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Introduction



Les maladies auto-inflammatoires (MAI) systémiques sont un groupe de troubles rares
caractéris€és par des épisodes inflammatoires spontanés. Elles se manifestent par des poussées
de fievre récurrentes, souvent accompagnées d'inflammations au niveau des séreuses (Ben-
Chetrit et Levy, 1998). Parmi ces MAI, la fievre méditerranéenne familiale (FMF) est la plus
courante et la premicre a avoir ét¢ liée a des mutation génétiques (Samuels and Ozen, 2006).
Elle touche particulierement certains groupes ethniques, principalement les Juifs, les Turcs,
les Arabes et les Arméniens (Ben-Chetrit et Touitou, 2009). La FMF est causée par des
mutations qui touchent le géne MEFV et se transmet selon un mode autosomique récessif
(International FMF consortium, 1997 ; The French FMF Consortum, 1997).
La complication la plus sévére de la FMF est lamylose de type AA, qui touche
principalement les reins, pouvant entrainer une insuffisance rénale terminale et le décés du
patient (Ben-Chetrit and Levy, 1998). Son incidence varie selon les groupes ethniques
(Mimouni et al., 2000). La mutation p.M694V du géne MEFV s'est avérée étre un facteur de
risque important pour le développement de I'amylose chez différents groupes ethniques
(Cazeneuve et al, 1999; Mimouni et al., 2000). L’autre facteur pouvant influencer le risque
de survenue de cette complication est le gene SAA/. Les polymorphismes bi-alléliques dans
I'exon 3 du géne SAA1 définissent 3 haplotypes : SAAla, SAA1B et SAAly. Des études ont
rapporté que chez les Caucasiens, les patients ayant un génotype SAAlo/a ont plus de risque
de développer une amylose rénale secondaire a la FMF, mdépendamment du génotype du
MEFYV (van der Hilst et al., 2005).
Ce travail porte sur une étude rétrospective (étude cas-témoins) visant a analyser des résultats,
déja obtenus, afin d'identifier les facteurs de risque génétiques pouvant influencer la survenue
de Pamylose AA au cours de la FMF dans la population Algérienne, par :
1. Une identification des mutations de I'exon 10 du géne MEFV les plus associées au
développement de 'amylose AA.
2. Une identification des polymorphismes dans I'exon 3 du géne SAA/ des differents
groupes étudiés.
L’analyse a inclut une cohorte de 62 patients FMF Algériens non apparentés et 13 individus
sains.
Le travail présenté ici s'articule comme suit :
- Une synthése bibliographique,
- Une présentation des méthodes d’analyse génétique appliquées a la thématique
étudiée,

- Une étude rétrospective cas-témoins.



Partie I
Synthése bibliographique



)] Fiévre méditerranéenne familiale (FMF)

La FMF appartient au groupe des fievres récurrentes héréditaires (FRH) faisant partie des
maladies auto-inflammatoires monogéniques. Le concept d’auto-inflammation a ét€ proposé
pour la premiere fois en 1999 par McDermott suite & la découverte du syndrome de TRAPS
(TNF receptor-associated periodic fever syndrome)(McDermott et al., 1999).Initialement, les
maladies auto-inflammatoires ont ét¢ définies par la présence d’un syndrome inflammatoire
biologique non spécifique et se distinguent des maladies auto-immunes, par 'absence d’auto-
anticorps et de lymphocytes T auto-réactifS(McDermott et al., 1999 ; McDermott et
Aksentijevich, 2002). Plus récemment, les MAI ont ét¢ redéfinies comme étant un groupe de
maladies génétiquement hétérogeénes causées par des mutations qui touchent les geénes qui
codent pour les protéines qui jouent un role clé dans la régulation de la réaction inflammatoire
(Martorana et al., 2017). Les MAI également appelées maladies auto-inflammatoires
systémiques (SAIDs) résultent d’une activation exagérée du systéme immunitaire nné

(Krainer et al., 2020).

La FMF est la premiere FRH qui a ét¢ décrite et en méme temps la plus répandue parmi les
populations originaires du bassin Méditerranéen, comme les Arabes du Moyen-Orient, les
Juifs, les Turcs, les Arméniens et les Nord-Africains (Maghrébins et Egyptiens)( El-Shanti et
al., 2006; Papadopoulos et al., 2008 ; Ben-Chetrit et Touitou, 2009). Elle est rencontrée avec
une prévalence ¢levée en Turquie (1/150 et 1/10 000), en Arménie (1/500) et chez les juifs
(1/1000)(Sar1 et al., 2014). Cependant, la FMF est de plus en plus décrite a travers le monde,
dans des pays n’appartenant pas au bassin Méditerranéen, comme [I'Iran, le Japon,

I'’Allemagne (Ben-Chetrit et Touitou, 2009).

1) Aspects cliniques de la FMF

Les premiers symptomes de la maladie apparaissent généralement trés tot : avant 5 ans dans
75 % et avant 20 ans dans 90 % des cas (Ben-Chetrit et Levy, 1998). IIs se traduisent par des
acces febriles répétés de courte durée, a rémission spontanée, récurrentes a des intervalles

variables. Les crises durent en général de 12 heures a 48 heures, mais ne dépassent pas 5 jours

(Sohar et al., 1967; Livneh et al., 1997).



1.1) Symptomatologie

La FMF évolue par des épisodes récurrents de fievre qui peuvent étre accompagnés de sérites
péritonite  stérile, synovite, pleurésie (Livneh et al, 1997; Ben-Chetrit et Levy, 1998). La
ficvre ¢levée et les douleurs invalidantes laissent le patient alit¢é pendant les attaques(Onen,
2006).0Outre la fievre, les douleurs abdominales sont trés fréquentes au cours de la FMF (90-
93% des patients)(Padeh et Berkun, 2016). Elles peuvent étre diffuses ou localisées, et varient
d'une douleur légeére a une douleur grave plus caractéristique avec des signes de péritonite.
L'atteinte articulaire est la deuxiéme manifestation la plus fiéquente (25-30%). Dans la
plupart des cas, elle est aigué et touche l'une des grandes articulations des membres inférieurs
et peut durer plus longtemps que les autres symptomes de la FMF.L’atteinte thoracique est
souvent unilatérale. Elle est observée chez 15- 54% des patients (Padeh and Berkun, 2016).
D’autres manifestations sont moins fréquentes, comme Iatteinte cutanée de type érysipele
like-Erythema au niveau des membres mférieurs, la péricardite ou encore les maux de téte

(Berkun and Eisenstein, 2014).

1.2) Complication rénale

A long terme, les patients peuvent développer une amylose rénale de type AA qui est la
complication la plus grave de la FMF. Il s’agit d’une amylose réactive, secondaire a un état
inflammatoire chronique. L’amylose rénale est la principale cause de déces au cours de la
FMF, méme aprés mtroduction de la thérapie a la colchicine (Akar et al., 2012; Twig et al.,
2014). La survie médiane, telle qu'elle ressort de plusieurs études, varie entre 24 et 53 mois a

partir du diagnostic (van der Hilst et al., 2005).

Les symptomes cliniques de lamylose réactive sont généralement non spécifiques et
dépendent de l'organe concerné. Plusieurs organes peuvent étre affectés par lamylose AA,
mais ce sont les reins qui sont le plus souvent touchés, ce qui fait que les dépdts amyloides

sont la principale cause de I'insuffisance rénale chez les patients atteints de FMF (Berkun et

Eisenstein, 2014).

Le développement de Pamylose rénale AA passe par différentes phases (Stojanovic et al.,

2017):

- Phase préclinique: pendant laquelle les dépots amyloides se forment, sans

répercussion clinique.



- Néphropathie : la phase préclinique est suivie d’une phase clinique dont le signe
révélateur est essentiellement la  protéinurie, qui reflete Tattemte  rénale,
essentiellement glomérulaire. Elle se traduit par la présence excessive de protéines
dans I'urine.

- La néphropathie amyloide évolue naturellement vers le syndrome néphrotique et

I'nsuffisance rénale chronique, dans un délai de 2 a 10 ans.

2) Génétique de la FMF

2.1) Le géne MEFV (MEditerranean FeV er)

Le géne responsable de la FMF est le MEFV (MEditerranean FeVer) et a ét¢ identifié par
clonage positionnel en 1997. Localis¢ sur le bras court du chromosome 16 humain (16p13.3),
il code une protéine de 781 acides ammnés nommée pyrine/marenostrine. Il s’agit d’un géne de
14 kb composé de 10 exons dont le transcrit mature est un ARNm de 3.7kb. La séquence
codante est d’environ 3500 pb (International FMF consortum, 1997 ; The French FMF
Consortum, 1997) (Figure 1).

Le géne MEFV s’exprime principalement dans les cellules de la lignée myéloide. Le transcrit
du géne a ét¢ initialement retrouvé par northern blot uniquement dans les leucocytes du sang
périphérique ainsi que les adénocarcinomes colorectaux (International FMF consortium,
1997). Dans le sang périphérique, I'expression de MEFV a ¢ét¢ mise en évidence dans les
neutrophiles et les éosinophiles, mais & un niveau moindre dans les monocytes mais pas dans
les lymphocytes (Centola et al., 2000). En dehors du tissu sanguin, 'expression du MEFV a
¢galement été rapportée au niveau articulaire dans les synoviocytes et les dendrocytes mais

pas dans les chondrocytes (Diaz et al., 2004).

Le produit du géne dénommée marénostrine par le Consortum frangais et pyrine par le
Consortium international ; est constituée de cing domaines : un domaine pyrine (PYD) (entre
les résidus 1-92), un domaine bZIP (266-280), un domaine en doigt de zinc (bBox) (370—
412), un domaine coiled-coill (McDermott et al.) (420—440), et un domaine B30.2/SPRY
(597-776) (Schnappauf et al., 2019)(Figure 1).
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Figure 1 :Structure schématisée du géne MEFV, de la pyrine et ses partenaires d’interaction
(Schnappauf et al., 2019).

2.2) Variants nucléotidiques associés au MEFV

Actuellement, 378 variants ont ét¢ identifiés dans toutes les parties du géene MEFV, selon la
base des données INFEVERS (https/infevers.umai-montpellier.fi/web/). Ces variants ont été
répartis en différentes classes selon leur signification clnique (Van Gijn et al., 2018):

- Les wvariants pathogeénes: p.M680I (c.2040G>A, ¢.2040G>C), p.M694V
(c.2080A>G), p.M6941 (c.2082G>A) et p.V726A (c.2177T>C) localisés dans I’exon
10.
- Les variants probablement pathogenes (Likely pathogenic).
- Les variants de signification incertaine (VUS, Uncertain significance).
- Les variants probablement bénins (Likely benign).
- Les variants bénins.
- Les variants non classés.
Cing mutations fondatrices, p.V726A, p.M694V, p.M694l, p.M680I (exon 10) et p.E148Q
(exon2), représentent 74% des alleles FMF chez les groupes ethniques a risque (Arméniens,
Arabes, Juifs et Turque)(Touitou, 2001).

Des ¢tudes de corrélation phénotype-génotype ont permis de lier les génotypes a deux

mutations situées dans les "points chauds" mutationnels (codons 680 ou 694)du géne a des



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

phénotypes séveres.Les phénotypes modérés ont été associés a d'autres variants comme

p.E148Q (Touitou, 2001).

3) Mécanisme pathogénique de la FMF

En se basant sur les mécanismes moléculaires, la FMF peut étre définie comme étant une
MAI monogénique appartenant au groupe des inflammasomopathies. Ces anomalies sont liées
a une ¢lévation de I'lL-1B due a une activation non controlée de I'inflammasome (Kramer et
al., 2020). La FMF peut étre également classée dans le groupe des MAI associées a la pyrine
ou pyrinopathies au cours desquelles les mutations qui touchent la pyrine provoquent une
auto-inflammation médiée par I'IL-1p(Harapas et al., 2018; Jamilloux et al., 2018a). L’IL-13
est une cytokine majeure de I'immunit¢ mnnée et de I'infllammation dont la production est

étroitement régulée parla pyrmne.

3.1) Sécrétion de I’IL-1f : voie de l'inflammasome-pyrine

Les inflammasomes sont des complexes multiprotéiques cytosoliques qui recrutent et activent
la caspase - 1, qui a leur tour favorisent la sécrétion des cytokines pro- mnflammatoires
mterleukme IL-1P et IL-18 et induisent un mode de mort cellulaire programmée (apoptose)
qui limite la réplication des pathogénes (Van Gorp et al., 2014). IIs sont classés en fonction du
récepteur itracellulaire qui induit leur activation et la sécrétion subséquente de I'IL-1p.
Récemment, la pyrine a ét¢ classée comme un récepteur intracellulaire capable de détecter
I'mhibition de Pactivit¢ GTPase d’une petite protéine G, RhoA, par certains pathogénes et de
former son propre inflammasome, désigné infllmmasome-pyrine (Jamilloux et al., 2018a;
Jamilloux et al., 2018b)(Figure 2).

L’IL-1 B est synthétisée sous forme d’un précurseur pro-IL-1 B de 269 acides aminés (31
KDa) par un grand nombre de cellules dont les cellules de I'mmunit¢ innée. Cependant, la
pro-IL-1B ne peut pas se lier au récepteur de I'IL-1 avant de subir une conversion vers sa
forme mature de 17 KDa. La maturation de la pro-IL-1B peut se faire selon deux voies
difrentes, 'une dépendante de la caspase-1 et l'autre indépendante de la caspase-1(Afonina
et al., 2015).

La pyrine est activée en réponse aux nombreuses toxines comme TcdA et TcdB produites par
Clostridium difficile, VopS produite par Vibrio parahaemolyticus, TecA produite par Bacillus
cenocepacia, la toxine C3 de Clostridium botulinum, YopE et YopT des especes de Yersinia.
Ces toxines modifient RhoA par glycosylation, adénylation et ADP ribosylation. Bien qu’une

interaction directe entre Rho et la pyrine n’a pas été détectée, les modifications de Rho



semblent trés déterminantes dans I'activation de I'nflammasome-pyrine. Les travaux de Park
et al, (2016) ont pu montrer que RhoA active les protéines sérine-thréonine kinases, PKN1 et
PKN2, qui se lient et phosphorylent la pyrine sur les résidus Ser208 et Ser242. La pyrine
phosphorylée se lie alors aux protémnes régulatrices 14-3-3, ce qui bloque l'assemblage de
I'inflammasome-pyrine(Figure 2).

A Tétat mactif, la pyrine est auto-inhibée par 14-3-3 qui se lie a la pyrine phosphorylée. La
phosphorylation est maintenue par les kinases PKN1/2 qui sont activées par RhoA GTPase.
Suite a I'mactivation de RhoA par les toxines bactériennes, l'activit¢ de PKN1/2 est diminuée.
Par conséquent, la phosphorylation de la pyrine est réduite aboutissant a la dissociation de 14-
3-3 et lauto-mnhibition de la pyrine est levée, ce qui va permettre alors I'assemblage de
I'inflammasome-pyrine (Heilig and Broz, 2018; Jamilloux er al., 2018b; Schnappauf et al,
2019). L’assemblage des composants de [I'mflammasome-pyrine dépend des interactions
homotypiques PYD-PYD ou CARD-CARD entre la pyrine, la procaspase-1 et la protéine
adaptatrice ASC (Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD).

Apres activation de la pyrine, ces domaines recrutent la protéine adaptatrice ASC et la pro-
caspase-1(Dick et al., 2016). La juxtaposition de deux pro-caspases-1 conduits a I'activation
de ces dernieres par auto-protéolyse eta la formation du tétramére actif caspase-1 p10/p20, qui
transforme la pro-IL-1p et la pro-IL-18 en leurs formes matures (Schnappauf et al., 2019).

Les caspases sont des endoprotéases qui existent dans le cytoplasme sous une forme mactive
(zymogene). La maturation de la pro-caspasel (45 KDa) nécessite deux clivages pour devenir
active. Le premier clivage aboutit a la libération de la petite sous-unité (pl10) et le deuxieme
clivage conduit a la libération de la grande sous-unit¢ (p20). Ainsi I'enzyme active est un
tétramére compos¢ de Passociation des deux sous-unités p20 et de deux sous-unités pl0.

3.2) Effet des mutations de la pyrine sur la sécrétion de I’'IL-1

La majorit¢ des mutations MEFV sont localisées dans lexon 10, notamment le variant
p-M694V qui est associée a un phénotype sévere (Grossman et al, 2019). Ces mutations
entrament une libération exagérée de I'ILIB conduisant a un état mflammatoire systémique.
D’aprés les travaux de Park et al(2016), il a été suggéré que les mutations du domaine B30.2
de la pyrine sont susceptibles de controler la phosphorylation de la pyrine en mhibant la
liaison des kinases (PKN1/2) a la pyrine. De plus, il a ét¢ montré que les mutations MEFV
rendent I'activation de la pyrine indépendante des microtubules. Ces mutations peuvent forcer

la  pyrine déphosphorylée dans une conformation ouverte qui se lie facilement a l'adaptateur



d'nflammasome ASC, remplacant efficacement les signaux relayés par les microtubules (Van
Gorp et al., 2016).
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Figure 2:Modele hypothétique illustrant Dactivation de I'iflammasome dépendant de la
pyrine (Schnappauf et al., 2019).

3.3) Effets biologiques del’IL1J

L’IL-1B est la principale cytokine pro-inflammatoire qui possede plusieurs actions sur de
nombreux organes cibles tels que :
- Le systéme nerveux central pour induire la ficvre,
- Le foie pour stimuler la synthése des protéines de la réaction inflammatoire ou les
protéines de la phase aigu€¢ comme la Serum Amyloid A, la protéine C-réactive
(CRP)(Ceciliani et al., 2002), le fibrinogéne et autres (Jensen et Whitehead, 1998),

- La moelle osseuse ou elle induit la thrombopoiese etla granulopoicse,



- Les synoviocytes et les chondrocytes ou elle induit respectivement la production de
collagénases et de métalloprotéases,
- Les cellules endothéliales ou elle induit la production de chémokines et de protéines
d’adhésion (Jamilloux ef al., 2018a).
De plus, 'IL1B active I'expression d’un large panel de génes codant des protéines clés de la
réponse inflammatoire, en particulier les cytokines (TNF-a et IL-6)(Jéru and Amselem, 2011).
4) Traitement de la FMF

La colchicine est un médicament anti-inflammatoire couramment utilis¢é qui prévient la mitose
par limhibition de la polymérisation des microtubules et qui interfere également avec plusieurs
¢tapes du processus inflammatoire (Vaidya et al., 2018; Vaidya et al., 2019). Son mécanisme
d’action est de plus en plus élucidé.

La colchicme posséde une action activatrice sur la petite protéine G, RhoA.Au sein du
cytosol, la colchicine se lie a la tubuline et dépolymérise les microtubules, ce qui entraine la
libération d’un facteur d’échange GTP/GDP ou le GEF-HI1 (Guanosine exchange factor) qui
active RhoA.L’étude menée par Park et al (2016) a démontré que la colchicine pouvait
mverser linhibition de RhoA exercée par la toxine C3 de Clostridium botulinum, mais
¢galement, supprime lactivation spontanée de linfllammasome-pyrine chez les souris FMF-
knock-in et dans les cellules de patients FMF.

De plus, leffet anti-inflammatoire de la colchicine peut résulter également de sa capacité a
réduire les taux des cytokines pro-inflammatoires. Cette action est due a leffet mhibiteur de
la colchicine exercé sur le facteur de transcription, le NF-xB (Nuclear Factor-kappa B). Dans
le cytosol, le NF-xB est maintenu inactif par la protéine mhibitrice appelée IkBo (Inhibitor-
kB).

Des travaux ont démontré que la pyrine constitue également le substrat de la caspase-1 qui
clive la pyrine au niveau du résidu Asp330, localis¢ entre le domaine basique bZIP et le
domaine B-box. De plus, la pyrne mutée est plus sensible a Paction de I'endoprotéase. Le
fragment N-terminal de 330 acides aminés généré interagit avec IkBo et induit la dégradation
de la protéine inhibitrice par la calpaine, une protéase a cystéine, ce qui permet la libération
du NF-«xB et sa translocation vers le noyau. La colchicine agit en atténuant la dégradation de
IkBa par la calpaine (Chae et al., 2008).

Cependant, le traitement a la colchicine n’est pas efficace sur tous les patients FMF dont

certains présentent une résistance.



1) Amylose rénale AA secondaire a la FMF

1) Amylose AA : définition

Les amyloses appartiennent au groupe des pathologies conformationnelles qui résultent d’un
repliement défectueux des protéines extracellulaires (Merlin et Bellotti, 2003).
Le terme amylose a ¢ét¢ créé par Ianatomopathologiste Allemand Rudolf Virchow (1845)
pour désigner une substance, présente dans les tissus animaux, qui se colore de la méme
manicre que la cellulose avec l'iode (Cuchard et al, 2012). Les amyloses constituent un
groupe hétérogéne de maladies liées au dépdt extracellulare de protéines fibrillaires
msolubles dans les tissus. Les dépdts ou les agrégats fibrillaires détruisent DParchitecture
normale d’un tissu et interférent avec la fonction normale des tissus ou des organes (Diizgiin,
2011).
Les amyloses peuvent étre localisées (touchant un seul tissu ou organe) ou systémiques
(touchant plusieurs tissus et organes).
Les formes systémiques englobent principalement (Diizgiin, 2011 ; Cuchard et al., 2012) :

- Les amyloses AL (chaines légeres des immunoglobulines).

- Les amyloses secondaires ou réactives : amylose AA.

- Les formes héréditaires : amylose TTR (Transthyrétine)

- DL’amylose liée ala dialyse (amylose béta-2-microglobuline).
Les amyloses AA, AL et ATTR représentent plus de 90% des amyloses systémiques.
L’amylose AA étant la plus fréquente apres Pamylose AL (Diizgiin, 2011).

2) Prévalence de Pamylose AA

2.1) Prévalence de amylose AA selon les ethnies

Son incidence varie selon les groupes ethniques, il a ¢ét¢ démontré que les patients juifs
d'origine nord-africaine (séfarades) présentent un risque beaucoup plus ¢élevé de développer
une amylose que ceux originaires d'Irak ou d'Europe de I'Est (ashkénazes). L'incidence de
lamylose dans les différents groupes ethniques est présentée dans le tableau I(van der Hilst et
al., 2005).



Tableau I: Prévalence de lamylose AA chez les patients atteints de FMF dans différents

groupes ethniques(van der Hilst ez al., 2005)

Origine ethnique Nombre de patients ~ Amylose, %  Année de publication
Juifs sépharades 470 26.5 1967
95 12 1970
516 343 1982
121 8.2 2000
Juifs non sépharades 44 2.3 1982
51 3.9 2000
Turcs 25 61.9 1969
605 29.7 1997
253 19.8 2004
2436 12.9 2005
401 5.5 1974
Arméniens 150 333 2000
Arabes 175 1.7 1986

2.2) Prévalence de ’amylose AA en fonction des maladies auto-inflammatoires

L’amylose AA ¢était autrefois la conséquence relativement fréquente d’une inflammation
chronique d’origine infecticuse (tuberculose, suppurations bronchiques...). Plus rare
actuellement, elle s’observe surtout suite a des maladies auto-inflammatoires comme la FMF
et la polyarthrite rhumatoide. L’atteinte rénale est au premier plan, se manifestant par un
syndrome néphrotique qui peut conduire a [I'msuffisance rénale (Lachmann et al,

2007)(Tableau II).

Tableau II: Prévalence de lamylose AA dans des maladies auto-inflammatoires spécifiques
en l'absence de traitement (Obici et Merlini, 2012).

Maladies Prévalence d'amylose AA
FMF ~50% (pré-colchicine)
TRAPS 10-20%
HIDS <10%
FCAS <10%
MWS ~25%

PFAPA Aucune




L'amylose est la complication majeure de la ficvre méditerranéenne familiale, c'est elle qui en
fait toute la gravit¢. Quand elle se manifeste, elle atteint essentiellement les sujets avant 1’age
de 40 ans, évoluant en absence de traitement par la colchicine vers un syndrome néphrotique,
puis une insuffisance rénale termmnale 2 a 13 ans apreés lapparition de la protéinurie (Lamoril

et al.,2001).

3) Facteurs génétiques liés au développement d’amylose AA

3.1) Mutations dans le géne MEFV

La mutation p.M694V est couramment détectée chez les Turcs, les Arabes, les Arméniens et
les Juifs. Ce variant pathogéne a ét¢ lié au phénotype sévere de la FMF, en particulier au
développement de lamylose rénale de type AA (Touitou, 2001;Akpolat et al., 2012). Des
¢tudes ont rapporté chez les patients homozygotes et hétérozygotes composites pour p.M694V
un début précoce des crise (moins de 8 ans) (Ozturk et al., 2012 ;Ozdel et al., 2016), une forte
récurrence des crises, une atteinte articulaire et rénale importante (Yigit et al., 2008 ;
Atoyanet al., 2016), ainsi quune dose plus €levée de colchicine pour le contrdle des crises
(Soylemezoglu et al., 2010 ; Lidar et al., 2012).

En outre, malgré¢ le fait qu'elle ait ét¢ observée que chez les patients atteints d'amylose, les
¢tudes n'ont pas établi de lien entre le génotype M694V/M694V et la complication rénale en
Algérie (Mukhinet al., 2015 ; Ait-Idiret al., 2017). Cependant, le génotype M6941/M6941,
identifie¢ chez 52 % des patients, a €t¢ associ€é de maniere significative au développement

d’amylose rénale chez les Algériens (Ait-Idire al.,2017) (Tableau III ).

Tableau III : Association entre les génotypes du MEFVet lamylose AA chez les différents
groupes ethniques (Mimouni et al., 2000).

Mutation Group

ME94V/Me9Y  ME94V/Other*  Other*/Other*  E1480Q)/Other®

North African Jews (n = 121) 9/9% 1/20 0/0 0/5
Other Jews (n = 51) 210 0/ 0/11 0/9
Turks (n = 49) 9/ 2/ 0/3 0/1
Armenians in United States (n = 29) 3/7 0/14 0/8 0/0
Armenians in Yerevan (n = 121) 21/37 19/64 7/19 0/1

Total (n = 371) 4/17 227143 7/41 0/16




3.2) Polymorphis mes dans les génes SA44

3.2.1) Famille des génes SA4A4

SAA est le nom générique dune famille de protéines qui partagent des niveaux ¢élevés
d'homologie de séquence mais sont codées par des geénes différents (Sun and Ye, 2016). Chez
I’homme, iy a 4 génes SAA (SAAI, SAA2, SAA3 et SAA4) qui forment un cluster dans une
région de 150 kb du chromosome 11p15.1 (Sellar et al., 1994).

Les genes A-SAA qui incluent les genes inductibles S441 et SAA2 sont espacés d’un intervalle
d’environ 17 kb. Le géne SAA43 est localis¢ 110 kb en aval du géne SAA4 et 90 kb en amont
de SAA2 (Figure 3, A) :

- Les genes SAAI et SAA2 codent pour les protéines SAAL et SAA2 de la phase aigiie
(A-SAA) (Gabay et Kushner, 1999; Uhlar et Whitehead, 1999). La SAAIl est
I'isoforme retrouvée dans les dépdts amyloides.

- Le géne SAA4 code pour la SAA4 exprimée de maniere constitutive (C-SAA).

- Le géne S4A43, situé a 110 Kb en aval du gene SAA44, a été considéré comme un
pseudogene par Kluve-Beckerman et coll (Kluve-Beckerman et al., 1991). Par la suite,
Larson et al, 2003 ont rapport¢é une transcription locale du géne SAA3 dans les
cellules épithéliales des glandes mammaires.

Les séquences des A4-SAA d'espeéces de vertébrés partageant un ancétre commun il y a des
centaines de millions d'années sont remarquablement conservés (Jensen et al, 1997). Les
similitudes de séquence entre les geénes 4-S44 au sein d'une méme espéce sont importantes et
s'étendent au-dela des régions codantes jusqu'aux régions non traduites de 'ARNm (UTRs),

aux mtrons et aux ¢léments promoteurs en amont (Uhlar et al., 1994).

3.2.2) Le géne SAAI : structure et régulation

a) Structure
Les geénes SAAI et SAA2 possédent quatre exons et trois mtrons, mais ont des longueurs
difrentes, 3,7kb et 10,4kb, respectivement. Le gene SAA/ humain s’étend sur une région de
3,8Kb. Les séquences codantes résident dans l'exon 2, lexon 3 et une partie de l'exon 4,
d’aprés les séquences publiées (NM 199161, NM _000331) (GenBank) (Figure 3, B). L'exon
1 et une partie de lI'exon 4 contiennent des séquences non codantes, y compris le promoteur du

gene. (Sun et Ye, 2016).
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Figure 3 : Organisation du groupe de genes SAA humains sur le chromosome 11 (A),
Organisation des exons dans le géne SAA1 d’aprés la base des données GenBank (B) et les
polymorphismes dans lexon 3 du gne SAAl (C) (Sun et Ye, 2



b) Régulation du géne SAAI

L'analyse des promoteurs des genes A-SAA chez plusieurs especes de mammiferes a permis
d’identifier de nombreux facteurs de transcription impliqués differemment dans la réponse
aux cytokines et du type cellulaire. II s’agit du NF-xB, NF-IL6 (Nuclear Factor for
Interleukin-6), connu ¢également sous le nom de C/EBPB (CCAAT/Enhancer Binding
Proteins), YY1 (Yin and Yang 1), AP-2 (Activating protein 2), SAF (SAS-binding factor) et
Spl (Specificity protein 1) (Uhlar et Whitehead, 1999; Thorn et Whitehead, 2002).

La partie proximale de 450pb de la région du promoteur du géne SAA/ contient des séquences
de fixation des facteurs de transcription a localisation cytoplasmique :

- Le NF-xB qui reconnait la séquence : GGGACTTTCC.

- Le NF-IL6 qui reconnait la séquence : AGGTTACACAACTG.

Ces deux facteurs de transcription sont impliqués dans la synthése hépatique des isoformes
SAA1 et SAA2. La synthése extra-hépatique des SAA1/2 fait impliquer un autre facteur de
transcription, le SAF. La région promotrice contient une séquence appelée SAS (SAA-
activating sequence) située entre les nucléotides -280 et -226 pour I'induction du gene SAAI
par SAF, en réponse au LPS (lipopolysaccharide) dans les monocytes/macrophages (Ray et
Ray, 1997 ; Uhlar et Whitehead, 1999).

La synthése de la SAA1/2 a lieu principalement dans le foie en réponse aux cytokines pro-
mflammatoires, I'IL-1p, le TNF-a et I'L-6, synthétisées principalement par les macrophages
et autres leucocytes. La forme inductible de la SAA, A-SAA, fait partic des protéines de la
phase aigué de type I, c’est-a-dire induites par 'IL1pB ou le TNF-a. De plus, chacune de ces
cytokines peut agir en synergie avec IL-6 pour augmenter I'expression de SAA (Jensen et
Whitehead, 1998). La liaison de ces cytokines a leurs récepteurs respectifs induit la
transduction d’un signal aboutissant a I'induction de [Pactivité transcriptionnelle du géne
SAAIL.

Chez I’homme, la transcription des génes A-SAA est sous la dépendance de quatre facteurs de
transcription : NF-xB, NF-IL6 (C/EBPB), NF-IL6f (C/EBPS) et SAF (DeBuck et al., 2015 ;
Uhlar et Whithead, 1999).

La transduction du signal par le TNF-o et I'IL-1p aboutit a Iactivation du NF-«xB. La voie de
signalisation déclenchée par TP'IL-1 aboutit ¢également a Iactivation du facteur de

transcription NF-IL6 activé en plus par I'IL-6.



A son tour, le NF-IL6 activé sous forme phosphorylée va induire I'expression du géne d’un
autre facteur de transcription, le NF-IL6 impliqué dans la synthése des formes inductibles
SAA1/2 (Uhlar et Whithead, 1999 ;DeBuck et al., 2015 ; Zhang et al., 2019).
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Figure 4: Schéma des voies de transduction du signal impliquées dans l'induction des

transcriptions du géne A-SAA lors de la réaction en phase aigué¢ (RPA) (Zhang et al., 2019).

3.2.3) Polymorphismes du géne SAA/ liés a 'amylose rénale AA

a) Polymorphismes dans I’exon 3 du géne SAAI

Deux polymorphismes de type SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ont ét¢ identifiés dans
I'exon 3 du géne SAAI. 1l s’agit de C3010T et C2995T qui détermment 3 haplotypes : SAAl
ou SAA1.1 (2995T-3010C ; Val52/Ala57), SAAIS ou SAAL.5 (2995C- 3010T ; Ala52/Val57)
et SAA1y ou SAA1.3 (2995C-3010C ; Ala52/Ala57) (Babaet al., 1995 ; Nakamuraet al., 2000 ;
Yamada et al., 2004) (Figure 3C).

De plus en plus de preuves suggerent que certains génotypes du locus SAA4/ sont associés a
une susceptibilit¢ accrue au développement d'amylose AA secondaire a la FMF (Akarer al,
2003 ; Medlej-Hashimer al., 2004). L’alele SAAI1.1 a [Iétat homozygote a été
particulicrement li¢ au développement de I'amylose rénale (Cazeneuveet al., 2000), tandis
quun effet protecteur des alleles S441.5 sur le développement de lamylose a été suggéré

(Atoyan et al., 2016).



b) Polymorphismes dans la région régulatrice du géne SAAI

D’autres SNP ont ¢ét¢ identifies dans la région non codante du gene S447/ humain (Figure 3,
C). Le polymorphisme a la position -13, -13 C/T, a été associ¢ par étude fonctionnelle a une
activité transcriptionnelle accrue du geéne (Moriguchi et al, 2005), en corrélation avec Ia
susceptibilit¢ a lamylose de type AA dans la population japonaise atteinte de FMF et de
polyarthrite rhumatoide (Moriguchi et al., 2005;Migita et al., 2013).

4) Structure et isoformes de la protéineSAA1

La protéine SAA est synthétisée sous la forme d'une pré-SAA composé de 122 acides aminés,
qui comprend un peptide signal de 18 acides aminés. Le peptide signal est clivé pendant la
sécrétion, ce qui donne la forme mature de SAAIl avec 104 acides aminés. La structure
mononmérique du SAA1 humain est composée de quatre hélices o antiparalleles ;
1-27), 2 (aa 32- 47), 3 (aa50-69), 4 (aa 73-88) et une queue C-terminale (aa 89-104) (figure 5)
(Vahdat, 2019).
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Figure 5 : Représentation schématique linéaire de la protéine SAA1 et les différentes isotypes

SAA1 humains (Vahdat, 2019; Zhang et al., 2019).



Le géne SAA! humain existe sous cing formes alléliques a l'origine de cinq isoformes de la
SAA1: SAAL.1 (SAAla), SAAL.2 (SAAI1B), SAAL.3 (SAAly), SAA1l.4 (SAA1J) et
SAAL.5 (SAA1B) (Uhlar et Whitehead, 1999).
Les isoformes de la SAAI different par quelques acides aminés :

- La SAAI.1 contient une Valine (V) en position 52 et une alanine (A) en position 57.

- La SAAL.S contient une alanine (A) en position 52 et une valine (V) en position 57.

- La SAAI.3 contient une alanine (A) au niveau des deux positions, 52 et 57.
Un autre variant SAA1B (SAAL.2) a été rapporté, ou I'aspartate (D) remplace une glycine (G)
en position 72. Le second variant SAA16 (SAA1.4) contient une asparagine (N) en position
60 a la place de l'aspartate (D). Ces deux derniers variants sont trés peu fréquents (Sun et al.,
2017;Zhang et al.,2019).
Ainsi, les deux SNP dans I'exon 3 du géne SAA1 sont a I'origine d’au moins 3 isoformes de

la SAAL : SAA 1.1 (Val52-Ala57), SAA 1.3 (Al52-Al57) et SAA 1.5 (Ala52-Vals7).

S) Physiopathologie de ’amylose AA

Dans I'amylose AA (Amyloid Assosciated), la protéine amyloide est la protéine AA issue de
la SAA1 par clivage protéolytique. Comme la SAA est une protéine majeure de la réaction
mflammatoire (protéine de la phase aiglie), il en résulte que presque toutes les maladies qui
s’accompagnent d’une inflammation chronique, quelle qu’en soit la cause peuvent se

compliquer d’amylose AA (Stankovich et al., 2017).

Des taux ¢élevés et persistants de SAA favorisent apparition de 'amylose AA, cependant, ils
ne sont pas suffisants a eux seuls pour développer une amylose AA (Brunger et al., 2020).

La SAA1 est une protéine de 104 acides aminés qui circule dans le sang sous la forme d’une
apolipoprotéine pour son association aux lipoprotéines plasmatiquesHDL (High Density
Lipoprotein). Dans les conditions physiologiques, le catabolisme de la SAA1 dans les
lysosomes de macrophages ne s’accompagne pas de la formation de fibrilles amyloides.
Cependant, chez les patients atteints d’amylose, les produits intermédiaires de la SAA
se combinent pour former des fibrillesqui acquirent la conformation en feuillets B dans le
milieu acide des lysosomes (Figure 6). Les dépdts amyloides ont pour constituant principal la
protéine amyloide AA de 76 acides aminés, issue du clivage en 76-77 (Sérine-Leucine) de la
SAA. Les fibrilles constituent des agrégats insolubles de précurseurs protéiques ayant adopté
une structure en feuillets plissés [ antiparalleles. Dans I'espace extracellulaire, les fibrilles

amyloides se lient aux protéoglycannes et aux protéines comme la serum-amyloid P (SAP),



leur conférant ainsi une résistance a la dégradation (van der Hilst, 2011; Rumjon et al., 2012;

Brunger et al., 2020)
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Figure 6 : Mécanisme de formation des dépdts amyloides conduisant a l'amylose de type

AA(Rumjon et al., 2012).

Les métalloprotéinases (MMP) sont des enzymes qui jouent un role dans le remodelage de la
matrice extracellulaire et peuvent jouer un rdle important dans le mécanisme de
développement de lamylose AA. Des travaux ont montré¢ que laction de la MMP-1 était
mfluencée par l'isoforme de la SAAI. Ainsi, la SAAIL.1 est plus sensible a la protéolyse par
MMP-1 que la SAAL.S. Cette difference est déterminée par la capacit¢ de la MMP-1 a cliver
au niveau des résidus 57 et 58 de la protéine, qui sont soit Val57- Ile58 (SAAL.5) soit Ala57-
[le58 (SAAL.1). La diffrence de capacité de la MMP-1 a dégrader les deux isoformes de
SAA1 pourrait expliquer le risque différentiel de développer une amylose en particulier le

risque présenté par SAA1.1 (Van der Hilst ez al., 2008 ; van der Hilst, 2011) (annexe 1).



Partie 11
Approche méthodologique appliquée

a la thématique étudiée



Depuis la découverte du géne MEFV, plusieurs techniques de biologie moléculaire ont été
appliquées a des fins diagnostiques et pour l'identification de nouveaux variants, chez des
patients cliniquement suspectés de FMF. Comme la FMF se complique d’une amylose rénale
AA, la recherche des polymorphismes dans I'exon 3 du gene S447 a lieu chez les patients

ayant développé cette complication.

1) Recrutement des patients

L’exploration du géne MEFV est indiquée en présence d’un tableau clinique évocateur de la
FMF. Ainsi, le recrutement des patients doit répondre a certains critéres cliniques. Les critéres
de Thopital Tel-Hashomer ont été publiés a partir d'observations cliniques chez des patients
adultes isra¢liens et sont les plus largement utilisés pour le diagnostic de la FMF (Sohar et al.,
1967 ; Pras, 1998). Le diagnostic de la FMF nécessite deux critéres majeurs ou un et deux

critéres mineurs, selon le tableau IV.

Tableau IV : Critéres diagnostiques de Tel-Hashomer (Pras, 1998).

Criteres majeurs Criteres mineurs
1) Episodes fébriles récurrents accompagnés de 1) Episodes fébriles récurrents.
péritonite, synovite, pleurésie. 2) Erythéme de type érysipéle.
2) Amylose de type AA sans maladie prédisposante. 3) FMF diagnostiquée chez un
3) Réponse favorable au traitement régulier a la parent au premier degré
colchicine.

Plus récemment, Yalcinkaya et al., 2009 a établi de nouveaux critéres diagnostiques pour les
patients Turcs en age pédiatriques. Le diagnostic nécessite la présence de 2 criteres sur 5
(Tableau V).

Tableau V : Critéres pédiatriques selon Yalcinkaya (Yalcinkaya et al., 2009).

Critéres

Fiévre >38°C, durée de 6 - 72 heures, le nombre d’épisodes febriles
>3

Douleurs abdominales Durée de 6 - 72 heures, le nombre d’attaques > 3

Douleurs thoraciques Durée de 6 - 72 heures, le nombre d’attaques > 3

Arthrites Durée de 6 - 72 heures, le nombre d’attaques > 3, oligoarthrite

Histoire familiale de
FMF




D'autres informations sont également recueilies, comme lage d'apparition des crises de
fievre, la durée des crises, les intervalles entre les crises, les antécédents familiaux de FMF et

le traitement a la colchicine.

Chez les patients présentant une complication rénale, la présence de I'amylose rénale AA est

confirmée par biopsie rénale.

2) Analyse génétique

L’application des différentes techniques de biologie moléculaire nécessite au préalable une
extraction de 'ADN génomique, suivie dans la plupart des cas d’une réaction d’amplification
par PCR.

2.1) Extraction de PADN génomique a partir du sang total

L'ADN génomique des patients cliniquement suspectés de FMF est extrait a partir du sang
total recueilli sur un anti-coagulant. Des méthodes manuelles ainsi que des kits disponibles

dans le commerce sont utilisés pour l'extraction d'ADN génomique (Gupta, 2019).

2.1.1)_Technique au "salting-out"

Dans ce cas, I'extraction d’ADN génomique est basée sur le protocole de Miller et al., 1988,
basé sur I'utilisation d’une solution a forte concentration saline (NaCl, 6M), d’ou le nom de
salting-out ou relargage par les sels. Le principe consiste a traiter uniquement le lysat
cellulaire par une solution saline, dont l'objectif est d'éliminer par précipitation sélective les
protéines.

Les leucocytes sont d’abord isolés a partir du sang total par utilisation de solutions
hypotoniques qui permettent la lyse des globules rouges. Les solutions de lyse des globules
rouges sont nombreuses et variées.

Les leucocytes ainsi isolés sont ensuite resuspendus dans le tampon de lyse des noyaux (Tris-
HCI a 10mM, NaCl a 400mM, Na2EDTA a 2mM, pH 8,2). Au lysat cellulaire, sont ajoutées
ensuite des solutions de SDS et de protéinase K, a des concentrations finales de 1% et de
100pg/ml, respectivement. La digestion s’effectue pendant une nuit a 37°C. La durée
d’incubation et la température peuvent varier (2 h a 56 °C ou 30 min a 1 h a 65°C) (Bienvenu
et al., 1999).

Une fois la digestion terminée, le lysat cellulaire est trait¢é par une solution saturée de NaCl

(6M), puis vigoureusement agité et centrifugé a 2500 tours/minute pendant 15 minutes.



Le surnageant contenant 'ADN est transféré dans un autre tube de 15 ml en polypropylene.
La précipitation de 'ADN se fait par addition de 2 volumes d'éthanol absolu au surnageant. Il
se forme alors un précipit¢ d’ADN sous forme d’une pelote appelée méduse d’ADN. Celle-ci
est ensuite mise en suspension dans une solution de Tris-EDTA (10 mM Tris-HCL 0,2 mM
Na2EDTA, pH 7,5), jusqu’a parfaite dissolution.

2.1.2) Méthode au phénol-chloroforme

Dans cette méthode dite "de référence", le principe consiste a traiter le lysat cellulaire dans un
premier temps avec un méme volume de Phénol-Chloroforme (1:1).Le phénol est un puissant
agent dénaturant des protéines et permet de séparer efficacement les protéines et les acides
nucléiques qui ont la propriét¢ d’étre insolubles dans le phénol La centrifugation du mélange
condutt a la formation de 3 phases : une phase organique inférieure, une phase intermédiaire
contenant les protéines dénaturées et une phase aqueuse supérieure qui contient les acides
nucléiques. Apreés transfert dans un autre tube, la phase aqueuse est traitée par addition d’un
mélange de chloroforme (CHCI3) - alcool isoamylique (24:1) qui a notamment pour objectif
d’élimmer les traces éventuelles de phénol qui auraient pu étre emportées avec la phase
aqueuse et qui sont inhibitrices des réactions enzymatiques et en particulier de la Tag
polymérase. Apres centrifugation, le surnageant est transféré dans un autre tube a partir
duquel 'ADN est précipit¢ par addition de deux volumes d’alcool absolu. Le précipité
d’ADN est ensuite resuspendu dans une solution de Tris-EDTA.

2.1.3) Dosage spectrophotométrique et puret¢ de ’ADN extrait

La détermination de la concentration de I’ADN total extrait se fait par la lecture de la densité
optique a 260nm. Le pic d'absorption de 'ADN se situe a 260nm.
La concentration de PADN est calculée par application de la formule suivante :
[ADNpg/ml] = DO260 * Facteur de dilution x 50.

Une valeur de DO égale a 1, correspond a une concentration de 50ug/ml d’ADN pour une
solution d’ADN double brin.
La lecture des DO permet également d’estimer la puret¢ de 'ADN extrait en mesurant le
rapport DO 260 nmyDO 280 nm.

- 1,7 <Rapport <2,0 : ADN pure c-a-d non contaminé par les protéines.

- Rapport <1,7 indique une contamination de PADN par les protéines.

- Rapport >2, indique que ’ADN est contamin¢ par I’ARN.



2.1.4) Contrdle qualitatif des acides nucléiques extrait par électrophorése sur gel

d’agarose

Avant toute utilisation, il est indispensable de vérifier que 'ADN n’a pas ¢été¢ dégradé au cours
des différentes étapes de I'extraction. Pour cela, TADN extrait est mis & migrer sur un gel
d’agarose a 0.8%.

L'¢lectrophorése sur gel d'agarose est le moyen le plus efficace pour séparer des fragments
d'ADN de différentes tailles allant de 100 pb a 25 kb. L'agarose est extraite des algues des
genres Gelidum et Gracilaria, et se compose de sous-unités répétées d'agarobiose (L- et D-
galactose). Pendant la gélification, les polymeres d'agarose s'associent de maniere non
covalente et forment une matrice dont la taille des pores détermine les propriétés de tamisage
moléculaire d'un gel

Pour séparer ADN en utilisant I'¢lectrophorése sur gel d'agarose, IADN est chargé dans des
puits préfabriqués dans le gel et un courant est appliqué. Le squelette phosphate de Ia
molécule d'ADN est chargé négativement, par conséquent, lorsqu'ils sont placés dans un
champ ¢lectrique, les fragments d'ADN migrent vers lanode chargée positivement. La charge
relative étant constante, la séparation des molécules d’ADN sera en fonction du poids
moléculaire sur une distance mnversement proportionnelle au log du poids moléculaire.

Aprés séparation, les molécules d'ADN peuvent étre visualisées sous lumiere UV sous leffet

d’un agent fluorescent, le bromure d'éthidum (Shinar et al., 2012).

2.2)Recherche des mutations dans le géne MEFV

Plusieurs techniques de biologie moléculaire ont ¢€té utilisées pour le diagnostic génétique de
la. FMF : polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) et électrophorese
sur gel a gradient de dénaturation (DGGE). Cependant, ces techniques tendent a é&tre
supplantées par le séquencage. En effet, la plupart des laboratoires de recherche ainsi que les

laboratoires fournissant un diagnostic génétique de la FMF utilisent le séquencage Sanger.

2.2.1) Technique PCR-ARMS (Amplification Refractory Mutation System)

Dans le cas de la FMF, la PCR-ARMS est appliquée surtout pour mettre en évidence les
quatre mutations fondatrices dans I'exon 10 : p.M680I, p.M694V, p.M694I et p.M726A. Pour
chaque mutation, un set d’amorces spécifique est utilis¢é (French FMF consortium, 1997 ;
Eisenberg et al., 1998). La PCR-ARMS, connue également sous le nom de PCR spécifique

d’alles, est un variant de la PCR qui permet de détecter tout changement nucléotidique



impliquant une seule base. Elle est basée sur le principe de mésappariement d’une amorce en
3’ qui empéche lamplification du fragment. Deux amplifications sont réalisées en paralkle,

en présence d’une amorce commune aux deux réactions :

i Une amplification en présence de 'amorce spécifique de la séquence normale,

ii.  Une amplification en présence de 'amorce spécifique de la séquence mutée.
Les amorces P1 et P2 different en 3° par une seule base. L’amorce P2 ne permettra pas
Iamplification de lallele car le mésappariement en 3° ne permet pas ['élongation de
I’'amorce(Figure 7). La présence ou labsence d'un produit PCR permet de diagnostiquer la

présence ou labsence de lallele cible aprés migration par électrophoreése sur gel d’agarose
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(Vassias, 2012).
Figure 7 : Principe schématis¢ de aPCR-ARMS (Vassias, 2012)

La figure ci-dessous est un exemple de PCR-ARMS appliquée pour la recherche du variant
pathogéne p.M6941 chez les membres de deux familles Algériennes suspectées de FMF.

D’apres le profil électrophorétique obtenu :

- I1, 12, 111 et 112 sont hétérozygotes (famille 1)
- 11 : homozygote (famille 1)



Famille 1 s Famille 2

Bande d’amplification
avec I’amorce normale

200pb

Bande d’amplification

B - 200pb
avec 1 amorce mutée

Figure 8 : Exemple d’¢lectrophorése sur gel d’agarose (2%) pour la mise en évidence de
p-M6941 chez deux familles Algériennes (Ty: témoin normal; T*': témoin positif hétérozygote;

T*2: témoin positif homozygote; T-: témoin négatif).

2.2.2) Séquencage par la méthode de Sanger

Le séquengage par la méthode de Sanger est recommandé pour les patients présentant un
phénotype clinique non-ambigu, pour rechercher des mutations dans les geénes connus pour
contenir des points chauds mutationnels. Chez les patients suspectés de FMF, I'exon 10 du
MEFV est largement exploré par séquengage (Touitou et Aksentjevich, 2019). En effet,
I’exon 10 contient deux points chauds, au niveau du codon 680 et 694 (Touitou, 2001).

Dans le séquencage de Sanger, une amorce d'ADN complémentaire de 'ADN matrice (ADN
a séquencer) est utilisée comme point de départ de la synthése de 'ADN. En présence des
quatre désoxyribonucléotides triphosphates (ANTPs : A, G, C et T), la polymérase étend
lamorce en ajoutant le ANTP complémentaire au brin d'ADN matrice de lextrémité 5’ vers
Iextrémit¢ 3°, et de maniere aléatoire et inconstante des didéoxyribonucléotides triphosphates
(dANTP), par exemple un ddGTP sera parfois ajout¢ a la place d’'un dGTP. Pour détermmer
quel nuclkéotide est incorporé dans la chaine de nucléotides, les quatres didésoxyribo-
nucléotides triphosphates (ddNTPs : ddATP, ddGTP, ddCTP, et ddTTP) sont marqués avec
un fluorophore différent pour chaque ddNTP. Lorsqu’un ddNTP est incorporé a la place d’un
dNTP, ’ADN polymérase ne peut plus continuer sa polymérisation. La réaction d’extension
s’arréte. Durant la réaction, pour chaque base de 'ADN au moins une fois, un ddNTP
complémentaire sera mtégré a la place d'un dANTP. Par conséquent, a la fin de la réaction,
nous obtiendrons des fragments de taille différente (Gauthier, 2007).




L’analyse des différents fragmentsse fait par une ¢lectrophorése capillaire. Lors de la
migration, chaque fragment (contenant un ddNTP marqué par un fluorophore) sera excité par
un laser et un signal lumineux spécifique sera généré, le signal obtenu sera analysé¢ par un
logiciel spécifique. Le résultat apparait sous forme d’un électrophorégramme. L’analyse d’un
fragment d’ADN aprés PCR se fait toujours a I'aide d’une amorce sens et antisens afin de

confirmer la séquence (et une éventuelle anomalie de séquence) (Lamoril et al., 2008).
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Figure 9: Synthése de PADN complémentaire a partir de dNTPs et ddNTPs(Sanger et al.,
1977).

La figure ci-dessous est un exemple de résultats obtenus par séquencage de I’exon 10 chez un

patient Algérien ou deux mutations ont ét¢ identifiées : p.M680I et p.M694L.
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Figure 10: Exemple d’un électrophérogramme chez un patient FMF hétérozygote composite



2.2.3) Next Generation Sequencing (NGS)

Le NGS ou le séquencage a haut débit est un outil de diagnostic qui permet l'analyse
simultanée de plusieurs genes et la détection efficace du mosaicisme génétique. Il est ainsi
basé sur le séquencage parallele de multiples petits fragments d’ADN cible (Shendure e Ji,
2008).

Cette méthode comporte trois étapes principales : (1) la création d’unelibrairiede courtes
séquences d'ADN comprenant l'ensemble de 'ADN cible, qui sont ensuite ligaturés avec des
adaptateurs universels, (2) amplification clonale des librairies et (3) le séquengage de chaque
fragment de la librairie selon I'une des différentes approches possibles(Audebert et al., 2014).

Permettant le séquencage de plusieurs geénes simultanément, le NGS peut faciliter le
diagnostic chez les patients atteints de troubles auto-infllmmatoires, génétiquement différents
mais avec un chevauchement phénotypique, rendant ainsi le diagnostic clinique trés incertain.
Alors qu'il s'agissait au départ d'une technologie relativement coliteuse, cette approche est
devenue de plus en plus efficace en termes de temps et de colt et est actuellement pratiquée
dans de nombreux pays (Hashkeser al., 2019).Trois approches différentes de cette méthode
sont applicables :

a) Panels de génes ciblés
Le séquengage NGS ciblé est aujourd'hui couramment utilisé pour les tests génétiques des
maladies auto-inflammatoires (Rusmini et al., 2015). 1l implique lanalyse simultanée de la
séquence codante complete d'un panel de genes sélectionnés et peut étudier jusqu'a une
centame de génes candidats. Le contenu des panels varie selon les laboratoires, mais
comprend généralement les genes associés aux syndromes classiques de fievre héréditaire
récurrente (MEFV, TNFRSFIA, MVK, NLRP3), au syndrome de Blau et au déficit en
antagoniste des récepteurs de [I'nterleukine-1 (DIRA). La performance des panels est
actuellement évaluée et se situe probablement autour de 20% sur la base des rapports et études
actuels (Nakayama et al.,, 2017) (c'est-a-dire que 20% des échantillons provenant de patients

suspectés de troubles auto-inflammatoires donnent un résultat clair avec un panel de génes
ciblés).

b) Séquencage de l'exome entier (WES)

Le WES mmplique le séquencage complet de presque toute la région codante (80-90%) des

génes exprimés et i a révolutionné la découverte des genes causaux des maladies auto-



nflammatoires. En effet, tous les genes récemment identifiés chez les patients atteints de
maladies auto-inflammatoires ont ét¢ découverts grace a cette technologie complete. Le WES
n'est pas encore utilisée dans les diagnostics de routine, mais avec la diminution des cofts et
lamélioration de lefficacit¢ de Paspect bioinformatique, certains laboratoires envisagent de
l'utiliser pour les tests génétiques, car le rendement diagnostique du séquencage de panel ciblé
reste assez faible. Actuellement, la plupart des laboratoires de diagnostic général rapportent
un rendement de 25 a 30 % des analyses WES, ce qui représente une légére augmentation par

rapport a l'analyse de panel ciblée (Rusmini et al,2015 ; Omoyinmi et al., 2017).

¢) Séquencage du génome entier (WGS)

Cette approche examine la séquence humaine complete, principalement utilisée dans Ila
recherche (Bogaert et al., 2017). Le WGS est recommandé pour les patients fortement
suspectés d'avoirr un trouble monogénique et qui restent non diagnostiqués apres l'analyse
WES. Le WGS identifierait les mutations dans les régions régulatrices des geénes responsables
de la maladie connus ou les mutations pathogénes putatives dans les ARN non codants ou les
variations du nombre de copies (c'est-a-dire délétion/duplication) (Elsaid et al., 2016 ;
Nakayamaet al., 2017).

2.3) Recherche des polymorphismes dans le géne SA441

Les deux polymorphismes bi-alléliques (SNP), 2995C/T et 3010C/T, situés dans I'exon 3 du
géne SAAI sont recherchés par application de la technique de PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction- Restriction Fragment Lengh Polymorphism) suivie d'une séparation par
¢lectrophorése sur un gel d'agarose afin de détermmer les différents haplotypes du gene

(Gershoni-Baruch et al., 2003Db).

2.3.1) Principe de la PCR-RFLP

Les polymorphismes de type RFLP sont identifiécs a laide d'enzymes de restriction qui ne
coupent  ADN qu'a des sites de restriction spécifiques.

Dans la PCR-RFLP, pour détecter deux alleles différents d’une méme séquence d’ADN, le
fragment d’mntérét est d'abord amplifié par PCR, puis soumis a laction d’une enzyme de
restriction spécifique qui ne coupe quune des formes alléliques (Figure 11).Les produits de
restriction sont ensuite séparés par électrophorése sur gel d’agarose ou de

polyacrylamide(Karim, 2019).
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Figure 11: Principe schématis¢ de la PCR-RFLP(Ameziane, 2006).

La séquence du gene SAAI a été¢ obtenue a partir du site https://genome.ucsc.edu/index.html.
L’amplification de la région de I'exon 3 contenant les deux SNP a été réalisée en utilisant les

amorces suivantes (Moriguchi et al., 2001):

- 5-GCCAATTACATCGGCTCAG-3 ' (sens)
- 5-TGGCCAAAGAATCTCTGGAT-3 ' (antisens).

2.3.2) Action des enzymes de restriction sur le fragment amplifié

La région amplifice de 517pb (Figure 12) est ensuite soumise a I’action des deux enzymes de
restriction. Les sites de restriction et la taille des fragments générés ont été obtenusa partir du

site : www.restrictionmapper.org (annexe 2,3,4,5).

Les differents produits de restriction générés sont récapitulés sur la figure 13.
1. Avec lenzyme Ban I qui reconnait la séquence : 5’-GGYRCC-3" (Y: CouT; R: A ou
G)
- L'alele SAAla est digéré en 3 fragments : 316, 176 et 25 pb, en présence de T en
position 2995 (pas de coupure).
- Les alkles SAA1p et SAAIysont digérés en 4 fragments : 243, 176, 73 et 25 pb, en
présence d’une C en position 2995.
1.  Avec I'enzyme Bcl I qui reconnait la séquence : 5’-TGATCA-3’
- Les alkkles SAA1a et SAAly ne sont pas digérés, le fragment est ainsi de 517pb :
3010C.
- L'allele p est digéré en 2 fragments de 425pb et 92 pb : 3010T.


https://genome.ucsc.edu/index.html
http://www.restrictionmapper.org/

GCCAATTACATCGGCTCAGACAAATACTTCCATGCTCGGGGGAACTATGATGCTGC
CAAAAGGGGACCTGGGGGTGC/T(2995) CTGGGCTGCAGAAGC/T(3010)GATCAGGT
AACTGGAGCTCCTGGGACGTTAGGGCTGGGTGAGCAGAGCTTGCCTGCCTTGGAC
AGTCAGGAGGGAGACGAGCTCCTTGTGGAGAAGTTAGAGGCTGCGGCCCCTCCTC
CTCTTGCCCTCTCTCTGCCTCTGTGCTCAGTGTGAGGTCTGAGTGGATGGTAGGAG
TGAGTGATTCCTCATCCTCCCTCTCTGGGTGCTGTTCATCCAGCCTAGGGGTGCCC
AGCCTGGCTGAATGGGGTGGTGCCCAGTGTTTTCATCCCTCCTTCCTTGGCCTTTCT
GGGCTCCTCTCTGAGCCCTCCCTTGGAACAGGGAGAATGGGAGGGTGGGCTATTG
CTCACTGGCCTGATTATTAATCTCCTTCTTGCCTGCCTTGATTACAGCGATGCCAGA
GAGAATATCCAGAGATTCTTTGGCCA

Figure 12 : séquence amplifiée (http//genome.ucsc.edw/) contenant les deux SNP d’intérét
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Figure 13 : Les différents profils de restriction en fonction du génotype au locusSA447

3) Analyse statistique

Les données ont été décrites statistiquement en termes d’effectifs et de pourcentages. P < 0,05
a ¢t¢ considéré comme statistiquement significatif. En biologie, par convention, le résultat est
significatif lorsque p < 0,05. La valeur p est le seuil minimal au-dela duquel on rejette Ho. On

peut ainsi résumer la situation comme suit(Fisher, 1922):

* Une diférence significative (entre les données et I’hypothése nulle) est une

diffrence que le hasard de I’échantillonnage ne pourrait que rarement produire :

— Les données sont incompatibles avec Ho

— On a une preuve statistique contre Ho (on rejette Ho)


http://genome.ucsc.edu/

* Une différence non significative (entre les données et I'hypothése nulle) est une
différence que le hasard de I'échantillonnage pourrait produire
— Les données sont compatibles avec Ho.
— On n’a pas de preuve statistique contre Ho (on ne rejette pas Ho).

3.1) Comparaison_de deux proportions

Les fréquences relatives d'un certain caractére qualitatif dans deux échantillons d’effectifs ni
et m ont respectivement pour valeur qi=ai/m et qu=ax/m, c'est-a-dire qu'on y a dénombré

respectivement a; et a2 individus présentant tel caractere.

Le programme XLSTAT permet de calculer la valeur p, dans le cas de la comparaison de
deux proportions. Dans le cas des petits échantillons, la correction de continuit¢ doit Etre
appliquée. Cette correction a pour effet de rédumre la différence observée entre les deux

proportions.

3.2) Régression logistique : variable indépendante dichotomique

La situation dans laquelle la régression logistique est applicable est celle dans laquelle les
variables dépendantes et mdépendantes sont dichotomiques. Les valeurs de la variable
dépendante indiquent généralement si un sujet a contract¢ une maladie ou non.Les valeurs de
la variable indépendante indiquent le statut du sujet par rapport a la présence ou a l'absence

d'un facteur de risque (Daniel and Cross, 2012).

Les parametres d’un modele de régression logistique s’interprétent en terme d’odds-ratio. Les
résultats sont donnés sous forme de rapport de cotes ou odds-ratio (OR) avec un intervalle de
confiance de 95% (IC 95).

Dans ce cas, lanalyse de régression logistique est utilisée pour étudier la contribution des

variables indépendantes au développement de l'amylose.

a) Rapport de cotes (odds-ratio)
Un rapport de cotes (ou Odds-ratio en anglais) est une mesure de l'association entre une
exposition et un résultat. L’Odds-ratio représente les chances qu'un résultat se produise étant
donné une exposition particuliére, par rapport aux chances que le résultat se produise en

labsence de cette exposition.



Les rapports de cotes sont le plus souvent utilisés dans les études cas-témoins. La cote qu'un
événement A se produise se défint comme la probabilit¢ que A se produise divisé par la

probabilit¢ qu'll ne se produise pas(Szumilas, 2010) :

prob(Aseréalise) prob (Aseréalise)
cote(A) = =

prob(Aneseréalisepas) 1 — prob (Aseréalise)
Alors que l'on compare les proportions via leurs différences, les cotes (odds) de deux
événements A et B se comparent via leur quotient. Il s’agit du rapport de cotes entre deux

événements définis par :

prob (A)
cote (A)  1-prob(a) _ Pprob(A).(1—prob(B))

cote (B) _Pb®  prob(B).(1— prob(A))
1-prob (B)

Odds —ratio =

OR=1 L'exposition n'affecte pas les chances de résultat.
OR>1 Exposition associée a de plus grandes chances de résultats.

OR<I Exposition associ¢e a des chances de résultats plus faibles.
b) Intervalle de confiance de ’odds ratio

On calcule I'erreur type :\/1 +\/1 + \/E + \/E
a b c d

1
d

Ln(OR)iZa\/l+1+1+
IC =e a boc

(a, b, c, d:effectifs dans les cases du tableau de contingence).

L’odds-ratio n’est significatif que si 'intervalle de confiance n’inclut pas la valeur de 1.



Partie II1

Etude Cas-Témoins



I) Résultats

Dans sa forme grave, la FMF se complique par une amylose rénale de type AA. Chez les
patients FMF, des études ont permis d’associer les mutations du gene MEFV au
développement de l'amylose rénale AA. De plus, le géne qui code pour la SAAl a ét¢
identifi¢ comme un géne modificateur qui peut influencer le risque de survenue de cette
complication.

Dans notre cas, i s’agit d’une étude rétrospective (cas-témoins) qui vise a analyser des
résultats déja obtenus afin de faire ressortir les facteurs de risque génétiques pouvant
nfluencer la survenue de Pamylose AA au cours de la FMF, en identifiant :

- Les mutations dans I'exon 10 du gene MEFV.

- Les polymorphismes dans I'exon 3 du gene SAA1.

1) Patients et Témoins

Cette étude a impliqué 62 patients atteints de FMF (masculin=28, féminin=34) et un groupe
de 13 individus sains. Les patients ont été recrutés des services de Néphrologie et de
Meédecine interne des hopitaux d’Alger et de Tlemcen, entre la période 2009- 2017.

Les témoins ont ét¢ recrutés au hasard dans la population générale (centres de transfusion
sanguine des hopitaux de Ain-Taya et de Rouiba). Chez ces derniers, aucune mutation n’a été
identifiée apres le séquencage des exons 2, 3, 5 et 10 du MEFV.

Le consentement éclairé de chaque patient, ou de son tuteur légal s’il était mineur, a été
obtenu afin de pouvoir réaliser le prélevement ainsi que I'étude moléculaire.

- Données démographiques des patients étudiés

Les patients ont été¢ subdivisés en deux groupes, selon la présence ou labsence de l'amylose
rénale. L’amylose AA a été confirmée par biopsie rénale.

- Le sex- ratio
Parmi les patients ayant développé I'amylose rénale (n= 41), 19 sont de sexe masculin et 22
de sexe féminin, avec un sex-ratio de 0, 86. Parmi les patients sans amylose (n= 21), 9 sont de
sexe masculin et 12 de sexe fminin, avec un sex-ratio de 0,75.

- Age des patients

L’age des patients au recrutement était de 36,26+14,43 ans chez les patients avec amylose et
de 33,80+14,71ans chez les patients FMF sans amylose. La différence d’age n’est pas
significativement différente entre les deux groupes (p=0,530).

De plus, d’autres critéres ont été pris en considération pour la sélection des patients sans

amylose :



- Age du début des crises, comparable a celui des patients avec amylose,

- La durée moyenne de la maladie, comparable avec les patients sans amylose.

2) Etude génétique

2.1) Mutations du géne MEFV

Le premier facteur de risque génétique analysé est le gene MEFV, en impliquant tous les

patients FMF.

a) Fréquences alléliques

Le screening de I'exon 10 du MEFV chez I'ensemble des patients FMF (n= 62) a permis
d’identifier 5 alleles différents : p.M6941, p.M694V, p.M680I, p.1692del et p.A744S, avec une
distribution différentielle entre les deux groupes de patients analysés (Tableau VI).

L’analyse des profils mutationnels a montré la prédominance de lallele p.M694l chez les
deux groupes de patients. Cependant, la fréquence de ce variant pathogene est
significativement plus élevée chez les patients avec amylose ou il représente 70% (57/82) des

allcles totaux, par rapport aux patients sans amylose (19/42 ; 45,23%) (p=0,009).

Tableau VI : Nombres et fréquences alléliques des variants du MEFV chez les deux groupes
de patients.

Patients avec amylose Patients sans amylose

(n=41) (n=21) Valeur de p
Mutations Nombre d’alléles, n= 82  Nombre d’alléles, n= 42
identifiés  Fréquence alllique (%)  Fréquence allique (%)

p-M 6941 57 19 0,009
(70) (45,24)

p-M 694V 12 7 0,766
(14,63) (16,67)

p-M 6801 5 6 0,129
(6) (14,29)

p-1692Del 1 0 0,472

(1,2)

p.A744S 0 2 0,046

(4,76)

Les autres variants ont été identifiés avec des fréquences comparables entre les deux groupes
de patients FMF. Cependant, la délétion p.[692del a ¢été identifi¢e uniquement chez les
patients avec amylose AA, et p.A744S a ¢té identifiée uniquement chez les patients sans

amylose.
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Figure 14: Distribution des fréquences alléliques des variants du MEFV chez les patients
FMF avec et sans amylose AA.

b) Fréquences génotypiques

Les alleles identifiés dans la cohorte de 62 patients ont été retrouvés soit a I'état homozygote,
hétérozygote composite ou hétérozygote. Seuls les altles p.M6941, p.M694V et p.M680I ont
¢été retrouvés a I'état homozygote (Tableau VII).

Dans le groupe des patients avec amylose, 9 génotypes différents ont été identifiés :

- Le génotype M694I/M6941 était prédominant, rencontré chez 24/41 patients (58,53%),
ce qui est significativement plus élevé comparé aux patients sans amylose (5/21;
23,8%) (p=0,018).

- Le génotype M694V/M694V a été identifié uniquement chez les patients avec
amylose (3/41; 7,3%), cependant avec une fréquence non significative comparé aux
patients sans amylose (0/21 ; 0%) (p =0,361).

- La proportion des autres génotypes identifiés était équivalente entre les 2 groupes de
patients, a Iexception du génotype M694I/M680I qui est significativement plus élevé
chez les patients sans amylose (Tableau VII, Figure 15).



Tableau VII : Répartition des génotypes identifiés chez les deux groupes de patients

Etat des Génotypes Patients avec amylose  Patients sans amylose  p-value
variants (n=41) (n=21)

identifiés Nombre (%) Nombre (%)

Homozygote =~ M6941/M 6941 24 (58.53) 5(23,8) 0.018

M694V/M 694V 3(7,3) 0 0.361

M6801/M 6801 1(2.4) 0 0.704

Hétérozygote M6941/M 694V 2(4.8) 209,95 0.885

composite N7 co4T/M 6801 1(2,4) 5(23,8) 0,025

M694V/M 6801 2 (4,8) 1(4,7) 1.000

M694V/1692Del 1(24) 0 1.000

Hétérozygote M 6941 6 (14,6) 29,5 0.858

M694V 1(2,4) 4 (19) 0.144

A744S 0 2(9,5) 0,355
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Figure 15 : Distribution des génotypes du géne MEFV chez des patients atteins de FMF avec

et sans amylose rénale AA.



2.2) Polymorphismes du géne SA4A41

La recherche des polymorphismes dans I'exon 3 du gene de la SAAI a mpliqué les mémes
patients analysés précédemment ainsi qu'un groupe d’individus sains :

- 29 patients FMF avec amylose AA,

- 20 patients FMF sans amylose AA,

- 13 individus sains.
Les deux SNP, 3010C/T et 2995C/T, sont identifi¢s, respectivement, par les enzymes Bcl I et
Banl. Cinq génotypes ont été identifiés chez les mdividus analysés (Figure 16, A, B):

- SAAI1.1/SAAL.1 (SAAla/a): patient 1.

- SAA1.5/SAA1.5 (SAA1B/P): patient 4

- SAAIL.1/SAA1.5 (SAAla/B): patients 2, 3.

- SAAIL.1/SAA1.3 (SAAla/y): patients 5, 6.

- SAAI1.3/SAA1.5 (SAALY/B) (non observé sur la figure 16).

Figure 16, A : Profil de restriction obtenu avec Bcll chez quelques patients FMF

316ph
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Figure 16, B : Profil de restriction obtenu avec Banl chez quelques patients FMF



a) Fréquence des alléles du géne SAAI

La répartition des trois alleles SAAla, B et y chez les trois groupes d’individus analysés est

résumé dans le tableau VIII.

Tableau VIII : Comparaison des nombres et des fréquences alléliques au locus SAA1 chez
des patients atteins de FMF avec ou sans amylose et chez des témoins sains.

AllelesSAA41 Nombre d’alléles (%)
Patients avec amylose Patients sans amylose Témoins
(n=58) (n=40) (n=26)
a 49 (84,4%) 16 (40%) 10 (38,4%)
B 4 (6,8%) 22 (55%) 14 (53,8%)
Y 5 (6,8%) 2 (5%) 2 (7,69%)

La comparaison entre les trois groupes d’individus (Figure 17) a montré que lallele SAAla
¢tait significativement plus ¢€levé chez les patients amylose AA comparé aux patients sans
amylose (p=0.001) et aux témoins (p<0,0001). Cependant la proportion allélique n’est pas
statistiquement différente entre les patients sans amylose AA et les témomns (p=1.000).
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Figure 17 : Histogramme montrant les fréquences alléliques chez les trois groupes étudiés



La fiéquence de Talltle SAAIP est significativement plus élevée chez les patients sans
amylose par rapport aux patients avec amylose (p< 0,0001). En méme temps cet allele a été
identifi¢ dans le groupe des témoins avec une fréquence supérieure a celle des patients avec
amylose (p< 0,0001) (Figure 17). La proportion de cet allele est la méme entre les patients
sans amylose et les témoins (p=1.000). Il est a remarquer que cet allele n’a pas été identifié a
I’état homozygote chez les patients avec FMF avec amylose AA.

Pour lalle y, la comparaison a montré que la différence n’est pas significative entre les

groupes d’individus analysés (p=0.737).

b) Fréquence des génotypes dans le locus SAA1

Dans le groupe des patients FMF ayant développé lamylose AA, 3 génotypes ont été
identifiés : SAA1 a/a ; SAAla/B et SAAla/y (Tableau IX).

Tableau IX : Proportions des génotypes dans le locus SAA41 chez les trois groupes analysés

SAAla/a SAAloe/p SAA1B/B SAAla/y SAA1BHY
(SAA1.1/1.1) (SAAL.1/1.5) (SAAL.5/1.5) (SAAL.1/1.3) (SAA1.5/1.3)

Patients avec 20 4 0 5 0
amylose (68, 96%) (13, 79%) (17, 24%)

Patients sans 4 8 6 0 2
amylose (25%) (40%) (30%) (10%)
Témoins 1 8 2 0 2

(7, 69%) (61, 54%) (15, 38%) (15, 38%)

Le génotype SAAl a/a a été identifié chez la majorit¢ des patients de ce groupe, soit 20/29
(68,96%) (Tableau IX). Cette proportion est significativement plus élevée par rapport aux
patients sans amylose (4/20; 25%) (p=0.0003) et aux sujets témoms (1/13; 7,69%) (p<
0,0001) Cependant, la fréquence d’apparition de ce génotype est équivalente entre les patients
sans amylose et les t¢émoins (p=0.607) (Figure 18).

Dans le groupe des patients sans amylose AA, quatre génotypes ont ét¢ identifiés : SAAl a/a,
SAAla/B, SAALB/B et SAA1Y/B (Tableau IX).

Le génotype SAAIPB/P a été identifie¢ chez 6 patients (30%), alors qu’aucun patient avec
amylose AA n’était porteur de ce génotype (p=0.012) (Figure 18). Ce méme génotype a été

identifié chez les individus témoins avec des proportions équivalentes avec les patients sans



amylose (Figure 18).La proportion du génotype SAAlo/P est équivalente entre les patients
sans amylose et les témoins (Figure 18). Cependant, cette proportion est significativement
plus ¢€levée chez les patients sans amylose par rapport aux patients avec amylose (p=0,033).
Le génotype SAAlo/ya été détecté uniquement chez les patients attents d'amylose, alors
quaucun génotype SAAIPB/y n’a été détecté dans ce groupe de patients (Tableau IX).
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Figure 18 : Fréquences des génotypes du SAA/ chez des patients atteins de FMF (avec et sans

amylose) et chez des témoins sains.

2.3) Distribution des génotypes au locus SA441 en fonction des génotypes du MEFV

La répartition des génotypes dans le locus S4417 en fonction du génotype dans le gene MEFV
a été analysée chez les patients étudiés.

Chez les patients ayant développé une amylose AA, le génotype SAAla/o est retrouvé parmi
les patients ayant différents génotypes du MEFV, mais avec des proportions différentes. Les
résultats montrent que la majorité des patients dans le groupe des patients avec amylose sont a
la fois homozygotes pour p.M6941 et SAAla/a (11/15; 73,33%). Le génotype SAAla/a a
¢té retrouvé chez 9/14 (64%) des patients porteurs d’un autre génotype autre que
M6941/M6941, cependant la différence n’est pas significative (p= 0,901) (Figure 19) (annexe
6).

Dans le groupe des patients sans amylose, aucun patient n’était porteur des deux génotypes
M6941/M6941 et SAAla/o. en méme temps (0/4) (Figure 19). En présence des autres
génotypes du MEFV, quatre patients étaient homozygotes pour SAAla/a (4/16; 25%) (p=
0,675).



Cependant, la proportion des patients homozygotes pour p.M6941 et SAAla est

significativement plus ¢élevée dans le groupe des patients avec amylose par rapport aux

patients sans amylose (p=0,038).
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Figure 19 : Répartition du génotype SAAo/a en fonction des génotypes du MEFV

Les autres génotypes du géne SAA/ étaient soit faibles, soit absents chez les patients atteints

d’amylose par rapport a tous les génotypes du géne MEFV.

3) Estimation du risque par régression logistique

L’analyse des résultats permet d’associer les génotypes M6941/M6941 et SAAla/o au
développement de 'amylose rénale de type AA chez les patients analysés. Ce résultat nous a
conduit a estimer le risque ou la contribution de chacun de ces deux facteurs génétiques au

développement de cette complication. Les résultats sont exprimés sous forme d’un rapport ou

odds-ratio (OR) avec son intervalle de confiance (IC, 95%).

a) Génotype M6941/M6941

Les calculs ont ét¢ effectués a partir du tableau de contingence ou I’homozygotie pour

p-M694I a été fixée comme le facteur de risque (Tableau X).



Tableau X : Tableau de contingence 2x2 montrant la distribution du génotype M6941/M6941 et de
I'amylose AA

Facteur de risque Patients avec Patients sans Total
amylose AA amylose AA
M6941/M 6941 24 5 29
MEFYV (autres 17 16 33
génotypes)
Total 41 21 62

b) Génotype SAAla/a

Les calculs ont été effectués a partir du tableau de contingence ou le génotype SAAla/ow a été

fix¢ comme le facteur de risque (Tableau XI).

Tableau XI : Tableau de contingence 2x2 montrant la distribution du génotype S441a/a et de
I’amylose AA

Facteur de risque Patients avec Patients sans Total
amylose amylose
SAAlo/a 20 4 24
SAAI (autres 9 16 25
génotypes)
Total 29 20 49

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau XII. Ainsi, une augmentation du risque de
développer la maladie de 4,375 fois pour les patients porteurs du génotype M6941/M694I1 et
une augmentation de 8,6 fois pour les patients présentant le génotype SAAla/a. De plus, les
deux intervalles de confiances ne comprennent pas la valeur 1. En conséquence, les deux
génotypes peuvent Etre considérés comme significativement associés au développement de

I'amylose rénale de type AA au cours de la FMF.

Tableau XII : Résultats de la régression logistique

Facteurs génétiques testés OR IC (95%)

M6941/M 6941 4,375 [1,35 - 14,08]

SAAla /o 8,679 [2,25 - 33,1]




IT) Discussion

La fievre méditerranéenne familiale (FMF) est une maladie autosomique récessive
associée a des mutations du géne MEFV. Les formes graves de la FMF peuvent se compliquer

par une amylose rénale de type AA (Grateau et al., 2005).

L’incidence de I'amylose AA au cours de la FMF varie selon les groupes ethniques.
Les juifs sépharades, les arméniens et les turcs représentent les populations qui ont le plus de
risque de développer cette complication par rapport aux autres populations (Grateau, 2000).
En Algérie, la méconnaissance et I'absence du diagnostic génétique de la FMF est a I'origine
de Tapparition de cette complication rénale chez les patients FMF. En effet, 'mtervalle de
temps séparant I'apparition des premiers symptomes de la FMF et le diagnostic génétique est
souvent suffisamment long pour permettre I'installation de I'amylose AA et son évolution

vers I'insuffisance rénale terminale et le déces de certains d’entre eux (Ait-Idir et al., 2017).

Plusieurs études portant sur la corrélation mutations dans le MEFV et développement
d’amylose AA ont été réalisées chez les populations a risque. Le variant pathogéne p.M694V
a I'état homozygote a ét¢ lié au phénotype sévere de la FMF et au développement de
I'amylose rénale (Akpolat et al., 2012; Atoyan et al., 2016). Chez les populations juives,
38,3% des patients ayant développé une amylose rénale étaient homozygotes pour p.M694V
(Gershoni-Baruch et al., 2003). L’homozygotie pour p.M694V a été également corrélée a la
survenue d’amylose AA chez les patients FMF Arméniens (Cazeneuve et al., 2000;Atoyan et
al., 2016). D'autre part, une étude sur plus de 3500 patients turcs a montré que 400 patients
¢taient atteints d'amylose et le p.M694V homozygote a été détecté¢ chez 189 (47%) d’entre
eux, ce qui était significativement plus élevé que chez les patients FMF ne développant pas
d'amylose (Akpolat et al., 2012). Les études de corrélation phénotype/génotype ont montré
que chez les Juifs, le variant p.M694V conférait un risque augmenté d’un facteur de 4,27
(Gershoni-Baruch et al., 2003), de 6,8 chez les patients Arméniens (Cazeneuve et al., 2000) et
de 1,44 chez les Turques (Delibas et al., 2005). Dans la cohorte analysée, trois patients
uniquement étaient homozygotes pour le variant pathogéne p.M694V et ont tous développé
une amylose AA. Ainsi notre étude n’a pas permis d’associer p.M694V de manicre
significative au développement de I'amylose AA secondaire a la FMF chez les patients

Algériens.

Dans notre étude, nous avons compar¢ la répartition des génotypes du MEFV chez 62

patients atteins de FMF, dont 41 avaient une amylose AA, dans le but de caractériser les



facteurs de risque génétiques liés au développement de cette complication. Sur les 41 patients,
24 (57%) ¢étaient homozygotes M6941/M6941, contre seulement 5/21 dans le groupe des
patients sans amylose (p=0,013). Notre étude est la seule a rapporter une large prédominance
de p.M694l chez les patients FMF avec amylose AA, comparé aux autres populations
Meéditerranéennes (Ait-Idir e al., 2017). Nos résultats permettent ainsi d’associer de manicre
significative le génotype M694I/M6941 au développement de Pamylose rénale AA chez les
patients FMF Algériens.

D’autres facteurs génétiques sont impliqués dans le développement de I'amylose
rénale AA, dont le plus important est le polymorphisme du gene S4A47(Baba et al., 1995).
Chez les patients Caucasiens atteints de la PR, le risque d'amylose rénale était plus €levé pour
les porteurs du génotype SAAlo/or (Booth et al, 1998). Cependant, chez les patients Japonais
atteints de PR, lamylose rénale AA est rencontrée chez les porteurs du génotype SAAlyly
(Morigushi et al, 1999 ;Baba S et al, 2000 ; Morigushi et al, 2001).

Dans ce travail, les résultats obtenus ont démontré la prédominance du génotype
homozygote SAAla/o. dans le groupe des patients avec amylose AA, ce qui est compatible
avec ce qui a été rapporté a partir des populations Caucasiennes. En Turquie et en Allemagne,
des études ont montré en plus, que le risque de développer 'amylose rénale est augmenté de
2,4 a 4,86 lorsque les patients FMF sont porteurs du génotype SAAla/a (Blank et al., 2015;
Delibas et al., 2005; Yilmaz et al., 2003). Dans notre étude, ce risque a été estimé a 8,67 chez
les patients homozygotes pour lallele SAAla. Ainsi, nos résultats montrent que ces deux
génotypes contribuent significativement et indépendamment au développement de Iamylose
AA.

Au contraire, chez les patients FMF Egyptiens, I'implication du génotype SAAla/a

dans le développement de la complication rénale n’a pas été trouvée (Wilson et al., 2016).

Dans une large étude menée sur de 1017 patients FMF Arméniens, i a ét¢ montré que
le génotype B/B conférait une protection contre le développement de I'amylose AA (Atoyan et
al., 2016). En effet, dans notre ¢étude, le génotype SAAIPB/B a été identifié uniquement chez

les patients sans amylose et chez les individus témoins.

L’hétérozygotie o/f était moins fiéquente chez les patients atteints d’amylose AA.
Nous confirmons toutefois les résultats obtenus par Cazeneuve et al., 2000, dans lesquels la

présence d'unseul alléle SA47/0 ne conférait pas une forte susceptbilit¢ au développement



d'amylose rénale, indiquant ainsi que, chez les patients atteints de FMF, la prédisposition a
cette complication particulicre liée a Tlallele SA447/0 peut étre considérée comme un trait

récessif.

Par ailleurs, la distribution du génotype SAAla/o semble étre homogene entre les
différents génotypes du MEFV, bien que la majorit¢ des patients homozygotes pour p.M694I
sont en méme temps homozygotes pour SAAla (73%). Cependant, aucun patient sans
amylose n’était porteur de ces deux génotypes en méme temps. Ceci pourrait étre di a
Ieffectif faible des patients sans amylose et en particulier aux homozygotes pour p.M694lL.
Ainsi, il n’est pas possible d’estimer le risque de développer 'amylose AA pour les patients a
la fois homozygotes pour ces deux allkles. Chez les autres groupes ethniques, la présence du
génotype SAAla/ow est surtout observée avec le génotype M694V/M694V. Chez les patients
Juifs avec amylose AA, la proportion des homozygotes a la fois pour p.M694V et SAAla
(30,6%) est plus élevée par rapport a la proportion des patients homozygotes pour SAAla et
porteurs d’un génotype autre que le M694V/M694V (53,8%), mais cette différence n’était pas
statistiquement  significative (p= 0,219) (Gershoni-Baruch et al., 2003a). Cependant, chez les
patients Arméniens (11 patients), tous les porteurs du génotype M694V/M694V ¢étaient en
méme temps homozygotes pour SAAla (Cazeneuve et al., 2000). De plus, il a ét¢ montré que
le risque de développer la complication rénale était augmenté chez les patients Turques
porteurs en méme temps de M694V/M694V et de SAAla/a (2,5 fois), par rapport a ces deux
facteurs pris séparément (Delibas et al., 2005).

Les mécanismes par lesquels le génotype SAAla /o prédispose a l'amylose rénale n'est
pas clair. De nombreuses hypothéses ont ét€¢ proposées: 1) le taux plasmatique de SAA
pourrait étre plus élevé chez les patients porteurs du génotype SAAlo/o que chez ceux qui
sont porteurs d'un autre génotype SAAIL. 2) la forte susceptbilit¢ du génotype SAAlo/a a
lamylose secondaire pourrait résulter d'une plus grande absorption par les macrophages de
lisoforme SAAla, par rapport a celle des isoformes B et y. 3) lisoforme SAAla pourrait
¢galement avorr un potentiel intrinseéque ¢levé favorisant la fibrillogénése, comparé a celui
des isoformes B et v (Cazeneuve et al., 2000).Enfin, i a ét¢ suggéré qu'il s'agit de l'alanine en
position 57, partagée par les alleles a: 2995T-3010C (Val52-Ala57) et y : 2995C-3010C
(Ala52-Ala57), qui contribuent a lamylose chez les individus porteurs du génotype SAAlao/a
ou y/y (van der Hilst, 2011).



Tableau XIII: Liste des études incluses étudiant les génotypes du géne MEFV et les

haplotypes du gene SAAI associés au risque de développement d'amylose secondaire a la

FMF.
Gene MEFV Gene SAA1 Références
Mutation Risque de Mutation Risque de Risque
développement développement associ¢ a
d’amylose AA d’amylose AA | l'nteraction
entre ces
deux
génotypes
Algérie M6941 4,375 SAA1 8,67 / /
(a/at)
Arménie | M694V 6,8 SAAI1 / / (Cazeneuve
(o/a) et al., 2000)
Turquie | M694V 1,44 SAA1 2,4 24,86 x2, 5 (Delibas et
(o/au) al., 2005)
Chez les | M694V 4,27 SAA1 2,43 / (Gershoni-
. (o/ar) Baruch et
Juifs al., 2003)




Conclusion



La variabilit¢ de lexpression clinique du phénotype de la FMF est une caractéristique
commune a de nombreux troubles génétiques. En théorie, ce phénomeéne peut résulter d'une

hétérogénéité allélique et/ou de I'nfluence d'autres facteurs génétiques ou environnementaux.

Au terme de ce travai, nous pouvons affirmer que lincidence de l'homozygotie pour la
mutation p.M6941 et de T'haplotype SAAl (/o) sur la survenue d’amylose rénale AA
secondaire a la FMF n’est plus négligeable chez les patients Algériens atteints de FMF.

Bien que les groupes étudiés soient relativement peu nombreux, les observations obtenues
sont valables et conformes aux conclusions d'autres publications récentes. Sur la base des
données disponibles, en vue la prévention de l'amylose, le diagnostic précoce et le traitement
a la colchicine doivent étre la régle d'or pour tout patient attemt de FMF, en particulier les

patients porteurs de la mutationp.M6941 a I'état homozygote.

I est & signaler que l'influence de la mutation p.M694l sur le développement et la sévérit¢ des
autres symptomes liés a la FMF a ét¢ peu étudiée a ce jour. Au vu de la prévalence de ce
variant dans la population Algérienne, une telle étude semble s'imposer comme suite logique

au présent travail.

Enfin, d'autres études sont nécessaires afin d'é¢lucider le lien entre les mutations du gene
MEFV; les haplotypes du gene SAA1 et le développement d’amylose AA. Le polymorphisme
-13C/T en région promotrice du géne SAA47 a notamment été associ¢ a lamylose rénale chez
des patients Japonais atteints de FMF et de polyarthrite rhumatoide. L'exploration de ce
variant dans la population FMF Algérienne n'a a ce jour pas été conduite et mériterait

¢galement de faire l'objet d'une étude ultérieure.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/genetic-determinism
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Annexe 1 : Représentation schématique de la dégradation des SAAI.1 et SAAL.5 par le
MMP-1. (van der Hilst et al.,, 2008)

[¥]}

Length 5'Enzyme 5'Base 3'Enzyme 3'Base Sequence

316 none 1 Banl 316  GCCAATTACATCGGCTCAGA CAAATACTTC CATGCTCGGG GGAACTATGA
TGCTGCCAAA AGGGGACCTG GGGGTGTCTG GGCTGCAGAA GCGATCACGT
AACTGGAGCT CCTGGGACGT TAGGGCTGGG TGAGCAGAGC TTGCCTGCCT
TGGACAGTCA GGAGGGAGAC GAGCTCCTTG TGGAGAAGTT AGAGGCTGCG
GCCCCTCCTC CTCTTGCCCT CTCTCTGCCT CTGTGCTCAG TGTGAGGTCT
GAGTGGATGG TAGGAGTGAG TGATTCCTCA TCCTCCCTCT CTGGGTGCTG

TTCATCCAGC CTAGGG

176 Banl 342 none 517 GTGCCCAGTG TTTTCATCCC TCCTTCCTTG GCCTTTCTGG GCTCCTCTCT
GAGCCCTCCC TTGGAACAGG GAGAATGGGA GGGTGGGCTATTGCTCACTG
GCCTGATTAT TAATCTCCTT CTTGCCTGCC TTGATTACAG CGATGCCAGA

GAGAATATCC AGAGATTCTT TGGCCA

25 Banl 317 Banl 341 GTGCCCAGCC TGGCTGAATG GGGTG

Annexe 2: Séquences des fragments obtenus apres digestion enzymatique du géne SAAI1
(a0 /o) par Banl.



Length
243

176

73

5' Enzyme

Banl

Banl

none

Banl

5'Base 3' Enzyme

74

342

317

Banl

none

Banl

Banl

3" Base Sequence

316

517

73

ER|

GTGCCTGGGC TGCAGAAGTG ATCACGTAAC TGGAGCTCCT GGGACGTTAG

GGCTGGGTGA GCAGAGCTTG CCTGCCTTGG ACAGTCAGGA GGGAGACGAG

CTCCTTGTGG AGAAGTTAGA GGCTGCGGCC CCTCCTCCTC TTGCCCTCTC

TCTGCCTCTG TGCTCAGTGT GAGGTCTGAG TGGATGGTAG GAGTGAGTGA

TTCCTCATCC TCCCTCTCTG GGTGCTGTTC ATCCAGCCTA GGG

GTGCCCAGTG TTTTCATCCC TCCTTCCTTG GCCTTTCTGG GCTCCTCTCT

GAGCCCTCCC TTGGAACAGG GAGAATGGGA GGGTGGGCTATTGCTCACTG

GCCTGATTAT TAATCTCCTT CTTGCCTGCC TTGATTACAG CGATGCCAGA

GAGAATATCC AGAGATTCTT TGGCCA

GCCAATTACA TCGGCTCAGA CAAATACTTC CATGCTCGGG GGAACTATGA

TGCTGCCAAA AGGGGACCTG GGG

GTGCCCAGCC TGGCTGAATG GGGTG

Annexe 3 : Séquences des fragments obtenus aprés digestion enzymatique du géne SAA1

(B/B) par Banl.

Length 5 Enzvme 5'Base 3 Enzyme 3'Base Sequence

425

92

Bell

none

93

nomne

517

92

GATCACGTAA CTGGAGCTCC TGGGACGTTA GGGCTGGGTG AGCAGAGCTT

GCCTGCCTTG GACAGTCAGG AGGGAGACGA GCTCCTTGTG GAGAAGTTAG

AGGCTGCGGC CCCTCCTCCT CTTGCCCTCT CTCTGCCTCT GTGCTCAGTG

TGAGGTCTGA GTGGATGGTA GGAGTGAGTG ATTCCTCATC CTCCCTCTCT

GGGTGCTGTT CATCCAGCCT AGGGGTGCCC AGCCTGGCTG AATGGGGTGG

TGCCCAGTGT TTTCATCCCT CCTTCCTTGG CCTTTCTGGG CTCCTCTICTG

AGCCCTCCCT TGGAACAGGG AGAATGGGAG GGTGGGCTAT TGCTCACTGG

CCTGATTATT AATCTCCTTC TTGCCTGCCT TGATTACAGC GATGCCAGAG

AGAATATCCA GAGATTCTTT GGCCA

GCCAATTACATCGGCTCAGA CAAATACTTC CATGCTCGGG GGAACTATGA

TGCTGCCAAAAGGGGACCTG GGGGTGCCTG GGCTGCAGAA GT

Annexe 4 : Séquences des fragments obtenus apres digestion enzymatique du gene SAA1

(B/B) par Bell.



Length 3 Enzvme 5'Base 3'Enzyme 3'Base Sequence

243 Banl 74 Banl 316 GTGCCTGGGC TGCAGAAGCG ATCACGTAAC TGGAGCTCCT GGGACGTTAG
GGCTGGGTGA GCAGAGCTTG CCTGCCTTGG ACAGTCAGGA GGGAGACGAG
CTCCTTGTGG AGAAGTTAGA GGCTGCGGCC CCTCCTCCTC TTGCCCTCTC
TCTGCCTCTG TGCTCAGTGT GAGGTCTGAG TGGATGGTAG GAGTGAGTGA
TTCCTCATCC TCCCTCTCTG GGTGCTGTTC ATCCAGCCTA GGG

176 Banl 342 none 517 GTGCCCAGTG TTTTCATCCC TCCTTCCTTG GCCTTTCTGG GCTCCTCTCT
GAGCCCTCCC TTGGAACAGG GAGAATGGGA GGGTGGGCTATTGCTCACTG
GCCTGATTAT TAATCTCCTT CTTGCCTGCC TTGATTACAG CGATGCCAGA

GAGAATATCC AGAGATTCTT TGGCCA

73 none 1 Banl 73 GCCAATTACATCGGCTCAGA CAAATACTTC CATGCTCGGG GGAACTATGA

TGCTGCCAAA AGGGGACCTG GGG

23 Banl 317 Banl 341 GTGCCCAGCC TGGCTGAATG GGGTG

Annexe 5 : Séquences des fragments obtenus apres digestion enzymatique du gene SAA1 (y/
v) par Banl



Annexe 6 : Répartition des génotypes au locus S441 en fonction des génotypes du MEFV

Génotype- Génotypes au locus SAA1
MEFV a/a, o/B B/B oly v/B
M6941/M 6941 11/15 2/15 0 2/15 0
(73,33%) (13, 33%) (13, 33%)
g M694V/M 694V 1/3 1/3 0 1 0
9 (33,33%) (33, 33%) (33, 33%)
= M6941/M694V 212 0 0 0 0
£ (100%)
g ) M694V/M 6801 0/2 0 0 22 0
S L (100%)
= M6941/M 6801 1/1 0 0 0 0
p (100%)
.§ M6801/M 6801 11 0 0 0 0
g (100%)
M6941/WT 4/5 1/5 0 0 0
(80%) (20%)
Total (29) 20 4 0 5 0
M6941/M 6941 0/4 3/4 1/4 0 0
(75%) (25%)
p M6941/M 694V 12 12 0 0 0
9 (50%) (50%)
= M6941/M 6801 2/5 1/5 1/5 0 1/5
£ _ (40%) (20%) (20%) (20%)
2 s M694V/M 6801 0 1/1 0 0 0
s L (100%)
= M694L/WT 12 12 0 0 0
p (50%) (50%)
jf:, M694V/WT 0 1/4 2/4 0 1/4
g (25%) (50%) (25%)
A744S 0 12 12 0 0
(50%) (50%)
Total (20) 4 9 5 0 2
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Résumé :

La fievre méditerranéenne familale (FMF) est une maladie héréditaire caractérisée par des
poussées récurrentes de fievre. La complication la plus séveére de la FMF est lamylose de type
AA touchant principalement les reins. L'objectif de Iétude est d’évaluer les facteurs
génétiques liés au développement de I'amylose rénale AA secondaire a la FMF dans une
cohorte de patients algériens. Nous avons analysé les génotypes des génes MEFV et SAAI
chez 62 patients atteints de FMF et 13 témoins sains. Le diagnostic clinique a été basé sur les
criteres de Tel-Hashomer. L’analyse des résultats obtenus a partir de cette étude cas-témoimns a
révélé une association des génotypes M694I/M6941 et SAAlo/a avec le développement de
I'amylose rénale AA (p<0.05). L'analyse de régression logistique pour le risque de développer
I'amylose a révélé une augmentation de 4,375 fois pour les patients porteurs du génotype
M6941/M6941 et une augmentation de 8,67 fois pour les patients présentant le génotype
SAAlw/o. Ainsi, 'amylose AA est fortement associée aux génotypes dans les lociMEFV et
SAAL.

Mots clés : Amylose AA, Ficvre Méditerranéenne Familiale, Géne MEFV, Polymorphismes
du gene SAAIL.

Abstract:

Familial Mediterranean Fever (FMF) is a periodic hereditary disease characterized by
recurrent bouts of fever. The most severe complication of FMF is amyloidosis affecting
mainly kidneys. The objective of this study is to evaluate the genetic factors related to the
development of AA renal amyloidosis secondary to FMF in a group of Algerian patients. We
studied the genotypes of the MEFV and SAAI genes in 62 FMF patients and 13 healthy
controls. Clmnical diagnosis was based on Tel-Hashomer criteria. Analysis of the results
obtained from a retrospective study showed an association between the M6941/M6941 and
SAAlw/ogenotypes and the development of renal AA amyloidosis (p<0.05). Logistic
regression analysis for the risk of developing amyloidosis revealed a 4,375-fold increase for
patients with the M6941/M6941 genotype and an 8,67-fold increase for patients with the
SAAlw/o. genotype. Therefore, AA amyloidosis seems strongly associated with the MEFV
and SAA 1 genotypes.

Key words: AA amyloidosis, Familial Mediterranecan Fever, MEFV gene, SAAI
polymorphisms.



