Fievres récurrentes héréditaires :
Etude fonctionnelle des génes connus -
Clonage positionnel des génes non encore identifiés.
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B Introduction

Les fievres récurrentes héréditaires constituent un groupe particulier de maladies ol une anomalie génétique permanente s'associe a des signes cliniques inflammatoires
généraux et focaux intermittents. Quatre entités ont été jusqu'ici définies par leur aspect clinique et leur cause génétique et dont la plus fréquente est la fievre
méditerranéenne familiale (FMF- géne MEFV- protéine PYRINE). Les autres sont : le syndrome TRAPS (géne TNFRSF1A- protéine Récepteur 1 du TNFa) ; les déficits en
mévalonate kinase (géne MVK — protéine Mévalonate Kinase) qui regroupent le syndrome Hyper IgD (HIDS) et 'acidurie mévalonique (MA) ; les cryopyrinopathies (géne
NLRP3/CIAS1 — protéine CRYOPYRINE) qui regroupent I'urticaire familiale au froid (UFF), le syndrome de Muckle-wells (MWS) et le syndrome CINCA.

Nos objectifs étaient les suivants : Meévalonate kinase : études fonctionelles
1- Caractériser de nouveaux genes de fiévre récurrente héréditaire

PR J . . Grace a un modeéle in vitro utilisant des statines pour mimer l'effet de la mutation de la
2- Elucider les mécanismes de I'auto-inflammation P

MVK, nous avons montré que les statines augmentent fortement et spécifiquement la

. R » I . production d’IL-1B et d’IL-18 par les monocytes. La maturation post-traductionnelle de
esultats maleurs ces cytokines par la caspase-1 est activée. Ces résultats ont été confirmés sur les cellules

de la lignée monocytaire THP-1, montrent aussi que la géranylgéranylation et Rac-1 sont

Identification d’'un nouveau géne de fiévre récurrente héréditaire Je 1a 167 o
impliqués dans ces mécanismes.

Nous avons identifié deux familles présentant des mutations non ambigués du
géne NLRP12 : mutation non sens prématurée et mutation d’épissage dont I'étude
a montré gu’elle conduisait également a un codon stop prématuré (analyse de
transcrits générés a partir de minigénes NLRP12). Des études fonctionnelles
réalisées sur NLRP12 ont démontré I'absence de redondance fonctionnelle entre
NLRP3 et NLRP12 et apporté des arguments convaincants en faveur du role
inhibiteur de NLRP12 sur la voie NF-kB induite par différents agents activateurs
(TNFa, IRAK1 et p65) ; en effet, jusqu’alors, le role de NLRP12 sur cette voie était
trés controversée.

Plus récemment, nous avons identifié une mutation faux-sens récurrente du méme
gene conduisant a l'activation de la pro-caspase 1. THP- calls were culured with orwithoi 4 g/l LPSn the absence o presence 10 uM simvastati, 100 M 1o Caspase ok
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Etude de Ia reponse au traitement chez des paﬂents presenta nt une (D) Caspase-1 activity was measured in 50-fold concentrated 48 hours culture supernatants using a fluorometric Caspase-1 activity assay. Each bar represents mean +/- SEM of 4 independent experiments.
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mutation non-sens de NLRP12
Les profils de sécrétion cytokinique ex-vivo de 2 jumeaux monozygotes porteurs

d’une mutation non-sens de NLRP12 (étudiés sur 15 mois) ont révélé des taux Nous avons analysé la sécrétion de ces cytokines par des fibroblastes dermiques (FD) de
anormalement élevés d’IL1p (100 a 200 fois supérieur a la normale. Le traitement sujets contréles (SC) et de patients MKD et montrons que les FD MKD produisent plus
a I'anakinra a conduit a une amélioration clinique trés nette, accompagnée d’une d’IL-1beta que les SC. Notons que le traitement par la simvastatine de FD SC permet
quasi normalisation des taux d’IL1b. Aprés 2 mois de traitement, il a été observé d’atteindre le niveau de sécrétion des FD MKD, qui sont eux insensibles a la simvastatine.
une augmentation de la sécrétion de TNF alpha. Les patients ont alors développé Précisons que la production d’IL-6 n’est pas modifiée dans toutes ces conditions,
des myalgies trés séveéres (comme 95% des patients qui ont un syndrome TRAPS confirmant un impact ciblé sur les cytokines de la famille de I'IL-1

associé a une anomalie de la voie de signalisation du TNF). Cette augmentation
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s'accompagne d’une sécrétion élevée d’IL6 (dont I'expression est induite par I'lL1b
et le TNF), et d’'une réaugmentation progressive des taux d’IL1b (dont I'expression g b E
est induite par le TNF). La concordance entre I'évolution des profils de sécrétion EN g
cytokinique et la réponse au traitement permet ainsi d’expliquer I'échappement ; 2 =
thérapeutique observé chez ces patients. Ce travail démontre le réle crucial de = =
I'IL1b dans la physiopathologie des FRHs associées aux mutations de NLRP12, alors ° 0
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T e patients porteurs d’une mutation de NLRP12 avant Human dermal fibroblasts from healthy doriors or MKD patients were pre-activated with 10ng/ml l-Lat and 10ng/m| TNF-a during 24 hours and
s traitement, aprés 2 moins (T2m), 8 mois (T8m), et d , and IL:6 (A) and 1L-1 (8)
- - ¥ - 14 mois (T14m) de traitement par I'anakinra, et
. ¢ aprés arrét du traitement.
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n I.hl | g ™ Lensemble de ces résultats a permis I'identification d’une nouveaux gene dont les
T - T - mutations sont responsables d’'une FRH et contribué a mieux comprendre les
Cryopyrine : études fonctionnelles mécanismes impliqués dans ces maladies auto inflammatoires.

Des mutations du géne NLRP3, codant la cryopyrine, ont été associées a trois
FRHs : I'urticaire familiale au froid (UFF), le syndrome de Muckle-wells (MWS) et
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