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RESUME : Les maladies inflammatoires chroniques intestina-
les (MICI), la maladie de Crohn (MC) et la rectocolite ulcéro-
hémoragique, sont des maladies assez fréquentes dans nos
régions et grevée d’une importante altération de la qualité de
vie. Il est maintenant bien établi qu’il s’agit de traits complexes
multifactoriels polygéniques. Les nouveaux traitements biolo-
giques développés dans ces maladies sont potentiellement trés
efficaces, mais sont aussi trés coiiteux et présentent une toxicité
potentielle. Le ciblage des patients a traiter par différents outils,
notamment la pharmacogénétique est un objectif important des
années 2 venir. Dans le présent article, les auteurs retracent les
résultats obtenus au cours des 10 derniéres années au CHU de
Liege, 2 la fois dans P'identification de génes de prédisposition
aux MICI et dans la pharmacogénétique de 'infliximab dans la
MC. A travers cet article, I’évolution des stratégies de recherche
dans ce domaine est ¢galement abordée.

Morts-CLES : Crohn - Rectacolite ulcérohémoragique - Génétique
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INTRODUCTION

Les maladies inflammatoires chroniques
intestinales (MICI), la maladie de Crohn (MC)
et la rectocolite ulcéro-hémorragiques (RCUH),
se caractérisent par une atteinte inflamma-
toire chronique, essentiellement colique dans
la RCUH mais pouvant s’étendre a n’importe
quel segment digestif dans la MC. Ces maladies
trés invalidantes se manifestent par des douleurs
abdominales, des diarrhées parfois sanglan-
tes, de la fiévre, mais aussi des manifestations
extra-intestinales articulaires, cutanées, oculai-
res ou hépatiques notamment. Elles ont dans nos
régions une prévalence proche de 2/1000 (1, 2),
affectent le plus souvent les adultes jeunes et
sont associées a une altération importante de la
qualité de vie.

Létiologie de ces maladies n’est pas connue,
mais les recherches effectuées au cours de 20
derniéres années ont clairement établi qu’il
s’agissait de maladie polygéniques multifacto-
rielles dépendant a la fois de facteurs génétiques
et environnementaux (3). Plusieurs travaux ali-
mentent cette thése. Les études de concordance
chez les jumeaux sont parmi les plus éclairan-
tes a ce sujet. La concordance pour la MC, par
exemple, chez les jumeaux monozygotes est de
30 a4 50% alors qu’elle n’est que de 3 4 5% chez

INFLAMMATORY BOWEL DISEASES : FROM GENETIC TO TREATMENT
SUMMARY : Inflammatory bowel diseases (IBD), Crohn’s
disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are frequent illnes-
ses in western countries. They have a dramatic impact on the
health-related quality of life. It is now established that they
are complex traits, with multifactorial polygenic inheritance.
The new biological treatments developed for these diseases are
potentially very effective, but are also expensive and may have
significant side effects, Targeting treatment with several tools,
including pharmacogenetics is an important aim for the coming
years. In the present paper, the authors describe 10 years of
research at the CHU of Litge, in the field of genetics and phar-
macogenetics of IBD. The evolution of research strategies in this
field is also reviewed.

KEYWORDS : Crohn - Ulcerative Colitis - Genetics - Pharmaco-
genetics

les dizygotes. Cette différence prouve ’inter-
vention importante de facteurs génétiques. La
concordance n’est toutefois pas de 100%, ce
qui prouve également I’intervention de facteurs
d’environnement. La preuve de cette héritabilité
génétique, en parallele & I’hétérogénéité clinique
de ces maladies, laisse entrevoir la possibilité
d’une classification nosologique non plus uni-
quement clinique, mais également moléculaire.
C’est I’avénement possible d’une médecine
moléculaire qui devrait permettre d’améliorer a
la fois le diagnostic et la prise en charge.

Sur le plan thérapeutique, les MICI ont long-
temps été traitées avec une efficacité variable par
des médicaments non spécifiques, tels que les
dérivés de la sulfasalazine, les corticoides ou les
immunosuppresseurs. Les années 90 ont vu le
développement des premiers anti-TNF et notam-
ment de I’infliximab, un anticorps chimérique
monoclonal dirigé contre le TNF alpha. Ce trai-
tement a révolutionné la prise en charge des MC
séveéres et a également plus récemment prouvé
son efficacité dans la RCUH. 1l y a toutefois
environ 1/3 de non répondeurs a ce médicament
dans les MICI. Cette non-réponse individuelle
semble constante dans le temps. Ceci permet de
suspecter une éventuelle influence génétique sur
la réponse a I’infliximab dans ces maladies.

Les travaux développés dans le service de
gastroentérologie du CHU de Liége, au cours
des 10 derniéres années, en collaboration avec
le service de génétique et les laboratoires de
génétique du CBIG/GIGA portent sur la recher-

(1) Service de Gastroentérologie,
(2) Service de Génétique Humaine, CHU Sart Tilman,
Liege et CBIG/GIGA, Université de Liege.

che de facteurs génétiques de prédisposition a
ces affections et sur la recherche de marqueurs
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HISTORIQUE DES RECHERCHES SUR LA
GENETIQUE DES MICI Au CHU pE LiiGE

Les premiéres implications du service de gas-
troentérologie dans la recherche génétique des
MICI remontent aux années 1994-1995. A cette
| époque nous avons d’une part collaboré avec
I'université d’Oxford 4 un des premiers vastes
| criblages génomiques par étude de liaison. Cette

¢étude avait permis d’identifier plusieurs loci de

susceptibilité aux MICI sur les chromosomes 3,

7 et 12 (4). Ceux-ci ont, par apres, été confirmés
| par des équipes indépendantes. Parallélement,

nous entamions une collaboration internationale
| pour une étude centrée a Paris, de clonage posi-
tionnel sur le locus IBD1 localisé sur le chro-
mosome 16, et qui allait déboucher en 2001, sur
I'identification du premier géne de prédisposi-
tion a la MC : le géne CARDI15 (5).

Entre 1995 et 2002, nous avons réalisé de
multiples études d’association avec le géne du
TNF et les génes du systéme des IGF (6-10),
notamment, et nous avons tenté de définir des
sous-phénotypes pertinents des MICI de maniére
arealiser des analyses génotype-phénotype (11).
A la fin des années 2000, nous avons également
commencé A constituer une large cohorte belge
de patients traités par infliximab en vue d’études
de pharmacogénétique et nous avons réalisé en
collaboration avec différents services universi-
taires belges de gastroentérologie, les premiéres
études de pharmacogénétique de I’infliximab
ans la MC (12-16).

A partir de 2002, deux projets ambitieux ont
vu le jour :

a. un vaste projet d’identification de génes
e susceptibilité aux MICIL, d’abord sur le locus
IBD4, localisé sur le chromosome 14 et ensuite,
grace aux développements technologiques sur
I’ensemble du génome. Ce projet s’est développé
en collaboration avec le laboratoire de Généti-
que Quantitative et Factorielle du Professeur M
Georges dans le cadre du CBIG/GIGA;

b. un projet d’identification de marqueurs
génétiques de prédisposition a la réponse a I’in-
fliximab dans la MC, en collaboration avec le
service de Génétique Humaine, toujours dans le
cadre du CBIG/GIGA.

Ces projets ont regu des financements impor-
tants de nombreuses sources (CHU, Fondation
Léon Fredericq, ULg, FNRS, Région Wallonne)
pour un montant de prés de 2 millions d’euros.
Ces financements ont permis non seulement la
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réalisation desprojets, mais aussi I’acquisition
de matériel et I’implantation d’une structure de
pointe dans le cadre du CBIG/GIGA pour la
recherche sur la génétique des maladies com-
plexes. Certains aspects de ces projets seront
détaillés dans les paragraphes suivants.

CONSTITUTION DES COHORTES DE
PATIENTS ET CREATION DU RESEAU DE
COLLABORATIONS

La cohorte de patients atteints de MICI utili-
sée pour I’étude de la prédisposition génétique
a ces maladies a été constituée avec la collabo-
ration de nombreux centres de gastroentérologie
liégeois et de Wallonie entre 2002 et 2004. Au
total, c¢’est plus de 1.000 patients, environ 3/4 de
MC et 1/4 de RCUH qui ont accepté de participer.
Prés de 350 contrdles sains de la région, mem-
bres du personnel du CHU et de 1’ULg ainsi que
des donneurs de sang, ont également accepté de
participer. Pour les patients, une base de données
cliniques informatisées et anonymisées a aussi
¢été constituée a 1’aide du programme Access.

La cohorte de patients atteints de MC utili-
sée pour les études de pharmacogénétique est
une cohorte belge d’environ 300 patients. Ils ont
¢té recrutés avec la collaboration des différents
centres universitaires de gastroentérologie, dans
le cadre d’un programme d’usage compassion-
nel de ’infliximab dans la MC entre les années
1998 et 2001.

Dans le cadre de ces études, de nombreuses
collaborations se sont nouées, également au-dela
de la constitution des cohortes, en particulier
avec I’unité de recherche sur la pharmacogénéti-
que des anticorps thérapeutiques de 1’université
de Tours, avec les services de gastroentérologie
de Lille et de Kiel, avec le Welcome Trust Cen-
tre for Human Genetics a Oxford, avec la fon-
dation Jean Dausset & Paris, et avec le génopdle
d’Evry.

LA CHASSE AUX GENES DE
PREDISPOSITION AUX MICI :

DES ETUDES D’ASSOCIATION AVEC
GENES-CANDIDATS AU PROJET HAPMAP

Dans les années 1994-1995, le standard
des études de génétique dans les maladies
complexes était 1’étude d’association a base de
geénes-candidats. Le principe de ces études était
de choisir un géne-candidat en raison de son
implication potentielle dans la physiopatholo-
gie de la maladie étudiée et d’analyser 1’un ou
’autre polymorphisme connu sur ce géne dans
une cohorte de patients et une cohorte de contrd-
les ethniquement appariés. Une association sta-
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tistiquement significative suggérait I’implication
possible du polymorphisme étudié ou d’un autre
en déséquilibre de liaison. Nous avons a 1’épo-
que réalisé des études parmi les premiéres dans
ce domaine, notamment sur le géne du TNF et
de I’IL1-ra dans les MICI (6). Cette stratégie de
recherche est toutefois assez rapidement apparue
comme insuffisante compte tenu du faible nom-
bre d’hypotheses étudiables par cette technique,
en opposition profonde avec la complexité des
maladies a étudier. Au méme moment, il était
toutefois devenu possible de réaliser des vastes
criblages génomiques par étude de liaison (17).
Le principe de ces études était d’analyser, a I’in-
térieur de familles comportant plusieurs sujets
atteints, la transmission de la maladie en paral-
I¢le a la transmission de marqueurs génétiques
(a I’époque des microsatellites). Une distorsion
dans la transmission des marqueurs paralléle-
ment a la transmission de la maladie suggérait
une association entre la zone génomique défi-
nie par le marqueur, appelée locus, et la mala-
die étudiée. Entre 300 et 500 marqueurs étaient
utilisés et les loci correspondants contenaient en
moyenne une centaine de génes. Nous avons eu
la chance, a Oxford, de participer 4 ’'un des deux
premiers criblages de ce type dans les MICI et
avons pu mettre en évidence trois loci de sus-
ceptibilité aux MICI depuis lors répliqués, sur
les chromosomes 3, 7 et 12 (4). Parallélement,
un autre criblage génomique se déroulait a Paris,
et aboutissait & I’identification d’un locus sur le
chromosome 16. C’est ce locus qui a fait I’objet
de I’¢tude affinée la plus rapide et fructueuse et
qui a abouti en 2001 a I’identification du géne
NOD2/CARDI15 (5). Notre service a contribué
a la cohorte qui a permis la réalisation de ce tra-
vail. Le statut hétérozygote pour des variants de
ce géne est associé a un risque relatif de 3 a 4
pour la MC et le statut homozygote ou hétéro-
zygote composite & un risque relatif de 40. Ce
géne n’est pas associé a la RCUH et est surtout
associé aux formes iléales de la MC.

Cette découverte a jeté un nouvel éclairage
sur la physiopathologie de la MC. La protéine
NOD?2 est un récepteur intra-cytoplasmique pour
le muramyl-dipeptide du peptidoglycan. Elle
interagit ensuite avec des caspases et est capable
d’activer NF-kB. Il semble de plus qu’elle ait un
r6le régulateur sur la réponse au LPS par une
interaction avec la messagerie intra-cellulaire
en aval des Toll-like receptors. Ces découver-
tes semblent donc confirmler I’hypothése selon
laquelle la MC est en partie liée a une anomalie
de réaction immuno-inflammatoire en réponse a
des fragments bactériens.

A la fin des années 90 et au début des
années 2000, nous avons réalisé plusieurs études
visant a déterminer une association éventuelle
entre différents génes-candidats, notamment le
géne NOD2/CARDIS5 et des sous phénotypes de
MICI (7, 9, 10, 18). A travers ces recherches, il
est rapidement apparu que la définition des sous-
phénotypes des MICI qui était utilisée a 1’épo-
que était inadéquate, notamment en raison du
caractére variable de ces sous-phénotypes dans
le temps (18, 19). Nous avons alors contribué
4 une amélioration de la définition de ces sous-
phénotypes, notamment du comportement de la
MC, traduisant la propension de cette maladie a
se compliquer avec le temps, de rétrécissements
intestinaux (les sténoses) et de lésions transmu-
rales fissuraires (les fistules) (11). Dans la fou-
1ée, nous avons réalisé plusieurs études sur le
déterminisme génétique de ces sous-phénotypes
(10, 18).

A partir de 2002, en collaboration avec le labo-
ratoire de Génétique Quantitative et Factorielle
du Prof. M. Georges, dans le cadre du CBIG/
GIGA, nous avons eu la chance de pouvoir déve-
lopper un projet ambitieux : une tentative de clo-
nage positionnel sur le locus IBD4, localisé sur
le chromosome 14. Lassociation entre ce locus
et les MICI avait été confirmée dans trois cohor-
tes indépendantes, dont une belge (Leuven).
Nous avons entrepris de tenter d’identifier le ou
les génes causaux sur ce locus en le criblant a
I’aide d’un grand nombre de marqueurs de type
SNP. Plus de 500 SNPs ont ainsi été génotypés
dans notre cohorte de plus de 1000 MICI, conte-
nant également prés de 300 trios (un patient et
ses deux parents) permettant des analyses sta-
tistiques complémentaires (test de déséquilibre
de transmission). Cette approche nous a permis
d’isoler trois groupes de marqueurs, correspon-
dant a trois génes, pour lesquels une association
avec les MICI était fortement suspectée. Une
premiére tentative de confirmation de ces asso-
ciation sur une cohorte indépendante (Hopital
Erasme, Bruxelles) d’environ 500 MICI a toute-
fois échoué. En attendant de nouvelles tentatives
de confirmation, cet échec peut étre interprété
de 3 fagons :

a. des résultats faussement positifs, certaine-
ment possible vu le grand nombre d’hypothéses
testées;

b. une hétérogénéité génétique de ces mala-
dies, certainement valide mais peu vraisembla-
ble entre notre cohorte liégeoise et une cohorte
bruxelloise;

¢. des geénes de prédisposition a faible risque
relatif, peut-&tre I’hypothese la plus plausible,
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des genes récemment identifiés dans les MICI
comme OCTN et DLGS5 ayant été aussi difficiles
a confirmer et finalement globalement associés
a un risque relatif faible entre 1,5 et 2. Il est donc
possible qu’une confirmation pour nos mar-
queurs sur IBD4 et les geénes associés ne puisse
venir que d’une cohorte plus large. Celle-ci est
en constitution avec la collaboration des services
de gastroentérologie des hopitaux universitaires
de Gent et Leuven.

Parallélement, en collaboration avec le géno-
péle d’Evry, nous avons eu 1’opportunité de
commencer un vaste criblage génomique a forte
densité de marqueurs, basé sur les résultats du
projet HapMap. Un des buts du projet HapMap
était d’utiliser les données du séquengage du
génome et la disponibilit¢ d’un nombre crois-
sant de SNPs (plus de 8 millions actuellement)
pour définir des blocs haplotypiques parcourant
le génome humain et, par la, de déterminer la

nature et le nombre minimum de SNPs néces-
saires pour extraire la totalité¢ de I’information
génétique humaine. Il semble actuellement que
cela soit possible avec «seulement» 300.000
SNPs (c'est-a-dire un SNP toutes les 5.000 a
15.000 paires de bases). Or, le génotypage d’un
tel nombre de SNP est devenu possible sur de
larges cohortes grace aux progreés techniques
récents dans le génotypage et a la robotisation.
Treés récemment, 300.000 SNPs ont été génoty-
pés sur 500 MC de notre cohorte et I’analyse des
SNPs individuels révele au moins 1.600 SNPs
potentiellement trés intéressants, soit par leur
valeur statistique d’association individuelle, soit
par leur localisation dans des zones génomiques
préalablement associées a la transmission des
MICI dans les études de liaison. La tentative de
confirmation de ces marqueurs va comimencer
sur une large cohorte belge de MC. En paral-
lele, un enjeu majeur de ce projet est de pouvoir
développer des outils mathématiques et statisti-
ques adéquats pour extraire un maximum d’in-
formation de cette foule de données complexes
(Plus de 300 millions de génotypes a analyser
pour une cohorte de 1.000 individus). En effet,
au-dela de I’identification de génes de prédis-
position isolés, c’est avant tout 1’établissement
de véritables profils d’héritabilité génétique qui
devrait aboutir. Ces profils polygéniques corres-
pondent plus a la réalité¢ des maladies comple-
xes que de simples associations individuelles et
pourraient aider a une redéfinition moléculaire
des cadres nosologiques.

PHARMACOGENETIQUE DE L’INFLIXIMAB
DANS LA MC

Dans le domaine de la pharmacogénétique,
méme si des études sur génome entier seraient
souhaitables, les études basées sur des génes
candidats restent le standard. Lobstacle princi-
pal a la réalisation d’étude sur génome entier
est la taille limitée des cohortes. Notre cohorte
belge dans ce domaine, qui est une des plus
larges au niveau mondial, reste certainement
insuffisante. Toutefois, pour réunir un millier de
patients atteints de MC (ou de RCUH) traités
par un méme médicament (ici I’infliximab) dans
des conditions homogeénes et avec une évalua-
tion prospective standardisée de la réponse au
traitement, un effort important de recrutement
serait nécessaire au niveau mondial. En atten-
dant, les études basées sur des génes candi-
dats peuvent tout de méme nous apporter des
informations précieuses, dans la mesure ou le
mécanisme d’action des médicaments est en
général plus facile a cibler que la physiopatho-
logie d’une maladie complexe et ou par consé-
quent, le choix des génes candidats est souvent
plus éclairé. Aprés avoir démontré I’importance
de I’évaluation non seulement clinique, mais
aussi biologique, de la réponse au traitement par
infliximab dans la maladie de Crohn, nous avons
pu éliminer, soit par étude exhaustive du géne,
soit par 1’¢tude de blocs haplotypiques, avec
une bonne probabilité, I’implication des génes
du TNF (21), de la lymphotoxine alpha (20) et
de la CRP (15). Par contre, une association fai-
ble entre la réponse biologique (définie par la
chute de la CRP) a I’infliximab et un polymor-
phisme fonctionnel du géne FCGR3A a pu étre
d’abord suggérée dans notre cohorte belge (14)
et, ensuite, confirmée dans une large cohorte
internationale (16). Le géne FCGR3A code
pour le récepteur du fragment Fc des immuno-
globulines au niveau des macrophages et cellule
NK et pourrait intervenir dans la capacité de
lyse par ADCC des cellules exprimant le TNF
membranaire. De méme, nous avons obtenu un
autre résultat positif sur notre cohorte, mais non
encore indépendamment confirmé, pour le géne
ADAM-17 (21). Ce géne code pour une métal-
loprotéase responsable du clivage notamment du
TNF membranaire. Ce géne régule donc le degré
d’expression du TNF membranaire & la surface
des cellules mononucléées de la paroi intesti-
nale, cible principale de I’infliximab dans la MC.
Un haplotype couvrant le géne ADAM-17 était
associé a I’état homozygote & la réponse clini-
que et biologique a I’infliximab. Cette associa-
tion doit encore étre confirmée, la signification
fonctionnelle de ce haplotype doit é&tre étudiée,
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et la mutation causale éventuelle identifiée. Au-
dela de cela, I’interaction entre ces marqueurs
génétiques potentiels de la réponse a I’infiximab
avec d’autres facteurs cliniques de réponse déja
identifiés devra aussi étre recherchée.

CONCLUSION

La constitution de larges cohortes de patients
bien phénotypés et les progrés technologiques
spectaculaires dans le domaine du génotypage,
rendent possible des études génétiques extensi-
ves a la recherche de facteurs de prédisposition,
a des maladies complexes telles que les MICI,
ainsi que de facteurs de réponse aux nouveaux
traitements. La collaboration qui a été mise en
place au CHU de Liége entre différents centres
de gastroentérologie liégeois et belges, les labo-
ratoires de génétique du CBIG/GIGA, des cher-
cheurs de la faculté des Sciences Appliquées
travaillant sur des modélisations mathématiques
et certains centres de génétique internationaux
a la pointe mondiale des techniques de génoty-
page a trés large échelle, a permis une avancée
passionnante dans le domaine de la génétique
des MICI et par extension des maladies com-
plexes.
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