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Résumé

Résumé:

Le gene NOD2, impliqué dans les réponses immunitaires innées contre le peptidogly-
cane bactérien, est étroitement associé a la maladie de Crohn (MC) avec des Odd Ratio
(OR) allant de 3 a 36 selon le génotype et a été initialement identifié par des analyses de
liaisons génétiques. Les données des familles multiplexes (familles définies par la pré-
sence de trois ou plus de trois apparentés au premier degré atteints de MC) issues du
registre EPIMAD ont été analysées. 1l a été précédemment rapporté que dans les 22 fa-
milles multiplexes EPIMAD génotypées pour les 3 mutations majeures du gene NOD2
une fréquence élevée de ces mutations du gene NOD2 : R702W, G908R et L1007fs, pou-
vait expliquer la fréquence élevée de MC dans ces familles. Cependant, quelques familles
multiplexes EPIMAD ne présentaient aucune de ces mutations R702W, G908R et L1007fs.
Afin d’identifier de nouvelles variations génétiques ayant un effet majeur dans la MC, un
protocole de Whole Exome Séquencing (WES) a été effectué sur 'une de ces familles mul-
tiplexes EPIMAD (F49M) présentant quatre sujets atteints de MC sur deux générations.
Une variation rare du gene NOD2, N1010K, s’est avérée présente chez tous les patients
atteints et absente chez tous les sujets controles intrafamiliaux . L'évaluation in silico et
la modélisation 3D ont mis en évidence un effet délétere hautement probable de la mu-
tation de N1010K suggérant donc fortement qu’elle pourrait étre un nouveau facteur de
risque majeur impliqué dans la susceptibilité génétique a la maladie de Crohn. Elle pour-
rait expliquer I'agrégation familiale de la MC dans la famille analysée. La présence d'une
maladie plus sévere chez les patients hétérozygotes composites N1010K/L1007fs plaide
en faveur de 'effet délétere de la mutation N1010K.

En plus de la caractérisation d’'une nouvelle mutation rare du gene NOD2, 2 autres
variants potentiels ont été identifiés : les mutations D359H et G33V respectivement des
genes BPIFB2 et DEFB132. Les protéines codées par ces genes sont impliquées dans les
meémes voies de signalisation : la voie de signalisation des défensines ainsi que dans celle
du systeme immunitaire inné. L'évaluation in silico des effet de ces mutations a mis en
évidence un effet délétere hautement probable pour D359H et G33V des genes BPIFB2
et DEFB132. Ainsi, on peut supposer que bien que les deux mutations D359H du géene
BPIFB2 et G33V du géne DEFB132, soient localisés sur deux genes différents impliquées
dans les mémes voies de signalisation, elles pourraient agir ensemble et conduire a un
effet dysfonctionnel cumulatif impliqué également dans 1’agrégation familiale de la MC
dans la famille F49M.



Ainsi, Pour la famille F49M, I'agrégation familiale pourrait reposer sur 'accumulation
de plusieurs mutations a effet délétere (N1010K, D359H et G33V).

Mots clés :
Maladie de Crohn; gene NODZ2; mutations; WES
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Research of new major genetic mutations

in Crohn’s disease

Abstract :

The NOD2 gene, involved in innate immune responses, has been found to be highly
associated with Crohn’s Disease (CD). EPIMAD multiplex families with three or more CD-
affected members were previously reported to be related to a high frequency of NOD2
gene mutations : R702W, G908R, and L1007fs. However, some rare EPIMAD CD multi-
plex families were described without any of the common NOD?2 linked-to-disease muta-
tions. In order to identify new genetic variation(s) with a major effect in CD, whole exome
sequencing was performed on available subjects in a multiplex family (F49M), without
known common NOD2 mutations and comprising four patients affected with Crohn’s di-
sease and three unaffected related subjects on two generations . A rare and, not yet, repor-
ted missense mutation of the NOD2 gene, N1010K, was detected and co-segregated across
affected patients (present in all members affected with CD and absent in all unaffected fa-
milial control subjects). In silico evaluation of the deleterious effect of the mutation and
3D modelling highlighted evidences for an adverse effect of the N1010K mutation with
regard to the function of the NOD2 protein and the genetic risk of CD. Moreover, N1010K
and L1007fs as a compound heterozygous state in two, more severe CD family members
strongly suggests that N1010K could be a new risk factor involved in Crohn’s disease ge-
netic susceptibility.

In addition to the characterization of a new rare mutation of the NOD2 gene, 2 other
potential variants have been identified : the D359H and G33V mutations, respectively, in
the BPIFB2 and DEFB132 genes. The proteins encoded by these genes are involved in the
same pathways : the pathway of defensins and the pathway of the innate immune system.
In silico evaluation of the deleterious effect of mutations revealed a potential deleterious
effect of D359H and G33V mutations. Thus, we could hypothesize that although the two
mutations D359H and G33V are located on two different genes but involved in the same
signaling pathways, they could act together and determine a cumulative dysfunctional
effect also involved as determinants of the familial aggregation of Crohn’s disease in family
F49M.

Thus, for the FA9M family, familial aggregation could be based on the accumulation
of several deleterious mutations (N1010K, D359H and G33V).

Keywords :
Crohn'’s disease; NODZ2 gene; variation; WES
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Introduction générale
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION GENERALE

1.1 LaMaladie de Crohn

Les Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin (MICI) sont des maladies chro-
niques caractérisées par la présence de lésions inflammatoires pouvant toucher tout ou
une partie de I'appareil digestif. La MC et la rectocolite hémorragique (RCH) sont les deux
principales formes de MICI.

La MC résulterait de I'interaction de facteurs environnementaux, y compris le microbiote
intestinal, avec le systeme immunitaire de 'hote, chez des individus prédisposés généti-

quement QIN [2012].

1.1.1 Epidémiologie

La premiere description de la MC date de 1932 par Burrill Bernard Crohn, Leon Ginz-
burg et Gordon Oppenheimer CROHN et collab. [1932]. Initialement, la MC était consi-
dérée comme une maladie rare en Europe et en Amérique du Nord avec une incidence
moyenne inférieure a 1/100 000 au début du XXe¢ siecle MOLODECKY et collab. [2012]. Au-

jourd’hui la MC toucherait environ 850 000 personnes en Europe et 150 000 en France.

La figure 1.1 et le tableau 1.1 montrent 'augmentation de l'incidence de la MC tout au
long du siécle dernier dans les pays industrialisés. La figure 1.1 présente le taux d’in-
cidence de la MC divisé en quintiles; les couleurs froides représentant les taux les plus
faibles et les couleurs chaudes, les incidences les plus élevées (le détail de la Iégende est
présentée dans le tableau 1.1). Il existe une grande variation de I'incidence et de la préva-
lence de la MC en fonction de la région géographique, de I'’environnement et de I'origine
ethnique de la population GAJENDRAN et collab. [2012]; MALIK [2015]. En effet, on observe
que l'incidence de la MC est plus élevée dans les pays du Nord (industrialisés) : Europe,
Amérique du Nord; par rapport aux pays émergeants : Asie, Afrique, Amérique du Sud.
Ce gradient est bien réel et n'est pas seulement dii a I'amélioration des diagnostics et a
I’acces aux soins.

TABLEAU 1.1 — Incidence et Prevalence de la MC, stratifiées en quintiles, MOLODECKY et collab.
[2012]

Stratification (percentile) | Incidence par 100,000 | Prevalence par 100,000
0 to 19th (dark blue) 0.0-0.80 0.6-6.75
20th to 39th (light blue) 0.81-1.94 6.76-25.0
40th to 59th (green) 1.95-3.76 25.1-48.0
60th to 80th (yellow) 3.77-6.38 48.1-135.6
80th to 100th (red) 6.39-29.3 135.7-318.5

Cependant, depuis les années 1980, cette distinction géographique tend a s’atténuer
NG et collab. [2018]. La figure 1.2 montre I'évolution de I'incidence de la MC entre 1990

et 2016. L'incidence, dans les pays occidentaux, pour les patients adultes, semble s’étre
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FIGURE 1.1 — Incidence et/ou prévalence mondiales Pour la maladie de Crohn, des pays pour les-
quels des données sont disponibles (A) avant 1960, (B) de 1960 a 1979 et (C) apreés 1980. MOLODE-

CKY et collab. [2012]
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stabilisée alors qu’elle augmente dans le sud de I’Australie, la Nouvelle Zélande et tous les
pays vers I'Est, de la Pologne au Japon GEARRY et collab. [2006]; WILSON et collab. [2010].

Crohn's disease incidence per
100000 person-years, 1990-2016
] Unknown

I 0.00-080

] 081194

1195376

1377-6:38

B -6-38

Western Europe

FIGURE 1.2 — Incidence mondiale de la maladie de Crohn entre 1990 et 2016. Carte de 'incidence
mondiale en quintiles. NG et collab. [2018]

La plupart des études publiées concerne la population caucasienne. Plusieurs études
comparant 'incidence en fonction de I'origine ethnique montrent qu’elle est plus éle-
vée dans les populations dites "blanches". Cependant l'incidence dans les populations
d’Amérique du Sud, d’Afrique et d’Asie, initialement plus faible, augmente HoU et collab.
[2009] :

- pour les populations d’Amérique du Sud (Puerto Rico), I'incidence annuelle entre 1996
et 2000 augmente de 0,49/100 000 a 1,96/100 000 APPLEYARD et R10S BEDOYA [2004].

- pour les populations d’Asie (Corée du Sud), I'incidence annuelle augmente entre 1986
et 2005 de 0,22/100 000 a 3.62/100 000 YANG et collab. [2008].

La variation de I'incidence dans ces pays pourrait étre expliquée, en partie, par la pré-
sence de facteurs de risques différents et/ou un acces aux soins plus difficile par rapport
aux pays occidentaux KAPLAN [2015]; KAPLAN et NG [2017]. Il est important de noter que

les nouveaux pays industrialisés ont connu une plus grande urbanisation, avec un dépla-

5
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cement des populations des zones rurales vers les villes. Par exemple, en Chine, il a été
montré que la variation de I'incidence de la maladie peut étre corrélée avec la densité de
population NG et collab. [2016]. Ainsi, '’émergence de la MC a suivi 'industrialisation et
I'occidentalisation de la société KAPLAN et NG [2017].

Depuis le début des études d’épidémiologie des MICI, il a été observé que le risque
de développer ces maladies, pour les populations juives ashkénazes est de 2 a 4 fois plus
élevé que pour les populations non juives (YAN et collab. [2008]). Ceci peut étre expliqué
par 'observation d'une fréquence plus élevée des mutations du gene NOD2 (facteur de
risque génétique majeur qui sera étudié plus loin) chez ces populations juives ashkénazes
(AFZALI et CROSS [2016]; BONEN et CHO [2003]; KARBAN et collab. [2007]). Il est aussi in-
téressant de noter que les populations juives américaines et européennes présentent des
taux d’incidence plus élevés que ceux des Juifs ashkénazes résidant en Israél ANANTHA-
KRISHNAN [2015].

Nous avons vu plus haut, qu’actuellement I'incidence de la MC semble stabilisée dans
les population occidentales, mais ces résultats proviennent d’études effectuées sur une
population adulte. Or chez les enfants et les adolescents, 'incidence de la MC augmente,
comme observé en Suede (HILDEBRAND et collab. [2003]; MALMBORG et collab. [2013]) et
en France (AUVIN et collab. [2005]; GHIONE et collab. [2018]). De nombreux facteurs ont
été proposés pour expliquer cette augmentation de I'incidence chez les enfants et les ado-
lescents comme par exemple les facteurs environnementaux, les habitudes alimentaires
ou encore 'hygiene. Cependant, toutes les études d’association de la MC avec ces diffé-
rents facteurs ne sont actuellement principalement effectuées que chez les sujets adultes.
Une étude s’est penchée sur le facteur "origine ethnique" des populations, entre autre
pédiatriques, issues de I'immigration a Ontario au Canada BENCHIMOL et collab. [2009].
Cette étude montre que I'incidence des MICI a Ontario dans la population pédiatrique a
augmenté principalement apres 2001. Or la proportion d'immigrants originaires d’Asie
du Sud a plus que doublée entre 1981 et 2000 a Ontario. Les auteurs supposent donc
que cette augmentation de I'incidence, chez les enfants de migrants, pourrait s’expliquer
par I'exposition a un changement environnemental et non pas par l'origine ethnique des
migrants. D’autres études ont aussi montré que des populations émigrants de régions a
faible prévalence (Asie) vers une région a forte prévalence (Angleterre), voient augmenter
leur risque de développer une MC BERNSTEIN et SHANAHAN [2008].

Linfluence des facteurs génétiques de risque de maladie de Crohn a été fortement
suggérée par des études rapportant que chez les jumeaux le risque de développer une
MC est 95 a 388 fois plus élevé chez les jumeaux monozygotes et 42 a 72 fois chez les
jumeaux dizygotes, par rapport au risque dans la population générale SANTOS et collab.
[2018]. Ceci a été confirmé par une étude de population danoise MOLLER et collab. [2015].
De plus, plusieurs études, dont une étude sur la cohorte pédiatrique scandinave (PERMI-
NOW et collab. [2009]; SHAH et collab. [2018]), montrent que le risque de développer une

MC est augmenté lorsque un apparenté au premier degré est atteint. Cette méme étude
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montre le role du sexe : avant la puberté les garcons diagnostiqués sont plus nombreux
alors qu’a 15 ans une bascule se produit et les filles diagostiquées deviennent plus nom-
breuses. Une étude Francaise en population générale, basée sur les données du registre
EPIMAD (BEQUET et collab. [2017]) suggeére que les MICI diagnostiquées chez I'’enfant de
moins de 6 ans (very-early-onset) seraient probablement d’origine génétique, voire mo-
nogénique (BIANCO et collab. [2011]) et leur incidence resterait stable, alors que les MICI
diagnostiquées chez I'’enfant de 6 a 16 ans (Later-onset) seraient multifactorielles avec
une forte susceptibilité génétique (Vasseur E communication personnelle) associée a des
déterminants d’origine environnementale. On peut donc considérer que la MC d’origine
multifactorielle chez I'enfant au dessus de 6 ans, présente une susceptibilité génétique
plus élevée que chez les formes d’apparition adulte. Mais cette susceptibilité génétique
n’a pas varié au cours des dernieres générations (Equilibre de Hardy Weinberg) et la gé-
nétique n’explique donc pas 'augmentation de I'incidence de MC chez I'’enfant.

Malgré la stagnation du taux d’'incidence de la MC dans les pays occidentaux, comme
vu plus haut, la prévalence de celle-ci continue d’augmenter considérablement dans le
monde entier MOLODECKY et collab. [2012]. Etant donné que la MC est une maladie chro-
nique avec une mortalité relativement faible et qu’elle est diagnostiquée principalement
chez les jeunes, la prévalence augmente avec le temps. Le tableau 1.2 montre les résultats
d’études effectuées dans le comté d’Olmsted, au Minnesota, qui en sont un exemple.

TABLEAU 1.2 — Prévalence de la maladie de Crohn au cours du temps dans le comté d’Olmsted, au
Minnesota

Année Prevalence Sources
1965 28/100 000 SEDLACK et collab. [1972]
1980 90,5/100 000 SEDLACK et collab. [1980]
1991 132,7/100 000 LOFTUS JR. et collab. [1998]
2001 | 213,9/100 000 LoFTuUs et collab. [2007]
2011 | 246,7/100 000 | SHIVASHANKAR et collab. [2017]

En conclusion, I'épidémiologie de 1a MC est complexe. Il existe une grande hétérogé-
néité de l'incidence et de la prévalence de la maladie de Crohn au niveau mondial. Afin de
mieux les appréhender, il faudrait effectuer des études dans les pays du Sud. Ces futures
découvertes permettraient d’améliorer nos connaissances sur les causes de la maladie et
profiteraient non seulement aux pays nouvellement industrialisés, mais aussi au niveau

mondial.

1.1.2 Physiopathologie

La MC est une maladie inflammatoire chronique touchant tout ou une partie du tube
digestif (de la bouche a I'anus). L'age moyen au diagnostic est de 26 ans, et 8 a 10 % sont
des cas pédiatriques (age < 17 ans) DURICOVA et collab. [2017].

Les symptomes les plus courants sont : des douleurs abdominales, des diarrhées durant
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plus de 3 semaines, une altération de I'état général avec une perte de poids et une asthénie
importante. Ces symptomes varient en fonction de la localisation de la maladie, de la
sévérité de 'inflammation, de la forme de la maladie et de I’age du patient. En effet, chez
I’enfant on observe une cassure de la courbe poids/taille et un retard saturo-pondéral
important. Il est donc important, une fois le diagnostic de MC posé, de bien décrire le
phénotype de la maladie, selon des criteres consensuels définis par la classification de
Montréal (Figure 1.3). BAUMGART et SANDBORN [2012]

Montreal L-category

L1 L2 L3 L4 L4+L3
Terminal fleum Colan lleacolon Upper Gl tract Upper Gl tract and

distal disease

Montreal B-category

B1 B2 B3 B3p
Without stricture Stricturing Penetrating Perianally penetrating
formation

non-penetrating

FIGURE 1.3 — Phenotype de la Maladie de Crohn : classification de Montreal. BAUMGART et SAND-
BORN [2012]

La maladie varie et évolue dans le temps sous forme de poussées. Les formes les plus
fréquentes au moment du diagnostic, chez’adulte, sont celles touchant!’'iléon. Une étude
(THIA et collab. [2010]) en population générale montre que I'on retrouve, au diagnostic,
45 % de localisation L1 (iléale), 32 % de localisation L2 (colonique), 19 % de localisation L3
(iléo-colonique). Parallelement aux localisations L1, L2 et L3, des atteintes dites « hautes

» (L4) sont rencontrées chez 4 % des patients. Concernant la forme de la maladie au diag-
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nostic, la majorité des patients (81 %) présente une forme inflammatoire seule (B1), 5 %
présentent une forme sténosante (B2) et 14 % une forme pénétrante (B3). 20 ans apres
le diagnostic, pour 51 % des patients la maladie a progressé et montre un phénotype ag-
gravé : extension de la maladie, apparition de formes sténosantes et/ou pénétrantes. Il est
important de noter que souvent, 'aggravation de la forme de la maladie se produit dans
les 5 premieres années (CHARPENTIER et collab. [2014]).
Une revue récente des publications Européennes (DURICOVA et collab. [2017]) a rapporté
que pour les enfants atteints de MC, au diagnostic, les formes les plus fréquentes sont
iléo-coloniques, et que plus d’'un tiers des enfants présentant une forme inflammatoire
au diagnostic développent des complications intestinales apres 5 ans. De plus, le risque
de développer un cancer ainsi que le risque de déces semblent augmentés chez les en-
fants atteints de MC.

En conclusion le phénotype de la MC est hétérogene et s’aggrave avec I’évolution de

la maladie.

1.1.3 Etiologie

Méme sil’étiologie de la MC n’est pas encore parfaitement connue, il est admis qu’elle
résulterait de I'interaction entre différents facteurs : susceptibilité génétique, facteurs en-
vironnementaux et microbiote, provoquant une réponse immunitaire anormale et une

dysfonction de la barriere intestinale.

1.1.3.1 Facteurs génétiques

La concordance des jumeaux et 'observation d’'une agrégation familiale de la MC,
dans certains cas, a fortement suggéré I'implication de facteurs génétiques dans son étio-
logie. Ceci a été démontré en 1996 par la mise en évidence d'un locus de susceptibilité
génétique a la MC sur le chromosome 16 : le locus IBD1 HUGOT et collab. [1996]. Ensuite,
en 2001, cette méme équipe a identifié le facteur de risque génétique majeur a ce locus :
le gene NOD2 et surtout ses mutations HUGOT et collab. [2001]. De nombreuses études de
Genome-Wide-Association (GWAS) ont permis dans un premier temps I'identification de
71 loci de susceptibilité génétique a la MC, situés sur 17 chromosomes FRANKE et collab.
[2010]. Aujourd’hui plus de 200 facteurs de risque génétique ont été identifiés. Parmi eux,
on retrouve des génes de l'inflammation (NOD2, IL-10, NLRP3) et de I'immunité (TLR4,
ATGI6L, IL23R). Les facteurs de risque génétique majeurs sont encore aujourd hui les mu-
tations du gene NOD2, avec des Odd Ratio (OR) compris entre 3 et 36, alors que les OR des
autres facteurs de risque génétique sont eux compris entre 1,02 et 2,60. Le role de NOD2
est présenté dans la partie 1.3 de ce chapitre. On estime que la génétique ne contribue
que pour 20% a la survenue de la maladie FRANKE et collab. [2010]. On doit donc suppo-
ser que d’autres facteurs de risque (facteurs épigénétiques, facteurs « environnementaux

», dysbiose) seraient impliqués pour une part de 80% dans la survenue de la MC.
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1.1.3.2 Facteurs environnementaux

On observe que "'augmentation de l'incidence de la MC au cours du siecle dernier
dans les pays développés a suivi l'industrialisation de ceux-ci et que I'émergence de cette
meéme pathologie dans les pays en voie de développement a suivi leur occidentalisation
(vu dans la partie 1.1.1 Epidémiologie). Ceci va dans le sens d'une implication de fac-
teurs environnementaux dans I’étiologie de la maladie. Différentes études ont mis en évi-
dence l'intervention de plusieurs facteurs environnementaux dans le développement de
la MC et/ou son aggravation; comme la forte concentration en dioxyde d’azote dans l'air,
le régime alimentaire, I’hygiene, le mode de vie KAPLAN et collab. [2010], ou encore l'in-
fluence du tabac COSNES et collab. [2001]. Le tabac est le facteur environnemental le plus
étudié. Un fumeur augmente son risque de développer la maladie par 1,76 MAHID et col-
lab. [2006]; To et collab. [2016]. L'utilisation de certains médicaments augmenterait aussi
ce risque : antibiotiques UNGARO et collab. [2014], anti-inflammatoires ANANTHAKRISH -
NAN et collab. [2012], contraception orale CORNISH et collab. [2008]... Un faible niveau
socio-économique et 'urbanisation seraient aussi des facteurs de risque pour la MC GE-
NIN et collab. [2019].

1.1.3.3 Le microbiote

Le microbiote intestinal d'un sujet sain présente une grande diversité qui differe selon
les parties de I'intestin. La majorité des especes présentes sont des bactéries des phylum :
Bacterioidetes, Firmicutes, Gammaproteobacteria et Actinobacteria. La MC est caractéri-
sée par une dysbiose au niveau de I'appareil digestif. En effet, les patients présentent une
diversité réduite du microbiote de 'appareil digestif par rapport a des sujets non ma-
lades : diminution des Bacterioidetes et des Firmicutes et augmentation des Gammapro-
teobacteria et Actinobacteria FRANK et collab. [2007,2]; KosTIC et collab. [2014]. On re-
trouve également une prévalence plus élevée d’Escherichia coli invasive-adhérent (AIEC)
chez les patients atteints la MC (22 % vs 6 % dans la muqueuse iléale contréle) BAUMGART
et collab. [2007]; DARFEUILLE MICHAUD et collab. [2004]. Ces souches traversent la bar-
riere muqueuse, adherent et envahissent les cellules épithéliales intestinales, survivent
et se répliquent au sein de macrophages, provoquant la sécrétion de grandes quantités
de TNF a. DARFEUILLE MICHAUD et collab. [2004]; LAPAQUETTE et collab. [2010]. En ef-
fet, a I'état normal, il existe des récepteurs CEACAMS6 en faible quantité au niveau de la
bordure en brosse des cellules épithéliales. Les AIEC sont capables d’adhérer a ce niveau
via ces récepteurs. Dans le cas de la MC, on observe une surexpression de ce récepteur,
ce qui permet I'adhésion plus importante des AIEC. Linfection par les AIEC augmente la
production de CEACAMS6 en activant la production d’IL-12 par les macrophages. Ainsi les
macrophages produisent de I'IL12 qui permet la formation de cellule T helper-1 (Th1), ce
qui aboutit au relargage de TNF-a et d’'INF-y. Ceci activant encore plus la production de

récepteurs CEACAMG6. Ainsi on observe un emballement de la réaction inflammatoire et
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I’augmentation du passage des bactéries dans la paroi intestinale.

Les patients atteints de MICI présentent également une augmentation du nombre de
certains virus dans leurs selles : caudovirus NORMAN et collab. [2015], parvovirus B19,
Norovirus, Epstein-Barr virus KHAN et collab. [2009]; PIRONI et collab. [2009]; WEINBERG
et collab. [2009] et présentent une dysbiose fongique OTT et collab. [2008]; SOKOL et col-
lab. [2017]. La souche la plus étudiée est Candida albicans car elle est plus fréquemment

retrouvée chez les patients atteints de MC que chez des sujets sains.

Malgré toutes ces observations qui améliorent nos connaissances, une question reste
en suspens : la présence d'une dysbiose est-elle une des causes ou une conséquence de
la MC? De nombreuses études sont en cours et permettrons peut-étre de trancher cette

question.

En conclusion I'étiologie de la MC est complexe et encore en cours d’étude. Différents
facteurs ont été mis en évidence : facteurs génétiques et environnementaux, dysbiose.
Cependant, aucun de ces facteurs de risque ne suffit a lui seul a la survenue de la maladie.
Mais des interactions complexes se produisent entre chacun de ces facteurs, conduisant
au développement de la maladie. La figure 1.4 résume I'état de nos connaissances.

Que se passe-t-il au niveau du systéeme immunitaire intestinal chez un patient atteint
de MC?

11
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FIGURE 1.4 — Interaction entre génétique, immunologie, environnement et microbiome dans
I'étiologie de la MC. ANANTHAKRISHNAN [2015]
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1.2 Systeme immunitaire intestinal, Inflammation et Ma-
ladie de Crohn

1.2.1 Systeme immunitaire intestinal

Le systeme immunitaire intestinal est composé d'une grande variété de types cellu-
laires, divisé en 2 entités : 'immunité innée, constituée des cellules épithéliales et des
cellules présentatrices de 1'antigéne, et 'immunité adaptative constituée des lympho-
cytes. Limmunité adaptative peut, elle-méme, étre séparée en sites inducteurs et en sites
effecteurs de la réponse. Les sites inducteurs sont essentiellement les plaques de Peyer
et les follicules lymphoides isolés. Les sites effecteurs sont les cellules immunitaires qui

peuplent toute la hauteur de la muqueuse.

1.2.1.1 Immunité innée

La figure 1.5 présente un schéma simplifié de 'immunité innée intestinale.
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FIGURE 1.5 — Schéma simplifié de 'immunité innée intestinale d’aprés BAUMGART et SANDBORN
[2012]. G : Cellule de Goblet, M : cellule M, P : cellule de Paneth

Lépithélium intestinal est la premiere ligne de défense du systéme immunitaire in-

testinal. C’est une défense physique et chimique entre le corps et le contenu luminal :
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la barriere intestinale. Elle est composée principalement d'une seule couche de cellules
épithéliales polarisées (les entérocytes), qui assurent I’absorption des nutriments. Les cel-
lules épithéliales sont reliées entre elles par des jonctions serrées. Elles sont couvertes
d’un biofilm de mucus sécrété par les cellules caliciformes de Goblet par exocytose. Ce
revétement protecteur est constitué de glycoprotéines (dont 'Ilmmunoglobuline A (IgA)
et les mucines) et de glycolipides capables d’intercepter les bactéries. L'épithélium intes-
tinal et les dimeres d’IgA agissent de concert pour réguler et séparer du systéme immu-
nitaire muqueux la microflore intestinale. L'épithélium intestinal contient aussi des cel-
lules spécialisées, comme les cellules de Paneth et les cellules M (microfold). Les cellules
de Paneth sont spécialisées dans la production de peptides anti-microbiens (lysozyme,
phospholipase A2, défensines « et 3, lectine REG-3-y) BRANDL et collab. [2007]; KESHAV
[2006]; SALZMANA et collab. [2007]; VAISHNAVA et collab. [2011]. Contrairement aux cel-
lules épithéliales, les cellules M ne posseédent pas de bordure en brosse au pole apical et
présentent une invagination de leur membrane plasmique qui forme une poche intra-
épithéliale. Ceci favorise I'endocytose des micro-organismes, des macromolécules et des
antigenes, de la lumiere vers la muqueuse intestinale. Ces cellules favorisent donc le pas-
sage des antigénes vers les cellules présentatrices des antigénes présentes dans le dome,
telles que les cellules dendritiques.

Récepteurs de 'immunité innée

Les motifs associés aux pathogenes (pathogen associated molecular pattern (PAMP)) sont
des motifs moléculaires qui sont propres aux micro-organismes et qui sont reconnus spé-
cifiquement par les récepteurs de 'immunité innée (pattern recognition receptor (PRR)).
Ces récepteurs sont principalement exprimés dans les cellules présentatrices de I'anti-
gene, comme les cellules dendritiques et dans les cellules épithéliales. Il existe différents
types de récepteurs : les Toll-like receptors (TLR), les NOD-like receptors (NLR), les RIG-I-
like receptors (RLR) et les C-type lectin-like receptors (CLR). L'activation des PRRs induit
une cascade de signalisation intracellulaire conduisant a ’activation et/ou la modulation
de la réponse immunitaire. Au niveau des cellules épithéliales intestinales, 1'activation
des PRRs induit notamment la production de peptides antimicrobiens, la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires et le recrutement de polynucléaires neutrophiles et de ma-
crophages (Figure 1.5).

Cellules présentatrices de 'antigene

Dans l'intestin, les cellules présentatrices de |’antigene sont présentes dans la lamina pro-
pria. 1l s’agit des cellules dendritiques et des macrophages. Le contact avec I'antigéne
conduit a la maturation des cellules dendritiques et a la présentation de I'antigene aux
cellules T et B. Ainsi les cellules dendritiques induisent par défaut un phénotype tolérant
dans la muqueuse, sauf si des signaux de danger, tels que le lipopolysaccharide (LPS) bac-

térien, induisent le passage a un phénotype inflammatoire ou immunisant. Les cellules
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dendritiques intestinales impriment également les lymphocytes T et B pour exprimer les

molécules a4f37 et CCR9.

Ces cellules jouent donc le role d'intermédiaires entre immunité innée et immunité adap-

tative.

1.2.1.2 Immunité adaptative

La figure 1.6 présente un schéma simplifié de 'immunité adaptative intestinale.
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FIGURE 1.6 — Schéma simplifié de I'immunité adaptatrice intestinale d’aprés BAUMGART et SAND-

BORN [2012].

Les antigénes sont captés au niveau des zones 1, 2 et 3. Les cellule B et T sont
activées spécifiquement par les cellules présentatrices de I'antigéne. Les cel-
lules T activées produisent des cytokines (TGFf, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10) qui
activent la réponse immunitaire adaptative et la production d’IgA par les cel-
lules B. Les lymphocytes activés dans les plaques de Peyer migrent dans les
ganglions lymphatiques mésentériques puis, dans les veinules endothéliales,
pour ensuite retourner dans la lamina propria afin de permettre la réponse

immunitaire adaptatrice intestinale.

Capture des antigénes de la lumiére intestinale

Les antigenes de la lumiere intestinale peuvent étre capturés de trois manieres diffé-

rentes : (1) par les plaques de Peyer et les nodules lymphoides isolés, (2) par les cel-

15



CHAPITRE 1. INTRODUCTION GENERALE

lules dendritiques émettant des prolongements dans la lumiere intestinale, et (3) direc-
tement par les cellules épithéliales. Les plaques de Peyer et les nodules lymphoides isolés
constituent les sites inducteurs majeurs de 'immunité adaptative intestinale. Leur épi-
thélium particulier comporte des cellules M, des macrophages et des lymphocytes au ni-
veau de leur membrane basale. Comme indiqué plus haut, les cellules M ne possédent
pas de bordure en brosse au podle apical et présentent une invagination de leur mem-
brane plasmique qui forme une poche intra-épithéliale. Ceci favorise I'endocytose des
micro-organismes, des macromolécules et des antigénes, de la lumiére vers la muqueuse
intestinale. Les cellules lymphoides naives T et B sont ainsi informées et sélectionnées.
Les cellules B proliferent et constituent le centre germinatif des plaques de Peyer.

Un sous-type de cellules dendritiques est capable de détecter les antigénes directement
dans la lumiere intestinale par des dendrites étendues dans la lumiere, entre les cellules
épithéliales. Ces cellules migrent ensuite vers les ganglions mésentériques de voisinage.
Bien que cela représente une voie plus minoritaire, les cellules épithéliales peuvent aussi
capter les antigénes et méme les présenter directement aux lymphocytes par une molé-

cule du complexe majeur d’histocompatibilité de type II.

Réponse adaptative B

Les lymphocytes B produits dans un nodule lymphoide isolé, une plaque de Peyer ou
un ganglion mésentérique quittent ces structures par le systeme lymphatique efférent
qui les draine, puis ils gagnent la circulation lymphatique générale et se déversent enfin
par le canal thoracique dans la circulation systémique. Ces lymphocytes B activés colo-
nisent alors tous les territoires muqueux, par voie sanguine, en quittant la circulation pé-
riphérique au niveau des veinules postcapillaires particulieres qui irriguent ces tissus. Les
lymphocytes imprimés dans le tractus gastro-intestinal par les cellules présentatrices de
I'antigéne, comme les cellules dendritiques, expriment les molécules a4p7 et CCR9. A ce
niveau, 'a4f7 des lymphocytes se lie avec la mucosal addressin cell adhesion molecule
(MAdCAM) localement exprimée et permet aux lymphocytes de sortir de la circulation
pour pénetrer dans la lamina propria intestinale.

Les lymphocytes B activés terminent a ce niveau leur différenciation en plasmocytes et
produisent des IgA spécifiques de I'antigene. Ces IgA sont dirigées a la surface ou elles
sont retrouvées sous forme dimérique. En tapissant la surface des muqueuses, elles peuvent

capter les antigenes et empécher leur entrée dans le tissu sous-jacent.

Réponse adaptative T

Apres présentation des antigenes par les cellules présentatrices de l'antigene aux lym-
phocytes T résidents (principalement CD4+) de la lamina propria, les lymphocytes T sont
activés. En fonction des cytokines présentes, les lymphocytes T naifs prendront un phé-
notype pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire. Les cellules dendritiques ont un role

majeur dans cette phase car elles vont intégrer 'ensemble des parameétres environne-
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mentaux et génétiques qui vont conduire a la réponse T. Parmi ces parameétres, des si-
gnaux d’'induction de la tolérance peuvent provenir des cellules épithéliales (par exemple
TGF-p, IL-10, TSLP), ou des signaux pro-inflammatoires provenant des différents types
cellulaires présents (par exemple TNF-q, IL-8, IL-12, IL-6). En fonction de cet environne-
ment, la réponse T sera soit effectrice, soit régulatrice. La figure 1.7 présente ces différents

cas.
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FIGURE 1.7 - Différentiation des Lymphocytes T et production des cytokines.

On distingue trois types de lymphocytes T effecteurs : (1) les Th1l qui dépendent de
la présence d’IL-12 et d'IFN-vy, des facteurs de transcription Statl, Stat4 et Tbet, qui fa-
vorisent la production de I'IL-2 et de 'IFN-y et qui sont impliqués dans la réponse aux
infections bactériennes intracellulaires; (2) les cellules T helper-2 (Th2) qui dépendent
de la présence d’IL-4, des facteurs de transcription Stat6 et Gata3, synthétisent de I'IL-
4, IL-5 et IL-13 et sont impliqués dans la réponse aux infections parasitaires; et (3) les
cellule T helper-17 (Th17) qui dépendent de la présence d’'IL-6, de TGF-p et d'IL-23, des
facteurs de transcription Stat3 et ROR-yt, qui synthétisent de I'IL-17 et de I'IL-6 et sont
impliqués dans la réponse aux infections bactériennes extracellulaires et fongiques.

Il existe deux types principaux de lymphocytes T régulateurs dans I'intestin : (1) les cel-
lules régulatrices T (Treg) induits qui dépendent de la présence de TGF-f (en I'absence
d’IL-6), du facteur de transcription FoxP3, et qui synthétisent du TGF-f; et (2) les Treg
1 qui dépendent de la présence d'IL-10 et synthétisent de I'IL-10. Au niveau intestinal, il
existe une activation des lymphocytes T de maniére basale, méme en I"absence d’infec-
tion. Cette activation est en grande partie sous la dépendance de bactéries du microbiote
intestinal et jouerait un role dans le maintien de I’homéostasie intestinale. Il existe no-
tamment un équilibre fin entre les populations Th17 et Treg. Lorsque cet équilibre est

rompu, il peut en résulter une inflammation intestinale incontrolée, comme c’est le cas
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par exemple dans la maladie de Crohn.

1.2.2 Maladie de Crohn et dérégulation du systeme immunitaire intes-
tinal

Des voies immunitaires multiples et chevauchantes sont dérégulées dans la MC. La
Figure 1.8 présente une comparaison du systéme immunitaire normal et le systéme im-

munitaire dérégulé dans la MC.

Bonne santé Maladie de Crohn

Translocation
bactérienne

MaiveT cell

Afferent ' S
lymphatics H (@ ) 03

Intestinal lamina propia

DC maturation
DC and T-cell migration

| Thicells

Mature DC - ‘m

T-cell differentiation
T-cell imprinting

Gut-homing T cell

FIGURE 1.8 — Apercu du systeme immunitaire intestinal chez les sujets en bonne santé ou atteints
de la maladie de Crohn d’apres TORRES et collab. [2017]

La dérégulation de 'immunité innée est représentée par la perturbation de la
zone tampon et les fuites des jonctions sérrées, ce qui entraine une translo-
cation anormale des bactéries vers la lumina propria, aboutissant a une exa-
cerbation de I'inflammation. La dérégulation de 'immunité adaptative est re-
présentée par le déséquilibre des cellules T effectrices.

1.2.2.1 Dérégulation de 'immunité innée

La perturbation de la zone tampon (cellules épithéliales - mucus) par des émulsifiants,
omniprésents dans le régime alimentaire occidental CHASSAING et collab. [2015], ou par

des mutations du gene de la mucine MUC2 BOLTIN et collab. [2013], pourrait favoriser la
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translocation bactérienne et serait associée a une MICI. De méme, la diminution de I'ex-
pression du gene de la mucine MUCI dans l'iléon terminal chez des patients atteints de
MC suggere que la couverture de mucine pourrait devenir insuffisante chez ces patients
BUISINE et collab. [1999]. Cette hypothese est confortée par des études qui montrent I’as-
sociation des variants génétiques des genes MUCI, MUC19 et PTGER4 avecla MC FRANKE
et collab. [2010].

Les cellules épithéliales effectuent aussi un processus appelé autophagie, dans lequel
des contenus cytoplasmiques indésirables sont dirigés vers le lysosome pour y étre dé-
gradés LEVINE et collab. [2011], empéchant ainsi la dissémination d’espéces bactériennes
invasives BENJAMIN et collab. [2013]. Des défauts dans les genes liés a 'autophagie tels
que NOD2, ATGI6L1 et IRGM ont été identifiés comme des facteurs de risque importants
de la MC. Des cellules de Paneth de patients atteints de MC présentant le variant T300A
du gene ATGI6LI présentent moins de granules, dysmorphiques et des déficiences fonc-
tionnelles CADWELL et collab. [2008]. De plus, des expérimentations chez I'’animal relient
aussi le dysfonctionnement des cellules de Paneth et I'inflammation iléale aux variants
génétiques du gene XBP1 (facteur de transcription intervenant dans la réponse au stress
par le réticulum endoplasmique) et du gene NOD2 (facteur impliqué dans la détection
des bactéries intra cellulaires et a leur destruction) BIswAs et collab. [2010]; KASER et col-
lab. [2008].

Des défauts dans les jonctions serrées intestinales sont également associés aux MICI
ZEISSIG et collab. [2007]. La voie paracellulaire des flux entre les cellules épithéliales voi-
sines est normalement bloquée par les jonctions serrées. Dans la MC, cette jonction étroite
n’est plus étanche SODERHOLM 1 et collab. [2002], probablement a cause de modifications
de 'expression de protéines a jonction serrée telles que les claudines ZEISSIG et collab.
[2007], ce qui entraine une augmentation de la perméabilité et permet un acces des an-
tigénes depuis la lumiere vers la lamina propria. Des études in vitro et sur I’animal ont
établi un lien entre les protéines a jonction serrée WEBER et collab. [2010] et les modifica-
tions de la perméabilité induites par la voie de signalisation MYLK (myosin light chain
kinase) en activant les cellules T, le TNFax BARREAU et collab. [2010]; WEBER et collab.
[2010] et 'INFy FRANKE et collab. [2010] via NOD2 BARREAU et collab. [2010]. Des défauts
de perméabilité ont également été rapportés chez des parents de patients atteints de la
MC, cliniquement sains mais porteurs d'une mutation du gene NOD2 BUHNER et collab.
[2006]; FRANKE et collab. [2010]. Ainsi, il est aujourd’hui reconnu que les mutations du
gene NOD2 sont fortement associés a la MC HUGOT et collab. [2001]. Les mécanismes
impliquant NOD2 dans la MC seront étudiés dans la partie 1.3.

De plus, nous avons vu que les cellules de Paneth sont des cellules sécrétoires spécia-
lisées et des mutations génétiques, notamment des génes NOD2, ATG16L1, LRRK2, XBP1

et IRGM entrainent des altérations de leur fonction et de leur survie, conduisant a une
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réduction de la sécrétion de protéines antimicrobiennes OUELLETTE [2010]. Il a aussi été
montré une corrélation entre I'activité de la MC et une expression accrue des genes TLR2
et TLR4 etune réponse exagérée aux LPS par les cellules dendritiques BAUMGART et collab.
[2010, 2009, 2005]; HART et collab. [2005]. De plus, la capacité des cellules dendritiques a

induire des Treg pourrait étre perdue dans la maladie de Crohn ILIEV et collab. [2009].

1.2.2.2 Dérégulation de 'immunité adaptative

Nous avons vu que les cellules T helper CD4+ peuvent étre classées fonctionnellement
en cellules Th1, Th2, Treg et Th17 (Figure 1.6) HIRAHARA et NAKAYAMA [2016]. Dans la MC,
le dysfonctionnement est caractérisé par un déséquilibre des cellules T effectrices HAN-
SEN [2015] (principalement des cellules Th1 ou Th17 défendant la muqueuse contre les
bactéries, les champignons et les virus par la sécrétion d’'INFy, de TNFa et d'IL-17 et 22)
versus des cellules T naturellement régulatrices (sécrétant de I'IL-10 et du TGFf ou de
I'IL-35) COLLISON et collab. [2010]; WEAVER et HATTON [2009]. Il a aussi été montré que
I'activité fonctionnelle des Treg intestinales est altérée MALOY et POWRIE [2011] : les ré-
sultats des GWAS plaident en faveur de la présence d'un déséquilibre, ils montrent une
association entre les loci qui jouent un role crucial dans la différenciation des Treg (IL10,
IL2RA, SMAD?3) et celle des Th1 et Th17 (CPEB4) avec la maladie de Crohn FRANKE et col-
lab. [2010]. De plus, des mutations homozygotes du géne IL10R perturbent la régulation
de la balance cytokines-cellules T et coincident avec I'apparition précoce de la MC GLO-
CKER et collab. [2009].

Les lymphocytes B sont moins bien étudiés dans la MC. Des anticorps antimicro-
biens tels que les Anticorps anti-Saccharomyces Cerevisiae (ASCA), anti-12, les anticorps
anti-porine C de la membrane externe, les anticorps anti-glagelline et les anticorps anti-
glycanes sont souvent présents a des taux plus élevés chez les patients atteints de la MC.
Leur présence suggere que les lymphocytes B intestinaux développeraient une réponse
immunitaire aux microbes de la lumiére chez ces patients, mais le role pathogene des an-
ticorps antimicrobiens reste incertain. Parmi les perturbations supplémentaires des cel-
lules B chez ces patients, on peut citer une augmentation des plasmocytes de la lamina
propria et des perturbations de la production d’anticorps via la formation de dimeres

d’IgA-Immunoglobuline G (IgG) et d'IgA monomeres BRANDTZAEG et collab. [2006].

Une meilleure compréhension du systeme immunitaire intestinal a conduit a I'élargis-
sement du nombre de cibles thérapeutiques. Parmi celles-ci, les anti-TNFa et les anti-
homing qui sont utilisés en soin courant. D’autres en sont encore au stade précoce ou
avancé de la recherche clinique.

Nous avons vu comment des dysfonctionnements des voies de 'autophagie et des
fonctions des protéines de 'autophagie pourraient intervenir dans la pathogénese de la

MC. Parmi les genes de 'autophagie identifiés, NOD2 est le facteur de risque majeur avec
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des OR compris entre 3 et 36.

1.3 Rolede NOD2

1.3.1 Lafamille des NLR (NOD-like receptors)

NOD?2 fait partie de la famille des NLR. Cette famille est constituée de récepteurs
intracellulaires caractérisés par la présence d’'un domaine NOD conservé (Nucleotide-
binding oligomérisation domain) INOHARA et NUNEZ [2001]. L'organisation générale des
NLR comprend (1) un domaine N- terminal impliqué dans l'initiation de la signalisation
et constitué de domaines d’interaction protéine-protéine tels que le domaine de recrute-
ment des caspases (CARD), le domaine pyrine (PYD) et le domaine BIR (baculovirus inhi-
bitor repeat); (2) un domaine central NOD nécessaire pour la fixation des nucléotides et
I'auto-oligomérisation; et (3) une région C-terminale LRR riche en leucine, responsable
de la reconnaissance de motifs microbiens conservés. Il existe dans le génome humain 23
genes codant pour des NLR HARTON et collab. [2002]. Sur la base des domaines effecteurs
N-terminaux, les NLR peuvent étre subdivisés en quatre groupes : NLRA (domaine d’ac-
tivation acide), NLRB (inhibiteur de la répétition de ’apoptose par baculovirus), NLRC
(CARD) et NLRP (domaine pyrine, PYD). Parmi les NLR les plus étudiés figurent des pro-
téines cruciales pour la formation de complexes d’activation de la caspase-1, appelés in-
flammasomes. Les protéines NLR telles que NLRP3, NLRP1 et NLRC4 détectent des si-
gnaux microbiens et de danger afin de déclencher la liaison de I'inflammasome a la pro-
téine caspase-1 conduisant a la sécrétion d’'IL-1p et d’'IL-18 MARTINON et collab. [2009].
Les autres protéines NLR les plus étudiées sont les protéines apparentées NOD1 et NOD2.
NOD1 et NOD2 sont des capteurs intracellulaires de peptidoglycane bactérien qui jouent
un role essentiel dans le contréle de la défense de I'hote et de I'inflammation.

La figure 1.9 montre une représentation schématique de la structure de NOD2.

1.3.2 Roles de NOD2 dans des conditions physiologiques
1.3.2.1 Reconnaissance du peptidoglycane par NOD2

Le peptidoglycane est reconnu principalement par deux récepteurs de la famille des
NLR : NOD1 et NOD2. NOD1 est exprimé par tous les types cellulaires INOHARA et collab.
[1999] et reconnait 'acide y-D-glutamyl-méso-diaminopimélique que I'on trouve prin-
cipalement dans les bactéries a Gram négatif CHAMAILLARD et collab. [2003]; GIRARDIN
et collab. [2003a,c]. La détection du meso-DAP par NOD1 ne nécessite pas la présence
du MurNAc (N-acetylglucosamine and N-acet- ylmuramic acid) MAGALHAES et collab.
[2005]. NOD2 est retrouvé chez les cellules myélomonocytaires comme les monocytes,
les macrophages et les neutrophiles, les cellules dendritiques et les cellules épithéliales
intestinales GUTIERREZ et collab. [2002]; OGURA et collab. [2001b,c]. Ce récepteur est un
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FIGURE 1.9 - Structure de la protéine NOD2 et position des mutations majeures associées a la MC.

senseur général des bactéries a Gram positif et a Gram négatif puisqu'’il reconnait la struc-
ture minimale commune a tous les peptidoglycanes : le MDP (muramyl-dipeptide) GI-
RARDIN et collab. [2003b]; INOHARA et collab. [2003]. D’autres analyses sur 'identification
des structures du peptidoglycane reconnues par NOD2 ont révélé que NOD2 ne peut étre
activé que par des MDP dont la structure du sucre MurNAc est intacte, et qui est lié a un
dipeptide (L-Ala-D-Glu ou L-Ala-D- iso GIn) ou un tripeptide (groupe L-Ala-D-Glu-Lys ou
L-Ala-D-iso GIn-Lys) (Figure 1.10) GIRARDIN et collab. [2003c]. Il a aussi été montré que
NOD?2 pouvait participer a la défense antivirale de I'h6te en induisant la production d’IFN

de type I apres reconnaissance d’ARN simple brin viral SABBAH et collab. [2009].

NOD1 et NOD2 ont une organisation de domaine similaire avec un seul domaine
CARD N-terminal (domaine de recrutement d’activation de caspase) pour NOD1 et deux
pour NOD2, suivis d'un domaine NACHT et d'un domaine LRR C-terminal avec des tailles
différentes entre NOD1 et NOD2 FRITZ et GIRARDIN [2005]; WERTS et collab. [2006] (Fi-
gure 1.9). Le domaine CARD interagit avec les protéines adaptatrices qui sont prérequises
aux voies de signalisation pro-inflammatoires GIRARDIN et collab. [2001]; OGURA et col-

lab. [2001b], le domaine NACHT induit les interactions requises pour la formation d’homo

oligomeéres etle domaine LRR est impliqué dans la reconnaissance du peptidoglycane GI-
RARDIN et collab. [2005]; LAROUT et collab. [2011]; TANABE et collab. [2004]. Limportance
du domaine LRR dans la liaison du ligand est illustrée par la conservation du poisson
zébre a 'homme des résidus clés dans les domaines NOD1 et NOD2 LRR VIJAYRAJRAT-
NAM et collab. [2017]. Nous verrons plus loin que les mutations dans le domaine LRR du

gene NOD2 sont également associées a la MC.
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FIGURE 1.10 - Structures reconnues par NOD1 et NOD2. MACHO FERNANDEZ et collab. [2011]

NOD2 reconnait le MDP (muramyl dipeptide), la structure minimale commune a tous les
peptidoglycanes, ainsi que le muramyl-triLys des peptidoglycanes de type Lys, alors que
NODI1 reconnait des muropeptides du peptidoglycane de type meso-DAP, M-triDAP et M-
tetraDAP.

1.3.2.2 Voies de signalisation et régulation

La figure 1.11 présente la voie de signalisation en réponse aux muramyl dipeptide
(MDP).
En réponse au MDP, un changement de conformation des récepteurs monomeres NOD2
permet une homo-oligomérisation par interaction des domaines NACHT. Le Dimére NOD2
interagit ensuite avec RIP2 (receptor-interacting protein 2) par le biais d’interactions CARD
— CARD (FRIDH et RITTINGER [2012]; HASEGAWA et collab. [2008]). Le facteur TRAF6 (Tu-
mor necrosis receptor-associated factor 6 ), qui est une ubiquitine ligase E3, est ensuite re-
cruté au niveau de RIP2 qui est autoubiquitiné par TRAF6 ABBOTT et collab. [2007]. cIAPs
(cellular inhibitors of apoptosis) et XIAP (X-linked IAP), d’autres ubiquitines-ligases E3,
se lient également a RIP2 BERTRAND et collab. [2009]; DAMGAARD et collab. [2012]; KRIEG
et collab. [2009]. Ceci permet le recrutement du complexe d’assemblage d'ubiquitine li-
néaire (LUBAC), qui ubiquinise le modulateur essentiel de NF-xB (NEMO). Le complexe
IKK (IxB kinase) est ensuite recruté et activé, suivi par la phosphorylation de IkB (la pro-
téine inhibitrice de NF-xB), par la translocation de NF-«kB vers le noyau et de I'activation
des génes pro-inflammatoires BALASUBRAMANIAN et GAO [2017]; CHEN et collab. [2017].
De plus, la poly-ubiquination de RIP2 permet également le recrutement de TAB1/2/3
(TAK-binding proteins) associé avec TAK1 (transforming growth factor f§ activated kinase
1) ADHIKARI et collab. [2007]. TAK1 active ensuite les MAPKs ( mitogen-activated pro-

tein kinase) comme par exemple, p38, ERK (extracellular signal-regulated kinase) et JNK
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FIGURE 1.11 — Représentation schématique des voies de signalisation et des régulateurs de NOD2.

DE BRUYN et VERMEIRE [2017]
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(c-Jun N-terminal kinase), ce qui conduit a I’activation du facteur de transcription d’AP-
1 (activator protein 1) qui contréle les processus de prolifération et de différenciation
cellulaire et 'apoptose WINDHEIM et collab. [2007]. Enfin, NOD2 est capable de se lier
a NLRP3, générant ainsi I'inflammasome avec les protéines ASC et la procaspase-1. Ceci
conduit ensuite al’activation de la caspase-1 et donc de ses voies de transduction, condui-
sant a I'activation et a la sécrétion d’'IL-1p et d'IL-18 LATZ et collab. [2013], conduisant a
la réponse inflammatoire.

La régulation de la voie de signalisation de NF-kB par NOD2 est moins bien caractéri-
sée. La régulation a lieu a différents stades et dépend du type cellulaire. On peut néan-
moins distinguer quatre grandes catégories de types de régulation (localisation cellulaire,
oligomérisation, ubiquitination et recrutement RIP2). Plusieurs régulateurs négatifs et
positifs ont été identifiés JAKOPIN [2014] (Figure 1.11). Les protéines Erbin (Erb-B2 re-
ceptor tyrosine kinase 2 inter- acting protein) et NOD2 sont localisées au niveau de la
membrane et ainsi Erbin inhibe la voie de signalisation NOD2 induite par le MDP KUFER
et collab. [2006]; MCDONALD et collab. [2005]. La protéine CAD (Carbamoyl phosphate
synthetase/aspartate transcarbamylase/dihydroorotase) est une enzyme essentielle a la
syntheése de novo des nucléotides pyrimidiques et interagit directement avec NOD2 pour
inhiber la voie de signalisation de NF-kB et MAPK via NOD2 RICHMOND et collab. [2012].
Il a aussi été démontré que CARD8 peut empécher I'oligomérisation de NOD2 en se liant
au domaine NACHT de NOD2 et donc d’empécher sa localisation vON KAMPEN et collab.
[2010]. La protéine TNFAIP3 (TNF-a-induced protein 3), également appelée A20, sup-
prime les chaines de polyubiquitine présentes sur 'acide aminé K63 et en ajoute sur
I'acide aminé K48 de la protéine RIP2. Ceci provoque la dégradation protéasomique de
RIP2 et a pour conséquence l'inhibition de la voie de signalisation de NF-kB VEREECKE
et collab. [2014]. Linteraction de la protéine TRIM27 (Tripartite motif containing 27) avec
NOD2 induit une ubiquitination de 'acide aminé K48 de NOD2 et conduit a sa dégra-
dation ZUREK et collab. [2012]. Le TNF-a lui est un régulateur positif de NOD2. 1l active
la libération de NF-xB en inhibant par phosphorylation et dissociation IxkBa BEG et col-
lab. [1993]. De nombreux autres régulateurs positifs et négatifs de la voie de signalisation
NOD2 ont été identifiés FEERICK et MCKERNAN [2017]; JAKOPIN [2014].

1.3.2.3 Fonctions homéostatiques

La figure 1.12 présente les roles de NOD2 a I'homéostasie.
Dans des conditions homéostatiques, NOD2 joue un role important dans le maintien de
I'intégrité de la barriere épithéliale via la production de protéines antimicrobiennes (par
exemple les a-défensines) par les cellules de Paneth BEVINS et collab. [2009]; TAN et col-
lab. [2015b] et via la sécrétion de mucus par les cellules de gobelet.

NOD?2 est également impliqué dans le processus d’autophagie, car il recrute '’ATG16L1

(autophagy-related protein 16-like 1) a la membrane basolatérale et initie ainsi la forma-
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tion de certains autophagolysosomes, conduisant a une clairance bactérienne TRAVASSOS
et collab. [2010]. L'intestin humain est colonisé par 500 a 1 000 espéces bactériennes ap-
partenant a 8 des 55 phyla bactériens connus. Les bactéries commensales jouent un role
crucial dans la prévention des invasions pathogeénes et de la colonisation en aidant les
cellules immunitaires muqueuses a maintenir une réponse immunitaire basale. NOD2 et
les bactéries commensales fonctionnent dans une boucle de rétroaction : les bactéries
commensales favorisent I'expression de NOD2, qui a son tour empéche une surexpan-
sion de celles-ci FEERICK et MCKERNAN [2017]. En effet, la stimulation de NOD2 par les
MDP entraine 'activation de NF-kB et intervient dans I'induction de I'IL-13. NOD2 régule
négativement la voie de signalisation de TLR2 et limite donc ainsi I'activation de NF-kB
par TLR2. Les macrophages et les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices
d’antigene capables de sécréter de I'IL-12 et de I'IL-1f en réponse aux MDP. Ces cellules
relient le systéme inné au systeme immunitaire adaptatif. De plus, comme vu plus haut,
NOD?2 est également important pour la protection contre les agents pathogénes NABHANI
et collab. [2017]. Le recrutement du complexe RIP2 / TAK1 par NOD2 est une étape cru-
ciale dans le controle des agents pathogenes et de I'inflammation associée. Des données
récentes suggerent que NOD2 joue également un role important dans la restriction de
plusieurs virus, notamment le virus respiratoire syncytial, le virus de la grippe A et le cy-
tomégalovirus humain. En revanche, les connaissances sur le role du NOD2 dans les in-

fections parasitaires ou fongiques restent limitées.

1.3.3 Conséquences des mutations du gene NODZ2 dans la maladie de
Crohn

1.3.3.1 mutations du géne NOD2

Actuellement, 242 loci de susceptibilité aux MICI ont été identifiés, dont 170 spéci-
fiques a la MC HUANG et collab. [2017]; LEE et collab. [2017]; MIRKOV et collab. [2017].
Nombre de ces loci correspondent a des genes dont la fonction est associéé a la barriéere
mugqueuse, a la reconnaissance bactérienne, au stress du RE (Réticulum Endoplasmique),
a 'autophagie et a la régulation immunitaire. Le premier gene de susceptibilité identifié
et I'un des genes les plus étudiés est le géne NOD2, situé sur le chromosome 16 en 16q12.
Trois SNPs (single nucleotide polymorphism) situés a I'intérieur ou a proximité de la ré-
gion LRR de NOD2 se sont révélés étre directement associés a la MC (figure 1.9) BARNICH
et collab. [2005]; HUGOT et collab. [2001]; OGURA et collab. [2001a]; R1VAS et collab. [2011].
L1007fs est une mutation frameshift par insertion C, qui conduit a une protéine NOD2
tronquée, qui ne répond pas aux antigenes bactériens et entraine donc une altération de
I'activation de NF-«xB. Les deux autres SNP identifiés (R702W et G908R) sont des muta-
tions faux-sens qui modifient la reconnaissance du MDP sans affecter la localisation in-
tracellulaire de NOD2 MIRrRKOV et collab. [2017]. Au moins une mutation du gene NOD2 est
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retrouvée chez 30 a 40% des patients atteints de MC, contre 6 a 7% chez les témoins non
atteints. De plus, les personnes présentant des mutations hétérozygotes du gene NOD2
ont un risque de développer une MC deux a quatre fois plus élevé, alors que ce risque est
de 3 a 36 fois plus élevé chez les sujets présentant des mutations homozygotes ou hétéro-

zygotes composites FEERICK et MCKERNAN [2017]; HUGOT et collab. [2001, 2007].

1.3.3.2 Conséquences fonctionnelles des mutations du géne NOD2
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FIGURE 1.13 — Roles de NOD2 dans la maladie de Crohn d’aprés DE BRUYN et VERMEIRE [2017]

Intégrité de la barriére intestinale et homéostasie immunitaire

La figure 1.13 présente le role de NOD2 dans la MC.
Dans la maladie de Crohn, les mutations de NODZ2 sont associées a une diminution de la
production d’a-défensines et de mucus par les cellules de Paneth, entrainant une altéra-
tion de l'intégrité de la barriére intestinale WEHKAMP et collab. [2005]. Cependant, I'effet
direct des mutations du gene NODZ2 sur |’expression des a-défensines fait aujourd’hui dé-
bat BEVINS et collab. [2009]; SiMMS et collab. [2008]; TAN et collab. [2015a]. La protéine
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NOD2 mutée perd sa fonction, en effet, étant incapable de se lier au MDBP, 'activation de
NF-kB et I'expression de cytokines pro-inflammatoires sont altérées (perte de fonction).
De la méme maniere, la protéine NOD2 mutée n’est plus capable d’inhiber la voie de si-
gnalisation TLR2 et conduit donc a une surproduction de NF-«xB (gain de fonction). Ceci
entraine une augmentation de 'expression d’IL-12, d’'IL-1f et d’'IFN-y MAEDA et collab.
[2005], ce qui entraine des dommages supplémentaires de la couche épithéliale et une

migration des cellules immunitaires dans le tissu enflammaé.

Défaut de la réponse autophagique

Enfin, la boucle de rétroaction entre la bactérie commensale et NOD2 est perturbée
par des mutations du gene NOD2, ce qui conduit a une dysbiose.

La voie de 'autophagie est affectée par plusieurs variants génétiques associés ala MC,
comme les génes ATG16LI, IRGM (immunity-related GTPase family M protein), LRRK2
(leucine-rich repeat kinase 2) et ULK-1 (Unc-51-like autophagy activating kinase 1) HOEF-
KENS et collab. [2013]. Les mutations du gene NOD2 entrainent également des réponses
autophagiques défectueuses en raison d’'un échec du recrutement de 'ATG16L1, ce qui
entraine une clairance bactérienne altérée. En effet, les cellules dendritiques de patients
atteints de MC, porteurs de mutations du gene NOD2 ou du gene ATGI6LI sont inca-
pables d’induire 'autophagie, le trafic bactérien et la présentation de I'antigene. Ceci
montre que des défauts des cellules dendritiques a présenter I’antigene peuvent causer
une altération de la destruction des lysosomes et celle de la médiation immunitaire de
la clairance, ceci entrainant une persistance bactérienne et donc une dysbiose COONEY
et collab. [2010]. Il a aussi été montré que NOD2 est capable de recruter ATG16L1 sur la
membrane plasmique au niveau du site d’entrée bactérien par un mécanisme indépen-
dant de RIP2 et de NF-kB TRAVASSOS et collab. [2010]. Dans les cellules HeLa épithéliales
homozygotes pour la mutation L1007fs du gene NOD2, NOD2 n’est pas capable de recru-
ter ATG16L1 sur la membrane plasmique empéchant que les bactéries soient enveloppées
par les autophagosomes. De plus, Homer et al. ont montré que 'activité antibactérienne
est perturbée lors de la stimulation de NOD2 via les MDP dans les cellules épithéliales
portant la mutation ATG16L1 T300A, mais pas dans les macrophages ou les cellules den-
dritiques HOMER et collab. [2010]. Toutes ces recherches relient deux genes de suscepti-
bilité associés a la MC dans une seule voie fonctionnelle et fournissent la preuve du role

joué par NOD2 dans les réponses autophagiques défectueuses.

Dysbiose intestinale

Les patients atteints de MC présentent une diversité d’especes microbiennes réduite
et une composition microbienne plus instable dans le temps par rapport aux individus

controles. Ce phénomene est appelé dysbiose microbienne ANDOH et collab. [2012]. Ces
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modifications de la flore intestinale correspondent a une réduction du nombre de Firmi-
cutes et de Bacteroides et une augmentation du nombre d’actinobactéries et de protéo-
bactéries FRANK et collab. [2007]; MORGAN et collab. [2012]. Etant donné que NOD2 est
capable de reconnaitre a la fois les bactéries gram positives et les bactéries gram néga-
tives, on peut supposer que les mutations du gene NOD2 soient directement impliquées
dans la dysbiose microbienne. En effet, une charge accrue de Firmicutes et de Bacteroides
est observée dans les biopsies iléales de patients atteints de MC présentant une muta-
tion homozygote L1007fs du gene NOD2 REHMAN et collab. [2011]. Des mutations de
NOD2 ont également été associées a une charge réduite de Faecalibacterium prausnit-
zii (Firmicutes) et d’'Escherichia coli (Protéobactéries) FRANK et collab. [2011]. Les mu-
tations de NOD2 sont aussi corrélées a une augmentation des Enterobateriaceae patho-
genes KNIGHTS et collab. [2014].

1.4 Justification et objectif de la thése

Nous avons vu pécédemment que la Maladie de Crohn (MC) est une maladie inflam-
matoire chronique de l'intestin (MICI) résultant de I'interaction de facteurs environne-
mentaux, y compris le microbiote intestinal, avec les mécanismes immunitaires de 'hote
chez des individus génétiquement prédisposés QIN [2012]. Le géne NODZ2, impliqué dans
les réponses immunitaires innées contre le peptidoglycane bactérien, est étroitement as-
socié ala MC avec des OR allant de 3 a 36 selon le génotype et a été initialement identifié
par des analyses de liaisons génétiques HUGOT et collab. [2001]. D’autres études rappor-
tées précédemment ont montré 'implication de variants rares du gene NODZ2 dans la pré-
disposition génétique a la MC LESAGE et collab. [2002]; R1VAS et collab. [2011]. Les études
d’association pangénomique (GWAS) ont rapporté plus de 200 loci de susceptibilité géné-
tique ala MC, mais ils n'expliquent que 20 % de la variance génétique de la MC, suggérant
que d’autres loci resteraient a découvrir FRANKE et collab. [2010]; MOMOZAWA et collab.
[2011] comme par exemple des variants rares non ciblés par les études GWAS.

Le registre EPIMAD couvre une grande partie de la zone septentrionale de la France (six
millions d’habitants) et recueille tous les cas incidents de MC GOWER-ROUSSEAU et col-
lab. [1994, 2013]. Les données des familles multiplexes (familles définies par la présence
de trois ou plus de trois apparentés au premier degré atteints de MC) issues du registre
EPIMAD ont été analysées. Il a été précédemment rapporté que dans les 22 familles mul-
tiplexes EPIMAD génotyées pour les 3 mutations majeures du géene NOD2 une fréquence
élevée des variants du gene NOD2 : R702W, G908R et L1007fs, pouvait expliquer la fré-
quence élevée de MC dans ces familles VASSEUR et collab. [2012]. Cependant, quelques fa-
milles multiplexes EPIMAD ne présentaient aucun des variants R702W, G908R et L1007fs.
Ainsi, dans ces familles, une prévalence élevée de patients atteints de la MC pourrait dé-

pendre d’autres facteurs génétiques, variants de susceptibilité qui seraient encore a dé-
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terminer. Afin d’identifier de nouvelles variations génétiques ayant un effet majeur dans
la MC, un protocole de Whole exome séquencing (WES) a été effectué sur 'une de ces fa-
milles multiplexes EPIMAD présentant quatre sujets atteints de MC sur deux générations.

Les résultats de cette étude sont présentés dans ce mémoire de thése de doctorat.
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Chapitre 2

Sujets, matériels et méthodes

« Je ne peux pas changer la

direction du vent, mais je peux

orienter mes voiles pour atteindre

ma destination. »

James Dean
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CHAPITRE 2. SUJETS, MATERIELS ET METHODES

2.1 Sujets

Les patients inclus dans ce travail sont issus du registre EPIMAD.

2.1.1 Registre EPIMAD

Le registre EPIMAD est le premier registre francais d’enregistrement des nouveaux cas
de MICI dans la région Nord-Ouest de la France. Son but initial est de connaitre les inci-
dences pour la MC et pour la rectocolite hémorragique dans 4 départements : le Nord, le
Pas-de-Calais, la Somme et la Seine-Maritime. Les enregistrements prospectifs des nou-
veaux cas ont débuté le ler janvier 1988. Aujourd’hui (au 01/06/2019) le registre recense
29 492 patients, dont 12 551 atteints de MC (certaine ou probable).

Ce registre est le plus grand registre mondial des MICI en population générale. Les don-
nées issues du registre sont aussi utilisées dans le cadre d’autres études et de projets de
recherche. C’est ainsi que plusieurs familles multiplexes de patients atteints de MC, ne
présentant aucune des 3 mutations majeures du gene NOD2, ont été identifiées. Une fa-
mille multiplexe est une famille ou sont retrouvés 3 ou plus de 3 apparentés au premier

degré atteints de la maladie de Crohn.

2.1.2 Protocole MC-WES

Le protocole MC-WES (Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur
dans la maladie de Crohn) (en annexe) est une étude d’épidémiologie génétique, mono-
centrique, dont 'objectif principal était d’identifier de nouvelles mutations génétiques a
effet majeur dans la maladie de Crohn. C’est une étude familiale avec controle(s) intrafa-

milial.

Déroulement de I'étude : La participation au protocole a été proposée aux membres

des familles multiplexes issues du Registre EPIMAD, présentant des arbres typiques d'une
agrégation familiale avec plus de 3 patients atteints de maladie de Crohn sans mutations
majeures du géene NOD2 : R702W, G908R et L1007fs.

Ont été inclus dans le protocole les patients atteints de MC (cas) et leurs apparentés sains
(controle intra-famillial). Pour la famille 49M, 7 sujets ont été inclus : 4 patients atteints
de MC et 3 sujets contrdles intra-familliaux.

Apres que I'information éclairée ait été délivrée aux participants et apres signature du
consentement éclairé, un examen clinique et un entretien a été réalisé afin d’approfon-
dir les antécédents des patients et des sujets controles. Ensuite, un prélevement sanguin
de 30 ml a été effectué pour I'analyse génétique. Et afin de constituer une collection bio-

logique, des selles ont été récupérées ainsi qu'un prélévement salivaire d’au moins 500

pl.
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Ce travail a obtenu les avis favorables du Comité de Protection des Personnes Nord
Ouest IV et de 'ANSM (Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits
de santé). Ce projet est enregistré dans la base de données des essais cliniques, Clinical
Trials : NCT02851134.

2.1.3 Famille étudiée

La famille F49M a été recrutée dans le protocole MC-WES F49M.

Family 49M
+
A—C
1:1 1:2

e oL

11:1 11:4

S w e

11:1 n:2 n:3

KEY : .- Crohn’s disease - : Exome sequenced

FIGURE 2.1 — Arbre généalogique de la famille multiplexe EPIMAD F49M

Dans cette famille, quatre patients atteints de MC (Il : 2, I1 : 6, IIT : 2, III : 3) et 3 té-
moins intra-familiaux (I: 2, IT: 1, III : 1) ont été recrutés, couvrant ainsi 3 générations.
Lentretien et '’examen clinique ont permis d’exclure un diagnostic de MC chez les sujets
apparentés non atteints (I : 2, II : 1, III : 1). De plus, pour le patient II : 1, aucun antécé-
dent familial de MC n’a été mis en évidence. Les sujets apparentés non atteints IT: 3, II :
4 et I1 : 5 ont refusé de participer a I'étude, mais ne seraient pas atteints de la MC selon
le résultat des entretiens réalisés avec les sujets recrutés. Les criteres de diagnostic de la
MC sont fondés sur des criteres cliniques, radiologiques, résultats endoscopiques et his-
tologiques, comme décrit précédemment GOWER-ROUSSEAU et collab. [1994]; MOLINIE
et collab. [2004]. Les phénotypes ont été définis selon la classification de Montréal. L'age
au moment du diagnostic, la présentation clinique et le phénotype de la MC différaient
entre les patients de cette famille (Tableau 2.1).
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TABLEAU 2.1 - Classification de Montréal au diagnostic des patients. L1, atteinte de I'intestin gréle;

L2, atteinte colonique; L3, atteinte iléo-colonique; B1, non fistulisante et non sténosante; B2, sté-
nosante; B3, Fistulisante.

Identification patient | Age au diagnostis (an) | Localisation | Phénotype
Ir:2 30 L3 B2
II:6 24 L1 B3
III :2 8 L3 B1
III:3 15 L3 Bl

L'ADN génomique a été préparé a partir de 10 ml de sang total en utilisant la méthode
de 'automate Autopure LS suivant les protocoles des fabricants.
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2.2 Whole Exome Sequencing et analyses bio-informatiques

L'analyse WES a été réalisée chez 7 sujets de la famille FA9M : 4 patients atteints de
MC et 3 sujets controdles intra-familiaux. Pour ce faire, nous avons utilisé la capture Nim-
bleGen SeqCap E2 Exome v3 en combinaison avec le séquencage nouvelle génération

d’'Tllumina (via séquenceur HiSeq 4000 en PE 2x150), selon les protocoles des fabricants.

La détection des variants a été effectuée avec le logiciel GATK v3.3, et les variants can-
didats ont été filtrés avec une profondeur minimale de 8. Les séquences lues ont été ali-
gnées au génome de référence humain (GRCh37/hg19) al’aide du logiciel BWA v0.7.13. La
cible a été couverte avec une profondeur moyenne de 127,7 séquences dans les 7 échan-
tillons. Les variants ont ensuite été annotés avec la base de données Ensembl v75 al’aide
de API Perl, et seules les variants non synonymes, stop, perte ou gain de fonctions, frame-
shift, site d’épissage et miRNA ont été conservées pour analyse ultérieure. Apres la sélec-
tion des variants présents uniquement chez tous les membres atteints de la famille, les va-
riants restant ont également été annotées avec dbSNP v135 et dbNSFP 3.0b2 (prédictions
fonctionnelles in silico, fréquences alléliques, classification GO, expression et données de
voie de signalisation).

Pour I'analyse finale, n’ont été retenus que les variants retrouvés chez tous les sujets
atteints de MC et absents chez les sujets controles de la famille et ayant une fréquence

dans la base de données 1000 génomes <1%.

2.3 Séquencage Sanger : Confirmation des variants NOD2

La présence des mutations du géene NOD?2 a été confirmée par séquencage Sanger, en
utilisant le protocole standard XIANG et collab. [2012].

L'ADN génomique a été préparé a partir de 10 ml de sang total (c.f. 2.1.3.). Les sé-
quences codantes du gene NOD2 (exons 1-12, GenBank NG_007508.1) ont été amplifiées
a partir de 'ADN génomique en utilisant les amorces directes et inverses présentées dans
le tableau 2.2.

Un volume de 30 ul de la réaction d’amplification par Polymerase Chain Reaction
(PCR) a été réalisée avec 30 a 40 ng d’ADN génomique, 1,0 uM de chacune des amorces
directes et inverses et 15 pl de 2 x Taq Master Mix (SinoBio Biltech Co. Ltd). La programma-
tion de la PCR était la suivante : une étape initiale de dénaturation a 94° C pendant 5 min,
suivie de 35 cycles de dénaturation thérmique de ’ADN a 94° C pendant 30 secondes, puis
d’hybridation des amorces a 55° C pendant 30 secondes, d'une extension des amorces a
72° C pendant 30 secondes et une derniere extension a 72° C pendant 5 min. Les produits
ainsi amplifiés ont été purifiés avec un kit cycle-pure (OMEGA; BioTek) et séquencés sur
le séquenceur d’ADN automatisé ABI 3730XL (Applied Biosystems). Les données de sé-

quencage ont été comparées par paire avec la séquence NODZ2 de type sauvage (GenBank
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NG_007508.1).

TABLEAU 2.2 — Amorces utilisées dans les réactions de polymérisation en chaine pour I'amplifica-
tion de NOD2 XIANG et collab. [2012]

Exon Annealing Primer direction Sequence (5’ — 3/) Amplicon
temperature (°C) size (bp)
1 55.0 Forward GTAGACAGATCCAGGCTCAC 384
Reverse ACCAGCCAAGGATGCGACAG
2 55.0 Forward TGACCACCCTGCATCTGGCTT 627
Reverse ACCAAGTTACCCCACAGGCTG
3 55.0 Forward CAGTAAGCCTTCCCACATTG 451
Reverse AACACCTTTAGTTAGCCCTCA
4a 55.0 Forward CTGGCTCTCCTATCCCTTCA 555
Reverse TGTCTTCTTGACCAACATCAG
4b 55.0 Forward TCTCTTTGTCTTCCCATTCAG 462
Reverse AGGGCTGAGGTCTCTTGGA
4c 55.0 Forward GCTTCTCTGAACAGGGCATC 689
Reverse TGCTGTGATCTGAAGGTTGTG
4d 55.0 Forward AGGTGTCGTGCCAGGGAGTA 755
Reverse CACACTTAGCCTTGATGGTG
5,6 55.0 Forward GCACAGATGCTGGCACTTC 565
Reverse CAGATCAGACTGACTCAGGAAT
7 55.0 Forward GTAAACTAGACCTAGCAGCGA 277
Reverse CTCCATGCAGGTCCCTCTTC
8 55.0 Forward GGAGGAGGACTGTTAGTTCAT 362
Reverse AGAGGACAAGGGACATTTCCA
9 55.0 Forward AGACCAGGAGAGCACCACGA 301
Reverse CAGTCAATCACTCAATCATCCA
10 55.0 Forward TGTGAGTTCATCATCTTCCATA 297
Reverse ATCCTTGTCCACCTAGACCA
11 55.0 Forward CTCATTGGGAATCTCAGACAT 391
Reverse CAGAGAATCAGATCCTTCACAT
12 55.0 Forward GAGAGTCAGCCCATCCCAG 476
Reverse AGCAGAGGCCAGTCCCATACT

2.4 Prédictions structurelles : NOD2

Les prédictions structurelles de la protéine NOD2 native humaine (acides aminés 219
a 1040) et des variants humains R702W, G908R et N1010K des protéines NOD2 (acides
aminés 219 a 1040) ont été obtenus a partir du serveur M4T (Multiple Mapping Method

with Multiple Templates, version 3.0) a I'aide de la séquence déduite d’acides aminés

de chaque protéine. La structure protéique 3D prédite a été comparée avec la structure
protéique 3D NOD2 du lapin (Oryctolagus cuniculus (Oc)) (Oc NOD2; 86% d’homologie

de séquence avec la protéine native NOD2 humaine) MAEKAWA et collab. [2016] en utili-

sant le systeme de visualisation moléculaire PyMOL (PyMOL Molecular Graphics System,
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Version 2.0 Schrodinger, LLC). La topologie des protéines était presque complétement

conservée dans les structures protéiques 3D prédites. La Figure 2.2 présente la structure

protéique 3D de NOD2 humaine native.

FIGURE 2.2 - Prévision structurelle de la protéine NOD2 humaine native (acides aminés 219 a

1040).

Pour déterminer si les protéines NOD2 étaient structurellement homologues a la pro-

téine native, le protein SuperPose server v.1.0 MAITI et collab. [2004] a été utilisé pour me-

surer la déviation racine-moyenne-carré (Root-Mean-Squared Deviation (RMSD)), c’est a

dire la distance moyenne entre les atomes carbones « (les atomes du squelette, Figure 2.3)

des protéines superposées.

R1 O H Rn

A |
NH2+-Ca—C — N+

H

FIGURE 2.3 — Identification des carbones a dans une structure protéique).

Ca o} COOH
i &
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Lorsque le RMSD est inférieur a 1,5 A, les deux structures ou domaines 3D, dont I’ali-
gnement de séquence est supérieur a 30%, peuvent alors étre considérées comme presque
homologues. Le résultat le plus significatif est en corrélation avec le plus grand nombre
de résidus alignés.

2.5 Prédictions et annotations in silico

La prédiction in silico de 1a pathogénicité pour les mutations faux-sens du ggne NOD2
a été réalisée a I'aide du logiciel CADD (Version 1.3) qui permet le calcul du score CADD
Phred KIRCHER et collab. [2014]. Un variant est prédit comme pathogene sile score CADD
Phred est supérieur a 20. Les outils prédictifs couramment utilisés pour 'annotation des
variants, notamment SIFT NG et HENIKOFF [2001], PolyPhen2 ADZHUBEI et collab. [2010]
et le score de Grantham ont également été utilisés. Un variant est prédit comme délétere
si le score SIFT est inférieur a 0,05. Le tableau 2.3 présente la signification du score de
PolyPhen2.

TABLEAU 2.3 — Prédiction en fonction du score de PolyPhen2

Score PolyPhen2 | Prédiction qualitative

>0.908 probablement délétere
0.908 >>0.446 | possiblement délétere
0.446 > bénin

le score de Grantham est basé sur les propriétés physico-chimiques et le volume mo-
léculaire de I'acide aminé et il permet de prédire la distance entre deux acides aminés du
point de vu évolutif. Un score de Grantham élevé est considéré comme délétere. A titre
indicatif, la leucine et 'isoleucine sont les acides aminés les plus similaires avec un score
de Grantam de 5 et les acides aminés les plus distants sont la cystéine et le tryptophane
avec un score de Grantham de 215.

Cette méme analyse a été employée pour les autres variants retrouvés par 1'analyse
WES.
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Chapitre 3

Résultats

« Il n’y a pas de réussite facile, ni
d’échecs définitifs. »

Marcel Proust
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3.1 Caractérisation d’'une nouvelle variation du gene NOD2

Le séquencage WES des parties codantes du génome de 7 personnes, dont 4 patients
atteints de MC, a été réalisé. Deux mutations du gene NODZ2 ont été identifiées. La muta-
tion L1007fs (rs2066847) présente chez le sujet sain II :1 et chez les patients III :2 , III :3.
Une nouvelle mutation faux-sens hétérozygote du gene NOD2, c.3030A> C; p. (N1010K)
(NM_001293557.2), a été détectée al'état hétérozygote chez tous les membres atteints de
la famille (Figure 3.1A).

Cette mutation est localisée dans le dernier exon du géne NOD2. La mutation L1007fs
(rs2066847) est présente, mais elle est transmise par I'intermédiaire du mari non atteint
(IT: 1). De plus, aucune des mutations majeures du gene NOD2 R702W, G908R et L1007fs
n’était présente chez les membres atteints de la génération II (figure 3.1A). De plus, dans
une étude précédente, les sujets (1:2,11:2,11:6,I1: 1, III : 2, III : 3) avaient été génoty-
pés pour les variants du gene NOD2 R702W, G908R et L1007fs VASSEUR et collab. [2012].
La présence de ces deux mutations, p.N1010K et p.L1007fs chez les deux sujets atteints
III :2 et III :3, a été confirmée par séquencage Sanger (figure 1B). Le gene NOD2 a été
séquencé par la méthode de Sanger chez tous les sujets inclus de la famille afin de vé-
rifier la présence ou I'absence des mutations c.3030A> C; p (N1010K) et ¢.3019 dupC;
p.L1007fs (rs2066847). Ce séquencage en Sanger a aussi permis de confirmer ’absence de
toute autre mutation du gene NOD2.

Comme la mutation p.L1007fs, la nouvelle mutation p.N1010K du géne NOD2 est si-
tuée dans le domaine de répétition riche en leucine (LRR) de la protéine NOD2, domaine
dont les variations sont reconnues pour étre impliquées dans la MC (Figure 3.2A) OGURA
et collab. [2001].

La mutation faux-sens ¢.3030A> C; p. (N1010K) est absente des bases de données pu-
bliques GnomAD, ExAC et Kaviar. La couverture des résutlats des WES des échantillons
utilisés dans les bases de données publiques est considérée comme correcte. En effet,
99,79% des échantillons controles présentent une couverture > 20X pour cette région.
Cette nouvelle mutation du gene NOD2 apparait donc comme un événement génétique
tres rare. Leffet délétere de la mutation N1010K a été étudiée en utilisant plusieurs indi-
cateurs de prédiction in silico : CADD Phred, qui évalue l'effet délétére potentiel global,
SIFT qui évalue 'effet délétere potentiel de la protéine, PolyPhen2 qui évalue 1'effet dé-
létere potentiel du domaine protéique. Ont aussi été étudiés le score de Grantham qui
représente ’écart physico-chimique entre les 2 acides aminés et le score RMSD qui re-
présente I'écart moyen entre les carbones a des 2 protéines dans la modélisation 3D. Le
tableau 3.1 présente ces prédictions in silico et montre que I'effet délétere de la mutation
N1010K est fortement suggéré.

Dans CADD-Phred et SIFT, la mutation N1010K (Asp1010Lys) apparait comme délé-
tere (respectivement 22,6 et zéro) et dans PolyPhen2, comme potentiellement délétére

(0.996). Lestimation de l'effet délétere par SIFT est basée sur la conservation de I'acide
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Family 49M
A
A
I:1 1:2
pN1010K N/N
p1007fs wi/wt
e O O 0 W
11 1:2 1:3 I:4 1:5 I:6
pN1010K N/N N/K N/K
p 1007fs wt/insC wtfwt wtfwt
!+ -+ l+
11:1 -2 1:3
pN1010K N/N N/K N/K
p1007fs wtiwt  wt/insC  wt/insC

KEY : .- Crohn's disease < : Exome sequenced

B
Sequence chromatograms of NOD2 coding regions
Subjects Exon 11 ¢.3030 A=C; p.(N1010K) ¢.3019 dupC; p.(L1007fs)
ATGGTGTCATTCCTTITTCAAGGGC CCTGEG CACGCGG
1:2 L\ VALY ) y X e e VAR
AT GG TGCGTCATTC CTTTCAAGGGCCTGCAGG
N\ N\ y
AT AT ~ o %
(DA VA WWASNIN NN NSO
cCATTC
I:2
IH:6
: ATGGTGTC CTTCCTT T TCAAGGGGCCTOGTCAG G

FIGURE 3.1 — (A) Arbre génétique de la famille F49M présentant le ségrégation des mutations
¢.3030A> C; p.(N1010K) et ¢.3019dupC; p.(L1007fs). (B) Chromatogrammes pour la région codante
de NOD2 dans 'exon 11.

Les fleches rouges indiquent la substitution nucléotidique ¢.3030A> C consis-
tant en la substitution acide aminé N1010K. Les fleches noires indiquent la
mutation ¢.3019dupC (rs2066847).
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FIGURE 3.2

pG908R
p1007fs
pN1010K

1 28-124 127-220 273-577 744-1020

KEY : CARD : caspase recruitment domain, NBD : nucleotide binding domain, LRR : leucine-rich repeat

Q9HC29_Homo_sapiens/’2-1040
H2QB32_Pan_troglodytes/2-1040
H2NQVT_Pongo_abelii2-1040
F6VN46_Macaca_mulatta/d4-1075
F1P9K0_Canis_lupus_familiaris/1-1013
M3W9PS_Felis_catus/1-1039
QBEB04_Bos_taurus/1-1013
AOAOG2K4Z27_Rattus_norvegicus/1-989
QEK3Z0_Mus_musculus/1-1020
FTEXR1_Monodelphis_domestica/1-875
FBW3K2_Danio_reria/1-968

Consensus
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....................... NLEPoBEEO aoec TF
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— (A) Localisation des mutations p.R702W (rs2066844), p.G908R (rs2066845), p.L1007fs

(rs2066847) et p.N1010K modifiant la protéine NOD2. (B) Alignements et conservation des acides
aminés des protéines NOD2 chez 11 especes.
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TABLEAU 3.1 — Comparaison des fréquences et des valeurs des indicateurs de prédiction de la mu-
tation N1010K avec les mutations connues associées a la MC : R702W et G098R. Indicateurs de
prédiction in silico des effets déléteres des mutations de NOD2. NA = Non Applicable car les outils
in silico ne traitent que les mutations faux-sens et pas les mutations insertion/délétion.

R702W | G908R | L1007fs | N1010K
ExAC MAF in Non-Finnish CEU | 0.04307 | 0.01187 | 0.02319 0
GnomAD MAF 0.02355 | 0.007589 | 0.01520 0
Kaviar MAF 0.2409 | 0.009595 | 0.01279 0
CADD Phred 24.6 29.8 35.0 22.6

SIFT 0.01 0.01 N/A 0

PolyPhen2 0.72 0.986 N/A 0.996
Grantham Score 101 125 N/A 94

RMSD 2.87A 3.34A N/A 3.48 A

aminé, alors que PolyPhen2 prend également en compte les informations biochimiques
disponibles. Bien que I'asparagine et la lysine soient deux acides aminés hydrophiles,
I'impact de la substitution N1010K est considéré comme ayant un effet significatif selon
le score de Grantham (94). En effet, le score de Grantham permet de prédire la distance
entre deux acides aminés du point de vu évolutif. Un score de Grantham faible reflete une
faible distance évolutive. Un score de Grantham plus élevé reflete une plus grande dis-
tance d’évolution. Les variants avec des scores plus élevés de Grantham sont considérés
comme plus déléteres : plus deux acides aminés sont distants, moins les acides aminés
risquent d’étre substitués I'un a I'autre; et plus les deux acides aminés sont éloignés, plus
leur substitution est délétere. De plus, 1'alignement de la séquence de la protéine NOD2
a montré un niveau élevé de conservation de I'acide aminé N1010 parmi les Vertébrés
(Figure 2B).

Cesrésultats ont aussi été corroborés par la modélisation protéique 3D obtenue par si-
mulation cristallographique (Figure 3.3) : le déplacement moyen des carbones a de chaque
acide aminé a été mesuré et a permis la quantification de la déformation globale de la
protéine liée a la mutation. En effet, la valeur de RMSD sur le domaine des acides aminés
219 a 1040 pour les protéines NOD2 mutées hR702W, hG908R et hN1010K sont respecti-
vement égales 4 : 2,86 A, 3,34 A et 3,48 A. Il n'y a donc pas d’homologie structurale entre
la structure prédite en 3D de la protéine NOD2 native humaine et les protéines NOD2
mutées hR702W, hG908R et hN1010K.
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A R702W: RMSD = 2,87 A B GI0GR: RMSD = 3,34A

& R908 mutated protein
G908 wt protein

K1010 mutated protein
N1010 wt protein

FIGURE 3.3 — Prévisions Prévisions structurelles de la protéine humaine native NOD2 (acides ami-
nés 219 a 1040) et des protéines humaines mutées NOD2.

(A) Prévisions structurelles de la protéine humaine native NOD2 (acides ami-
nés 219 a 1040) et de la protéine humaine mutée NOD2 R702W (acides aminés
219 a1040); (B) prédictions structurelles de la protéine native humaine NOD2
(acides aminés 219 a 1040) et de la protéine humaine mutée NOD2 G908R
(acides aminés 219 a 1040) ; (C) prédictions structurelles de la protéine native
humaine NOD2 (acides aminés 219-1040) et de la protéine humaine mutée
NOD2 N1010K (acides aminés 219-1040).
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3.2 Autres variations génétiques retrouvées dans la famille
F49M

L'analyse des résultats de WES des membres de la famille multiplexe F49M a permis
d’identifier de nombreux variants. En effet, comme expliqué dans le chapitre 2, seuls les
variants communs a tous les sujets atteints de MC et absents chez les controles intra-
familliaux et ayant une fréquence < 1% dans la base de données 1000 génomes ont été
retenus. Ainsi 39 variants ont été retenus sur ces criteres (tableau 3.2).

Dans cette partie, le variant N1010K de NODZ2 ne sera plus étudié puisqu’il I'a été dans
la premiére partie.

Chaque phénotype associé a des variations de ces 39 variants retenus a été recherché
dans les bases de données Ensembl.org, GeneCards.org, OMIM.org, afin d’apprécier un
role potentiel de ceux-ci dans la maladie de Crohn et donc dans I’aggrégation familiale de
la MC dans la famille F49M.

De plus, I'effet délétere des 39 variants rares a été étudié en utilisant les indicateurs de
prédiction in silico CADD Phred, SIFT et PolyPhen2. On été retenus uniquement les va-
riants ayant un effet délétere dans ces outils de prédiction in silico. Dans CADD Phred, un
variant est prédit comme délétere si le score est supérieur a 20. Dans SIFT, un variant est
prédit comme délétere si le score est inférieur a 0,05. Dans PolyPhen2, un variant est pré-
dit comme délétere si le score est supérieur a 0,908. Le tableau 3.3 présente ces résultats
pour les 3 variants retenus au vu de ces résultats (sans compter le variant du gene NOD2).
Le variant du gene NLRP7 a été retenu car la protéine NLRP7 intervient dans la voie de
signalisation de 'inflammation.

Concernant tous les autres variants retrouvés, apres avoir effectué la bibliographie pour
chacuns d’eux et des recherches dans les bases de données, nous n’avons rien relevé qui

pourrait les rendre suspects. C’est pourquoi ils n’ont pas été retenus.

3.2.1 Variant du géne BPIFB2

Le premier variant retenu est le variant p.D359H du géne BPIFB2. 1l s’agit d’'une muta-
tion faux-sens G>C en position 31607551 sur le chromosome 20 (position GRCh37) (NM_-
025227.2). Cette mutation a pour conséquence, au niveau de la protéine BPIFB2, la sub-
stitution d'un acide aspartique par une histidine.

La protéine BPIFB2 (BPI fold containing family B member 2) est impliquée dans la voie
de signalisation des défensines ainsi que dans celle du systéme immunitaire inné. Or nous
avont vu prédédemment que la MC est associée a une diminution de la production de
défensines par les cellules de Paneth, entrainant une altération de I'intégrité de la barriere
intestinale WEHKAMP et collab. [2005].

De plus, selon les prédictions in silico CADD-Phred, SIFT et PolyPhen2, la mutation
p-D359H du géne BPIFB2 apparait comme délétere (respectivement 26,1; 0,01 et 0,886)
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TABLEAU 3.2 — Liste des variants identifiés par I'analyse des résultats du WES.

Seuls les variants communs a tous les sujets atteints de MC, absents chez les controles
intra-familliaux et ayant une fréquence < 1% dans la base de données 1000 génomes ont été
retenus. Sub : substitution, 1KG CEU : 1000 Genomes, résidents de I'Utah avec ascendance
de I'Europe de I'ouest et de 'Europe du nord, NFE : Européens non Finlandais, inconnu :
variant inconnu dans aucune population.

Gene INDEL Position modification Fréquence Pathway/Phénotype
SNP GRCh37 1KG CEU associé au gene
ATPI10A SNP 15:25963545 A455A 0 Syndrome d’Angelman
BPIFB2 SNP 20:31607551 D359H 0,0186 systeme immunitaire inné
voie signalisation défensine
BRSK1 INDEL | 19:55795407 delG 0 Ménopause
DEFB132 SNP 20:239757 G33V 0,0004 systeme immunitaire inné
voie signalisation défensine
DNAHI14 SNP 1:225328632 A551S 0 (NFE) Microtubules
EVAIA SNP 2:75720637 D62N 0,001 (NFE) Asthme
FAM104B Sub X:55172686 | ACT>GTC S61N inconnu Non connu
FAM104B | INDEL | X:55172689 delA inconnu Non connu
FAM104B SNP X:55172572 T971 0 (NFE) Non connu
FAM104B SNP X:55172606 P86S 0 Non connu
FAM104B SNP X:55172680 P61R 0 Non connu
FAM71E2 SNP 19 :55870260 P659L 0,0159 Non connu
FAT1 SNP 4:187584587 M1149T 0.0056 Gene suppresseur de tumeur
GOLGA6L2 | SNP 15:23689142 A125T 0 Cancer du testicules
GOLGA8BN SNP 15:32895575 1456T 7,1e-05 (NFE) Non connu
ITPKB SNP 1:226924484 C226R 8,9e-06 (NFE) Asthme, Parkinson
NLRP7 SNP 19 :55451083 1368M 0,001 (NFE) Mole hydatiforme
Inflammasomes
NOD2 SNP 16 :50763792 N1010K inconnu Facteur de risque MC
OBSCN SNP 1:228447463 R180H 0,005 Dégénéréscence Maculaire
ORI11H1 SNP 22 :16449050 A252V 1,7e-05 (NFE) Non connu
OR2T7 SNP 1:248604881 D125V 0,021 (NFE) Non connu
OR4C5 SNP 11 :48387155 Y288C 0,032 (NFE) Défaut pression oculaire
OR4M?2 SNP 15:22368855 Fo4L 0,018 (NFE) Défaut du gotit/olfaction
OR4M2 SNP 15:22369132 R186Q 0,018 (NFE) Défaut du gott/olfaction
OR4M?2 SNP 15:22369179 S202C 0,017 (NFE) Défaut du gotit/olfaction
PAK6 SNP 15 :40558623 R262Q 0,015 Schizophénie
PCDHBI0O | INDEL | 5:140574170 delAGGCCG inconnu Non connu
PCDHBI1 SNP 5:140580941 G167S 0,002 (NFE) Non connu
SGK2 INDEL | 20:42199705 delGTGTGT inconnu Non connu
SKA3 SNP 13:21750538 R27* STOP 0,087 (NFE) non connu
SRD5A1 SNP 5:6633779 A39G inconnu Obésité-ovaire polykystique
SYT5 SNP 19 :55689664 Y51S 3,9e-05 (NFE) non connu
ZNF717 SNP 3:75786132 Q831R inconnu Diabete
ZNF717 SNP 3:75787015 G537S inconnu Diabete
ZNF717 SNP 3:75787081 C515S inconnu Diabete
ZNF717 SNP 3:75787127 Y499* STOP 0 Diabete
ZNF717 SNP 3:75787416 C403Y 0 Diabete
ZNF717 | INDEL | 3:75787048 insACTTATA inconnu Diabete
CHSTI15 | INDEL | 10:125780753 delG inconnu maladies cardio-vasculaires
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TABLEAU 3.3 - Indicateurs de prédiction in silico des effets déléteres des mutations des génes
BPIFB2, DEFB132 et NLRP?.

BPIFB2 | DEFB132 | NLRP7
CADD Phred 26,1

SIFT 0,01 0
PolyPhen2 0,886 0,965
Score Gratham 81 109

(tableau 3.3). Bien que l'acide aspartique et 'histidine soient deux acides aminés hydro-
philes, I'impact de la substitution D359H est considérée comme ayant un effet significatif
selon le score de Grantham (81). Comme vu précédemment, le score de Grantham permet
de prédire la distance entre deux acides aminés du point de vu évolutif. Un score de Gran-
tham élevé est considéré comme délétere. A titre indicatif, la leucine et I'isoleucine sont
les acides aminés les plus similaires avec un score de Grantam de 5 et les acides aminés

les plus distants sont la cystéine et le tryptophane avec un score de Grantham de 215.

3.2.2 Variant du gene DEFB132

Le variant suivant retenu est le variant p.G33V du gene DEFB132. 1l s’agit d'une muta-
tion faux-sens G>T en position 239757 sur le chromosome 20 (position GRCh37) (NM_-
207469.2). Cette mutation a pour conséquence, au niveau de la protéine DEFB132, la sub-
stitution d'une glycine par une valine.

La protéine DEFB132 fait partie de la famille des -défensines. Les défensines sont
des polypeptides cationiques riches en cystéine qui jouent un role important dans la ré-
ponse immunitaire contre les microorganismes. Et comme la protéine BPIFB2, elle est
impliquée dans les voies de signalisation des défensines et du systéme immunitaire inné.

De plus, selon SIFT et PolyPhen2, la mutation p.G33VH du géne DEFBI132 apparait
comme délétere (respectivement 0 et 0,965) et probablement délétére dans CADD Phred
(9,661) (tableau 3.3). La glycine, acide aminé neutre est remplacée par une valine, acide
aminé hydrophobe. Et 'impact de la substitution G33V est considéré comme ayant un

effet significatif selon le score de Grantham (109).

3.2.3 Variant du gene NLRP7

Le variant suivant retenu est le variant p.I368M du gene NLRP?. 1l s’agit d'une muta-
tion faux-sens A>C en position 55451083 sur le chromosome 19 (position GRCh37). Cette
mutation a pour conséquence, au niveau de la protéine NLRP7, la substitution d'une iso-
leucine par une méthionine.

La protéine NLRP7 fait partie de la famille des NLR (comme NOD2 et NLRP3) et plus
particulierement du sous groupe des NLRP (domaine N-terminal = domaine pyrine, PYD)

(cf. partie 1.3.1). Les protéines NLRP sont impliquées dans I'activation des caspases pro-
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inflammatoires par le biais des complexes multiprotéiques : inflammasomes. La protéine
NLRP7 peut agir en tant que régulateur de rétroaction ou sécrétion d’interleukine 1-p
dépendante de la caspase-1 (Figure 3.4). C’est pourquoi, il nous a semblé important de
conserver ce variant afin d’aller plus loin dans les investigations.

Cependant, dans CADD-Phred, SIFT et PolyPhen2, la mutation p.I368M du gene NLRP7
apparait comme tolérée (respectivement 0,001; 0,25 et 0,012) (tableau 3.3). De la méme
maniere, 'isoleucine, acide aminé hydrophobe est remplacé par une méthionine qui est
aussi un acide aminé hydrophobe. Limpact de la substitution I368M est donc considéré

comme nul et n'ayant pas d’effet significatif selon le score de Grantham (10).
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FIGURE 3.4 — Modes d’action de NLRP7 dans I'inflammation et la défense de '’hote d’apreés RADIAN
et collab. [2013]

A : Description des mécanismes par lesquels NLRP7 inhibe la libération de IL-
1B. (1) NLRP7 inhibe I'activation de NF-kB par un mécanisme inconnu, pou-

vant impliquer FAF1, qui empéche la transcription de la pro-IL-1p. (2) NLRP7
interagit directement avec la pro-caspase-1 et la pro-IL-1f, ce qui pourrait
empécher leur activation ou leur recrutement dans des inflammasomes. (3)
NLRP7 se localise dans 'appareil de Golgi et pourait affecter le trafic des vé-
sicules matures contenant de I'IL-1f nécessaires a leur libération. B : Mécha-

nisme de formation de I'inflammasome de NLRP7 en réponse a la détection
de lipoprotéines acylées bactériennes.
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4.1 Caractérisation d’'une nouvelle variation du gene NOD2

L'analyse des résultats de I'étude MC-WES avec des controles intra-familiaux a permis
de mettre en évidence une nouvelle mutation du géene NODZ2 : N1010K. Celle-ci peut étre
lié a la présence d'une agrégation familiale de la MC dans la famille F4A9M. Nous avons vu
quele géne NOD2 code pour une protéine de la famille des récepteurs de type NOD (NLR).
Elle contribue a la détection des bactéries intracellulaires et a leur destruction, ce qui
stimule la réponse inflammatoire par I'activation du facteur NF-kB PHILPOTT et collab.
[2014]. Trois mutations majeures modifiant la fonction de la partie C-terminale de la pro-
téine ont été rapportées comme facteurs génétiques majeurs de prédisposition a la MC :
p-R702W, p.G908R et p.L1007fs. Cependant, d’autres mutations rares du gene NOD2 ont
déja été rapportées et seraient impliquées dans la susceptibilité a la MC LESAGE et collab.
[2002]; R1vAS et collab. [2011]. En ce qui concerne les haplotypes au locus de NOD2 chez
les patients III : 2 et III : 3, ceux-ci présentent deux mutations du géne NOD2. Ces deux
mutations sont situées sur deux haplotypes différents, puisque c.3030A> C; p.(N1010K)
est hérité de la mere et ¢.3019dupC; p(L1007fs) est hérité du pere. Ainsi, ces patients sont

des hétérozygotes composites.

On peut supposer que la mutation N1010K de NOD2 a un impact sur la fonction de
la protéine NOD?2. En effet, comme les mutations R702W, G908R et L1007fs, la mutation
faux-sens N1010K est située dans le domaine de répétition riche en leucine (LRR) de la
protéine NOD2. Ce motif est conservé au cours de I'évolution dans de nombreuses pro-
téines et associé a I'immunité innée INOHARA et collab. [2005]. Comme vu au chapitre
1, on sait que le domaine LRR est impliqué dans la reconnaissance des profils molécu-
laires associés aux agents pathogeénes, y compris les composants des bactéries, tels que le
peptidoglycane muramyl dipeptide bactérien ciblant la protéine NOD2 INOHARA et col-
lab. [2003]. De plus, les polymorphismes génétiques ayant un impact sur le domaine LRR
sont les facteurs de risque génétique les plus importants dans la MC CHoO [2008]; HUGOT
et collab. [2001].

Le résidus asparagine, bien conservé, qui est impliqué dans la mutation N1010K est un
acide aminé polaire comme la lysine. Cependant, la proximité d'un acide aminé thréonine
(T1012), conservé, au sein de la séquence de la protéine NOD2 pourrait former un mo-
tif [Asn-X-Ser / Thr] qui pourrait étre une cible potentielle pour la N-glycosylation. Ceci
pourrait ainsi conduire a une substitution délétere GAVEL et VON HEIJNE [1990]. De plus,
la substitution N1010K est considérée comme ayant un effet significatif selon le score de
Grantham basé sur la différence physico-chimique entre I'asparagine et la lysine. Ainsi,
en plus du fait que cet acide aminé qui est fortement conservé est localisé dans le do-
maine fonctionnel de NOD2 et que la mutation N1010K est absente de toutes les bases de
données, la mutation N1010K est prédite comme étant délétéere par les outils de prédic-
tion in silico CADD Phred et SIFT, et probablement délétere par PolyPhen2. Les résultats

de prédiction in silico pour les deux mutations faux-sens connues, R702W et G908R sont
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similaires (tableau 4.1).

TABLEAU 4.1 — Comparaison de la mutation N1010K avec les mutations connues associées ala MC:
R702W et GO98R. Indicateurs de prédiction in silico des effets déléteres des mutations de NOD2.

R702W G908R | L1007fs | N1010K
ExAC MAF in Non-Finnish CEU | 0.04307 | 0.01187 | 0.02319 0
GnomAD MAF 0.02355 | 0.007589 | 0.01520 0
Kaviar MAF 0.2409 | 0.009595 | 0.01279 0
CADD Phred 24.6 29.8 35.0 22.6

SIFT 0.01 0.01 N/A 0

PolyPhen2 0.72 0.986 N/A 0.996
Grantham Score 101 125 N/A 94

RMSD 2.874A 3.344 N/A 3.48A

La modélisation des protéines suggere que N1010K pourrait étre associé a une altéra-
tion de la structure 3D de la protéine NOD2 native. Il n'y a pas d’homologie structurale
entre la structure 3D native et les protéines NOD2 mutées prédites hN1010K , hR702W
et hG908R. C’est a dire que lorsque les structures protéiques sont comparées, elle ne se
superposent pas exactement, il existe un décalage de ces structures protéiques (NOD2
native, et NOD2 mutées). Une analyse cristallographique a précédemment montré que le
domaine LRR, entre les résidus 745 et 1020, comporte dix unités LRR formant une struc-
ture ayant la forme d’un fer a cheval dans une courbure unique avec des hélices a a sa
surface convexe et des brins  sur les faces concaves. Ainsi, le domaine LRR interagit
étroitement avec les domaines HD1 et HD2 via cette structure 3D de la protéine NOD2
MAEKAWA et collab. [2016]. En effet, le module NOD contient un domaine de liaison aux
nucléotides (NBD), une hélice (WH, winged helix) et 2 domaines hélice (HD1 et HD2).
Lors de la liaison du ligand, HD2 intervient dans les changements de conformation des
domaines NBD, WH et HD1 pour permettre I'échange adénosine diphosphate — adéno-
sine triphosphate, I’auto-oligomérisation et la signalisation en aval. Maekawa et ses col-
laborateurs ont émis I’hypothese que les Single Nucleotide Polymorphism (SNP) associés
ala MC, situés dans le domaine LRR perturberaient I'interaction entre HD1 ou HD2 et le
domaine LRR MAEKAWA et collab. [2016]. Par conséquent, la mutation N1010K pourrait
perturber ou atténuer l'association entre le domaine HD2 et le domaine LRR et pourrait
agir comme une mutation perte de fonction. Cette hypothese est renforcée par la conser-
vation importante du résidu N1010.

Selon la classification de Montréal, deux des quatre patients seraient plus gravement
atteints que les autres membres de la famille et présentaient un diagnostic plus précoce
de la maladie GOWER-ROUSSEAU et collab. [1994]. Les deux patients, III : 2 et Il : 3, sont
hétérozygotes composites L1007fs, N1010K. La mutation L1007fs est une mutation avec
décalage de cadre de lecture qui génere une protéine NOD2 tronquée, qui ne parvient
pas a se localiser sur la membrane plasmique BARNICH et collab. [2005]; OGURA et collab.

[2001]. Cette mutation produisant une protéine tronquée est un facteur de risque géné-
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tique majeur de la MC HUGOT et collab. [2001]; OGURA et collab. [2001]. La concommi-
tance de deux alleles mutés (L1007fs, N1010K) concernant le domaine LRR pourrait expli-
quer la survenue plus précoce de la MC chez ces patients hétérozygotes composites (III :
2 et I1I : 3). Girardelli et ses collaborateurs ont suggéré un effet cumulatif de mutations
hétérozygotes dans la MC, mais ils ont uniquement envisagé des mutations dans deux
genes différents : K953E dans le gene NOD2 et S159G / G351R dans le géne IL10RA GIRAR-
DELLI et collab. [2014]. Des variations homozygotes de L1007fs ont été identifiées chez les
patients présentant une plus grande perte de réponse a la liaison du muramyl dipeptide
par NOD2. Ce méme effet n’a pas été rapporté chez des hétérozygotes composites L1007fs
et R702W CHEN et collab. [2017]. Considérant la proximité entre les mutations L1007fs et
N1010K (3 acides aminés) dans le domaine LRR et une possible perte de fonction due a
la mutation N1010K, on peut supposer qu’il existerait dans ce cas un impact similaire a
celui d'une mutation homozygote de L1007fs.

Ces résultats suggerent donc fortement que la mutation N1010K pourrait étre un nou-
veau facteur de risque impliqué dans la susceptibilité génétique de la maladie de Crohn,
elle pourrait expliquer I'agrégation familiale de la MC dans la famille F49M. Comme la
mutation N1010K du gene NOD2 est absente dans toutes les bases de données publiques
(EXAC, GnomAD, Kaviar et 1000 Genomes), il est peu probable que cette mutation rare
N1010K présente, en population générale, aussi bien chez des patients atteints de MC
que chez des sujets controles des fréquences alleliques compatible avec une étude cas-
controle. Cependant, on peut émettre I’hypothese qu'un génotypage réalisé dans de grands
groupes de patients atteints de la maladie de Crohn pourrait révéler cette mutation chez

d’autres patients.

4.2 Autres mutations génétiques retrouvées dans la famille
F49M

L'analyse des résultats de I’étude MC-WES avec controles intra-familiaux a permis de
détecter 3 autres mutations suspectes dans I'aggrégation familliale de la MC dans la fa-
mille F49M (sans compter le variant N1010K du géne NOD2) : les mutations D359H du
gene BIPFB2, G33V du gene DEFB132 et 1368M du géne NLRP?.

Ces 3 mutations sont rares en population (<1%) et sont présentes chez tous les sujets
atteints (I :2, I1 :6, I1I :2 et III :3) sous forme hétérozygote et absentes chez les contrdles
intrafamilliaux (I1:2, I1:2 et I :1).

4.2.1 Mutations des génes BPIFB2 et DEFB132

Nous avons vu que le géne BPIFB2 code pour une protéine de la famille des protéines

de liaison lipopolysaccharide / transfert de lipides (LT / LBP). Il est aussi connu sous le
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nom BPILI pour bactericidal/permeability-increasing protein-like 1. La protéine BPIFB2
est impliquée dans la voie de signalisation des défensines ainsi que dans celle du systeme
immunitaire inné (cf. genecards.org). Or nous avont vu prédédemment que la MC est as-
sociée a une diminution de la production de défensines par les cellules de Paneth, entrai-
nant une altération de I'intégrité de la barriere intestinale WEHKAMP et collab. [2005]. De
la méme maniére, nous avons vu que la protéine DEFB132 est aussi impliquée dans ces
meémes voies de signalisation. En effet, le gene DEFB132 code pour une protéine qui fait
partie de la famille des 3-défensines. Les défensines sont des polypeptides cationiques
riches en cystéine qui jouent un role important dans la réponse immunologique contre
les microorganismes. Par contre, a ce jour, aucune mutation dans ces deux génes n’a été
associée ala MC.
On ne peut exclure que les mutations D359H du géne BPIFB2 et G33V du géne DEFB132

n'aient pas d’impact sur la fonction des protéines respectives BIPFB2 et DEFB132.

Concernant la mutation du gene BPIFB2, I'acide aspartique qui est impliquée dans la
mutation D359H est un acide aminé hydrophile comme I'histidine. Cependant, L'acide
aspartique est acide et peut étre méthylé alors que I'histidine est basique et n’est pas mé-
thylée. De plus, la structure 3D de la protéine BPIFB2 est prédite comme ayant une forme
caractéristique de boomerang, avec deux régions similaires a corps cylindrique et deux
poches de liaison potentielles hydrophobes, aussi retrouvées chez les autres membres de
la famille LT / LBP MULERO et collab. [2002]. La mutation D359H est proche de la région
N-terminale qui, dans la structure 3D de la protéine, se trouve vers le site actif (figure
4.1) et le défaut de méthylation pourrait étre délétere pour fonction de la protéine. De
plus, I'impact de la substitution D359H est prédit comme ayant un effet significatif selon
le score de Grantham basé sur la différence physico-chimique entre I'acide aspartique et
I'histidine. En plus des arguments précédents, la mutation faux-sens D359H est prédite
comme délétere dans les outils de prédiction in silico CADD Phred, SIFT et PolyPhen2.

Concernant la mutation G33V du gene DEFB132, la glycine qui est impliquée dans la
mutation G33V est un acide aminé neutre alors de la valine, qui la remplace, est un acide
aminé hydrophobe. La structure 3D de cette protéine n’a pas encore été établie. Néan-
moins, on sait qu’elle est principalement composée d’hélice o et on peut supposer que la
mutation intervertissant un acide aminé neutre par un acide aminé hydrophobe pourrait
étre délétere pour la fonction de cette protéine. En effet, la glycine est le seul acide aminé
achiral qui, lorsqu’il est majoritairement impliqué dans une hélice «, implique une hé-
lices a pas de rotation gauche, les autres acides aminés biologiques chiraux L, comme la
valine, déstabilisent ce type de structure. De plus, I'impact de la substitution G33V est
considéré comme ayant un effet significatif selon le score de Grantham basé sur la diffé-
rence physico-chimique entre la glycine et la valine. En plus des arguments précédents, la
mutation faux-sens G33V est prédite comme délétere par les outils de prédiction in silico
SIFT et PolyPhen2 et potentiellement délétere par CADD Phred.
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Région N-terminale
Site actif de la protéine

FIGURE 4.1 - Structure 3D de la protéine BIPFB2. D’aprés MULERO et collab. [2002]

Les résidus basiques (chargés positivement) sont bleus, tandis que les résidus
acides (chargés négativement) sont rouges. La vue est orientée de maniere a
ce que la région contenant le site de liaison en région N-terminale soit bien
visible.

Ainsi, on peut supposer que bien que les deux mutations D359H du géne BPIFB2 et
G33V du gene DEFBI132, soient localisés sur deux genes différents mais qui sont impli-
quées dans les mémes voies de signalisation, elles pourraient agir ensemble et déterminer
un effet dysfonctionnel cumulatif impliqué également dans ’aggregation familliale de la
MC dans la famille F49M.

4.2.2 Mutation du gene NLRP7

Concernant la mutation 1368M du gene NRLP7, nous avons vu que la protéine NLRP7
fait partie de la famille des NLR (comme NOD2 et NLRP3) et plus particulierement du sous
groupe des NLRP (domaine N-terminal = domaine pyrine, PYD). Les protéines NLRP sont
impliquées dans l'activation des caspases pro-inflammatoires par le biais des complexes
multiprotéiques : inflammasomes. La protéine NLRP7 peut agir en tant que régulateur
de rétroaction ou sécrétion d’interleukine 1-f dépendante de la caspase-1 (Figure 3.4).
NLRP7 joue donc un role important dans la réaction pro-inflammatoire.

De plus, la mutation 1368M se situe dans le domaine NACHT de la protéine qui permet
I'oligomérisation (Figure 4.2).

Cependant, I'impact de la substitution 1368M ne peut pas étre considérée comme
ayant un effet significatif selon le score de Grantham basé sur la différence physico-chimique
entre lIsoleucine etla Méthionine. De plus, la mutation faux-sens 1368M est prédite comme
tolérée selon les outils de prédiction in silico CADD Phred, SIFT et PolyPhen2.
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LRR
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FIGURE 4.2 — Structure de la protéine NLRP7 et position de la mutation 1368M, d’apres SILLS et col-
lab. [2017]

Ainsi, nous n’avons pas d’arguments pour soutenir I’hypothese que la mutations [368M
du géne NLRP7 (impliquée dans la voie de signalisation pro-inflammatoire) soit impli-

quée dans 'aggregation familliale de la MC dans la famille F49M.

4.3 Conclusion générale

Nous avons vu que les résultats concernants les mutations du gene NOD2, suggerent
fortement que la mutation N1010K pourrait étre un nouveau facteur de risque impliqué
dans la susceptibilité génétique a la maladie de Crohn et qu’elle pourrait étre un facteur
génétique en rapport avec 'agrégation familiale de la MC dans la famille F49M. Comme
la mutation N1010K du gene NOD2 est absente de toutes les bases de données publiques
(EXAC, GnomAD, Kaviar et 1000 Genomes), il est peu probable que cette mutation rare
N1010K ait une fréquence allélique compatible avec une étude cas-controle. C’est pour-
quoi, nous n’avons pas envisagé son génotypage chez des patients issus du registre EPI-
MAD et chez des témoins (étude cas-témoins). On peut cependant émettre I'hypothese
qu’'un génotypage a grande échelle (dans de grands groupes de patients atteints de la ma-
ladie de Crohn) pourrait révéler cette mutation chez certains patients.

Les résultats concernant les mutations des autres genes, suggerent que seules les mu-
tations D359H et G33V respectivement des genes BPIFB2 et DEFB132, avec un possible
effet cumulatif, pourraient étre impliquées dans I'aggregation familiale de la MC. Ainsi,
Pour la famille F49M, |’aggrégation familliale pourrait reposer sur 'accumulation de plu-
sieurs mutations a effet délétere. Une étude dans la famille F49M, des variants de suscep-
tibilité a la MC pour la plupart issus des études GWAS, est en cours ( Vasseur E, commu-

nication personnelle). Les valeurs des scores polygéniques chez les sujets atteints et non
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atteints de la famille F49M devraient ajouter un éclairage sur la susceptibilité génétique a

la MC dans cette famille.

Les recherches futures devront se concentrer sur 'identification de nouveaux variants
de susceptibilité ala MC comme I'a rapporté Y. Momozawa (MOMOZAWA et collab. [2011].
Des études fonctionnelles devraient étre effectuées pour déterminer 'effet délétére des
mutations N1010K du gene NOD2, D359H du gene BPIFB2 et G33V du gene DEFB132.

En paralléele, des analyses WES dans 2 autres familles multiplexes issues du registre
EPIMAD ont été effectuées et les données sont disponibles. L'analyse de leurs résultats
devraient mettre en évidence d’autres facteurs de risques génétiques et constituer deux

autres sujets potentiels de these.

La mutation N1010K du géne NOD?2 a été enregistrée dans HGMD Professional(The
Human Gene Mutation Database) et sera accessible dans la version 2019.3 a 'automne
2019.
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Abstract: The NOD?2 gene, involved in innate immune responses to bacterial peptidoglycan, has been
found to be closely associated with Crohn’s Disease (CD), with an Odds Ratio ranging from
3-36. Families with three or more CD-affected members were related to a high frequency of
NOD?2 gene variations, such as R702W, G908R, and 1007fs, and were reported in the EPIMAD
Registry. However, some rare CD multiplex families were described without identification of
common NOD? linked-to-disease variations. In order to identify new genetic variation(s) closely
linked with CD, whole exome sequencing was performed on available subjects, comprising four
patients in two generations affected with Crohn’s disease without R702W and G908R variation and
three unaffected related subjects. A rare and, not yet, reported missense variation of the NOD2
gene, N1010K, was detected and co-segregated across affected patients. In silico evaluation and
modelling highlighted evidence for an adverse effect of the N1010K variation with regard to CD.
Moreover, cumulative characterization of N1010K and 1007fs as a compound heterozygous state in
two, more severe CD family members strongly suggests that N1010K could well be a new risk factor
involved in Crohn’s disease genetic susceptibility.
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1 SYNOPSIS

CHRU de Lille, Délégation a la recherche clinique et a

innovation
PROMOTEUR 1 avenue Oscar Lambret, 59037 LILLE Cedex

Tél: 03 20 44 59 69

Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur
TITRE :

dans la maladie de Crohn
COORDONNATEUR Dr Corinne GOWER

NOMBRE DE CENTRES

TYPE D’ETUDE

Recherche biomédicale
Etude de recherche d’épidémiologie génétique

OBJECTIFS

Objectif principal :
Identifier de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans
la maladie de Crohn.

Objectifs secondaires :

- Déterminer dans les formes familiales de maladie de
Crohn, les profils génétiques des patients atteints de
maladie de Crohn et de leurs apparentés sains
concernant les nombreux facteurs mineurs de
susceptibilité génétique déja répertoriés dans la maladie
de Crohn

- Constitution d’'une collection biologique d’ADN, de sérum
et de selles. En effet de nombreux travaux mettent en
évidence une influence des caractéres génétiques sur la
composition du microbiote fécal. Cette collection
biologique pourra étre utilisée dans une prochaine
étude.

PLAN EXPERIMENTAL

Etude familiale avec contrdle intrafamilial, étude de recherche
d'épidémiogénétique

CRITERES D’EVALUATION

Critére principal :

Sélection des mutations génétiques identifiées par Whole exome
sequencing (WES), au sein d’'une méme famille, présentes chez
le (ou les) sujet(s) atteint(s) de maladie de Crohn (MC) et
absentes chez le sujet sain,

Critéeres secondaires :

Détermination des profils génétiques des patients atteints de
maladie de Crohn et de leurs apparentés sains concernant les
nombreux facteurs mineurs de susceptibilité génétique déja
répertoriés dans la maladie de Crohn.

CRITERES D’INCLUSION

Critéres d’inclusion spécifiques au patient Probant

- Homme ou femme

-agéde 5a80ans

- Patient atteint de maladie de Crohn

- Appartenir a une famille présentant au moins 3 sujets atteints
de maladie de Crohn

- Etre d’accord sur le principe de contacter ses apparentés au
1er, 2¢me et/ou 3°me degré

- Patient ayant signé le consentement éclairé « Patient
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Probant »

- Etre capable de recevoir I'information éclairée spécifique

- Avoir donné son accord de participation et avoir signé le
consentement éclairé spécifique. Si le patient est mineur, le ou
les titulaires de l'autorité parentale devront avoir été informés et
devront avoir signé le consentement, de méme que I'enfant.

- Etre assuré social ou ayant droit d’'un assuré social

Critéres d’inclusion spécifiques aux apparentés du patient
probant et identifi€éss comme indemnes de maladie de Crohn
- Homme ou femme

-agé de 18 a 80 ans

- Etre capable de recevoir I'information éclairée spécifique

- Avoir donné son accord de participation et avoir signé le
consentement éclairé spécifique.

- Etre assuré social ou ayant droit d’'un assuré social

Dans le cas ou nous n’arriverions pas a obtenir le consentement
de 3 personnes atteintes de MC et d’'une personne apparentée
saine, dans la méme famille, les échantillons prélevés seront
uniqguement utilisés pour la collection biologique.

- Impossibilité de recevoir une information éclairée.

- Refus de signer le formulaire de consentement

- Impossibilité de réunir le probant et au moins trois sujets
additionnels apparentés au probant (un sujet sain et deux
sujets atteints de maladie de Crohn)

- Patient non affilié a un régime de sécurité sociale

- Femmes enceintes ou allaitantes

- Majeurs protégés

CRITERES DE NON INCLUSION

NOMBRE DE PARTICIPANTS 30 familles multiplexes

Aucun test statistique ne sera appliqué : une comparaison des
séquences d’ADN exoniques sera réalisée entre les sujets
atteints et un sujet sain d’'une méme famille.

Une analyse bioinformatique compléte des données de
séquengage produites, sera réalisée au sein de chaque famille
de fagon indépendante. Cette analyse effectuée par I'UMR 8199
permettra de sélectionner les mutations rares présentes chez les
patients atteints de maladie de Crohn et absentes chez
l'apparenté non atteint. Les mutations répondant a ces critéres
seront ensuite génotypées sur I'ensemble de la famille afin de
préciser leur association avec la maladie de Crohn

STRATEGIE D’ANALYSE
STATISTIQUE

Etape 1 : inclusion des familles

Seront ciblées les familles multiplexes, issues du Registre
EPIMAD, présentant des arbres typiques d'une agrégation
familiale (plus de 3 patients atteints de maladie de Crohn) sans
implication des mutations du géne NOD2, facteur génétique
majeur de susceptibilité a la maladie de Crohn.

Au cours d’'une consultation de suivi, le Dr Gower expliquera
DEROULEMENT DE L’ETUDE I'étude, au probant atteint de maladie de Crohn et faisant partie
d'une des familles multiplexes sélectionnées. Il sera, ensuite,
demandé au probant de proposer aux membres de sa famille de
1er, 2d et 3éme degré, quelque soit le statut vis a vis de la MC, de
participer a I'étude. Il leur transmettra un document d’information
sur le déroulement de I'étude et son objectif, un coupon réponse
a l'attention du Dr Gower, ainsi que des kits de prélévement de
selles. En cas, d’accord de participation, il sera demandé a
chaque participant de revenir avec ses prélevements de selles.
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Dans le cas de probant ou d’apparenté mineurs, I'investigateur
expliquera I'étude aux parents et a I'enfant. Aprés avoir répondu
a toutes leurs questions, si I'enfant et ses parents souhaitent
qu’il participe a I'étude, ils donnerons leur accord par écrit en
signant les consentements éclairés adéquats (consentement
pour les parents et consentement pour participant mineur). I
sera proposé une signature du consentement a I'enfant mineur,
en fonction de son niveau de compréhension.

Un rendez-vous avec le Dr Gower sera ensuite pris avec les
membres de la famille ayant transmis leur souhait de participer
a I'étude (via retour du coupon réponse), afin que l'investigateur
puisse leur expliquer I'étude et répondre a toutes les questions
qu'ils peuvent se poser.

Les différents sujets donneront leur accord de participation écrit
en signant un consentement éclairé.

Etape 2 : prélévement

Aprés signature du consentement éclairé, un prélévement
sanguin de 30 ml sera effectué pour I'analyse génétique et les
selles seront récupérées. Pour les enfants, le volume maximal
de sang prélevé en 1 fois sera fonction du poids et n’excédera
pas 1% de leur volume de sang total.

Etape 3 : Analyses génétiques

Les échantillons d’ADN seront transmis par le CRB a l'unité
UMR CNRS 8199.

Dans un premier temps, I'absence de mutation du géne NOD2
sera vérifiée chez le probant de chaque famille.

Puis une analyse par Whole Exome Sequencing (WES) sera
effectuée chez au moins 4 sujets par famille (trois patients
atteints de maladie de Crohn, un sujet non atteint et apparenté
avec les patients atteints). Les variations génétiques (mutations)
présentes chez les patients et absentes chez le sujet non atteint
seront génotypées chez tous les membres de la famille pour
confirmer leur association avec la maladie de Crohn.

PROCEDURE D’INVESTIGATION
SPECIFIQUE A L’'ETUDE ET
DIFFERENCES PAR RAPPORT A
LA PRISE EN CHARGE
HABITUELLE

- Un prélevement sanguin (30 ml chez les adultes et
n’excédant pas 1% du volume sanguin total chez I'enfant),
sur EDTA, sera effectué pour I'analyse génétique, la
constitution de la collection biologique d’ADN et de sérum.

- Récupération du prélevement de selles, pour la constitution
de la collection biologique de selles et pour le dosage de
calprotectine pour les sujets sains.

EVALUATION DES BENEFICES
ET DES RISQUES LIES A LA
RECHERCHE

Il N’y a pas pour le participant de bénéfice attendu liée a cette
recherche.

PERIODE D’EXCLUSION

Il N’y a pas de période d’exclusion a l'issue de la recherche.

JUSTIFICATION DE LA
CONSTITUTION OU NON D’UN
COMITE DE SURVEILLANCE

Cette étude ne nécessite pas la mise en place d’un comité de
surveillance.

DUREE DE L’ETUDE

3 ans
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2 Rationnel

Justification scientifique et description générale de la recherche

2.1 Contexte scientifique

La maladie de Crohn (MC) est une Maladie Inflammatoire Chronique de I'Intestin (MICI) qui
touche environ 100 000 personnes en France et plus d’un million en Europe. Bien que nos
connaissances aient récemment progressées, l'origine de cette maladie reste inconnue.
L’hypothése la plus communément admise est que la MC est liée a une dérégulation de la
réaction immunitaire muqueuse vis-a-vis d’'un microbiote intestinal déséquilibré (dysbiose)

sous l'influence de facteurs environnementaux et de facteurs génétiques de susceptibilité.

Dans cette étude, nous nous intéressons plus particulierement aux facteurs génétiques de
prédisposition a la maladie. Les derniéres avancées (en 2010) montrent qu'il existe plus de
100 facteurs de susceptibilité génétique’. L'un de ces facteurs a été identifié en 2001 : les
mutations, du géne CARD15/NOD2?34%8 sont des facteurs génétiques majeurs de
susceptibilité a la maladie de Crohn. Ce géne code pour une protéine qui appartient a une
famille des protéines intracellulaires contenant un "caspase recruitment domain" (CARD), un
"nucleotide binding domain" et un domain régulateur en C terminal.

Cette famille représente des récepteurs intracellulaires de bactéries et de leurs produits de
dégradation et transduit un signal conduisant a I'activation de NFKB’.

Trois mutations du géne NOD2 (R702W, G908R, 1007fs) représentent la majorité (81%) des
variants du géne associé a la maladie de Crohn, et leur présence confére un sur-risque
important de maladie de Crohn avec des odd ratios (OR) de 1,97 a 34,66 selon les mutations
impliquées et le statut génétique du patient®.

Sur risque de maladie de Crohn
(Odd Ratios)

Réf mutation Sujet +/- Sujet -/-
dbSNP hétérozygote homozygote
rs2066844 | R702W OR=1,97 OR= 3,29
Arg702Trp
R e rs2066845 & G908R OR=x 3,05 OR=12,13
Gly908Arg
rs2066847 | 1007fs OR= 4,55 OR= 34,66

Exon 11 insertion C
décalage du cadre
de lecture

Geéne NOD?2 et ses variants majeurs de susceptibilité a la MC
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Les études de Genome Wide Association (GWAS)' ont mis en évidence de nombreux
facteurs génétiques de susceptibilité a la MC comme les mutations du géne /RGM, codant
pour une protéine impliquée dans I'élimination des bactéries intestinales et responsables
d'une augmentation du nombre des bactéries intestinales qui induirait une inflammation
chronique'"'2. Cependant la centaine de variants génétiques de susceptibilité (en dehors des
mutations du géne NOD?2) révélée par les approches GWAS n'ont montré que des effets
mineurs sur l'augmentation du risque génétique avec des OR compris entre 1,05 et 1,3 et

sans aucune mesure avec le sur risque conféré par les mutations du géne NOD2.

2.2 Hypothése

Le Registre Inserm InVS EPIMAD répertorie depuis 1988 dans le Nord, le Pas de Calais, la
Somme et la Seine Maritime, tout les cas incidents de Maladies Inflammatoires Chroniques de
I'Intestin : maladie de Crohn et rectocolite hémorragique. Au moment de I'enregistrement des
patients dans le registre, un questionnaire permet de constituer I'arbre génétique de sa
famille. Des travaux antérieurs ont permis de mettre en évidence des familles dites
"exceptionnelles" (familles multiplexes) puisqu'elles présentent une forte agrégation de la

maladie de Crohn avec plus de trois patients atteints dans la famille.

Linkage File: france.ped. Pedigree: 9M

‘ O

1007fs G908R

[}

- D——bﬁoﬁﬁ

5 4 3

1007fs
R702W G908R G908R GOOSR G908R 1007fs

11
R70zwW

Famille multiplexe 9M, dans laguelle I'agrégation familiale s'explique par la présence dans la
famille des 3 mutations majeures du géne NOD2 : R702W, G908R et 1007fs.
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Linkage File: france.ped. Pedigree: 116M 02:00:18 01 Jan 70
3

100 101
GI08R R702W

1008 551 1002 301 503 03 555 10048 351 1007

R702W R702W GOOSR ND ND R702W R702W R702W
GS08R G908R G908R G90BR

- O ] ® [] ]

1050 2000 ND 1051 002 3001

Famille multiplexe 116M, dans laquelle I'agrégation familiale s'explique par la présence dans
la famille de 2 mutations majeures du géne NOD2 : R702W et G908R.

Ces deux exemples des familles 9M et 116M montrent que la prévalence des mutations du
géne NOD2 dans ces familles explique I'agrégation familiale, compte tenu du sur-risque

génétique important associé aux mutations du géne NOD2.

Mais parmi toutes les familles multiplexes répertoriées par le Registre InVS EPIMAD, un

certain nombre présente une agrégation familiale qui ne peut pas étre relié au géne NOD2.

Linkage File: france.ped. Pedigree: 91M

] 0——O

100 101

: 160000 e 0

1001 503 500 504 506 508 509 507 1

: 5o

1050 600 601

Famille multiplexe 91M, dans laquelle aucun sujet ne présente de mutation du géne NOD2.
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Linkage File: france.ped. Pedigree: 33M
2

T 1O

100 101

LR

550

Famille multiplexe 33M, dans laquelle aucun sujet ne présente de mutation du géne NOD2.

Linkage File: france.ped. Pedigree: 12M

- OO

204 203

- m oy

100 101 300 1001

: X

402 400

Famille multiplexe 12M, dans laquelle aucun sujet ne présente de mutation du géne NOD2.

Dans ces familles, des études antérieures n'ont pas mis en évidence les mutations du géne
NOD?2. L'agrégation familiale imputée a un facteur génétique majeur de susceptibilité a la
maladie de Crohn, ne peut étre reliée a la présence éventuelle de mutations du géne NOD2.
Nous formulons I'hypothése d'un nouveau facteur génétique majeur de susceptibilité, présent
dans ces familles. L'identification par whole exome sequencing (WES) d'un facteur génétique
majeur, commun a plusieurs familles ou spécifique de chaque famille est I'objectif de ce

protocole.

Actuellement, des recherches sont en cours et les premiers résultats montrent une influence
de la géographie d’habitation sur la composition du microbiote. Cette influence ne semble pas
étre seulement due a I'alimentation mais impliquerait aussi les caractéres génétiques.

Il semble donc aujourd’hui, indispensable de connaitre I'impact des variations génétiques sur
la composition du microbiote. C’est pourquoi, il nous semble important de constituer une
collection biologique d’ADN, de sérum et de selles, afin de pouvoir étudier cet aspect lors

d’'une prochaine étude.
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2.3 Faisabilite

Les méthodes modernes de biologie moléculaire permettent aujourd’hui de séquencer la
totalité des séquences d’ADN codantes des génes (les exons) d’un patient (WES pour whole-
exome sequencing)'®. La technique de WES permet de détecter toutes les variations
génétiques et toutes les mutations dans les séquences codantes d’un patient. Le WES peut
étre une alternative puissante et efficace dans I'élucidation de causes génétiques de maladies
telles que la MC.

Comme le WES peut potentiellement conduire a l'identification d’'un grand nombre de variants
génétiques dans les exons séquencés chez les patients, différentes méthodes sont utilisées
pour faciliter I'identification des mutations potentiellement causales : sélection de plusieurs
patients affectés par la maladie génétique ou sélection de familles présentant plusieurs sujets
apparentés atteints d’'une maladie donnée™'°.

A partir du Registre InVS EPIMAD, des familles multiplexes présentant des généalogies
typiques d’une agrégation familiale avec intervention d’'un facteur génétique majeur, autre que
les mutations du géne NOD2 ont déja été identifiés. Il est donc logique de proposer une
approche par WES dans ces familles (patients atteints de MC et apparenté sain) du Registre
InVS EPIMAD.

Nous proposons de comparer les résultats de WES de 3 sujets atteints de MC avec ceux d'un
apparenté non atteint. Le sujet appelé probant sera le premier sujet, atteint de MC, de la
famille enregistré dans le Registre InVS EPIMAD. Ainsi toute variation génétique présente
chez le ou les sujets atteints et absente chez I'apparenté sain sera potentiellement un facteur
de susceptibilité majeur a la MC. Les variations génétiques répondant a ces critéres seront
alors génotypées chez tous les membres de la famille pour vérifier leur association avec la
maladie de Crohn. Les variations génétiques ainsi mises en évidence, pourront étre
ultérieurement génotypées dans les cohortes de patients du Registre InVS EPIMAD et chez
des sujets indemnes de maladie de Crohn, afin de rechercher en population générale leur

implication dans la susceptibilité génétique a la maladie de Crohn.

24 Résultats attendus

Nous nous attendons a trouver de nouveaux facteurs génétiques a effet majeur dans la
maladie de Crohn. Les génes impliqués dans cette nouvelle susceptibilité génétique
orienteront vers d'éventuels « pathways » dont les dysfonctionnements pourront étre rattachés
a la maladie de Crohn, assurant a la fois une meilleure connaissance fondamentale de la

maladie et la mise en évidence d'éventuelles nouvelles cibles thérapeutiques.
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3 Obijectif de la recherche

3.1 Obijectif principal

Il s’agit de mettre en évidence des mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de
Crohn par WES chez trois individus atteints et un sujet sain, issus de familles référencées
dans le Registre Inserm InVS EPIMAD.

3.2 Objectifs secondaires et les hypothéses générées

- Détermination des profils génétiques des patients atteints de maladie de Crohn et de
leurs apparentés sains concernant les nombreux facteurs mineurs de susceptibilité
génétique déja répertoriés dans la maladie de Crohn. Grace a des études antérieures
nous connaissons la fréquence de ces variants mineurs chez des sujets témoins et
chez des patients atteints de formes non familiales de maladie de Crohn. Les profils
génétiques des patients issus des familles multiplexes permettraient de montrer une
éventuelle sur-représentation des ces variants génétiques a effet mineurs dans cette
population. La sur-représentation de ces variants mineurs pourrait étre une explication
alternative ou complémentaire a la forte agrégation familiale de maladie de Crohn dans
ces familles.

- Constitution d’une collection biologique d’ADN, de sérum et de selles. En effet de
nombreux travaux mettent en évidence une influence des caractéres génétiques sur la
composition du microbiote fécal. Cette collection biologique pourra étre utilisée dans

une prochaine étude.

4 Conception de la recherche

4.1 Plan Expérimental

Type de recherche :

Etude génétique familiale avec contrdle intrafamilial.

Catégorie de la recherche :

Recherche d’épidémiologie génétique.

Randomisation :

Sans randomisation.

Version n°1.1 du 24/02/2014 12



MC-WES
Dr GOWER

4.2 Définition de la population étudiée

421 Critéres d’inclusion

Critéres d’inclusion communs a I’ensemble des participants d’'une méme famille

- Homme ou femme

- &agéde5a80ans

- Etre capable de recevoir I'information éclairée spécifique

- Avoir donné son accord de participation et avoir signé le consentement éclairé
spécifique. Si le patient est mineur, le ou les titulaires de I'autorité parentale devront
avoir été informés et devront avoir signé le consentement, de méme que I'enfant.

- Etre assuré social ou ayant droit d’'un assuré social

Critéres d’inclusion spécifiques au patient Probant

- Homme ou femme

- agédeb5as80ans

- Patient atteint de maladie de Crohn

- Appartenir a une famille présentant au moins 3 sujets atteints de maladie de Crohn

- Etre d’accord sur le principe de contacter ses apparentés au 1, 2°™ et/ou 3°™ degré

- Patient ayant signé le consentement éclairé « Patient Probant »

- Etre capable de recevoir I'information éclairée spécifique

- Avoir donné son accord de participation et avoir signé le consentement éclairé
spécifique. Si le patient est mineur, le ou les titulaires de l'autorité parentale devront
avoir été informés et devront avoir signé le consentement, de méme que I'enfant.

- Etre assuré social ou ayant droit d’'un assuré social

Critéres d’inclusion spécifiques aux apparentés du patient Probant et identifiés comme

indemnes de maladie de Crohn

- Homme ou femme

- Agéde 18 a 80 ans

- Etre capable de recevoir l'information éclairée spécifique

- Avoir donné son accord de participation et avoir signé le consentement éclairé
spécifique.

- Etre assuré social ou ayant droit d’'un assuré social
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Dans le cas ou nous n’arriverions pas a obtenir le consentement de 3 personnes atteintes de
MC et d’une personne apparentée saine, dans la méme famille, les échantillons prélevés

seront uniquement utilisés pour la collection biologique.

4272 Criteres de non-inclusion

- Impossibilité de recevoir une information éclairée.

- Refus de signer le formulaire de consentement

- Impossibilité de réunir le probant et au moins deux sujets additionnels apparentés au
probant (un sujet sain et un sujet atteint de maladie de Crohn)

- Patient non affilié a un régime de sécurité sociale

- Femmes enceintes ou allaitantes

- Majeurs protégés

4.3 Criteres d’évaluation

4.3.1 Critére principal, permettant de répondre a I'objectif principal :

Sélection des mutations génétiques, au sein d’'une méme famille, présentes chez les sujets
atteints de MC et absentes chez le sujet sain, identifiées par WES. Validation de I'association

par génotypage chez tous les membres de la famille.

4.3.2 Critéres secondaires permettant de répondre aux objectifs secondaires:

Pour répondre a cet objectif secondaire, les variants génétiques a effet mineur déja
répertoriés dans la littérature seront référencés chez les patients atteints et leur éventuelle
sur-représentation sera analysée et comparée aux données antérieures déja obtenues chez

des patients atteints de formes non familiales et chez des sujets témoins.

4.4 Calcul du nombre de sujets

Dans ce type d’étude, il n'y a pas de calcul du nombre nécessaire de sujets. En effet, les

familles seront analysées de maniére indépendante pour I'objectif principal.

Le nombre de familles multiplexes connues dans le registre EPIMAD est de 120. Trois d'entre
elles sont déja trés bien caractérisées aussi bien du point de vue phénotypique que
concernant la génétique des mutations du géne NOD2 :

- famille 91M, 6 sujets potentiels

- famille 33M, 4 sujets potentiels

- famille 12M, 7 sujets potentiels.
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Ces trois familles seront ciblées en premiére intention.

4.5 Méthode et stratégie d’analyse

Aucun test statistique ne sera appliqué : une comparaison séquences d’ADN sera réalisée
entre le sujet atteint et les sujets sains d’'une méme famille.

Une analyse par WES sera réalisée chez quatre individus (trois atteints, un non-atteint) issus
des familles. Une analyse bioinformatique compléte des données de séquencgage produites,
au sein de chaque famille de fagon indépendante sera réalisée. Cette analyse permettra de
sélectionner les mutations des séquences codantes co-ségrégeant avec la maladie et de
vérifier 'absence de ces mutations chez I'apparenté non atteint. Selon I'expérience de I'équipe
UMR 8199, cette étape nous permettra d’identifier entre 50 a 100 mutations potentiellement
associées a la maladie, et qui devront étre étudiées ensuite au sein de la famille étendue. Ces
mutations seront génotypées chez tous les membres de la famille étendue afin de réaliser une

étude de co-ségrégation intrafamiliale au sein de chaque famille.

5 Logistique de I’étude

5.1 Equipes participantes et expérience de I'équipe dans le domaine

Dr GOWER, Pdle de Santé Publique, MRRC CHRU Lille
Dr GUILLON, Pdle de Santé Publique, MRRC CHRU Lille
Dr VASSEUR, Pole Santé Publique, MRRC CHRU Lille
Sara FRADE, DRC, MRRC CHRU Lille

Pr FROGUEL, UMR CNRS 8199, Institut Pasteur de Lille

5.2 Lieux de réalisation de la recherche

Service clinique :

Hopital Huriez, service des maladies de I'appareil digestif - CHRU de Lille

Plateaux techniques et/ou laboratoires de recherche :

Laboratoire CNRS UMR8199

Collection biologique :

Centre d’Investigation Clinique, CRB, Hopital Cardiologique, Bd du Pr Jules Leclercq, 59037
Lille Cedex.
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53 Déroulement pratique de la recherche

Inclusion des

membres de la
famille prélévements

Etude chez le & &
probant : Mutation négative

gene NOD2

positive

!

Pour la famille : " Collection Collection
compléte biologique biologique

Schéma du déroulement de I'étude

Etape 1 : inclusion des familles

Seront ciblées les familles multiplexes, issues du Registre InVS EPIMAD, présentant des
arbres typiques d’une agrégation familiale (plus de 3 patients atteints de maladie de Crohn)
sans implication des mutations du géne NOD?2, facteur génétique majeur de susceptibilité a la

maladie de Crohn.

Visite pour le probant :

Au cours d’'une consultation de suivi, l'investigateur expliquera I'étude, au probant, atteint de
maladie de Crohn et faisant partie d’'une des familles multiplexes sélectionnées. Est considéré
comme probant le patient enregistré en premier dans le Registre InVS EPIMAD.

L’investigateur profitera de cette consultation pour mettre a jour I'arbre généalogique de la

famille.

Il sera, ensuite, demandé au probant de proposer aux membres de sa famille de 1°", 2¢ et 3¢m
degré, quelque soit le statut vis a vis de la MC, de participer a I'étude. Il leur transmettra un
document d’information sur le déroulement de I'étude et son objectif, un coupon réponse a
I'attention du Dr Gower, ainsi que des kits de prélevement de selles. En cas, d’accord de
participation, il sera demandé a chaque participant de revenir avec ses prélévements de

selles.
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Dans le cas de probant ou apparenté mineurs, I'investigateur expliquera I'étude aux parents et
a I'enfant. Aprés avoir répondu a toutes leurs questions, si I'enfant et ses parents souhaitent
qu’il participe a I'étude, ils donnerons leur accord par écrit en signant les consentements
éclairés adéquats (consentement pour les parents et consentement pour participant mineur). Il
sera proposé une signature du consentement a I'enfant mineur, en fonction de son niveau de

compréhension.

Visite pour les apparentés au 1, 29 et 3°™ degré :

Un rendez-vous avec l'un des investigateurs sera pris avec les membres de la famille ayant
transmis leur souhait de participer a I'étude (via retour du coupon réponse), afin que
linvestigateur puisse leur expliquer I'étude et répondre a toutes les questions qu'ils peuvent

se poser.

Les différents sujets donneront leur accord de participation écrit en signant un consentement
éclairé.
Pour s’assurer que les sujets sains ne sont pas suspects d’avoir une pathologie inflammatoire
digestive sous-jacente, seront effectués :

- un questionnaire clinique

- un dosage de la calprotectine.
En effet, la calprotectine fécale est un marqueur de [linflammation digestive'®. Sa
quantification dans les selles par ELISA est proposée pour déterminer I'origine inflammatoire
des diarrhées. Elle permet de différencier les maladies inflammatoires du tube digestif des
pathologies fonctionnelles. Seuls les apparentés sains ayant un taux normal de calprotectine
fécale et aucun argument clinique évocateur de pathologie inflammatoire digestive seront

inclus.

Etape 2 : prélévements

Aprés signature du consentement éclairé, différents prélévements seront effectués :

- Un prélevement sanguin, sur EDTA, sera effectué pour l'analyse génétique, la
constitution de la collection biologique d’ADN et de sérum. Pour les adultes, le
volume de sang prélevé sera de 30 ml. Pour les enfants, le volume maximal de
sang prélevé en une seule fois sera fonction du poids et n’excédera pas 1% de leur
volume de sang total conformément aux recommandations du guideline : « ethical
considerations for clinical trials on medicinal products conducted with the paediatric

population » publié par la Commission Européenne en Janvier 2008
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(http://ec.europa.eu/enterprise/pharmaceuticals/eudralex/vol10/ethical consideratio

ns.pdf)
- Reécupération du prélevement de selles, pour la constitution de la collection

biologique de selles et pour le dosage de calprotectine pour les sujets sains.

Etape 3 : Analyses génétiques

Les échantillons pour I'extraction d’ADN seront transmis par le CRB a l'unit¢é UMR CNRS
8199.

Avant de mettre en oeuvre les analyses lourdes et colteuses de whole exome sequencing,
tous les probands seront explorés a la recherche de mutations du géne NOD2, afin de

s'assurer que ces mutations ne sont pas impliquées dans I'agrégation familiale.

Il est prévu de séquencer le géne NOD2, plus précisément, les 12 exons, les jonctions
intron/exon et un fragment de 300bp de l'intron 8 (pour permettre la mise en évidence d’'une
mutation sur un site de branchement d’épissage (IVS8 + 158 C>T) récemment rapportée

associée a la maladie de Crohn'®

Si une mutation du géne NOD2 est détectée, on ne pourra pas exclure que I'agrégation
familiale observée pour la MC soit en relation avec la mutation du géne NODZ2. Cette famille
ne sera pas étudiée par WES. Ce type de famille effectuera uniquement la partie collection
biologique (ADN, sérum, selles) de I'étude.

Si cette vérification s’avére négative et que I'on peut donc supposer la présence d'un facteur
génétique majeur autre que les mutations du géne NOD2, le WES sera réalisée chez trois

patients atteints de la famille et un apparenté sain.

L’apparenté sain choisi (en cas d’accord de plusieurs membres sains) sera celui de degré
d’apparenté le plus proche par rapport au probant. En cas de méme degré, on privilégiera le

plus &gé, qui a la probabilité la plus faible de développer plus tard une MC.

La méthode WES :

Les librairies exomiques individuelles seront préparées a partir de 3ug d’ADN génomique,
selon la technologie Agilent (SureSelect Human All Exon kit). Sera utilisée, la version la plus
récente du kit de capture d’exons proposée par Agilent. Actuellement, ce kit permet de
capturer 50Mbp de séquences génomiques uniques. Le systéme lllumina HiSeq sera utilisé

afin de générer les séquences.
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Les séquences obtenues seront comparées et tout variant, présent chez les sujet atteints et

absent chez 'apparenté sain, sera retenu.

La détection de toutes les variations de séquences nucléotidiques sera réalisée par le logiciel
CASAVA (lllumina), avec une profondeur de lecture =28x a chaque position de variation

nucléotidique par rapport au génome humain de référence.

Les nouvelles mutations potentiellement impliquées dans la susceptibilité génétique a la
maladie de Crohn seront génotypées chez tous les membres de la famille afin de s'assurer de

leur association avec la maladie.

54 Durée

- durée de la période d’inclusion : 1 an
- durée de la participation a I'’étude pour un sujet : le temps d'une consultation (+3 heures)
- durée de la recherche : 3 ans

- durée d’analyse des données : 2 ans

Le promoteur se réserve le droit d’interrompre I'essai en raison d’un défaut d’inclusion. L’étude
pourra étre arrétée par décision conjointe de l'autorité compétente, du promoteur ou de

l'investigateur coordonnateur.

55 Criteres d’arrét de participation a I'étude

Les apparentés sains présentant des signes de MC lors du questionnaire ou de I'analyse de la
calprotectine fécale ne pourront étre inclus dans cette étude. Un suivi particulier par
l'investigateur sera mis en place afin de prendre en charge ces personnes.

De la méme fagon, si une anomalie génétique potentiellement délétere est mise en évidence
chez un apparenté sain, I'investigateur proposera un suivi adapté afin de prendre en charge

cette personne.
Chaque sujet pourra sortir de I'étude par décision de l'autorité administrative compétente, du

promoteur et de l'investigateur, ou par décision de lintéressé lui-méme conformément a la

réglementation et comme il est mentionné dans le formulaire de recueil du consentement.

56 Interdiction de participation simultanée — Période d’exclusion

Il N’y a pas d’interdiction de participation simultanée ni de période d’exclusion a lissue de la

recherche.
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57 Bénéfices, risques et contraintes de I'étude

Le bénéfice attendu de I'étude est de permettre Tlidentification du ou des variant(s)
génétique(s) majeur(s) impliqué dans la MC, spécifique des familles étudiées, ainsi qu'une
meilleure connaissance fondamentale des génes et des « pathways » impliqués dans la

survenue de la maladie de Crohn.

Les risques attendus, dans cette étude, sont limités aux risques habituels liés a un

prélévement sanguin (douleur, hématome, malaise léger, infection au point de ponction).

58 Comité Scientifique

La constitution d’'un comité de surveillance n’a pas été jugée nécessaire dans le cadre de ce
protocole pour les raisons suivantes : absence d’intervention thérapeutique médicamenteuse

et risques négligeables de complications liées a I'étude.

6 Traitements

Aucun traitement médicamenteux des patients n’est prévu dans cette étude. Des traitements
concomitants avant et/ou pendant le protocole sont autorisés mais pas nécessaires, et doivent
étre mentionnés dans la liste des traitements pris par le patient qui se trouve dans le cahier

d’observation.

7 Biologie et/ou collection biologique
71 Conditions de prélévement et de traitement des liquides biologiques

711 Prélévements sanguins

Spécifiquement pour cette étude, un volume de sang de 30 ml sera prélevé chez les
adultes. Chez les enfants, ce volume de sang prélevé sera fonction du poids et ne
dépassera pas 1% de leur volume de sang total. Ces volumes de sang seront répartis de la

maniére suivante :

2 tubes EDTA de sang seront prélevés pour la préparation d’ADN. La préparation de 'ADN
sera effectuée par l'unité UMR CNRS 8199.

2 tubes secs et 2 tubes EDTA de sang seront prélevés pour la constitution de la collection

biologique d’ADN et de sérum.

Les 6 tubes de sang seront directement transmis au CRB. Ensuite celui-ci utilisera les 4
tubes prévus pour la constitution de la collection biologique de sérum et d’ADN. Tous les

échantillons seront conservés a -80°C.
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Le 2 autres tubes seront transmis a l'unit¢ UMR CNRS 8199 pour I'extraction d’ADN,
séquencgage du géne NOD2 et WES.

7.1.2 Prélévements de selles

4 pots de 1g de selles seront prélevés pour la constitution de la collection biologique et le
dosage de calprotectine.
Ces prélevements seront transmis au CRB.

3 pots seront utilisés pour constitution d’'une collection biologique de selles et seront

conservés a -80°C.

1 pot sera transmis par le CRB au CBP (laboratoire de parasitologie) pour effectuer le

dosage de calprotectine.

A la fin de I'étude les collections biologiques seront conservées en vue de futures études

génétiques sur la maladie de Crohn.

7.2 Mode d’étiquetage, de transport et de stockage des prélévements

Selon l'article L 1121-3 du Code de la Santé Publique, les prélevements seront transmis,
anonymisés par le personnel du CIC/CRB, grace a des étiquettes générées par le CIC-CRB a
linclusion du patient, mentionnant le numéro d’inclusion, les initiales du patient et la date de
l'opération. Aprés transmission des prélévements aux différents services chargés de leur
analyse, les échantillons seront conservés au CRB du CHRU de Lille dans des boites prévues

spécifiquement pour I'étude.

7.3 Méthode utilisée pour assurer la tracabilité et la conservation des
prélévements

Le CIC/CRB assurera la gestion des échantillons biologiques en vue de leur analyse
ultérieure, leur stockage et la gestion de ceux-ci dans ses aspects de référencements, de

stockage, de tracabilité des entrées, sorties ou incidents.

Le stockage et la centralisation des produits biologiques sont coordonnés par le CIC/CRB
grace a un logiciel de gestion de prélevements biologiques qui permet une tragabilité
rigoureuse de chaque échantillon. Ce systéme utilise des étiquettes spécifiques a code barre.
Ce logiciel appelé Databiotec® est localisé et géré par le CIC de Lille. Son accés est controlé
par mot de passe. Chaque connexion est enregistrée, et 'accés a la base de données est

limité selon un profil personnel d'utilisateur. Tous les mouvements et évenements liés a
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I'existence d’'un échantillon (entrées, sorties, réintégration, incidents de la chaine de froid) sont

enregistrés et interrogeables dans le logiciel.

Ce logiciel de gestion et de tragabilité des échantillons permet de gérer :
- le numéro de code des sujets,
- I'étiquetage des échantillons,
- le contenu des tubes,
- l'appartenance des tubes a un protocole de recherche
- les dates d’entrée et de sortie de la banque,
- le type de pathologie,

- éventuellement les problémes rencontrés.

Chaque échantillon sera identifié de maniére unique : le prélévement appartient a une étude
et a un sujet. L’échantillon est identifi¢ a I'aide d’'un code barre. Un lecteur de code barre
permet d’accéder automatiquement a toutes les informations de I'échantillon. La méthode et
les conditions de prélévement, les intervenants, les informations cliniques, les examens
complémentaires, la contamination, la qualité, la dangerosité, 'emplacement de I'échantillon

sont enregistrés.

DataBiotec® permet une description précise de tout type de matériel de conservation
(conteneurs) en précisant :
- les éléments de stockage : étages, tiroirs, racks, boites, puits

- la gestion des emplacements : occupé, réserve, disponible

Il intégre la création de sélection d’échantillons paramétrables qui permettent d’obtenir des
regroupements logiques :

- liste des prélévements et échantillons d’'une méme journée

- d’'une méme étude

- de méme nature

- pour un méme technicien

- dans un méme congélateur

La température de stockage des échantillons est contrélée par des enregistrements continus
et les différents conteneurs sont sous alarme centralisée. Un congélateur de secours est
disponible afin de pallier rapidement a toute panne.

Les locaux de stockage sont sécurisés (code d’acces électronique, alarme d’intrusion,

surveillance vidéo des locaux).
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7.4 Classification « type assurance »au niveau des risques

Le risque du protocole est de classe |.

Par rapport a la prise en charge habituelle des patients : prise de sang supplémentaire.

Le CHRU de Lille en tant que promoteur aura souscrit un contrat d'assurance spécifique en
matiere de Recherche Biomédicale conformément a l'article L1121-10 du Code de la Santé

Publique.

8 Evénements indésirables

8.1 Définitions

* Evénement indésirable : toute manifestation nocive survenant chez une personne qui se
préte a une recherche biomédicale que cette manifestation soit liée ou non a la recherche ou

au produit sur lequel porte cette recherche.

* Effet indésirable : tout événement indésirable di a la recherche.

* Evénement ou effet indésirable grave : tout événement ou effet indésirable qui :

- entraine la mort,

- met en jeu le pronostic vital de la personne qui se préte a la recherche,

- nécessite une hospitalisation ou la prolongation d’une I'hospitalisation,

- provoque une incapacité ou un handicap important ou durable,

- ou bien se traduit par une anomalie ou une malformation congénitale, et s’agissant du
médicament, quelle que soit la dose administrée.

- est jugé comme grave sur le plan médical par l'investigateur.

* Effet indésirable inattendu : tout effet indésirable dont la nature, la sévérité ou I'évolution
ne concorde pas avec les informations relatives aux produits, actes pratiqués et méthodes

utilisées au cours de la recherche.

8.2 Evénements indésirables et risques liés au protocole

Les événements indésirables attendus sont les complications liées a une ponction veineuse :
- Douleur
- Hématome

- Infection du point de ponction (évenements exceptionnels)
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8.3 Procédures mises en place en vue de I'enregistrement et de la
notification des événements indésirables

Responsabilités de I'investigateur :

L’investigateur doit notifier au promoteur, sans délai a compter du jour ou il en a
connaissance, tous les événements indésirables graves survenant pendant la période de

I'essai.

Tous les événements indésirables graves devront faire I'objet d’'un rapport sur un formulaire
“Evénement Indésirable Grave ” figurant dans le cahier d’observation. Ce formulaire devra
étre transmis au promoteur (Cellule Vigilance de la Fédération de Recherche Clinique) par fax
au 03 20 44 57 11.
Pour chaque événement indésirable, I'investigateur évalue la gravité et le lien de causalité
entre 'événement indésirable et :

- I'(es)acte(s) pratiqué(s),

- ou le protocole.

Le suivi des événements indésirables sera assuré par l'investigateur.

Responsabilités du promoteur :

Déclaration des événements et effets indésirables graves

Pour chaque événement ou effet indésirable grave, le promoteur évalue la gravité et lien
de causalité entre I'événement ou I'effet indésirable et :
- I'(es)acte(s) pratiqué(s),
- ou le protocole,

ainsi que le caractére inattendu.

Le promoteur a la responsabilité de déclarer a 'ANSM et au CPP les événements

indésirables graves et inattendus imputables aux procédures utilisés dans un délai de 7 jours.

Déclaration aux investigateurs

Le promoteur informera tous les investigateurs de I'étude concernant des événements ou
effets indésirables graves qui pourraient avoir un impact défavorable sur la sécurité des

personnes qui se prétent a la recherche.

Rapport annuel de sécurité
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Une fois par an pendant toute la durée de I'essai, ou sur demande, le promoteur transmet
a '’ANSM et au CPP un rapport de sécurité. Ce rapport de sécurité comprendra notamment
une analyse globale du profil de sécurité du protocole de I'étude prenant en compte toutes les
nouvelles données pertinentes de sécurité. Les informations de sécurité apparaitront sous
forme de tableaux de synthése résumant les événements ou effets indésirables graves

survenus dans la recherche biomédicale.

9 Droit d’accés aux données et documents sources

L’investigateur s’engage a accepter les contréles du promoteur (moniteur et/ou auditeur), ou
de l'inspecteur de I'autorité administrative compétente. Il garantit 'accés aux données sources

(dossiers médicaux, fichiers informatiques, documents de I'étude...).

10 Controle et assurance de la qualité

La démarche Assurance Qualité qui sera mise en ceuvre permet de prendre en charge les
sujets se prétant aux recherches dans les meilleures conditions de sécurité et de respect des

régles médico-réglementaires.

10.1 Déroulement de I'essai

Les observations médicales seront conservées dans le dossier du patient, les données
concernant I'étude seront reportées sur les cahiers d'observation prévus pour I'étude, selon
les bonnes pratiques cliniques, reprenant les différentes étapes de la prise en charge du
patient dans le protocole. Tout écart au protocole sera notifié ainsi que sa raison. Le recuell
des données devra étre exhaustif et sera régulierement vérifié par un Assistant de Recherche

Clinique selon les procédures du protocole (si applicable).

10.2 Monitoring de I'étude

Le monitoring de I'essai sera effectué selon le planning de monitoring validé avant le début de
la recherche ou sur déclenchement spécifique par un ARC du promoteur. Il sera fonction des
inclusions réalisées dans I'étude.

Une réunion de mise en place avec l'investigateur principal aura lieu avant le début de I'essai

(rappel des BPC, organisation de la recherche, monitoring prévu).

L’investigateur informe le promoteur en temps réel des inclusions réalisées.
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Lors des visites de monitoring sur site, les ARC devront pouvoir consulter :

- les cahiers de recueil de données des patients inclus

- les dossiers médicaux et infirmiers des patients ou dossiers sources

- le classeur investigateur

- la gestion et le monitoring de la tragabilité des échantillons au CRB

Le monitoring vérifiera au minimum les points suivants :

- l'existence des patients, I'information et la présence des consentements éclairés signés

- le respect des critéres d’inclusion

- le critére principal de jugement

- la surveillance et la déclaration des EIG

- la survenue de faits nouveaux nécessitant le dép6t d’'un amendement

10.3  Cléture de I'étude

A la fin de I'essai, des procédures de cléture seront appliquées, avec classement de tous les

documents et des données sources. Une fois l'analyse finale effectuée et validée, I'ensemble

du dossier et des données sont scellés et archivés selon des procédures spécifiques dans des

locaux sécurisés.

11 Considérations éthiques et lIégales

La recherche sera conduite conformément au protocole, aux bonnes pratiques cliniques et

aux dispositions législatives et réglementaires en vigueur.

L’investigateur est responsable du déroulement de I'essai.

L’investigateur s’engage :

a garder des données sources ainsi que les documents administratifs relatifs au
protocole,

a ne pas inclure de volontaire avant la réception des autorisations officielles du CPP et
de l'autorité compétente

a respecter le protocole

a conduire l'étude suivant les principes moraux, réglementaires, éthiques et
scientifiques qui régissent la recherche clinique,

a recueillir le consentement éclairé et écrit de chaque volontaire,

a rapporter tout événement indésirable grave.
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Les sujets auront une information compléte orale et écrite précisant le déroulement de I'essai.
Une lettre d'information devra étre remise au sujet par l'investigateur ou le médecin qui le
représente avant son inclusion dans I'étude.

Un consentement éclairé (en annexe du protocole) signé sera recueilli pour chaque sujet
avant leur entrée dans I'étude. Aucun acte spécifique au protocole ne devra commencer sans
I'accord signé du patient.

La lettre d'information et le formulaire de consentement seront établis en 3 exemplaires dont
un exemplaire sera remis au sujet; un exemplaire sera conservé par l'investigateur qui
transmettra le dernier exemplaire au promoteur, dans une enveloppe sous pli scellée. (Cette
enveloppe sera congue de telle sorte qu’elle ne puisse étre refermée et scellée a nouveau

aprés ouverture.)

Le consentement sera signé par l'investigateur ou le médecin qui le représente, le sujet et/ou
le cas échéant :

Le patient, assisté par son curateur (en cas de majeur sous curatelle)

- Le représentant Iégal du patient (en cas de majeur ou mineur sous tutelle)

- Dans l'ordre : la personne de confiance définie par la loi du 4 Mars 2002, a défaut, un
membre de la famille ou une personne entretenant avec le patient des liens étroits et
stables (en cas de personne hors d’état de consentir et n’étant pas protégée par une
mesure de curatelle ou tutelle).

- En cas d'urgence ne permettant pas de recueillir le consentement du patient (ex : compte
tenu I'état clinique du patient), la personne de confiance ou un membre de la famille. Dés
que possible, le consentement du patient devra étre recueilli pour poursuivre la recherche.

- Le témoin, totalement indépendant de [linvestigateur et du promoteur (en cas
d’'impossibilité de recueillir le consentement éclairé écrit, le recueil du consentement de la

personne étant verbal)

Inscription au fichier national des personnes qui se prétent & une recherche biomédicale :

Y

Aucune inscription au fichier national des personnes qui se prétent a une recherche

biomédicale n’est prévue dans cette étude.

Autorisation de I'autorité compétente et avis du CPP

Le promoteur soumet une demande d’autorisation auprés de I'ANSM et recueille l'avis
favorable du CPP avant le début de la recherche, conformément a l'article L1121-4 du Code

de la Santé Publique.
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Modifications au protocole

Le promoteur est seul autorisé a modifier le protocole, en concertation avec I'investigateur

principal.

On entend par modifications substantielles, les modifications qui ont un impact significatif sur
tout aspect de la recherche, notamment sur la protection des personnes, y compris a I'égard
de leur sécurité, sur les conditions de validité de la recherche le cas échéant sur la qualité et
la sécurité des produits expérimentés, sur linterprétation des documents scientifiques qui
viennent appuyer le déroulement de la recherche ou sur les modalités de conduite de celle-ci.

Une demande de modification substantielle est adressée par le promoteur soit a TANSM, soit
au CPP, soit a ces deux organismes, selon le cas, pour autorisation et/ou avis. Dés réception
de l'autorisation et/ou de 'avis favorable, la version amendée du protocole est alors transmise

a tous les investigateurs par le promoteur.

Une modification non substantielle du protocole est une modification mineure ou une
clarification sans retentissement sur la conduite de I'essai. Ces modifications ne seront pas
soumises aux autorités compétentes mais feront I'objet d’'un accord entre le promoteur et

linvestigateur et seront clairement documentées (dans le dossier de suivi de I'étude).

12 Traitement des données et conservation des documents et des
données relatives a la recherche

Le traitement des données sera réalisé dans les conditions de confidentialité définies par la loi
du 6 janvier 1978 modifiée relative a l'informatique, aux fichiers et aux libertés (CNIL). Le
traitement des données sera effectué conformément aux exigences de la méthodologie de
référence MR 06001 de la CNIL (cf. annexe CNIL).

Les données concernant cette étude seront archivées pendant une durée minimum de quinze
ans a compter de la fin de la recherche ou de son arrét anticipé sans préjudice des

dispositions législatives et réglementaires en vigueur.

13 Financement et assurance

13.1 Financement
13.1.1 Analyse détaillée des colts

Les codts induits par cette étude sont :
e extraction d'ADN : 24 €/échantillon,
e Séquengage gene NOD2 : 150€/échantillon
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e capture exome : 563,5 €/échantillon

e Séquencgage d'Exome : 1325 €/échantillon,
¢ Bioinformatique : 120 €

o Kit de prélevement de selles : 20 €/kit

e Dosage de la calprotectine : 43,20 €/échantillon

13.1.2 Source de financement

L’étude est financée par I'Association de 'Etude des Anomalies Congénitales (AEAC) a
hauteur de 20 k€, englobant le temps ARC et le matériel CIC pour les prélévements, ainsi que
'analyse par WES de 10 patients.

Une source supplémentaire va étre prévue.

13.2 Assurance

Le promoteur souscrit un contrat d’assurance garantissant sa responsabilité civile et celle de

tout intervenant a I'étude, conformément a l'article L1121-10 du Code de la Santé Publique.

14 Publication- Valorisation

Conformément a I'article R 5121-13 du Code de la Santé Publique, les essais ne peuvent faire
'objet d’aucun commentaire écrit ou oral sans l'accord conjoint de linvestigateur et du
promoteur. Toute publication doit mentionner que le CHRU de Lille est promoteur (No
d’identification “ 2013-53 ”). En tout état de cause, le CHRU de Lille, promoteur de 'étude, a la
maitrise de la premiére publication. L'investigateur adresse une copie de ses publications au

promoteur.

Le promoteur est le propriétaire exclusif des résultats de I'étude. Ces résultats, ainsi que
toutes les données relatives a la recherche, ne doivent en aucun cas étre transmises a un
tiers, sans contrepartie négociée préalablement par la Délégation a la Recherche. Toute
sollicitation de ce type doit étre transmise le plus t6t possible aux affaires juridiques de la

Délégation a la Recherche.

15 Liste des annexes

Annexe 1: Note d’'information et consentement
Annexe 2 : Questionnaire

Annexe 3 : Références
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Annexe 1: Note d’information et consentement

Note d’information pour les Probants majeurs, participant a la recherche biomédicale intitulée :

« Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de
Crohn »
MC-WES

Promoteur : CHRU de Lille
Investigateur Principal : Dr GOWER, Hépital Huriez, CHRU de Lille

Madame, Monsieur,

Le présent document décrit I'étude a laquelle il vous est proposé de participer. Il résume les
informations actuellement disponibles en répondant aux différentes questions que vous pouvez
vous poser dans le cadre de votre participation a cette recherche.

1) Pourquoi me propose-t-on de participer a cette étude?

Nous vous proposons de participer a une étude sur la génétique de la maladie de Crohn.

La maladie de Crohn (MC) est une Maladie Inflammatoire Chronique de I'Intestin (MICI) qui touche
environ 100 000 personnes en France et plus d’'un million en Europe. Bien que nos connaissances
aient récemment progressé, lorigine de cette maladie reste inconnue. L’hypothése la plus
communément admise est que la maladie de Crohn est liée, dans 80% des cas a des facteurs
environnementaux et dans 20% des cas a des facteurs génétiques.

Dans cette étude, nous nous intéressons plus particulierement aux facteurs génétiques de
prédisposition a la maladie. A ce jour, nous ne connaissons qu’un facteur génétique majeur impliqué
dans la maladie de Crohn : le géne NOD2.

Cette étude est proposée a des familles dont certains membres sont atteints de la maladie de Crohn,
mais pour lesquelles la maladie n’est pas reliée au gene NOD2.

Dans cette étude nous souhaitons inclure des familles de ce type, comprenant au moins trois sujets
atteints de maladie de Crohn.

Votre famille fait partie des familles sélectionnées a partir du Registre Inserm InVS EPIMAD, dans
lequel vous étes enregistré. C’est pourquoi nous sollicitons votre accord pour participer a cette étude.

2) Quel est I'objectif de la recherche ?

L'objectif principal de cette étude est d’identifier de nouveaux facteurs génétiques impliqués dans la
maladie de Crohn et de mieux comprendre les mécanismes de cette maladie.

3) Comment va se dérouler la recherche ?

Au cours d’'une consultation de suivi de votre maladie, le protocole de I'étude vous sera présenté et
expliqué par un médecin investigateur.

Si vous souhaitez participer a cette étude, vous proposerez a I'ensemble de votre famille (apparentés
du 1er, 2d et 3éme degré), atteints ou non atteints de maladie de Crohn, de participer a I'étude, et leur
transmettrez un document d’information expliquant le déroulement de I'étude et son objectif, un coupon
réponse a l'attention du Dr Gower, ainsi que des kits de prélevement de selles. En cas, d’accord de
participation, il sera demandé a chaque participant de revenir avec ses prélevements de selles.

Un rendez-vous sera planifié pour les membres de votre famille qui souhaitent participer a I'étude
(information donnée via le coupon réponse), afin qu’un investigateur puisse leur expliquer I'étude et
répondre a leurs questions.

Aprés avoir donné votre accord de participation par écrit, en signant le consentement éclairé ci-joint, un
prélévement de 30ml de sang sera effectué pour les analyses génétiques, et le prélévement de selles
récupere.
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Des collections biologiques seront constituées : d’ADN, de sérum et de selles, pour une utilisation
ultérieure.

Suite a ces prélévements, votre participation a I'étude sera terminée.
Dans le cas ou nous n’arriverions pas a obtenir le consentement de 3 personnes atteintes de MC et
d’'une personne apparentée saine, de votre famille, ou si la vérification du géne NOD2 est positive, les

échantillons prélevés seront uniquement utilisés pour une collection biologique.

4) Que se passera-t-il a la fin de ma participation a cette recherche ?

Les collections d’échantillons biologiques constituées a partir de vos prélevements seront conservées
au CRB du CHRU de Lille sous la responsabilit¢ du Dr Gower. Cette collection pourra étre réutilisée
pour d’autres études dans le domaine de la maladie de Crohn, sauf si vous exprimez votre opposition a
l'utilisation ultérieure de vos prélévements. A tout moment, vous pouvez vous opposer a la réutilisation
de vos échantillons a des fins scientifiques ultérieures en adressant une copie de ce document, aprés
avoir coché la case ci-dessous, Dr Gower a I'adresse suivante : Hépital Huriez, CHRU, 59037 Lille
Cedex, Tel : 03 20 44 4513

5) Quels sont les bénéfices attendus ?

Le bénéfice attendu de I'étude est de permettre l'identification de nouveaux facteurs génétiques
impliqués dans la maladie de Crohn, et qui seraient présents dans votre famille. Les résultats
permettront d'identifier de nouveaux génes impliqués dans la maladie de Crohn ainsi qu'une meilleure
compréhension des mécanismes qui pourraient provoquer la maladie.

6) La recherche comporte-t-elle des risques, des effets indésirables et/ou des contraintes
particuliéres ?

Les risques liés a cette étude sont ceux liés a la prise de sang de 30 40 ml, a savoir un hématome léger
ou une douleur au point de ponction, trés exceptionnellement une infection au point de ponction.

7) Quelles sont les conditions de participation a la recherche ?

Afin de pouvoir participer a cette étude, vous devez étre affilié(e) a un régime obligatoire d’Assurance
Maladie ou ayant droit d’un assuré social.

Votre participation a cette étude nécessite que nous informions votre médecin traitant sauf si vous
refusez.

8) Quels sont mes droits en tant que participant a la recherche ?

Vous étes libre d’accepter ou de refuser de participer a cette recherche sans avoir a vous justifier et
sans que cela ne modifie la relation de soin existant avec I'équipe médicale vous prenant en charge.
Vous n’étes pas obligé de donner votre décision tout de suite : vous disposez du temps que vous
estimez nécessaire pour prendre votre décision.

Votre participation a cette étude nécessite que nous informions votre médecin traitant, sauf si vous le
refusez.

En cas d’acceptation, vous pourrez a tout moment revenir sur votre décision, sans nous en préciser la
raison, et sans que cela n’altére la qualité des soins qui vous sont dispensés.

Par ailleurs, vous pourrez obtenir au cours ou a 'issue de la recherche, communication de vos données
de santé détenues par votre médecin.

Dans le cadre de la recherche, un traitement de vos données personnelles sera mis en ceuvre pour
permettre d’analyser les résultats de I'étude au regard de I'objectif de cette derniére qui vous a été
présenté. A cette fin, les données médicales vous concernant ou tout autre type de données existantes
seront transmises au Promoteur de la recherche Ces données seront identifiées par un numéro de
code et vos initiales. Ces données pourront également, dans des conditions assurant leur
confidentialité, étre transmises aux autorités de santé frangaises. Conformément aux dispositions de la
loi relative a linformatique, aux fichiers et aux libertés, vous disposez d’'un droit d’accés et de
rectification. Vous disposez également d'un droit d’'opposition a la transmission des données couvertes
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par le secret professionnel susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche et d’étre
traitées. Ces droits s’exercent auprés du médecin qui vous a proposé de participer a cette étude.

Si vous le souhaitez, les résultats globaux de I'étude pourront vous étre communiqués par courrier sur
demande auprés du Dr GOWER lorsqu’elle sera achevée.

Vous n’aurez a supporter aucune charge financiére supplémentaire du fait de votre participation a cette
étude.

9) Le CHRU de Lille est-il autorisé a réaliser ce type de recherche?

Oui, en application de la loi, cette étude a été autorisée par TANSM', le ........... ,; elle a également
recu, le ....... , un avis favorable du Comité de Protection des Personnes Nord Ouest IV., organisme
officiel et indépendant qui a vocation a protéger la sécurité des personnes qui se prétent a la recherche.
En outre, le CHRU de Lille, en sa qualité de promoteur, a souscrit une assurance pour la réalisation de
cette étude aupres de la SHAM, contrat n®.............

10) A qui dois-je m’adresser en cas de questions ou de problémes ?

Vous pouvez poser toutes les questions que vous souhaitez, avant, pendant et aprés I'étude en vous
adressant au médecin investigateur de I'étude que vous rencontrerez :

Dr Corinne GOWER

tél 03 20 44 45 13

Hopital Huriez,

CHRU, 59037 Lille Cedex.

Nous sommes a votre disposition pour répondre a toute question
Si vous étes d’accord pour participer a cette étude, nous vous remercions de bien vouloir donner votre

consentement écrit en signant le formulaire ci-apres.

Paraphe du participant : Paraphe du médecin investigateur:

Nous vous remercions de parapher chaque page de ce document (réalisé en trois exemplaires), afin
d’attester que vous l'avez lu et compris. Si vous étes d’accord pour participer a cette étude, nous vous
remercions également de bien vouloir donner votre consentement écrit en signant le formulaire ci-
apres.

T ANSM: Agence Nationale de sécurité des Médicaments. Autorité de santé ayant notamment pour mission
d’autoriser, de suivre et de controler le déroulement de la recherche.
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Formulaire de consentement de participation du Probant majeur a une recherche biomédicale

« Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de Crohn »
MC-WES

Promoteur : CHRU de Lille
Investigateur Principal : Dr GOWER, Hépital Huriez, CHRU de Lille

Je soussigné(e) Mme, Mile, M. (rayer les mentions inutiles)

NOM & e s PreNOmM & oo

accepte librement et volontairement de participer a la recherche biomédicale intitulée

« Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de Crohn. MC-WES»
dont le CHRU de Lille est promoteur et qui m’a été proposée par le Docteur/Professeur (nom,

LoTo o]y (o] a1 0 1= =T 1R

Etant entendu que :
- Le médecin qui m’a informé et a répondu a toutes mes questions, m’a précisé que ma participation a
cette étude est libre et que je peux arréter d’y participer a tout moment en informant préalablement mon

médecin. J'ai disposé d’'un délai de réflexion suffisant avant de prendre ma décision.

- J'ai été clairement informé (e) des éléments suivants : But de la Recherche- Méthodologie- Durée de
ma participation- Bénéfices attendus- Contraintes- Risques prévisibles.

- J'ai bien compris que pour pouvoir participer a cette recherche, je dois étre affilié(e) a un régime de
sécurité sociale ou étre ayant-droit d’'un assuré social. Je confirme que c’est bien le cas,

- Si je le souhaite, je serai informé(e) par le médecin des résultats globaux de cette recherche selon les
modalités figurant dans la note d’information qui m’a été remise.

- Mon consentement ne décharge en rien le médecin et le promoteur de I'ensemble de leurs
responsabilités et je conserve tous mes droits garantis par la loi.

- Dans le cadre de cette étude, un examen de mes caractéristiques génétiques va étre effectué. Cet
examen vise a mettre en évidence des mutations géniques associées a la maladie de Crohn.

[] Jaccepte qu'il soit procédé a I'examen de mes caractéristiques génétiques dans le cadre
de cette étude, conformément a ce qui m’a été expliqué.

[] Je refuse que cet examen de mes caractéristiques génétiques soit effectué.

[Jen cochant cette case, jexprime mon refus concernant la réutilisation a des fins
scientifiques secondaires de mes prélévements biologiques.

- J'accepte que les données enregistrées a l'occasion de cette recherche comportant des données
génétiques puissent faire I'objet d’un traitement informatisé par le promoteur ou pour son compte. J'ai
bien noté que le droit d’accés prévu par la CNIL (loi du 6 janvier 1978 relative a I'informatique, aux
fichiers et aux libertés (art. 39)) s’exerce a tout moment auprés du médecin qui me suit dans le cadre
de la recherche et qui connait mon identité. Je pourrai exercer mon droit de rectification et d’'opposition
aupres de ce méme médecin, qui contactera le promoteur de la recherche.

Signature du participant : Signature du médecin investigateur :

Le présent formulaire est réalisé en trois exemplaires, dont un est remis a l'intéressé. .Un exemplaire sera conservé par
l'investigateur ; le dernier sera conservé par le promoteur en toute confidentialité, conformément a la loi.
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Note d’information pour les apparentés au probant, participant a la recherche biomédicale intitulée :

« Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de Crohn »
MC-WES

Promoteur : CHRU de Lille
Investigateur Principal : Dr GOWER, Hépital Huriez, CHRU de Lille

Madame, Monsieur,

Le présent document décrit I'étude a laquelle il vous est proposé de participer. Il résume les
informations actuellement disponibles en répondant aux différentes questions que vous pouvez
vous poser dans le cadre de votre participation a cette recherche.

1) Pourquoi me propose-t on de participer a cette étude?

Nous vous proposons de participer a une étude sur la génétique de la maladie de Crohn.

La maladie de Crohn (MC) est une Maladie Inflammatoire Chronique de I'Intestin (MICI) qui touche
environ 100 000 personnes en France et plus d’'un million en Europe. Bien que nos connaissances
aient récemment progressé, lorigine de cette maladie reste inconnue. L’hypothése la plus
communément admise est que la maladie de Crohn est liée, dans 80% des cas a des facteurs
environnementaux et dans 20% des cas a des facteurs génétiques de susceptibilité. Dans ce dernier
cas, la maladie présente une susceptibilité familiale.

Dans cette étude, nous nous intéressons plus particulierement aux facteurs génétiques de
prédisposition a la maladie. A ce jour, nous ne connaissons qu’un facteur génétique majeur impliqué
dans la maladie de Crohn : le géne NOD2.

Cette étude est proposée a des familles dont certains membres sont atteints de la maladie de Crohn,
mais pour lesquelles le facteur génétique NOD2 n'est pas impliqué.

Dans cette étude nous souhaitons inclure les membres issus de ce type de famille, comprenant au
moins trois sujets atteint de maladie de Crohn et un apparenté non atteint.

Votre famille fait partie des familles sélectionnées a partir du Registre EPIMAD, dans lequel votre
parent est enregistré(e) car il/elle est atteint de la maladie de Crohn. C’est pourquoi nous sollicitons
votre accord pour participer a cette étude.

2) Quel est I'objectif de la recherche ?

L’objectif principal de cette étude est d’identifier de nouveaux facteurs impliqués dans la maladie de
Crohn et de mieux comprendre les mécanismes de cette maladie.

3) Comment va se dérouler la recherche ?

Au cours d’'une consultation de suivi pour sa maladie, le protocole de I'étude a été présenté et expliqué
a votre parent atteint de maladie de Crohn, par un médecin investigateur.

Souhaitant participer a cette étude, votre parent vous propose de participer a I'étude en vous
transmettant ce document d’information expliquant le déroulement de I'étude et son objectif, ainsi qu’un
coupon réponse a l'attention du Dr Gower.

En adressant par courrier le coupon réponse (via I'enveloppe pré-timbrée adressée au Dr Gower) vous
nous informez de votre intérét pour I'étude. Suite a votre réponse, un rendez-vous avec un investigateur
sera planifié, afin de vous expliquer I'étude et de répondre a vos questions. En cas, d’accord de
participation, il vous sera demandé de revenir avec vos prélévements de selles.

Si vous souhaitez participer a I'étude, vous donnerez votre accord écrit en signant le consentement
éclairé ci-joint.

Aprés avoir donné votre accord de participation par écrit, en signant le consentement éclairé ci-joint,
vous serez inclus dans le protocole.
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Cas des apparentés atteints de maladie de Crohn :
Un prélévement de 30ml de sang sera effectué pour les analyses génétiques, et le prélevement de
selles récupéré.

Des collections biologiques seront constituées : d’ADN, de sérum et de selles, pour une utilisation
ultérieure.

Suite a ces prélévements, votre participation a I'étude sera terminée.

Cas des apparentés sains :
Des questions vous seront posées, et un dosage de calprotectine sera effectué, afin de vérifier que
vous n'avez pas de maladie inflammatoire chronique de l'intestin comme |la maladie de Crohn.
Ensuite, un prélévement de 30ml de sang sera effectué pour les analyses génétiques, et le prélevement
de selles récupéré.

Des collections biologiques seront constituées : d’ADN, de sérum et de selles, pour une utilisation
ultérieure.

Suite a ces préléevements, votre participation a I'étude sera terminée.
Dans le cas ou nous n’arriverions pas a obtenir le consentement de 3 personnes atteintes de maladie
de Crohn et d’'une personne apparentée saine, de votre famille, ou si la vérification du géne NOD2 est

positive, les échantillons prélevés seront uniquement utilisés pour la collection biologique.

4) Que se passera-t-il a la fin de ma participation a cette recherche ?

Les collections d’échantillons biologiques constituées a partir de vos prélevements seront conservées
au CRB du CHRU de Lille sous la responsabilit¢ du Dr Gower. Cette collection pourra étre réutilisée
pour d’autres études dans le domaine de la maladie de Crohn, sauf si vous exprimez votre opposition a
I'utilisation ultérieure de vos prélévements. A tout moment, vous pouvez vous opposer a la réutilisation
de vos échantillons a des fins scientifiques ultérieures en adressant une copie de ce document, aprés
avoir coché la case ci-dessous, Dr Gower a I'adresse suivante : Hépital Huriez, CHRU, 59037 Lille
Cedex, Tel : 0320 44 4513

5) Quels sont les bénéfices attendus ?

Le bénéfice attendu de I'étude est de permettre l'identification de nouveaux facteurs génétiques
impliqués dans la maladie de Crohn, et qui seraient présents dans votre famille. Les résultats
permettront d'identifier de nouveaux génes impliqués dans la maladie de Crohn ainsi qu'une meilleure
compréhension des mécanismes qui pourraient provoquer la maladie.

6) La recherche comporte-t-elle des risques, des effets indésirables et/ou des contraintes
particuliéres ?

Les risques liés a I'étude sont ceux liés a la prise de sang de 30 ml, a savoir un hématome léger ou une
douleur au point de ponction, trés exceptionnellement une infection au point de ponction.

7) Quelles sont les conditions de participation a la recherche ?

Afin de pouvoir participer a cette étude, vous devez étre affilié(e) a un régime obligatoire d’Assurance
Maladie ou ayant droit d’'un assuré social.

Votre participation a cette étude nécessite que nous informions votre médecin traitant sauf si vous
refusez.

8) Quels sont mes droits en tant que participant a la recherche ?

Vous étes libre d’accepter ou de refuser de participer a cette recherche sans avoir a vous justifier et
sans que cela ne modifie la relation de soin existant avec I'équipe médicale vous prenant en charge.
Vous n’étes pas obligé de donner votre décision tout de suite : vous disposez du temps que vous
estimez nécessaire pour prendre votre décision.

Votre participation a cette étude nécessite que nous informions votre médecin traitant, sauf si vous le
refusez.
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En cas d’acceptation, vous pourrez a tout moment revenir sur votre décision, sans nous en préciser la
raison, et sans que cela n’altére la qualité des soins qui vous sont dispensés.

Par ailleurs, vous pourrez obtenir au cours ou a 'issue de la recherche, communication de vos données
de santé détenues par votre médecin.

Dans le cadre de la recherche, un traitement de vos données personnelles sera mis en ceuvre pour
permetire d’analyser les résultats de I'étude au regard de I'objectif de cette derniére qui vous a été
présenté. A cette fin, les données médicales vous concernant ou tout autre type de données existantes
seront transmises au Promoteur de la recherche Ces données seront identifiées par un numéro de
code et vos initiales. Ces données pourront également, dans des conditions assurant leur
confidentialité, étre transmises aux autorités de santé francaises. Conformément aux dispositions de la
loi relative a linformatique, aux fichiers et aux libertés, vous disposez d'un droit d’accés et de
rectification. Vous disposez également d'un droit d’'opposition a la transmission des données couvertes
par le secret professionnel susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche et d’étre
traitées. Ces droits s’exercent auprés du médecin qui vous a proposé de participer a cette étude.

Si vous le souhaitez, les résultats globaux de I'étude pourront vous étre communiqués par courrier sur
demande auprés du Dr GOWER lorsqu’elle sera achevée.

Vous n’aurez a supporter aucune charge financiére supplémentaire du fait de votre participation a cette
étude.

9) Le CHRU de Lille est-il autorisé a réaliser ce type de recherche?

Oui, en application de la loi, cette étude a été autorisée par IANSM?, le ........... ,; elle a également
recu, le ....... , un avis favorable du Comité de Protection des Personnes Nord Ouest IV., organisme
officiel et indépendant qui a vocation a protéger la sécurité des personnes qui se prétent a la recherche.
En outre, le CHRU de Lille, en sa qualité de promoteur, a souscrit une assurance pour la réalisation de
cette étude aupres de la SHAM, contratn®...............

10) A qui dois-je m’adresser en cas de questions ou de problémes ?

Vous pouvez poser toutes les questions que vous souhaitez, avant, pendant et aprés I'étude en vous
adressant au médecin investigateur de I'étude que vous rencontrerez :

Dr Corinne GOWER

tél 03 20 44 45 13

Hépital Huriez,

CHRU, 59037 Lille Cedex.

Nous sommes a votre disposition pour répondre a toute question
Si vous étes d’accord pour participer a cette étude, nous vous remercions de bien vouloir donner votre

consentement écrit en signant le formulaire ci-aprés.

Paraphe du participant : Paraphe du médecin investigateur:

Nous vous remercions de parapher chaque page de ce document (réalisé en trois exemplaires), afin
d’attester que vous l'avez lu et compris. Si vous étes d’accord pour participer a cette étude, nous vous
remercions également de bien vouloir donner votre consentement écrit en signant le formulaire ci-
apres.

2 ANSM: Agence Nationale de sécurité des Médicaments. Autorité de santé ayant notamment pour mission
d’autoriser, de suivre et de controler le déroulement de la recherche.
Version n°1.1 du 24/02/2014 36



T

Centre Hospitalier Régional MC-WES
Universitaire de Lille
Dr GOWER

Formulaire de consentement de participation a une recherche biomédicale pour les apparentés au
probant

« Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de Crohn »
MC-WES

Promoteur : CHRU de Lille
Investigateur Principal : Dr GOWER, Hépital Huriez, CHRU de Lille

Je soussigné(e) Mme, Mlle, M. (rayer les mentions inutiles)

NOM & e s PreNOmM &
0 [T =

accepte librement et volontairement de participer a la recherche biomédicale intitulée

« Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de Crohn. MC-WES»
dont le CHRU de Lille est promoteur et qui m’a été proposée par le Docteur/Professeur (nom,
LoTo o]y (0] a1 0 1= =T 1R

Etant entendu que :
- Le médecin qui m’a informé et a répondu a toutes mes questions, m’a précisé que ma participation a
cette étude est libre et que je peux arréter d’y participer a tout moment en informant préalablement mon

médecin. J'ai disposé d’'un délai de réflexion suffisant avant de prendre ma décision.

- J'ai été clairement informé (e) des éléments suivants : But de la Recherche- Méthodologie- Durée de
ma participation- Bénéfices attendus- Contraintes- Risques prévisibles.

- J'ai bien compris que pour pouvoir participer a cette recherche, je dois étre affilié(e) a un régime de
sécurité sociale ou étre ayant-droit d’'un assuré social. Je confirme que c’est bien le cas,

- Si je le souhaite, je serai informé(e) par le médecin des résultats globaux de cette recherche selon les
modalités figurant dans la note d’information qui m’a été remise.

- Mon consentement ne décharge en rien le médecin et le promoteur de I'ensemble de leurs
responsabilités et je conserve tous mes droits garantis par la loi.

- Dans le cadre de cette étude, un examen de mes caractéristiques génétiques va étre effectué. Cet
examen vise a mettre en évidence des mutations géniques associées a la maladie de Crohn.

[]Jaccepte qu'il soit procédé a I'examen de mes caractéristiques génétiques dans le cadre de
cette étude, conformément a ce qui m’a été expliqué.

[1Je refuse que cet examen de mes caractéristiques génétiques soit effectué.

[JEn cochant cette case, jexprime mon refus concernant la réutilisation a des fins
scientifiques secondaires de mes prélévements biologiques.

- J'accepte que les données enregistrées a l'occasion de cette recherche comportant des données
génétiques puissent faire I'objet d’un traitement informatisé par le promoteur ou pour son compte. J'ai
bien noté que le droit d’accés prévu par la CNIL (loi du 6 janvier 1978 relative a I'informatique, aux
fichiers et aux libertés (art. 39)) s’exerce a tout moment auprés du médecin qui me suit dans le cadre
de la recherche et qui connait mon identité. Je pourrai exercer mon droit de rectification et d’'opposition
auprés de ce méme médecin, qui contactera le promoteur de la recherche.

Signature du participant : Signature du médecin investigateur :

Le présent formulaire est réalisé en trois exemplaires, dont un est remis a l'intéressé. .Un exemplaire sera conservé par
l'investigateur ; le dernier sera conservé par le promoteur en toute confidentialité, conformément a la loi.
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Note d’information portant sur la participation d’un Probant mineur, a la recherche biomédicale
intitulée

« Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de
Crohn »
MC-WES

Promoteur : CHRU de Lille
Investigateur Principal : Dr GOWER, Hbépital Huriez, CHRU de Lille

Madame, Monsieur,

Le présent document décrit I'étude pour laquelle le CHRU de Lille sollicite la participation de votre
enfant. Il résume les informations actuellement disponibles en répondant aux différentes questions que
vous pouvez vous poser dans le cadre de la participation a cette recherche.

1) Pourquoi participer a cette étude?

Nous proposons a votre enfant de participer a une étude sur la génétique de la maladie de Crohn.

La maladie de Crohn (MC) est une Maladie Inflammatoire Chronique de I'Intestin (MICI) qui touche
environ 100 000 personnes en France et plus d’'un million en Europe. Bien que nos connaissances
aient récemment progressé, l'origine de cette maladie reste inconnue. L’hypothése la plus
communément admise est que la maladie de Crohn est liée , dans 80% des cas a des facteurs
environnementaux et dans 20% des cas a des facteurs génétiques de susceptibilité. Dans ce dernier
cas, la maladie présente une susceptibilité familiale.

Dans cette étude, nous nous intéressons plus particulierement aux facteurs génétiques de
prédisposition a la maladie. A ce jour, nous ne connaissons qu’un facteur génétique majeur impliqué
dans la maladie de Crohn : le géne NOD2.

Cette étude est proposée a des familles dont certains membres sont atteints de la maladie de Crohn,
mais pour lesquelles le facteur génétique NOD2 n'est pas impliqué.

Dans cette étude nous souhaitons inclure les membres issus de ce type de famille, comprenant au
moins trois sujets atteint de maladie de Crohn et un apparenté non atteint.

Votre famille fait partie des familles sélectionnées a partir du Registre EPIMAD, dans lequel votre
enfant est enregistré car il est atteint de la maladie de Crohn. C’est pourquoi nous sollicitons votre
accord pour la participation de votre enfant a cette étude.

2) Quel est I’objectif de la recherche ?

L’objectif principal de cette étude est d’identifier de nouveaux facteurs impliqués dans la maladie de
Crohn et de mieux comprendre les mécanismes de cette maladie.

3) Comment va se dérouler la recherche ?

Au cours d’'une consultation de suivi pour sa maladie, le protocole de I'étude vous sera présenté et
expliqué, ainsi qu’a votre enfant, par un médecin investigateur.

Si vous souhaitez que votre enfant participe a cette étude, vous proposerez a l'ensemble de votre
famille (apparentés du 1¢, 24 et 3 degré), atteints ou non atteints de maladie de Crohn, de participer
a I'étude, et leur transmettrez un document d’information expliquant le déroulement de I'étude et son
objectif, un coupon réponse a l'attention du Dr Gower, ainsi que des kits de prélévement de selles. En
cas, d’accord de participation, il sera demandé a chaque participant de revenir avec ses prélévements
de selles.

Un rendez-vous sera planifié pour les membres de votre famille qui souhaitent participer a I'étude
(information donnée via le coupon réponse), afin qu’un investigateur puisse leur expliquer I'étude et
répondre a leurs questions.

Aprés que vous et votre enfant ayez donné votre accord de participation par écrit, en signant le
consentement éclairé ci-joint, un prélévement sanguin sera effectué sur votre enfant (le volume de sang
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prélevé sera fonction du poids de votre enfant et ne dépassera pas 1% de son volume de sang total),
pour les analyses génétiques, et le prélevement de selles récupéré.

Des collections biologiques seront constituées : d’ADN, de sérum et de selles, pour une utilisation
ultérieure.

Suite a ces prélévements, la participation a I'’étude de votre enfant sera terminée.

Dans le cas ou nous n’arriverions pas a obtenir le consentement de 3 personnes atteintes de MC et
d’'une personne apparentée saine, de votre famille, ou si la vérification du géne NOD2 est positive, les
échantillons prélevés seront uniquement utilisés pour une collection biologique.

A la majorité du probant mineur, il lui sera demandé de confirmer le maintient de son accord de
participation au protocole et/ou d’utilisation ultérieure de la collection biologique, en signant le

consentement éclairé pour probant majeur.

4) Que se passera-t-il a la fin de la participation a I’étude ?

Les collections d’échantillons biologiques constituées a partir des prélévements de votre enfant seront
conservées au CRB du CHRU de Lille sous la responsabilité du Dr Gower. Cette collection pourra étre
réutilisée pour d’autres études dans le domaine de la maladie de Crohn, sauf si vous ou lui exprimez
votre opposition a I'utilisation ultérieure de ses prélévements. A tout moment, vous ou lui pouvez vous
opposer a la réutilisation de ses échantillons a des fins scientifiques ultérieures en adressant une copie
de ce document, aprés avoir coché la case ci-dessous, Dr Gower a I'adresse suivante : Hépital Huriez,
CHRU, 59037 Lille Cedex, Tel : 03 20 44 45 13

5) Quels sont les bénéfices attendus ?

Le bénéfice attendu de I'étude est de permettre l'identification de nouveaux facteurs génétiques
impliqués dans la maladie de Crohn, et qui seraient dans votre famille. Les résultats permettront
d'identifier de nouveaux génes impliqués dans la maladie de Crohn ainsi qu'une meilleure
compréhension des mécanismes qui pourraient provoquer la maladie.

6) La recherche comporte-t-elle des risques, des effets indésirables et/ou des contraintes
particuliéres ?

Les risques liés a I'étude sont ceux liés a la prise de sang d’'un volume qui sera fonction du poids de
votre enfant, a savoir un hématome léger ou une douleur au point de ponction, trés exceptionnellement
une infection au point de ponction.

8) Quelles sont les conditions de participation a la recherche ?

Afin de pouvoir participer a cette étude, I'enfant doit étre affilié(e) a un régime obligatoire d’Assurance
Maladie ou ayant droit d’un assuré social.

Sa participation nécessite que nous informions votre médecin traitant, sauf si vous et I'enfant le
refusez.

9) Quels sont nos droits dans le cadre de cette étude ?

Vous étes libre de refuser que I'enfant participe a la recherche sans avoir a vous justifier et sans que la
relation de soin existant avec I'équipe médicale ne soit altérée. Le fait pour I'un des titulaires de
l'autorité parentale de refuser de donner son autorisation, revient a interdire la participation de I'enfant,
quelque soit 'opinion de I'autre parent et de I'enfant.

L’enfant est également en droit de refuser de participer : son refus entrainera l'interdiction pour I'équipe
médicale de l'inclure dans I'étude, méme si vous avez donné votre autorisation.

Vous n’étes pas obligé de nous donner votre décision tout de suite ; vous disposez du temps que vous
estimez nécessaire pour prendre votre décision.

En cas d’acceptation, chacun d’entre vous, y compris I'enfant, pourra revenir sur sa décision et retirer

son acceptation a tout moment, sans avoir a se justifier et sans que cela ne modifie la qualité des soins
auxquels I'enfant a droit.
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Dans le cadre de la recherche biomédicale a laquelle le CHRU de Lille vous propose de participer, un
traitement des données personnelles de I'enfant va étre mis en oeuvre pour permettre d’analyser les
résultats de la recherche au regard de I'objectif de cette derniére qui vous a été présenté. A cette fin,
les données médicales le concernant et les données relatives a ses habitudes de vie, ainsi que, dans la
mesure ou ces données sont nécessaires a la recherche, ses origines ethniques, seront transmises au
Promoteur de la recherche ou aux personnes ou sociétés agissant pour son compte, en France ou a
I'étranger. Ces données seront identifiées par un numéro de code et ses initiales. Ces données
pourront également, dans des conditions assurant leur confidentialité, étre transmises aux autorités de
santé francgaises ou étrangéres, a d’autres entités du CHRU de Lille. Conformément aux dispositions de
loi relative a linformatique aux fichiers et aux libertés, vous disposez d’'un droit d’accés et de
rectification. Vous disposez également d’'un droit d’opposition a la transmission des données couvertes
par le secret professionnel susceptibles d’étre utilisées dans le cadre de cette recherche et d’étre
traitées. Vous pouvez également accéder directement ou par l'intermédiaire d’'un médecin de votre
choix a I'ensemble de ces données médicales en application des dispositions de l'article L 1111-7 du
Code de la Santé Publique. Ces droits s’exercent aupres du médecin qui suit I'enfant dans le cadre de
la recherche et qui connait son identité.

Au terme de la recherche, si vous et I'enfant le souhaitez, vous obtiendrez communication des résultats
globaux de I'’étude auprés du Dr Gower.

Vous n'aurez a supporter aucune charge financiére supplémentaire du fait de sa participation a cette
étude.

10) Le CHRU de Lille est-il autorisé a réaliser ce type de recherche?

Oui, en application de la loi, cette étude a été autorisée par TANSMS, le ...... ; elle a également regu le
.., un avis favorable du Comité de Protection des Personnes Nord Ouest ..., organisme officiel et
indépendant qui a notamment vocation a protéger la sécurité des personnes qui se prétent a la
recherche.

En outre, le CHRU de Lille, en sa qualité de promoteur, a souscrit une assurance couvrant notamment
la responsabilité civile de votre enfant dans le cadre de cette étude.

11) A qui s’adresser en cas de questions ou de problémes ?

Vous et I'enfant pourrez poser toutes les questions que vous souhaitez, avant, pendant et apres I'étude.
Pour toute information complémentaire, vous pouvez vous adresser a :

Dr Corinne GOWER

tél 03 20 44 45 13

Hépital Huriez,

CHRU, 59037 Lille Cedex.

Nous sommes a votre disposition pour répondre a toute question

Si vous étes d’accord pour que votre enfant participe a cette étude, nous vous remercions de bien
vouloir donner votre consentement écrit en signant le formulaire ci-apreés.

Nous vous remercions de bien vouloir parapher chaque page de ce document (réalisé en quatre
exemplaires), afin d’attester que vous I’avez bien lu et compris.
Si vous étes d’accord pour que I’enfant participe a cette étude, nous vous remercions de bien vouloir
donner votre autorisation écrite en signant le formulaire ci aprés.
Ensuite, avec votre appui, nous informerons I’enfant oralement et par écrit. Son approbation pourra se
manifester par sa signature du formulaire de consentement que vous aurez préalablement signé.

3 ANSM: Agence Nationale de sécurité des Médicaments. Autorité de santé ayant notamment pour mission
d’autoriser, de suivre et de controler le déroulement de la recherche.
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Formulaire de consentement de participation d’'un Probant mineur, a une recherche biomédicale

« Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de Crohn »
MC-WES

Promoteur : CHRU de Lille
Investigateur Principal : Dr GOWER, Hépital Huriez, CHRU de Lille

Je, soussigné (e)

Me, MIe (nom, Prénom) ............ccccciiuieiiiiiiii i (Mere titulaire de Iautorité parentale, ou autre
représentant Iégal [barre mention inutile])

et
Je soussigné

M. (nom, prénom) ..........c.cooiiiiiii i (Pere titulaire de Iautorité parentale, ou autre représentant
légal [barre mention inutile])

accepte librement et volontairement que l'enfant « ....................... »
participe a la recherche biomédicale intitulée « Recherche de nouvelles mutations
génétiques a effet majeur dans la maladie de Crohn, MC-WES»

dont le CHRU de Lille est promoteur et qui m’a été proposée par le Docteur/Professeur (nom,
(6100 o [0 g o= 1= 1) 1S

Etant entendu que :

- Le médecin qui m’a informé(e) et a répondu a toutes mes questions, m’a précisé que ma décision est
libre et que I'enfant est libre de refuser cette participation sans que la relation de soins avec I'équipe
médicale ne soit altérée.

- J'ai été clairement informé(e) des éléments suivants : But de la Recherche- Méthodologie- Durée de ma
participation- Bénéfices attendus- Contraintes- Risques prévisibles et j'ai réexpliqué ces informations a
I'enfant, en concertation avec le médecin.

- J'ai bien compris dans la note d’information qui m’a été remise que pour pouvoir participer a cette
recherche I'enfant doit étre affilié(e) a un régime de sécurité sociale ou ayant-droit d’'un assuré social. Je
confirme que c’est bien le cas,

- I m’a été clairement précisé que je peux retirer a tout moment mon consentement sans me justifier et
sans que cela ne porte atteinte a la qualité des soins qui sont dispensés a mon enfant, en informant
préalablement le médecin.

- Si I'enfant et moi le souhaitons, nous serons informés par le médecin des résultats globaux de cette
recherche selon les modalités figurant dans la note d’information qui m’a été remise,

- Mon consentement ne décharge en rien le médecin et le promoteur de l'ensemble de leurs
responsabilités et je conserve tous mes droits garantis par la loi.

- Dans le cadre de cette étude, un examen des caractéristiques génétiques de I'enfant va étre effectué.
Cet examen vise a mettre en évidence des mutations géniques associées a la maladie de Crohn.

[ 1Jaccepte qu'il soit procédé a I'examen des caractéristiques génétiques de I'enfant
dans le cadre de cette étude, conformément a ce qui m’a été expliqué.

[1Je refuse que cet examen des caractéristiques génétiques soit effectué.

[JEn cochant cette case, jexprime mon refus concernant la réutilisation a des fins
scientifiques secondaires de mes prélévements biologiques.

- J'accepte que les données enregistrées a l'occasion de cette recherche comportant des données
génétiques puissent faire I'objet d’un traitement informatisé par le promoteur ou pour son compte. J'ai
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bien noté que le droit d’accés prévu par la CNIL (loi du 6 janvier 1978 relative a I'informatique, aux
fichiers et aux libertés (art. 39)) s’exerce a tout moment auprés du médecin qui suit I'enfant dans le
cadre de la recherche et qui connait son identité. Je pourrai exercer mon droit de rectification et
d’opposition auprés de ce méme médecin, qui contactera le promoteur de la recherche.

Signature du pére, titulaire de l'autorité parentale :
(Jatteste étre le seul titulaire de I'autorité parentale : barrer si inutile)

Signature de la mére, titulaire de l'autorité parentale :
(Jatteste étre le seul titulaire de I'autorité parentale : barrer si inutile)

Signature : autre représentant légal : (uniquement si le mineur est placé sous tutelle : dans ce cas : barrer les mentions
pére/mere ci-dessus)

L'enfant refuse-t-il de signer ?: I:' oui |:|non (& remplir par le mineur, ou par les titulaires de lautorité
parentale/représentant Iégal)

Signature éventuelle du mineur:

Signature du médecin investigateur ou du médecin qui le représente (barrer la mention inutile) :

Le présent formulaire ainsi que la note d’information sont réalisés en quatre exemplaires, dont
deux sont remis aux parents. Les autres exemplaires seront conservés par l'investigateur et par
le promoteur.
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Note d’information pour un Probant mineur adolescent, participant a la recherche biomédicale
intitulée

« Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de
Crohn »
MC-WES

Promoteur : CHRU de Lille
Investigateur Principal : Dr GOWER, Hbépital Huriez, CHRU de Lille

Qui sommes-nous ?

Mon nom est et je suis a
(établissement). Je travaille dans le service de

Pourquoi voulons-nous parler avec toi ?

Nous envisageons de te faire participer a une étude clinique. Cette étude, appelée MC-WES,
est organisée par le CHRU de Lille.

Nous proposons celle-ci a des familles dont certains membres sont atteints de la maladie de
Crohn.

Dans ce type de famille, nous souhaitons inclure au moins trois sujets atteints de maladie de
Crohn et un apparenté non atteint.

Ta famille fait partie des familles sélectionnées a partir du Registre EPIMAD, dans lequel tu es
enregistré. C’est pourquoi nous te demandons ton accord pour participer a cette étude.

Pourquoi faisons-nous cette étude ?

La maladie de Crohn (MC) est une Maladie Inflammatoire Chronique de lintestin (MICI) qui
touche environ 100 000 personnes en France et plus d’'un million en Europe.

L’origine de cette maladie reste encore inconnue et nous aimerions mieux la connaitre pour
mieux la traiter. Nous savons cependant qu'elle peut étre dorigine génétique ou
environnementale.

Dans cette étude, nous nous intéressons aux familles pour lesquelles la maladie est d’origine
geénetique.

L’objectif, est d’identifier de nouveaux génes impliqués dans la maladie de Crohn afin de
mieux comprendre les mécanismes de cette maladie.

De ce fait, nous souhaitons comparer dans une méme famille tous les génes d’au moins 3
personnes, qui, comme toi, sont atteintes par la maladie, avec ceux de personnes non
atteintes par la maladie (au moins une).

Que se passera-t-il si tu participes a I’étude ?

Si tu penses vouloir participer, le médecin donnera a tes parents des documents expliquant
I'étude pour les remettre aux membres de ta famille, ainsi que 4 pots dans lesquels tu devras
déposer un peu de tes selles. Ne t'inquiéte pas, un guide d’utilisation sera remis a tes parents
ou a ton tuteur Iégal pour qu’ils t'aident.

D’autres pots seront remis a tes parents pour les membres de ta famille qui souhaitent
participer a I'étude.
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Ton médecin te reverra dans son bureau avec les autres membres de ta famille. Il t'expliquera
comment se passera I'étude et fera signer, a toi, ainsi qu’aux autres membres de ta famille, un
document appelé consentement éclairé. Si tu signes le document cela veut dire et que tu as
bien compris I'étude et que tu es d’accord pour y participer.

Ensuite il te posera des questions et récupérera les pots de selles. Une infirmiére te ferra un
prélévement sanguin (pour ne pas avoir mal lors de celle-ci, tu pourras mettre un patch
d’Emla, une heure avant). Elle remplira 6 tubes de sang.

Des collections biologiques d’ADN, de sérum et de selles seront constituées pour une
utilisation ultérieure.

Suite a ces prélévements, ta participation a I'étude sera terminée.

Dans le cas ou nous n’arriverions pas a obtenir le consentement de 3 personnes atteintes de
maladie de Crohn et d’'une personne apparentée saine de ta famille, les échantillons prélevés
seront uniquement utilisés pour une collection biologique.

A ta majorité, il te sera demandé de confirmer le maintient de ton accord de participation au
protocole et/ou d’utilisation ultérieure de la collection biologique, en signant le consentement
éclairé pour probant majeur.

Quels sont les bénéfices et les risques de cette étude ?

Les bénéfices attendus par cette étude sont dans un premier temps de permettre
l'identification de nouveaux génes impliqués dans la maladie de Crohn, qui seraient dans ta
famille. Nous espérons également obtenir une meilleure compréhension des mécanismes qui
pourraient provoquer cette maladie.

Cette étude comporte néanmoins des risques liés a la prise de sang. En effet, il est possible
que tu ressentes une douleur lors de la piglre, que tu ais un hématome ou que tu
t'évanouisses.

Es-tu obligé(e) de participer a cette étude ?

C’est a toi de décider si tu veux ou non participer a cette étude ; ta participation est totalement
volontaire. Si tu ne souhaites pas participer, tu n’as pas a donner de raison. Et n'oublie pas, si
tu ne veux plus participer a I'étude, tu seras libre d’en sortir a tout moment sans avoir a te
justifier.

De méme, ton médecin et/ou le promoteur pourront décider d’arréter I'étude a tout moment.
Cela n'aura aucune conséquence sur ta prise en charge habituelle.

Ta participation sera-t-elle confidentielle ?

Toutes les informations (données) personnelles seront traitées avec la plus grande
confidentialité, conformément aux exigences frangaises. Tes données personnelles ne seront
identifiées que par un numéro de patient et tes initiales (1ere lettre de ton prénom et 1% lettre
de ton nom).

Les informations te concernant contenues dans I'étude, incluant des éléments de ton dossier
meédical, pourront étre vérifiées par le CHRU de Lille ou par les autorités de santé. Les
résultats de cette étude pourront étre transmis aux autorités réglementaires, publiés ou
présentés lors de congrés scientifiques et ils pourront étre utilisés pour de futures recherches.
Cependant, ces données seront anonymes et tu ne pourras pas étre identifié(e). Si tu
souhaites étre informé(e) des résultats de I'étude, tu devras les demander a ton médecin.

En signant le formulaire de consentement éclairé, tu autorises les personnes mentionnées ci
dessus a consulter ton dossier médical ainsi que la collecte et le traitement de tes données de
santé au sein de I'étude.
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Avec ton accord, ton médecin pourra informer ton médecin traitant de ta participation a
I'étude.

Si tu veux poser des questions

Tu pourras poser des questions a tout moment. Tu pourras m’appeler ou appeler une autre
personne a tout moment pendant I'étude. Voici le numéro de téléphone pour nous joindre :
Nom de l'investigateur :

Service :

Numéro de téléphone :

Tu peux également poser des questions sur I'étude a tes parents ou a ton tuteur Iégal.

Nous te remercions de mettre tes initiales (1ére lettre de ton prénom et 1ére lettre de ton nom)
sur chaque page de ce document (réalisé en trois exemplaires), afin d’attester que tu I'as lu et
compris. Si tu es d’accord pour participer a cette étude, nous te remercions également de bien
vouloir donner ton consentement écrit en signant le formulaire ci-aprés.

Si tu as envie d’étre dans I'étude, indique ton nom et signe sur la ligne en dessous :

Nom de 'adolescent Signature de I'adolescent Date

Version 1 du 24/02/2014
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Note d’information pour un Probant mineur (de 6 a 10 ans), participant a la recherche
biomédicale intitulée

« Recherche de nouvelles mutations génétiques a effet majeur dans la maladie de
Crohn »
MC-WES

Promoteur : CHRU de Lille
Investigateur Principal : Dr GOWER, Hbépital Huriez, CHRU de Lille

Qui sommes-nous ?

Mon nom est et je suis a
(établissement). Je travaille dans le service de

Pourquoi voulons-nous parler avec toi ?

Nous voulons te parler d’'une étude qui concerne des enfants comme toi qui sont
atteints de la maladie de Crohn. Nous aimerions savoir si tu aimerais étre dans cette
étude toi aussi.

Pourquoi faisons-nous cette étude ?

On ne connait pas la cause de la maladie de Crohn et on aimerait mieux la connaitre
pour mieux la traiter. Elle peut étre d’origine génétique ou environnementale.

Dans cette étude nous nous intéressons aux familles pour lesquelles la maladie est
d’origine génétique. Donc, nous souhaitons comparer, dans la méme famille, tous les
génes d’au moins 3 personnes atteintes par la maladie (comme toi), avec ceux de
personnes non atteintes par la maladie (au moins une).

Faisant partie d’'une de ces familles, on a besoin de ton aide pour cette étude.
Que se passera-t-il si tu participes a I’étude ?

Si tu penses vouloir participer, le docteur donnera a tes parents des documents a
donner aux membres de ta famille expliquant I'étude, ainsi que 4 pots dans lesquels tu
mettras, avec eux, un petit peu de tes selles. Ne tlinquiéte surtout pas un guide
d’utilisation sera remis a tes parents ou a ton tuteur légal pour qu’ils t'aident.

D’autres pots seront remis a tes parents pour les membres de ta famille qui souhaitent
participer a I'étude.

Ton docteur te reverra dans son bureau avec les autres membres de ta famille.
t'expliquera comment se passera I'étude et te fera signer ainsi qu’aux autres membres
de ta famille, un document appelé consentement éclairé. Si tu signes le document
cela veut dire que tu es d’accord pour participer a I'étude et que tu as bien tout
compris.

Tu ne pourras étre inclus dans I'étude que si 2 membres malades et 1 non malade, au
moins, acceptent de participer a I'étude.

Ensuite ton docteur te posera des questions, récupérera les pots de selles et tu
devras faire une prise de sang. Pour ne pas avoir mal lors de la prise de sang tu
pourras mettre un patch d’Emla, une heure avant. L’infirmiére remplira 6 tubes de
sang. Ensuite, tu pourras rentrer chez toi et ta participation a I'étude sera terminée.
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Quelles sont les bonnes choses et les mauvaises choses qui peuvent t’arriver si
tu es dans I'étude ?

Le fait d’étre dans I'étude ne t'apportera aucune bonne chose, mais I'étude pourra
aider a soigner d’autres enfants dans le futur. L’étude n’aura pas de mauvais effets
pour toi car il n’y aura pas de changement ni de ton traitement ni de ton suivi médical
mais tu pourrais ressentir une douleur lors de la prise de sang ou avoir un bleu.

Es-tu obligé(e) d’étre dans I’étude ?

Non, tu n’es pas obligé(e). Personne ne sera faché ou en colére contre toi si tu ne
veux pas.

Tu dois simplement nous dire que tu ne veux pas étre dans I'étude. Et n'oublie pas, si
tu dis que tu veux bien étre dans l'étude, tu pourras changer d’avis plus tard si tu
décides que tu ne veux plus y étre.

Ton docteur pourra également décider d’arréter I'étude a n'importe quel moment, mais
cela ne changera rien pour toi ni pour ton suivi médical.

Si tu veux poser des questions

Tu pourras poser des questions a tout moment. Tu peux en poser maintenant. Tu
pourras en poser plus tard. Tu pourras parler avec moi ou avec une autre personne a
tout moment pendant I'étude. Voici les numéros de téléphone pour nous joindre :
(Nom de l'investigateur)

(Service)

(Numéro de téléphone)

Tu peux aussi parler avec tes parents ou ton tuteur légal et leur poser des questions
sur I'étude, puisque ton médecin leur a aussi expliqué I'étude en détail.

Nous te remercions de mettre tes initiales (1ere lettre de ton prénom et 1ere lettre de
ton nom) sur chaque page de ce document (réalisé en trois exemplaires), afin de
montrer que tu I'as lu et compris. Si tu es d’accord pour participer a cette étude, nous
te remercions également de bien vouloir donner ton consentement écrit en signant le
formulaire ci-apres.

Si tu as envie d’étre dans I'étude, indique ton nom et signe sur la ligne en
dessous :

Nom de I'enfant Signature de I'enfant Date
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Annexe 2 : Questionnaire clinique

Questions a poser permettant d’évoquer une possible MICI dans le cadre de
I’étude MC-WES.
1) Présentez-vous des troubles du transit intestinal a type de diarrhée ?
oul (] NON []
1 bis) Si oui, cette diarrhée est-elle aussi nocturne ?
oul (] NON []

2) Avez-vous souvent la sensation de devoir aller a la selle avec émission que de
glaires et de sang ?

oul 0o NON [

3) Avez-vous souvent mal au ventre ?
oul 0O NON [

3 bis) Si oui, cela vous empéche t'il de dormir ?
oul 0O NON [

4) Avez-vous déja présenté (ou présentez-vous actuellement) des lésions anales a
type de fissures, fistules ou abcés ?

oul o NON []

Si, avec ce questionnaire, il existe une suspicion de maladie inflammatoire chronique
de lintestin (MICI), un avis spécialisé devra étre pris avant d’inclure le patient.
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Monsieur le Directeur, Cher Confrére,

Le Comité de Protection des Personnes Nord Ouest IV, lors de sa réunion du
mardi 11 mars 2014, a pris connaissance des documents concernant 1’étude citée en
référence.

Le Comité avait suspendu le rendu définitif de son avis a 1’obtention
d’informations complémentaires lors de sa séance du mardi 11 février 2013.

La remarque essentielle concernait la note d’information destinée aux
adolescents probants qui n’était pas fournie dans le dossier. Une incohérence dans la
note d’information devait étre corrigée concernant les volumes de prélévement
sanguin. Enfin, la case a cocher pour I’utilisation de la réutilisation 4 des fins
scientifiques secondaires des prélévements biologiques devait étre déplacée dans le
formulaire de consentement plut6t que dans la note d’information.

Les réponses ont été satisfaisantes et le Comité de Protection des Personnes
Nord Ouest IV émet un AVIS FAVORABLE i la réalisation de cette étude.

Cette étude est conforme aux articles L1121-1 et L1123-7 du code de la santé
publique définissant les conditions de validité de la recherche.

Cet avis a été rendu sans que les membres éventuellement concernés par
[’étude aient pris part au vote.

Je vous prie de croire, Monsieur le Directeur, Cher Confrére, a 1’expression
de mes meilleures salutations.

Docteur Erancis VASSEUR
Présidént du CBP Nord Ouest IV
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AIEC Escherichia coli invasive-adhérent. 10

ASCA Anticorps anti-Saccharomyces Cerevisiae. 20
CLR C-type lectin-like receptors. 14
GWAS Genome-Wide-Association. 9, 20, 30, 79

IgA Immunoglobuline A. 14, 16, 20

IgG Immunoglobuline G. 20
LPS lipopolysaccharide. 14, 20

MAdCAM mucosal addressin cell adhesion molecule. 16
MC maladie de Crohn. ix, xi, 3, 6-12, 18-20, 22, 27-31, 52, 53, 55, 62, 65, 67, 68, 74-80
MICI Maladies Inflammatoires Chroniques de 'Intestin. 3, 6, 7, 11, 19, 27, 52
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PAMP pathogen associated molecular pattern. 14
PCR Polymerase Chain Reaction. 55
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Th17 cellule T helper-17. 17, 20
Th2 cellules T helper-2. 17, 20
TLR Toll-like receptors. 14

Treg cellules régulatrices T. 17, 20

WES Whole Exome Sequencing. xi, 55, 62, 67, 68
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Annexe C

Glossaire

Syndrome d’Angelman Le syndrome d’Angelman est un trouble grave du développe-

ment neurologique dont I'origine est génétique. 68
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Le géne NOD2, impliqué dans les réponses immunitaires innées contre le peptidoglycane bactérien,
est étroitement associé a la maladie de Crohn (MC) avec des Odd Ratio (OR) allant de 3 a 36 selon le
génotype et a été initialement identifié par des analyses de liaisons génétiques. Les données des
familles multiplexes (familles définies par la présence de trois ou plus de trois apparentés au premier
degré atteints de MC) issues du registre EPIMAD ont été analysées. Il a été précédemment rapporté
gue dans les 22 familles multiplexes EPIMAD génotypées pour les 3 mutations majeures du gene NOD2
une fréquence élevée de ces mutations du gene NOD2 : R702W, G908R et L1007fs, pouvait expliquer
la fréquence élevée de MC dans ces familles. Cependant, quelques familles multiplexes EPIMAD ne
présentaient aucune de ces mutations R702W, G908R et L1007fs. Afin d’identifier de nouvelles
variations génétiques ayant un effet majeur dans la MC, un protocole de Whole Exome Séquencing
(WES) a été effectué sur I'une de ces familles multiplexes EPIMAD (F49M) présentant quatre sujets
atteints de MC sur deux générations. Une variation rare du gene NOD2, N1010K, s’est avérée présente
chez tous les patients atteints et absente chez tous les sujets controles intrafamiliaux. L'évaluation in
silico et la modélisation 3D ont mis en évidence un effet délétére hautement probable de la mutation
de N1010K suggérant donc fortement qu'elle pourrait étre un nouveau facteur de risque majeur
impliqué dans la susceptibilité génétique a la maladie de Crohn. Elle pourrait expliquer I'agrégation
familiale de la MC dans la famille analysée. La présence d’'une maladie plus sévere chez les patients
hétérozygotes composites N1010K/L1007fs plaide en faveur de I'effet délétére de la mutation
N1010K. En plus de la caractérisation d'une nouvelle mutation rare du gene NOD2, 2 autres variants
potentiels ont été identifiés : les mutations D359H et G33V respectivement des génes BPIFB2 et
DEFB132. Les protéines codées par ces genes sont impliquées dans les mémes voies de signalisation :
la voie de signalisation des défensines ainsi que dans celle du systéme immunitaire inné. L'évaluation
in silico des effets de ces mutations a mis en évidence un effet délétére hautement probable pour
D359H et G33V des génes BPIFB2 et DEFB132. Ainsi, on peut supposer que bien que les deux mutations
D359H du géne BPIFB2 et G33V du gene DEFB132, soient localisés sur deux génes différents impliquées
dans les mémes voies de signalisation, elles pourraient agir ensemble et conduire a un effet
dysfonctionnel cumulatif impliqué également dans I'agrégation familiale de la MC dans la famille
FA9M. Ainsi, Pour la famille FA9M, l'agrégation familiale pourrait reposer sur l'accumulation de
plusieurs mutations a effet délétere (N1010K, D359H et G33V).

The NOD2 gene, involved in innate immune responses, has been found to be highly associated with
Crohn’s Disease (CD). EPIMAD multiplex families with three or more CD-affected members were
previously reported to be related to a high frequency of NOD2 gene mutations: R702W, G908R, and
L1007fs. However, some rare EPIMAD CD multiplex families were described without any of the
common NOD2 linked-to-disease mutations. In order to identify new genetic variation(s) with a major
effect in CD, whole exome sequencing was performed on available subjects in a multiplex family
(FA9M), without known common NOD2 mutations and comprising four patients affected with Crohn’s
disease and three unaffected related subjects on two generations . A rare and, not yet, reported
missense mutation of the NOD2 gene, N1010K, was detected and co-segregated across affected
patients (present in all members affected with CD and absent in all unaffected familial control
subjects). In silico evaluation of the deleterious effect of the mutation and 3D modelling highlighted
evidences for an adverse effect of the N1010K mutation with regard to the function of the NOD2
protein and the genetic risk of CD. Moreover, N1010K and L1007fs as a compound heterozygous state
in two, more severe CD family members strongly suggests that N1010K could be a new risk factor
involved in Crohn’s disease genetic susceptibility. In addition to the characterization of a new rare
mutation of the NOD2 gene, 2 other potential variants have been identified: the D359H and G33V
mutations, respectively, in the BPIFB2 and DEFB132 genes. The proteins encoded by these genes are
involved in the same pathways: the pathway of defensins and the pathway of the innate immune
system. In silico evaluation of the deleterious effect of mutations revealed a potential deleterious
effect of D359H and G33V mutations. Thus, we could hypothesize that although the two mutations
D359H and G33V are located on two different genes but involved in the same signaling pathways, they
could act together and determine a cumulative dysfunctional effect also involved as determinants of
the familial aggregation of Crohn's disease in family F49M. Thus, for the F49M family, familial
aggregation could be based on the accumulation of several deleterious mutations (N1010K, D359H
and G33V).
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