.2040 G>C) in Algerian patients suspected for FMF. Genetic testing was made
by PCR-ARMS.

The results showed one homozygous patient for p.M6941 mutation, three heterozygotes
patients of which one is a compound heterozygote while the rest of the patients do not carry
any explored mutations.

Key words : Familial Mediterranean Fever, MEFV, Pyrin, PCR-ARMS.
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