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I- INTRODUCCIO

1. LES SINDROMES HEREDITARIES DE FEBRE PERIODICA

Les Sindromes Hereditaries de Febre Periodica (SHFP) constitueixen un subgrup
de malalties autoinflamatories caracteritzades per la recurréncia d’episodis autolimitats
de febre i1 inflamacidé de seroses, sense una causa infecciosa aparent (Grateau et al.,
1999; McDermott, 1999; Galon et al., 2000). La duracié dels episodis inflamatoris, la
periodicitat en que es presenten, aixi com la localitzacid anatomica especifica de
I’afectacio inflamatoria, sén alguns dels trets clinics que diferencien els diversos
desordres dintre del grup de Sindromes Hereditaries de Febre Periodica. L’amiloidosi
secundaria és la complicacié més greu en aquests desordres (Gafni et al., 1968).

Les SHFP es classifiquen segons el patré d’heréncia. Aixi, la febre mediterrania
familiar (FMF) i1 I’hiperimmunoglobulinémia D i febre periodica (HIDS) s’hereten de
forma autosomica recessiva, mentre que la sindrome periddica associada al receptor del
TNF (TRAPS), la urticaria freda familiar o la sindrome autoinflamatoria induida pel
fred (FCU/FCAS) i la sindrome de Muckle-Wells (MW) es transmeten de manera
autosomica dominant. La classificacié dintre de les SHFP d’altres sindromes no tan ben
caracteritzades com la sindrome cronica infantil articular, cutania i neurologica
(CINCA), també anomenada malaltia inflamatoria multisistémica d’inici neonatal
(NOMID) i la sindrome d’artritis piogeénica, pioderma gangrenosa i acné¢ (PAPA) esta
actualment en discussio.

La febre mediterrania familiar és 1’arquetip de les SHFP i I’objecte d’estudi de la

present tesi doctoral.

2. LA FEBRE MEDITERRANIA FAMILIAR

La febre mediterrania familiar (FMF) ¢és, amb diferéncia, la més freqiient de les
SHFP, afectant entre 10.000 i 100.000 persones arreu del mon (Pras, 1998; Drenth et
al., 2001). El registre dels primers casos a la literatura cientifica data del 1908: Janeway
1 Mosenthal varen descriure el cas d’una noia jueva de 16 anys que presentava episodis
recurrents de febre i de dolor abdominal. D’en¢a d’aquesta pacient, es varen anar
registrant diversos casos, tots ells amb similars manifestacions cliniques, perd amb
diferents noms. Aixi, al 1945, Siegal publica una recopilaciéo de 10 casos 1 registra

I’entitat amb el nom de peritonitis benigna paroxistica en referéncia al dolor abdominal
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agut que patien els pacients. Al 1954, Reimann va descriure la peritonitis periodica en
pacients armenis, introduint el concepte de ‘“periodicitat” de la malaltia. Al 1959,
Sockmen reporta 1’existéncia de pacients d’origen turc amb poliserositis recurrent,
destacant 1’afectacié de multiples seroses. Al 1964, Siegal va definir el desordre amb el
nom de poliserositis paroxistica familiar en jueus ashkenazites d’origen europeu
residents als Estats Units, fent palesa per primera vegada, la naturalesa hereditaria de
I’entitat. Finalment, I’entitat adopta el nom actual, tal i com va proposar Heller al 1958,
fent referencia als tres aspectes més destacats de la malaltia: la naturalesa recurrent dels
episodis febrils, la distribucié epidemiologica a les poblacions de la conca mediterrania
1 el caracter hereditari de ’entitat. Actualment la FMF esta catalogada al registre de
malalties hereditaries humanes OMIM (de I’anglés, Online Mendelian Inheritance in

Man), amb el codi MIM 249100.

2.1 Manifestacions cliniques

La FMF debuta en els primers vint anys de vida del pacient, en el 90% dels
casos (Ben-Chetrit et al., 1998). Els episodis inflamatoris consisteixen en brots febrils,
en els quals la temperatura corporal rarament arriba als 40°C, acompanyats d’inflamacio
de les seroses /0 de les sinovies. El quadre inflamatori té una duracié d’entre unes hores
fins a 3-4 dies i es resolen per si mateixos. La freqliencia d’aquests “atacs” és d’un
episodi cada 1 o 2 mesos aproximadament (Sohar et al., 1967).

La serosa més afectada per la inflamacio és el peritoneu. Un 95% dels pacients
refereixen un dolor abdominal agut, fet que sovint dona lloc al diagnostic erroni
d’apendicitis aguda 1, fins 1 tot, a intervencions quirurgiques. La pleura és 1’altra serosa
més freqiientment inflamada. Afecta un 30-50% dels pacients els quals refereixen un
dolor toracic, generalment unilateral. Es caracteristica la invasié massiva de leucocits
polimorfonuclears a les sinovies dels pacients de FMF. En el 50-75% dels casos la FMF
es manifesta amb un fort component articular en forma d’artralgia i/o d’artritis no
destructiva monoarticular, afectant principalment el costat, genolls o turmells. La
duraci6 dels dolors articulars aguts sol ser curta, com la de la febre, perd no és rar que
puguin durar més temps. Es poden allargar un mes seguit, fins i tot després de la
desaparicio de la resta de simptomes. La reaccio inflamatoria en un brot de FMF també
pot afectar la pell, formant lesions cutanies erisipel-loides de tipus eritematds (en angles
Erysipela-like erythema, ELE). La ELE esta considerada una afectaci6 caracteristica de

la FMF 1 la manifesten entre el 10 1 el 40% dels pacients (Azizi et al., 1976). Hi ha una
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série d’afectacions menys freqiients que es poden sumar a les manifestacions tipiques de
la FMF durant el brot inflamatori, com ara la inflamacid escrotal, la irritacio de les
meninges, mals de cap, mialgia i certes formes de vasculitis.

L’amiloidosi secundaria de tipus AA ¢és, potencialment, la complicaciéo més greu
de la FMF, doncs pot arribar a comprometre la vida del pacient (Gafni et al., 1968). En
cada episodi inflamatori, els hepatocits sintetitzen la proteina serica amiloide A (SAA,
de I’anglés Serum Amyloid A protein) (Jensen et al., 1998), que és secretada al serum 1
activada per proteolisi a proteina amiloide A (AA, de ’angleés Amyloid A protein). En
alguns pacients, 1’increment fisiologic de AA al sérum durant el procés inflamatori,
facilita la precipitaci6 de la proteina en forma de diposit amiloide als teixits (Cohen et
al., 1993). A la FMF, I’amiloidosi es localitza generalment al ronyd, que evoluciona
finalment en insuficiéncia renal. També s’han descrit diposits en el tracte
gastrointestinal, fetge 1 melsa. Ocasionalment en cor, tiroide i testicle (Sohar et al.,
1967; Kavukcu et al., 1997).

Les manifestacions cliniques descrites fins ara corresponen al fenotip I de la
FMF, també anomenada FMF tipus 1.

El fenotip II de la FMF, o bé FMF tipus I, el pateixen un grup reduit de pacients
els quals debuten amb un quadre d’amiloidosi. En ocasions, fins i tot pot ser la tnica
manifestacido clinica de la malaltia al llarg de la vida del pacient. Es creu que
I’acumulacié de la substancia amiloide en els pacients de FMF tipus II és el fruit
d’episodis inflamatoris subclinics succeits al llarg del temps. Abans que s’establis la
colquicina com el tractament eficac per als pacients de FMF, la incidéncia d’amiloidosi
secundaria a la malaltia era diferent segons la poblacid: un 8% en poblacions amb
menys incidéncia, com els jueus ashkenazites, i d’'un 37% en poblacions on la
incidéncia era maxima, com la dels jueus sefardites. Aquestes dades varen canviar pero,
des que es va comengar a administrar colquicina als pacients, ’anomenada “era de la
colquicina”, a principis dels anys 70. El tractament, que disminueix la freqiiéncia dels
episodis inflamatoris, també evita el desenvolupament d’amiloidosi (veure tractament),
situant la incidéncia d’amiloidosi actual al voltant d’un 5%, en general a les diferents
poblacions.

L’afectacio de la FMF en funcié del sexe és controvertida. Mentre que uns
autors afirmen que afecta de manera similar a homes i dones (Samuels et al., 1998), uns
altres argumenten que ’afectacio és desigual, en una relacié de 1,5-2 homes per cada

dona (Cazeneuve et al., 2000; Gershoni-Baruch et al., 2003). En aquest sentit, moltes
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dones afectades de FMF refereixen la coincidéncia de la menstruacié amb 1’aparicio
dels episodis inflamatoris, els quals desapareixen durant els mesos d’embaras, la qual
cosa suggereix que pot existir un component hormonal en la presentacio de la malaltia
(Schwartz en Samuels et al., 1998).

La FMF s’expressa amb una simptomatologia i severitat variables entre diferents
grups poblacionals i1 alhora, s’observen variacions individuals, fins i tot dintre d’una
mateixa familia (Taula 1).

On es fa més evident I’existéncia d’aquestes diferéncies poblacionals és entre els
jueus d’origen nord-africa (NAfJ, de 1’angl¢s, North African Jews), que presenten un
fenotip més sever de la malaltia, 1 els jueus d’origen iraquia (IrJ, de 1’anglés Iraqui
Jews), a jutjar per: I’inici precog¢ de la malaltia, la major freqiiéncia dels episodis, el fort
component articular del quadre inflamatori, la major incidéncia d’ELE i el requeriment

d’una dosis superior de colquicina per controlar els brots inflamatoris (Pras et al., 1998).

Taula 1. Heterogeneitat clinica a les diferents poblacions afectades de FMF.* armenis
d’EUA (Ben-Chetrit, 1998).

Freqiiéncia (%)

Jueus Turcs Arabs Armenis
Febre 100 100 100 100
Peritonitis 96 93 94 89
Pleuritis 40 33 40 53
Artritis 76 54 37 21
ELE 41 30 12 20

Hi ha diverses explicacions per a aquest fenomen, no necessariament mituament
excloents: 1) I’existéncia d’un efecte fenotipic distintiu per a cada una de les variants
al.leliques del gen responsable de la FMF 1 que a cada grup poblacional hi predomini
una mutacio diferent, ii) que el background, o rerafons genctic, de cada poblacio
determini la influéncia de gens modificadors de 1’expressivitat de la FMF, iii) que
I’existéncia de factors ambientals també poden jugar un paper important sobre 1’efecte
modificador del fenotip de la malaltia (Cazeneuve et al., 2000; Yalcinkaya et al., 2000;
Gershoni-Baruch et al., 2003).

10
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2.2 Dades del laboratori

Actualment no existeixen marcadors especifics de la FMF i les dades del
laboratori refereixen la preséncia d’un quadre inflamatori inespecific. En general,
s’observa que durant els episodis febrils incrementen els reactants de fase aguda i dels
nivells sérics de citocines i interleucines pro-inflamatories (Taula 2). Els alts nivells
solubles de la molecula d’adhesié limfocitaria ICAM-1 1 del factor quimiotactic i
activador neutrofilic IL8 suggereixen que I’activitat quimiotactica i d’adhesio dels
neutrofils és elevada (Direskeneli et al., 1999), la qual cosa coincideix amb el flux
massiu de leucocits polimorfonuclears (PMNs) observat als compartiments anatomics
afectats dels pacients, i amb la disminucié de 1’activitat de I’inhibidor quimiotactic de

C5a/IL8 (Samuels et al., 1998).

Taula 2. Resum de les fluctuacions en els nivell sérics (columna esquerra) i en
I’expressiéo del missatger (columna dreta) de diversos mediadors inflamatoris,
interleucines, molécules d’adhesi6 i reactants de fase aguda entre altres, observats
en pacients de FMF durant les crisis inflamatories i durant els intervals lliure de
malaltia. +, increment; - decrement; nd, no determinat. IL, interleucina; TNFR,
receptor del factor de necrosi tumoral (de I’anglés, Tumor Necrosis Factor
Receptor); ICAM, molécula d’adhesié intracel-lular (de 1’angles, IntraCel.lular
Adhesion Molecule); PRC, proteina reactiva C; ESR, velocitat de sedimentaciod
eritrocitaria (de 1’anglés, erythrocyte sedimentation rate); PLA Prostaglandina A;).
%(Gang et al., 1999); "(Baykal et al., 2003); ‘(Mege et al., 1993); ‘(Direskeneli et
al., 1999); “(Notarnicola et al., 2002).

Nivells sérics RT-PCR ¢

Episodi Interval Episodi Interval

inflamatori  lliure de inflamatori  lliure de

malaltia malaltia
IL1B® - - + +
I[Llra® - - nd nd
IL2r° + - nd nd
IL6 *5° + - + +
L8 ¢ + - + +
1L10° = = nd nd
TNFa™" +/- +- + +
sTNFR1*? + - nd nd
sTNFR2* + - nd nd
ICAM-1¢ + - nd nd
PRC " + - nd nd
ESR " + - nd nd
PLA,* + - nd nd

11
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Durant I’interval lliure de malaltia, I’expressié dels missatgers de IL1p, IL6, IL.8
1 TNFa es manté elevada, la qual cosa suggereix que existeix una inflamacié subclinica
durant els periodes assimptomatics de la malaltia (Gang et al., 1999; Notarnicola et al.,
2002; Baykal et al., 2003). Ara bé, resta per elucidar la relacié d’aquestes observacions

amb la fisiopatologia de la FMF.

2.3 Heréncia

La FMF es transmet amb un patré d’heréncia autosomica recessiva, ¢s a dir, que
per a que un individu resulti afectat cal que hagi heretat “el defecte” en cada una de les
dues copies del gen, la paterna i la materna. Aixi, els individus heterocigots no
manifesten la malaltia, i la probabilitat que un descendent de dos individus portadors
desenvolupi la malaltia és del 25%.

Malgrat tot, hi ha poblacions on s’observen nombrosos casos afectats en una
mateixa familia, sovint mostrant patrons d’heréncia pseudo-dominants o, fins i tot,
dominants. Es el cas dels jueus ashkenazites, els armenis i els turcs (Aksentijevich et al.,
1999; Cazeneuve et al., 1999; Booth et al., 2000).

Aquest fenomen és degut a 1’alta freqiliencia genica, és a dir, I’alta freqiiéncia
d’individus portadors de mutacions en el gen responsable de la FMF, en aquestes
poblacions. Alhora, aquestes poblacions sovint son endogamiques i/0 consanguinies, i
relativament petites, la qual cosa fa que la probabilitat que un individu afectat s’aparelli
amb un individu portador (2 al-lels mutats i 1 al-lel mutat respectivament) sigui forga
més alta que en poblacions més grans i amb menor freqiiéncia génica. En aquests casos,
la probabilitat de tenir un descendent afectat (2 al-lels mutats) entre la progénie és del
50%, exactament idéntic el que s’espera en els patrons d’heréncia dominants (1 al-lel

mutat).

2.4 Estratégia diagnostica

En Dl’actualitat, no es coneix 1’existéncia de marcadors biologics especifics, ja
sigui en sang o en altres fluids corporals, que permetin detectar la FMF. Els tUnics
parametres de laboratori que s’utilitzen son els mediadors inflamatoris que tipicament es
veuen elevats durant el procés inflamatori: la velocitat de sedimentaci6 eritrocitaria, els
nivells sérics de la proteina reactiva C i de la proteina SAA. La proteinuria és un

parametre important a valorar i resseguir doncs valors superiors als 0,5g de proteina/24h

12
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son suggerents d’afectacid renal, essent necessaria la confirmacio del diposit de
substancia amiloide (Samuels et al., 1998).

Aixi doncs, el diagnostic de la FMF es basa en criteris clinics i, per conveni
internacional, en els criteris diagnostics de Tel-Hashomer (TH) (Taula 3) (Livneh et al.,
1997; Pras et al., 1998). Reben el nom del centre on es varen establir, el Chaim Sheba
Tel Hashomer Medical Center de Rhaba, a Israel, 1 €s el centre on es refereixen els jueus

afectats de FMF de tot 1’estat d’Israel.

Taula 3. Criteris clinics de Tel-Hashomer.

CRITERIS MAJORS

1. Episodis febrils recurrents i, peritonitis, sinovitis o pleuritis.

2. Amiloidosi secundaria de tipus AA sense historial de predisposicid

3. Resposta favorable al tractament continu amb colquicina
CRITERIS MENORS

1. Episodis febrils recurrents

2. Eritema tipus eritematos

3. Familiar de primer grau amb FMF

Diagnostic definitiu

2 criteris majors

1 criteri major + 2 criteris menors
Diagnostic probable

1 criteri major + 1 criteri menor

Els criteris, o claus, diagnostics de TH consten d’uns criteris majors i uns de
menors. Els criteris majors es basen en la preséncia d’episodis febrils acompanyats de la
inflamaci6 d’una de les seroses, el desenvolupament d’amiloidosi generalment
nefropatica i1 la resposta al tractament amb colquicina. Els criteris menors es basen en la
manifestacid de brots febrils, sense la implicacio de cap altre simptoma inflamatori, en
la preséncia de lesions cutanies tipus ELE i en I’existéncia d’un familiar afectat de FMF
en primer grau.

L’origen ¢tnic dels pacients, tot i no ser crucial, pot ajudar en el correcte
diagnostic de la malaltia. Segons el nombre de criteris majors o menors que compleix el
pacient, el diagnostic és de FMF definitiu o bé de FMF probable (Taula 3).

El motiu de la preséncia de I’amiloidosi i la ELE en els criteris de TH és I’alta
incideéncia d’aquestes dues afectacions en els pacients de FMF d’origen jueu. El mateix

succeeix amb el criteri d’historia familiar de FMF, la qual cosa constitueix I’evidéncia
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més clara que aquestes claus diagnostiques estan dissenyades en base a les
manifestacions cliniques d’un grup poblacional molt concret.

Pero dels criteris de TH destaca 1’existeéncia d’heterogeneitat clinica amb la que
es presenta la FMF, a jutjar per la preséncia de febre com a simptoma exclusiu del brot
inflamatori o bé acompanyat d’altres signes d’inflamacio. Fins i tot s’ha dissenyat un
sistema de puntuacid severitat (en angles, severity score) que t¢€ com a finalitat la

objectivaci6 de la severitat de la malaltia (Taula 4).

Taula 4. Criteri de puntuaci6 per a la
avaluacio de la severitat de la FMF.

Presentacio Puntuacio

Edat d’inici (anys)

<5 3
5-10 2
11-20 1
>20 0

Freqiiéncia episodis

> de 2 al mes 3
1-2 per mes 2
<de 1 al mes 1

Dosis de colquicina per

controlar els brots (mg/dia)

No responedors 4

Responedors a 2 3

Responedors a 1.5 2

Responedors a 1 1
Artritis

Cronica 3

Aguda 2

Preséncia 2
Amiloidosi

Fenotip II 4

Preséncia 3
Interpretacio del resultat Total punts
Malaltia lleu 2-5
Malaltia moderada 6-10
Malaltia severa >10

14
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2.5 Tractament

La colquicina és el tractament actual de la FMF al que responen més del 90%
dels pacients i constitueix un criteri clinic important pel diagnostic de la FMF.

L’administraci6 d’aquest agent per primera vegada a pacients de FMF va
esdevenir, com sovint ha succeit en altres descobriments cientifics, a conseqiieéncia d’un
acte medic fortuit. Al 1972, Goldfinger va administrar colquicina a un pacient de FMF
per tractar-li la gota: el dolor abdominal que recurrentment patia el pacient va
desapareixer totalment amb la colquicina. Després d’aquesta observacid va provar
d’administrar la droga en una pacient amb un quadre molt sever de FMF la qual,
desesperadament, fins i tot havia comes un intent de suicidi. Basant-se en la millora
d’aquesta pacient, va administrar colquicina a 4 pacients més. Finalment, al 1974, I’¢éxit
dels diversos assaigs que es realitzaren independent i randomitzadament, varen establir
que el régim diari de colquicina oral constituia el tractament d’eleccid per la FMF.

La colquicina €s un alcaloide vegetal obtingut de colchicum autumnale (vellorita
en castella.) 1 de gloriosa superba (glorisa en castelld). Actua intracel-lularment unint-se
a les subunitats de tubulina del citoesquelet, inhibint funcions cel-lulars basiques com
ara el moviment dels organuls pel citoplasma i la secrecidé del contingut lisosomal o
vacuolar a D’exterior cel-lular. L’accié inhibitoria de la colquicina en les cél-lules
leucocitaries recau en 1’adhesidé endotelial, la mobilitat ameboide i la degranulacid
lisosomal, perd 1’accid6 més important és la inhibicid de la quimiotaxi neutrofilica. La
colquicina, a més de ser efica¢ en el tractament de la FMF, ho és en la gota, en la
sindrome de Behget i la cirrosi, mentre que en 1’escleroderma i en diverses sindromes
dermatologiques el seu efecte terapéutic esta encara per determinar (Ben-Chetrit et al.,
1998).

En la FMF, la colquicina, retarda els episodis inflamatoris i fins i tot els elimina
definitivament, tot i que no té cap efectivitat administrada quan el brot ja esta instaurat.
Al no produir-se tants atacs inflamatoris, no es veuen incrementats els nivells seérics de
SAA i per tant, disminueix el risc a desenvolupar amiloidosi. Hi ha autors que fins i tot
afirmen que la colquicina té I’efecte de revertir el diposit amiloide (Zemer et al., 1986).
La dosis d’administracio a adults ¢és de 0,5 a 2 mg/dia que rarament se supera doncs
provoca alteracions gastrointestinals (Ben-Chetrit and Levy, 1998).

Val a dir que els corticoesteroids o altres antiinflamatoris, que constitueixen un

tractament efectiu en altres SHFP, no ho son en la FMF 1 a I’inrevés: la colquicina no

15



Introduccié

produeix cap efecte en les altres SHFP (Samuels et al., 1998; Drenth and Van der Meer,
2001).

2.6 Epidemiologia

2.6.1 Poblacions ancestrals
La FMF, a diferéncia d’altres trastorns genctics humans no és una malaltia

universal. Ben al contrari, la distribucio de la FMF ¢és gairebé exclusiva de les
poblacions de la conca mediterrania. Esta gairebé restringida a quatre poblacions i/o
grups étnics de I’Orient Mitja: jueus, armenis, arabs i turcs (Sohar et al., 1967).

Una constant a la literatura cientifica de la FMF ¢és la utilitzacio del terme
poblacio poc rigorosa des del punt de vista genétic. S’entén per poblacid, en genetica de
poblacions, aquell conjunt d’individus tal que el flux génic es dona majoritariament al
seu interior. El grup étnic seria, en canvi, un concepte social, que representa el conjunt
d’individus lligats per vincles geografics, lingiiistics, religiosos i/o culturals. Sovint,
pero, ambdds conceptes coincideixen; I’aillament socio-geografic, d’una étnia durant un
cert temps pot donar lloc a la diferenciacid, genéticament parlant, a través de la
restriccio del flux geénic entre aquest grup 1 altres, i donar lloc finalment a una unitat
poblacional.

Cal tenir en compte doncs, que la divisidé que s’ha descrit al diferenciar aquests
quatre grups altament afectats de FMF ¢és ¢tnica 1 que no s’ha verificat que
corresponguin a unitats genetiques. En el cas del terme arab, sovint s’utilitza per fer
referéncia als individus de religi6 musulmana, quan existeixen arabs que no soén
musulmans 1 a I’inrevés, no tots els musulmans soén arabs. Quan es parla de jueus
afectats €s clara la referéncia religiosa que se’n fa al mencionar aquest grup poblacional,
sovint sense especificar-ne el subgrup al que pertanyen i, ni per suposat, la localitzacid
geografica, car per raons historiques els jueus no es confinen exclusivament a 1’estat
d’Israel ni a cap altre.

Al llarg del desenvolupament de la present tesis doctoral s’ha tingut en compte
la procedéncia de les dades dels diferents grups de jueus que es defineixen a
continuacio.

El fet que les quatre poblacions més afectades per la FMF, jueus, arabs, armenis
1 turcs, comparteixin mutacions associades al mateix background, o rerafons gencétic,
suggereix un probable origen comu entre aquests grups. Per aquest motiu en el camp de

la FMF, la comunitat cientifica ha convingut anomenar-les poblacions ancestrals, per
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diferenciar-les d’altres poblacions mediterranies on els casos de FMF soén menys
freqiients: les poblacions no-ancestrals. Amb aquesta distincid es vol implicar que les
poblacions no ancestrals han adquirit la FMF per flux génic des de les poblacions
ancestrals. La poblacié espanyola es trobaria per tant, entre les poblacions no-ancestrals,

conjuntament amb altres poblacions europees com la italiana o la francesa.

2.6.2 Els grups de jueus ila FMF

Dels 13 milions de jueus contemporanis, uns sis viuen als Estats Units, uns cinc
a Israel 1 la resta viuen distribuits arreu del mon. En funcié de la historia de les seves
migracions, els jueus es divideixen en tres grans grups: els jueus sefardites, els
ashkenazites 1 els de D’Orient Mitja. Estudis genétics basats en 1’analisi de
polimorfismes del DNA mitocondrial i del cromosoma Y, han demostrat 1’origen comu
de tots els grups de jueus, malgrat la barreja amb els diferents grups locals (Ostrer,

2001).

Figura 1. Esquema de les migracions dels tres grans grups de jueus. Veure
explicacions al text

Mature Reviews | Genetics

Els jueus sefardites, son descendents dels jueus que vivien a Sefarad, nom

hebreu de la peninsula Ibérica. Durant I’Edat Mitjana varen ser perseguits pels Reis
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Catolics i finalment varen ser expulsats de la Peninsula Ibérica al llarg dels segles XIV i
XV. El desti d’aquests grups de jueus errants va ser el nord d’Africa, Italia, els Balcans,
Turquia, el Liban, Siria i les Ameriques (Fig. 1). El terme hebreu Ashkenazi, que
significa Alemanya, dona nom al grup de jueus ashkenazites, els quals varen partir
probablement d’Italia per travessar els Alps i establir-se al centre i est d’Europa durant
el primer mil-leni de la nostra era. Fins els segles XIII al XV varen romandre-hi
assentats, moment en el qué van migrar a Polonia i Lituania. Una bona proporcid de
jueus ashkenazites van emigrar els Estats Units, on hi constitueixen el 90% dels jueus
de tot el pais. El tercer gran grup de jueus el constitueixen els de 1’Orient Mitja, els
quals han viscut en ’actual Israel i Palestina, aixi com a 1’Iraq, Iran, Asia central i la
peninsula Arabiga.

A T’estat d’Israel, aproximadament el 47% dels jueus son d’origen ashkenazita,
el 30% sefardita i el 23% de I’Orient Mitja (Ostrer, 2001). Sorprenentment pero, el 90%
dels pacients de FMF a Israel pero, son d’origen sefardita (Pras et al., 1998). Com que
la majoria d’estudis sobre la FMF en jueus son realitzats a Israel, sovint s’empra el
terme generic de jueu, com a grup afectat de FMF, sense especificar-ne 1’origen

sefardita.

2.6.3 Freqiiéncia de portadors

La prevalenga de la malaltia a les poblacions ancestrals és molt elevada: d’entre
un afectat de cada 500 o 1000 individus (Daniels et al., 1995; Yuval et al., 1995) i la
freqiiéncia de portadors és d’un de cada cinc jueus ashkenazites, un de cada cinc a deu
jueus no-ashkenazites, i un de cada set arabs, armenis o turcs (Aksentijevich et al.,
1999; Shinawi et al., 2000; Stoffman et al., 2000; Gershoni-Baruch et al., 2001; Yilmaz
et al., 2001). Aquestes dades evidencien discrepancies en diversos sentits. Primer, entre
la freqiliencia de portadors i la prevalenga, la qual cosa evidencia que la penetrancia de
la malaltia no és complerta. Segon, essent més nombros el grup de residents a Israel
d’origen ashkenazita que els d’origen sefardita, sobta que la gran majoria d’afectats de
FMF siguin d’aquest darrer grup, la qual cosa suggereix que la penetrancia de les
mutacions al MEFV en els ashkenazites seria menor a la dels sefardites, aixi com la
importancia del rerafons genétic i de factors ambientals en la manifestacio de la
malaltia.

L’alta freqiiencia de portadors observada en aquesta area geografica de la

Mediterrania va fer postular la hipotesi, encara vigent, sobre I’existéncia d’un cert
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avantatge evolutiu en front a patdogens endémics dels individus portadors, respecte els
individus no portadors. Seria un paral-lelisme amb I’avantatge selectiu que tenen els
portadors de I’anémia falciforme sobre la malaria (Kastner, 1998; Ozen et al., 2002; The
International FMF Consortium, 1997). Cal remarcar perod, que a diferéncia de la malaria
i ’anemia falciforme, no hi ha cap evidencia experimental que verifiqui aquesta
hipotesi. Ans el contrari, hi ha estudis que afirmen que no existeix tal avantatge evolutiu

(Brenner Ullman et al., 1994; Langevitz et al., 1997).

2.6.4 Poblacions no-ancestrals

Tot 1 que no s’han realitzat estudis sobre la prevalenca de la FMF en poblacions no
ancestrals, s’han descrit séries de pacients de FMF a Grecia (Booth et al., 2000;
Konstantopoulos et al., 2003), Italia (Aksentijevich et al., 1999; Dode et al., 2000;
La Regina et al., 2003), Franca (Bernot et al., 1998) i Portugal (Touitou, 2001). S’ha
descrit un grup ampli de pacients als Estats Units, d’origen europeu (Samuels et al.,
1998). Casos poc freqiients s’han descrit al Regne Unit (Booth et al., 2000), Belgica
(1999) i anecdoticament, a la India, la Xina (Booth et al., 1998), I’Afganistan (Bernot et
al., 1998) i el Japod (Shinozaki et al., 2002).

3. LAFMF A ESPANYA

A la poblacié espanyola, els pocs pacients de FMF descrits son casos aillats. Els
autors de la primera publicacid, apareguda al 1962, Calvo i Sanchez-Malo descriuen 4
casos pertanyents a dues families. L’any 1968, Sanchez-Sicilia descriu el cas d’un infant
de 3 anys amb FMF i amiloidosi secundaria. Al 1980, en Rib¢ i col-laboradors publica
una familia andalusa afectada de FMF en varies generacions. Pero el recull més extens
en quant a nombre de pacients, és el realitzat per en Dalmau i col-laboradors al 1981, on
hi descriu un grup de fins a 18 pacients de la comunitat xueta de Mallorca. Aquest fet,
juntament amb el coneixement de 1’alta incidéncia de la malaltia en els jueus, ha
provocat la falsa creenca per part dels clinics, en general, que la FMF a la Peninsula
Ibérica esta restringida a individus d’origen jueu, alhora que ha dut a la percepcio
subestimada de la incidéncia de [’entitat al nostre entorn. Donat que els xuetes
constitueixen un dels grups d’estudi de la present memoria, es faciliten a continuacid

unes breus referéncies historiques sobre aquesta comunitat.

19



Introduccié

3.1 La comunitat xueta.

3.1.1. Breus apunts historics

Els primers assentaments de jueus a Mallorca daten del segle I AC. A
conseqiiencia del sentiment antisemita que sorgi a tota Europa durant I’Edat Mitja, els
jueus de les Illes Balears, al igual que la resta de jueus a la peninsula Ibérica, varen patir
un seguit de persecucions, amenaces, tortures i execucions. Al 1492, els Reis Catolics
varen decretar 1’expulsié dels jueus de la Peninsula Ibérica. Molts d’ells varen fugir i
s’assentaren principalment al nord d’Africa. Altres pero, van ser obligats a convertir-se i
batejar-se com a cristians nous. Molts conversos continuaren vivint als antics calls, els
barris jueus, la qual cosa propiciava acusacions de judaitzar en secret, és a dir, de seguir
practicant ritus jueus en la intimitat. Aquestes acusacions varen generar un odi i un
rebuig social vers als nous cristians encara més notable que el que s’havia produit vers
als propis jueus.

De la mateixa manera que a Castella s’anomenava marranos als conversos, a
Mallorca se’ls bateja amb el nom de xuetes. La paraula xueta deriva de xueto, que
probablement ve de jueto, que vol dir jueu, perd també pot venir del mot xuia que
significa cansalada o porc. A banda de I’etimologia del mot, que és forca controvertida,
el que si es coneixe bé sén els fets que es propiciaren a partir del segle XIV. A
Mallorca, els xuetes varen patir persecucions i un aillament social total que dura segles,
la qual cosa deriva en el tancament de la poblacié i en I’evident endogamia.
Especialment discriminats foren aquells que duien algun dels quinze cognoms xuetes:
Aguilo, Bonnin, Cortes, Forteza, Fuster, Marti, Mir6, Pico, Pinya, Pomar, Segui,
Tarongi, Valenti, Vallerola i Valls, tot i que se sap que n’hi havien dotzenes de
cognoms més. L’estigmatitzacid social d’aquesta comunitat ha estat present fins ben
recentment: els casaments entre els xuetes 1 no-xuetes no s’han produit fins la segona
meitat del segle XX. Unes dades que il-lustren la vigéncia d’aquest fet social son les
conclusions d’una enquesta feta per la universitat de les Illes Balears al 2001, segons la
qual el 30% dels Mallorquins confessa que no es casarien amb un xueta mentre que un

5% declara que ni tan sols vol tenir un amic xueta.
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3.1.2. Els xuetes i els seus origens

Existeix un interés notable en estudiar els origens de la comunitat xueta i en
constatar la veracitat de 1’origen jueu d’aquesta poblacié que refereixen les dades
historiques. Les evidencies cientifiques que recolzen 1’origen jueu dels xuetes son
controvertides. Tampoc no esta objectivada la influeéncia de la poblaci¢ illenca sobre la
comunitat xueta durant el curs de la historia, 1 per tant, si aquest fet pot enmascarar les
possibles evidéncies genctiques que indicarien el presumpte origen jueu dels xuetes.

A principis dels anys 90 es publiquen els primers treballs poblacionals realitzats
a la poblacid xueta que estudien la relaciéo de la comunitat xueta amb la comunitat
balear no-xueta i amb altres grups jueus i no jueus de la Mediterrania. En base a les
freqiiéncies dels polimorfismes de certs enzims eritrocitaris o de grups sanguinis, les
primeres conclusions assenyalaren d’una banda la influéncia genctica de la poblacio
espanyola peninsular a les Illes, 1 de 1’altra, una relacid més propera entre els xuetes i els
Balears no—xuetes que no pas amb d’altres poblacions jueves (Picornell et al., 1990;
Picornell et al., 1991; Picornell et al., 1992).

En contraposicid a aquests estudis bioquimics pero, Buades descriu al 1995, en
col-laboraci6 amb investigadors jueus, que tant la prevalenga de la FMF en els pacients
xuetes (1/1000) com I’afectacid predominantment articular que presenten sén molt
similars a les observades en els pacients de FMF jueus no-ashkenazites d’Israel. A més,
destaquen I’abséncia de pacients de FMF a la comunitat balear no-xueta. Aquests fets
suggerien I’existéncia d’un origen comu entre aquestes dues poblacions, hipotesi que
quedava argumentada pels fluxos historics de les poblacions mediterranies al llarg de la
historia.

L’any segiient, al 1996, mitjangant I’analisi electroforética dels polimorfismes de
certes proteines s€riques s’associa l’origen de la comunitat xueta proper al de les
poblacions d’Orient Mitja (Nevo et al., 1996), a favor de la hipotesi anterior.

L’estudi genétic de la FMF en els pacients xuetes té un especial interes: el fet
que la FMF sigui una malaltia genética altament prevalent entre els jueus i confinada a
poblacions de 1I’Orient Mitja, pot aportar dades rellevants sobre 1’origen d’aquesta
comunitat, i des del punt de vista de la FMF, pot ajudar a entendre la historia natural de

les mutacions a la vessant occidental de la Mediterrania.
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4. EL GEN MEFV

4.1 Procés de clonacio

La recerca del gen causant de la FMF es va basar inicialment in criteris
funcionals, és a dir, en les alteracions bioquimiques observades als pacients. A jutjar per
la naturalesa recurrent i/o reversible dels episodis inflamatoris, se sospitava que el gen
causant de la malaltia podia tenir una funci6 en el control de la inflamacio. En Matzner,
al 1984, basant-se en 1’abséncia de 1’activitat de I’inhibidor del factor del complement i
quimiotactic C5a, va proposar que la causa de la inflamacio incontrolada podria ser
I’esmentat enzim (Matzner et al., 1984). Aixi, I’inhibidor de C5a reprimiria el
reclutament dels neutrofils en condicions normals, mentre que en abséncia d’aquest
inhibidor, els nivells de C5a augmentarien i desencadenarien I’atraccid massiva dels

neutrofils al lloc de la inflamacid6 i s’activaria la cascada inflamatoria (Fig. 2).

Figura 2. Hipotesi de la regulacio del inhibidor de C5a per accié de la P/M.
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Inhibidor del Degradacio de C5a
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Altres investigadors varen proposar els elevats nivells de mono 1 d’hidroxiacids,
de dopamina beta hidroxilasa o fins i tot la possible deficiéncia en lipocortines (Kastner,

1998; Samuels et al., 1998). Pero les analisis genctiques de lligament varen excloure

22



Introduccié

aquests gens com els causants de la FMF. El mateix resultat negatiu es va obtenir de
I’estudi de lligament pels gens de les interleucines IL-1 1 IL-6 1 pel gen S4417 (Sack et
al., 1991), suggerint que, com en altres desordres, les manifestacions fenotipiques
observades en els pacients no constituien la causa de la FMF sin6é fenomens secundaris
a la I’etiologia de la malaltia.

Finalment, a I’estiu de 1997 dos consorcis internacionals varen aconseguir, de
manera independent, la clonacid del gen de la FMF. El “Consorci per la FMF
Internacional”, liderat per 1’Institut Nacional de Salut dels Estats Units (en angles, NIH)
i el “Consorci per la FMF Frances”, format per diversos grups francesos. Els dos
consorcis varen abordar la identificacid del gen de la FMF amb la técnica del “clonatge
posicional” aplicada a families afectades de FMF. Aquesta técnica té 1’avantatja de ser
“neutral” en quant a la hipotesi funcional del gen d’interés. Es a dir, que no té en
compte la funcié del gen en qiiestio, sind que se centra en la recerca de les mutacions
causants del desordre. El “clonatge posicional” en una primera fase, es basa en la
identificaci6 del cromosoma on es localitza el gen causant de la malaltia, 1 en una
segona fase, en ’acotacio de I’interval cromosomic candidat fins a la troballa del gen.

Les analisis de més de 100 marcadors polimorfics en un pannell de families
jueves no-ashkenazites afectades, va permetre la localitzacié del locus associat a la
malaltia al bra¢ curt del cromosoma 16, centromeéric al gen de la hemoglobina alfa. El
lligament es va confirmar en pacients de FMF amb altres origens ¢tnics com families
ashkenazites, armenies, arabs i turques. En una segona fase es va anar acotant I’interval
candidat a contenir el gen en qiiestio, amb 1’analisi de més pannells de microssatel.lits i
mitjancant la observacidé de D’existéncia d’haplotips comuns entre les diferents
poblacions afectades. Es varen seqiienciar els exons genomics d’un interval d’uns
200kb aproximadament i es varen seleccionar els cDNAs compresos a la regié per
identificar tots els gens codificats en I’interval (Fig. 3).

El resultat va ser I’obtencié d’un mapa transcripcional entre els marcadors
D16S3082 1 D16S3373. Finalment, es va identificar un cDNA de 3.505 nucleotids que

predictivament, codificava per una proteina de 781 residus aminoacidics.

4.2. El gen de la FMF

El gen responsable de la FMF va rebre el nom de MEFV, I’acronim de
“MEditerranean FelVer”. Es localitza al 16p13.3, centroméric als gens PKD1 (Polycystic
kidney disease 1) 1 TSC2 (Tuberous sclerosis 2) i telomeéric als gens RSTS (Rubinstein-
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Tabi syndrome) i CREBBP (CREB binding protein). Esta situat entre els marcadors
D16S2617 1 D16S3373 (Fig. 3) 1 esta constituit per 10 exons expandits al llarg de 15 kb.

Figura 3. Localitzacié i organitzacid cromosomica del gen MEFV. Les caixes negres representen els
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4.3. Expressio
El gen MEFV es transcriu en dos missatgers: el MEFV-fl (de ’angles, full

length) i el MEFV-d2 (de I’anglés, deletion 2) (Papin et al., 2000)(Fig. 4).

Figura 4. El gen MEFV i els dos transcrits: MEFV-fl codifica per la P/M. MEFV-d2 que té ’ex6 2

deleccionat, codifica per P/Md2.
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El MEFV-l inclou els 10 exons del MEFV, t¢ una llargada de 3,7kb i codifica
per una proteina de 781 residus aminoacidics. Aquesta, va ser batejada pel Consorci
Internacional per la FMF amb el nom de pirina (P), del grec pyros, que significa foc, i
pel Consorci Francés per la FMF, amb el nom de marenostrina (M), en honor al nom
llati de la Mediterrania, el Mare Nostrum.

Els estudis d’expressio del MEFV-fl, basats en la deteccid6 per RT-PCR del
transcrit, mostren I’expressio exclusivament granulocitica: principalment, en neutrofils i
en menor grau en eosinofils i monocits (Centola et al., 1998). Al moll d’os es detecta
I’expressio incipient del MEFV-fl a nivell del pro-mielocit, la qual incrementa al llarg
de la diferenciacid6 mielocitica i t¢ un pic maxim en cel.lules mielomonocitiques
madures. Per RT-PCR es pot detectar I’expressié del MEFV-fl també en fibroblastes
sinovials. Pel contrari, no s’ha detectat expressié en ganglis limfatics, melsa o timus, els
quals sén rics en limfocits, ni en cap altre teixit. Les linies cel-lulars humanes
transformades que expressen el MEFV son basicament mieloides (The International
FMF Consortium, 1997).

El MEFV-d2 és el producte de splicing alternatiu del gen MEFV, al qual li
manca ’ex6 2, que conserva la pauta de lectura i codifica per una proteina de 570
residus (P/M-d2). L’expressi6 d’aquest transcrit és similar a la del MEFV-fl. El que és
diferent és la localitzacio de P/Md2 per la qual codifica (Papin et al., 2000) (veure

apartat de proteina, estructura y funcio) .

4.4. Regulacio de I’expressio

La regulacid de I’expressié del MEF V-l s’ha estudiat en mondcits i neutrofils de
controls sans mitjangant experiments d’induccio6 in vitro del gen. Aquests experiments
han demostrat una regulacio diferencial en aquests dos tipus cel-lulars (Taula 5).

En monocits, I’LPS 1 les citocines pro-inflamatories IFNy, TNFa i
IFNa indueixen la sobreexpressio de MEFV-fl. Per contra, les citocines anti-
inflamatories 1L4, IL10, o el TGFp regulen negativament la seva expressio, fins i tot
poden inhibir ’accié mediada per un coctel de LPS i IFNy. En neutrofils, I'IFNy és
I’nic estimul dels testats que indueix una sobreexpressio del MEFV, mentre que LPS,
TNFa, INFa, IL4 1 IL10 no tenen cap efecte sobre I’expressio del transcrit.

Aquestes dades estableixen que el MEFV és un gen de resposta rapida al IFNy i
suggereixen un possible mecanisme pel qual el MEFV podria regular el procés

inflamatori (Centola et al., 1998).
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Taula 5. Regulaci6 dels nivells del transcrit
MEFV-l en monocits i neutrofils.

Estimul Monocits  Neutrofils
LPS ™t -
Citocines pro-inflamatories:
IFNy (0 ™
TNFo T -
IFNo T -
IL1 - -
Citocines anti-inflamatories
IL4 Wi -
IL6 - -
IL8 - -
IL10 W -
TGFB 2 -
Factors de creixement
G-CSF - -
GM-CSF - -

Quimiotactic C5a - -

- cap efecte; T, sobreexpressio; , repressio.
(Centola et al., 1998)

5. LA PIRINA/ MARENOSTRINA

5.1 Estructura de la P/M

L’estructura de la P/M no es coneix actualment, doncs no ha estat cristal-litzada,
1 tota la informacié referent a 1’estructura de la molécula es basa en analisis
computacionals de la seqiiencia aminoacidica. Aquestes analisis indiquen que la P/M té
diversos dominis o motius, ben diferenciats al llarg de la seva seqiiéncia (Taula 6, Fig.

5).

5.1.1 El domini pyrina

La P/M conté un motiu conservat anomenat domini pirina (PyD, de 1’angles

pyrin domain) a I’extrem amino-terminal (Bertin et al., 2000; Martinon et al., 2001) el
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qual ha donat nom a una familia estructural de proteines que tenen aquest domini en
comu. Consta d’entre 80 a 100 residus aminoacidics disposats en forma de sis alfa-helix
les quals formen una estructura que, de forma genérica, s’anomena death domain

(literalment de 1’anglés, domini de la mort).

Taula 6. Predicci6 dels dominis de la P/M en base a la seqiiéncia aminoacidica. S’indiquen els residus que
constitueixen cada motiu i exons pels quals estan codificats. PyD també té anomenat domini DAPIN %
etal- 2000 (de ’anglés, Domain in APoptosis and INterferon response) i domini PAAD (Paviovski etal. 200D (4o
I’anglés, Pyrin, AIM, ASC Death-domain- like). CC coiled-coil, conformacié altament enrotllada; NLS,
senyals de localitzaci6 nuclear (de 1’angles Nuclear Localization Signal); rfp, ret finger protein.

Domini Residu Exons Funcions putatives
Domini pirina (PyD) 1-300 1-2 Apoptosis, inflamaci6, immunitat innata?
Domini basic bZIP 266-280 2 Uni6 especifica al DNA, funci6 efectora nuclear
(Shuman et al., 1990)
SLN 157-163 2 Localitzacié Nuclear (Robbins et al., 1991)

Cluster basic format per PLSKREE

B-box i dits de Zn 375-407 3 Interaccio proteina-proteina, en complexes

homomultimers (Reddy et al., 1992)

SLN 1 419-422 3-4 Localitzacié Nuclear (Robbins et al., 1991)

CC Alfa-helix 408-594 39 Possiblement interaccio dimeérica (Lupas, 1997)
SLN 2 420-437 4 Localitzacié Nuclear (Robbins et al., 1991)

Rfp 0 B30.2 577-757 9-10 Desconeguda (Henry et al., 1997)

Figura 5. Localitzacio dels diversos dominis de la P/M.

MEFV

Pirina/ Marenostrina
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Els death domains son essencials per a la interaccié proteina:proteina i reben
aquest nom degut a que les proteines que els contenen estan implicades funcionalment
en fenomens apoptotics i inflamatoris (veure funcid) (Hengartner, 2000). Existeixen tres
tipus més de death domains, estructuralment molt similars entre ells: el domini DD
propiament dit (Death Domain), el DED (de 1’anglés, Death Effector Domain) i el
CARD (de I’angles, CAspase Recruitment Domain) i el tipus de death domain dona
nom a la familia de proteines que el contenen. Aixi, hi ha la familia de proteines DD, les
DED i les CARD (Fig. 6). Recentment s’ha descrit que aquestes tres, juntament amb
les proteines PyD (la P/M entre elles) constitueixen la superfamilia estructural de
receptors apoptotics death domain (SFDD de I’angles, death-domain-fold superfamily)
(Bertin and DiStefano, 2000; Martinon et al., 2001).

Figura 6. Analisi estructural de la familia PyD. A, alineament de seqiiéncies dels dominis
PyD de 12 proteines d’Homo sapiens, la P/M entre elles. B, plegaments de la SFDD. Els
quatre tipus de death domain en un membre representatiu de cada una de les quatre
subfamilies: Apaf-1, i el domini CARD (Zhou et al., 1999), Fadd, i el domini DD (Berglund
et al., 2000), Fadd, i el domini DED (Eberstadt et al., 1998), NALP1, i el domini PYD (Hiller
et al., 2003).
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Els components de la SFDD sén, en general, proteines adaptadores, és a dir,
formen xarxes de proteines — no efectores — que interactuen entre elles i que en darrer
terme, activen les molecules efectores. Dues caracteristiques importants de la SFDD
son: que les interaccions proteina:proteina son homotipiques 1 especifiques de
subfamilia, amb la qual cosa els DD només interaccionen amb DD, els DED amb DED,
els CARD amb CARD i els PyD amb PyD (Weber et al., 2001), i que la majoria de
membres de les SFDD contenen més d’un death domain. Ambdos propietats faciliten la
formacio de xarxes d’interaccions proteiques. Aixi per exemple, una proteina A
interacciona amb la proteina B només si ambdues contenen el domini DD. Si es dona
que la proteina B conté, a més a més del DD, un domini de tipus CARD, podra
interaccionar també amb la proteina C, sempre i quan la aquesta contingui el domini
CARD, la qual sera I’encarregada d’activar la proteina efectora. Aixi, encara que la
proteina A no tingui funcid efectora per si mateixa, podra exercir-la mitjancant la
formaci6 de xarxes d’interaccions proteiques fins desencadenar en la interaccié amb la

proteina efectora. La P/M semblaria funcionar similarment (veure 1’apartat funcio).

5.1.2 Altres dominis estructurals de la P/M

El domini basic bZIP consisteix en una regid basica d’uns 14-20 aa’s, amb
funcid d’unid especifica al DNA, 1 d’una cremallera de Leucines implicades en la
dimeritzaci6 entre proteines (Shuman et al., 1990). La preséncia de la regid basica, que
no la cremallera de Leucines, suggereix que la P/M pot desenvolupar una funcié nuclear
efectora.

S’ha observat que la integritat del domini B-box Zinc-finger aixi com la regi6 en
alfa-h¢lix altament enrotllada son vitals per a les interaccions proteina-proteina de tipus
homomultimeriques suggerint un possible mecanisme funcional (Reddy et al., 1992;
Lupas, 1997).

Dues senyals de localitzacié nuclear una d’elles definida per la seqiiéncia basica
PLSKREFE 1 ’altra formada per dos seqiiéncies basiques sobreposades, assenyalen una
potencial localitzaci6 cel-lular de la P/M.

El domini ret finger (rfp), també anomenat B30.2, es va definir inicialment com
una regi6 altament homologa entre una regid del gen huma del complex major
d’histocompatibilitat de classe | MHC, i I’extrem carboxi-terminal d’un grup divers de
proteines intracel-lulars, de membrana i1 de secrecio. Els membres d’aquest grup

realitzen una gran diversitat de funcions, algunes al nucli i altres al citoplasma. El gen
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MEFYV s’inclou en la familia multigénica RoRet, que agrupa els gens que codifiquen per
proteines que, a més de tenir en comu el domini rfp/B30.2, tenen el domini b-BOX i la
regié d’alfa helix altament enrotllada. El gen codificant per la ribonucleoproteina
Ro/52SSA, autoantigénica en la sindrome de Sjogren i en el lupus sistémic eritematos,

també pertany a aquesta familia.

5.2 Localitzacio cel-lular

L’analisi de la seqliencia de la P/M suggereix la localitzacié nuclear de la
proteina, a jutjar per les dues seqiiencies NLS, el domini basic bZIP i el domini B30.2.
S’han realitzat diversos estudis que localitzen la P/M al citoplasma. Per exemple,
experiments de transfeccio a ce¢l.lules cos-7 d’una proteina de fusi6 entre la P/M i la
proteina verda EGFP (de I’anglés, Enhanced-Green Fluorescent Protein), localitzen la
proteina al citoplasma, al voltant del nucli. En aquests experiments, es va simular una
situacid d’activacid cel-lular amb PMA 1 pervanadat, pero cap dels dos estimuls no va
provocar la translocacié de la P/M-EGFP al nucli (Tidow et al., 2000). Experiments de
two-hybrid amb el domini ret finger/B30.2 de la P/M com a “molécula ham”, han
identificat la proteina P/M-IP1 (de 1’anglés, P/M interacting proteinl) com una
molecula interaccionant amb la P/M. La P/M-IP1 ¢és el producte de I’splicing diferencial
de GTC-90, una de les proteines del complex 13S que esta present al citoplasma i en
fraccions membranoses del Golgi, la qual cosa suggereix la localitzacio citoplasmatica
de la P/M (Chen et al., 2000). Finalment, s’ha demostrat recentment la colocalitzacio
citoplasmatica de la P/M i la seva interacci6 — on participa el domini PyD — amb el
citoesquelet d’actina i els microtubuls (Mansfield et al., 2001).

La P/M-d2, a diferéncia de la P/M, si es localitza al nucli de la cél-lula, com
demostren experiments de transfeccid6 en cellules COS-7. Alguns autors han
hipotetitzat que la forma truncada P/M-d2 podria modular 1’acci6é de la P/M, perd no

s’ha realitzat encara cap experiment que ho demostri (Papin et al., 2000).

5.3 Funcid i fisiopatologia

La funci6 de la Pirina/ Marenostrina (P/M) és desconeguda actualment. Malgrat
tot, s’ha especulat forca sobre les seves possibles funcions a partir d’un seguit
d’evidéncies, basades en les observacions de les anomalies immunologiques dels
pacients, en experiments d’expressié del gen, estudis de prediccid informatica del

replegament, experiments de localitzacié de la proteina i en el model muri. La hipotesi
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que darrerament esta guanyant més acceptacio postula que la P/M inhibeix 1’acci6 pro-
inflamatoria d’un complex multiprotéic anomenat “inflamosoma”, comu a la via de
senyalitzacio intracel-lular dels Toll-like receptors, i essencial en la resposta

immunitaria innata.

5.3.1 L’inflammosoma

L’inflamosoma ¢és el nom amb el qual s’ha batejat molt recentment un complex
multiproteic utilitzat pels Toll-like Receptors (TLR) per activar les caspases pro-
inflamatories 1 la sintesi de citocines inflamatories, en resposta a la preséncia de patrons
moleculars associats a patogens (PAMPS, de I’angles, pathogen associated molecular
patterns) com ara I’LPS o el peptidoglica (Medzhitov, 2001; Janeway et al. 2002). De
manera analoga als TLRs existeixen uns receptors de PAMPs citoplasmatics, altament
conservats filogeneticament, que també activen la maquinaria de I’inflamosoma: la
familia de les proteines NALP (Tschopp et al. 2003). A la Taula 7 es recullen els
membres descrits fins a 1’actualitat de les proteines NALP, englobades en la
superfamilia de proteines CATERPILLER descrita recentment, juntament amb tres
subfamilies més de proteines amb dominis PyD, LRR (Leucine Reach Repeats) i
NACHT entre altres, que s’especula que poden tenir funcions relacionades (Harton et
al., 2002).

L’estructura basica de I’inflamosoma que interacciona amb els receptors
intracel-lulars de tipus NALPs té uns 700kDa i sembla estar constituida per NALP1, la
molecula iniciadora de la formacié del complex, per ASC, la molécula adaptadora, i per
les caspases 1 1 5, responsables del processament i secrecid de la citocina inflamatoria
IL1pB. Malgrat I’estiquiomteria del complex inflamosoma no es coneix amb exactitud, se
sap que les interaccions entre els seus components es basen en interaccions
homotipiques entre dominis de la SFDD, en concret PyDs i CARDs (veure seccio
domini pyrina): NALP1 interacciona mitjangant la unié PyD:PyD amb ASC, i per la
interaccid CARD:CARD amb la caspasa-5. ASC a més d’interaccionar amb NALP1, ho
fa també amb la caspasa-1, pel domini CARD, la qual cosa provoca el reclutament de
les caspases 1 1 5. La proximitat d’aquests dos enzims és la que doéna lloc a 1’activacio
de la caspasa 1, la qual processa la pro-IL1[ inactiva a la forma IL1[3 bioactiva (Fig. 7)

(Tschopp et al. 2003).
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Taula 7. La familia CATERPILLER (Tschopp et al. 2003).

Sindonims Locus Funcio, Interaccié o Expressid Refs

Subfamilia NALP

NALP1 DEFCAP, NAC, CARD7 17p13.1 Cor, timus, melsa, rony0, fetge, pulmd, Hiaing, 2001
PBLs Chu, Z, 2001

NALP2 PYPAF2,NBS1, PAN1 19q13.42 PyD uneix ASC. Sobreexpressada Agostini, 2003
activa la caspasal

NALP3 PYPAF1, CIAS1, Criopirina 1q44 Alta expressi6 en PBLs

NALPA PYPAF4, PAN2 19q13.41 Inhibeix I’activacié de NFKB induida Fiorentino, 2002
per TNF i IL1B. En melsa max
expressio

NALPS PYPAF8, Mater 19q13.42 Restriccio a oocits Tong, 2002

NALP6 PYPAFS, PAN3 11pl5.5 Preferentment granulocits i Ts. Activa  Grenier, 2002
NFKB i caspasa 1 (via ASC)

NALP7 PYPAF3 19q13.42

NALPS PAN4 19q13.42

NALPY 19q13.42

NALP10 PANS 11pl5.4 Ausencia de LRRs

NALP11 PYPAF6 19q13.42

NALP12 PYPAFT, Monarch-1 19q13.42 Macrofgs i eosinofils. Uneix ASC i Manyji, 2002
activa caspasal

NALP13 19q13.42

NALP14 11pl5.4

CARDINAL TUCAN, CARDS8, NDDP1 19q13.33 Ronyd, pulmo, ovari, placenta, testicle, Razmara, 2002
gangli i melsa Bouchier-H, 2001

Subfamilia NOD

NODI CARD4 Tpl4.3 Cor, muscul llis, melsa, ovari

NOD2 16q12.1 PBLs (monocits)

Subfamilia IPAF

IPAF NOD3 2p22.3 Colon, melsa, ronyo, fetge, pulmo,
placenta, moll d’0s.Uneix ASC i activa
caspasal

NAIP CLAN, CARDI12 5ql3.2 Cervell, pulmo, mesla, intesti i fetge Yaraghi, 1998

Subfamilia CIITA

CIITA 16p13 limfocits, monocits, CDs Reith, 2001

Altres membres

No CARD No PyD 16p13, Xq22

Membres no-Caterpillers

Pyrin Marenostrin 16p13.3 Granulocits (neutrofils). Induible per Centola, 2000
TNF, IFNy, LPS

ASC PYCARD, CARDS5, TMSI1 l6pl1.2 Colon, timus, melsa, intesti, PBLs i Masumoto, 1999
leucocits

ASCI ASC2, POP1 16pl1.2

Abreviatures: ASC, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD; CARD, caspase-
recruitment  domain; CIASI, Cold-Induced Autoinflammatory Syndrome; CIITA, major
histocompatibility complex (MHC) class II transactivator; IPAF, IL-la-converting enzyme protease
activating factor; LRR, Leucine-rich-repeat; NAIP, neuronal apoptosis inhibitor protein; NBSI,
nucleotide-binding site protein 1; NOD, nucleotide-binding oligomerization domain; NFkB, nuclear
factor kB; PAN, Paad and Nacht containing protein; PyD, pyrin domain.
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Figura 7. L’inflamosoma. Quan NALP1 és activat probablement per PAMPs citoplasmatics, el
complex format per NALP1/ASC/Caspasa-1/Caspasa-5 activa les caspases proinflamatories
(Tschopp et al. 2003). PyD, Pyrin Domain; CARD, caspase-recruitment domain; NACHT, domain
present in Neuronal Apoptosis inhibitor protein (NAIP), the major histocompatibility complex
(MHC) Class II transactivator(CIITA), HET-E and TP1); LRR, Leucine-rich repeats.

NALP
Lm) Inflamosoma
<

Recentment, s’ha descrit la co-localitzaci6 de la P/M amb ASC 1 que la
interaccio esta mediada pel domini PyD d’ambdues molécules (Dowds et al., 2003). A
més, s’ha observat que la P/M competeix amb NALP1 per a la interaccio amb ASC.
S’ha postulat que la funcié de la P/M seria la de frenar la maquinaria de sintesi de la
IL1B, en condicions no inflamatories, mitjancant el segrest de ASC que al no estar
accessible per a NALPI1, seria incapa¢ d’activar les caspases pro-inflamatories i no
s’alliberaria IL1f3 al medi extracel-lular. En una situaci6 inflamatoria en canvi, i per un
mecanisme encara desconegut, es revertiria la interaccid6 P/M-ASC. L’alliberament de
ASC permetria la interaccié amb NALPI 1 la subseqiient producci6 de IL1p, la induccio
de febre 1 la propagaci6 de la resposta inflamatoria (Inohara et al., 2003). En base a
aquest model, s’ha especulat que les mutacions a la P/M inactivarien la supressio de
I’inflamosoma que sembla venir exercit per la P/M, la qual cosa es reflexaria en un

increment de la produccio6 de IL1J3 (Fig 8).
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Figura 8. Model de competicié de P/M amb NALPs per la interaccié amb ASC (Inohara et
al., 2003).
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El paper autoinflamatori de la P/M tamb¢ s’ha posat de manifest amb la recent
identificaci6 de la interaccié amb CD2BP1 en assaigs de doble—hibrid (en angles, two-
hybrid), una proteina que causa la sindrome autoinflamatoria autosomica dominant
PAPA quan esta mutada. S’ha postulat la possibilitat que les mutacions en CD2BP1
segrestin la P/M, resultant en la des-regulacié negativa de la P/M sobre 1’inflamosoma, i
la superproduccio de IL1P (Shoham et al. 2003).

La constitucio i la regulacidé de I’inflamosoma pot ser molt complexa. A més, es
creu que poden existir una diversitat d’inflamosomes amb una estructura basica en
comu perd amb molécules iniciadores, i reguladores d’aquestes, diferents. Aixi,
s’especula que a més de NALPI1, altres proteines de la familia de les NALP també
podrien induir la formacié de I’inflamosoma. Per exemple, I’inflamosoma iniciat per
NALP3. S’ha proposat un mecanisme hipotetic pel qual NALP3 (també PYPAFI o
criopyrina), la proteina mutada en MWS, FCU i CINCA/NOMID, s’autoinhibiria en
condicions normals i no interaccionaria amb els components de 1’inflamosoma fins que
I’estimul (desconegut) no activés la moleécula (Fig. 9a) (Tschopp et al. 2003). La

hipotesi planteja que mutacions a NALP3 impedirien 1’autoinhibicié de la molecula i
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activaria I’inflamosoma amb la conseqilient producci6 de IL1P i febre caracteristica

d’aquestes SHFP (Fig. 9b).

Figura 9. Mecanisme hipotétic de ’activaciéo de NALP3 (Tschopp et al. 2003).
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El fet que diverses SHFP tinguin la seva base etiologica en diferents gens
relacionats funcionalment en aquest cas amb la constitucio 1 regulacio de
I’inflamosoma, fa que 1’estudi dels gens responsables d’aquestes sindromes aixi com
I’estudi de I’efecte de les diverses mutacions afectant aquests gens, sigui doblement
atractiu: d’una banda pot ajudar a entendre el mecanisme etiologic d’aquestes malalties i
de I’altra, constitueix potencialment una eina per concixer millor les vies de

senyalitzacio 1 de regulacid dels processos inflamatoris en general.
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Resum del gen MEFV i de la P/M.

Gen, locus, extensid, exons

MEFV [ 16p13.3 / 15kb / 10 exons

cDNA

Especificitat Tissular

Inducci6 del MEFV

MEFV-A]

MEFVA2 (deleccid de I’ex6 2)

Expressat en neutrofils i en menor grau en eosinofics i monocits.
Deteccid per RT-PCR en fibroblastes sinovials

No expressat en limfocits ni cap teixit

En monocits I’IFNa, i les citocines proinflamatdries IFNy, TNFa i
LPS, indueixen I’expressio de MEFV. Les citocines anti-
inflamatories IL10, TGFf i IL4 reprimeixen 1’expressio.

En neutrofils, només té efecte I'IFNy, que indueix I’expressio.

Producte geénic

Pirina/ Marenostrina, 781 aa’s basica

Dominis en la P/M similars a
families protéiques o géniques

Localitzacié subcel-lular

PyD (Super Familia Death Domain)

Ret finger/B30.2 (Familia multigénica RoRet)
P/M: Citoplasmatica, associada als microtibuls i als microfilaments
d’actina dels filaments perinucelars i de I’aparell de Golgi

P/Md2: Nuclear

Funcio

Possiblement regulaci6 inhibitoria de I’inflamosoma

Malaltia

Mutacions al MEFV causen la FMF.
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5.6. Model animal per Destudi de la P/M

Recentment, en Chae i col.laboradors han generat un model muri amb 1’objectiu
d’estudiar la implicaci6é d’aquest domini en la funci6 de la mP/M (P/M murina) i amb la
finalitat de suggerir una funci6é similar per la P/M humana (Chae et al., 2003). Els
ratolins d’aquest estudi, modificats geneticament, expressen una mP/M truncada entre
I’ex6 3 i ’intrd 4 i mimetitzen, segons els autors, la situacio dels pacients de FMF, en el
sentit que ambdds casos mantenen el domini PyD a I’extrem amino-terminal mentre que
alhora, presenten un defecte a I’extrem carboxiterminal de la molecula.

En els ratolins homocigots per la mP/M, I’LPS indueix un increment de la
temperatura i de la letalitat. Els macrofags d’aquests ratolins tenen una major
sensibilitat a I’endotoxina LPS. Alhora, s’observa una major conversi6 de la
procaspasa-1 a caspasa-1 activa, aixi com el processament de pro-IL1f a IL1P en
aquestes cel.lules 1 una major resisténcia dels macrofags a 1I’apoptosi.

La sensibilitat a LPS observada en el model muri, en el cas de replicar-se en els
pacients de FMF, suggeriria un paper critic de la P/M en la immunitat innata,
possiblement mitjancant la interaccié amb ASC, i una possible explicacio per la seleccid
de les variants mutades de la P/M en humans: I’augment de la resposta innata en
presencia d’infeccions bacterianes transitories provocarien una produccid de ILI
exagerada i1 en conseqiiéncia una reaccié inflamatoria sistémica, que en condicions
normals tindria un efecte totalment innocu. Finalment, aquestes dades suggereixen
noves linies terapéutiques amb agents com els antagonistes del receptor de la IL1 per

pacients que no responen a la colquicina.

6. MUTACIONS EN EL GEN MEFV 1 HAPLOTIPS ASSOCIATS

En el procés de clonacido del gen MEFV es va detectar 1’existéncia de quatre
variacions en la seqiiencia del gen associades a la FMF en pacients de diversos origens,
jueus no-ashkenazites, jueus ashkenazites, armenis, arabs i turcs (The French FMF
Consortium, 1997; The International FMF Consortium, 1997). El 85% dels cromosomes
eren portadors d’alguna de les quatre mutacions: M680I, M694V, M6941 1 V726A.

Les mutacions semblaven for¢a innocues, en principi, a jutjar pel fet que cap
d’elles no truncava la proteina ni impedia la seva sintesi i que les substitucions eren de

tipus conservatiu. Malgrat aixd, la seva localitzacio, totes elles a I’exd 10, el qual
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codifica el domini B30.2, indicava que aquest domini podria tenir un paper important en
la funci6 de la molecula.

Es va observar que cada una de les mutacions es troba en desequilibri de
lligament (LD, de I’angles, linkage disequillibrium) amb almenys un haplotip de
microssatél.lits. Es a dir, una mutacié donada s’heretava al llarg de les generacions
associada a una combinacié determinada de marcadors microssatel.lits localitzats a
megabases de distancia del gen. Algunes mutacions es varen observar associades a més
d’un haplotip. Per exemple, la M694V, la mutacié majoritaria en els jueus d’origen
nord-africa, es va trobar associada a quatre haplotips anomenats Med(A), B, F i G,
diferents entre ells en els marcadors de microssatel.lits externs i flanquejants al MEFV.
Aquests haplotips de microssatel.lits eren pero, idéntics pel que fa als polimorfismes
d’un sol nucleotid (SNP, de 1’anglés, single nucleotide polymorphism) intragénics: els
haplotips Med(A), F i G eren idéntics en tots els SNPs intrageénics, mentre que
I’haplotip B només compartia amb els altres haplotips els SNPs de I’ex6 3 fins al 10
(Figura 10).

Figura 10. Haplotips associats a la variant M694V del gen MEFV.
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Aquesta convergeéncia d’haplotips suggeria que els haplotips associats a la
mutacid6 M694V podrien haver derivat d’un haplotip ancestral (també anomenat
fundador), que amb el temps hauria recombinat amb altres haplotips no mutats,
generant-se aixi la diversitat d’haplotips mutats com els que actualment observem (The
French FMF Consortium, 1997; The International FMF Consortium, 1997). Donat que
I’haplotip B s’observa en els jueus iraquians, una poblaci6 que s’ha mantingut
relativament aillada de la resta de comunitats jueves des de temps Babilonics (uns 2.500
anys), es creu que 1’haplotip fundador de la mutaci6 M694V podria haver existit ja en
aquells temps.

Pero la hipotesi va anar més enlla: es va postular que la mutaci6 M694V va
migrar des de I’Orient Mitja a la resta de la conca mediterrania en dues direccions (Fig.
11): per I’est de la Mediterrania fins a la Peninsula Ibérica — d’on més tard els jueus
sefardites haurien estat expulsats al 1492 pel decret d’expulsié proclamat pels Reis
Catolics, cap al nord d’Africa— i Ialtra, per I’actual Iraq, per on s’hauria dispersat fins
a Turquia 1 Armenia. Similarment, es va trobar la mutaci6 V726A, altament freqiient en
pacients armenis i arabs, associada a I’haplotip anomenat C (també Arm3). Es va

suggerir que 1’haplotip fundador de la V726A podria tenir uns 2000 anys.
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Figura 11. Hipotesi sobre la migracié de les mutacions M694V i V726A.
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7. HETEROGENEITAT DE LOCUS

Les mutacions al gen MEFV son les responsables de la FMF en el 85% dels
cromosomes en les poblacions ancestrals, com els dos consorcis per la FMF van
descriure. Ara bé, Akarsu et al. va estudiar vuit families Turques consanguinies amb
almenys 2 afectats de FMF en cada una d’elles 1 el resultat va ser que en dues de les
families no es va confirmar el lligament amb el locus MEFV (Akarsu et al., 1997).
Aquestes dades suggerien de I’existéncia d’heterocigositat de locus, és a dir, de
I’existeéncia d’almenys un altre locus implicat causativament en la fisiopatogeénia de la

FMF.

8. ESTAT DE LA QUESTIO A L’INICI DE LA PRESENT TESI
DOCTORAL

La present tesis doctoral es va plantejar d’acord amb els antecedents que s’han
anat desenvolupant al llarg d’aquesta introduccio.

La recent clonaci6 del gen MEFV constituia un punt d’inflexi6é en I’estudi de la
FMF en els més diversos aspectes de la malaltia i creava grans expectatives en els
camps del diagnostic, terapeutic i preventiu de la malaltia. En el diagnostic, 1’analisi
molecular del MEFV podia complementar els criteris exclusivament clinics que
actualment s’utilitzen per diagnosticar la FMF més acuradament i en poblacions no
estrictament ancestrals. En el terapeutic, el coneixement de la funcié de la P/M seria
especialment interessant pels pacients no responedors a la colquicina, doncs s’obririen
linies terapéutiques alternatives. En la prevencid, la identificacio de I’efecte fenotipic de
les diferents variants al.leliques permetria la identificacié de pacients amb el risc de
patir amiloidosi, la complicaci6 més greu de la malaltia, i per tant el seu tractament
precog.

L’estudi de les bases genctiques de la FMF representava un repte donada
I’escassa, si no nul‘la, informacié genética de que es disposava en aquell moment i els
resultats que s’obtinguessin, sense dubte contribuirien al millor coneixement de la
malaltia des del punt de vista genétic.

Tanmateix, I’estudi en poblacions no ancestrals era un camp totalment

inexplorat, comencant pel fet que es considerava que la FMF no les afectava.
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Malgrat la causalitat demostrada de les mutacions al MEFV sobre la FMF en
poblacions ancestrals, quedava el dubte si les variants detectades podrien ser canvis
innocus que, en aquestes poblacions es trobessin en desequilibri de lligament amb les
mutacions realment causants de la malaltia. Es desconeixia si podria existir un altre gen
causant de la malaltia.

També s’obria un area d’estudi sobre 1’efecte de les alteracions en el gen MEFV
amb les manifestacions cliniques.

Tanmateix, la hipotesi sobre la historia natural de les mutacions a I’Orient Mitja,
basada en la identificaci6 de mutacions associades a un mateix rerafons, o background,
genetic en grups poblacionals diferents, obviament no contemplava els mecanismes de
dinamica genomica del locus MEFV ni la historia de les mutacions a la vessant
occidental de la Mediterrania.

Amb aquest estat de la qiiestio, es varen plantejar les hipotesis de treball que

s’exposen a continuacio.
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II- HIPOTESI DE TREBALL

l.

L’estudi de les mutacions del MEFV en els pacients de FMF espanyols, aixi com la
deteccid de la possible intervencié de factors modificadors de la malaltia, permetra
establir la relacio causal de les mutacions al gen MEFV i la FMF 1 establir-ne les

bases genétiques.

En el cas de demostrar-se la causalitat, es podrien establir correlacions entre les

diferents variants al.l¢liques i el seu efecte fenotipic.

En el cas contrari, seria possible detectar 1’existéncia d’altre o altres gen/s implicat/s
en la etiopatogenia de la FMF, o fins i tot, detectar si sota el diagnostic de FMF, es
podrien incloure pacients amb malalties similars a la FMF perd amb bases

etiologiques diferents.

L’estudi de la dinamica genomica del locus MEFV permetra estudiar la historia

natural de les mutacions més freqiients a la vessant occidental de la Mediterrania.
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III- OBJECTIUS

Per tal de desenvolupar les hipotesis de treball plantejades a I’inici de la present tesi

doctoral, es van definir els segiients objectius generals i especifics:

1. Estudiar les bases genetiques de la FMF a la poblacié espanyola

1.1 Detectar la preséncia de mutacions al MEFV en els pacients de FMF
espanyols.

1.2 Analitzar la possible heterogeneitat al.l¢lica.

1.3 Establir possibles associacions fenotip-genotip.

1.4 Estudiar la possible interaccid de factors modificadors de 1’expressivitat de
la malaltia.

1.5 Detectar la possible implicacié d’altres loci implicats en la malaltia.

1.6 Investigar la possible inclusid de pacients amb malalties similars a la FMF

sota el diagnostic de FMF.

2. Estudiar la dinamica genomica del locus MEFV.
2.1. Estudiar els haplotips intragénics de la poblaci6 control espanyola.

2.2. Estudiar els mecanismes de generacio6 de la possible diversitat haplotipica.

3. Estudiar la historia natural de les mutacions més freqiients a la vessant occidental de
la Mediterrania.
3.1. Reconstruir i analitzar els haplotips amb mutacions dels pacients espanyols.
3.2. Reconstruir i analitzar els haplotips amb mutacions dels pacients xuetes.
3.3. Comparar els haplotips amb mutacions dels pacients espanyols i xuetes,
amb els descrits en poblacions ancestrals 1 formular hipotesis integradores
sobre la historia natural de les mutacions en el vessant occidental de la

Mediterrania.
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IV- RESULTATS

El desenvolupament dels objectius plantejats a la present tesi doctoral ha generat
els resultats que es mostren a continuacidé en forma de capitols. En cada un d’ells, a
excepcio del capitol 5, s’hi adjunta la publicaci6 generada pels resultats obtinguts.

A la primera part dels resultats s’ha abordat I’estudi de les bases genétiques de la
FMF a la poblacio espanyola afectada. Al capitol 1, s’ha estudiat en primer lloc, la
relacid causal de les mutacions al gen MEFV sobre la FMF mitjancant la genotipificacio
d’un grup de pacients espanyols diagnosticats de FMF amb els criteris clinics de Tel
Hashomer. Al mateix capitol, s’han descrit els diferents fenotips associats als diversos
genotips i s’ha estudiat la possible associaci6 genotip-fenotip en els pacients de FMF.

Als capitols 2 1 3 s’ha aprofundit en 1’estudi genetic de casos particulars sorgits
de ’estudi al capitol anterior, la qual cosa ha implicat extendre 1’estudi als diversos
membres de la familia. Al capitol 2, s’analitza una familia afectada d’una sindrome
inflamatoria molt severa i amb un patré d’heréncia dominant — totalment inusual en
aquesta malaltia autosomica recessiva — que ¢€s diagnosticada clinicament de FMF. Al
capitol 3, s’estudia la possible existéncia de factors modificadors que podrien estar
modulant I’expressivitat de la FMF en el sinus d’una familia.

La identificacid, al capitol 1, d’un grup de pacients diagnosticats clinicament de
FMF i sense mutacions al MEFV va plantejar en primer lloc, la possibilitat que els
pacients diagnosticats de FMF tinguin mutacions en els gens responsables d’altres
SHFP. Al capitol 4 es presenta el resultat de la genotipificacidé dels gens MVK,
TNFRSF1A 1 CIAS1/NALP3/PYPAF1, aixi com la prova funcional del test
d’alliberament del receptor, també anomenat shedding assay, realitzats en alguns
d’aquests pacients.

L’existéncia de pacients de FMF no portadors de mutacions al MEFV va
plantejar en segon lloc, la possibilitat que existeixin altres locus/loci implicats en la
etiologia de la malaltia. Al capitol 5, s’aborda aquesta qiiesti6 amb ’analisi de la regio
promotora del MEFV en aquest mateix grup de pacients, amb 1’objectiu d’excloure la
preséncia de mutacions en certs motius funcionals que podrien tenir un efecte negatiu
sobre 1’expressio del gen, i amb I’analisi dels haplotips del MEFV. Es comparen les
freqliencies haplotipiques del grup de pacients sense mutacions amb les freqiiéncies
observades del grup d’individus de la poblacié general, utilitzats com a controls. Es

pretén detectar la possible existéncia d’un o uns haplotips més freqiients en el grup de
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pacients al qual podria estar-hi associades mutacions introniques o situades en regions
reguladores del MEF'V.

A la segona part de la present tesis doctoral s’ha estudiat la dinamica genomica
del locus MEFV, mitjancant la descripcio dels haplotips de SNPs intragénics a la
poblacio control espanyola. Al capitol 6 es mostra 1’analisi dels haplotips detectats al
locus MEFV 1 s’aborden els possibles mecanismes de generacio de la diversitat
observada. L’estudi dels haplotips del MEFV en poblacié control, pel fet de ser la
primera vegada que es realitza, proporciona a la comunitat cientifica de la FMF una
nomenclatura sistematitzada de referéncia per als haplotips mutats, que pretén ser de
referéncia en posteriors estudis, i es proporciona la descripcidé de Tag-SNPs, per tal
d’optimitzar la recerca de futurs estudis. També al capitol 6, es mostra com 1’estudi dels
haplotips controls ha estat essencial en la reconstruccid dels haplotips mutats i
s’especula sobre I’origen dels haplotips mutats recombinants. L’analisi dels haplotips
mutats dels cromosomes de pacients xuetes es relacionen amb els observats a la
poblaci6é espanyola i a les poblacions ancestrals, i s’especula sobre 1’origen jueu
d’aquesta comunitat. Finalment, es contrasten les conclusions extretes a partir dels
haplotips associats a mutacions, amb el calcul de la distancia genética de Reynolds, que
té en compte les dades de freqiiéncies al.leliques rescatades de la bibliografia cientifica,
entre els grups de pacients espanyols, xuetes, i altres poblacions afectades de FMF

ancestrals 1 no ancestrals.
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CAPITOL 1:

Bases genétiques de la FMF a la poblacio espanyola: caracteritzacio de

les mutacions al gen MEFV i associacions genotip-fenotip

L’objectiu principal d’aquest treball va ser ’estudi de les bases genetiques de la
FMF als pacients espanyols afectats per la malaltia. Per assolir tal objectiu, s’analitza la
preséncia de mutacions al gen MEFV en aquests pacients i la freqiiencia al.l¢lica de
cada una d’elles, per tal d’establir un possible patr6 de mutacions del gen MEFV
“caracteristic” dels pacients espanyols de FMF. S’estudia la causalitat de les mutacions
detectades al MEFV amb la malaltia, intentant establir associacions entre els diversos
genotips detectats i les manifestacions cliniques presentades pels pacients.

Es varen estudiar 55 pacients de FMF, pertanyents a 51 families no relacionades,
referits a la Unitat de Sindromes Hereditaries de Febre Periodica des del 1998. Els
pacients seleccionats, eren d’origen espanyol, vivien a la Peninsula Ibérica i van ser
diagnosticats clinicament amb els criteris clinics de Tel-Hashomer (TH). Es varen
excloure pacients amb altres sindromes autoinflamatories, aixi com pacients de FMF
pertanyents a alguna de les poblacions més afectades per la malaltia (arabs, armenis,
turcs o jueus). En aquest estudi es varen excloure pacients pertanyents a la comunitat
xueta (amb un possible origen jueu) també presents al nostre entorn geografic, que van
ser estudiats en el capitol 6.

Les manifestacions cliniques dels pacients de I’estudi es van recollir en un
qiiestionari detallat i especific de SHFP, i es va procedir a la detecci6 de les mutacions
M680I, M694V, M6941 1 V726A a tots els pacients de I’estudi mitjangant 1’amplificacio
de I’ex6 10 (on recauen les mutacions descrites) 1 les zones introniques flanquejants a
I’exd, 1 la seqlienciaci6 automatica.

Es va detectar que el 7% dels pacients (4/55) eren portadors de dues mutacions,
el 36% eren heterocigots (20/55) i el 57% de pacients no tenien mutacions en aquest exo
(31/55).

Les mutacions més freqiients eren: M694V, M6941 i la variant K695R, no
descrita al moment de la clonacid, que era tan freqiient com la M694l. La mutacio
V726A es va detectar en un sol pacient mentre que la M680I no es va trobar en cap dels

pacients.
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Es va ampliar ’analisi del gen MEFV i es va procedir a la seqiienciacié de la
resta d’exons. Es va detectar que alguns dels pacients heterocigots eren portadors d’una
altra mutaci6, i que alguns dels pacients als quals inicialment no se’ls va detectar cap
mutacid, eren heterocigots.

Totes les variants detectades en I’analisi del MEFV eren de tipus missense, de
canvi d’aminoacid, i es localitzaven als exons 2, (E148Q, E163A), 3 (E319K), 9
(I591T) 1 10 (M694V, M6941, K695R i V726A). D’aquestes, E148Q, 1591T i K695R
van ser descrites amb posterioritat a la clonacidé del MEFV i en paral-lel a la realitzacid
del present treball (Bernot et al., 1998; Aksentijevich et al., 1999). Les variants
al.leliques noves detectades al present treball (E163A 1 E319K) es varen registrar a la
base de dades de mutacions al MEFV INFEVERS, després de descartar la seva abséncia
en un pannell de 200 cromosomes de poblacio control. No es va detectar cap insercid ni
deleccid.

Es va estudiar la possible existéncia d’al-lels complexes en els pacients portadors
de dues mutacions mitjancant estudis de segregacié familiar o, quan no va ser possible,
per clonaci6 del cDNA del MEFV del pacient. No es va detectar cap al-lel complex, és a
dir, que tots els pacients portadors de dues mutacions eren heterocigots compostos.

En resum, el 53% dels pacients espanyols de FMF eren portadors d’una o de
dues mutacions al MEFV 1 el 47% dels pacients no presentaven mutacions codificants
en el gen. El 16,4% dels pacients eren doble mutats mentre que el 36,4% eren
heterocigots. L’espectre de mutacions en el MEFV observat era ampli, amb 8§ variants
diferents, i algunes es descrivien per primera vegada. D’aquests resultats, sorprenia i) el
baix nombre de pacients portadors de dues mutacions en una malaltia autosomica
recessiva com la FMF, ii) que els heterocigots manifestaven la malaltia i, a més, eren
molt més nombrosos que els doble mutats (relacié 2,2:1 respectivament), iii) 1’elevat
nombre de pacients clinicament diagnosticats de FMF i sense mutacions al MEFV.

Es van analitzar per primera vegada, les possibles associacions genotip-fenotip
en el grup de pacients espanyols de FMF. El baix nombre de pacients amb mutacions, i
la baixa incidéncia d’amiloidosi no van permetre establir associacions estadisticament
significatives amb cap genotip concret. Malgrat tot, es va observar que 1) els pacients
sense mutacions referien episodis més llargs dels descrits classicament en la FMF (<3
dies, p=0.004), i que amb major freqiliencia presentaven limfadenopaties 1 mialgia, ii)
que el diagnostic de la majoria de pacients sense mutacions era de FMF probable en

contra del diagnostic de FMF definitiu dels pacients amb mutacions (p=0.003), iii) que
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els pacients diagnosticats amb una FMF probable també patien episodis més llargs dels
tres dies (p=0.047), limfadenopaties (p=0.036) i mialgia. Aquest fet suggereix que els
pacients sense mutacions codificants en el gen MEFV podrien patir una FMF-like, la
qual es caracteritzaria per episodis inflamatoris de duraci6 superiors als 3 dies, 1 per una
alta incidéncia de limfadenopaties i mialgia.

Finalment, el nombre de pacients amb amiloidosi era molt petit com per poder
establir associacions, malgrat tots ells eren portadors del genotip de risc a/a del locus

SAA1 (p=0.031).
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ABSTRACT

Familial Mediterranean fever (FMF) is an autosomal recessive disorder with a
high prevalence in populations from the Mediterranean basin. Clinically characterized
by recurrent episodes of fever and serosal inflammation, FMF responds successfully to
colchicine therapy. In 1997 two groups identified the relationship between FMF and
mutations on the MEFV gene, which encodes the pyrin/marenostrin (P/M) protein.

Here we report a broad, systematic study of the clinical and genetic
characteristics of FMF in the Spanish population, dincuted since 1998 in 55 patients
from 51 non-related Spanish families referred to our Hereditary Periodic Fever (HPF)
Syndromes Unit. Patients belonging to other FMF Mediterranean ancestral populations
were excluded. Comprehensive mutational analysis of the FMF-associated gene was
performed in all patients. All 10 exons and intronic boundaries of the MEFV gene were
sequenced. Genotypes of the SA4-1 gene — a risk factor for amyloidosis in these patients
— were determined. The general clinical profile of these patients was heterogeneous, as
studies in other populations have reported. Nevertheless, the relatively mild level of
disease, the low incidence of amyloidosis and the near total absence of family history
were characteristic features of FMF disease in Spanish population. The mutational
MEFV gene analysis was positive in 52% of cases, with a higher proportion of
heterozygous than homozygous patients (ratio 2.2:1). Nine different MEFV gene
mutations were detected. The 3 founder mutations M694V, M6941 and E148Q
accounted for 77% of mutated chromosomes. Additionally, other less frequent
mutations, including 2 new variants — E163A and E319K — were detected. All patients

with secondary AA amyloidosis bore the a/a S44-1 genotype.

Keywords: HPF syndromes, FMF disease, MEFV gene mutations, clinical

heterogeneity, amyloidosis.
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INTRODUCTION

Familial Mediterranean Fever (FMF) is a hereditary autoinflammatory recurrent
disorder characterized by short inflammatory attacks followed by symptom-free
intervals (Rogers et al., 1989; Schwabe et al., 1974; Sohar et al., 1967). FMF mainly
affects populations from the Mediterranean basin, with high prevalence in the Arab,
Armenian, Jewish and Turkish ancestral populations (Sohar et al., 1967). Cases of FMF
cases have also been reported in other Mediterranean areas — Greece (Booth et al.,
2000; Konstantopoulos et al., 2003), France (Bernot et al., 1998), Italy (Aksentijevich et
al., 1999; Dode et al., 2000; La_Regina et al., 2003), Cyprus (Deltas et al., 2002) — and
elsewhere — Portugal (Touitou, 2001), Britain, Australia, India, China (Booth et al.,
1998), Afghanistan (Bernot et al., 1998) and Japan (Shinozaki et al., 2002).

The self-limited inflammatory episodes, which last 24-72h, usually appear
before the age of 20 (Ben-Chetrit et al., 1998) and are characterized by fever associated
with serosal and/or synovial inflammation (Sohar et al., 1967). The most frequent
clinical symptoms are fever (38-40°C), abdominal pain due to sterile peritonitis, and
joint involvement, manifested either as arthralgia or as arthritis. Other frequent
symptoms in the inflammatory episodes are chest pain and pleurisy, usually unilateral,
and erysipelas-like erythema (ELE) on the legs, which many experts consider to be the
most characteristic cutaneous lesion in FMF (Azizi and Fisher, 1976). Less frequently,
FMF patients refer generalized myalgia, headache, enlargement of lymph nodes and
testicular swelling and/or pain. The prognosis of FMF is closely associated with the
deposition of the cleavage product of the serum amyloid A (SAA) protein in certain
organs or tissues (Gafni et al., 1968). The kidney is the most frequently affected organ
and the nephrotic syndrome the most common clinical manifestation, although amyloid
deposition on intestine, thyroid, spleen, liver and adrenals has also been reported
(Kavukcu et al., 1997; Sohar et al., 1967). Renal amyloidosis develops in some patients,
without previous typical FMF episodes; this condition is clinically designated as FMF
phenotype II (Gafni et al., 1968; Livneh et al., 1999; Mimouni et al., 2000; Sohar et al.,
1967). Colchicine therapy prevents both the inflammatory attacks and the development
of secondary AA amyloidosis (Zemer et al., 1986). The diagnosis of FMF disease is

based on clinical criteria such as the age of onset, the duration and periodicity of
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inflammatory attacks, the most common symptoms and responsiveness to colchicine
treatment (Livneh et al., 1997; Pras, 1998).

FMF is a hereditary disease with an autosomal recessive inheritance pattern.
However, the high prevalence of carriers and/or consanguinity in some populations may
lead to the observation of dominant or pseudodominant patterns (Aksentijevich et al.,
1999; Booth et al., 2000; Cazeneuve et al., 1999). In 1997 two independent groups
reported the association between the MEditerranean FeVer (MEFV) gene and FMF
disease (The International FMF Consortium, 1997; The French FMF Consortium,
1997). The MEFV gene, located on 16p13.3, is composed of 10 exons and spans 15 kb.
Exclusively expressed in cells of myeloid lineage (Centola et al., 2000), the MEFV gene
encodes the pyrin or marenostrin (P/M) protein, whose function remains unknown.
Recently, it has been reported that P/M is a member of the death-domain-fold
superfamily (Bertin and DiStefano, 2000; Martinon et al., 2001) and that it is involved
in the apoptotic pathway through caspase recruitment (Pawlowski et al., 2001; Richards
et al., 2001), as well as in the regulation of the inflammatory process through
interleukin-1 (IL-1) cytokine and nuclear factor kappaB (NFkB) transcription factor
production (Manji et al., 2002; Martinon et al., 2001).

Up to 40 MEFV gene mutations are currently registered in the INFEVERS data
base (URL address: http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers) (Sarrauste-de-Menthiere et al.,
2003). The original founder mutations — E148Q, M6801, M694V, M694I and V726A —

have been found in diverse populations throughout the Mediterranean basin (The
International FMF Consortium, 1997; The French FMF Consortium 1997; Bernot et al.,
1998; Aksentijevich et al., 1999). All of them are located in exons 2 and 10, suggesting
the existence of two functional “hot spots” in these regions of the MEFV gene Magal et
al (Touitou, 2001). Nevertheless, an increasing number of new, less frequent mutations
— including private ones — have been reported, widely distributed all over the gene.
The manifestations of FMF disease differs among populations, suggesting that
the genetic background and environmental factors may play a role in the expression of
the disease (Yalcinkaya et al., 2000; Cazeneuve et al., 2000; Gershoni-Baruch et al.,
2003). Furthermore, genotype-phenotype studies have revealed the association between
the M694V homozygous state and a severe phenotype (Brik et al., 1999; Cazeneuve et
al., 1999; Livneh et al., 1999; Pras et al., 1998; Shohat et al., 1999). Male sex, M694V

homozygosity, the a/a. SA4-1 genotype and occurrence of arthritic attacks have been
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described as risk factors for the development of renal amyloidosis (Cazeneuve et al.,
2000; Gershoni-Baruch et al., 2003).

The aim of the present report was to study the most commonly manifested
clinical symptoms of FMF disease in the Spanish population, as well as the diverse
MEFV mutations associated to the disorder, and to establish whether there is a

genotype-phenotype relationship in the Spanish FMF patients.

MATERIALS AND METHODS.

Subjects

During the last five years 200 patients suffering from recurrent fever were
referred to our institution from different regions in Spain. The clinical manifestations of
each patient were registered on a specific Hereditary Periodic Fever (HPF) syndrome
clinical questionnaire. Since the purpose of this report was to study FMF disease in the
Spanish population the following inclusion criteria were established: 1) patients meeting
the established Tel-Hashomer criteria (Pras, 1998) and 2) patients of Spanish origin
living in the Iberian Peninsula. Exclusion criteria were: 1) patients with an HPF
syndrome other than FMF (TRAPS, HIDS, FCU/FCAS and NOMID/CINCA
syndrome) or with recurrent fever as a symptom associated with other diseases
(tuberculosis, juvenile chronic arthritis, Crohn’s disease and PFAPA syndrome) and 2)
FMF patients belonging to any of the most commonly FMF-affected populations
(Arabs, Armenian, Turks, Non-Ashkenazi Jews) living in Spain, or belonging to the
Chueta community — with strong evidence of direct Jewish ancestries (Crespi et al.,
2002) — also living in this country.

A cohort of 55 Spanish FMF patients from 51 unrelated families was studied.
Consanguinity was only registered in one patient. Informed, written consent was
obtained from all patients and the study was approved by our center’s ethical
committee.

The clinical manifestations of all patients were studied in order to draw up a
general profile of the most commonly manifested FMF symptoms in our population.
Clinical data from the type II FMF was analyzed apart in order not to bias the general

clinical data.
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Severity scores
The Tel-Hashomer severity scores (Pras, 1998) were not used in this study since
they focus specifically on amyloidosis and ELE, which are infrequent in our population.

Instead, we calculated the Samuels severity scores for each patient.

DNA and RNA extraction.

Genomic DNA from whole blood samples and total RNA from total leukocytes
were isolated using QIAmp DNA Blood Mini Kit (QIAgen, Germany) and TRIzol®
reagent (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) respectively, following the

manufacturer’s instructions.

MEFV mutational screening

Initial screening of exons 10, 2 and 5 of the MEFV gene was performed in all
patients. The remaining coding regions were only analysed when one or no mutations
were found: exonic and intronic flanking regions were amplified by PCR using specific
intronic primers and amplification conditions previously published (The International
FMF Consortium, 1997). The sequencing reactions of PCR amplicons (dRhodamine
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction, PE Applied Biosystem, Warrington,
Great Britain) were analysed in an ABI 3100 automated sequencer.

For patients bearing two MEFV mutations in compound heterozygosity, two
strategies were followed to identify whether the two mutations were on the same allele
(complex allele) or in separate ones. When family members were available a familial
mutational segregation analysis was performed. When not, the cloning of the MEFV

cDNA was attempted

MEFYV ¢cDNA synthesis and cloning

Total RNA obtained from total leukocytes was reverse transcribed into cDNA
using oligo(dT);2.1s primers and SuperScript’ II First-Strand Synthesis System
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA), following the manufacturer’s instructions.
Full length MEFV was amplified from the single-stranded cDNA using a gene specific
primer pair (Papin et al., 2000). The RT-PCR product was cloned into the pCR®2.1
vector (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) and transfected into TOP10F’ bacteria
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA). Plasmidic DNA was prepared using QIAGEN
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Plasmid Mini Kit (QIAgen, Germany), following the manufacturer’s procedures and
sequenced using both universal primers (T7 and M13 reverse) and MEFV specific

primers.

Mutation screening at other HPF syndrome-related genes

FMF patients with no MEFV mutations were analysed for the presence of
mutations in other HPF syndrome-related genes such as the TNFRSFIA (exons 2-5) ,
the CIASI/NALP3/PYPAF1 (exon 3) and the MVK gene (all 10 exons). Amplification
and sequencing reactions were performed as previously described (The International
FMF Consortium, 1997; McDermott et al., 1999; Moriguchi et al., 1999; Hoffman et al.,
2001; Houten et al., 2001).

SAA-1 genotyping.

Exon 3 of S44-1 gene was amplified by PCR and sequenced as previously
reported (Moriguchi et al., 1999). The different S44-1 genotypes were established after
analysis of the two polymorphic codons 52 and 57.

Statistics
Given the sample size in this study the significance of the association of data

between groups was tested by Fisher’s exact test.

RESULTS.

Clinical data.

The aim of the present report was to study the clinical and genetic aspects of
FMF disease in the Spanish population. On the basis of the Tel-Hashomer criteria,
definitive FMF disease was diagnosed in 59% of patients and probable FMF in 41%.

Table 1 shows the features of the FMF Spanish patients and their clinical
manifestations. Forty-six percent were male and 54% female. The age at onset varied
widely, ranging from 1 month to 53 years, but the great majority (72%) had suffered
their first inflammatory attack before the age of 20, and 40% before the age of 10. The
duration of the inflammatory attacks also varied between individuals, even in the same
family. Sixty-one percent of patients suffered attacks lasting less than 3 days, and over

40% had longer inflammatory episodes. In 59% of cases the episodes occurred monthly.
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The most common symptoms in the Spanish FMF patients were fever,
abdominal pain and arthralgia. Fever (38-41°C), of subtle onset and frequently
accompanied by chills, was reported in 94% of patients. Abdominal pain of variable
intensity was identified in 74%. In 7 patients acute abdomen diagnosis was followed by
surgical intervention. In all patients who underwent laparotomy the peritonitis was
classified as sterile. Joint involvement was usually manifested in 57% of patients as
arthralgias, mainly affecting knees, ankles and wrists. Arthritis was only found in 18%
of patients, commonly as monoarticular arthritis; in all cases, the X-ray films showed
non-erosive and non-destructive arthritis.

Other clinical manifestations identified in the Spanish FMF patients included
generalised myalgia, which was observed in 48% of patients, a much higher proportion
than that reported in other populations (Pras, 1998; Samuels et al., 1998; Sohar et al.,
1967), and unilateral pleurisy accompanied by chest pain, in 30%. Vomiting and
headache were both manifested in 26% of patients. Enlargement of lymph nodes was
also more frequent (20%) than in the published data (Pras, 1998; Samuels et al., 1998;
Sohar et al., 1967). Erysipelas-like erythema was reported in 18% of patients and
diarrhea in 17%.

Uncommon symptoms associated with FMF disease in these patients were
pericarditis (2 patients), conjunctivitis (1 patient) and constipation (1 patient). No
testicular swelling and/or pain was referred in any of the male patients.

In the clinical histories, certain factors were identified as triggers of
inflammatory attacks: physical and emotional stress in two, and hormonal factors in 3
women. Some female patients reported an improvement in their symptoms or even the
disappearance of their attacks during pregnancy, whereas others associated the higher
intensity and/or frequency of inflammatory attacks with the menstrual cycle. No
prodromic symptoms other than malaise were reported by any patient.

One patient over the age of 40 developed nephrotic syndrome (7.5gr/24h) as the
first symptom of FMF disease. After the identification of amyloid deposition on renal
biopsy this patient suffered several inflammatory episodes with abdominal pain and
sterile peritonitis without fever. In view of these clinical data, together with the absence
of chronic infectious, rheumatologic or neoplastic disease, and the identification of
E148Q MEFV mutation, phenotype Il FMF disease was diagnosed .

Secondary AA amyloidosis was diagnosed in 4 unrelated patients, including the

phenotype II FMF patient: 1 by rectal biopsy, s by renal biopsy and 1 by intestinal
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biopsy. The absence of chronic infectious and neoplastic diseases in all cases ruled out
the existence of other secondary AA amyloidosis-causing diseases. The most important
clinical symptoms of AA amyloidosis were nephrotic syndrome (3 patients),
hepatosplenomegaly (1 patient), intestinal malabsorption (1 patient) and hypothyroidism
(1 patient).

The mean severity score of the Spanish group of patients, calculated using
Samuels’ criteria was 4.6, ranging from 3 to 7 inside the range for “mild disease”
(Samuels et al., 1998).

Only 4 familial cases of FMF were detected in the present study (Tables 1 and
20).

Responsiveness to colchicine treatment was evaluated only in those patients with
a follow-up of at least 12 months, first, by the presence or absence of inflammatory
attacks and second, by the duration, intensity and frequency of attacks that did not
disappear. All but one of the treated patients (97%) responded successfully to
colchicine. Of these, most (80%) did not suffer any inflammatory attacks for a long time
(>12 months) while a minority (20%) experienced a few episodes within the 12 months
after the beginning of the treatment,though intensity, duration and frequency all

decreased.

MEFYV analysis in the Spanish FMF population

The mutation analysis revealed 9 patients (16.4%) with two mutations, either in
homozygous or in compound heterozygous state, 20 patients (36.4%) with a single
mutation, and 26 patients (47.2%) with no MEFV mutations (Table 2A). There were 33
mutated unrelated chromosomes, and 69 non-mutated chromosomes.

Table 2B shows the MEFV mutations detected in the Spanish FMF patients and
their relative frequencies. All of them were missense substitutions; no nucleotide
deletions, insertions nor non-sense mutations were found. The M694V variant was the
most frequent, accounting for 36% of mutated chromosomes, followed by the M694I
and the E148Q mutations (18% each) and the K695R mutation (12%). Other mutations
accounted for 16% of carrier chromosomes: the founder V726A mutation, the I591T
variant and the probably private Spanish variants: E163A and E319K.

The frequencies of the most common MEFV mutations in the present study were
compared to those observed in other populations (Figure 1). The allelic frequency of the

different MEFV mutations in the Spanish FMF patients showed a specific pattern, since
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no similar frequencies were observed in any other (ancestral or non-ancestral)
population.

The most frequent MEFV genotypes in the our group were, surprisingly, simple
heterozygous genotypes: the M694V/wt genotype was found in seven patients, followed
by the K695R/wt and E148Q/wt genotypes in six and four patients respectively (Table
2C). The M694V mutation was also found in homozygous state in two patients and in
compound heterozygosity with three different mutations (4 patients). The M6941 was
detected in homozygosity in one patient, but also in compound heterozygosity with two
variants (one patient each) and in simple heterozygosity (two patients). The I591T was
found in two unrelated Spanish FMF patients in both cases as a heterocompound: in
combination with the M694I mutation in one patient (Aldea et al., 2002) and with the
M694V mutation in the other. The E319K variant was also accompanied by the M6941
mutation, whereas the E163A mutation was found with no other coding mutation. The
genetic analysis performed in all compound heterozygous MEFV did not identify any
complex allele. Table 2C also shows that the family history in the Spanish FMF patients
is exceptional, with only 4 kindreds having more than one affected family member.

In the course of MEFV gene analysis in our cohort of Spanish FMF patients two
new mutations were identified:. the E163A mutation, and the E319K mutation.

The E163A mutation was caused by a nucleotide A-C transversion at 488
position, located in exon 2 of the MEFV gene, resulting in the glutamine-to-alanine
exchange at codon 163 of the P/M protein. This E163A exchange affects the last residue
of the sequence PLSKREE, previously identified as one of the two nuclear localisation
signals (NLS) present in the P/M protein. This mutation was identified in heterozygous
state in a child with definitive FMF diagnosis and in four asymptomatic close family
members (Figure 2).

The E319K mutation was caused by a nucleotide G-A transition at 955 position
in exon 3 in the MEFV gene, which resulted in the glutamine-to-lysine exchange at
residue 319 of the P/M protein. It was identified in compound heterozygosity with the
M6941 mutation in one patient with definitive FMF diagnosis (Figure 2).

Thirty-six percent of the Spanish FMF patients had only one MEFV mutation
whereas 47% showed none. No changes were detected after screening for other HPF
syndrome related-genes — MVK, TNFRSF1A4 and CIAS1/NALP3/PYPAFI — in any of

these patients.
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Genotype-Phenotype correlation

The possible genotype-phenotype relationships in the Spanish FMF patients
were investigated. The patients were grouped according to a range of criteria and their
clinical features were compared. Table 3 shows the statistically significant relationships.

Clinical manifestations of patients bearing one, two or no MEFV mutations were
compared (Table 3A). A significant relationship was shown between episode duration
and the number of mutations: the majority of mutated patients suffered the classical 3-
day episodes, whereas patients with no MEFV mutations sufferedlonger periods(p=
0.004). Patients bearing two mutations were associated with chest pain (p=0.052)
although when pleuritis was specified as the cause of the pain, this association was only
a tendency. Interestingly, a tendency was also observed among the patients showing
myalgia and lymph node enlargement, most of whom did not bear MEFV mutations (p=
0.1; p=0.147, not significant).

We compared the clinical manifestations of our patients with either definitive or
probable FMF (Table 3B). There was a significant association between episode duration
and FMF diagnosis: most of the patients with definitive diagnosis suffered the classical
episodes lasting three days, whereas most of the probable FMF patients had longer
episodes (p= 0.047). A significant proportion of the patients showing lymphadenopathy
were diagnosed with probable FMF disease (p= 0.036) and, in the same group of
patients, a tendency towards myalgia was also observed. The definitive group presented

a slight tendency towards chest pain/pleuritis and arthralgia/arthritis.

M694V genotypes

The number of M694V homozygotes in the study group was low, and
conclusions on the relationship between these homozygous patients and FMF
manifestations, amyloidosis among them, were difficult to draw. Instead, we studied the
possible association of the genotypes involving the M694 residue (M694V and M694I)
with a more severe phenotype, in comparison with other genotypes. The only observed
tendency was that the 85% of patients with the M694V mutation, regardless of
genotype, suffered from the classically short FMF episodes (<3 days) whereas the other
genotypes not involving M694V, and also the wt/ wt genotype, suffered from longer
episodes (p=0.108, not significant; Table 3C).
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E148Q genotypes

The effect of the E148Q mutation in FMF disease is controversial since its
presence has been reported in over 2% of the healthy population (Bernot et al., 1998);
not all homozygous carriers were symptomatic (Ben-Chetrit et al., 2000; Booth et al.,
2001). In our sample over 1.5% of control chromosomes bore the E148Q variant
(personal unpublished data), and no E148Q homozygous subjects were observed. The
most interesting finding regarding the E148Q mutation in the Spanish patients was its

relationship with amyloidosis in the phenotype II patient.

K695R genotypes

The K695R mutation was found to cause disease in 6 patients (11%):
interestingly, always in simple heterozygosity. In our study group, the mean age of
onset of KO695R was 6.2 years (8 months to 20 years). The inflammatory attacks
associated with this mutation were often short (<1 day) but frequent (monthly); they did
not always present fever or abdominal pain but were accompanied by a wide spectrum
of symptoms including arthralgia (2) and arthritis (2), myalgia (2), pleuritis (2), ELE (2)
and headaches (2). Adenopathy was common to all patients. Surprisingly, one patient
who started with severe febrile and inflammatory bouts in the first year of life presented
secondary AA amyloidosis and renal failure at the age of 30; the patient was
successfully treated with colchicine. The presence of this severe FMF phenotype
challenges the widely accepted concept that the K695R variant is a mild mutation

(Aksentijevich et al., 1999; Bernot et al., 1998; Samuels et al., 1998).

Other genotypes

A 15-year-old Spanish boy suffered mild FMF disease bearing the E163A/wt
genotype. The patient started at 8 years with recurrent bouts of fever between 3 and 5
days, every 2-3 months. Fever was accompanied by occasional abdominal and chest
pain, and by mild joint involvement, myalgia or headache. Renal function was normal.
All symptoms remitted completely after colchicine treatment. Interestingly, four healthy
family members presented an identical genotype (Figure 2).

An 18-year-old male patient bearing the E319K/M6941 genotype had started to
suffer from 5-10 day long episodes of fever, pleuritis, arthritis and generalised myalgia

at the age of 15. He responded positively to colchicine treatment.
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The 1591T MEFV mutation had been described previously in a French patient
(Touitou, 2001) but no clinical data associated with the new variant were provided. The
study of two unrelated Spanish patients in our sample demonstrated the clinical
heterogeneity of this variant. The first was a previously reported case of a 25-year-old
Spanish FMF patient (Aldea et al., 2002) with the I591T/ M694I genotype. Briefly, the
patient presented the first symptoms at the age of 19: recurrent attacks consisted of 24-
48 hour-long bouts of fever accompanied by abdominal pain and synovitis. No ELE,
arthritis, pleuritis or amyloid deposition were observed, and all symptoms remitted
completely after colchicine treatment. Interestingly, the proband was the youngest of
three 1591T/ M694I siblings and the only one to have FMF symptoms. In contrast, the
other patient bearing the I591T mutation was a 29-year-old female with the 1591T/
M694V genotype, with a much earlier onset, at the age of 5. The patient showed
generalised myalgia and unilateral pleuritis during the episodes, and developed

intestinal and thyroid amyloidosis despite the positive response to colchicine treatment.

Amyloidosis, MEFV and SAA-1 genotypes

Neither of the M694V/ M694V patients developed secondary amyloidosis. The
only case of amyloidosis involving the M694V mutation was a patient with the
M694V/I591T genotype. Table 4 shows the genotypes associated with amyloidosis in
the FMF Spanish patients. Interestingly, 3 cases were heterozygous and one patient with
no MEFV mutations also developed amyloidosis.

Finally, the analysis of the SA4-1 genotype revealed that all patients with FMF-
associated amyloidosis, including the phenotype II patient, bore the high risk o/ SAA-1
genotype (p<0.031) regardless of their MEFV genotype.
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DISCUSSION

Traditionally, FMF has been considered an ethnically restricted hereditary
disease, affecting ancestral populations of the Mediterranean basin, with high
prevalence among Arabs, Armenians, Jews and Turks (Rogers et al., 1989; Schwabe
and Peters, 1974; Sohar et al., 1967). Recently, epidemiological studies have confirmed
the existence of FMF patients from non-ancestral populations in a range of European
countries — Greece (Booth et al., 2000; Konstantopoulos et al., 2003), France (Bernot
et al., 1998), Italy (Aksentijevich et al., 1999; Dode et al., 2000; La Regina et al.,
2003), Portugal (Touitou, 2001), United Kingdom (Booth et al., 1998) — at higher
incidences than previously expected. Few clinical reports of FMF Spanish patients have
been published to date (Dalmau-Diana et al., 1981; Siso et al., 1977). The present study
is the first survey of clinical manifestations and genetic characteristics of a wide group
of FMF patients in the Spanish population, followed at our HPF Syndromes Unit since
1998.

The clinical manifestations of the Spanish group are in accordance with the
general clinical profile of other FMF affected populations: bouts of fever with acute
abdominal pain in 90% of cases, articular involvement in about 50-75% of cases and
chest pain in 30-50% (Pras, 1998; Samuels et al., 1998; Sohar et al., 1967). ELE, the
most specific FMF symptom, which occurs in 3 to 47% of FMF cases depending on the
population (Barakat et al., 1986; Majeed et al., 1990; Sohar et al., 1967), was detected
in 18% of our group. Few cases reported secondary amyloidosis, and FMF family
history was exceptional.

The clinical heterogeneity of FMF disease within populations has been
frequently reported (Pras, 1998; Tamir et al., 1999; Shinawi et al., 2000; Pugnere et al.,
2003; Nir-Paz et al., 2000; Grateau et al., 2000). Our group was no exception,
presenting variability in age of onset (ranging from the first month of life up to 53
years), in length of inflammatory episodes (which lasted three days in 60% of patients
but longer in 40%), in episode frequency; there was also a patient with type II FMF
disease. Surprisingly, a notably high proportion of Spanish FMF patients suffered from
myalgia (48%), whereas in other populations it does not exceed 20%, and a slightly
higher proportion of patients than in other FMF studies reported lymphadenopathy
(Pras, 1998; Samuels et al., 1998; Sohar et al., 1967). These features may also be

examples of the clinical heterogeneity of FMF disease in our population, in which the
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genetic background and environmental factors may play important roles in the
expression of the disorder. However, it is also possible that a fraction of the patients in
the study group may suffer from another — possibly unknown — FMF-like disease
characterised by longer episodes and higher frequencies of myalgia and adenopathy.

In this connection, statistically significant differences were found between
probable and definitive FMF subjects in terms of episode duration and
lymphadenopathy. Subjects with probably FMF diagnosis were also more likely to
present myalgia, though the difference was not significant. The fact that the probable
FMF patients accounted for 40% of the Spanish group may be due to i) the low
incidence of amyloidosis, ii) the high number of patients not treated with colchicine in
this study, iii) the low incidence of ELE, and iv) the near total absence of FMF family
history. These data suggest that by diagnosing the Spanish FMF patients as definitive or
probable on the basis of these four criteria (the Tel-Hashomer criteria), some definite
FMF cases and some “putative” FMF-like cases may have been classified in the
probable FMF group.

Nevertheless, the message to clinicians in this country is clear: 1) there are FMF
patients in our population who may not necessarily belong to any of the classically
FMF-affected ancestral populations; 2) the absence of a FMF family history does not
rule out FMF disease; and 3) amyloidosis is not at all a common manifestation in the
FMF Spanish patients.

Mutational screening of the MEFV gene in a panel of 55 FMF patients from 51
unrelated families of Spanish origin was positive for the 52% of cases, which is the
fraction of patients with at least one MEFV mutation. These results were surprising on
two counts: first, the low frequency of FMF patients bearing two MEFV mutations,
which may be the consequence of the low proportion of mutated chromosomes
(carriers) in the Spanish population; second, the high proportion of patients with only
one MEFV mutation suffering from a classical profile of FMF disease. No differences
were detected between patients bearing one or two MEFV mutations as regards clinical
manifestations, severity score or colchicine responsiveness.

Compared with other populations, the MEFV mutations in the Spanish FMF
patients were remarkably heterogeneous (Table 2) (Figure 1). Four out of the 5 most
frequent MEFV mutations reported in the literature were found in our study group,
accounting for the 76% (25/33) of mutated chromosomes. The remaining 24% (8/33)
carried 4 different variants including the K695R, the I591T and the probably private
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E163A and E319K mutations. Among the founder mutations, M694V, which had been
found in about 90% of North African Jews (The International FMF Consortium, 1997;
The French FMF Consortium, 1997) was found in 36% of carrier chromosomes in
Spanish patients; M6941 was detected in 18% of mutated Spanish chromosomes, the
same frequency as in some Arab, Turkish and Armenian FMF reports (Touitou, 2001);
the E148Q variant accounted for 18% of mutated chromosomes in this study, similar to
others (Touitou, 2001). Interestingly, the V726 A mutation, which is relatively frequent
in Arabs and Armenians, was found in only one Spanish carrier chromosome, a lower
proportion than in Greek and Italian FMF patients. The V726A mutation was not
reported in the French patients (refs). Similarly, the M680I mutation, which is known to
be common in Armenians, was not found either in our study group or in the French
population (Touitou, 2001).

Many reports of different FMF populations have studied the spectrum of MEFV
mutations. In all of them a variable proportion of non-carrier FMF chromosomes was
observed (Figure 1), suggesting locus heterogeneity in FMF disease (Akarsu et al.,
1997; Chen et al., 1998). In our panel of Spanish FMF patients, up to 68% of unrelated
chromosomes (69/102) bore no mutations, identically to that found in FMF patients of
Italian origin (La-Regina et al., 2003).

Fifty-two percent of FMF patients in our study had one or two MEFV mutations.
If we had followed standard MEFV mutational screening procedures, that is, searching
for the five most frequent mutations, the figure would have been 43%, similar to the
recently published data from an Italian FMF sample (42%) (La-Regina et al., 2003).
Therefore, the mutations E163A, E319K and I591T, located in exons 2, 3 and 9
respectively, account for the remaining 9% of the positive mutation analysis. These data
highlight the importance of the full-length MEFV sequencing methodology in FMF
patients from non-ancestral populations where private mutations are more frequent.

Although it is possible that some of the heterozygous patients could harbour
mutations in regulatory or intronic MEFV regions, it may also be the case that certain
conditions, such as environmental or emotional stress or intense physical activity, are
sufficient to trigger the inflammatory attacks in these patients. Alternatively, the
situation of heterozygous or patients with non-detected MEFV mutations may be
explained by the hypothesis of the existence of mutations in another locus (or other loci)
which, together with the MEFV locus, would contribute to causing the disease. Under

this hypothesis, the heterozygous patients for MEFV mutations bear a second mutation
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in the unknown “FMF-causing locus 2”, whereas patients with no MEFV mutations
have inherited two.

Finally, other autoinflammatory syndromes — caused by mutations in other loci
— may present overlapping FMF symptoms. In this context the statistically significant
relationships observed between i) non-mutated patients and probable diagnosis (p=
0.003), i1) non-mutated patients and long episode duration (p= 0.004) and iii) the
tendency observed among non-mutated patients and myalgia and lymph node
enlargement (p= 0.1; p= 0.147, not significant), would support the hypothesis suggested
above of the “putative” FMF-like syndrome in these patients. However, more studies
are needed to confirm this hypothesis.

It is well known that some populations show a more severe disease phenotype
than others (Brik et al., 1999; Livneh et al., 2000; Pras et al., 1998). The severity of the
disease has often been associated with early age of onset, a higher frequency of the
autoinflammatory attacks, amyloidosis and a higher colchicine dose at positive response
(Pras et al., 1998). Furthermore, several studies associated the severity of the disease
and amyloidosis with the M694V/ M694V genotype (Brik et al., 1999; Cazeneuve et al.,
1999; Livneh et al., 1999; Pras et al., 1998; Shohat et al., 1999) though others rejected
this relationship (Akar et al., 2001; Yalcinkaya et al., 2000). The age at onset of disease
and the frequency of the episodes in the Spanish FMF group did not suggest a severe
phenotype. Furthermore, although the disease was particularly severe in some patients,
the mean severity score of the patients was 4.6, which is in the mild disease range
(Samuels et al., 1998). Additionally, amyloidosis was practically absent in the Spanish
FMF group of patients who successfully responded to colchicine in 97% of cases. In
this regard, it is difficult to state whether the near total absence of amyloidosis in the
Spanish patients is a feature of the relatively mild disease in our population, or simply
the consequence of early colchicine therapy at the moment of diagnosis which would
have prevented amyloid deposition. In fact, several reports have demonstrated a
dramatic reduction in the incidence of amyloidosis in FMF patients since the
establishment of colchicine as the standard treatment (Grateau et al., 1999; Zemer et al.,
1986).

The o/ SAA-1 genotype has been associated with a sevenfold increased risk for
renal amyloidosis compared to other S44-1 genotypes (Cazeneuve et al., 2000). The
genotype-phenotype studied here confirmed this relationship, regardless of MEFV
genotype, in the Spanish FMF patients (p=0.031). Thus, all patients with FMF-
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associated amyloidosis bore the o/o SAA4-1 genotype. Furthermore, neither of the
M694V homozygous Spanish FMF patients in this study had amyloidosis or bore the
SAA a/a. genotype.

Finally, the genotype-phenotype associations analysed in the present paper
suggest the existence of environmental factors as well as other genetic modifier changes
which may also be involved in the expression of FMF disease in the Spanish population.

In summary, this is the first exhaustive clinical and genetic analysis of FMF
disease in Spanish patients. FMF is generally manifested in these patients as a mild
disease, with positive response to colchicine treatment and with the almost total absence
of secondary amyloidosis and FMF family history. However, clinical heterogeneity has
been described, and the FMF type II also exists in our population. Genetic analyses
were positive in the 52% of the Spanish FMF patients, confirming the suspected clinical
diagnosis. Additionally, the present report shows a heterogeneous spectrum of MEFV
mutations, some of them distributed in exons other than those routinely screened. This
suggests that full-length MEFV gene sequencing is needed to obtain an accurate
diagnosis of patients with clinical suspicion of FMF disease, particularly patients from
non-ancestral populations, in which private mutations are more frequent. Finally, both
environmental and genetic modifiers may also play a role in the expression of the

disease.
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Table 1. Phenotypic features and clinical manifestations during the inflammatory episodes in the Spanish
FMF patients. Clinical data of the FMF type II patient and of the affected family members of the H478Y -

bearing kindred are not included (see Materials and methods).

Features and clinical manifestations

Number of patients

Male / female

25 (46 %)/ 29 (54 %)

Age at onset (yr): mean + sd (range)

15 £12 (0-53)

Duration®: <3 dy 31 (61%)
3-7 dy 15 (29%)
>7 dy 5 (10%)
Frequency: <1 per month 32 (59%)
1-2 per month 8 (15%)
> 2 per month 14 (26%)
Fever 52 (94%)
Abdominal pain 40 (74%)
Arthralgia 31 (57%)
Myalgia 26 (48%)
Pleuritis 16 (30%)
Vomiting 14 (26%)
Headache 14 (26%)
Lymphadenopathy 11 (20%)
Erysipelas-like erythema 10 (18%)
Arthritis 10 (18%)
Diarrhea 9 (17%)
Amyloidosis” 4 (11%)
Severity score: mean (range) 4.6 (3-7)
Familial history (families) 5

Colchicine response

30/31 (97%)

sd, standard deviation. * Data not available for 3 patients (n=51). ° Included the patient with FMF

type II.
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Table 2. MEFV mutation analysis of the Spanish FMF patients. A, fraction of patients with either two,
one or no MEFV mutations. B, frequency of MEFV mutations. C, genotype frequencies.

A. MEFV mutation detection

N. patients (%)

Patients with 2 MEFV mutations 9 (16.4%)
Patients with 1 MEFV mutation’ 20 (36.4%)
Patients with no MEFY mutations’ 26 (47.2%)
B. MEFV mutations Exon N. of chromosomes (%)*
M694V 10 12 (37%)
M6941 10 6 (18%)
E148Q 2 6 (18%)
K695R 10 4 (12%)
I591T 9 2 (6%)
V726A 10 1 (3%)
E163A 2 1 (3%)
E319K 3 1 (3%)
C. Frequencies of MEFV genotypes N. patients N. families
M694V/ wt 7 6
K695R/ wt 6 4
E148Q/ wt 4 4
M694V/ M694V 2 1
M694V/ E148Q 2 2
M6941/ wt 2 2
M694V/ VT726A 1 1
M694V/1591T 1 1
M6941/ M6941 1 1
M6941/ 1591T 1 1
M6941/ E319K 1 1
E163A/ wt 1 1
Wt/ wt 26 26
Total 55 51

" all exons sequenced. ~ Mutation frequency among all mutated independent chromosomes (n=31).
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Table 3. Genotype-phenotype relationships. A, Number of MEFV mutations; B, FMF probable and definitive
diagnosis; C, M694V genotypes.

A. Number of MEFV mutations
2 mutations 1 mutation 0 mutations
n=9 (%) n=19 (%) n=26 (%) p-value
Episode duration '
<3 days 6 (67) 15 (79) 10 (43) 0.004°
3-7 days 0(0) 4(21) 11 (48)
>7 days 3(33) 0(0) 2(9)
Chest pain
Yes 5(56) 3(16) 4(15) 0.052
No 4 (44) 16 (84) 22 (85)
B. FMF diagnosis
Definitive Probable
n=32 (%) n=22 (%) p-value
Episode duration '
<3 days 22 (73) 9 (43) 0.047°
3-7 days 5(17) 10 (48)
>7 days 3(10) 2 (10)
Adenopathy
Yes 3(9) 8 (36) 0.036°
No 29 (91) 14 (64)
C. M694V genotypes vs other MEFV genotypes
M694V Other mutated
Wt/ Wt
genotypes genotypes
n=13 (%) n=14 (%) n=27 (%) p-value
Episode duration '
<3 days 11 (85) 9 (64) 11 (46) 0.108
3-7 days 1(8) 3(21) 11 (46)
>7 days 1(8) 2 (14) 2(8)

Significant p values in italics. "total 51 patients. “Fischer’s exact test.
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Table 4. MEFV and SAA4-1 genotypes associated to secondary AA amyloidosis.

A. Amyloidosis associated MEFV genotypes

Num. cases Localization
M694V/1591T 1 Intestinal/ thyroid
K695R/ wt 1 Renal
E148Q/ wt ' 1 Renal
Wt/ wt 1 Systemic
B. Amyloidosis and SA41 genotype
/o Other than a/a
n=24 (%) n=31 (%)
Amyloidosis®?
Yes 4(17) 0(0)
No 20 (83) 31 (100)
! the Type II FMF patient
*included Type II FMF
3 Significant Fischer’s exact test (p=0.031)
FIGURE LEGENDS

Figure 1
Allelic frequencies of the most common MEFV mutations in ancestral (a) and non-
ancestral (b) FMF affected populations. n= number of tested chromosomes. 'Data from

(Touitou, 2001); *Data from (La_Regina et al., 2003); *Data from the present study.

Figure 2
The two new MEFV mutations found in the Spanish FMF patients. Electrophoregram,
pedigree and genetic description of the E163A (a) and E319K (b) variants. Open

circles/squares denote healthy subjects and black figures denote FMF patients.
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Figure 2

Electropherograms, pedigrees and genetic description of the 2 new MEFV gene mutations
identified in the Spanish FMF patients. A: E163A variant. B: E319K variant.The open
circles / squares denotes healthy individuals while the black square FMF male patient. NT:
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B

CCCAGGAAGGA

'

wt / wt

CCCAGGAAGGA

>

P

E319K / wt

M6941/ wt NT

E319K / M6941

E163A/ wt wt / wt E163A/ wt
Mutation Nucleotide  Position Exon Control Comments
change chromosomes
E163A A>C 2 0/200 Incomplete penetrance
transversion
E319K G>A 3 0/200 Compound heterozygous
transition with M6941

Submitted to Infevers data base
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CONCLUSIONS

La FMF a la poblacio espanyola

1.

Clinicament, els pacients espanyols diagnosticats de FMF constitueixen un grup
heterogeni: un subgrup manifesta la simptomatologia clinica tipica de la malaltia
mentre que 1’altre subgrup manifesta episodis lleugerament més llargs i amb una
major freqiiencia de limfadenopaties 1 mialgia.

Existeixen pacients espanyols de FMF sense origen ¢tnic destacable, per la qual
cosa, s’hauria de considerar que el criteri etnic a la poblacié espanyola no
constitueix un criteri d’exclusid en el diagnostic clinic de la malaltia.

L’abséncia d’antecedents familiars de FMF ¢és altament infreqlient a la poblacid
espanyola (90%), per la qual cosa no hauria de ser considerat un criteri diagnostic de
la malaltia.

La incidéncia d’amiloidosi i d’ELE en els pacients espanyols de FMF és baixa (11 1

18% respectivament).

Bases genetiques de la FMF

1.

Les mutacions en el gen MEFV son les causants de la FMF en alguns dels pacients
espanyols pero no en tots: el 52% dels pacients son portadors de 1 o 2 mutacions al
gen MEFV. Els pacients portadors de dues mutacions son el 16% dels pacients 1
existeix una proporcid de pacients heterocigots que supera el doble dels pacients
portadors de dues mutacions.

L’espectre de mutacions del gen MEFV observades als pacients de FMF espanyols
¢s heterogeni i es troben en altres exons diferents del 10. Les mutacions més
freqiients son M694V, M6941, E148Q 1 K695R, 1 es detecten mutacions privades.
L’analisi genctica de tots els exons i regions introniques adjacents del gen MEFV
incrementa en un 10% la deteccié de mutacions a la poblacio espanyola, que podria
ser extensiu a altres poblacions especialment a les no ancestrals.

L’alta freqiiéncia de pacients heterocigots qiiestiona el patré d’heréncia de la FMF i
suggereix 1’existéncia d’almenys un altre locus implicat en la malaltia.

Un 48% dels pacients espanyols de FMF, no presenta cap mutacié al MEFV.
D’aquests, els diagnosticats clinicament amb una FMF probable, podrien manifestar
un fenotip de FMF inusual o bé una nova sindrome de febre periodica, altrament

anomenada, FMF-like.
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CAPITOL 2:

La nova variant patologica H478Y del MEFV associada a una
sindrome inflamatoria severa autosomica dominant en una familia
espanyola: és una FMF inusual o una sindrome diferent causada per

mutacions al locus MEFV?

L’objectiu del segiient treball va ser aprofundir en 1’estudi genetic d’una pacient
diagnosticada clinicament de FMF amb un fenotip inusual, a jutjar per i) un sever
quadre inflamatori en el que hi predominava un component articular de llarga duracio,
i1) la no resposta a la colquicina, fins i tot a dosis altes, iii) el patré d’heréncia autosomic
dominant observat a la familia, que afectava 3 generacions.

L’estudi del gen MEFV es va basar inicialment en 1’analisi de I’exd 10 del
MEFV degut a qué és on es troben les mutacions descrites, M680I, M694V, M694I i
V726A. Davant ’abséncia de mutacions en aquest ex6 s’analitza la resta d’exons del
MEFV, que detecta una sola mutacié en un dels al-lels. Es tractava de la variant H478Y,

situada a I’ex6 5, no descrita préviament.

H478Y, una nova variant patologica associada a FMF o un nou polimorfisme?

La H478Y podia ser la causant de la sindrome en la pacient, perd cabia la
possibilitat que fos un polimorfisme freqiient a la poblacié general. No es va detectar el
canvi H478Y en cap dels 200 cromosomes de la poblacid espanyola sana utilitzada com
a control. Per tant, la variant H478Y, en cas de ser un polimorfisme, ho havia de ser en
una freqiiéncia molt baixa (<0,5%). L’associaci6 de H478Y amb la malaltia
determinaria definitivament si la variant era un canvi patologic i descartaria que fos un
polimorfisme. Les analisis dels familiars afectes revelaren el mateix genotip H478Y/wt
en tots ells, 1 que els familiars sans no portaven la variant H478Y. De I’analisi familiar
es concloia que la H478Y s’associava a la manifestacio del fenotip de FMF d’aquests

pacients (Fig. 1 de I’article).
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Patré d’heréncia autosomica dominant de la sindrome inflamatoria associada a

H478Y.

Restava perd explicar la dominancia observada en aquesta familia. Es va
postular una primera hipotesi basada en el patré6 d’heréncia autosomic dominant
observat en aquesta familia i en les manifestacions atipiques de la FMF d’aquests
pacients, que d’altra banda eren perfectament compatibles amb el diagnostic clinic de la
sindrome de TRAPS, una SHFP autosomica dominant: els individus afectes d’aquesta
familia podien ser portadors d’una mutacié en algun dels gens responsables de SHFP
dominants, la qual cosa explicaria la dominancia en la familia, 1 alhora, podrien haver
co-heretat la variant H478Y al gen MEFV, simplement per atzar. En aquest cas, H478Y
no tindria cap efecte sobre el fenotip inflamatori dels pacients, car estaria en
recessivitat. La hipotesi es va descartar degut a qué no es va detectar cap alteracio en
cap dels exons dels gens TNFRSFIA ni CIASI. A més, els valors sérics del receptor 1

soluble del TNF eren normals.

Hipotesi del desequilibri en ’expressio dels al-lels mutat i salvatge.

Una segona hipotesi basada en I’assumpcid que la variant H478Y del MEFV era
la responsable del fenotip inflamatori en aquesta familia, plantejava que podria existir
una descompensacié entre els missatgers del MEFV de I’al-lel mutat, i portador de
H478Y, i de I’al-lel no mutat. Podria existir un defecte en la transcripcié de la copia del
gen no mutada que impossibilités I’expressio de ’al-lel salvatge, o bé, que induis una
expressio inestable del RNA missatger salvatge, la qual cosa impediria la seva traduccio
a proteina. D’aquesta manera tota la P/M sintetitzada a la cel-lula provindria només
d’una copia, que estaria mutada amb la variant H478Y. Aixi, el pacient “aparentment
heterocigot” patiria la malaltia, quan en realitat seria portador de dos “defectes”, i
semblaria que la H478Y actuaria de forma dominant sobre 1’al-lel salvatge. L analisi per
RT-PCR del cDNA del MEFV dels pacients rebel-la que en tots els casos s’expressaven
els dos D’al‘lels, el salvatge i el portador de H478Y (Fig. 3 de Darticle). Per tant,
semblaria no existir un desequilibri en la transcripci6d dels dos al-lels dels MEFV en
aquests pacients. Perd a més a més del resultat obtingut de I’estudi de I’expressié del
cDNA, i en contra de la hipotesi postulada sobre un desequilibri en la P/M mutada
respecte de la no mutada, el suposat “defecte” pel qual 1’al-lel salvatge s’hauria deixat
d’expressar, hauria d’haver estat present a 1’altre al-lel, i per tant, s’hauria d’haver anat

incorporant en cada generacid amb els membres nouvinguts a la familia. Aquesta
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possibilitat era altament improbable, a no ser que el “defecte” fos molt freqiient a la
poblaci6. Per tal de contrastar aquesta hipotesi es varen estudiar els haplotips dels
cromosomes no mutats, els quals van resultar ser diferents en tots els casos, mentre que
els cromosomes portadors de la H478Y compartien un haplotip comu a tots ells.

Una altra possibilitat que produiria la expressié diferencial entre els missatgers
mutat i salvatge seria I’existéncia d’un defecte, en desequilibri de Iligament amb
H478Y, que produis que el missatger de I’allel mutat del MEFV estigués
sobreexpressat respecte el de 1’al-lel salvatge. En aquest cas, I’estequiometria de la P/M
mutada seria superior a la de la salvatge, produint un efecte global sobre la disfuncié de
la proteina. En aquest sentit, els estudis funcionals que es realitzin en un futur sobre la
P/M ajudaran a entendre millor I’efecte dominant de la mutaci6 H478Y sobre 1’al-lel

salvatge i la modulacio de H478Y sobre la funcid de la proteina.

El residu His478 de la Pirina/Marenostrina

Mitjancant models computacionals de prediccid de seqiiencia s’han definit un
série de dominis que podrien tenir una paper funcional en la proteina. D’entre tots els
dominis, el domini PyD (de I’anglés, Pyrin Domain) codificat per I’ex6 1, és el que
sembla tenir més importancia funcional. Paradoxalment, la majoria de les mutacions
recauen sobre 1’ex6 10, suggerint un paper basic per a aquest exd en la funcid de la
proteina. La mutacio H478Y produeix una substitucié no-conservativa en una regié que
conté¢ un domini en helix de la P/M, implicat en les interaccions proteina-proteina. En
aquest context ¢és possible que mutacions en aquest domini, com la H478Y,
comprometin la funcié de la P/M ja sigui impedint la homodimeritzacié de la P/M no
mutada (actuant de variant dominant negativa) com impedint interaccidé heterotipica

amb altres proteines.

El fenotip inflamatori associat a la mutacio H478Y

A banda del mecanisme pel qual la H478Y afecta la funci6 de la P/M, el fet és
que en aquests pacients, esta associada a un fenotip de FMF que, tot i complir els
criteris clinics de T-H, és forga particular (Taula 1 de I’article): el patré d’heréncia és
clarament autosomic dominant, els episodis inflamatoris en aquests pacients excedeixen
dels 3 dies en que classicament es manifesta la FMF, I’afectacio articular és la principal
manifestacid dels episodis inflamatoris, allargant-se en el temps fins a més de dues

setmanes, 1 afecta diverses articulacions, contrastant amb I’afectacid6 monoarticular de la
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FMF classica. A més, la severitat de 1’artritis en aquesta familia arriba a impossibilitar
la deambulaci6 a una de les pacients que ha de mantenir-se en cadira de rodes. D’altra
banda, s’ha descrit que el 90-95% dels casos de FMF responen perfectament a la
colquicina, cas contrari al dels pacients d’aquesta familia. I no només aixo, sind que la
resposta al tractament amb bloquejants del TNF, utilitzada per tractar els pacients de
TRAPS, esta resultant excel-lent. Tot plegat, planteja la qiiestié de si el fenotip dels
pacients d’aquesta familia, correspon realment al de la FMF, si bé amb presentacions
certament atipiques de 1’entitat, o si pel contrari, es tracta d’una altra sindrome, causada

per mutacions en el gen responsable de la FMF, 1 associada a la H478Y.

Diferents graus de severitat de la sindrome inflamatoria

Es interessant la observacio de ’expressivitat diferencial en els pacients de
diferent sexe dintre de la familia on les dones manifesten un fenotip marcadament més
sever (Taula 1 de I’article). Aquest fet, contrasta amb estudis previs on s’havia associat
el génere masculi amb un major risc de desenvolupar amiloidosi. Pot ser que el factor
hormonal modifiqui d’alguna manera 1’expressivitat de la malaltia en les dones, o pot
ser simplement una observacid estocastica, donat que només hi ha un home portador de
la variant. Caldria estudiar més families portadores d’aquesta variant 1 més pacients
masculins per confirmar 1’associacid entre el génere i la severitat de la malaltia en
aquests casos.

Una altra manifestaci6 diferencial entre les pacients, és 1’afectaci6 d’amiloidosi
en dues d’elles. Es va determinar el genotip SAA 1 per tal de relacionar el genotip de risc
o/a. amb el desenvolupament d’amiloidosi en aquesta familia 1 per valorar el risc dels
pacients més joves a desenvolupar-la en el futur. Cap de les 2 pacients amb amiloidosi
era portadora d’aquest genotip, suggerint que la causa del diposit esta associada a la
severitat dels episodis inflamatoris per se. Cap dels altres pacients pero, tampoc no eren

portadores de a/a..

100



American Journal of Medical Genetics 124A:67-73 (2004)

Clinical Report

A Severe Autosomal-Dominant Periodic
Inflammatory Disorder With Renal AA Amyloidosis
and Colchicine Resistance Associated to the MEFV
H478Y Variant in a Spanish Kindred: An Unusual
Familial Mediterranean Fever Phenotype or Another
MEFV-Associated Periodic Inflammatory Disorder?

Anna Aldea,’! Josep M. Campistol,2 Juan I. Arosteg‘ui,l Josefa Rius,! Montserrat Maso,!
Jordi Vives,' and Jordi Yagiie'*

1Servei d’Immunologia, Institut Clinic d’Infeccions i Immunologia (ICII), Spain
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Familial Mediterranean fever (FMF) is an
autosomal recessive disease characterized
by recurring short attacks of fever and sero-
sitis. Secondary AA amyloidosis is the worst
complication of the disease and often deter-
mines the prognosis. The MEFV gene, on
chromosome 16p13.3, is responsible for the
disease and around 30 mutations have been
reported to date. Colchicine is the standard
FMF treatment today, and prevents both
attacks and amyloid deposition in 95% of pa-
tients. Here we describe a three-generation
Spanish kindred with five family members
affected by a severe periodic inflammatory
disorder associated with renal AA amyloido-
sis and colchicine unresponsiveness. Clini-
cal diagnosis of definite FMF disease was
made based on the Tel-Hashomer criteria
set. Genetic analyses revealed that all sub-
jects were heterozygous for the new H478Y
MEFV variant, segregating with the dise-
ase. In addition, mutations in the TNFRSF1A
and CIAS1/PYPAF1/NALP3 genes, related to
the dominantly inherited autoinflammatory
periodic syndromes, were ruled out. How-

Grant sponsor: MARATO TV3; Grant number: 003110.

ever, the dominant inheritance of the dis-
ease, the long fever episodes with a
predominant joint involvement, and the
resistance to colchicine in these patients
raise the question of whether the periodic
syndrome seen in this kindred is a true
FMF disease with unusual manifestations
or rather another MEFV-associated periodic
syndrome. We conclude that the new H478Y
MEFV mutation is the dominant pathologi-
cal variant causing the inflammatory peri-
odic syndrome in this kindred and that full-
length analyses of the MEFV gene are needed
to obtain an adequate diagnosis of patients
with clinical suspicion of a hereditary peri-
odic fever syndrome, especially those from
non-ancestral populations.

© 2003 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: familial Mediterranean fever
(FMF); hereditary periodic
fever (HPF) syndromes; auto-
somal dominant inheritance

INTRODUCTION

The hereditary periodic fever (HPF) syndromes are a
rare group of autoinflammatory syndromes of genetic
basis characterized by recurrent episodes of fever and
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urticarial syndromes—familial cold urticaria/familial
cold autoinflammatory syndrome (FCU/FCAS) and
Muckle—Wells syndrome (MWS)—are dominantly in-
herited. Tissue deposition of the acute phase protein
serum amyloid A (SAA) may lead to the fatal develop-
ment of secondary AA amyloidosis in some FMF and
TRAPS patients. The diagnosis of these HPF syndromes
isbased on an accurate description of the medical history
of the patient, including age of onset, duration and per-
iodicity of attacks, main symptoms, uncommon mani-
festations and ethnic origin. Recently, several genes
involved in HPF syndromes have been identified: the
MEFV gene on chromosome 16p13.3 associated with
FMF [The International FMF consortium, 1997; The
French FMF consortium, 1997], the MVK gene on chro-
mosome 12q24 associated with HIDS [Drenth et al.,
1999; Houten et al., 1999], the TNFRSF1A gene on
chromosome 12p13 associated with TRAPS [McDermott
et al., 1999] and finally, the CIAS1/PYPAF1/NALP3
gene on chromosome 1q44 associated with the MWS and
FCU/FCAS [Hoffman et al., 2001]. Genetic analyses in
search of disease causing mutations often support the
clinical diagnosis.

FMF, the most frequent HPF syndrome, is highly
prevalent in Mediterranean and Middle Eastern popu-
lations: non-Ashkenazi Jews, Arabs, Turks, and Arme-
nians [The International FMF consortium, 1997; The
French FMF consortium, 1997]. However, it is also
present in non-ancestral populations such as Greeks,
Italians, Spanish, Portuguese [Touitou, 2001], British
[Booth et al., 2000], and Belgians [Anonymous, 1999].
Occasionally, patients of Indian, Chinese, Afghan, and
Hungarian origin have alsobeen described [Bernot et al.,
1998; Booth et al., 1998]. The disease is characterized by
recurrent short (1-3 days) episodes of inflammation and
serositis including fever, peritonitis, pleuritis, arthritis,
and skin lesions [Sohar et al., 1967]. The cloning of the
MEFYV gene has provided a molecular approach to FMF
diagnosis, which is particularly valuable in patients
with clinical suspicion of the disease [Grateau et al.,
2000; Nir-Paz et al., 2000]. Thirty-three mutations in
the MEFV gene have been reported (Infevers data base
http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers), accounting for 80% of
FMF chromosomes in the classical autosomal recessive
pattern of inheritance. Recently, two cases of autosomal
dominant transmission have been reported: the deletion
of the M694 residue in two unrelated British families
and the M6941-E148Q complex allele in two unrelated
families of Turkish and Indian origin [Booth et al., 2000].
These mutations are considered to be solitary patholo-
gical variants.

Here we describe a three-generation Spanish kindred
with a severe dominantly inherited periodic inflamma-
tory disorder complicated with renal AA amyloidosis.
This phenotype is associated with a new H478Y muta-
tion in the MEFV gene, responsible for FMF disease.
However, the long episode duration with predominant
joint involvement, the dominant inheritance pattern
and colchicine unresponsiveness in these patients raise
the question that whether the disorder seen in this
kindred is FMF disease with an unusual phenotype or a
new MEFV-associated disorder. The lack of response to

colchicine treatment prompted the use of biological TNF
blocking therapy with infliximab, which has shown
promising results elsewhere.

PATIENTS AND METHODS
Patients and Control Subjects

Five patients from a three-generation Spanish family,
suffering from a periodic inflammatory syndrome, and
their healthy relatives (six individuals) were studied.
Approval for the study was obtained from the Institu-
tional Review Board of the Hospital Clinic, Barcelona,
and written-informed consent was obtained from the
patients. A panel of 100 ethnically matched healthy
donors from our DNA bank were used.

Figure 1 shows the familial pedigree and the domi-
nant inheritance in this kindred. Clinical features of
each patient (Table I) were recorded through a standar-
dized clinical questionnaire on HPFs. Fever episodes
started at a similar age in all affected members, between
the age of 9 and 13, with a symptom-free interval rang-
ing from 6 weeks to 3 months. Periodic episodes con-
sisted on high bouts of fever (39°C) with arthritis,
arthralgias, and skin lesions resembling an erysipela-
like erythema. Whereas fever episodes lasted from 3 to
6 days, arthralgia persisted for up to 3—-9 days in a
typical attack and exceptionally up to 15—-25 days. The
joints mainly involved were wrists, fingers, and tarsus,
usually in polyarticular and migratory attacks. Patient
no. 5, with a very severe form of the condition, was
confined to a wheelchair. On several occasions, the pa-
tients complained of abdominal and thoracic pain
secondary to serositis (peritonitis and pleuritis). All
affected females were submitted to abdominal surgery
for their clinical symptoms (sterile peritonitis in all

\T
2 3
H478Y/wt| wi/wt wi/wt H478Y/wt| wt/wt
4 I_—_| 5
H478Y/wt  wt/wt wi/wt wt/wt H478Y/wt
Fig. 1. Autosomal dominant inheritance in the FMF Spanish kindred

bearing the H478Y MEFV mutation. Shaded symbols represent affected
family members, an unshaded symbols show non-affected individuals. NT,
not tested.
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TABLE I. Characteristics of all Affected Family Members of the FMF Spanish Kindred Bearing the H478Y MEFV Variant: Clinical
Response to Colchicine and Infliximab Treatment, and Results of Molecular Analyses

Characteristics Patient no. 1 Patient no. 2 Patient no. 3 Patient no. 4 Patient no. 5
Age (y1) 60° 49 52 24 23
Gender F F M F F
Age of onset (yr) 10 9 13 12 11
Attack frequencly)l (wk) 6-10 6-10 8-12 6-8 6-8
Attack duration” (dy) 3-15* 3-20* 2-4 3-20* 3-25*
Fever (°C) 39 39 38 39 39
Fever duration (dy) 4-6* 4-6* 2-3 3-5% 4-6*
Abdominal pain + + — + +
Pleuritis + + — + +
*Arthritis® + + + + +
Erysipelas + + — + +
Proteinuria (mgr/day) 3000 3000 <150 150-300 150-300
Renal amyloidosis + + - - -
ESRD dialysis + + - - -
Age at amyloidosis (yr) 50% 48* - - -
Colchicine response —* —* +/— —* —*
Infliximab response NT +° NT + +
MEFV genotype NT H478Y/wt H478Y/wt H478Y/wt H478Y/wt
TNFRSF1A mutations NT - - - -
CIAS1f mutations NT — — — —
SAA1 genotype NT o/P B/B o/P o/B

Numbers at the top row correspond to those of Figure 1.
*Unusual FMF clinical manifestations shown by the patients of this kindred.

2Age deceased; "Sinovitis; “Wrisfs; finger and tarsus; polyarticular and migratory; “after renal biopsy; ®only 3-month follow up; ‘CIAS1/PYPAF1/NALPS3;
Yr, years; Wk, weeks; Dy, days; ESRD, end stage renal disease; NT, not tested; +/—, partial colchicine response.

cases). In some cases febrile attacks were related with
stress situations, including cold, school examinations,
and tiredness. No cases of deafness or urticaria have
been described in this family. CRP was persistently high
(>5 mg/dl, normal range <0.8 mg/dl) in all affected
members, and increased significantly during attacks
(15 mg/dl). ANAs and anti-tissular antibodies were
negative in all family members. Traces of proteinuria
were observed in patients no. 4 and 5. Renal amyloidosis,
which developed in two affected females (no. 1 and 2) at
the age of 50, started with proteinuria and progressive
renal failure, reaching end stage renal disease (ESRD)
3 years later. Renal biopsy using immunohistochemical
analysis confirmed the AA amyloidosis (Fig. 2). Inter-
estingly, the clinical syndrome was much more severe in
females than in the affected male (no. 3) in terms of
periodicity and clinical manifestations (Table I).
Colchicine was administered to all patients, at the
highest tolerated doses (mean dose 1.5 mg/day; range:
1-2.5 mg/day) without success. Only the male member
(no. 3) presented a partial response, with improvement
in joint symptoms. Furthermore, in spite of the colchi-
cine treatment the two older females (no. 1 and 2)
developed renal amyloidosis and progressed to ESRD.
Infliximab was administered to the two younger females
(no. 4 and 5) after the approval of the Spanish Health
Department. Before starting infliximab treatment,
chest X-ray and PPD were performed to rule out an
active pulmonary tuberculosis. Infliximab therapy was
started with initial doses of 5 mg/kg/day, administered
every 2 weeks during the first 2 months, subsequently
every 4 weeks, and currently every 8 weeks. Colchicine
was simultaneously administered during Infliximab
treatment. Methotrexate was not indicated given the

side effects of this drug and the poor general status of
the patients.

Laboratory Studies

DNA/RNA extraction and cDNA synthesis.
From whole blood samples, genomic DNA and total
RNA were isolated using QIAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Germany) and Trizol reagent (Life Technolo-
gies, Gaitherburg, MD), respectively. Complementary
DNA (cDNA) was synthesized by oligo (dT);5_15 priming
(Life Technologies).

PCR amplification and sequencing. PCR con-
ditions used for MEFV, TNFRSF1A CIAS1/PYPAF1/
NALP3, and SAA1 genes had been described previously
[The International FMF consortium, 1997; McDermott
et al., 1999; Moriguchi et al., 1999; Hoffman et al., 2001].
Sequencing reactions (dRhodamine Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction, PE Applied Biosystem,
Warrington, Great Britain) were analyzed in an ABI 377
automated sequencer.

Soluble TNFR1 measurements. The commer-
cially available ELISA kit (R & D Systems, Minneapolis)
was used following the manufacturer’s standard
protocol.

RESULTS

Based on the Tel-Hashomer criteria for FMF diag-
nosis [Pras, 1998], all patients in the present kindred
with the exception of the male patient no. 3 met one
major criterion—recurrent febrile episodes accompa-
nied by peritonitis, sinovitis or pleuritis—and two minor
criteria—recurrent febrile episodes, erysipela-like
erythema, or FMF in a first degree relative. Patient no.
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Fig. 2. Renal amyloidosis with massive glomerular involvement. A:
Congo red stain (x250). B: Immunohistochemical analysis with anti-SAA
(x250). [The color figure can be viewed in the online issue, available at
www.interscience.wiley.com.]

3 met Livneh FMF diagnostic criteria [Livneh et al.,
1997].

Genetic Findings

Molecular analyses consisting of screening for muta-
tions in the entire coding sequence of the HPF syn-
dromes related genes were performed. Comprehensive
MEFYV analyses were performed and a new variant, the
H478Y MEFV mutation, caused by a C > T transition at
nucleotide 1432 in exon 5, which results in a histidine-
to-tyrosine exchange at codon 478, was found in the
heterozygous state in all symptomatic members of this
kindred (Fig. 3A); no other mutations were found after
sequencing all 10 exons and intronic flanking regions
of the MEFV gene. Additionally, none of the healthy
members of this kindred were carriers of this mutation.
The possibility that this new variant was a polymorph-
ism was considered, but rejected after analyzing a panel
of 100 ethnically matched control donors. Additionally,
mutations in the genes responsible for all HPF syn-
dromes with autosomal dominant inheritance were rul-
ed out. No mutations were found in any of the 10 exons
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Fig. 3. Electrophoregram of the new H478Y MEFV variant detected
in both genomic (A) and complementary DNA (B). The C >T transition at
nucleotide 1432 in exon 5 converts a histidine-to-tyrosine exchange in codon
478. Patient no. 2 in the present FMF kindred (top) and an unrelated
healthy donor (bottom). [The color figure can be viewed in the online issue,
available at www.interscience.wiley.com.]

and flanking regions of the TNFRSFIA gene in any
patient. Furthermore, normal serum levels of soluble
TNFR1 were found in all, affected and unaffected,
family members (data not shown). Sequencing of all
nine exons and bounding sequences of the CIASI/
PYPAF1/NALP3 gene revealed no mutations.

To demonstrate the dominant transmission of the
H478Y MEFYV variant in this kindred 10 polymorphic
intragenic markers ranging from exon 2 to 9 of the
MEFYV locus were analyzed and haplotypes from both
the mutated and the wild type MEFV allele for all
patients were constructed. The SNPs used were: D102D
C/T, G138G A/G, A165A A/C, and R202Q A/G in exon 2;
R314R C/T in exon 3; the polymorphism i4 A/G in intron
4; E474E A/G, Q476Q G/A and D510D T/C in exon 5 and
P588P A/G in exon 9. The H478Y mutation was found
to be associated with the CGAGTGAGCG haplotype.
This mutation-bearing haplotype was accompanied by a
clearly distinct wild type haplotype in each patient (data
not shown).

Additionally, RT-PCR expression analyses demon-
strated that both the mutated and the normal allele of
the MEFV gene were expressed in all patients (Fig. 3B).

Finally, none of the patients carried the amyloidosis-
associated o/o genotypy of the MEFV-independent
modifier factor SAA1 gene.

Treatment Response

TNF-blocking biological therapy was administered.
After the third dose of Infliximab the clinical status of
the two patients improved significantly. Patient no. 4
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did not present a febrile syndrome during the whole year
and patient no. 5 improved progressively and no longer
needed a wheelchair. Though she presented two attacks
during the year, they were shorter and less intense than
before. CRP decreased progressively in both patients,
especially in patient no. 4 who presents levels within the
normal range. Infliximab tolerance was excellent in both
patients, who now lead normal lives. After the initial
positive experience with infliximab in patients no. 4 and
5, we decided to treat patient no. 2 who was receiving
dialysis for renal amyloidosis. Initial response to in-
fliximab was satisfactory, although the follow-up was
too short to confirm the benefits of biological therapy in
this patient. No specific side effects were observed.

DISCUSSION

We describe the clinical features of a Spanish kindr-
ed with a severe hereditary periodic inflammatory
disorder.

All affected family members were clinically diagnosed
with FMF disease on the basis of clinical criteria.
Severity scores for each patient were notably high
(mean score 9.5) according to Pras’ FMF disease severity
score [Pras, 1998].

Molecular analysis of the MEFV gene revealed that a
new mutation H478Y, located in exon 5 of the gene, was
present in the heterozygous state in all patients,
segregating with the disease and absent in all living
healthy family members. However, since (a) all patients
showed episodes with longer fever and articular pain
duration and a more severe joint involvement than
expected in a classical FMF phenotype (Table I); (b) the
dominant inheritance of this kindred does not fit the
classical recessive pattern of FMF transmission; and (c)
none of the patients showed a favorable response to con-
tinuous colchicine treatment, which is the other major
FMF diagnostic criteria, we screened for mutations in
the two genes responsible for the dominantly inherited
HPF syndromes TRAPS and FCU/FCAS/MWS. How-
ever, no mutations were found in either the TNFRSF1A
gene or the CIAS1/PYPAF1/NALP3 gene.

Few cases with dominant inheritance have been
reported in FMF disease. All those described affected
the M694 residue: the AM694 mutation, a trinucleotide
deletion in one single allele, was observed in FMF
patients of two unrelated British families and the
M6941-E148Q complex allele in two FMF unrelated
families of Turkish and Indian origin [Booth et al., 2000].
The existence of a second mutation in the MEFV pro-
moter region or in another gene in the present kindred
seems to be highly unlikely, since this would necessarily
mean a high prevalence of these mutations in the
Spanish population for co-inheritance (with the H478Y
MEFV mutation) to occur in each of the three genera-
tions of this kindred. Furthermore, the dominant mode
of inheritance of the H478Y mutation was demonstrated
by analyzing a set of intragenic polymorphisms, which
led to the identification of different non-mutated MEFV
alleles in each patient. Finally, RT-PCR experiments
were performed to study whether mutations in the
MEFYV promoter region would abrogate MEFV mRNA

expression of the normal allele, revealing that both
alleles were expressed in all patients. Pseudo-dominant
inheritance has been described in certain populations
where FMF is highly prevalent and marriages of a FMF
patient to a MEFV carrier are frequent. However, thisis
not the case in the Spanish population [Touitou, 2001;
and personal data]. All these data suggest that the
H478Y mutation is the pathological variant responsible
for the severe autosomal dominant periodic inflamma-
tory phenotype seen in this kindred.

The H478Y MEFV variant produces a non-conserva-
tive substitution in a region comprising the coiled-coil
domain of pyrin/marenostrin, the protein involved in
FMF disease. This domain may be involved in protein—
protein interactions [The International FMF consor-
tium, 1997]. Thus, it is possible that the mutation would
compromise pyrin function, either by impeding homo-
dimerization with wild type pyrin or by abrogating
interaction with other proteins. The full-length gene
sequencing strategy adopted recently by some groups
has increased the number of new MEFV mutations
along the entire gene sequence [Bernot et al., 1998].
Most of them are private mutations found in non-
ancestral populations that may also cause severe FMF
disease [Touitou, 2001]. Recently, new SNPs (E474E,
Q476Q, R501R, 15061, D510D) and true FMF causing
mutations (E474K, F479L, V487M, R501G; Infevers
data base) have been described in exon 5 suggesting the
functional importance of this domain. Further studies
are needed to broaden our understanding of the physio-
pathological role of these variants.

Previous reports have shown male sex tobe an MEFV-
independent modifying factor for FMF. The risk of renal
amyloidosis was four times higher in males than in
females, particularly in those patients who did not carry
the M694V homozygous phenotype [Cazeneuve et al.,
2000; Gershoni-Baruch et al., 2003]. Additionally, clini-
cal manifestations of FCAS/MWS disease in an Indian
kindred were milder in females than in males, and no
affected female was known to have developed amyloi-
dosis [McDermott et al., 2000]. Although the kindred
we describe here is a small one, it is interesting that the
male patient’s clinical symptoms were far milder than
those of the females, who, in addition, developed amyl-
oidosis at the age of ~50. Further studies are needed to
understand the physiology by which the patient’s sex
can modify the risk of amyloidosis in FMF patients.

Finally, in order to investigate the presence of the
amyloidosis-associated SAA1 o/a genotype [Cazeneuve
et al., 2000] in the two patients who developed renal
amyloidosis (no. 1 and 2) and to assess the genetic risk of
amyloid deposition of the younger carriers (no. 4 and 5),
the MEFV-independent modifier factor SAA1 gene
polymorphism was analyzed. None of the patients were
carriers of the amyloidosis-associated SAA1 /o geno-
type, which suggests that renal amyloidosis in these
patients could have been caused by the severe effect of
the H478Y mutation itself.

Taken together, both the clinical features of the
present kindred and the genetic data raise the ques-
tion of whether the periodic autoinflammatory disorder
seen in these patients can actually be considered a
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different MEFV-associated periodic inflammatory dis-
order, which would be dominantly inherited. In this
connection, there are some examples of allelic diseases
among the same group of HPF syndromes. Thus, muta-
tions in the CIAS1/PYPAF1/NALP3 gene result in the
phenotypically similar, yet distinct, periodic fever dis-
orders of FCU/FCAS and MWS [Hoffman et al., 2001].
Furthermore, the R260W mutation was identified in two
families with MWS and in two families with FCAS of
different ethnic origins [Dode et al., 2002]. Furthermore,
the V200M variant, was reported in a family with FCU/
FCAS [Hoffman et al., 2001] and in an unrelated MWS
kindred [Aganna et al., 2002], demonstrating that a
single CIAS1/PYPAF1/NALP3 mutation may cause both
syndromes. The phenotypical variation between these
two conditions with the same apparent genetic basis
may reflect subtle differences in the effects of different
mutations or may be the result of differing genetic back-
grounds or environmental factors [Hoffman et al., 2001].
Interestingly, the D303N mutation may result in MWS
and also in a third CIAS1/PYPAF1/NALP3-associated
disorder named CINCA/NOMID (Chronic Infantile
Neurologic Cutaneous and Articular syndrome/neona-
tal onset multisystem inflammatory disease), an origi-
nal entity defined by neonatal onset and a unique cluster
of manifestations, including chronic polymorphonu-
clear cell meningitis, as well as the severe and char-
acteristicjoint manifestations, also caused by mutations
in the CIAS1/PYPAF1/NALP3 gene [Feldmann et al.,
2002].

Colchicine administration is the main therapy for
FMF patients. In most cases it is able to control periodic
attacks and prevent amyloid deposition, although it is
relatively less effective in controlling joint involvement
[Ben-Chetrit and Levy, 1998]. In view of the colchicine
resistance in the present kindred and the severity of
the disease associated with AA amyloidosis, biological
therapy against TNFao was proposed, based on the im-
portant role of this cytokine in the pathogenesis of FMF
and in the development of AA amyloidosis. Biological
therapy blocks TNFa activity through a monoclonal
antibody against TNFu (infliximab) or with the TNFa
soluble receptor (etanercept) and has shown high
efficacy in the treatment of rheumatoid arthritis,
Crohn’s disease, and spondyloarthropathy [Criscione
and St-Clair, 2002]. Although the number of patients in
the present study is limited and the follow-up short, the
response to infliximab therapy in this kindred was clini-
cally impressive, especially in the two young females.
Both had a very severe form of HPF syndrome; in-
fliximab treatment dramatically improved their clinical
condition, completely blocked the periodic attacks, and
even normalized the CRP in one patient (no. 4). Some
reports have demonstrated the high efficacy of biological
therapy in selective and severe cases, but experience
with this therapy in amyloid diseases as well as in HPF
syndromes is still limited [Drewe et al., 2000; Hull et al.,
2002]. Thus, though the two younger patients cur-
rently lead normal lives, longer follow-up is necessary
to confirm the benefits of infliximab in this family,
especially as far as the prevention of AA amyloidosis is
concerned.

Our results show that the H478Y MEFV mutation is
a new variant associated with a severe autosomal-
dominant periodic autoinflammatory disorder with AA
amyloidosis, suggesting that this residue may play an
important role in pyrin/marenostrin function. There
are three main conclusions. First, the H478Y variant is
a dominant-pathological MEFV variant. Second, full-
length MEFV gene sequencing is needed to obtain
adequate diagnosis of patients with clinical suspicion
of a HPF syndrome, particularly patients from non-
ancestral populations, in which private mutations are
more frequent. Furthermore, we agree with many
authors that the genetic diagnosis of HPF syndromes
should be introduced in future revisions of the diag-
nostic criteria [Cazeneuve et al., 1999]. Third, mutations
in the MEFV gene may also be responsible for an
autosomal-dominant periodic inflammatory disorder
accompanied by renal AA amyloidosis. Finally, admin-
istration of TNF biological therapy may be an alter-
native treatment in patients with this aggressive
phenotype and colchicine unresponsiveness.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors are particularly grateful to all family
members who agreed to participate in the study.

REFERENCES

Aganna E, Martinon F, Hawkins PN, Ross JB, Swan DC, Booth DR,
Lachmann HdJ, Gaudet R, Woo P, Feighery C, Cotter FE, Thome M,
Hitman GA, Tschopp J, McDermott MF. 2002. Association of mutations
in the NALP3/CIAS1/PYPAF1 gene with a broad phenotype including
recurrent fever, cold sensitivity, sensorineural deafness, and AA amyl-
oidosis. Arthritis Rheum 46:2445-2452.

Anonymous. 1999. Case records of the Massachusetts General Hospital.
Weekly clinicopathological exercises. Case 25-1999. A 16-year-old boy
with recurrent abdominal pain. N Engl J Med 341:593-599.

Ben-Chetrit E, Levy M. 1998. Colchicine: 1998 update. Semin Arthritis
Rheum 28:48-59.

Bernot A, da-Silva C, Petit JL, Cruaud C, Caloustian C, Castet V, Ahmed-
Arab M, Dross C, Dupont M, Cattan D, Smaoui N, Dode C, Pecheux C,
Nedelec B, Medaxian J, Rozenbaum M, Rosner I, Delpech M, Grateau G,
Demaille J, Weissenbach J, Touitou I. 1998. Non-founder mutations in
the MEFV gene establish this gene as the cause of familial Mediterra-
nean fever (FMF). Hum Mol Genet 7:1317-1325.

Booth DR, Gillmore JD, Booth SE, Pepys MB, Hawkins PN. 1998. Pyrin/
marenostrin mutations in familial Mediterranean fever. QJM 91:603—
606.

Booth DR, Gillmore JD, Lachmann HJ, Booth SE, Bybee A, Soyturk M, Akar
S, Pepys MB, Tunca M, Hawkins PN. 2000. The genetic basis of
autosomal dominant familial Mediterranean fever. QJM 93:217—-221.

Cazeneuve C, Sarkisian T, Pecheux C, Dervichian M, Nedelec B, Reinert P,
Ayvazyan A, Kouyoumdjian JC, Ajrapetyan H, Delpech M, Goossens M,
Dode C, Grateau G, Amselem S. 1999. MEFV-Gene analysis in
Armenian patients with Familial Mediterranean fever: Diagnostic value
and unfavorable renal prognosis of the M694V homozygous genotype-
genetic and therapeutic implications. Am J Hum Genet 65:88—97.

Cazeneuve C, Ajrapetyan H, Papin S, Roudot-Thoraval F, Genevieve D,
Mndjoyan E, Papazian M, Sarkisian A, Babloyan A, Boissier B,
Duquesnoy P, Kouyoumdjian JC, Girodon-Boulandet E, Grateau G,
Sarkisian T, Amselem S. 2000. Identification of MEFV-independent
modifying genetic factors for familial Mediterranean fever. Am J Hum
Genet 67:1136—1143.

Criscione LG, St-Clair EW. 2002. Tumor necrosis factor-alpha antagonists
for the treatment of rheumatic diseases. Curr Opin Rheumatol 14:204—
211.

Dode C, Le Du N, Cuisset L, Letourneur F, Berthelot JM, Vaudour G,
Meyrier A, Watts RA, Scott DG, Nicholls A, Granel B, Frances C,



FMF or Another MEFV-Associated HPF Phenotype? 73

Garcier F, Edery P, Boulinguez S, Domergues JP, Delpech M, Grateau
G. 2002. New mutations of CIAS1 that are responsible for Muckle-Wells
syndrome and familial cold urticaria: A novel mutation underlies both
syndromes. Am J Hum Genet 70:1498-1506.

Drenth JP, Cuisset L, Grateau G, Vasseur C, Van-de-Velde-Visser SD, de-
Jong JG, Beckmann JS, Van-der-Meer JW, Delpech M. 1999. Mutations
in the gene encoding mevalonate kinase cause hyper-IgD and periodic
fever syndrome. International Hyper-IgD Study Group. Nat Genet 22:
178-181.

Drewe E, McDermott EM, Powell RJ. 2000. Treatment of the nephrotic
syndrome with etanercept in patients with the tumor necrosis factor
receptor-associated periodic syndrome. N Engl J Med 343:1044—1045.

Feldmann J, Prieur AM, Quartier P, Berquin P, Cortis E, Teillac-Hamel D,
Fischer A. 2002. Chronic infantile neurological cutaneous and articular
syndrome is caused by mutations in CIAS1, a gene highly expressed in
polymorphonuclear cells and chondrocytes. Am J Hum Genet 71:198—
203.

Gershoni-Baruch R, Brik R, Lidar M, Shinawi M, Livneh A. 2003. Male Sex
Coupled with Articular Manifestations Cause a 4-fold Increase in
Susceptibility to Amyloidosis in Patients with Familial Mediterranean
Fever Homozygous for the M694V-MEFV Mutation. J Rheumatol
30:308-312.

Grateau G, Pecheux C, Cazeneuve C, Cattan D, Dervichian M, Goossens M,
Delpech M, Amselem S, Dode C. 2000. Clinical versus genetic diagnosis
of familial Mediterranean fever. QJM 93:223—229.

Hoffman HM, Mueller JL, Broide DH, Wanderer AA, Kolodner RD. 2001.
Mutation of a new gene encoding a putative pyrin-like protein causes
familial cold autoinflammatory syndrome and Muckle-Wells syndrome.
Nat Genet 29:301-305.

Houten SM, Kuis W, Duran M, de-Koning TJ, Van-Royen-Kerkhof A,
Romeijn GJ, Frenkel J, Dorland L, de-Barse MM, Huijbers WA, Rijkers
GT, Waterham HR, Wanders RJ, Poll-The BT. 1999. Mutations in MVK,
encoding mevalonate kinase, cause hyperimmunoglobulinaemia D and
periodic fever syndrome. Nat Genet 22:175-177.

Hull KM, Drewe E, Aksentijevich I, Singh HK, Wong K, McDermott EM,
Dean J, Powell RJ, Kastner DL. 2002. The TNF receptor-associated
periodic syndrome (TRAPS): Emerging concepts of an autoinflammatory
disorder. Medicine (Baltimore) 81:349—368.

Livneh A, Drenth JP, Klasen IS, Langevitz P, George J, Shelton DA,
Gumucio DL, Pras E, Kastner DL, Pras M, Van-der-Meer JW. 1997.
Familial Mediterranean fever and hyperimmunoglobulinemia D syn-
drome: Two diseases with distinct clinical, serologic, and genetic fea-
tures. J Rheumatol 24:1558—-1563.

McDermott MF, Aksentijevich I, Galon J, McDermott EM, Ogunkolade BW,
Centola M, Mansfield E, Gadina M, Karenko L, Pettersson T, McCarthy
J, Frucht DM, Aringer M, Torosyan Y, Teppo AM, Wilson M, Karaarslan
HM, Wan Y, Todd I, Wood G, Schlimgen R, Kumarajeewa TR, Cooper
SM, Vella JP, Kastner DL, et al. 1999. Germline mutations in the
extracellular domains of the 55 kDa TNF receptor, TNFR1, define a
family of dominantly inherited autoinflammatory syndromes. Cell
97:133-144.

McDermott MF, Aganna E, Hitman GA, Ogunkolade BW, Booth DR,
Hawkins PN. 2000. An autosomal dominant periodic fever associated
with AA amyloidosis in a north Indian family maps to distal chromosome
1qg. Arthritis Rheum 43:2034—2040.

Moriguchi M, Terai C, Koseki Y, Uesato M, Nakajima A, Inada S,
Nishinarita M, Uchida S, Kim SY, Chen CL, Kamatani N. 1999.
Influence of genotypes at SAA1 and SAA2 loci on the development and
the length of latent period of secondary AA-amyloidosis in patients with
rheumatoid arthritis. Hum Genet 105:360—366.

Nir-Paz R, Ben-Chetrit E, Pikarsky E, Hassin D, Hasin Y, Chajek-Shaul T.
2000. Unusual presentation of familial Mediterranean fever: Role of
genetic diagnosis. Ann Rheum Dis 59:836—838.

Pras M. 1998. Familial Mediterranean fever: From the clinical syndrome to
the cloning of the pyrin gene. Scand J Rheumatol 27:92-97.

Sohar E, Gafni J, Pras M, Heller H. 1967. Familial Mediterranean fever.
A survey of 470 cases and review of the literature. Am J Med 43:227—
253.

The French FMF Consortium. 1997. A candidate gene for familial
Mediterranean fever. Nat Genet 17:25—31.

The International FMF Consortium. 1997. Ancient missense mutations in a
new member of the RoRet gene family are likely to cause familial
Mediterranean fever. Cell 90:797-807.

Touitou I. 2001. The spectrum of Familial Mediterranean Fever (FMF)
mutations. Eur J Hum Genet 9:473-483.



Capitol 2

CONCLUSIONS

1. La mutacio H478Y, situada a I’ex6 5 del gen MEFV, és una nova variant d’aquest
gen detectada en una familia espanyola diagnosticada de FMF per criteris clinics,

que actua com una mutacio patologica.

2. En contra del patr6 classic recessiu de la FMF, la mutacio H478Y esta associada a

un patr6 d’heréncia autosomic dominant

3. La variant H478Y esta associada a una sindrome inflamatoria periodica amb una
clinica de FMF completament atipica: episodis inusualment llargs, component

articular predominant i molt sever, i resisténcia al tractament amb colquicina.

Aquests fets plantegen la qiiestio si el fenotip dels pacients d’aquesta familia és el
d’una FMF amb manifestacions atipiques o bé una entitat FMF-like associada al gen
MEFV. Analogament al que s’observa amb les mutacions al gen
CIAS1/NALP3/PYPAF1, que poden causar les sindromes de MWS, FCAS/FCU o bé el
CINCA/NOMID, les mutacions al MEFV no només serien les causants de la FMF, sino

d’almenys una segona entitat (o fenotip) inflamatoria.

4. Les mutacions al gen MEFV no es restringeixen a 1’exd 10 1 és necessaria 1’analisi

de la totalitat dels exons del gen.

5. L’analisi mutacional s’hauria d’incloure com a criteri diagnodstic de la FMF.

6. El tractament amb bloquejants del TNF pot ser una alternativa terapéutica per als

pacients amb clinica de FMF severa i/o resistents a la colquicina.
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CAPITOL 3:

Estudi de I’efecte patogenic de la variant IS91T en un pacient espanyol

de FMPF: evidéncies de I’existéncia de factors modificadors de la FMF

L’objectiu del segiient treball va ser aprofundir en I’estudi genétic d’un pacient
de FMF heterocigot per la mutacio M6941 del gen MEFV, per tal d’explicar el motiu de
la manifestacié de la malaltia amb, aparentment, una sola copia del gen mutada.

L’estudi inicial del MEFV en aquest pacient va consistir inicialment en
I’amplificacié 1 seqlienciaci6 de 1’ex6 10 del gen i de les regions introniques
flanquejants, doncs és on es concentren les mutacions descrites fins al moment. Es va
detectar la mutaci6 M6941 en només un dels al-lels. Es va abordar 1’analisi de la resta
dels exons per tal de detectar una possible mutacié en zones no descrites a ’altre al-lel,
que expliqués la manifestaci6 de la malaltia en el pacient, i es va detectar la variant
I591T, situada a I’ex6 9. L’analisi dels pares rebel-1a que la M694I I’heretava del pare 1
la I591T de la mare i, per tant, que el pacient era heterocigot compost M6941/ I591T.

S’acabava de publicar la detecci6 de la variant I591T del MEFV en un sol
cromosoma, pertanyent a un pacient de FMF Francés. Malgrat aixo, no es coneixia el
genotip amb el qual s’havia trobat ni la clinica que se li associava, o si podria ser un
polimorfisme. Es van analitzar 200 cromosomes de la poblacio control espanyola i es va
concloure que I591T no era un polimorfisme a la nostra poblacid, almenys freqilient
(<0,5%). Per tal d’estudiar la segregacié de la malaltia amb la variant 1591T, es va
realitzar I’estudi familiar. Sorprenentment, es va observar que mentre els tres germans
tenien el mateix genotip M6941/ 1591T, només un (el pacient index) manifestava la

malaltia, la qual cosa indicava que el genotip no segregava completament amb la FMF.

Efecte de la variant I591T

Es va formular la hipotesi de I’existéncia de factors genétics modificadors que
actuessin sobre el genotip M694I/IS91T i que fessin que només un dels individus
portador del genotip manifestés la malaltia. Per exemple, s’acabava de descriure
I’existencia de dues variants polimorfiques en el gen responsable de la sindrome de
TRAPS, i s’especulava sobre la possibilitat que poguessin actuar inespecificament com

a variants al.leliques inductores de processos inflamatoris. No es va detectar cap variant
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al.lelica en cap dels gens de SHFP ni en el pacient ni en els germans sans. El sexe
tampoc no semblava jugar un paper diferencial, doncs en els dos germans no afectats,
els dos sexes estaven igualment representats. En quant a I’edat, els dos germans no
afectats eren més grans que el germa simptomatic i, tot i que no es pot descartar que no
puguin desenvolupar la malaltia en un futur, 1’edat actual d’aquests, que esta al voltant
de la trentena, fa poc probable que la manifestin.

L’efecte de la variant I591T ¢és dificil d’establir amb les dades actuals. Situada a
I’ex6 9, es tracta d’un canvi situat en una regio propera a la del domini B30.2, implicat
en la putativa funcidé transcripcional i/o nuclear de la P/M. Caldria I’estudi de més
families portadores de la variant per tal de treure’n alguna conclusi6, aixi com
aprofundir en el coneixement sobre la funcionalitat de la P/M. Existeixen perd varies
hipotesis que expliquen el possible paper d’aquesta variant:

Hipotesi 1. La I591T és un polimorfisme totalment innocu i la clinica del pacient
¢és un efecte de la M694I, que actuaria com a variant dominant manifestant-se en el
pacient per 1’acci6 de factors desencadenants. L’existéncia de diferéncies en factors
modificadors de I’expressi6 de la FMF determinaria que la M6941 desencadenés la
malaltia en el pacient i que “protegis” els germans i el pare.

Hipotesi 2. La I5S91T no és innocua i t€ un efecte additiu al de la mutacié M694I1
que fa que el pacient manifesti la malaltia. El fenotip associat a M6941/ I591T ¢és forga
lleu, a jutjar per la resposta a la colquicina, als episodis lleus i al no desenvolupament
d’amiloidosi que s’observa en el pacient. Ara bé, la penetrancia de la variant seria
incompleta, de manera que la FMF no es manifestaria en els germans. Alhora, la
penetrancia de IS91T es veuria influenciada per 1’existéncia de variants en altres gens o

factors modificadors.
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[591T MEFV Mutation in a Spanish Kindred:

Is It a Mild Mutation, a Benign Polymorphism,
or a Variant Influenced by Another Modifier?
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Familial Mediterranean fever (FME MIM#
249100) is an autosomal recessive disease described
mostly in the Mediterranean area and characterized
by recurrent febrile episodes in association with
peritonitis, pleuritis, and arthritis. In 1997, the gene
responsible for FMF disease, the MEFV gene [French
FMF Consortium, 1997; International FMF Consor-
tium, 1997], was cloned. Today more than 25 MEFV
mutations have been reported and those occurring in
exon 10, especially at the M694 position, have a high
penetrance and a severe impact on the course of the
disease. In particular, the M694V mutation correlates
with a higher amyloidosis risk and severe phenotype in
certain populations [Cazeneuve et al., 1999]. Further-
more, the MO694] severe mutation may also be
amyloidogenic [Mansour et al., 2001]. Finally, the
deletion of this codon in one single allele gives rise to
the FMF phenotype and a true dominant transmission
of the disease [Booth et al., 2000]. However, mild
mutations such as E148Q), K695R, and P369S have
also been described in the MEFV gene [Aksentijevich
et al., 1999]. Among these, the E148Q variant may
affect the patient phenotype, depending on the
genetic background. It has therefore been suggested
that E148Q is a functional polymorphism [Touitou,
2001].

Here, we report a Spanish kindred where the
proband was the only one of three siblings to have
FMEF symptoms, though all three carry the 1591T/
M6941 genotype. The index case, a 25-year-old male,
presented the first clinical symptoms of FMF at the
age of 19. Recurrent attacks consisted of bouts of fever
up to 39°C with 24 to 48 hr of duration, occurring
weekly at the beginning but monthly during the
course of the disease. Fever was accompanied by
abdominal pain and sinovitis, though no erisipela,
pleuritis, myalgia, lymphadenopathies, or arthritis

©2002 WILEY-LISS, INC.

were observed. Renal function was normal and no
amyloid deposition was observed. All symptoms
remitted completely after colchicine treatment (1mg/
day).

Comprehensive genetic analyses of the MEFV gene
were performed in all members of the family. The
analyses consisted in PCR amplification and auto-
mated sequencing of exon and intron boundaries of
the complete gene sequence [International FMF
Consortium, 1997]. The results showed that the
mother was a healthy carrier of the [591T mutation
and that the father, also asymptomatic, was a M6941
carrier (Fig. 1). All the descendants were 1591T/
M6941 compound heterozygous but, surprisingly, only
the younger son showed clinical FMF phenotype.
The two siblings, now aged 34 and 35, have never
manifested any disease symptom.

We considered the possibility that the proband
might have segregated, by chance, with another
hereditary periodic fever syndrome such as TRAPS
(TNF receptor-associated periodic syndromes; MIM#
142680) due to the fact that the R92Q) and P46L
TNFRSFIA (MIM# 191190) mutations have both
been shown to be present in the normal population
[Aksentijevich et al., 2001]. Following McDermott
et al. [1999] exons 3 and 4 of the TNFRSFIA gene
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FIGURE 1. Pedigree of the Spanish kindred with FMF bearing
the I591T MEFV mutation.

were sequenced for this purpose but neither variant
was detected in any family member. Finally, we tested
the proband genetically for the MEFV-independent
genetic modifier SAAI (MIM# 104750) [Moriguchi
et al., 1999], in order to assess his susceptibility to
amyloidosis in the future [Cazeneuve et al., 2000].
The results show that the proband is a SAAla/y
carrier, and therefore does not bear the SAAI o/a
susceptibility genotype.

Although the 1591T MEFV mutation was first
described as located in exon 9 [Touitou, 2001], no
data on its clinical effect have been described to date.
Since our knowledge of the structure and function of
pyrin, the MEFV product, is limited, the functional
consequences (and therefore the clinical implications)
of this mutation are unknown. However, the differ-
ential manifestation of the disease in these siblings,
the fact that no severe FMF manifestation such as
amyloid deposition was observed in the proband, and
the good response to colchicine treatment at minimal
doses (1 mg/day), suggest that the 1591T MEFV
mutation may be a mild mutation with low pene-
trance. Thus, the presence of allelic variants in other
inflammation-related genes or modifier factors of
MEFV gene would be critical in the manifestation of
the FMF disease in the proband.

Alternatively, it may be that the 1591T mutation
has no clinical effect and can be considered as a
benign polymorphism. Indeed, other authors have
questioned about at least one other MEFV mutation
reported to be a causing FMF variant: the E148Q
variant has been detected in disease-free individuals
homozygous to this mutation [Ben-Chetrit et al.,
2000]. If this is the case, the FMF phenotype seen in
the patient would have been caused by the M6941
severe mutation acting as a dominant mutation with
variable penetrance, triggered by exogenous factors
not present in his siblings. In this connection, it has
recently been recognized that MEFV mutations
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affecting only one single allele can give rise to FME,
especially when the M694 residue is affected [Booth
et al, 2000]. Furthermore, it has been strongly
suggested that dominant transmission and incomplete
penetrance of the disease phenotype should be taken
into account when FMF families are investigated
genetically [Cazeneuve et al., 1999]. Further studies
of I591T mutation-bearing FMF families are needed
to assess the relevance of this mutation on the clinical
manifestation of the FMF phenotype and to establish
whether the I591T mutation is a mild mutation, a
benign polymorphism, or a variant influenced by other
modifier factors.
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Capitol 3

CONCLUSIONS

1.

Existeixen mutacions del gen MEFV, associades a malaltia, que estan situades en
altres exons a part de I’ex6 10. L’extensio de 1’estudi genétic del MEFV a la totalitat
dels 10 exons en pacients amb diagnostic clinic de FMF incrementa el nombre de

pacients diagnosticats a nivell geneétic.

I591T pot ser un polimorfisme benigne, una mutacio lleu i/o estar influenciada per

factors modificadors com variants en altres gens SHFP o d’altres.

Les bases genetiques de la FMF poden ser més complexes que les d’una malaltia
estrictament monogenica, podent existir variants polimorfiques 1 factors
modificadors de la penetrancia de certes variants al.leliques que dificultin

I’establiment d’associacions genotip/fenotip.
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Capitol 4

CAPITOL 4:

Estudi de la preséncia de mutacions en altres gens causants de SHFP,
en pacients Espanyols clinicament diagnosticats de FMF i sense

mutacions al MEFV

Les manifestacions cliniques que caracteritzen les diferents SHFP presenten
similituds evidents, alhora que estan subjectes a variacions, tan individuals com
poblacionals. La laxitud dels criteris clinics pel diagnostic de la FMF, discutida en
capitols anteriors, fa plausible que alguns dels pacients espanyols clinicament
diagnosticats de FMF sense mutacions al MEFV, siguin portadors de mutacions en
algun dels gens responsables de les SHFP.

En base a aquesta argumentacid es va abordar 1’analisi dels gens responsables
d’altres SHFP — MVK, CIASI/NALP3/PYPAF1 i TNFRSFIA — en els pacients no
mutats (PNM) diagnosticats clinicament de FMF.

De I’estudi de 47 pacients no mutats (PNMs) diagnosticats de FMF per criteris
clinics, el 96% (45) no portaven mutacions en cap dels gens analitzats.

En dos casos (4%) es varen detectar mutacions en el gen TNFRSFIA,
responsable de la sindrome autosomica dominant TRAPS. No es varen detectar
mutacions en els altres gens, ni al CIASI/NALP3/PYPAF1 ni MVK en cap dels pacients
de FMF no mutats. Els resultats d’aquest treball van donar lloc a una col-laboracio6
internacional, fruit de la qual es va generar la publicaci6é que s’adjunta en aquest mateix
capitol.

El primer cas, es tractava d’un nen de 5 anys diagnosticat clinicament de FMF
als 2 anys d’edat, sense mutacions al MEFV, i que no responia al tractament amb
colquicina. Es va detectar la mutacio G36E a 1’ex6 3 del TNFRSFIA en un dels al-lels,
produida per el canvi G>A al primer nucleotid de 1’ex6 (Fig. 1). El fet de no tenir
historia familiar feia pensar que G36E podia ser una mutacidé amb penetrancia
incompleta. Cap dels progenitors eren portadors de la variant i tampoc no es va detectar
en 200 cromosomes de la poblaci6 control, la qual cosa suggeria que G36E era, com
altres mutacions del TNFRSFIA , una mutacid de novo associada a la disfuncid del

receptor, 1 per tant al TRAPS.
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Es va estudiar la causalitat de la variant G36E en el pacient, mesurant els valors
de receptor soluble (STNFR) per ELISA. Els nivells eren normals entre les crisis (1.761
pg/ml), i lleugerament alts, de 1’ordre del doble del limit superior dels valors normals,
en un dels episodis que va patir el pacient (3.717 pg/ml, taula 1 de I’article). Malgrat els
valors de sTNFR en el pacient no han demostrat la causalitat patogénica de la variant, és
possible que la mutacié actui per mecanismes diferents de la uni6é al lligand o al
mecanisme de ’alliberament del receptor, com s’ha proposat que succeeix en altres
mutacions del mateix gen, també associades al TRAPS.

La detecci6 d’una mutacié en el TNFR va permetre el diagnostic correcte de
TRAPS en el pacient i, com a conseqiiéncia, la possibilitat de reorientar la pauta

terapeutica amb agents biologics bloquejants del TNF, amb una resposta satisfactoria.

Figura 1. A i B, Esquematitzacio de la regio exonica on es localitza la mutacié G36E en el DNA genomic i
el cDNA. C-F Seqii¢ncia genomica i del cDNA de la mutacio G36E en el pacient i en un control.

A gDNA Patient gDNA Control
Genomic organization TCACAGGAACCTA TCACAGGAACCTA
G36E A
Exon 2 ﬂ Exon 3 i
[ ——— ] |
TGC CAC AAA G gt aggggcaa--/  /--ccattcacag GA ACC TAC TTG
Ay ’
C H K \ JG T Y L
| y
AY ’
Ay I
AY ’
AY ¢
AY ’
\\ II
\\\ /l E F
Y 1
A 7
B A / cDNA Patient ¢DNA Control
(- ACAAAGGAACCTA ACAAAGGAACCTA
Exon 2 \ ﬂ Exon 3 A
\\ 7 L *
TGT ACC AAG TGC CAC AAA G GA ACC TAC TTG TAC AAT
Cc T K C H K G T Y L Y N
Normal splicing of the TNFRSF'14 transcript

El segon cas es tractava d’una pacient de 18 anys que debuta als 15 anys amb un
quadre compatible amb la FMF segons els criteris de TH. La resposta de la pacient al
tractament amb colquicina era parcial doncs els episodis inflamatoris, tot i que de forma

menys intensa i distanciada en el temps, seguien persistint. La pacient pertanyia a una
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familia gran de 4 generacions, a la qual hi havia 8 membres diagnosticats de FMF en
I’actualitat, i a causa de la qual havien mort 8 membres més (Fig.2). La familia havia
estat publicada com a familia afecta de FMF 1’any 1980 a Amnales Esparioles de
Pediatria 13(9): 785-788 amb el titol: “FMF”. A D’article fins i tot es descriu que dintre
la familia hi havia 2 fenotips de FMF: el fenotip sever (amb el desenvolupament
d’amiloidosi entre els 30-35 anys) i el fenotip no sever (sense preséncia d’amiloidosi).
L’analisi del TNFRSFIA en el present estudi detecta la mutacio C52R a I’ex¢ 2,
una substitucié de la cisteina 52 per arginina, no descrita anteriorment. La mutacid
afectava el mateix residu que la mutacio C52F, publicada en el moment de la clonacio
del gen TNFRSF'IA i associada a la disfunci6 del receptor: la variant C52F causava la
disminuci6é dels nivells de TNFRs respecte als normals i1 el defecte de I’alliberament
fisiologic del receptor (en anglés, shedding) observat en assaigs in vitro: del 75% al

23% d’expressio6 després d’estimular amb PMA.

Figura 2. Pedigri de 1’afectacio de TRAPS a la familia de la pacient portadora de C52R (indicada amb
una fletxa).
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La nova mutacio C52R, s’associava a les manifestacions inflamatories en tots els
familiars afectats, a excepcid d’un portador assimptomatic, 1 no es detectava en cap dels
individus sans. Malgrat no observar-se cap efecte sobre l’alliberament funcional del
receptor al estimular els monocits de la pacient (Fig.3), la relacio de C52R amb la
sindrome autoinflamatoria quedava demostrada per la segregacio de la variant amb la
manifestacid de la malaltia, i la correlacié amb els nivells de TNFRs, que eren baixos en
tots els portadors de C52R, fins i tot en el no simptomatic (Taula 1 de I’article, individu
5-111-6, 477 pg/ml). Els valors de TNFRs de la pacient mesurats entre les crisis eren
inferiors als normals, oscil'lant d’entre 323 a 746 pg/ml (Taula 1 de I’article) i
augmentaven discretament durant les crisis, perd mai superaren els valors normals
(1.278 pg/ml).

La detecci6 de la mutacié al gen responsable del TRAPS va permetre

diagnosticar correctament la pacient.
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Figura 3. Expressi6 del TNFR1 en la superficie dels mondcits i resultats de 1’assaig de 1’alliberament
del TNFR1 al medi extracel-lular (shedding assay). A, poblacid monocitica, caracteritzada per
I’expressio de la molécula CD14+, en base a la qual s’ha analitzat I’expressiéo del TNFR1. B, control
corresponent a un familiar no mutat de la pacient. C, familiar de la pacient portadora de C52R pero
totalment assimptomatica degut al tractament. D, pacient portador de C52R durant una de les crisis.
La molécula CD62L no relacionada amb el TNFR1 s’ha utilitzat en tots els casos com a control
positiu de shedding induit per PMA.
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Objective. To investigate the prevalence of tumor
necrosis factor receptor-associated periodic syndrome
(TRAPS) among outpatients presenting with recurrent
fevers and clinical features consistent with TRAPS.

Methods. Mutational screening was performed in
affected members of 18 families in which multiple
members had symptoms compatible with TRAPS and in
176 consecutive subjects with sporadic (nonfamilial)
“TRAPS-like” symptoms. Plasma concentrations of sol-
uble tumor necrosis factor receptor superfamily 1A
(sTNFRSF1A) were measured, and fluorescence-
activated cell sorter analysis was used to measure
TNFRSF1A shedding from monocytes.

Results. Eight novel and 3 previously reported
TNFRSF1A missense mutations were identified, includ-
ing an amino acid deletion (AD42) in a Northern Irish
family and a C70S mutation in a Japanese family, both
reported for the first time. Only 3 TNFRSF1A variants
were found in patients with sporadic TRAPS (4 of 176
patients). Evidence for nonallelic heterogeneity in
TRAPS-like conditions was found: 3 members of the
“prototype familial Hibernian fever” family did not
possess C33Y, present in 9 other affected members.
Plasma sTNFRSF1A levels were low in TRAPS patients
in whom renal amyloidosis had not developed, but also
in mutation-negative symptomatic subjects in 4 fami-
lies, and in 14 patients (8%) with sporadic TRAPS.
Reduced shedding of TNFRSF1A from monocytes was
demonstrated in vitro in patients with the TS0M and
T50K variants, but not in those with other variants.

Conclusion. The presence of TNFRSF1A shedding
defects and low sSTNFRSF1A levels in 3 families without
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a TNFRSFI1A mutation indicates that the genetic basis
among patients with “TRAPS-like” features is hetero-
geneous. TNFRSF1A mutations are not commonly asso-
ciated with nonfamilial recurrent fevers of unknown
etiology.

The tumor necrosis factor receptor—associated
periodic syndrome (TRAPS; MIM no. 142680) is a
dominantly inherited multisystem chronic inflammatory
disorder that has a relapsing and remitting nature. The
phenotype and clinical severity of TRAPS vary, but
characteristic features include recurrent fevers, abdom-
inal pain, and cutaneous and synovial inflammation
(1,2), which typically last several days to weeks or longer.
Other features include muscle tenderness, periorbital
edema, and an increased incidence of inguinal hernia
among men in some families. A proportion of patients
develop systemic AA amyloidosis, which usually pre-
sents with nephropathy and is potentially life-
threatening.

TRAPS was formerly known as familial Hiber-
nian fever (FHF) and is associated with mutations in the
gene on chromosome 12p13 that encodes tumor necrosis
factor receptor superfamily 1A (TNFRSF1A) (2). Six
different missense mutations affecting the extracellular
domains of TNFRSF1A, 5 of which involved cysteine
residues, were initially described in northern European
families. At least 24 pathogenic TNFRSF1A mutations
have now been identified (3), all of which are located in
either the first or the second cysteine-rich N-terminal
extracellular domains (CRD1 and CRD2) of
TNFRSFIA (4-11), except for an F112I mutation in
CRD3, found in affected members of a Finnish family
(12). Most reported mutations involve cysteine residues,
but variants that disrupt other residues do occur and
may be associated with reduced penetrance (7,13).

Little epidemiologic data on TRAPS is available,
but it is the most prevalent autosomal-dominant recur-
rent fever syndrome (ADRF) and the second most
common inherited periodic fever overall, after familial
Mediterranean fever (FMF; MIM no. 249100), which is
a recessive disorder caused by mutations in the gene for
pyrin/marenostrin (14,15). Most reported patients with
TRAPS are European, many of Irish Scottish descent,
but the disorder has also been reported in patients with
diverse ethnic backgrounds, including those in which
FMF most characteristically occurs, i.e., Ashkenazi and
Sephardic Jews as well as the Maghrebian population
(10), Israeli Arabs (6), Argentinian Arabs, Puerto
Ricans (7), and Dutch Indonesians (9).

A single gene is responsible for 2 related

autosomal-dominant periodic fevers, Muckle-Wells syn-
drome (MWS; MIM no. 191900) and familial cold
urticaria (FCU; MIM no. 120100) (also called familial
cold autoinflammatory syndrome [FCAS]); further-
more, different mutations have been reported in
neonatal-onset multisystem inflammatory disease (also
known as chronic infantile neurologic cutaneous and
articular syndrome) (16). This protein has homology to
pyrin/marenostrin, and is variously termed cryopyrin,
NALP3, or PYPAF1 (17-19).

Impaired cleavage of the TNFRSF1A ectodo-
main upon cellular activation, with consequent reduc-
tion in the plasma concentration of soluble TNFRSF1A
(sTNFRSF1A), has been proposed as a mechanism
underlying the hyperinflammatory response in TRAPS
(2), although this defect cannot always be demonstrated
(4,7). Phorbol myristate acetate (PMA) stimulates met-
alloproteinase activity, which leads to cleavage of the
TNF receptor; the TSOM and C52F variants are associ-
ated with a marked reduction of PMA-induced
TNFRSF1A shedding (2,7). Shedding of this TNF re-
ceptor from monocytes is impaired to differing extents
among patients with the H22Y, C33Y, and P46L variants
(7,20). In contrast, although cell surface expression of
TNFRSF1A after PMA stimulation appears normal in
patients with the less penetrant R92Q variant and in
those with the ¢.193-14G>A splice mutation (7), the
plasma concentration of sSTNFRSF1A can nevertheless
be abnormally low in these cases (2,7).

TRAPS was first described as a distinct genetic
entity in 1999 (2). To further characterize this syndrome
and syndromes with similar symptoms, we performed
genetic, biochemical, and functional studies in a further
18 families with ADRF, as well as in 176 patients of
diverse ethnic backgrounds who had features compatible
with TRAPS (“sporadic,” i.e., nonfamilial, cases).

PATIENTS AND METHODS

Study subjects. The study group comprised a total of
222 patients who were referred with longstanding histories of
fevers and other symptoms consistent with a diagnosis of
TRAPS, including 46 members from 18 apparently unrelated
multiplex families and 176 unrelated patients with apparently
sporadic cases. Clinical criteria included periodic attacks of
fever lasting at least 1 week, abdominal pain, rashes, perior-
bital edema, the presence of an acute-phase response when
symptomatic, and a poor response to colchicine (21). There
were at least 2 patients with some features of TRAPS in each
of the families, with affected members in at least 2 consecutive
generations, consistent with autosomal-dominant transmission.
Among the 18 unrelated multiplex families, 4 were from
England (1 of Polish English ancestry), 2 each from Spain,
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Table 1. TNFRSFI1A mutation—positive TRAPS families and patients with sporadic TRAPS*
TNFRSFI1A shedding, TNFRSF1A shedding
Ethnicity, Mutation Soluble TNFRSF1A level, %, measured by FACS before/after PMA

family member (nucleotide change)  Exon/intron  pg/ml (normal 746-1,966) (normal =25%) stimulation, %
Spanish, sporadic G36E (194 G—A) 3 1,761, 3,717 - -
Polish English

1-I-1% T371 (197 C—=T) 3 1,528 54 67/13

1-1I-1 T371 (197 C—T) 3 680 - -
Northern Irish

2-II-1% AD42 (del211-213) 3 2,139 27 61/44

2-111-1 ADA42 (del211-213) 3 390 - -
German

3-1II-1 T50K (236 C—A) 3 672 15 91/76

3-1I1-2 T50K (236 C—A) 3 8247 - -

3-11-1 T50K (236 C—A) 3 580 - -

3-11-2 Normal - 693 - -

3-1-1 Normal - 1,367 - -
English

4-1-1 T50M (236 C—T) 3 475 8 98/90

4-11-1 T50M (236 C—T) 3 677 - -

4-11-2 T50M (236 C—T) 3 9527 - -
Spanish

5-11-8 C52R (241 T—C) 3 487 - -

5-11-9 C52R (241 T—C) 3 320 46 75/29

5-111-2 C52R (241 T—C) 3 714 - -

5-II1-5§ C52R (241 T—C) 3 8,820 - -

5-111-6 C52R (241 T—C) 3 4771 - -

5-111-12 C52R (241 T—C) 3 323,746, 1,278} 52 75/23

5-111-16§ C52R (241 T—C) 3 1,888 - -

5-IV-1 C52R (241 T—C) 3 539 - -
Scottish

6-1-1 F60L (264 C—G) 3 - - -

6-11-1 F60L (264 C—G) 3 599 - -
Dutch

7-1-1 N65I (281 A—T) 3 792% 28 90/62

7-1I-1 N65I (281 A—T) 3 660 37 95/58
Japanese

8-1-1 C70S (295 T—A) 3 - - -

8-1I-1 C70S (295 T—A) 3 461, 1,367, 3,2801 - -
Scottish Australian,  C88R (349 T—C) 4 - - -

9-11-1
English, 10-I-1 R92Q (362 G—A) 4 599 31 87/56
English, sporadic R92Q (362 G—A) 4 2,047, 872, 2,006, 670 - -
English, sporadic Splice junction Intron 3 1,062 - -

(c.193-14G>A)

* TRAPS = tumor necrosis factor receptor-associated periodic syndrome; TNFRSF1A = tumor necrosis factor receptor superfamily 1A; FACS =

fluorescence-activated cell sorter; PMA = phorbol myristate acetate.
+ During episode.

I Renal transplant amyloidosis.

§ Receiving dialysis.

1 Asymptomatic.

Scotland, Australia, and the US, and 1 each from Germany,
The Netherlands, Ireland, Northern Ireland, New Zealand,
and Japan (Tables 1 and 2). A family history of disease was, by
definition, absent among the 176 patients who were investi-
gated for possible sporadic TRAPS, most of whom were
English.

The study protocol was approved by the East London
and City Health Authority Research Ethics Committee. In-
formed consent was obtained from all subjects. Venous blood
was drawn from each study subject, plasma was separated, and

genomic DNA was extracted using PureGene kits (Gentra
Systems, Minneapolis, MN). Each patient was screened for
TNFRSFIA mutations, and both sTNFRSF1A and
sTNFRSF1B levels were measured.

Genetic analysis of TNFRSF1A. TNFRSF1A mutation
detection. Two approaches were used for the mutational
screening. Screening of exons 2-5 was performed on all 222
patients, by a combination of genomic DNA sequence analysis
and denaturing high-performance liquid chromatography
(DHPLC). When an altered DHPLC pattern was found, the
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Table 2. TNFRSFI1A mutation-negative TRAPS families*

Soluble TNFRSF1A
level, pg/ml
(normal 746-1,966)

Ethnicity, family
member

Soluble TNFRSF1B
level, pg/ml
(normal 1,003-3,170)

TNFRSF1A shedding,
%, measured by FACS
(normal =25%)

TNFRSF1A shedding
before/after PMA
stimulation, %

Irish Scottish

11-111-2 132 2,897
11-111-3 132 2,874
11-111-4 920 -
American
12-1-1 1,209 1,943
12-11-1 685 1,068
American
13-1-1 533 1,150
13-11-1 653 1,635
Irish
14-111-1F 731 1,235
14-111-2 781 1,839
14-111-3% 1,140 2,162
14-111-4 650, 806 2,088, 1,433
14-111-5% 826 1,731
14-IV-1% 650 1,850
14-1V-3 727 2,828
Spanish
15-11-1F 944 2,160
15-11-2 856 2,219
15-11-3 809 1,658
15-11-4 1,429 2,771
15-11-5F 798 1,560
15-II1-1F 815 1,777
New Zealand
16-11I-1 972 1,563
16-1-1 1,217 2,122
Australian
17-1-1 1,398 -
17-11-1 1,095 -
English
18-1-1§ 1,246 2,003
18-11-1 1,058 1,683
18-111-1 721 1,227
18-111-2 1,410 2,119

18 78/56
16 88/72
16 79/63
2 69/67
40 62/22
5 67/62

* See Table 1 for definitions.
+ Unaffected family member.
I Possibly affected.

§ R92Q mutation.

corresponding exons were reamplified prior to sequencing (2).
Because the elution profiles and sequences of exons 2-5 were
normal in the probands from 8 of the 18 families, the remain-
ing TNFRSFI1A coding region (i.e., exons 1 and 6-10) was then
sequenced in all of these individuals. These exons were also
sequenced in 7 of the patients with sporadic TRAPS. The
primers used for reamplification and sequencing were as
described (2), except for exon 10 (Table 3).

Analysis of TNFRSFIA promoter region. An additional
800 bp of the TNFRSF1A4 promoter was also sequenced in the
probands of the 8 families that were negative for the
TNFRSFIA coding region mutation, in the 7 sporadic cases,
and in 3 of the 12 affected members from the original FHF
family in whom TNFRSFIA mutations (specifically C33Y,
which was present in the other 9 affected members) had
previously been excluded (2). This 800-bp region was first
amplified using the external primers TNFR1Pro/1 (forward)

and TNFR1Pro/2 (reverse). The polymerase chain reaction
(PCR) product was then sequenced bidirectionally using the
external primers, in addition to 4 overlapping internal primers
(Pro/4-7) (Table 3).

PCR. All reactions were performed under the follow-
ing PCR cycling conditions: initial denaturation at 94°C for 15
minutes, 35 denaturation cycles at 94°C for 45 seconds, anneal-
ing at 60°C for 45 seconds, extension at 72°C for 1 minute, and
extension at 72°C for 10 minutes.

DNA sequencing. The PCR products were purified,
sequenced by fluorescent dye primer chemistry (Amersham,
Little Chalfont, UK), and run on an ABI 3700 automated
sequencer. Sequence data were analyzed with Sequencher 3.0
(Gene Codes, Ann Arbor, MI).

Cloning. Since direct sequencing of the AD42 mutation
produced an illegible electopherogram with superimposed
tracefile around residues 40—44, amplified product of exons
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Table 3. Primers used for analysis of TNFRSFIA, TNFRSFIB, and NALP3/CIAS1/PYPAF1I loci

Region Primer(s)* Size, bp

TNFRSFI1A exon 10 5'-TGGGGTTGCCGCCCGAGGCT-3’ 396
5'-CATCTCGCAGGACGGTCCTTAG-3’

TNFRSFIA Pro/1 5'-CTAGGAGGCTAGTGAAGAACTCTG-3’ 942

TNFRSFIA Pro/2 5'-GTGGCTGAGGTTAGGACCTG-3’

TNFRSFIA Pro/4 5'-CTGAATTGGAACCCAGAGAAT-3’

TNFRSF1A Pro/5 5'-ACTCCCAACCAAACACCAAG-3’

TNFRSFIA Pro/6 5'-CTCCTCCAGCTCTTCCTGTC-3'

TNFRSFIA Pro/7 5'-CAGTGATCTTGAACCCCAAAG-3'

T50K 5'-CAGGCCCGGGGCAGGGTA-3’ 120
5'-CCTGTGCACACTCACCCTTTC-3’

F60L 5'-GCCCCATTCACAGGAACCTACTTG-3’ 111
5'-TCTGAGGTGGTTTTCTGAAGCGGTTA-3’

AD42 5'-CCTCTCTTGATGGTGTCTCC-3' 575
5’-CTGACTCTCCTGCCTGTGC-3'

TNFRSFIB exon 2 5'-GATGGCAGTCTTCCCTTCTT-3’ 180
5'-CACACGCTCCTCCAGGCAT-3’

TNFRSFIB exon 3 5'-AGAGGCTCGCCCAGCTGAGA-3' 215
5'-TGGAGGCAGGGGTGTAAGG-3’

TNFRSFIB exon 4 5'-GTGACCGTTTGCGCCCTCT-3’ 244
5'-GCAAGGAGTTCTACAAAGGAG-3'

TNFRSFIB exon 5 5'-GAGTGGTTGACAAGTTCGGA-3' 162
5'-CTGCTCCTCCAGAACCAAAG-3’

CIAS]I exon 3a 5'-GTTACCACTCGCTTCCGATG-3' 901
5'-CCTCGTTCTCCTGAATCAGAC-3’

CIASI exon 3b 5'-CATGTGGAGATCCTGGGTTT-3’ 649
5'-GGCCAAAGAGGAAACGTACA-3'

CIASI exon 3¢ 5'-TTCCAGGGAGTCGTTTGAAG-3’ 597

5'-GAGATGAGAGGAGGCAGGTG-3'

* Where only 1 primer is shown for a region, it was used for internal sequencing, which is either forward
or reverse. For polymerase chain reaction amplification, 2 primers are shown; the first is the forward
primer and the second the reverse primer. Underlined nucleotides were modified to create an enzyme

restriction site.

2-3 of TNFRSF1A was directly subcloned into the pGL3 Easy
vector (Promega, Madison, WI) and transfected into TOP 10
bacteria (Invitrogen, Carlsbad, CA) to circumvent this prob-
lem. Plasmid DNA samples isolated from the subcloning were
prepared with the UltraClean Mini Prep Kit (Mo Bio, Solana
Beach, CA) and sequenced.

Restriction endonuclease assays for TNFRSFIA muta-
tions. Upon detection of a TNFRSF1A mutation in the proband
of a specific family, other available family members were
screened for the same mutation. DNA sequencing was gener-
ally used for this purpose. Specific restriction fragment length
polymorphisms (RFLPs) were developed for mutations in the
larger families (i.e., TS0K, F60L, and AD42). The sequences of
the RFLP primers are shown in Table 3. The T50K mutation
abolishes an Rsa 1 site, C52R creates a Pst I site, F6OL
abolishes an Mse I site, and the AD42 deletion creates an Mfe
I restriction site.

Study of other candidate genes in ADRF families
without TNFRSFIA mutations. TNFRSF1B mutation detection.
TNFRSFIB on chromosome 1p36 was selected as a candidate
gene for mutational screening because of the significant struc-
tural and functional homology to TNFRSF1A. Sequencing of
exons 2-5 (which encode the extracellular ligand-binding do-
main, structurally homologous to TNFRSF1A) was performed
in the probands of these families, using the primers shown in
Table 3.

NALP3/CIAS1/PYPAF1 mutation detection. Exon 3 of
the NALP3/CIAS1/PYPAFI gene, encoding the NACHT do-
main and flanking regions (19), where all mutations identified
so far have been found, was screened in a total of 18 patients.
These included probands of the 8 families who were negative
for TNFRSFIA mutations and 10 patients with sporadic
TRAPS with at least 1 of the clinical features of MWS/FCU/
FCAS (i.e., amyloidosis, cold-induced urticarial-appearing
rash, and hearing loss). To ensure coverage of the entire 1.5-kb
region, 3 pairs of overlapping primers, CIASI exons 3a-3c
(Table 3), were used for PCR of genomic DNA.

Microsatellite and single-nucleotide polymorphism
(SNP) analysis of candidate loci. Informative microsatellite
markers flanking the 4 known periodic fever loci, as well as
intragenic SNPs, were used to genotype all of the available
members of the TNFRSF1A mutation—negative families. This
was done to test for linkage to the TNFRSF1A locus and other
known candidate gene loci (MEFV and MVK) by haplotype
sharing, as previously described (22).

TNFRSFIB locus (chromosomelq36). A biallelic
variable-number tandem repeat (VNTR) promoter polymor-
phism (23) and an informative microsatellite marker from
intron 4 were used (24). The VNTR promoter alleles result
from the presence of either 1 (allele 1) or 2 (allele 2) repeats
of a 15-bp sequence, 5'-GCCGGGCAGGTGGAG-3’; the
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Figure 1. a, Family 2 (Northern Irish). Pedigree and findings of restriction fragment length polymorphism (RFLP) assay for the AD42 mutation,
which creates an Mfe I restriction site, in the 2 affected family members. b, Family 3 (German). Pedigree and findings of RFLP assay, showing that
the T50K mutation, carried on haplotype a, has arisen de novo, since it is not present in family member I-1. T50K abolishes an Rsa I site. Levels
of soluble tumor necrosis factor receptor superfamily 1A (STNFRSF1A; pg/ml) are shown in boxes, with low levels indicated by italics. M = marker;
U = uncut; C = cut.

Affected plus amyloidosis

allelic frequencies observed in a Caucasian population were 0.3
(allele 1) and 0.7 (allele 2).

Intragenic SNPs. Two intragenic SNPs (exon 1 G/A and
intron 7 G/A) from the TNFRSFI1A locus were also analyzed
(24,25). Allele frequencies were as reported (7,26).

Measurement of TNF receptors, C-reactive protein,
and serum amyloid A levels. The concentrations of
STNFRSF1A and sTNFRSFI1B in plasma stored at —80°C
were measured by enzyme-linked immunosorbent assay, as
described (2). Plasma C-reactive protein concentration was
determined using an automated microparticle-enhanced latex
turbidimetric immunoassay (COBAS MIRA; Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Germany) (27), and serum amyloid A protein
was measured by latex nephelometry (BNII autoanalyzer;
Dade Behring, Marburg, Germany) (28).

Determination of TNFRSF1A expression and shedding
by fluorescence-activated cell sorter (FACS) analysis. The
expression of TNFRSF1A was studied by FACS analysis on the

M
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probands and affected members of 10 of the 18 families
(Tables 1 and 2). Mononuclear cells were isolated from
peripheral blood using Lymphoprep (Nycomed Pharma, Oslo,
Norway). Parallel cultures of 10° cells were maintained in
RPMI 1640/10% fetal calf serum at 37°C/5% CO,. PMA
(Sigma, St. Louis, MO) was added to one culture at a
concentration of 10 ng/ml for 30 minutes. A total of 10 ul of
fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled TNFRSF1A mono-
clonal antibody (R&D Systems, Abingdon, UK) was added to
25-ul cell aliquots in triplicate. An isotype antibody, y17'T¢
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA),
was used as a control. To identify the monocyte population,
double staining was carried out by simultaneous incubation
with a phycoerythrin-labeled antibody recognizing the mono-
cyte marker CD14 (1:10 dilution; Becton Dickinson Immuno-
cytometry Systems). After a 45-minute incubation on ice, cells
were washed and acquired into a FACSort flow cytometer
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems). To quantify
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Figure 2. a, Genotyping for 6 microsatellite markers flanking the tumor necrosis factor receptor superfamily 1A (TNFRSF1A) locus, plus 3
intragenic markers, in family 11 (Irish Scottish). A C33Y mutation was found in the proband (11-III-1), as well as 8 other family members (results
not shown), but not in 3 other symptomatic individuals. The C33Y carrier haplotype 1 in the proband, inferred from segregation analysis performed
in the rest of the pedigree, was present in all of the other 8 affected members (results not shown). Two of the symptomatic individuals (11-1II-2 and
11-I11-3) are half-siblings of the proband, and they have not inherited this haplotype from the affected mother. Also, subject 11-II11-4 does not share
any haplotype with either 11-11I-1, 11-11I-2, or 11-1II-3. Only subject 11-III-1 in family 11 has a TNFRSF1A mutation (indicated by a boldfaced
haplotype). Alleles TA and GA in family 11 are biallelic single-nucleotide polymorphism markers. b, Pedigree of family 14 (Irish). There is a single
recombinant in an affected cousin (14-111-6). ¢, Pedigree of family 15 (Spanish). There is a single recombinant in an asymptomatic sibling (15-1I-3).
Rectangles refer to inferred haplotypes; the second haplotype of subject 14-11-1 is unknown.

the FITC-positive cells, a marker was set in the fluorescence-1
histogram, using the isotype antibody as a negative control.

RESULTS

Among the 18 families studied, we found 7 novel
TNFRSF1A mutations, T371, AD42, TS0K, C52R, F60L,
N65I, and C70S, in the probands of families 1 (Polish
English), 2 (Northern Irish), 3 (German), 5 (Spanish), 6
(Scottish), 7 (Dutch), and 8 (Japanese), respectively
(Table 1). The AD42 mutation in family 2 is the first

amino acid deletion identified in TRAPS, and was
associated with AA amyloidosis in 3 individuals (Figure
1a). The C70S mutation represents the first report of
TRAPS in a patient from the Far East (family 8 from
Japan). In the German family with the TS0K mutation
(family 3), the disease was found to segregate with a
4-marker haplotype, including the TNFRSFI1A locus
(Figure 1b). This mutation appears to have arisen de
novo in the proband (3-II-1), since it was not present in
his asymptomatic mother (3-I-1), from whom the haplo-
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type was inherited. It was, however, found in both of his
affected children, including patient 3-III-2, who had
symptoms involving the central nervous system. The
T371 mutation was confirmed by direct DNA sequencing
in the affected offspring (1-1I-1) of the proband in the
Polish English family (family 1), and RFLP assays were
used to screen for mutations in all available members of
families 3 and 6. These assays confirmed the presence of
2 novel mutations (T50K and F60L) in the affected mem-
bers of both families (Figure 1b and results not shown).

More than 100 northern European and 20 Japa-
nese control chromosomes were also screened by RFLP
and DHPLC WAVE analysis for all of these mutations,
including 10 samples from healthy Polish controls. No
TNFRSF1A mutations were found in any of these con-
trols.

Two previously reported TNFRSFI1A mutations
(T50M and C88R) were found in English (T50M; family
4) and Scottish Australian (C88R; family 9) families
(Table 1). No TNFRSFIA mutations were found in the
remaining 8 families (apart from R92Q in a single
patient from a total of 4 affected members in family 16),
despite sequencing of all 10 exons and 800 bp of the
promoter region (Table 2). Family 16 was therefore
considered TNFRSFIA mutation negative because the
R92Q variant did not segregate with disease, and no
other variants were identified.

Among the 176 patients with sporadic TRAPS, a
de novo mutation, G36E, which was not present in the
parents, was found in a Spanish patient (Table 1). The
R92Q or ¢.193-14G>A variant was found in 2 further
patients from England with sporadic TRAPS (each in 1
patient). Our mutation survey of the remaining 172
patients with TRAPS revealed no mutations in exons
2-5. The complete TNFRSFIA coding and promoter
regions, further analyzed in 7 patients with sporadic
TRAPS, were also mutation negative.

TNFRSF1A promoter. In addition to the patients
listed above, the 5’ promoter region of the TNFRSFI1A
gene was sequenced in 26 Caucasian controls (52 chro-
mosomes). Two previously reported promoter SNPs, at
positions —609G/T and —580A/G relative to the tran-
scription start site, were identified (21): the —609 SNP
was found in both cases and controls, and there were no
differences in frequencies between the 2 groups. How-
ever the —580G SNP was only found in 1 patient from
Africa, and is present in healthy African populations
(21).

Haplotype analysis of other candidate loci in the
TNFRSF1A4 mutation—negative families. We were unable
to identify any of the other known periodic fever loci or
the TNFRSFIB candidate locus in any of the 8
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Figure 3. Soluble tumor necrosis factor receptor superfamily 1A
(STNFRSF1A) levels in A, patients and families with tumor necrosis
factor receptor—associated periodic syndrome (TRAPS), B,
TNFRSFI1A mutation-negative patients and families, and C, patients
with sporadic TRAPS. Solid columns represent patients; open columns
represent asymptomatic family members; shaded columns indicate
probably affected family members. Upper and lower limits of normal
are shown by the horizontal broken lines. * denotes patients with renal
transplant; # denotes a patient receiving dialysis.

TNFRSFIA mutation—negative families. Genotyping
was performed on all available members of families 11,
14, and 15 (Figure 2). Each of these 3 families had at
least 3 affected members; family 14 was composed of 13
living members spanning 3 generations, of which 5
members were affected. Recombinants at each candi-
date locus were found in all of these families.

Family 11 (Irish Scottish). Both microsatellite and
SNP genotyping were carried out in family 11 in order to
compare extended haplotypes in the proband with C33Y
(family member 11-III-1) and the 3 affected relatives
(11-111-2, 11-I11-3, and 11-I1I-4) (Figure 2), who were
negative for this mutation. The 2 TNFRSFI1A mutation—
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Figure 4. Serial measurements of STNFRSF1A (in pg/ml; scale on
left), C-reactive protein (CRP) (in mg/liter; scale on right), and serum
amyloid protein (SAA) (in mg/liter; scale on right) in A, a TRAPS
patient with the R92Q variant and B, a TNFRSF1A mutation—negative
patient, showing that all levels tended to rise and fall simultaneously in
these patients. See Figure 3 for other definitions.
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negative siblings (11-11I-2 and 11-III-3) inherited differ-
ent haplotypes at this locus, as did their affected cousin
(11-III-4). Nevertheless, the clinical presentation was
markedly similar in all affected individuals in the family,
regardless of the presence or absence of mutations.

Family 14 (Irish). In family 14 the intragenic
marker (TNFRp55) was fully informative, and 1 recom-
bination was observed in an affected cousin (14-111-6)
(Figure 2), suggesting that TNFRSF1A is not the suscep-
tibility gene. Although cold intolerance and urticaria
were among the disease features in this family, no
mutations were found in the NACHT domain of
NALP3/CIAS1/PYPAF1; the MEFV and MVK loci were
also excluded.

Family 15 (Spanish/Sephardic Jewish). All 3 af-
fected members of family 15 shared a haplotype at the
TNFRSF1A locus, but this was also present in an unaf-
fected parent and sibling (Figure 2). The possibility of a
low-penetrance TNFRSF1A mutation was not supported
by the results of sequencing of the complete coding
region and 800 bp of the promoter region of TNFRSFI1A
in the proband. Furthermore, there were recombinants
at all other known periodic fever loci, as well as
TNFRSFIB (data not shown). FMF was also excluded by
direct sequencing.

Exclusion of mutations in both TNFRSFIB and
NALP3/CIAS1/PYPAF1 genes. No mutations in the
TNFRSFIB or NALP3/CIAS1/PYPAF1I genes were iden-
tified in the 8 TNFRSF1A4 mutation—negative families.

Soluble TNFRSF1A levels in plasma. Soluble
TNFRSF1A levels (normal range 746—1,966 pg/ml) were
reduced in most affected members of all of the TRAPS
families, regardless of the mutation (Table 1 and Figure
3A). The exceptions were 4 patients with renal insuffi-
ciency and 5 others, 2 of whom had very active inflam-
matory disease. Elevation of the STNFRSF1A concen-
tration in association with active inflammation was
shown to produce pseudonormalization of the value in
patient 5-II1-12 with the C52R mutation and the patient

Table 4. Mecan = SD soluble TNFRSF1A and TNFRSF1B levels in TRAPS families, TNFRSFIA
mutation-negative families, patients with sporadic TRAPS, and controls*

No. of Soluble TNFRSF1A, pg/ml Soluble TNFRSF1B, pg/ml
Subjects subjects (normal 746-1,966) (normal 1,003-3,170)
TRAPS families 19t 637 + 242% 2,181 = 560
Mutation-negative families 217 862 = 349 1,894 + 527
Sporadic TRAPS 114 1,417 = 735§ 2,530 = 1,468
Controls 24 962 * 228 -

* See Table 1 for definitions.
T All subjects were affected family members.
I P < 0.0001 versus controls.
§ P < 0.0033 versus controls.
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with sporadic TRAPS and the R92Q mutation (Table 1
and Figure 4). The relationship more generally between
STNFRSF1A concentration and the acute-phase plasma
protein response, determined by measurement of
C-reactive protein, is shown in Figure 4.

The sTNFRSF1A concentration was also low in
an asymptomatic carrier of the C52R mutation, and in 4
of 8 families in whom a TNFRSFIA mutation was not
found (Table 2 and Figure 3B). Among 114 patients with
sporadic TRAPS from whom sera were available for
study, values were around the lower limit of the normal
range in 34 (30%) and below this in 8 (Figure 3C). The
values in the remaining 72 patients with sporadic
TRAPS were either within (50 patients) or above (22
patients) the normal range. Soluble TNFRSF1A levels
were significantly lower in TRAPS patients with muta-
tions (mean * SD 637 = 242 pg/ml) (Table 4) than in
normal control subjects (962 * 228 pg/ml; P < 0.0001 by
Student’s 2-tailed ¢-test) (Table 4). Although the mean
value among affected members of mutation-negative
families (862 * 349 pg/ml) was within the normal range,
there was marked interfamilial variation, and very low
levels were observed in the symptomatic members of
families 11, 12, 13, 15, and 18. Repeated measurements
revealed low or borderline STNFRSF1A levels in mem-
bers of some other families (Figure 3B).

Plasma sTNFRSF1A levels varied substantially
among the patients with sporadic TRAPS and were
elevated in 19% (22 of 118) (Figure 3C). The mean
values in this group were significantly higher than in
controls (P < 0.0033) (Table 4), a finding that would be
expected in patients with active inflammatory diseases.
Levels of sSTNFRSF1B were similar among patients from
families with TRAPS, families without mutations, and
patients with sporadic TRAPS.

Determination of TNFRSF1A expression and
shedding by FACS analysis. TNFRSF1A was expressed
under basal conditions in most cells of the monocyte-
enriched population, at an intensity >10-fold greater
than in the isotype control. Preparations from 4 healthy
controls showed at least 35-40% TNFRSF1A shedding
following PMA stimulation (Figure 5). A value of <25%
was considered to indicate impairment of the
TNFRSF1A shedding mechanism, and this was demon-
strated in association with the T50K variant and, as
previously described (7), the T5S0M variant. In contrast,
receptor shedding comparable with that found in healthy
control preparations was demonstrated in the probands
of the families with the T37I mutation (Figure 5), the
ADA42, C52R, and N65I mutations, and in a patient with
sporadic TRAPS with the R92Q substitution.

A moderate-to-severe TNFRSF1A shedding de-
ficiency associated with low sTNFRSF1A levels was

CONTROL

T371 TRAPS PATIENT (1-I-1)

—

= T ! =, R —
) T = T

MUTATION NEGATIVE (12-1-1)
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Figure 5. Examples of TNFRSFI1A clearance from monocytes in
TRAPS and TNFRSFIA mutation-negative patients. Fluorescence
histograms are shown for a control subject and for the patient with the
T371 mutation, as well as a mutation-negative affected parent. Mono-
cytes were analyzed for TNFRSF1A expression before (dark blue
lines) or after (light blue lines) phorbol myristate acetate activation.
See Figure 3 for definitions.

present in all affected members of 2 mutation-negative
families (families 12 and 13) from the US (Figure 5), and
TNFRSF1A shedding was also impaired in the proband
of family 14. However, defective receptor shedding was
not seen in the affected mother (14-111-4), who also had
low sSTNFRSF1A levels.

Founder effect: intragenic haplotype sharing in
T50M and C88R carriers. The TSOM mutation, already
reported in Irish and French Canadian families (2), was
present in family 4 (English), and the C88R mutation
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Table 5. Haplotypes constructed from flanking TNFRSFIA microsatellite markers and intragenic
single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in affected members of 3 families with the TS0OM mutation and

2 families with the C88R mutation

Disease haplotype

D12S77
Family* D12S99 Exon 1 SNP p55 Intron 7 SNP microsatellite
T50M mutation
English (3 patients) 01 G 03 A 10
French Canadian 03 G 03 A 10
(2 patients)
Irish (6 patients) 03 G 03 A 08
C88R mutation
Scottish Australian 05 G 01 G 03
(3 patients)
Scottish Australian 05 G 01 G 03

(13 patients)

* The English family with the T50M mutation is family 4 in the present report, and the first Scottish
Australian family with the C88R mutation is family 9 in the present report; other families are from

previously studied series (2,7).

was found in family 9 (Scottish Australian), plus a
second Scottish Australian family from our initial series
(2). This raised the question as to whether these muta-
tions were due to genetic founder effects. Genotyping
included the 2 intragenic TNFRSFIA SNPs, an intra-
genic microsatellite (p55), and 2 flanking microsatellites
(Table 5).

A distinct common 5-marker haplotype, showing
linkage disequilibrium over at least 2 cM, cosegregated
with the C88R mutation (Table 5). However, in all
mutation carriers in the 3 T5S0M families, the flanking
microsatellites were divergent from a common haplo-
type, with convergence only at the intragenic markers,
where the haplotypes were identical. A common allele
(144 bp) of the TNFRp55 marker was observed in all
T50M patients, and combined with 2 intragenic markers,
produced a G-03-A haplotype in all 3 families (Table 5).

DISCUSSION

Our findings indicate that the genetic etiology
and pathogenesis of inherited inflammatory disease
among patients and families in whom there are clinical
and laboratory features consistent with TRAPS are
heterogeneous, in terms of both the presence or absence
of mutations in the TNFRSFIA gene and defects in
shedding of TNFRSF1A from cell surfaces. In half the
ADRF families investigated no mutation in the
TNFRSFIA gene was found to be responsible for the
TRAPS-like disease, and the relationship between de-
fects in STNFRSF1A shedding and plasma concentra-
tion of this receptor was inconsistent. Only 2 variants,
T50K and T50M, were associated with a marked shed-

ding defect, and the presence or absence of this defect
had no bearing on the severity of clinical symptoms.

It is notable that only 2 of the newly identified
mutations involved a cysteine residue, as hitherto these
have been associated with TRAPS in the majority of
cases. Based on the crystal structure of TNFRSF1A
proposed by Banner et al (29), both the F60 and T37
residues are crucial for proper domain-2 folding; F60 is
a structurally conserved residue between the second and
third extracellular domains, and T37 is also a conserved
residue between domains 1 and 2 and resides in the
beta-turn position in loop 2 of domain 1. Residue 42,
deleted in one of these families, is located adjacent to a
cysteine residue at position 43, and this deletion would
be predicted to significantly inhibit formation of the
disulfide bond with the cysteine residue at position 30.
Although it has been suggested that mutations that
disrupt cysteine residues confer an increased risk for
development of AA amyloidosis (7), this complication
evidently can occur in patients who have both noncys-
teine mutations and normal TNFRSF1A shedding. Du-
ration and severity of inflammatory disease are risk
factors for susceptibility to AA amyloidosis, but risk is
probably influenced by other genetic and possibly envi-
ronmental factors, as highlighted by the occurrence of
amyloidosis in half of the members of the Northern Irish
family with the AD42 variant, which was not associated
with particularly severe inflammation.

We also screened 176 patients with possible
sporadic TRAPS, the vast majority of whom were found
to be negative for the TNFRSF1A4 mutation. Findings in
these patients and some of the families confirm that the
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TRAPS clinical phenotype has a heterogeneous etiol-
ogy. Indeed it is remarkable that 3 of the 12 affected
members of the prototype FHF family (2) did not
actually possess the C33Y variant that segregated with
an apparently identical disease phenotype in the other 9
affected members.

A moderate-to-severe TNFRSF1A shedding de-
ficiency was present in some affected members of the 3
mutation-negative families in whom this was studied,
and several members of these families had low
STNFRSF1A levels. Among the patients with sporadic
TRAPS, sTNFRSF1A levels were lower than normal in
14, including the 1 patient with R92Q. These observa-
tions suggest that STNFRSF1A levels may be influenced
by other gene(s)/pathways, and we speculate that some
individuals who have constitutionally low sTNFRSF1A
levels might, in association with other environmental or
genetic influences, be susceptible to developing clinical
disease that is indistinguishable from TRAPS. It is
relevant that sSTNFRSF1A levels are normal in patients
with MWS/FCU/FCAS or hyperimmunoglobulinemia D
with periodic fever syndrome (Aganna E, et al: unpub-
lished data) as well as those with FMF (30), and that we
also found normal rates of TNFRSF1A cleavage in a
selected patient from each of these disease groups.

We have thus provided some evidence for other,
as-yet-unknown, susceptibility genes in TNFRSFIA
mutation—-negative families. Because there were 2 pa-
tients with sporadic TRAPS with the R92Q or ¢.193-
14G>A splice mutations, both of which are low-
penetrance (7), it might be surmised that these
mutations would be more common among asymptomatic
carriers and healthy controls, as well as in the sporadic
cases. The increased frequency of R92Q among TRAPS
patients (present in 1.4% of this group and absent in our
controls), as well as the low sSTNFRSF1A levels, suggest
that it is indeed a low-penetrance mutation rather than
a benign polymorphism. There is also accumulating
evidence that the presence of the R92Q and c.193-
14G>A TNFRSF1A variants in individuals who do not
have features of TRAPS may augment the intensity of
the nonspecific inflammatory response in other disease
processes, analogous to the situation among patients
who have the pyrin variant E148Q (7).

The phenotype of the Spanish/Sephardic Jewish
family with ADRF (family 15) is unusual. The symptoms
in this family included pericarditis and, although peri-
carditis can occur in FMF (31), the latter was excluded
by sequencing and haplotype analysis, and our findings
suggest that another gene is responsible for the disease
in this family. Potential candidates include members of
the ADAM gene family, involved in diverse processes

including ectodomain shedding (32), and ARTS1, an
aminopeptidase regulator of TNFRSF1A shedding.

Although a diversity of TSOM carrier chromo-
somes has been reported (7), a single conserved intra-
genic haplotype was demonstrated in 3 TSOM families in
this study. This suggests that TSOM is relatively ancient
and is carried on a specific haplotype which, over time,
has undergone meiotic recombination to generate the
various identified haplotypes. Because the C88R haplo-
type covers 2 cM, it probably has resulted from a more
recent mutational event, thus not allowing sufficient
time to permit recombination. Furthermore, this haplo-
type may have spread from Scotland to Australia with
the emigration of the eighteenth and nineteenth centu-
ries, and the 2 families with this mutation (family 9 and
the previously reported family [2]) probably share a
common ancestor.

From a clinical standpoint, we have shown that
plasma STNFRSF1A concentration can vary substan-
tially in individual patients according to the degree of
inflammatory activity. Therefore, the significance of
STNFRSF1A measurements should be interpreted only
with full knowledge of an individual’s clinical condition
and concurrent estimation of the acute-phase plasma
protein response.
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Capitol 4

CONCLUSIONS

1.

El 96% dels pacients amb diagnostic clinic de FMF 1 sense mutacions al gen MEFV
no presenten mutacions en els gens responsables d’altres SHFP: MVK,
CIAS1/NALP3/PYPAF1 i TNFRSFIA.

Una petita fraccid (4%) d’aquests pacients presentava mutacions al TNFRSFIA i
una clinica compatible amb la sindrome de TRAPS.

La deteccid de mutacions al gen TNFRSFIA en aquests pacients, ha permes el
diagnostic diferencial de TRAPS i el redrecament de la pauta terapéutica en aquests
pacients, els quals estan responent perfectament.

El diagnostic clinic de la FMF a la poblacio espanyola hauria de ser complimentat
amb els estudis genetics dels gens relacionats amb les SHFP.

L’existéncia de mutacions de novo en els gens implicats a les SHFP d’heréncia
autosomica dominant, modifica el patrd d’heréncia esperat en aquestes sindromes,

que pot ser un element més de confusid en el diagnostic clinic d’aquestes entitats.
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ANNEX

TEST DE L’ALLIBERAMENT DEL TNFR1: SHEDDING ASSAY

Es va obtenir la fraccid de cel.lules mononuclears de la sang dels pacients i dels
controls, per centrifugacié en un gradient de ficoll. Posteriorment, les c¢l.lules es van
estimular amb PMA a 37°C. Es van fenotipar i es va analitzar 1’expressio del receptor

per citometria de flux.

Obtenciod de cél.lules mononuclears:

- Diluir 20ml sang heparinitzada amb 60 ml de PBS estéril (1:4) en un
flascé mitja de cultiu.

- Preparar 4 tubs de 25 per cada individu amb 6ml de Ficoll (Histopaque-
1077; Sigma 1077-1) 1 dispensar 20 ml de sang diluida a cada tub.

- Centrifugar a 2000rpm durant 30 min amb capgals de fons pla (no conics) a
temperatura ambient.

- Recuperar I’anell de mononuclears amb pipeta Pasteur estéril i col-lectar els 4 anells
de cada individu en 2 tubs de 25ml. Afegir PBS atemperat estéril fins dalt.

- Centrifugar a temperatura ambient a 1500rpm 10 min. i unificar el pellet de cél.lules
en 1 sol tub.

- Rentar de nou pero a 4°C.

- En el darrer rentat, resuspendre en 20ml RPMI (10%FCS) fred 1 comptar les
cel.lules (10ul) mentre es centrifuguen (també¢ a 4°C).

- Ajustar el volum a 2x10° cels/ml.
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Activacio cel-lular

- Dispensar 1ml per situacié en tubs de 15ml de tub taronja amb fons rodé (no conic)

colocats en el gel. Situacions:

4°C (2ml)
37°C
37°C
37°C
37°C
37°C
37°C

5 min
5 min
10 min
10 min
15 min

15 min

+PMA

+PMA

+PMA

- Incubar primer els tubs de temps més llarg (tant amb PMA com sense PMA) i la

resta deixar-los en gel. Afegir als tubs que convingui 100ul de PMA a Ipg/pl

(acabat de descongelar i mantingut en gel; 100ng/ml final). Aixi, la reacci6 es parara

en el mateix moment per a tots els tubs.

- Passat el temps colocar tots els tubs en gel 1 afegir 10ml de PBS fred.

- Centrifugar a 1500 rpm 7 min a 4°C.

- Decantar el SN i resuspendre el pellet en 200ul de Tampd d’Incubacioé (en 500ul el

tub els 4°C).

Fenotipat

- Fraccionar 100ul de cada situaci6 a tubs de FACS que continguin:
Sul CD14-FITC/ 511 CD62L-PE o bé
Sul CD14-FITC/ 5u1 CD120a-PE

Es va procedir a la lectura pel citometre de flux, on es va analitzar la regié6 CD14+

corresponent a la fraccid monocitica, marcada en verd.
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CAPITOL 5:

Recerca de mutacions a les regions reguladores del gen MEFV en els

cromosomes no mutats de FMF i sense mutacions al MEFV

Una de les observacions més evidents del capitol 1 de la present memoria, Bases
genetiques de la FMF a la poblacio espanyola: caracteritzacio de les mutacions al gen
MEFYV i associacions genotip-fenotip, ¢és 1’alt percentatge de cromosomes no mutats
(CNM) en els quals després d’analitzar-hi els 10 exons del MEFV 1 les zones
introniques flanquejants, no es va detectar cap mutacid. El 53% dels pacients espanyols
de FMF eren portadors d’una o de dues mutacions al gen MEFV (16,4% portadors de
dues mutacions 1 36,4% heterocigots) i el 47% dels pacients no presentaven mutacions
codificants en el gen. Dels 72 CNM (el 71% dels cromosomes totals), 20 (27%) son de
pacients heterocigots i 52 (73%) son de pacients sense mutacions exoniques detectades
o pacients no mutats (PNM).

L’objectiu del segiient treball va ser establir si el “defecte” causant de la FMF en
els CNM es localitza en zones no exoniques al MEFV 1 per tant, establir si esta associat
al gen MEFV o si, pel contrari, la causa de la FMF es troba en un locus diferent
d’aquest. La recerca de mutacions MEFV als CNM es va abordar d’una banda,
analitzant la regi6é reguladora del MEFV situada a 5° del gen, i de I’altra, analitzant les

freqiiéncies haplotipiques dels CNM i les dels controls.

Analisi del promotor del MEFV

Es coneix que existeixen diversos mediadors inflamatoris que indueixen
I’expressio del gen MEFV huma. Aixi, ’LPS, TNFa i IFNy, activen la transcripcio del
gen en monocits, 1 INFy ho fa en neutrofils. Perd es desconeix el mecanisme pel qual es
dona aquesta activacio, i tampoc no s’ha caracteritzat el promotor minim del gen.

En base als resultats obtinguts in silico, s’han descrit una série de seqiiencies
consens, putatius llocs d’uni6 a factors de transcripcio a la regioé 5° del MEFV (Centola
et al., 2000) (Fig.1A). Entre ells, NFkB, i CCAAT/enhancer binding proteins (C/EBP),
c-myb, IFNy, PU.1 i AML.

Recentment, s’ha demostrat que els 243 pb de la regi6 5’ flanquejant al gen sén

suficients per induir I’expressido de MEFV sota I’estimul de TNFa. En particular, que els
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llocs d’uni6 per a NFkB i C/EBP son funcionalment importants en la inducci6 del gen
sota aquest estimul en cel.lules HeLa, als quals s’hi uneixen els factors de transcripcio

NFKB p65 (-163) i C/EBPb (-55) respectivament (Papin et al., 2003).

Figura 1. Esquema de la regi6 5 del gen MEFV i localitzacio dels primers de PCR (PromA i PromC) de
I’estudi. A; Localitzaci6 a escala de les seqiiéncies consens més destacades. B; Ampliacio de la seqliencia
Alu 1 posiciod de les dues variants detectades en PNM Espanyols de FMF. pb, parells de bases.

A
PU1 TAL1 AML IFNSR PU.1 C/EBPB
AluSx  IEN -320 -260 -247 -105  -77 -55
u Sx ¥
837 731 N |/ \ /7
IFNRF2  c-myb NFkB +1 ATG
-498 -403 -163 Regi6 codificant
é
PromC
100 pb
B PromA
Alu Sx |
-1242 TT -837
-938 -923
T>C G>A

Els mecanismes d’accidé d’aquests dos factors de transcripcio, NFkB p65 i
C/EBPS, sobre I’expressio del MEFV son diferents: C/EBPJ és essencial per la resposta
a TNFa mentre que NFkB p65 actua amplificant el senyal, de manera sinérgica amb
C/EBPB (Fig.2). També les mutacions en una o altra seqiiéncia consens tenen
repercussions diferents: mutacions en les seqiiencies consens de NFkB disminueixen
’activacio de la transcripcid del MEFV fins a un 50% mentre que mutacions puntuals en

C/EBP actuen com deleccions, abolint totalment la transcripcié del gen (Papin et al.,

2003).
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Figura 2. Model del paper de NFxBp65 i C/EBPbeta i dels respectius llocs d’uni6, en I’activacio de la
transcripci6é del MEFV induida per TNFa.
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La presencia d’alteracions en la seqiiencia d’aquests motius consens en els
CNM, aixi com en d’altres seqiiéncies presents a la regié 5’ del MEFV que també
podrien tenir repercussions sobre la transcripcié del MEFV o sobre la regulacio del
procés transcripcional, podrien constituir el “defecte” causant de la FMF associat a
aquests cromosomes i per tant, podrien a explicar la manifestacié de la FMF en pacients
heterocigots o en els no mutats. En base a aquesta hipotesi es va realitzar el segiient
estudi.

Per I’estudi de la regi6 5° del MEFV es van estudiar 35 dels pacients espanyols
de FMF no emparentats, dels quals 33 eren heterocigots pel MEFV i 2 eren PNMs.

Es va analitzar una zona de 1.500pb situats a la regi6 5° del MEFV per tal
d’englobar abastament les seqiliencies consens descrites. Per PCR, es va generar
I’amplimer corresponent a aquesta zona genomica (Fig.1A) que posteriorment es va
seqiienciar bidireccionalment amb tres parells de cebadors. Les seqiiencies dels

cebadors i les condicions d’amplificacio es mostren a la Taula 1.
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Taula 1. Seqiiéncia dels cebadors de la regio 5° del MEFV i condicions d’amplificacio.

Cebadors
PCR

Seqiiéncia (57-37)

Prom-A
Prom-B

Prom-C

ttg aga caa agt ccc get ct
cac tca gca ctg gat gag ga
agt tcc aaa ggc cag agt ga

Cebadors

seqiiéncia

SF1
SF2

SF3
SR1
SR2
SR3

ggg gtt tta ctg tgt tgg

gtc cct gaa acc ccg agt ct
cct cte tgt tee cac tea cc
aca aag cag cca gca ctc ag
cgg ctg tgt tct ctt ctt ac
ctc cag act cgg ggt ttc ag
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Condicions de PCR

Desnaturalitzacio

Amplificacio

Extensio final

94°C

94°C
60°C
72°C

72°C

1 cicle
5

35 cicles
45°

45>
1’30

1 cicle

200
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Es varen detectar 2 canvis en la seqiiéncia nucleotidica de la regio 5° del gen,
ambdues localitzades en la seqiiéncia repetitiva Alu i situades a les posicions —938 i —
923 respecte 1’origen de transcripci6 (Fig.1B).

El canvi T>C a la posicié —938 es va detectar en 48 cromosomes (69%), 45 dels
quals eren CNM de pacients heterocigots (94%) i 3 eren de PNM (6%). Es va estudiar la
possibilitat que la variant fos un polimorfisme: el SNP -938 es va detectar en la
poblacid control i en una freqiiéncia al.lelica que no diferia del grup de pacients, ni en el
seu global, ni separadament pel criteri de una o cap mutacié en el MEFV .

La variant al.lelica G>A a la posicido —923 es va detectar exclusivament en un
pacient i en cap dels individus controls. El pacient portador de la variant —923 era el
pacient index de la familia presentada al capitol 2. Breument, el pacient pertany a una
familia afectada d’una sindrome inflamatoria associada a la variant H478Y del MEFV i
caracteritzada per un fenotip sever, resistent a la colquicina, associat a amiloidosi i amb
un patré d’heréncia dominant. L’estudi familiar per la deteccié de la variant —923
indicava la segregacio d’aquesta amb la FMF, és a dir, tots els pacients eren portadors
del canvi —923 mentre que cap dels membres sans de la familia era portador de la
variant, de la qual cosa es dedueix que el SNP —923 i H478Y es troben al mateix
cromosoma. Val a dir que el CNM de cada un dels pacients d’aquesta familia seguia
sense tenir mutacions associades

La seqiiéncia Alu és, dels 1.500pb analitzats a 5’ del MEFV, la que es troba més
allunyada de I’inici de la transcripcié del gen MEFV, a uns 800pb. Els elements Alu son
seqiiencies d’uns 300 nucleotids de llargada que es retrotranscriuen i es tornen a integrar
en el genoma de manera aleatoria. S’ha proposat una diversitat de funcions pels
elements Alu entre les que destaca I’arquitectura cromosomica. A més, els elements Alu
han contribuit en gran mesura al desenvolupament de certes malalties humanes,
basicament mitjangant els mecanismes d’insercidé i de recombinaci6 no homologa.
S’estima que contribueixen a les malalties genétiques humanes per aquests mecanismes
en un 1% 1 un 0.3% respectivament (Deininger i Batzer, 1999). La majoria d’insercions
Alu que causen desordres genétics humans son els que s’inserten en zones exoniques 0
en introns relativament propers a exons, presumiblement alterant els mecanismes de
splicing. La influencia dels elements A/u en I’expressid génica quan s’inserten a 5’ dels
gens pero, depen de la distancia de la regio promotora o enhancer a la que s’han insertat.

S’ha descrit que la insercid d’elements A/u propera a aquestes regions influencien
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I’expressio geénica (Britten, 1996). En el cas del gen MEFV, es desconeix la influéncia
de les seqiiencies Alu situades a 5° del gen, a uns 1200 pb, sobre 1’expressio del gen o
en el control de la seva regulacid. Aixi com també I’efecte que poden produir la
preséncia de mutacions puntuals sobre aquests elements. En 1’actualitat no s’ha descrit
que aquests tipus de mutacions tinguin un efecte transcripcional ni associat a malaltia.

La variant al.l¢lica —923 sembla estar restringida a una Unica familia afectada de
FMF (o FMF-like), segregant amb la malaltia i també amb la mutacio del MEFV
H478Y, la qual cosa implica I’associacio fisica d’ambdues variants al mateix
cromosoma 1 I’abséncia de mutacions al CNM dels pacients d’aquesta familia. Una
hipotesi sobre el possible efecte de —923 en els pacients d’aquesta familia és que la
variant —923 regularia a I’alga la transcripcio del MEFV en cis, és a dir, sobre el mateix
al-lel, que alhora és portador de la variant exonica H478Y. Es postula que la produccio
de P/M mutada podria ser massiva respecte la proteina no mutada de 1’altre cromosoma,
la qual cosa explicaria I’efecte dominant que sembla estar exercint la variant H478Y i el
patr6 d’heréncia autosomic dominant de la malaltia en aquesta familia. En vista de la
localitzacié d’aquesta variant en una regiod Alu perd, el mecanisme proposat sembla poc
plausible. El més probable és que el SNP —923 sigui, simplement, la troballa d’un
polimorfisme poc freqiient en la poblaci6 (<0.05%) en desequilibri de lligament amb la
H478Y, i no pas el factor responsable de la malaltia en aquesta familia, la qual seria
causada per un efecte dominant negatiu de la mutaci6 H478Y (veure discussio del
capitol 2).

Malgrat aquests resultats, no es pot descartar |’existéncia de mutacions
introniques o a la zona no traduida a I’extrem 3’ del gen, que podrien ser importants en
la regulacié de la transcripcid o en la estabilitat del missatger del MEFV. En cas
contrari, les dades que aqui es presenten suggeririen 1’existéncia d’heterogeneitat de

locus en la base genetica de la FMF.

Analisi de les freqiiéncies haplotipiques del MEFV

S’havia demostrat 1’abséncia de mutacions en els 10 exons del MEFV, en les
zones introniques flanquejants als exons 1 en la regid 5° del gen en els CNM dels
pacients de FMF. La preséncia de variants al.léliques localitzades en zones no
analitzades, com ara I’interior dels introns o possibles zones reguladores a 3’ del gen, i
possiblement implicades en la transcripcido del MEFV o en la seva regulacid, podria

explicar per que els pacients heterocigots manifesten la malaltia. Una altra qiiesti6 seria,
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un cop detectada la possible variacié al.l¢lica, demostrar-ne la causalitat i el mecanisme
mitjangant el qual causaria la FMF.

Es pot hipotetitzar que aquestes mutacions dificultarien, desregularien o fins i tot
anul-larien ’expressio del gen MEFV del CNM. Per exemple, afectant I’estabilitat del
missatger del gen i dificultant el procés de traduccié de la P/M, regulant a la baixa o bé,
alterant-ne el control, de I’expressid especifica de teixit del MEFV. Sota aquesta
hipotesi, la manifestaci6 de la FMF en un pacient heterocigot, s’explicaria per la
presencia d’una variant no exonica en el CNM que complementaria amb la mutacid
exonica de I’altre cromosoma, actuant en realitat com un heterocigot compost. De la
mateixa manera, els PNM podrien ser portadors de dues mutacions, una en cada un dels
CNM. Val a dir que les possibles mutacions, haurien de ser freqiients, donat l’alt
nombre de pacients de FMF heterocigots i PNM detectats a la poblacié espanyola.

Per tal d’assolir I’objectiu del present treball es va optar per realitzar el calcul de
la freqiiencia dels haplotips intrageénics al MEFV observats en els CNMs i en la poblacio
control. Si la “buscada” mutaci6 fos freqlient, 1’haplotip amb el qual s’heretaria
s’observaria en major freqiiéncia en el grup de pacients que no en la poblaci6 control.
En el cas contrari, es podria afirmar I’abseéncia de defectes freqiients en els CNM en els
pacients de FMF alhora que suggeriria 1’existéncia de la participacié d’un, o més, loci
implicats en la FMF. Aquesta estratégia es plantejava alternativa a I’analisi seqiiencial
dels introns 1 de la regio reguladora 3’ del MEFV, i postergava els estudis d’expressio o
funcionals que evidentment, s’abordarien en els casos que es detectessin positius.

El grup control el constituien 100 individus sans (200 cromosomes). Els
haplotips del grup control es varen obtenir mitjangant el programa informatic Arlequin
2.000 que permet inferir haplotips per metodes estadistics 1 estimar les freqiiéncies
haplotipiques (veure detalls metodologics al capitol 6).

Els haplotips dels CNM provinents dels pacients heterocigots es varen
determinar mitjancant I’analisi de segregacié familiar o per clonacid, mentre que els
haplotips dels PNM es varen estimar mitjangant la mateixa metodologia que els
haplotips controls.

Es varen comparar les freqiiencies dels haplotips controls versus les dels CNM
mitjancant el test de la . El resultat va ser negatiu, és a dir, no s’ observaren diferéncies

estadisticament significatives entre els dos grups (x*=5.614, p=0.343).
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CONCLUSIONS

1. No existeixen mutacions freqiients en la regi6 5° del MEFV en els cromosomes no
mutats dels pacients espanyols diagnosticats clinicament de FMF, ni els dels
heterocigots ni els dels PNMs, que expliquin la seva afectacié per la FMF, en base

al model classic autosOmic recessiu de la malaltia.

2. El canvi —938 ¢és un polimorfisme present a la poblacié general espanyola.

3. El canvi —938 és una variant detectada Gnicament en una familia i associada a la

variant exonica H478Y.

4. La similitud en la freqliencia haplotipica observada dels cromosomes no mutats dels
pacients diagnosticats clinicament de FMF amb una o cap mutaci6, amb la
freqiliencia haplotipica detectada a la poblaci6 control, permet descartar amb una alta
probabilitat, I’existéncia de mutacions no exoniques que siguin les responsables de

causar la FMF en pacients amb una o cap mutaci6 exonica.

5. Aquest fet no descarta la possibilitat que algun d’aquests pacients sigui portador
d’una alteraci6é en el MEFV, no detectada amb la metodologia emprada, que en

qualsevol cas, seria poc freqiient.

6. Es confirma la possibilitat de que la sindrome inflamatoria que presenten els
pacients sense mutacions al MEFV constitueixi una entitat etiopatologica diferent a
la de la FMF classica i que, per tant, el defecte genctic es localitzi en un altre locus o

loci relacionats amb la regulaci6 del procés inflamatori diferent del MEFV.
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CAPITOL 6:

Dinamica genomica del locus MEFV i historia natural de les mutacions
causants de la FMF més freqiients al vessant occidental de la

Mediterrania

INTRODUCCIO

Al 1997, el Consorci Internacional i el Consorci Francés per a la FMF van
identificar el gen responsable de la FMF, el gen MEFV. Es varen detectar 4 variants a la
seqiiencia genomica del gen, M680I, M694V, M6941 i V726A, que segregaven amb la
FMF en families pertanyents a poblacions on la malaltia €s altament prevalent. La
freqiliencia de les variants al.leliques detectades en aquestes poblacions era molt alta: el
85% dels cromosomes dels pacients de FMF eren portadors d’alguna d’aquestes
mutacions.

Es va observar que cada una d’aquestes mutacions es transmetia a la
descendencia de manera associada, o en desequilibri de lligament (LD, de 1’anglés,
linkage disequillibrium), amb un o més haplotips determinats. La mutacié M694V es va
observar associada a dos haplotips: el Med(A), altament freqiient en pacients jueus del
nord d’Africa (JNAfr) i en menor grau en pacients armenis (Arm), i el B, detectat en
pacients jueus iraquians (JIr). La mutaci6 M680I, s’heretava lligada a 1’haplotip
anomenat Arm2, freqiient en pacients armenis i turcs (Tur) i la variant M694I es va
detectar associada a I’haplotip Ara2, observat en pacients arabs magrebhins (AraMgb) i
jueus no-ashkenazites (JNA). Finalment, la variant V726A s’heretava en LD amb
I’haplotip Arm3, present en pacients de diverses €tnies: armenis, jueus ashkenazites
(JA) i no-askenasites (JNA, basicament JIr), turcs 1 drusos.

El fet que els haplotips associats a la variant M694V convergien en la regio que
conté la mutacio, és a dir, que compartien la seqliencia propera al lloc de la variant,
suggeria 1’existéncia d’un haplotip fundador o ancestral. Per aquest fet, juntament amb
la deteccid d’aquests haplotips en poblacions amb un origen comu fa 2.000-2.500 anys,
es va hipotetitzar que la mutacié es podria haver generat en temps biblics, a I’antiga
Judea, i que els cromosomes actuals portadors de la M694V s’haurien generat a partir

de I’haplotip fundador originat a I’Orient Mitja.
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En aquest sentit, es va proposar una hipotesi sobre la historia natural de les
mutacions del MEFV, segons la qual, la mutaci6 M694V hauria tingut dues vies de
dispersio: 1) a I’oest per la costa africana fins a la Peninsula Ibérica, des d’on la mutacid
hauria tornat a migrar amb I’expulsié dels jueus sefardites decretada pels Reis Catolics,
i 2) al nord, bifurcant-se per Turquia i 1’Asia Menor, i per Grécia, Italia i la costa més
occidental de la mediterrania. Tanmateix, es va hipotetitzar que la mutaci6 V726A

s’hauria dispersat per I’Europa central i I’ Asia Menor (Fig.1).

Figura 1. Hipotesi sobre 1’origen i les vies de migraci6 de les mutacions del MEFV M694V i
V726A per la conca Mediterrania.

M694V M694V

D’enga que es va postular aquesta hipotesi pero, no s’ha avangat més en I’estudi
de la historia natural de les mutacions del MEFV. Els estudis que s’han anat publicant
s’han centrat en la deteccio de les mutacions causants de la FMF basicament en
poblacions ancestrals, en les freqiiéncies de les mutacions en aquestes poblacions, 1 en
I’estudi de possibles correlacions genotip-fenotip. Tampoc no s’ha profunditzat en
I’estudi dels haplotips de la poblacidé control; no es té coneixement de si hi ha un
haplotip majoritari i comu a tota la poblacidé espanyola o, contrariament, de si hi ha un
espectre divers d’haplotips associats al locus del gen MEFV, ni quins haplotips el

constitueixen.
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En el segiient capitol es pretenia abordar aquests aspectes en la poblacid

espanyola i1 xueta afectades per la FMF.

Haplotips MEFV a la poblacio control espanyola

El primer objectiu d’aquest treball va ser analitzar i descriure els haplotips
associats al locus MEFV en la poblacié control espanyola. En el cas d’observar un
espectre ampli d’haplotips, s’establiria una nomenclatura sistematitzada, es calcularien
les freqiiencies haplotipiques i s’analitzarien les similituds i diferéncies entre els
haplotips detectats, mirant d’establir-hi relacions, com ara 1’assignacié d’un haplotip
fundador o ancestral, a partir del qual es podrien haver originat la resta dels haplotips.
Finalment, s’estudiarien els possibles mecanismes responsables de la generaci6 de la

diversitat haplotipica observada.

Haplotips del MEFYV associats a mutacions en els pacients espanyols

L’altre objectiu principal del treball esta relacionat amb els haplotips associats a
les mutacions del MEFV causants de la FMF en pacients espanyols. Davant el
desconeixement de la historia natural de les mutacions més freqiients del MEFV en
poblacions no ancestrals, es va voler determinar, en primer lloc, els haplotips en que es
troben les mutacions en els pacients espanyols de FMF 1 assignar-los un nom en base a
la nomenclatura sistematitzada dels haplotips controls, que esdevingués de referéncia
per a altres estudis. En segon lloc, determinar la freqiiéncia de cada un dels haplotips
mutats 1 estudiar els mecanismes generadors de la possible diversitat haplotipica.
Finalment, analitzar aquests haplotips, relacionant-los amb els que es detecten en
poblacions ancestrals, és a dir, establir si séon els mateixos, si son haplotips
recombinants o si, pel contrari, son totalment diferents, la qual cosa suggeriria

I’existéncia de mutacions recurrents al vessant més occidental de la conca mediterrania.

Haplotips del MEFV en els pacients xuetes de Mallorca

L’objectiu d’aprofundir en I’estudi genctic dels pacients de FMF espanyols es va
fer extensiu al dels pacients pertanyents a la comunitat xueta de Mallorca, la qual cosa,
per les caracteristiques poblacionals d’aquesta comunitat, permetria obtenir una visid
més amplia sobre la historia natural de les mutacions a I’altra banda de la Mediterrania

1, pot ser també, ajudarien a concixer millor el background o rerafons genetic dels
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xuetes. Es determinarien les mutacions del MEFV causants de la FMF en aquests

pacients, els haplotips als quals estarien associades, i les freqiiéncies de cada haplotip.

Historia natural de les mutacions del MEFV. Genética de poblacions.

En base a les dades obtingudes un tercer objectiu seria postular una hipotesi
sobre la historia natural de les mutacions del MEFV al seu pas pel vessant occidental de
la Mediterrania: s’estudiarien les possibles relacions entre els haplotips mutats dels
pacients espanyols i els dels xuetes, aixi com la relacié d’aquests amb els haplotips
descrits en poblacions, tant ancestrals com no-ancestrals, i s’integrarien les dades
obtingudes en la hipotesi de la historia natural de les mutacions del MEFV postulada al
1997. Finalment, s’estudiaria si la informaci6 obtinguda en ’estudi del MEFV en els
pacients xuetes, més enlla de ser rellevant per la genética de la FMF, podria ser
interpretada en termes de 1’origen poblacional d’aquesta comunitat i si podria extreure-

se’n alguna conclusio.

METODOLOGIA

Es varen analitzar, per seqiienciacid automatica, un total de 29 marcadors
intragénics al gen MEFV, distribuits al llarg de la seva seqiiéncia geénica, des de ’exo 1
a I’ex6 10. Els marcadors utilitzats sén polimorfismes d’un sol nucleotid o SNP (de
I’angles, single nucelotide polymorphism), sindonims i no sindonims, que es localitzen
majorment en zones exoniques. Després de calcular les freqiiéncies al.leliques de cada
un dels marcadors en el grup control, es varen seleccionar els marcadors informatius
que s’utilitzarien per determinar els haplotips en els grups d’estudi (Taula 1).

El grup control estava constituit per 100 individus sans no emparentats: 200
cromosomes. La determinacié dels haplotips d’aquest grup es va realitzar per inferéncia
d’haplotips mitjancant el programa informatic Arlequin, versié 2.000. Aquest programa
proporciona un llistat dels haplotips i les seves freqiiéncies, inferits a partir de les dades
dels genotips dels individus de la mostra control, en base als haplotips estadisticament
més versemblants.

Del grup de pacients, es varen estudiar 50 pacients de FMF espanyols i 14 de
xuetes. En cap dels dos grups de pacients no hi havia individus emparentats. La
resolucio de les fases indeterminades, és a dir, 1’assignaci6 dels al-lels en cada una de
les posicions heterocigotes amb 1’al-lel mutat, es va dur a terme mitjangant I’analisi dels

familiars o, quan no va ser possible, es va clonar el cDNA del MEFV corresponent a
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cada al-lel de cada un dels pacients per obtenir-ne els haplotips matern i patern en cada

cas.

Taula 1. Freqiiéncies al.leéliques dels 9 SNPs en la poblacié control
espanyola (200 cromosomes) que defineixen els haplotips intragénics del

gen MEFV.
Polimorfisme Al-lel Freqiiéncia al.l¢lica (%)
D102D T 59.5
C 40.5
G138G G 41
A 59
AL65A c 59.5
A 40.5
R202Q G 75
A 25
R314R T 53
C 47
EA74E A 515
G 48.5
04760 G 51.5
A 48.5
D510D ¢ 52
T 48
P588P G 50
A 50
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RESULTATS

Haplotips controls

L’analisi dels haplotips controls mostra que hi ha 6 haplotips intrageénics del
MEFV majoritaris (M) a la poblacid, anomenats M1-M6, que representen el 92% dels
cromosomes (Fig.1 de I’article).

Els haplotips M estan constituits per dos blocs, separats pel I’intro 2, 1 per

combinacions dels subhaplotips de cada un dels blocs (Fig.2).

Figura 2. Representacio esquematica a escala de la regido genomica del locus MEFV, al 16p13.3,
localitzacié dels SNPs intragénics utilitzats per la descripcio dels haplotips intragénics i els 6 haplotips
majoritaris de la poblacié control espanyola (M1-M6). Els blocs de cada subhaplotip s’indiquen amb
diferents tonalitats i la localitzacid del punt calent de recombinacio, a I’intr6 2, amb una fletxa.

Punt calent de recombinacio

centromer @ telomer
-

TACG T AGC G M
TACG C GAT A M2
CGAA T AGC G M3
CGA A C GAT A M4

T AGC G M5
CGAG C GAT A M6

Es va estudiar el LD a dos nivells, per tests de correlacié (%) i pel test de Fisher.
Les freqiiencies haplotipiques dels haplotips majoritaris es troben en equilibri de
lligament respecte a les freqliencies de cada subhaplotip. En canvi, hi ha un altissim
desequilibri de lligament (LD) dins de cada bloc. Val a dir que el LD existent al bloc 5°,
on coexisteixen els subhaplotips TACG, CGAA i CGAG, és encara més alt si no es té
en compte la darrera posicio (R202Q), com ho indiquen els valors del test de Fisher i els
valors de I’index de correlacié (1”) dels SNPs que conformen els blocs 5 i 3’ del gen
(Fig.3). El parametre FNF es basa en el principi que el nombre d’haplotips diferents
associats a un locus determinat, en general, decreix a mida que augmenta el LD existent
en aquest locus. El valor de FNF correspon a la fracci6 d’haplotips esperats no

observats i es calcula amb la formula:
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FNF= (Kmax‘Kobs)/ (Kmax' min)

on Kgps €s el nombre observat d’haplotips, Knax €s el nombre d’haplotips esperats en
equilibri de lligament 1 Ky, €s el minim possible d’haplotips donat els nombre d’al-lels

a cada locus (per cada haplotip amb només loci bial.l¢lics, Ky, =2)

Figura 3. Significacié dels tests exactes de Fischer per a
I’associacio dels al-lels entre els diferents SNPs constituents
dels haplotips del MEFV

D102 . p<1077

(,135_; T o107
Al165
R202 p>0.01
R314
E474
Q476
D510

Per tal de valorar la diversitat d’haplotips observada al locus MEFV, es va
estimar el valor de FNF amb les dades dels 200 cromosomes de la poblacié control
espanyola. Es varen observar un total de 18 haplotips diferents del locus MEFV i un
valor de FNF de 0.896, mentre en condicions d’equilibri de lligament se n’haurien
esperat un total de 156 haplotips i un valor de FNF de 0. Donada la distribucio del
nombre d’haplotips esperat, el valor observat va ser de 28.02 desviacions estandards per
sota de la mitja. Aixi, fins i1 tot encara que els dos blocs del locus MEFV estan en
equilibri de lligament 1’un respecte 1’altre, el LD dintre de cada bloc és suficient com
per reduir la diversitat fins als 18 haplotips diferents detectats a la poblacio espanyola.

Es va estimar el valor FNF per a altres gens, a partir de la base de dades

ALFRED (http://alfred.med.yale.edu) la qual ofereix les freqiiencies haplotipiques

d’altres gens i es van comparar els valors de FNF (Taula 2). Les dades demostren que la
diversitat d’haplotips associats al MEFV és limitada. Només el gen ATM té tan poca

diversitat com el MEFV, i amb diferéncia dels valors obtinguts per a altres gens.

141



Capitol 6

Taula 2. Valors de FNF del gen MEFV i altres. 2N, grandaria de la mostra en nombre de cromosomes;
SNPs, nombre de SNP estudiats per a cada gen; K, nombre dels haplotips diferents observats; K esp,
nombre esperat d’haplotips diferents donat la grandaria de la mostra i les freqiiéncies al.l¢liques, en
condicions d’equilibri de lligament; FNF, de 1’anglés Fraction not Found, fraccié dels haplotips
esperats que no observada a la mostra; d, distancia en nombre de desviacions estandard entre K i
Kesp.

Gen 2N SNPs K Kesp p FNF d

ATM 154 14 7 148.9 10° 0.953 +0.017 64.10
MEFV 200 9 18 155.98 107 0.885 +0.026 28.02
PAH 178 6 24 46.71 10° 0.486 £0.073 8.43
ADH 174 7 17 37.13 10° 0.542 +0.082 7.69
D4S10 180 5 16 25.96 10° 0.384 +0.095 5.87
yw 300 6 15 22.40 1.8x10™* 0.330 +0.099 3.52
HOXBo 60 5 9 14.39 2.3x107 0.375 +0.128 2.94

Haplotips mutats

L’estudi dels cromosomes dels pacients espanyols mostra que el context
genomic de cada una de les mutacions correspon als haplotips trobats a la poblaci6
control (Figura 2 de I’article). Les mutacions més freqiients en el grup de pacients
espanyols es troben associades a més d’un haplotip i no hi ha cap haplotip associat a
una mutacio en concret (Fig.4).

La mutacié M694V s’observa associada, per ordre de freqiiéncia, a 1’haplotip
M6 i1 a I’haplotip M4, altrament anomenat Med(A), entre els quals la posicié R202Q és
la inica diferéncia. Els haplotips observats associats a la mutacié E148Q en els pacients
espanyols, M1 1 M2, convergeixen al bloc de 5° del MEFV, el qual conté la mutaci6. La
variant al.lelica M6941 és la que es detecta associada a un més ampli espectre
d’haplotips: M2 també anomenat Ara2, i dos haplotips més no descrits préviament.
Finalment, es descriuen per primera vegada els haplotips associats a la variant K695R, i
a la menys freqiient 1591T, 1 se suggereix un efecte fundador també per a aquestes
mutacions. La variant V726A, molt freqiient en poblacions ancestrals, s’ha detectat en
només un cromosoma i associada a I’haplotip M1, també anomenat Arm3(C).

Les mutacions M694V i E148Q son les uniques variants del MEFV observades
en els pacients xuetes, les quals es varen detectar en 12 1 un cromosomes
respectivament. M694V es troba associada als mateixos haplotips que en els pacients
espanyols, M4 i M6, pero a diferéncia d’aquest, I’haplotip més freqlientment associat a

la variant és M4 (Fig.4).
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Figura 4. Nombre de cromosomes mutats de pacients de FMF espanyols i xuetes, agrupats
pels haplotips que contenen les mutacions.
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Mutations at the MEFV gene cause, with various degrees of penetrance, familial
Mediterranean fever (FMF). This disease is more prevalent in the Middle East than
elsewhere, and most studies have focused on those populations. However, FMF occursalsoin
the Western Mediterranean and these populations should be taken into account for a
complete view of FMF. We have analyzed intragenic MEFV SNPs in Spanish and Chueta
(descendants of converted Jews) FMF patients and controls, and this constitutes the first
systematic survey of normal MEFV SNP haplotype structure and variability. Our findings
have allowed usto systematize the nomenclature of MEFV haplotypes and show that thereis
strong linkage disequilibrium (L D) at the MEFV locus and an intragenic recombination hot
spot. The high local LD, regardless the recombination hot spot, is responsible for the limited
diversity of the MEFV control haplotypes found in the Spanish population and it suggests
that it may be a common feature to all Mediterranean populations. The MEFV mutation
spectrum in Spain is quite diverse, and similar to those of France and Italy. On the contrary,
the Chueta spectrum was poorer and closer to that of North African Jews, suggesting a
direct connection with the Jewish diaspora. © 2004 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: MEFV; FMF; SNP; haplotype; linkage disequilibrium; recombination hotspot

INTRODUCTION

Familial Mediterranean Fever (FMF, MIM# 249100) is an autosomal recessive disease characterized by
recurrent short episodes of fever and serositis which may lead to secondary Amyloid A (AA) amyloidosis and
renal failure in some patients [Sohar et al., 1967]. FMF affects predominantly people from the Middle East: Non-
Ashkenazi Jews (NAJ), Arabs, Armenians and Turks, which are often called “the ancestral populations’. It is less
frequent in other Mediterranean populations, and sporadical elsewhere [Touitou, 2001]. It has been shown that
FMF is caused by mutations at the MEFV gene (MEditerranean FeVer), located in chromosome 16p13.3 [The
French FMF Consortium, 1997; The International FMF Consortium, 1997].
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Four missense mutations — ¢.2040G>C (M680I), c.2080A>G (M694V), ¢.2082G>A (M694l) and ¢.2177T>C
(V726A) — were found to be associated with FMF in Jewish, Arab, Armenian and Turkish FMF families,
accounting for 85% of FMF chromosomes. Additionally, the M694V mutation was associated with the Med (A)
haplotype and with the B haplotype. The finding that these two haplotypes converged at intragenic SNPs and the
fact that were found in populations relatively isolated for centuries suggested that the M694V variant may be an
ancient mutation, originating 2,500 years ago. To date, up to 40 MEFV mutations have been reported in the
INFEVERS database (http://fmf.igh.cnrs.fr/infevers), being distributed in a wide range of non-ancestral
populations [ Sarrauste de Menthiere et al., 2003].

In the present study we have characterized the MEFV SNP haplotypes in Spanish and Chueta (descendants of
Majorcan Jews) FMF patients and in Spanish controls in order to address a number of issues. Patterns of linkage
disequilibrium (LD) in control haplotypes can be used to infer the genomic dynamics of the MEFV region,
including the detection of a recombination hotspot in intron 2. The knowledge of SNP haplotype backgrounds in
controls allows also to systematize its nomenclature in mutated chromosomes. This information can be then
applied to the reconstruction of mutation history and, in particular, to the dispersion of FMF in the Mediterranean
basin.

MATERIALSAND METHODS

Patients and control subjects

Both approval from the Institutional Review Board of the Hospital Clinic, Barcelona, and written-informed
consent from controls and patients were obtained for the present study.

The control group consisted of 100 anonymous autochthonous mainland Spanish healthy donors. This sampleis
intended as a control for the general Spanish FMF patients rather than for our Chueta patients.

A panel of 50 unrelated Spanish FMF patients was studied. No known consanguinity and no Jewish ancestry, or
other ancestry in populations of high FMF incidence, was known for those patients. A group of 14 Chueta
unrelated FMF patients from Mallorca, the largest of the Baearic Islands, was also studied. Chuetas are the
Mallorcan individuals who carry one of the 15 surnames belonging to crypto-Jews who were persecuted and
stigmatized by the Spanish Inquisition in the 17th century and whose descendants were marginalized from
mainstream Mallorcan society ever since. Their genetic Sephardic Jewish origin has been shown by the affinity of
their HLA haplotypes to those of other Jewish communities [Crespi et al., 2002]. All studied patients were
diagnosed with FMF according to the clinical Tel-Hashomer diagnosis criteria.

MEFV haplotype deter mination

Determination of the MEFV intragenic SNP haplotypes was performed by DNA sequencing: al 10 MEFV
exons as well as the immediately adjacent intronic sequences were analyzed as previously described [The
International FMF Consortium, 1997]. Phase resolution of FMF patients was achieved by genotyping
asymptomatic parents or siblings or, when not available, by cloning MEFV cDNA of each patient [Papin et a.,
2000]. MEFV control haplotype frequencies were estimated on the basis of unphased genotype data, with the EM
algorithm as implemented in the Arlequin software [ Schneider et al., 2000].

The reference sequence and version number of MEFV cDNA used is NM_000243.1 (GenBank). The SNPs and
mutations studied, in order from centromere to telomere, were: ¢.181C>T (x1/Y65Y), ¢.306C>T (x2.1/D102D),
c.414G>A (x2.2/G138G), ¢.442G>C (E148Q), ¢.488A>C (E163A), c.495A>C (x2.3/A165A), ¢.501G>C (E167D),
C.605G>A (x2.4/R202Q), ¢.800C>T (T2671), c.942C>T (x3.1/R314R), c.955A>G (E319K), ¢.1179C>T (x3.2
P393P), ¢.1356+43A>G (i4.1 ), c.1422A>G (x5.1 EA74E), c.1428A>G (x5.2/Q476Q), ¢.1432C/T (H478Y),
€.1437C>G (F479L), ¢.1530C>T (x5.3/D510D), ¢.1610+95C>T (i6.1), c.1759+325A>G (i8.1), c.1759+333T>A
(i8.2), c.1764A>G (x9.1/P588P), ¢.1772T>C (1591T), ¢.2040G>C (M680l), c.2040G>A (M680l), c. 2040G>C>A
(M680I), c.2080A>G (M694V), c.2082A>G (M694l), c.2084A>G (K695R), ¢.2177T>C (V726A), €.2230G>T
(A7449), according to previous nomenclature [underlined; see The International FMF Consortium, 1997; Bernot et
al., 1998]. Haplotypes were constructed with the nine informative SNPs underlined above.
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Numerical analyses

LD among pairs of SNPs was measured with r* and tested for significance with Fisher's exact test, by using the
Arlequin 2.000 software [Schneider et a., 2000]. An overall measure of LD at MEFV was obtained by computing
the FNF (“Fraction Not Found”) statistic [Mateu et al., 2001]. FNF at MEFV was compared to that in other genes
by extracting data on haplotype frequencies deposited at ALFRED (http://afred.med.yale.edu) [Rajeevan et d.,
2003] on those genes for which five or more SNPs had been typed.

Reynolds genetic distances [Reynolds et al., 1983] between populations were calculated using their relative
MEFV mutation frequencies regardless of haplotype background (since this information was not available for
many of those) using the Arlequin 2.000 software [ Schneider et al., 2000]. The Spanish and Chueta were compared
to French, Itaians, Greeks, North African Arabs, Palestinians, Turks, Armenians, Ashkenazi Jews, and North
African Jews [Dode et al., 2000; Shinawi et a., 2000; Touitou, 2001; La Reginaet al., 2003].

RESULTS

Control haplotypes

Analysis of MEFV control haplotype frequencies revealed that 92% of chromosomes were accounted for by
six major haplotypes (M1-M6). The remaining 8% of the chromosomes carried 12 minor haplotypes (m1-m12), in
frequencies ranging from 0.5% to 1.5% (Fig.1). Besides their high frequency, major haplotypes show a peculiar
structure: they consist of two blocks, separated by intron 2, and the six haplotypes are the combinations resulting
from taking subhaplotypes from each block. That is, the exon 2 SNPs show three subhaplotypes: TACG, CGAA,
and CGAG (the latter may have arisen by a rare within-block recombination or by back-mutation at position
R202Q; Fig.1), and SNPs in exons from 3 to 9 form subhaplotypes TAGCG and CGATA. The haplotype
frequencies are at linkage equilibrium with respect to the subhaplotype frequencies in each block (c*=4.637, 2 d.f.,
p=0.0984), suggesting that either an ancient recombination event or a high recombination rate at intron 2 maintains
linkage equilibrium between the blocks. Most minor haplotypes can be explained as intrablock recombinants.

Intragenic SNPs

E2 E3 ES E9
SRR N R 2 S T ¢
Haplotypes AP o= & Frequency %
M1 T ACGTAGTCG 275
M2 T ACGCGAT A 27.5
M3 T A G C G 14
M4 C G AT A 7
M5 [OINCRVANCeN T A G C G 7
M6 OV NNER C G A T A 9
92 total M
ml T A CGTAGTC A 1.5
m2 T A CGTGAT A 0.5
m3 T A CGT n n n A 0.5
m4 T A C G Cn n n A 0.5
m5 C G ATG 1
moé T G AT A 1
m7 C G A CA 0.5
m8 n n n n n 0.5
m9 T A G C A 0.5
m10 n C G AT A 0.5
mll C T A G C G 0.5
ml2 C n CGATA 0.5
8 total m

Figure 1. MEFV SNP haplotypes in the control Spanish population and their frequencies (200 chromosomes). M, major haplotypes.
m, minor haplotypes. E, exon. n, undetermined.

LD was considered at two levels: as pairwise tests and jointly for the whole gene. Measures and tests of LD
showed extremely high within-block LD, with r?> = 0.81-1 (median, 0.94) in pairs not including c.605G>A
(R202Q), and r? = 0.44-0.48 in pairs including R202Q. In both groups of cases, all Fisher's exact tests yielded
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significances ~0. In contrast, between-block LD was nonexistent, with r> = 0.0008 - 0.054 (median, 0.002) and
Fisher’s exact tests were not significant (except for R202- P588, p=0.027).

The overall extent of LD at MEFV was assessed through FNF, that is, the fraction of the number of different
haplotypes expected under linkage equilibrium that was not found. In a sample of 200 chromosomes, we found 18
different haplotypes at MEFV, while the expectation under linkage equilibrium was 155.98, and FNF=0.896. Then,
even if the two blocks within MEFV are essentially in linkage equilibrium from each other, LD within the blocks is
sufficient to deplete the overall haplotype diversity. In order to provide some context for this result, we selected all
genes in the ALFRED database for which 3 5 SNPs had been typed and haplotypes inferred. The results showed
that among ADH, ATM, D4S10, HOXB6, PAH and VW genes, only ATM presents a higher FNF than MEFV.

Non-synonymous SNPsin the control population. Carrier frequency

Three non-synonymous changes were detected in the control sample: ¢.442G>C (E148Q), R202Q and
€.2230G>T (A744S). Since their relation to FMF is controversia for some of them, we compared their frequencies
in cases and controls to detect any possible association.

At codon 148, dlele frequencies were 98.5% E and 1.5% Q in the control population, whereas in the 142
chromosomes of the Spanish FMF group they were 85% E and 15% Q. The frequency of E148Q is significantly
higher in the FMF cases (c?= 32.23, p= 1.4° 10°®), which can be interpreted as E148Q carrying a relative risk at
FMF of 16.4 timesto carriers (95% CI: 4.7 to 56.8). These data replicate a previous report which described E148Q
as a mutation with low penetrance since it was detected at frequencies of about 2% in CEPH controls and 24% in
European and Middle Eastern FMF cases [Bernot et al., 1998; Aksentijevich et al., 1999].

At codon 202, alele frequencies in the control and FMF population were exactly the same: 75% R and 25% Q.
Since these frequencies were obviously not significantly different from each other, R202Q is not associated with
FMF in the Spanish population and does not confer a significant risk at suffering the disease, as previously
reported [Bernot et al., 1998].

The A744S substitution has sporadically been found both in afew FMF patient and in controls, and its statusin
relation to the disease has not been firmly established [Bernot et al., 1998; Aksentijevich et al., 1999]. We have
found it in two out of 200 Spanish control chromosomes, in two healthy relatives of FMF patients, but not in
patients themselves. Thus, the role of A744S remains unclear, and larger numbers of patients and controls may be
needed to determine whether it can be understood as a polymorphism, arisk factor, or atrue mutation.

No other FMF-causing mutations, such as those found in the Spanish patients, were detected in the sample of
200 Spanish control chromosomes. Thus, the carrier rate would be 2.5% if E148Q and A744S are considered, but 0
if only highly-penetrant mutations such as M680I, M694V, M694l, and V726A are taken into account. These
figures are much lower than those found in Middle Eastern populations, where carrier rates are 37% in Armenians,
over 20% in Turks, Non-Ashkenazi and Ashkeani Jews, and 10-23% in Arabs [Touitou, 2001].

Spanish FMF haplotypes

The exons and flanking intron sequences of MEFV were sequenced in 100 chromosomes of 50 Spanish FMF
patients. In 32 of them, nine different mutations were found; these are given in figure 2, along with their associated
haplotypes. M694V is the most frequent variant in the Spanish mutated chromosomes (12/32, 37%). It was linked
to the background haplotypes M6 (eight chromosomes) and M4 (four chromosomes). The M694V-M4 haplotypes
showed an identical SNP haplotype to the previously reported founder Med(A) haplotype [The French FMF
Consortium, 1997; The International FMF Consortium, 1997]. The M694V-M6 haplotypes only differed from the
Med(A) haplotype at the R202Q position. Consistent with its high frequency and wide distribution, the M694V -
M4 haplotype could be the founder from which the M694V-M6 haplotype had appeared (probably by
recombination at the intron 2 hotspot), and genetic drift would explain the inverted founder versus recombinant
hapl otype proportion of the M694V -bearing chromosomes within the Spanish FMF chromosomes.

E148Q was found in five Spanish FMF chromosomes (5/32, 16%), three with an M1 background and two with
M2. This mutation has been frequently reported in complex alleles with several mutations such as V726A [Bernot
et al., 1998; Aksentijevich et al., 1999], M694l [Booth et al., 2001] or P369S [Aksentijevich et a., 1999].
However, no complex alleles were found in our Spanish FMF patients; patients carrying E148Q and a different
mutation were demonstrated to be compound heterozygotes by family and cloning analysis. The E148Q-M1
intragenic SNP haplotype was previously reported in patients of these Jewish groups and in others of diverse
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ethnicities. The two E148Q-bearing haplotypes of our study group converged at exon 2, within the TACG motif,
according to previous data [Aksentijevich et al., 1999], supporting the hypothesis of a common founder haplotype.

Spanish and Chueta FMF chromosomes

Intragenic SNPs

Mutant haplotype E2 B3 ES £

MEFV  Background frequency (c) a E% 5 g g = g £ 5 Previous
Mutation  haplotype Spanish ~ Chueta Ao < & 2 & & A £ nomenclature
M694V M6 66 (8) A VNl C G A T A .

M4 33(4) 9(10) CGATA Med(A)"

M2 0 0 T ACGCGAT A BP
E148Q Ml 60 (3) 1(1) T A|C G TAGTCG -

M2 40(2) 0 T AIC G C G AT A .
K695R M2 .80 (4) 0 T ACGCGAT A| -

M4 20 (1) 0 [CNGANAI C G AT A -
M6941 M5 50(2) 0 Il T A G C G ¢

Ml 25(1) 0 TACGTAGTCG -

M2 25(1) 0 T ACGGCGAT A Ara2
I591T M3 1(Q2) 0 [GGAA T A G C G| -
V726A Ml 1(1) 0 T ACGTAGC G| Am3q)
E319K Ml 1(1) 0 T ACGT|AGCG -
E163A M6 1(1) 0 IVl C G A T A -
H478Y M5 1(1) 0 Vel T A G|C G -

Figure 2. Mutation bearing FMF chromosomes, their background haplotypes and frequencies found in the Spanish and Chueta FMF
patients. The vertical red bar indicates the genomic position of the mutation relative to the intragenic SNPs. ?Bernot et al. "The
International FMF Consortium. “Aksentijevich et al. 9The French FMF Consortium. M, major haplotypes. E, exon. ¢, chromosomes.

K695R comprises 5/32 (15.6%) of the mutated chromosomes in the Spanish cases. It is associated in our sample
with haplotypes M2 (four chromosomes) and M4 (one). These two backgrounds can be explained by a
recombination at intron 2, where most recombination within MEFV occurs; this makes recombination much
likelier than recurrent mutation as the explanation of the presence of K695R in two different haplotype
backgrounds. In fact, thisis the first description of the haplotypes associated with K695R.

M694l was detected in 4/32 mutated chromosomes (12.5%), associated to three different haplotypes: M5, M1,
and M2. The M694I-M2 haplotype corresponds to the Ara2 founder haplotype, previously reported in two Arab
and one Jewish patients [The French FMF Consortium, 1997; Bernot et a., 1998]. All three haplotypes can be
connected easily by recombination (either at intron 2 or at intron 9) with frequent haplotypes, however, given the
small sample size, an ancestral haplotype cannot be inferred.

The V726A mutation was found in a single FMF chromosome harbouring the background haplotype M1, which
corresponds to the haplotype named Druze (C) [The French FMF Consortium, 1997; The Internationa FMF
Consortium, 1997; Booth et a., 2001] found in several ethnicities.

A group of rare mutations, including three private mutations, is found in 16% of mutated Spanish
chromosomes: I591T, in exon 9, was first described in a French patient [Touitou, 2001]. Here, we show that the
I591T mutation found in two unrelated Spanish patients [Aldea et a., 2002] is associated with the same
background haplotype (M3), which suggests a common founder haplotype. The private mutations E319K, E163A,
and H478Y [Aldea et al., 2003] mutations were found associated with the M1, M6 and M5 haplotypes
respectively.

Chueta FMF haplotypes

In a sample of 14 unrelated Chueta FMF patients the M694V and E148Q mutations were found. The associated
MEFV SNP haplotypes are shown in Figure 4.
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M694V was associated with the background haplotype M4 (ten chromosomes) previously reported as Med-(A)
[Domingo et a., 2000] but also with the M6 haplotype (one chromosome). Both M694V-bearing haplotypes are
also found in the group of Spanish FMF chromosomes, but, contrary to the latter population, in Chueta M 694V
chromosomes the presumably ancestral M4 background is, by far, the most frequent. The E148Q mutation was
associated with the M 1 haplotype (one chromosome).

DISCUSSION

MEFV genomic dynamics

The genera description of the MEFV haplotypes for the first time in a control population has alowed to
establish a systematic nomenclature for MEFV haplotypes (Fig. 2) which can be used as a reference framework for
mutation studies. Six maor haplotypes were found, with frequencies ranging from 7% to 27.5%; these were
estimated with the EM agorithm, which has been shown to be much more precise in estimating the frequencies of
common rather than rare haplotypes [Tishkoff et al., 2000]. Thus, we do not expect that the use of the EM
algorithm has biased our description of haplotype structure at MEFV.

The MEFV SNP haplotype study in the Spanish general population clearly showed two regions separated by
intron 2 with a limited number of subhaplotypes each. The six most frequent MEFV haplotypes in the control
population are found at frequencies that would be expected under a random association of subhaplotypes. That is,
thereis strong LD between exon 2 SNPs and between exon 3 to exon 9 SNPs, but these two blocks are essentially
at equilibrium. There are two possible explanations for this situation: i) continuous recombination at intron 2
(which would be a recombination hotspot), or ii) an ancient recombination event, again at intron 2. The first
hypothesis would be much more efficient in maintaining haplotype frequencies at equilibrium between the two
blocks, and could explain why LD is amost complete between SNPs R314 and P588 (which are ~5.9 Kb apart) but
nonexistent between R314 and R202, which are physically closer (~4.5Kb). An ancient recombination event, and
low recombination thereafter, would have allowed haplotype frequencies to drift from equilibrium independently
in different populations. Then, although a recombination hotspot explains best haplotype frequencies in the
Spanish population, determining haplotype frequenciesin other populations would help in resolving the question.

The structure of LD in MEFV can be used to define a set of three tag SNPs; R202Q, plus one of any other SNP
at exon 2 (D102, G138 or A165), plus one of any of the SNPs between exons 3 to 9 (R314, E474, Q579, D510 or
P588). This set would capture any of the haplotypes that are found at frequencies over 5% in the control Spanish
population and that add up to 92%.

Thenatural history of MEFV mutations

Nine different MEFV mutations were found in 32 Spanish FMF chromosomes; three of those were private. Two
features of the Spanish MEFV mutation spectrum seem more prominent: the presence of K695R at relatively high
frequencies, and the fact that most of the M694V mutants fall on an M6 SNP background rather than on M4, which
is the most frequent elsewhere and presumed to be ancestral; both findings can be easily explained by drift.

We compared the Spanish MEFV mutation spectrum with those of 10 other populations and found that the
Spanish are closest to the French and Italian MEFV spectra (Reynold’ s genetic distance equals 0.04 in both cases);
this genetic distance is half of that to next closest population, the Turks. Fisher’s exact tests showed that mutation
frequencies are significantly different between Spanish and any other populations at the p=0.01 level, except for
the comparisons between Spain and France and Spain and Italy. Then, a Western Mediterranean MEFV mutation
spectrum can be defined, which is at least quantitatively distinct from that of the so-called ancestral populations.
Probably, other mechanisms besides the Jewish diaspora can explain the diffusion of MEFV mutations in the
Western Mediterranean. In particular, gene flow associated with personal mobility may have spread mutations
from the Middle East in the at least 100 generations since the appearance of the most common MEFV mutations.
Obvioudly, haplotype backgrounds with a uniform set of markers would help in reconstructing the history of
MEFV mutations, but thisinformation is not widely available.

The Chueta mutation spectrum is poorer than the Spanish spectrum, and does not contain any private mutation,
as expected from a much smaller population. Contrary to the Spanish sample, the Chuetas carry M694V most often
on the ancestral M4 background. They are closest to the mutation spectrum of the North African Jews (Reynold's
distance ~0), while their genetic distance to the general Spanish population is 0.18. In this case, it is much clearer
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that the Chueta owe their MEFV mutation spectrum (and their HLA haplotypes as well, [Crespi et a., 2002]) to the
Jewish diaspora.

REFERENCES

Aksentijevich |, Torosyan Y, Samuels J, Centola M, Pras E, Chae JJ, Oddoux C, Wood G, Azzaro MP, Palumbo G, Giustalisi
R, Pras M, Ostrer H, Kastner DL. 1999. Mutation and haplotype studies of familial Mediterranean fever reveal new
ancestral relationships and evidence for a high carrier frequency with reduced penetrance in the Ashkenazi Jewish
population. Am J Hum Genet 64: 949-962.

Aldea A, Casademont J, Arostegui JI, Rius J, Maso M, Vives J, Yague J. 2002. I591T MEFV mutation in a Spanish kindred: is
it amild mutation, a benign polymorphism, or a variant influenced by another modifier? Hum Mutat 20: 148-150.

Aldea A, Campistol JI, Arostegui JI, Josefa R, Maso M, Vives J, Yague J. 2003. A severe autosomal-dominant periodic
inflammatory disorder with renal AA amyloidosis and colchicine resistance associated to the MEFV H478Y variant in a
Spanish kindred: An unusual familial Mediterranean fever phenotype or another MEFV-associated periodic inflammatory
disorder? Article online in advance of print: 3 Jun.

Bernot A, da_Silva C, Petit JL, Cruaud C, Caloustian C, Castet V, Ahmed_Arab M, Dross C, Dupont M, Cattan D, Smaoui N,
Dode C, Pecheux C, Nedelec B, Medaxian J, Rozenbaum M, Rosner |, Delpech M, Grateau G, Demaille J, Weissenbach J,
Touitou I. 1998. Non-founder mutations in the MEFV gene establish this gene as the cause of familial Mediterranean fever
(FMF). Hum Mol Genet 7: 1317-1325.

Booth DR, Lachmann HJ, Gillmore JD, Booth SE, Hawkins PN. 2001. Prevalence and significance of the familial
Mediterranean fever gene mutation encoding pyrin Q148. QIM 94: 527-531.

Crespi C, Mila J, Martinez_Pomar N, Etxagibel A, Munoz_Saa |, Priego D, Luque A, Pons J, Picornell A, Ramon M, Castro
JA, Matamoros N. 2002. HLA polymorphism in a Majorcan population of Jewish descent: comparison with Mgjorca,
Minorca, Ibiza (Balearic Islands) and other Jewish communities. Tissue Antigens 60: 282-291.

Dode C, Pecheux C, Cazeneuve C, Cattan D, Dervichian M, Goossens M, Delpech M, Amselem S, Grateau G. 2000.
Mutations in the MEFV gene in a large series of patients with a clinical diagnosis of familial Mediterranean fever. Am J
Med Genet 92: 241-246.

Domingo C, Touitou I, Bayou A, Ozen S, Notarnicola C, Dewalle M, Demaille J, Buades R, Sayadat C, Levy M, Ben_Chetrit
E. 2000. Familia Mediterranean fever in the 'Chuetas’ of Mallorca: a question of Jewish origin or genetic heterogeneity.
Eur JHum Genet 8: 242-246.

La Regina M, Nucera G, Diaco M, Procopio A, Gasbarrini G, Notarnicola C, Kone_Paut I, Touitou I, Manna R. 2003.
Familial Mediterranean fever is no longer arare disease in Italy. Eur JHum Genet 11 550.

Mateu E, Caafell F, Lao O, Bonne_Tamir B, Kidd JR, Pakstis A, Kidd KK, Bertranpetit J. 2001. Worldwide genetic analysis
of the CFTR region. Am JHum Genet 68: 103-117.

Papin S, Duquesnoy P, Cazeneuve C, Pantel J, Coppey_Moisan M, Dargemont C, Amselem S. 2000. Alternative splicing at the
MEFV locus involved in familial Mediterranean fever regulates translocation of the marenostrin/pyrin protein to the
nucleus. Hum Mol Genet 9: 3001-30009.

Rajeevan H, Osier MV, Cheung KH, Deng H, Druskin L, Heinzen R, Kidd JR, Stein S, Pakstis AJ, Tosches NP, Yeh CC,
Miller PL, Kidd KK. 2003. ALFRED: the ALe€lle FREquency Database. Update. Nucleic Acids Res 31: 270-271.

Reynolds J, Weir BS, Cockerham CC. 1983. Estimation for the coancestry coefficient: basis for a short-term genetic distance.
105: 767-779.

Sarrauste de Menthiere C, Terriere S, Pugnere D, Ruiz M, Demaille J, Touitou |. 2003. INFEVERS: the Registry for FMF and
hereditary inflammatory disorders mutations. Nucleic Acids Res 31: 282-285.

Schneider S, Roessli D, Excoffier L: Arlequin 2.000: a software for population genetics data analysis. Genetics and biometry
laboratory, University of Geneva., Geneva, Switzerland, 2000.

Shinawi M, Brik R, Berant M, Kasinetz L, Gershoni_Baruch R. 2000. Familial Mediterranean fever: high gene frequency and
heterogeneous disease among an Isragli-Arab population. J Rheumatol 27: 1492-1495.



8 Aldeaet al.

Sohar E, Gafni J, Pras M, Heller H. 1967. Familial Mediterranean fever. A survey of 470 cases and review of the literature. Am
JMed 43; 227-253.

The French FMF Consortium. 1997. A candidate gene for familial Mediterranean fever. The French FMF Consortium. Nat
Genet 17: 25-31.

The International FMF Consortium. 1997. Ancient missense mutations in a new member of the RoRet gene family are likely to
cause familial Mediterranean fever. Cell 90: 797-807.

Tishkoff SA, Pakstis AJ, Ruano G, Kidd KK. 2000. The accuracy of statistica methods for estimation of haplotype
frequencies: an example from the CD4 locus. Am JHum Genet 67: 518-522.

Touitou |. 2001. The spectrum of Familial Mediterranean Fever (FMF) mutations. Eur JHum Genet 9: 473-483.



Capitol 6

CONCLUSIONS

1.

10.

11

12.

Es proposa per primera vegada una nomenclatura sistematitzada dels haplotips
intragenics al gen MEFV per la poblacid general.

Existeix una diversitat d’haplotips del MEFV forca limitada a la poblacié general
espanyola, on el conjunt de sis haplotips majoritaris representen la gran majoria dels
cromosomes (92%).

Es posa de manifest I’existéncia de dos blocs o subhaplotips, separats per 1’intrd 2,
amb un alt LD dintre de cada bloc.

L’alt LD de cada bloc ¢€s el responsable de la limitada diversitat d’haplotips del
MEFYV observada a la poblaci6 general espanyola.

L’ equilibri de Iligament entre els 6 haplotips majoritaris del gen MEFV i I’alt LD de
cada subhaplotip suggereix I’existéncia d’un punt calent de recombinaci6 a I’intro 2.
Tots els cromosomes mutats es poden explicar per fenomens de recombinacié amb
els haplotips observats a la poblacié general.

L’haplotip presumiblement fundador M694V-M4, és I’haplotip associat a M694V
més freqiient en els cromosomes xuetes, mentre que el recombinant, M694V-M6, és
el menys freqiient.

La relacio “haplotip fundador (M694V-M4) versus haplotip recombinant (M694V-
M6)” és inversa en els cromosomes de pacients espanyols i podria respondre a
I’efecte de la deriva genética en una poblacio gran com 1’espanyola.

Les dades referents als haplotips associats a la mutacio E148Q en els pacients
espanyols recolzen la hipotesi sobre I’efecte fundador de la mutacio, i en contra de
la que proposa que E148Q seria una variant recurrent.

L’estudi dels haplotips associats a mutacions al MEFV en pacients xuetes suggereix

la proximitat genetica entre els jueus sefardites i els xuetes.

. L’index de Reynolds mostra que 1’espectre de mutacions MEFV a Espanya ¢€s forga

divers, i similar a ’observat a Franca i Italia, poblacions anomenades no-ancestrals.
Per contra, I’espectre de mutacions dels xuetes és forca més pobre, 1 similar a la dels
jueus.

L’estudi dels haplotips associats a mutacions al MEFV en pacients xuetes i 1’index

de Reynolds suggereix una connexio6 directa amb la diaspora jueva.

145






DISCUSSIO GENERAL






Discussio general

V- DISCUSSIO GENERAL

L Relacio causal entre les mutacions del gen MEFV i la FMF

Els resultats obtinguts de 1’analisi del gen MEFV als pacients de FMF espanyols
indiquen la causalitat de les mutacions sobre la FMF en el 53% dels pacients (53%),
entesa com la fraccio de pacients amb una o dues mutacions al gen MEFV.

Sorprén la baixa freqiiencia de portadors de dues mutacions per al MEFV en el
nostre entorn geografic (16,4%), I’alta proporci6 de pacients heterocigots que
manifesten la FMF (36,4%), una malaltia autosomica recessiva, i la de pacients sense

mutacions (47%).

Baixa fregiiéncia de dobles mutats

La causa de la baixa freqliencia de portadors de dues mutacions al MEFV en el
grup de pacients espanyols de FMF probablement sigui la baixa freqiiéncia de portadors
a la poblacio general espanyola.

Aquestes dades contrasten amb les de les poblacions ancestrals, on la gran
majoria de casos de FMF es justifiquen per la preséncia de mutacions al gen MEFV
(85%) (The International FMF Consortium, 1997) i on la freqiiéncia de portadors és
molt elevada, podent arribar a ser de 1/5 (Yuval et al., 1995; Daniels et al., 1995). L’alta
freqliencia de portadors en aquestes poblacions ha obert el debat sobre 1’existéncia d’un
cert avantatge evolutiu dels individus portadors, respecte els individus no portadors, en
front a patdogens endémics. Malgrat que la hipotesi de 1’avantatge selectiu semblaria
plausible, hi ha unes quantes dades que la posen en qiiestid, entre d’altres, 1’existéncia
en poblacions ancestrals d’un elevat nombre de portadors de dues mutacions no afectats
per la FMF, suggerint una penetrancia variable de les mutacions del MEFV (Kogan et
al., 2001).

Si la hipotesi de I’avantatge de ’heterocigot fos certa, la freqiiencia de portadors
observada a la poblacid espanyola s’interpretaria com que el nostre entorn geografic no
estaria inclos dintre de I’ambient en el qual el putatiu patogen seria endémic.

En contraposicié a la teoria de la pressio selectiva, la confinaciéo de la FMF
gairebé exclusivament a poblacions de 1’Orient Mitja, podria tenir una explicaciéo en
I’origen, relativament recent, de les mutacions del MEFV, i en I’efecte de la deriva
genctica sobre les freqiiéncies al.l¢liques de les mutacions en aquestes poblacions. La

freqiiéncia al.l¢lica en que es detecten les mutacions del MEFV a la poblaci6 espanyola
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seria deguda doncs, al flux genétic al llarg de la historia des de les poblacions on es
varen originar les mutacions cap a la resta de poblacions mediterranies i a I’efecte de la
deriva genctica. Els arguments a favor d’aquest escenari son diversos. En primer lloc, si
les mutacions fossin molt antigues estarien repartides arreu del mon, la qual cosa
causaria una prevaléncia de la FMF en paisos, per exemple nordics, molt superior a les
que s’observen. En segon lloc, que la confinacio de la FMF a les poblacions ancestrals
cada vegada es posa més en qiiestio, doncs cada vegada son més les poblacions
mediterranies on s’observen séries grans de pacients amb FMF, com la estudiada en

aquesta tesi doctoral, per bé que en cap cas no tan freqlients com al vessant oriental.

Mutacions al gen MEFV associades a la FMF en pacients espanyols

L’espectre de mutacions MEFV associades a la FMF en pacients espanyols ¢s
ampli, 1 es detecten 3 de les mutacions més freqiients a les poblacions ancestrals:
M694V, M6941 1 V726A, i la E148Q, tamb¢é molt freqlient en aquests grups. A més, es
detecten altres variants no tan freqiients (K695R) i fins i tot algunes que probablement
siguin mutacions privades o que afecten una familia (E163A, E319K). El patr6 de
mutacions al gen MEFV observat a la poblacid espanyola seria per ordre de freqiiéncia:
M694V, M6941, E148Q 1 K695R, clarament diferent al de poblacions ancestrals on
sovint el 90% de cromosomes mutats soén portadors d’una o dues de les mutacions, i on
practicament no s han detectat mutacions privades.

Durant el desenvolupament de la present tesi doctoral, s’han anat publicant
treballs mutacionals en poblacions menys afectades per la FMF, la qual cosa ha donat
lloc sovint, a la descripcié de noves mutacions en el gen MEFV. A ’actualitat n’hi ha
més de 40 variants al.leliques registrades a la base de dades INFEVERS, a la qual s’hi
han registrat les variants detectades en aquesta tesi doctoral. La localitzacié d’aquestes
mutacions 1 de polimorfismes ¢€s al llarg de tota la seqiiéncia codificant del gen, amb
I’existéncia de tres zones on especialment es concentren les variants detectades: els
exons 2, 51 10 (Fig. 1).

Aquest fet recolza una de les conclusions extretes en la present tesi, respecte la
necessitat d’analitzar la totalitat dels exons del MEFV per el millor diagnostic dels
pacients de FMF a la poblacio espanyola, que probablement es fagi extensiu a les

poblacions no ancestrals en general.
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Figura 1. Localitzacié de les mutacions MEFV descrites en els exons del gen.

E59F M694V
I640ML GB78E  M694I
L110P  E148Q 1591T || P646L M68OV/L KB95R
E148V  E163A L649P M680I V704l
E167D  E230K R653H T681Y  1720M
E251K  T267 E474K E656A 688C/X V726A
P283R  G304R R329H H478Y D661l 1692del P758S
R354W F479L S675N M694del A744S
P369S V487M R761H

R42w R408Q R501G

MEFV

El dilema de [’heterocigot

L’existéncia d’un nombre elevat de pacients (47%) que manifestin la malaltia en
estat heterocigot pel gen MEFV sorpréen d’una entitat amb un patré d’heréncia
ampliament acceptat fins a 1’actualitat, com autosomic recessiu.

Aquest fenomen constitueix el que en la present tesi doctoral s’ha batejat com el
dilema de [’heterocigot, que és el que al clinic se li planteja quan un pacient de FMF
heterocigot arriba a la consulta, en quant al diagnostic de la malaltia, el pronostic i, fins
1 tot, el consell genetic. Una de les conclusions d’aquesta tesi doctoral és que, en base a
la complexitat de les bases genétiques detectades en la FMF en el nostre entorn
geografic 1 a la baixissima freqiiencia de portadors a la poblacié espanyola (0-2,5%),
I’individu heterocigot afectat de FMF s’hauria de considerar com un cas positiu pel
MEFV, de la mateixa manera que els doble mutats 1 que conseqiientment, se 1i hauria de
realitzar un seguiment de cara a evitar una possible amiloidosi. Es a dir, la preséncia
d’una sola mutacid6 al MEFV suggeriria el diagnostic de FMF, i la conveniéncia
d’informar sobre la incertesa de I’afectacio dels descendents.

Els mecanismes pels quals individus amb una sola alteracié en el MEFV
manifesten la FMF, tal i com ho fan els que tenen dues alteracions, poden ser diversos,
des de I’existéncia de mutacions dominants negatives freqilients, fins a ’existéncia
d’altres locus/loci relacionats en major o menor grau amb 1’expressioé del MEFV i/o amb

la P/M, i fins 1 tot gens no relacionats perd implicats en els processos inflamatoris.
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També és possible que la FMF es presenti en diversos patrons d’heréncia i que no
només es transmeti de manera autosomica recessiva, sind també pseudo-dominant.

En aquest sentit, s’han descrit recentment 1’existéncia de variants del MEFV
“patologiques” o variants dominant negatives, associades a patrons d’heréncia
dominant: la deleccié dels tres nucleotids del codd 694, observada en pacients de
families britaniques no relacionades, 1 I’al-lel complex M6941-E148Q detectat en dues
families d’origen turc i de la India (Booth et al., 2000). La H478Y variant descrita en la
present tesi, al capitol 2, s’afegiria a la llista de variants dominants. La P/M funcional
codificada pel CNM quedaria funcionalment anul-lada per la proteina mutada, la qual
cosa desencadenaria en la reacci6 inflamatoria caracteristica de la FMF.

Pot ser que aquestes variants no siguin tan ocasionals, 1 que es trobin en més alta
freqiiéncia de la que cabria esperar per a una malaltia estrictament autosomica recessiva
com la FMF, alhora que no en tots els casos s’observin patrons d’heréncia dominants.
L’existéncia de factors modificadors, els quals és evident que afecten 1’expressivitat de
la FMF a la nostra poblaci6 (capitol 3), actuant en major o menor grau sobre possibles
variants dominants negatives, podria modular I’expressi6 de la FMF de manera
diferencial entre els portadors d’una mateixa familia, de manera que el patr6 d’heréncia
resultant podria ser pseudo-dominant o fins i tot passar per autosdmica recessiva.

Si aquesta hipotesi fos certa pero, també s hauria de complir en les poblacions
ancestrals. L’existéncia de variants dominants freqlients influenciades per factors
modificadors podria haver passat subestimada en aquestes poblacions, doncs els patrons
d’heréncia familiar pseudo-dominants i dominants observats en aquestes poblacions,
sovint han estat justificats per 1’alta freqiiéncia de portadors i per la consanguinitat
practicada en aquestes étnies. Es més, el fet que el coneixement actual de la FMF i el
concepte classic d’heréncia autosomica recessiva, entre altres, s’hagin basat en
observacions sobre els pacients d’aquestes poblacions, podria haver sobre-simplificat la
visié dels aspectes genetics de la FMF. El coneixement de la bioquimica funcional de la
P/M ajudara a resoldre la qiiestio sobre I’existéncia de variants dominants i sobre els

seus mecanismes d’accio.

Altres locus/loci implicats en [’etiologia de la FMF

En la present tesi doctoral es posa de manifest I’existéncia d’heterogeneitat de
locus (HL) a la FMF, és a dir, de I’existéncia d’almenys un altre locus a banda del
MEFV, implicat en la patogénia de la FMF. Akarsu i col-laboradors ho havien suggerit

en un principi amb 1’analisi de microssatel.lits flanquejants al gen MEFV realitzada en
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families turques afectades de FMF. Tan I’estratégia exhaustiva emprada en el present
treball per la recerca de mutacions en el MEFV, com el fet que la poblacié d’estudi és
no ancestral, han posat de manifest 1’evideéncia més significativa de I’existéncia d’HL en
la FMF fins a la data.

Entre els altres loci candidats a ser responsables de la FMF, hi haurien diferents
grups de gens, actuant a diferents nivells amb el MEFV i/ o 1a P/M.

Un primer grup estaria constituit per gens relacionats directament amb el MEFV,
des dels que n’afectarien 1’expressio als granulocits, induint o reprimint el missatger en
aquestes c¢l.lules, fins als gens implicats en la localitzacio cel-lular de la P/M com ara
els codificants per a possibles transportadors intracel-lulars especifics. Cal recordar que
I’existencia de dues isoformes de la proteina, la P/M-fl i la P/M-d2, localitzades
intracel-lularment en compartiments diferents, s’havia postulat com un possible
mecanisme de regulacio funcional de la molecula.

Altres gens candidats podrien ser els relacionats funcionalment amb 1’accio6 de la
P/M. Les darreres especulacions sobre la funcié de la proteina, la relacionen amb la
immunitat innata, participant activament en la repressié de la sintesis de la IL1J en els
neutrofils. En aquest procés hi participen un conjunt de proteines i complexos
moleculars que interactuen entre elles formant cascades de senyalitzaci6. De la mateixa
manera que mutacions en la P/M causen episodis inflamatoris, 1’existéncia de mutacions
en proteines que interactuin amb la P/M i/o participin en aquests processos podrien
causar el mateix efecte sobre la inflamacié. Es possible que els pacients heterocigots pel
MEFYV siguin, a més, portadors de mutacions en algun d’aquests gens i que els efectes
d’ambdues mutacions es complementessin negativament causant la desregulacié de la
reaccio inflamatoria tipica dels episodis de la FMF.

En aquest sentit, els gens responsables de les SHFP serien bons gens candidats
doncs a excepcid del gen que causa la sindrome HIDS, la resta estan relacionades amb
la inflamacié a nivell de la senyalitzaci6 pro-inflamatoria i anti-apoptotica. A mode
d’exemple, la P/M interacciona in vitro amb ASC, proteina adaptadora basica de
I’inflamosoma. Recentment s’ha proposat que la P/M actuaria de competidor amb la
criopirina per la uni6 amb ASC. Cal recordar que la criopirina és producte del gen
CIAS1/NALP3/PYPAF1 que causa la FCU/FCAS, el SMW i el CINCA/NOMID, i que
com la FMF, totes tres malalties son SHFP. Un altre exemple seria el gen CD2BP1,
responsable de la SHFP autosomica dominant PAPA 1 el producte proteic del qual s’ha

descrit que interacciona amb la P/M (Shoham et al. 2003). Evidentment calen més dades
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que demostrin la implicacié d’aquestes proteines en I’estructura de 1’inflamosoma in
vivo que verifiquin el model competitiu proposat i que expliquin la regulacidé del
complex, perd sense dubte, son gens candidats a complementar mutacions en
heterocigosi del MEFV. Val a dir perd, que en aquest treball no s’han detectat mutacions
en els gens responsables d’altres SHFP.

Alternativament, podrien existir gens no relacionats amb la P/M perd importants
en la funcid inflamatoria dels neutrofils com ara gens implicats en la quimiotaxi, en
I’adhesid leucocitaria o en receptors d’interleucines, entre altres. Als neutrofils d’un
pacient heterocigot pel MEFV, on la cascada senyalitzadora de la inflamaci6 mediada
per la P/M seria la meitat d’eficient que un individu no portador de mutacions al MEFV,
la combinaci6 de la mutacio MEFV amb una altra mutacié en algun dels gens implicats
en la reacci6 inflamatoria (independent de la P/M), podria tenir un efecte compensatori
que es desregulés el procés inflamatori, i en darrer terme, en la manifestacio clinica de

la FMF.

Existeixen fenocopies o FMF-like?

En el grup de pacients estudiats en la present tesi doctoral hi ha un alt
percentatge (47%) en els quals no s’ha detectat cap mutacio al MEFV. Varies
explicacions podrien justificar la simptomatologia de FMF en aquests pacients no
mutats (PNM). Com s’ha comentat pels pacients heterocigots, podrien ser portadors de
dues mutacions en qualsevol del gens relacionats amb el MEFV i/o la P/M, i implicats
en I’etiologia de la FMF. Una altra possibilitat seria que alguns dels PNM manifestessin
la simptomatologia d’una fenocopia de la FMF, o una FMF-like, i per tant, no
relacionada etiologicament amb el MEFV.

Al capitol primer de la present memoria, es va descriure 1’existéncia de dos
subgrups clinics de pacients de FMF a la poblacié espanyola: un subgrup homogeni
amb un fenotip de FMF classic, i un altre subgrup que presentava episodis febrils forca
més freqiients, de duracid superior als 3 dies 1 amb una major incidéncia de
limfadenopaties i mialgies. El fenotip d’aquest darrer grup de pacients, va correlacionar
amb el diagnostic probable de FMF 1 amb qué eren pacients no mutats en el gen MEFV,
la qual cosa recolzaria la hipotesi que aquests pacients podrien estar manifestant una
fenocopia o FMF-like.

El motiu de la possible co-existéncia d’aquestes dues malalties sota un mateix
diagnostic probablement radiqui en els propis criteris clinics utilitzats en el diagnostic

de la FMF, els criteris de TH. Aquests, es varen dissenyar a Israel en base a les
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manifestacions cliniques que mostraven els pacients de FMF, que eren d’origen
predominantment jueu. Ara bé, I’eficacia d’aquests criteris en el diagnostic diferencial
de la FMF, respecte d’altres SHFP, en poblacions no ancestrals com 1’espanyola, és
qiiestionable. Per exemple, la duraci6 de la febre, caracteristica diferencial de les SHFP,
no es té en consideracid en el diagnostic de la FMF. Entre els criteris de TH, cal
ressaltar diversos aspectes. Primer, que en una poblaci6 on la incidéncia d’amiloidosi no
sigui gaire elevada com en 1’espanyola, el segon dels criteris majors deixa de ser
avaluable. Segon, que la resposta positiva al tractament continuat amb la colquicina, un
altre criteri major, no contempla el 5-10% dels pacients de FMF no responedors al
tractament, descrits a la literatura, com tampoc no compta amb la intolerancia oral a la
colquicina d’alguns pacients, la qual cosa impedeix valorar la resposta al tractament en
aquests pacients. Tercer, que el fet d’acomplir el primer criteri major, el de febre
recurrent amb afectacid de seroses, significa automaticament acomplir el criteri menor
de patir febre i per tant el diagnostic directe de FMF probable. Finalment, que el criteri
d’historia familiar de FMF en primer grau ¢és, per definicio de la FMF de malaltia
autosomica recessiva, incoherent i només aplicable en comunitats amb una alta
freqiiéncia de portadors.

En conclusi6, I’aplicacié dels criteris de TH, en el diagnostic de pacients
pertanyents a poblacions no-ancestrals com [’espanyola, amb baixes incidéncies
d’amiloidosi i d’erisipel-les (ELE), i que no refereixin historia familiar de FMF, per bé
que serveixen de referéncia, s’haurien d’aplicar amb precaucio. Una de les conclusions
a les que s’arriba a la present tesi doctoral és que la deteccid de dues mutacions al gen
MEFV, o fins 1 tot d’una, confirmaria el diagnostic clinic en els casos dubtosos. Per
contra, que 1’abséncia de mutacions en alguns pacients suggereix que alguns d’aquests
individus manifestin una FMF-like, una malaltia fenotipicament compatible amb la

FMF, pero amb bases etiopatogeniques diferents.

1L Dinamica genomica del locus MEFV

Descripcio dels haplotips detectats a la poblacio espanyola

Fins a la data, el present treball constitueix la primera descripcié dels haplotips
associats al locus MEFV en una poblacié control. Un conjunt de sis haplotips,
anomenats majoritaris (M1-M6), estan presents en la gran majoria dels cromosomes

controls espanyols (92%). Cada un d’aquests haplotips esta constituit per dos
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subhaplotips, caracteritzats per un alt LD intern, que generen 2 blocs a ambdos extrems
del gen 1 separats per I’intr6 2: existeixen 3 subhaplotips diferents associats al bloc de
I’extrem 5 del MEFV (CGAA, CGAG, TACG) i dos subhaplotips associats al bloc de
3’ del gen (CGATA, TAGCG). Les combinacions entre els subhaplotips d’ambdoés
blocs generen els sis haplotips majoritaris observats a la poblacié espanyola, que es
troben en equilibri de lligament entre ells, €s a dir, que la combinacié dels subhaplotips
de cada bloc és a I’atzar.

Aquesta particularitat dels haplotips del gen MEFV podria respondre a dos
models diferents de dinamica genomica del MEFV. El primer es basaria en ’existéncia
d’un punt calent de recombinacié a I’intrd 2. La major susceptibilitat d’aquesta regid
geénica a patir recombinacions amb el cromosoma homoleg en relacio a altres regions
del locus, explicaria facilment 1’equilibri de lligament en que es troben els haplotips
majoritaris entre si mateixos. L’altre model es basa també en un esdeveniment de
recombinacié a l'intr6 2, perd no de manera reiterativa, sind6 com a fenomen poc
freqiient 1 for¢a antic, suficient perd, com per generar els haplotips observats a
I’actualitat. Per aquest mecanisme, la deriva genética s’hauria encarregat que la
freqiiéncia dels haplotips M1-M6 fos, molt probablement, diferent en cada poblacié.
Detectar-los en equilibri de lligament, com s’observa en la poblaci6 control espanyola,
semblaria menys probable segons aquest darrer model. Malgrat que la hipotesi del punt
calent de recombinaci6 sembla la més plausible, estudiar les freqiiencies d’aquests
haplotips en altres poblacions Mediterranies ajudarien a resoldre la qiiestio.

Entre els 3 subhaplotips de ’extrem 5’ del MEFV, destaca que la tnica
diferéncia entre els subhaplotips CGAA 1 CGAG ¢és la posicido 202. D’altra banda
s’observa el subhaplotip TACG pero no el subhaplotip TACA, la qual cosa suggereix
que CGAA podria haver estat el subhaplotip a partir del qual s’hagués generat CGAG,
per recombinaci6 intrabloc o bé per mutacié puntual. La figura 2A il-lustra com els
haplotips M5 i M6 s’haurien pogut generar a partir de M3 1 M4, en base a les hipotesis
del la mutaci6 puntual sobre CGAA 1 la del punt calent de recombinacid. La figura 2B,
hipotetitza un altre mecanisme, basat en la recombinacid intrabloc i la del hot-spot a

Pintré 2.
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Figura 2. Possibles mecanismes de generaci6 dels haplotips M5 i M6.

A

M3 [CHGEANANT A G C G M4 [EEGEATAIC G A T A
l Mutacid puntual l Mutacid puntual
M5 WY A G C G M6 C G AT A]
“I Recombinacid intrd 2 “‘ Recombinacio intrd 2
AT C G AT A IATANEN T A G C G
M6 C G ATA M5 T A G C G
M3 [CEGEANAIT A G C G M4 [CIGTATAIC G A T A
“" Recombinacid intrabloc “‘ Recombinacio intrabloc
Ml [T ACGTAGTCG M2 T ACGICGATA
M3 T AGC G| M6 [ C G A G NN
“‘ Recombinacid intré 2 “‘ Recombinacid intrd 2
A} Al
TN C G A T A T AGCG
M6 M5 T AGC G|

157




Discussio general

Diversitat haplotipica

A banda dels mecanismes de dinamica genomica associada al locus MEFV,
s’observa una diversitat d’haplotips associats a la poblacié espanyola. En una situacio
d’equilibri de lligament dels SNPs del MEFV, el nombre d’haplotips esperats seria
notablement més nombroés que el nombre d’haplotips observats. La diversitat
d’haplotips del MEFV observada a la poblacidé espanyola és doncs, for¢a limitada i
probablement, deguda a I’alt LD existent en els subhaplotips de cada bloc, que és tan alt
que fins 1 tot hauria neutralitzat I’efecte del punt calent de recombinaci6 putatiu.

L’estudi dels haplotips controls ha permes el coneixement de I’estructura del LD
del locus MEFV. Es precisament la obtencié d’aquesta informacié la que ha permés
establir els “tag SNPs” del gen, és a dir, el nombre minim de SNPs que defineixen
I’haplotip, amb la conseqiient simplificacid6 metodologica de I’adquisicio de dades que
representa: R202Q, més qualsevol SNP de I’ex6 2 (D102D, G138G, A165A), més
qualsevol SNP d’entre els exons 3 al 9 (R314R, E474E, Q579Q, D510D, P588P).
Aquests SNPs son els minims marcadors a analitzar per tal de genotipar els haplotips
del MEFV de qualsevol altre grup poblacional, i obtenir més del 90% dels haplotips
presents a la poblaci6 d’estudi (els que tinguin una freqiiéncia major al 5%).

L’analisi dels haplotips controls també ha servit per a assignar, per primera
vegada a la literatura, una nomenclatura sistematica dels haplotips mutats del MEFV 1
de referéncia per a futurs treballs mutacionals (Fig.3). A més a més, ha estat essencial
en la reconstruccio dels haplotips mutats i per poder realitzar una primera aproximacio a

la historia de les mutacions a la Peninsula Ibérica.
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Figura 3. Resum dels haplotips intragenics del MEFV associats a les cinc mutacions més freqiients
descrites a la literatura i actualitzat amb les dades del present treball. S’indiquen els grups poblacionals
on s’han descrit els haplotips i el nombre de cromosomes entre paréntesi. La barra vermella indica la
posicié de la mutaci6 relativa als SNPs de I’haplotip. * dades de la present tesi doctoral; ® Bernot et al.; ©
Aksentijevich et al.; 4 The International FMF Consortium; ¢ The French FMF Consortium.
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111 Historia Natural De Les Mutacions

En els pacients de FMF espanyols les mutacions M694V, E148Q, M694I que
son les més freqiients, juntament amb la K695R, s’observen associades a més d’un
haplotip: el préviament descrit en poblacions ancestrals i un, o0 més, de nova descripcio,
que probablement siguin recombinants.

Haplotips associats a la mutacio M694V

Les dades més rellevants giren al voltant de la mutacié M694V que, per ordre de
freqiiéncia, s’observa associada als haplotips M6 i M4. D’acord amb 1’alta freqiiéncia de
M694V-M4 en NAf] i ’amplia distribuci6 en IrJ, Arm, Tur i AraMgb, aquest podria ser
I’haplotip fundador a partir del qual s’hauria originat M694V-M6. L Unica diferéncia
entre els dos haplotips mutats és la posici6 R202Q (Fig.4, bloc superior). La hipotesi
més versemblant suggereix que M694V-M6 s’hauria generat per recombinacid, a partir
de M4-M694V 1 I’haplotip no mutat M5 o M6. Altres possibilitats serien, a) que sobre
M694V-M4 s’hagués produit un doble fenomen de recombinacié a 1’exd 2 amb els
haplotips controls M1 o M2, flanquejant la posicié6 R202Q (Fig.4 bloc central) o b) que
s’hagués produit una mutacié puntual en aquest residu (Fig.4 bloc inferior). Ambdues
possibilitats semblen més improbables ja que implicarien dues recombinacions enlloc
d’una, i perque en general, les taxes de recombinaci6 son superiors a les de mutacio.
Finalment, M694V es podria haver produit sobre 1’haplotip no mutat M6 la qual cosa
implicaria dos fenomens de mutaci6 independents: el que hauria generat 1’haplotip
fundador (M694V-M4) i el que s’hauria donat a I’haplotip M6. Aquesta hipotesi
implicaria dos fenomens de mutaci6 independents i que per tant, la variant M694V seria
una mutacié recurrent. La probabilitat associada a aquests fets és baixa. A més, la
putativa mutacio recurrent s’observaria associada probablement a altres haplotips i no
només a M4 1 M6. A jutjar per la convergeéncia observada dels haplotips M694V-M4 i
M694V-M6 aquesta darrera hipotesi sembla poc plausible.
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Figura 4. Possibles mecanismes de generacio de M694V-M6, a partir de M694V-M4 o
Med(A), presumiblement I’haplotip fundador. La barra vermella indica la posicid de la mutacio
relativa als SNPs de I’haplotip.
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Assumint que M694V-M6 ¢és I’haplotip recombinant, la via d’aparicié de
M694V-M6 a la peninsula Ibérica suggeriria dos escenaris possibles. En un d’ells,
M694V-M4 s’hauria introduit a la peninsula Ibérica d’on s’hauria generat M694V-M6.
En I’altre escenari, per contra, M4 i M6 haurien arribat per diferents cromosomes al
nostre territori (Fig.5, linies vermelles).

En qualsevol dels casos, la preséncia de 1’haplotip M694V-M6 en un pacient
d’origen frances, I’tnic descrit fins a la data (Bernot et al., 1998), podria explicar-se per
migraci6 d’aquest des de la peninsula cap al Nord.

Una dada que crida I’atencio és la relacid “haplotip fundador (M694V-M4)
versus haplotip recombinant (M694V-M6)”. Mentre que en els pacients xuetes el
fundador ¢és el més freqiient, en els espanyols ho ¢€s el recombinant. Aquesta relacid
inversa €s plausiblement explicable per I’efecte de la deriva genctica en la poblacio

espanyola (Fig. 6).
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Figura 5. Model sobre la dispersio dels haplotips associats a la variant del MEFV M694V (linies
negres) i hipotesi sobre ’aparici6 /o0 introduccié de 1’haplotip M694V-M6 a la peninsula Ibérica
(linia vermella). Una possibilitat és que un cop introduit M694V-M4 a la peninsula, s’hagués
produit M694V-M6 a partir d’una recombinacio (linia vermella continua). Una altra possibilitat és
que aquest fenomen hagués tingut lloc durant la migracié de M694-M4 pel nord d’Africa i que
més tard, s’haguessin introduit ambdos haplotips, M694V-M4 i M694V-M6 a la peninsula Ibérica
(linea vermella discontinua). Fluxos de migracio a la comunitat xueta (linies blaves). *M694V-M6
no s’ha detectat en aquestes poblacions del nord d’Africa.
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Una altra dada remarcable dels haplotips associats a M694V és 1’abséncia de
I’haplotip M694V-M2 en el grup de pacients espanyols, també anomenat B 1 descrit en
jueus iraquians. Es possible que I’haplotip existeixi en menor freqiiéncia que els altres
haplotips associats a M694V i que no s’hagi detectat en el present estudi. Perd també és
possible que sigui un haplotip caracteristic de jueus iraquians, una comunitat que ha

estat relativament aillada durant segles, 1 que no hagi arribat a la peninsula Ib¢rica.
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Figura 6. Possibles mecanismes de generaci6 de M694V-M6, a partir de M694V-M4 o Med(A),
resumiblement 1’haplotip fundador.
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Haplotips associats a altres mutacions MEFV

E148Q es va descriure en un primer moment com una mutacié recurrent, donat
que es va detectar associada a diversos haplotips de microssatel.lits en diferents
poblacions (Bernot et al., 1998). Aksentijevich i col-laboradors van descriure més tard
la convergencia entre haplotips associats a E148Q i en pacients de diferents ¢tnies, la
qual cosa suggeria un efecte fundador per a la mutacio. Les dades referents als haplotips
associats a la mutacio E148Q en els pacients espanyols mostren la convergencia dels
haplotips que la contenen, amb la qual cosa es confirma la hipotesi sobre I’efecte
fundador de la mutacio, i no la que proposa que E148Q seria una variant recurrent.

Els haplotips associats a la mutacio M6941 son: M6941-M2, préviament descrit
en arabs del Magreb i1 anomenat Ara2, M6941-M1 i M6941-M5. S’observa una
convergéncia a partir de I’ex6 3 al 10 d’aquests darrers haplotips, perd no amb
I’haplotip M6941-M2, el presumptament ancestral. Amb les dades d’aquest treball es fa
dificil establir quin dels tres haplotips és I’ancestral i quins sén els recombinants, ja que
qualsevol podria ser-ho. En qualsevol cas, la resta s’explicarien per recombinacions:
una en ’intr6 2 i una altra entre I’ex6 9 i la mutacid. El fet que M6941-M2 s’observi en
pacients arabs del nord d’Africa i tenint en compte els antecedents historics de la
peninsula Ibérica €és temptador suposar que M6941-M2 va ser introduit durant els segles
de dominancia musulmana a la Peninsula Ibérica. Les dades que demostren els estudis

sobre genética de poblacions, que indiquen que un 5% del background gencétic espanyol
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seria Nord-africa podrien recolzar la hipotesi, perd tampoc no es pot descartar el flux
migratori individual com un altre vehicle de dispersié d’aquest haplotip.

L’tnic cromosoma portador de la mutacié V726A d’entre els pacients espanyols,
duu I’haplotip M1. El mateix haplotip perdo anomenat Arm3, es va detectar en pacients
armenis. Segons la hipotesi plantejada pel Consorci Internacional de la FMF, la mutacio
V726A s’hauria dispersat per poblacions centreuropees i de 1’Asia Menor. Aixo podria
explicar la baixa freqiiéncia d’aquesta mutacid a la poblacid espanyola, perd alhora
suggereix 1’existéncia d’altres mecanismes de dispersio, per bé que més discrets.

Al present treball, es descriu també 1’efecte fundador de les variants K695R 1
IS91T per primera vegada. Fora interessant investigar en altres poblacions els haplotips
amb els quals s’associen aquestes mutacions. Pot ser, fins i tot, podrien tenir un origen

també antic.

Haplotips del MEFV associats a mutacions en pacients xuetes

L’analisi genética dels pacients xuetes revela 1’existéncia de M694V 1 E148Q
com les Uniques variants del MEFV la qual cosa, per bé que la mostra era petita, indica
un limitat espectre de mutacions. Els haplotips associats a M694V en els pacients
xuetes, M694V-M4 i M694V-M6, son els mateixos que els dels espanyols, amb
diferéncia que en els xuetes el més freqiient és el M694V-M4 1 en els espanyols ¢és
M694V-M6. Els haplotips associats a M694V observats en els pacients xuetes son
similars als observats en pacients jueus d’origen nord d’africa, en els quals s’observa
I’haplotip M694V-M4, també anomenat Med(A), amb la diferéncia que en els xuetes
s’hi observa, a més a més, el M694V-M6 (Fig. 6).

S’havia postulat que els jueus antecessors dels xuetes podrien haver estat
sefardites, que des de la peninsula, haurien arribat a Mallorca i1 s hi haurien assentat. Les
dades obtingudes sobre els haplotips mutats en aquest treball poden tenir implicacions
en aquest sentit. La predominancia de M694V-M4, el presumpte haplotip fundador 1
I’Gnic haplotip associat a M694V detectat en jueus israelites, observada en una
comunitat petita i tancada com la xueta, indica una relacié directa amb els jueus i la
diaspora, alhora que suggereix una moderada influéncia, si no minima, de la poblacio6
peninsular sobre la comunitat xueta. Aquestes dades coincideixen amb el recent estudi
de Crespi 1 col-laboradors publicat durant la realitzacié de la present tesis doctoral el
qual demostra, mitjangant el tipatge de HLA, la proximitat genctica d’aquestes dues

poblacions i una marcada distancia amb la poblacié espanyola. Ara bé, no exclou que el
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flux migratori de I’haplotip M694V-M4 podia haver estat per part de diferents grups de
jueus des d’altres punts de la costa mediterrania.

La preseéncia de 1’haplotip M694V-M6 en els pacients xuetes, no observat en
poblacions jueves, és una troballa interessant doncs podria recolzar la hipotesi de
I’origen sefardita dels xuetes i pot tenir varies explicacions, totes elles fonamentades en
base a qu¢ M694V-M6 seria 1’haplotip recombinant generat a partir de M694V-M4
(descrit préeviament en aquesta mateixa seccid). La deteccié en el present treball de
M694V-M6 també en pacients espanyols, i només descrit préviament en un sol pacient
frances (Bernot et al., 1998), recolzaria la via de migraci6é del cromosoma portador de
M694V-M6 des de la peninsula a les Illes (Fig. 5 linies blaves discontinues). L’estudi
dels haplotips en altres poblacions afectades de la malaltia ajudarien a confirmar
I’especulacio i a descartar el flux de M694V-M4 i M694V-M6 des d’altres zones de la
mediterrania.

Una altra hipotesi que explicaria la preséncia de M694V-M6 en els pacients
xuetes es basaria en qué 1’esdeveniment de recombinacié que generaria M694V-M6 es
podria haver donat, a més d’en la poblacid espanyola, en els jueus antecessors dels
xuetes (Fig. 5 linia blava continua). Davant I’existéncia d’un putatiu punt calent de
recombinacio en el locus MEFV suggerit en aquest mateix treball, la probabilitat que
aquest esdeveniment succeis a les Illes Balears mereixeria la seva consideracio. L’estudi
de la poblaci6 sana/control xueta podria ajudar a resoldre aquesta qiiestio.

L’estudi dels haplotips associats a mutacions al MEFV en pacients xuetes ha
evidenciat la proximitat genética entre els jueus sefardites i els xuetes. Aquest fet, és
doblement constatat en el present treball mitjancant el calcul de I’index de Reynolds.
Aquest, és un parametre que mesura la distancia genética entre poblacions. La base
d’aquests calculs ¢s la resoluci6 de matrius constituides amb 1’espectre de mutacions i la
freqliéncia al.lelica de cada mutacié per a cada poblacid. A partir de les dades de la
literatura cientifica (Fig.7) s’han construit les matrius, se n’ha calculat la distancia de
Reynolds i el resultat s’ha il-lustrat a la figura 8.

S’observa que I’espectre de mutacions MEFV a la poblacié espanyola és forga
divers 1 similar a 1’observat a la francesa i la italiana, coincidint amb la influéncia
mutlicultural que aquestes poblacions han patit al llarg de la historia de les
civilitzacions. Per contra, I’espectre de mutacions dels xuetes és forca més pobre, i

similar a la dels jueus, suggerint una connexi6 directa amb la diaspora jueva.

165



Discussio general

Figura 7. Freqiiéncies al.léliques de les 5 mutacions més freqiients en el gen MEFV, en poblacions
tipicament afectades per la FMF (vessant oriental) i en altres poblacions Mediterranies on la
prevaléncia de la FMF és menor (vessant occidental).
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VI- CONCLUSIONS GENERALS

Bases genétiques de la FMF a la poblacio espanyola

1.

El 53% dels pacients de FMF espanyols tenen una o dues mutacions en el gen
MEFYV. Els pacients portadors de dues mutacions son el 16% dels pacients i els
heterocigots son més del doble dels portadors de dues mutacions.

El 47% dels pacients espanyols diagnosticats clinicament de FMF no presenta cap
mutaci6 al MEFV ni en cap dels gens coneguts responsables d’altres SHFP.
L’espectre de mutacions del gen MEFV observades als pacients de FMF espanyols
¢és heterogeni 1 es troben en altres exons diferents del 10. Les mutacions més
freqlients son M694V, M6941, E148Q 1 K695R, 1 es detecten mutacions privades.
L’alta freqliéncia de pacients heterocigots qiiestiona el patré d’heréncia de la FMF 1
suggereix 1’existéncia d’almenys un altre locus implicat en la malaltia.

Els pacients espanyols diagnosticats clinicament de FMF probable sense mutacions
al gen MEFV podrien manifestar un fenotip de FMF inusual o bé una nova sindrome

de febre periodica, altrament anomenada, FMF-like.

Consideracions diagnostiques

1.

La majoria de pacients de FMF a la poblacié espanyola no pertanyen a cap ¢tnia
relacionada amb les de les poblacions anomenades ancestrals, per la qual cosa
I’origen &tnic no s’hauria de considerar un criteri d’exclusio en el diagnostic clinic
de FMF a la poblacié espanyola.

Clinicament, els pacients espanyols diagnosticats de FMF constitueixen un grup
heterogeni: un subgrup manifesta la simptomatologia clinica tipica de la malaltia,
relativament lleu, mentre que ’altre subgrup manifesta episodis lleugerament més
llargs i amb una major freqiiéncia de limfadenopaties i mialgia.

Ni P’amiloidosi ni I’ELE s6n manifestacions cliniques freqlients en els pacients
espanyols de FMF.

Només un 10% dels pacients refereixen historia familiar de FMF, per la qual cosa
I’abséncia d’antecedents familiars no hauria de ser un criteri excloent de la malaltia.
Donat que els criteris de Tel Hashomer no detecten la totalitat dels pacients de FMF
a la poblacidé espanyola, és necessari afegir 1’analisi de la totalitat dels exons del

MEFYV en el diagnostic de la FMF a la poblaci6 espanyola.
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Dinamica genomica del locus MEFV

1.

Es proposa, per primera vegada, una nomenclatura sistematitzada dels haplotips de
SNPs intragenics al gen MEFV, basada en criteris genétics i independentment del
grup etnic on s’han estat descrits.

Es descriuen Tag-SNPs, per tal d’optimitzar la recerca de futurs estudis.

A la poblacié general espanyola s’observa una diversitat d’haplotips del MEFV
forca limitada causada per 1’alt LD dels subhaplotips de cada bloc.

L’ equilibri de Iligament entre els haplotips majoritaris del gen MEFV i I’alt LD de
cada subhaplotip suggereix 1’existéncia d’un punt calent de recombinaci6 a I’intr6 2.
El punt calent de recombinacié és un mecanisme plausible de generacid dels

haplotips majoritaris.

Historia natural de les mutacions en el MEFV

1.

L’estudi dels haplotips associats a mutacions al MEFV en pacients espanyols revela
la proximitat genetica de la poblaci6 espanyola amb altres poblacions no ancestrals
com la italiana o la francesa i una clara distancia amb les poblacions ancestrals.
L’estudi dels haplotips associats a mutacions al MEFV en pacients xuetes estaria
d’acord amb 1I’origen jueu sefardita dels xuetes.

L’estudi dels haplotips associats a mutacions al MEFV en pacients xuetes i I’index
de Reynolds indica una proximitat genética entre els jueus sefardites 1 suggereixen

una connexio directa amb la diaspora jueva.
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