GENOMIQUE DES MALADIES INFLAMMATOIRES
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Base pour une nouvelle classification moléculaire
de ces maladies et source de nouvelles stratégies
thérapeutiques
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RESUME : Les maladies inflammatoires intestinales, la mala-
die de Crohn et la rectocolite ulcéro-hémorragique, sont des
maladies complexes, multifactorielles et polygéniques. Des pro-
gres considérables dans la connaissance du génome humain
et les techniques de génotypage ont permis I’identification
de plusieurs dizaines de genes et loci associés a ces maladies.
Ces découvertes lancent les bases d’une nouvelle classification
moléculaire de ces maladies et laissent entrevoir de nouvelles
possibilités de traitement plus spécifiques. Le présent article
résume, dans le cadre de la réunion Synthése CHU 2009, les
contributions de I’équipe de recherche du CHU et de ’univer-
sité de Liége dans ce domaine.
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INTRODUCTION

Les maladies inflammatoires intestinales
(MICI) se caractérisent par une atteinte chroni-
que inflammatoire, du tube digestif. Elles font
parties de ce qu’il est maintenant courant d’ap-
peler les «immune mediated inflammatory disor-
ders (IMIDs)» au méme titre, par exemple, que
la polyarthrite rhumatoide, les spondylarthropa-
thies séronégatives, ou le psoriasis. On reconnait
classiquement deux grands types de MICI : la
maladie de Crohn (MC) et la rectocolite ulcéro-
hémorragique (RCUH). La premiére se caracté-
risé par une atteinte multifocale et transmurale
de la paroi digestive pouvant toucher n’importe
quel segment de la bouche a I’anus. La deuxieéme
se caractérise par une atteinte muqueuse d’un
seul tenant, démarrant au rectum et remontant sur

GENOMICS OF INFLAMMATORY BOWEL DISEASES : BASIS FOR A NEW
MOLECULAR CLASSIFICATION AND NEW THERAPEUTIC STRATEGIES OF
THESE DISEASES
SUMMARY : Inflammatory Bowel Disease, Crohn’s disease
and ulcerative colitis, are complex, multifactorial, polygenic
diseases. Huge progresses in the knowledge of human genome
and genotyping techniques have allowed the identifications of
dozens of genes and loci associated with these diseases. These
discoveries set the path for a new molecular classification of
these diseases and let us see new therapeutic possibilities. The
present paper highlights, in the setting of the Synthese CHU
2009 meeting, the contributions of the team of the CHU and

university of Liege in this field.
KEeYworbs : Crohn’s disease - Ulcerative colitis - Genetics

dance nettement plus élevée pour ces maladies
parmi les jumeaux monozygotes que dizygo-
tes. Aprés plusieurs études de geénes-candidats
infructueuses, une premicre série de criblages
génomiques par étude de liaison basée sur des
marqueurs microsatellites a permis d’identifier
dans les années 1990 une série de loci associés
a la transmission des MICI (1). Néanmoins, ces
loci contenaient en général un grand nombre de
genes (100-1000) et ce n’est qu’en 2001 que le
premier géne clairement associé¢ a la MC a été
découvert (2). Ce géne, NOD2/CARDI1S5, est
encore aujourd’hui le géne le plus fortement
associé¢ au développement de la MC. Dans le
courant des années 2000, une meilleure connais-
sance de I’architecture du génome humain par
son séquengage et par la caractérisation des blocs

haplotypiques (projet HaMap) (3), ’avénement
des techniques de génotypage a large échelle et
la constitution de larges cohortes de patients par
la création de collaborations internationales, ont
permis la réalisation de criblages complets du
génome par étude d’association (4). Ces cribla-
ges ont abouti a la mise en évidence de plusieurs
dizaines de génes associés aux MICI. Parallée-
lement, les études par génes-candidats sont
devenues plus efficaces grace a une meilleure
connaissance de la biologie de I’inflammation
ainsi qu’a une meilleure capacité d’analyse de
I’ensemble des variants principaux caractérisant

une longueur variable, mais n’atteignant que le
colon . Cette distinction est une réalité clinique,
récemment confirmée par les avancées généti-
ques. Néanmoins il existe une grande variété de
présentation tant de la MC que de la RCUH avec
des formes de passage entre ces deux affections.
L’origine partiellement génétique de ces affec-
tions est suspectée depuis longtemps en raison de
leur fréquence variable en fonction des ethnies,
des formes familiales et surtout de la concor-
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les, a été au centre de ces avancées. Le présent
article résume les principales contributions de
notre groupe de recherche a ces avancées.

DECOUVERTE DE VARIANTS D’IRF5
Associks A LA RCUH (5)

L’«Interferon regulatory factor 5» (IRF5) est
un facteur de transcription jouant un réle a la
fois dans I’immunité innée et la réponse immu-
nitaire a médiation cellulaire. Une association de
variants au niveau de ce geéne a déja été mise en
évidence dans le lupus érythémateux disséminé
et la polyarthrite rhumatoide. Dans le cadre
d’une collaboration entre le service de généti-
que humaine du CHU de Liege, le département
de médecine moléculaire d’Uppsala en Suede,
le service de gastroentérologie du CHU de
Liege et celui du Gasthuisberg a Leuven, douze
polymorphismes couvrant I’ensemble du géne
IRFS5 ont été génotypés sur deux cohortes suc-
cessives de MICI et de contrdles (au total 1.694
MICI et 552 contrdles). Une association haute-
ment significative a pu étre mise en évidence et
confirmée antre un variant de type indel dans
le promoteur du géne IRF5 et les MICI. Cette
association, retrouvée aussi bien avec la MC que
la RCUH, était la plus forte avec cette deuxieme
maladie. Le variant associés aux MICI était dif-
férent de ceux précédemment associés au lupus
ou a la polyarthrite. Il est suceptible de modifier
la séquence d’un site de liaison pour un facteur
de transcription SP1 et pourrait donc avoir une
signification fonctionnelle et représenter une
mutation causale. Cette découverte a été une des
toutes premiéres mise en évidence d’un geéne
clairement associ¢ a la RCUH.

DECOUVERTE DE VARIANTS DE NLRP3
ASSOCIES A LA MALADIE DE CROHN (6)

Le géene NLRP3 (=NALP3), codant pour la
cryopyrine, fait partie de la méme famille de
protéines que NOD2/CARD15, partageant avec
celui-ci les domaines centraux NACHT/NAD et
répétitions LRR carboxyterminales, mais s’en
différenciant par un domaine amino-terminal
«pyrine» (PYD) en lieu et place du domaine
CARD. La cryoporine fait partie de I’inflamma-
some, plateforme moléculaire régulant I’activa-
tion de la caspase-1 et le processing de I’IL-1f3,
deux médiateurs clés de I’inflammation. Des
mutations de type «gain-de-fonction» sont res-
ponsables de trois formes de fievre périodique
familiale caractérisées par une surproduction
d’IL-1p.

Afin d’étudier la contribution éventuelle de
NLPR3 a la prédisposition a la MC, dans le cadre
d’une collaboration entre 1’Université McGill a
Montreal, le service de gastroentérologie de I’ho-
pital Erasme a Bruxelles, du Gasthuiberg a Leu-
ven et celui du CHU de Liege, Villani et al. ont
d’abord effectué une analyse de type TDT dans
296 trios a I’aide de 47 SNP chevauchant le géne
NLPR3. Une distorsion de transmission sugges-
tive fut observée pour trois SNP localisé a 4.7 Kb
en aval du géene NLPR3, séparé¢ de celui-ci par
le petit gene OR2B11 codant pour un récepteur
olfactif. Ces trois SNP furent ensuite testés dans
quatre autres cohortes totalisant 414 trios, 239
cas et 107 contrdles. L’association initialement
détectée fut confirmé de fagon remarquablement
consistante. Un effort de séquengage identifia
79 nouveaux polymorphismes dont 24 furent
génotypés dans I’ensemble des cohortes, confir-
mant [’association caractérisée pour le meilleur
SNP par une valeur p de 10-8 (répondant aux
critéres séveres des GWAS) et un OR de 1,78.

La position des SNP associés, en aval du prin-
cipal géne candidat, suggérait fortement 1’inter-
vention d’un polymorphisme régulateur. Afin de
tester cette hypothése, les auteurs examinérent
I’effet des SNP associés sur les taux d’expres-
sion de NLRP3 dans des leucocytes et monocy-
tes sanguins. Les alléles augmentant le risque de
MC s’avéraient significativement associés a une
diminution du taux d’expression de NLRP3 ainsi
qu’a une diminution de la sécrétion d’IL-1 par
les monocytes, particulierement aprés stimula-
tion au LPS.

Ces résultats plaident fortement en faveur de
la contribution de variants fréquents du géne
NLPR3 a la prédisposition a la MC, et confirme
le role clé de mécanismes d’immunité innée
dans sa pathogénie.

DECOUVERTE DE VARIANTS NON CODANTS
POTENTIELLEMENT REGULATEURS DE
L’EXPRESSION DE PTGER4 ASsOcCIES

A LA MALADIE DE CROHN (7)

Un des premiers criblages du génome entier
par étude d’association dans la maladie de
Crohn a été réalisé par le groupe de recherche
Liégeois, associant le service de gastroentérolo-
gie du CHU de Liége et le laboratoire de géné-
tique factorielle du GIGA Research. Pour ce
travail, la cohorte de patient a été étendue grace
a une collaboration avec les services de gas-
troentérologie universitaires de Leuven, Gent et
Bruxelles et les génotypages ont été réalisés en
collaboration avec le genopdle d’Evry. Ce tra-
vail, outre la confirmation des associations avec
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le géne NOD2/CARDI1S5, et celui du récepteur
de I’IL23, a mis en évidence pour la premiére
fois une association entre la MC et une région
identifiée en 5p13. Cette découverte est particu-
lierement intrigante, car la région est dépourvue
de génes connus. Qui plus est, elle se situe dans
un désert génique couvrant plus d’un millions
de paires de bases. Comment une région sans
geénes pourrait-elle influencer la prédisposition
a la MC ? Une hypothése possible est que cette
région contienne des éléments régulateurs du
taux d’expression génique agissant a longue dis-
tance (tel que décrits par exemple pour les génes
de globines). En perturbant le fonctionnement
de tels éléments régulateurs, les variants de pré-
dispositions influenceraient le taux d’expression
de leurs génes cibles affectant ainsi la prédispo-
sition a la MC. Afin de tester cette hypothése,
I’équipe de recherche a mis a profit des données
de transcriptomiques générées sur des lignées
lymphoblastoides de 400 individus par ailleurs
génotypés pour 300.000 SNP. Elle démon-
tre que, dans ces cellules, les polymorphismes
associés a la MC ont un effet trés significatif sur
les taux d’expression de PTGER4 situés a plus
de 250 Kb. Ce type d’effet est qualifié d’eQTL
pour «Expression QTL». Le géne PTGER4 code
pour le récepteur de type EP4 de la prostaglan-
dine PGE2. Le role des prostanoides dans les
phénomeénes inflammatoires est bien documenté
et, de plus, I’invalidation de PTGER4 chez la
souris augmente trés significativement leur sen-
sibilité a la colite induite par le dextran sulphate.
PTGER4 s’avere donc étre un excellent géne
candidat pour le nouveau locus de prédisposi-
tion en 5pl3.

au génopole d’Evry et avec le renfort de cohor-
tes de patients de Leuven, Gent et Bruxelles,
un consortium Nord-Américains financé par le
NIH — et le Welcome Trust Consortium-consor-
tium Britanique) ayant réalisé des criblages indi-
viduels s’unissent dans une telle méta-analyse
d’un total de 3.230 patients et de 4.829 contro-
les caucasiens. Afin de fusionner des données
génotypiques obtenues avec des panels de SNP
distincts (panels Illumina 300K pour les cribla-
ges américains et belgo-frangais versus panel
Affymetrix 500K pour le criblage anglais), les
équipes recourent a de I’imputation génotypi-
que : elles vont effectuer du génotypage in silico
pour des SNP typés réellement par leur parte-
naire mais pas par eux. Ce subterfuge est rendu
possible grace au projet HapMap, dans le cadre
duquel une centaine d’individus caucasiens ont
été génotypés pour plus de 3 millions de SNP
comprenant tous les marqueurs utilisés pour les
criblages du génome entier. Le déséquilibre de
liaison entre marqueurs (c’est-a-dire les associa-
tions non-aléatoires entre SNP) évalué en détail
dans la population HapMap, permet de prédire
avec précision le génotype pour des SNP non-
typés, grace aux génotypes connus de SNP voi-
sins. Des analyses d’association sont effectuées
en prenant bien soin de ne pas créer de proble-
mes de stratification nouveaux. L’analyse des
résultats révele un excés important de régions
hautement significatives. Les 75 régions les
plus prometteuses (p < 5 x 10-5 ) sont ensuite
¢évaluées dans une cohorte de confirmation indé-
pendante comprenant 2,325 cas, 1,809 contréles
et 1,339 trios. Cette analyse confirme 11 des 19
régions rapportées dans les criblages du génome
entier individuels (dont toutes celles qui avaient
été détectées dans plus d’une étude), et en iden-

IDENTIFICATION PAR META-ANALYSE DE
PLUSIEURS DIZAINES DE LOCI ET GENES
ASSOCIES A LA MALADIE DE CROHN (8)

tifie 20 nouvelles.

Pour chacun des loci de prédisposition identi-

Une observation importante résultant des
premiers criblages du génome entier par étude
d’association est la faiblesse de quasi tous les
effets observés, la majorité des OR associés aux
geénes ou au marqueurs identifiés étant inférieurs
a 1,5. Une analyse statistique a posteriori indi-
que que ces criblages individuels, y compris
le plus important réalisé par le Welcome Trust
Case Control Consortium, n’avaient qu’une
faible puissance (~0,30) de détection d’effets
aussi modestes. Force est donc de conclure
que la majorité des effets existant n’ont tout
simplement pas été détectés. La fagon la plus
efficace d’augmenter la puissance de détection
est tout simplement la force de 1’union : ana-
lyser conjointement plusieurs GWAS. En 2008
trois des équipes (L’équipe Liégeoise associée
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fi¢ un intervalle de confiance est défini sur base
de I’étendue du déséquilibre de liaison dans la
région correspondante. La taille moyenne des
intervalles de confiance est de 198 Kb, allant de
19 Kb pour le plus petit intervalle a 720 Kb pour
le plus grand. Ces intervalles contiennent 3,7
geénes en moyenne, allant de 0 a 35. Pour quasi
tous ces loci, génes et mutations causales restent
a identifier formellement. Néanmoins, plusieurs
candidats positionnels sont particulieérement
intrigants et semble renforcer le réle important
de I’'IL-23 et des cellules TH17. L’imputation
de génotypes HapMap permet d’exclure une
contribution prépondérante de SNP altérant la
séquence protéique («SNP non-synonymesy),
alors que des analyses du transcriptome en
cellule lymphoblastoides (telle que celle utili-
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sée pour I’identification de PTGER4 (cfr. Plus
haut), réveéle un enrichissement significatif en
effets eQTL dans les régions associées a la MC,
suggérant des lors un réle important pour des
SNP régulateurs agissant sur les taux d’expres-
sion géniques. A 1’issue de cette méta-analyse,
ayant généré plus de 30 loci de prédisposition
avec forts supports statistiques, la MC s’avere
étre la pathologie complexe la mieux comprise
en termes de nombre de loci de prédisposition.

Dans la foulée, 4 criblages du génome entier
par étude d’association ont été effectués dans la
RCUH. Ceux-ci (9) ont permis 1’identification
d’association avec toute une série de geénes et
loci déja associés a la MC, mais également d’as-
sociations originales notamment avec le géne
de I’interleukine-10 (IL-10). Au total, une ving-
taine de geénes ou loci sont maintenant également
associés a la RCUH

LA FLEUR GENETIQUE DES IMIDs

Une observation inattendue provenant de la
meéta-analyse mentionnée plus haut est la propor-
tion non négligeable de loci affectant non seule-
ment la prédisposition a la MC ou a la RCUH
mais également a d’autres maladies, certaines
associées aux MICI dans le cadre des IMIDs et
d’autres sans liens préalablement établis avec les
MICI (10) : diabete de type I (PTPN2 et PTPN22),
diabete de type II (CDKALL1), psoriasis (IL-23R,
IL-12B), arthrite rhumatoide (PTPN22), spondy-
lite ankylosante (IL-23R), maladie de Parkinson
(LRRK2), asthme (ORMDL3). Ces associa-
tions communes nous permettent d’avancer le
concept de fleur génétique des IMIDs et autres
maladies a composante immunitaire (Fig. 1) :
chaque entité pathologique est représentée par
un pétale. Certains génes ou loci sont communs
a deux ou plus de ces maladies (intersection des
pétales). Le coeur de la fleur est constitué par
des zones génétiques telles que le Complexe
Majeur d’Histocompatibilité, pour lesquelles
une association a été découverte avec quasi tou-
tes ces maladies. Ces déterminismes génétiques
communs permettent d’expliquer les agréga-
tions familiales de certaines de ces maladies et
soulignent certains mécanismes physiopatholo-
giques communs. Compte tenu par ailleurs, de
la grande hétérogénéité génétique de chacune
des maladies constituant les IMIDs, on pourrait
méme aller plus loin dans ce concept et avan-
cer que certaines formes de ces maladies sont
parfois génétiquement et moléculairement plus
proches de certaines autres IMIDs que d’autres
formes extrémes de ces méme maladies. Ce
concept pourrait nous amener a redéfinir des

CARDIS
ATGI6L1

PTGER4
NLRP3

Figure 1. La fleur génétique des «immune mediated inflammatory diseases»
illustre, de fagon non exhaustive, le déterminise génétique partiellement
commun de ces affections. Chaque entité pathologique est représentée
par un pétale. Certains geénes ou loci sont communs a deux ou plus de ces
maladies (intersection des pétales). Le cceur de la fleur est constitué par des
zones génétiques telles que le Complexe Majeur d’Histocompatibilité, pour
lesquelles une association a été découverte avec quasi toutes ces maladies.
Les génes communs sont généralement impliqués dans I’induction et I’am-
plification non spécifique de la réaction immuno-inflammatoire. Les génes
plus spécifiques sont souvent impliqués dans I’homéostasie d’organe ou la
réponse immune spécifique d’organe.

CD = maladie de Crohn; UC = rectocolite Ulcéro-hémorragique, RA = Poly-
Arthrite rhumatoide; AS = Spondylarthrite Ankylosante, PSO = Psoriasis;
SLE = Lupus Erythémateux Systémique.

entités pathologiques moléculaires plutét que
cliniques. L’importance de la définition de ces
entités pathologiques moléculaires pourrait étre
la définition d’entités plus homogéenes et sus-
ceptibles de répondre de fagon plus uniforme a
certains agents pharmacologiques.

NOUVELLES VOIES THERAPEUTIQUES

Toutes ces découvertes récentes faites dans le
domaine des maladies complexes et en particu-
liers des MICI n’ont pas a I’heure actuelle d’im-
pact diagnostique. Les risques relatifs associés
a ces différents marqueurs génétiques apparais-
sent trop faibles pour avoir un quelconque intérét
dans le diagnostic. Par contre, ces découvertes
contribuent de fagon importante a une meilleure
compréhension des mécanismes physiopatholo-
giques sous-jacents a ces diverses entités. Dans
la foulée, elles jettent les bases pour la recherche
de nouveaux traitements plus spécifiques et phy-
siopathologiques de ces maladies. Le meilleur
exemple est constitué par les inhibiteurs de I’IL-
23. Deux anticorps dirigés contre la sous-unité
p40 commune a I’IL-12 et I’IL-23 font actuelle-
ment 1’objet d’études de phases 2 et 3 dans les
MICI (11). Ces anticorps font également 1’ob-
jet d’études prometteuses dans d’autres IMIDs,
dont le psoriasis. Une autre piste encourageante
est certainement celle de 1’IL-10, notamment
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dans la RCUH, entité dans laquelle une asso-
ciation a été clairement établie avec des variants
de ce geéne. Néanmoins des ¢études réalisées
avec de I’IL-10 humaine recombinante réali-
sées notamment dans la MC, il y a une dizaine
d’années avaient donné des résultats décevants.
Les données génétiques récentes indiquent que
cette voie de traitement ne doit peut-&tre pas étre
abandonnée, mais que le mode de délivrance de
I’IL-10 doit probablement étre repensé. Ce qui
importe en effet, c’est la concentration d’IL-10
au voisinage de 1’épithelium intestinal et des
cellules immunitaires de la muqueuse. Dans cet
esprit, la production d’IL-10 par des probioti-
ques (12) ou la capacité a stimuler la production
d’IL-10 par des probiotiques pourrait étre une
voie plus adéquate pour les MICI que I’injec-
tion systémique d’IL-10 recombinante. Dans cet
esprit, notre groupe travaille, en collaboration
avec la spin-off de I’Université de Liege THT,
a I’identification de souches probiotiques stimu-
lant particuliérement la production d’IL-10 par
les cellules immunitaires.

CONCLUSION

Des études récentes, auxquelles a participé
un groupe de recherche Liégeois associant prin-
cipalement le service de gastroentérologie du
CHU de Licge et le laboratoire de génomique
animale du GIGA-Research, ont permis de met-
tre plusieurs dizaines de génes ou loci associés
aux MICI. Ces découvertes représentent une
avancée considérable dans la connaissance de
I’architecture de la prédisposition génétique
aux maladies complexe et plus particulierement
dans la compréhension de la physiopathologie
des MICI. Elles jettent les bases pour une nou-
velle classification moléculaires de ces maladie
et pour de nouvelles voie thérapeutiques plus
spécifiques.

BIBLIOGRAPHIE

1. Mathew CG, Lewis CM.— Genetics of inflammatory
bowel disease : progress and prospects. Hum Mol Genet,
2004, 13, 161-168.

2. Hugot JP, Chamaillard M, Zouali H, et al.— Association
of NOD2 leucine-rich repeat variants with susceptibility
to Crohn’s disease. Nature, 2001, 411, 599-603.

3. International HapMap Consortium. A haplotype map of
the human genome. Nature, 2005, 437, 1299-1320.

4. Wellcome Trust Case Control Consortium. Genome-
wide association study of 14,000 cases of seven common
diseases and 3,000 shared controls. Nature, 2007, 447,
661-678.

Rev Med Liége 2009; 64 : Synthése 2009 : xx

10.

11.

12.

Dideberg V, Kristjansdottir G, Milani L, et al.— An inser-
tion-deletion polymorphism in the interferon regulatory
Factor 5 (IRF5) gene confers risk of inflammatory bowel
diseases. Hum Mol Genet, 2007, 16, 3008-3016.

Villani AC, Lemire M, Fortin G, et al.— Common variants
in the NLRP3 region contribute to Crohn’s disease sus-
ceptibility. Nat Genet, 2009, 41, 71-76.

Libioulle C, Louis E, Hansoul S, et al.— Novel Crohn
disease locus identified by genome-wide association
maps to a gene desert on 5p13.1 and modulates expres-
sion of PTGER4. PLoS Genet, 2007, 3, 538-543.

Barrett JC, Hansoul S, Nicolae DL, et al.— Genome-
wide association defines more than 30 distinct suscep-
tibility loci for Crohn’s disease. Nat Genet, 2008, 40,
955-962.

Louis E, Libioulle C, Reenaers C, et al.— Genetics of
Ulcerative colitis : the come-back of interleukin 10. Gut,
2009, in press.

Lettre G, Rioux J.— Autoimmune diseases : insights
from genome-wide association studies. Hum Mol Genet,
2008, 17, 116-121.

Sandborn WJ, Feagan BG, Fedorak RN, et al.— A
randomized trial of Ustekinumab, a human interleu-
kin-12/23 monoclonal antibody, in patients with mode-
rate-to-severe Crohn’s disease. Gastroenterology, 2008,
135, 1130-1141.

Braat H, Rottiers P, Hommes DW, et al.— A phase |
trial with transgenic bacteria expressing interleukin-10
in Crohn’s disease. Clin Gastroenterol Hepatol, 2006, 4,
754-759.

Les demandes de tirés a part sont a adresser au

Pr. E. Louis, Service de Gastroentérologie, CHU de
Liege, 4000 Liege, Belgique.

Email : edouard.louis@ulg.ac.be



