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Introduction

Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI) sont un groupe d’affections
idiopathiques. Ces maladies représentent un véritable probleme de santé publique compte tenu de
leur fréquence (3 millions en Europe et 200.000 en France) (1,2), leur colit de prise en charge
(3,4), leur pronostic a court et a long terme (5,6), leur retentissement sur la qualité de vie, et du
handicap fonctionnel qu’elles engendrent (7). Le terme de maladie inflammatoire chronique
intestinale regroupe trois entités différentes: la MC, la RCH et les colites indéterminées. Ces
entités présentent des phénotypes clinico-pathologiques similaires mais différent sur leurs
caractéristiques histologiques et leur localisation sur le tractus digestif. La MC se distingue de la
RCH par sa localisation iléale, par son atteinte périnéale, par ses fistules, par les granulomes a
I’histologie et par I’atteinte de toute la paroi intestinale alors que celle-ci reste muqueuse dans la

RCH.

Malgré une présentation clinique différente, la MC et la RCH partagent une pathogénese
complexe qui reste partiellement connue a ce jour, multifactorielle, associant des facteurs
génétiques de prédisposition a des facteurs environnementaux, a une modification de la flore
bactérienne digestive et a une altération de la perméabilité intestinale, qui contribuent a

I’apparition des 1ésions intestinales.

Il n’existe actuellement pas de traitement médical curatif de la MC. Les traitements médicaux
permettent un controle a plus ou moins long terme de la maladie, mais le risque de devoir recourir

a la chirurgie reste important. Celui-ci est évalué a 40-55% apres 10 ans d’évolution de la maladie

(8).

En ce qui concerne I’histoire naturelle post-opératoire de la MC, celle-ci est d’abord marquée par

un risque important de survenue de complications intra-abdominales infectieuses post-opératoires
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(CIIP) qui exposent au risque de reprise chirurgicale et de confection de stomies temporaires ou
définitives (9). Il est donc important de connaitre les facteurs de risque de CIIP afin de définir une
prise en charge personnalisée de chaque patient dans le but d’améliorer sa qualité de vie. Des
facteurs de risque cliniques tels que le tabagisme actif, la dénutrition, la prise de corticoides, la
découverte d’une fistule ou d’un abcés en per-opératoire ont été décrits comme augmentant le
risque de CIIP, faisant passer ce risque de 5% si aucun facteur n’était présent a 50% si ces 4
facteurs étaient présents (10). Ces facteurs sont actuellement pris en compte pour décider d’un
rétablissement de la continuité digestive immédiat ou non. En ce qui concerne 1’influence du
traitement pré-opératoire sur la survenue de CIIP, une méta-analyse a montré que 1’utilisation
d’anti-TNF alpha pendant la période pré-opératoire augmentait significativement le risque de
survenue de complications post-opératoires globales (OR: 1.45; 95% CI. 1.03-2.05) (11).
Cependant, en raison des limites propres a ce type d’étude, les données de cette méta-analyse
nécessitaient d’étre confirmées par une étude en population de grande échelle ne s’intéressant
qu’aux CIIP. La premiere partie de notre travail a donc consisté a réaliser une étude de I’influence
du traitement immunosuppresseur sur le risque de survenue des CIIP sur une population
interrégionale francaise de patients atteints d’'une MC et ayant bénéficié d’une résection iléo-

colique.

D’autre part, ’histoire naturelle post-opératoire de la MC est marquée par la récidive post-
opératoire (RPO). En effet, la chirurgie ne permet pas de traiter de maniere curative la MC, la
récidive est la regle. Les manifestations cliniques de la RPO sont tres variables. On différencie 3

types de récidives (12—14):

e les récidives cliniques dont le taux est de 18 a 30% apres 1 an et de 50 a 60% apres 5 ans
(13).
e les récidives endoscopiques dont le taux est de 45% a 80% a 12 mois et de 80% a 100% a

3 ans de la chirurgie (13).
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e les récidives chirurgicales dont le risque est évalué a 25 a 30% a 10 ans apres la premicre

chirurgie (15,16)

11 est donc essentiel de comprendre la pathogénie de la MC afin d’identifier des facteurs prédictifs
de la RPO, ce qui permettrait d’élaborer des prises en charge personnalisées pour chaque patient et

non des prises en charge standardisées.

L’étude des facteurs génétiques influengant I’histoire naturelle de la MC est en plein
développement. Des études d’association pangénomiques (GWAS) ont permis d’identifier de
nombreux genes associés a la RCH, a la MC, et aux MICI en général. De nombreuses équipes se
sont attachées a 1’étude de la corrélation génotype/phénotype selon le polymorphisme génétique
des patients. Le premier gene de susceptibilité identifi€ est le nucleotide oligomerization domain 2
(NOD?2), mis en évidence en 2001 par 2 équipes indépendantes (17,18). Il marque une étape clef
dans la compréhension de la MC en proposant un agent étiologique et une voie originale
d’activation de I’inflammation. Mais, la valeur diagnostique et pronostique du génotypage
NOD2/CARDI5 ne permet pas a I’heure actuelle de I’inclure dans les outils diagnostiques et

thérapeutiques en pratique courante.

Le génotypage des patients atteints de la MC pourrait étre utile a 1’¢laboration de la stratégie
thérapeutique et notamment chirurgicale et permettrait de personnaliser la prise en charge de

chaque patient, mais il n’est pas a I’heure actuelle utilisable en soins courants.

Ainsi, ’autre partie de ce travail de theése repose sur ’hypothese que le polymorphisme génétique
pourrait expliquer une partie des différences interindividuelles observées dans I’histoire naturelle
post-opératoire des patients porteurs d’'une MC. Nous avons donc réalis¢ 2 études d’association
génétique étudiant I’influence du polymorphisme génétique sur le risque de récidive chirurgicale

et sur le risque de CIIP chez les patients ayant eu une résection digestive pour MC.

14



La maladie de Crohn

Epidémiologie

Actuellement, 1’incidence de la MC est la plus forte en Amérique du Nord (20,2 nouveaux cas par
an pour 100000 habitants), alors que 1’incidence de la RCH est la plus forte en Europe (24,3
nouveaux cas par an pour 100000 habitants). On note une émergence des MICI dans les pays en
cours d’industrialisation tels que le Chine, 1’Inde, la Corée du Sud, I’Afrique du Nord (19,20). La
France présente une incidence plus élevée de MC que la plupart des pays d’Europe (8,2 nouveaux

cas par an pour 100 000 habitants) (Figure 1).

B e

" INTERMEDIAIRE

Figure 1 - Prévalence des MICI dans le monde (Source ONU)
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Il existe un gradient Nord-Sud avec une incidence plus élevée dans le tiers Nord de la France
(Figure 2). Dans le Nord-Ouest de la France, I’incidence de la maladie a augmenté de 30% entre
1987 a 2008, passant de 5,3 a 7,6 cas pour 100 000 habitants, avec un pic particulierement marqué
pour la tranche d’age 10-19 ans (augmentation de 100%, passant de 6,5 a 12,9 pour 100 000
habitants) (21). L’augmentation de I’incidence de la MC est sans doute liée au mode de vie, mais
aussi a des facteurs environnementaux émergents depuis une cinquantaine d’années. La
prévalence de la MC montre une discrete prépondérance chez la femme avec un «sex ratio»

homme/femme de 0,7 4 0,8 (8).

Risque relatif en France

)
L\“A/i é;"’ " d'avoir une maladie de Crohn
~

Figure 2 - Gradient nord/sud de la maladie de Crohn en France (Source EPIMAD)(21)
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Les manifestations cliniques de la maladie de Crohn

Les symptomes sont principalement digestifs. Dans sa forme classique, le début de la MC est lent
et insidieux associant des épisodes de diarrhée épisodique avec des douleurs abdominales pendant

plusieurs mois voire années. Les signes cliniques varient selon la localisation des 1ésions.

La MC se manifeste également par des signes extra-digestifs dans 20 a 40% des cas. Il s’agit de
manifestations articulaires (16 a 33% des cas), de signes cutanéo-muqueux (3 a 12 % des cas), des

troubles hépatiques (stéatose, cholangite sclérosante primitive...).

Les complications de la maladie de Crohn (9)

Les complications intestinales

Le risque de survenue d’une complication augmente avec la durée d’évolution de la maladie. Dans
une étude de population, Thia et al. décrit un taux de complications intestinales de 19% dans les

90 premiers jours apres le diagnostic et de 50% apres 20 ans d’évolution (Figure 3) (22).

08~

06—

0.4
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Cumulative Probability of Complications

oo

H l ! T ¥ i
0 5 10 15 20 25 ac

Years from Crohn’s diagnosis

Figure 3 Probabilité cumulée de complications intestinales pénétrantes ou sténosantes a
partir de la date du diagnostic (données issues de 306 patients du Comté de Olmsted
diagnostiqués entre 1970 et 2004) (22).
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Les sténoses intestinales sont fréquentes et peuvent étre a I’origine d’une occlusion intestinale.
Quand elles sont inflammatoires, elles peuvent s’améliorer sous traitement médical. Si la 1ésion est
cicatricielle, symptomatique et courte, 1’obstacle peut &tre traité par dilatation endoscopique. En
cas de sténose longue ou entrainant une dilatation de D’intestin d’amont, le traitement est

chirurgical (résection ou stricturoplasties).

Les fistules dans le cadre de la MC peuvent étre entéro-entériques (Figure 4), entéro-coliques,
entéro-vésicales, entéro-cutanées, entéro-vaginales et/ou ano-périnéales. Elles peuvent étre traitées
par traitement médical (antibiothérapie, anti-TNF alpha), mais lorsqu’elles sont tres
symptomatiques et alterent la qualité de vie du patient, elles nécessitent une prise en charge

chirurgicale.

Figure 4 — Résection iléo-caecale pour bloc fistuleux iléo-iléal (Données personnelles)

Le risque de voir apparaitre une fistule intestinale est plus ¢élevé en cas d’atteinte iléale qu’en cas
d’atteinte colique isolée, comme 1’a décrit Thia et al (22). Schwartz et al., en 2002, a décrit dans

une étude de cohorte avec un suivi de 23 ans ’apparition d’une fistule chez 35% des patients
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(fistule entéro-entérale (24%), entéro-cutanée (6%), entéro-vésicale (3%)) (Figures 5 et 6). Dans
pres de 90% des cas, elles sont la complication d’une sténose (23). Dans les centres référents, le

risque de fistule ano-périnéale est de 14 a 26% en fonction de la durée du suivi (23,24).

100 -

— Any fistula
80 - — = Perianal fistula

Cumulative incidence of
fistula (%)

No. observed 169 107 66 ¥ | 18

Time from diagnosis (yr)

Figure 5 - Incidence cumulée des fistules intestinales et des fistules ano-périnéales dans une
population de 176 patients suivis pendant 23 ans (23).

Other

13%

Recto-vaginal

Perianal
54%

Entero-enteric

Figure 6 - Répartition de la fréquence des fistules selon leur type (ano-périnéale, entéro-
entérique, recto-vaginale et autre) (23).
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Les colites infectieuses sont également une complication fréquente de la MC avec, au premier

rang, celles a Clostridium Difficile.

Le risque d’adénocarcinome de I’intestin gréle est considéré comme plus €levé chez les patients
atteints de MC avec un risque relatif (RR) de 21,1-27,1 comparé a la population générale (25-27).
Cependant, le risque réel reste faible, du fait de la rareté de ces cancers qui représentent moins de
5% des cancers digestifs. Chez un patient atteint d’'une MC pancolique, le risque de cancer du
coOlon est le méme que celui d’un patient avec une RCH et il augmente avec la durée de la maladie

(25-27).

Les complications extra-intestinales

Elles peuvent étre directement liées a la maladie : atteintes articulaires (spondylarthropathies,
arthrites périphériques...), oculaires (épisclérite, iridocyclite, uvéite), cutanées (érythéme noueux,

Pyoderma gangrenosum ...), aphtes, cholangite sclérosante primitive, lithiase biliaire, anémie.

Parmi les complications non directement liées a la maladie, on retrouve I’ostéoporose et les

infections opportunistes qui sont dues aux traitements par corticothérapie prolongée.

Mortalité

La mortalité globale est plus élevée chez les patients atteints de MC que dans la population
générale avec un Odds ratio (OR) entre 1,52 et 5. Méme si une partie de cette surmortalité est due
aux maladies associées a la consommation de tabac, 25 a 50% de la surmortalité est li€e aux
complications de la MC (dénutrition, complications post-opératoires, cancers digestifs) (28,29).
Du fait des progres dans la prise en charge des patients, cette mortalité a nettement diminué ces 30

dernieres années (8). Ces données font cependant de la MC un probleme de santé publique.
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Physiopathologie de la maladie de Crohn

La MC peut atteindre tous les segments du tube digestif, de la bouche a I’anus, de fagon chronique

avec des phases d’activité¢ alternant avec des phases de rémission. L’atteinte iléale est la plus

fréquente puisqu’elle concerne 70% des patients.

La classification de Montréal distingue 3 phénotypes de la MC selon les caractéristiques initiales

de la maladie: le phénotype inflammatoire, le phénotype sténosant et le phénotype perforant

(Tableau 1) (30). Ces 3 phénotypes peuvent se compliquer au cours du temps sous forme de

sténose ou de fistule.

Age de diagnostic

Al :

A2 :

A3:

< 16 ans
17 < age <40 ans

> 40 ans

Localisation

L1

L2:

L3

L4:

: iléale

colique

: iléo-colique

en amont du tiers distal de 1’iléon

Intensité

Bl

B2:

B3

: non fistulisante, non sténosante

sténosante

: fistulisante

P : atteinte périnéale

Tableau 1 Classification de Montréal (30). (L4 peut étre associé a L1, L2 ou L3, P peut étre

associée a B1, B2 et B3).
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Méme si la physiopathologie de la MC reste mal connue a I’heure actuelle, on connait son

caractere multifactoriel (Figure 7). En effet, il est certain qu’elle dépend de nombreux facteurs

intriqués tels qu’une prédisposition génétique, une perturbation de la flore intestinale et des

facteurs immunitaires et environnementaux (31). L’hypothése communément admise est une

dérégulation de la réponse immunitaire muqueuse dirigée contre des éléments de la flore

intestinale, survenant chez des patients génétiquement prédisposés, et présentant une dérégulation

de la barriere intestinale.

Genetic susceptibility

4 A .
/ | \
A ,Z}';‘, IL23R, IL12B, JAK2, STAT3, CCR6
Z i NOD2, TLR4, CARDS, IRF5
XBP1 ECM1 ATG16L1, IRGM, LRRK2
NOD2 LN TNFSF15, TNFRSF6B
ATG16L1 SLC22A5 TNFAIP3, PTPN2/22
DMBT1 NLRP3, IL18RAP
/ PTGER4 ICOSL, ARPC2, STAT?\,\:LW
/ \ N
J/ 19G, IgA, N\
/ ROS, HSPs, AN
¥ Defensins, = TNF-a, IL-13, N
1gG, IgA growth factors
Microbial flora :ﬁ > dy
PRR signals, ’
= o
etabolit = TSLP, RA, Y
\ Metenotiies IL-8/10/25/33, /
\_ MHC I/1I,CD1d //
\ y
\\ A /
\\ Enteropathogens /
\\ Antibiotics /
\\ Diet, hygiene © NSAIDs, smoking
Stress /
Diet, hyg|ene/
N ¥

Environmental factors

Figure 7 - La maladie de Crohn est une pathologie multifactorielle (31).
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Les facteurs environnementaux

On ne connait pas les facteurs de risque environnementaux ayant un rdle étiologique dans les
MICI, on sait seulement que la MC est plus fréquente dans les pays développés et plus rare dans
les pays en voie de développement. Les disparités d’incidence observées sont expliquées par
I’adoption du mode de vie occidental moderne. De nombreux facteurs peuvent intervenir que ce

soit le stress, 1’alimentation, la pollution.

La consommation de tabac et 1’appendicectomie sont les seuls facteurs environnementaux
reconnus comme favorisant 1’apparition de la MC. La consommation de tabac a un effet délétere
bien établi sur 1’évolution de la MC pré- et post-chirurgicale (32). Le tabagisme actif multiplie par
2 le risque de MC, et chez les patients atteints d’une MC, il est associé avec une augmentation de
I’agressivité de la maladie, avec un recours a la chirurgie plus fréquent et plus précoce et un risque
de récidive et de nécessité de nouvelle chirurgie plus important (33-36). Le mécanisme de I’effet
du tabac, et en particulier son influence contraire sur la MC et la RCH reste mal compris mais est
probablement dii en partie aux effets des composants de la fumée de cigarette sur la réponse au
stress oxydatif (37). De plus, I’arrét de la consommation de tabac est bénéfique pour les patients.
On note également une augmentation du risque de développer la MC apres appendicectomie. Ce
risque est variable en fonction du sexe et de I’age du patient au moment de 1’appendicectomie

ainsi que des complications liées a celle-ci (38,39).

Il a été suggéré qu’un niveau d’hygiene €élevé dans I’enfance entrainait une réduction d’exposition
aux micro-organismes intestinaux qui serait source d’une dérégulation du systéeme immunitaire et
favoriserait la survenue d’une MC et pourrait expliquer 1’augmentation d’incidence depuis

quelques décennies (40).

L’alimentation semble également jouer un role comme le suggere la localisation intestinale de la

MC : un déséquilibre dans la consommation de 1égumes, fruits et acides gras a été évoqué comme
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facteurs de risque d’apparition de la MC, cependant les études épidémiologiques des habitudes

alimentaires sont tres difficiles a mener et les résultats souvent contradictoires (41,42).
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Les facteurs immunitaires

Le systtme immunitaire inné représente une défense non spécifique contre les pathogenes.
L’implication de celui-ci au cours de la MC a été soulignée par 1’identification de NOD2 et Toll
Like Receptor (TLR) comme des genes de susceptibilité de la MC (43-45). Jusqu’a présent, plus
de 11 TLRs, 23 NODs, quelques “’C-type lectin-like molecules’” et ‘’beta-glucan receptors’” ont
été identifiés. Il a été montré que NOD2 régule I’expression de certains peptides antimicrobiens
comme les défensines dont I’expression est diminuée au cours de la MC, ce qui contribuerait au

défaut d’élimination des microbes (46).

Ces anomalies du systeme immunitaire inné sont associées a une rupture de tolérance et donc a
une inflammation intestinale qui entralnera une activation excessive du systeme adaptatif qui va
étre responsable des lésions intestinales. Cette réponse immunitaire spécifique est médiée par
différents types cellulaires résidant dans la paroi intestinale ou recrutés lors du développement
d’une inflammation : les lymphocytes B muqueux produisant des immunoglobulines G et A,
différentes sous-populations de lymphocytes T de phénotype Thl, Th2 ou Thl7, et les
lymphocytes T/B régulateurs (47). Classiquement, la MC est considérée comme étant de
phénotype Thl, et la RCH comme étant de phénotype Th2. Récemment, des études suggerent un
chevauchement plus complexe et plus significatif entre RCH et MC. Une nouvelle lignée de
lymphocytes T CD4 au phénotype Th17 a été mise en évidence et impliquée dans la pathogénie
des MICI. Le développement du phénotype Th17 est favorisé par IL23 et est inhibé par des
cytokines favorisant les phénotypes Thl et Th2 (48). Enfin, d’autres types cellulaires que sont les
lymphocytes T régulateurs produisant IL-10 et/ou le “’transforming growth factor-beta’” (TGF-

beta) sont également nécessaires au maintien d’une homéostasie intestinale chez I’homme.

Dans une méta-analyse des GWAS sur des cohortes européennes et nord-américaines, il a été

montré une association de plus de 30 régions génomiques avec la MC (49). Sur les trente régions,
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quatre (IL23R, IL12B, STAT3 et JAK?2) ont un rdle dans la signalisation IL-23R. L’IL23 régule
I’expression de I’IL.17. L’IL17 stimule la sécrétion de plusieurs médiateurs pro-inflammatoires par
des fibroblastes, les cellules endothéliales, les macrophages et les cellules épithéliales et la
production locale de IL17 va aboutir a I’activation des cellules inflammatoires. L’IL 23 peut

contribuer & maintenir une inflammation chronique pathologique (50).
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Les facteurs génétiques

Des études épidémiologiques, portant sur des jumeaux et sur I’observation de formes familiales de
MC soulignent I’'implication de facteurs génétiques dans la pathogénie de celle-ci (51-54). Les
¢tudes d’association pangénomique (GWAS) ont permis d’identifier a ce jour plus de 160 genes
décrits comme étant impliqués dans la prédisposition génétique aux MICI, pour la plupart
retrouvés a la fois dans la population atteinte d’'une MC et dans celle atteinte d’'une RCH (55,56).
Cette liste n’est pas exhaustive et de nouveaux genes de susceptibilité sont mis en évidence

régulierement (Tableau 2).

Chr Position (hgl9 (Mb)) SNP Key Genes (+N additional in locus)

Crohn’s Disease

1 me suwies ®
1 1143 rs6679677 PTPN22//(8)
1 172.85 rs9286879 FASLG,TNFSF18,(0)
2 27.63 rs1728918 UCN,(23)
2 e slsent ®
2 231.09 rs6716753 SP140,(5)
2 234.15 rs12994997 ATGI6L1, 8)
(6)
1)
IL6ST,IL31RA,(1)
5 72.54 s7702331 @
5 173.34 1517695092 CPEB4,(2)
6 31.27 rs9264942 22
2)
6 159.49 rs212388 TAGAP,(5)

(2)
CREBS JAZF1,(1)

RIPK2,(4)
8 129.56 rs6651252 0
13 44.45 rs3764147 LACCL(3)
T ————
16 50.66 ™" 520668475 ~Nop2/, (6)
19 112 152024092 GPX4,HMHAL,(20)

19 49.2 rs516246

&)
FUT2, (25)
IFNGR2,IFNARI, (10)

Tableau 2 Exemples de genes de susceptibilité a la MC (55)
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NOD2/CARDI15 et la maladie de Crohn

En 2001, deux équipes ont découvert le premier gene de prédisposition a la MC, baptisé
Nucleotide-binding Oligomerization Domain containing 2 (NOD2) puis renommé Caspase
activation recruitment domains 15 (CARD15) (17,18). NOD2 code pour un récepteur de produits
de dégradation ou de renouvellement de la paroi bactérienne. Un patient sur deux atteints de la
MC présente au moins une mutation du géne NOD?2 en faisant un gene majeur de prédisposition

de cette maladie.

Il existe 3 polymorphismes principaux de NOD2 ayant été associés a la MC : Gly908Arg,
Arg702Trp et mutation Leul007fsinsC (17). Les mutations de NOD?2 sont bien identifiées et elles
restent, a ce jour, les facteurs de risque génétiques les plus spécifiques de la MC, cependant elles

ne suffisent pas pour induire la maladie.

La protéine NOD?2 est un récepteur intracellulaire pour un composé de la paroi bactérienne, le
muramyl-dipeptide, et est exprimé par les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules de
Paneth (43,44). NOD2/CARDI5 est impliqué dans 1’identification d’un produit bactérien, le
peptidoglycan- derived muramyl dipeptide (MDP). L'activation de NOD2 par le MDP met en jeu
les voies du facteur nucléaire-kB (NF-xB) et des mitogenactivated-proteins-kinases (MAPKSs)

(57).

Dans les cellules mononuclées humaines primaires, chacun des trois principaux variants de NOD2

est associé a une diminution de l'activation de NF-xB en réponse a la stimulation MDP (58).

Les mécanismes qui sous-tendent la relation entre NOD2 et la MC restent mal connus. Une
diminution significative de 1’expression des alpha-défensines a été observée chez les patients
atteints de la MC qui sont porteurs d’un variant de NOD2 (46,59). La diminution de la clairance

microbienne des muqueuses résultant d'une diminution de l'expression des défensines pourrait
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provoquer des changements dans la flore intraluminale et induire une vulnérabilité tout au long de
la barriere épithéliale a l'infection par des agents pathogenes tels que E. coli adhérent-invasif et
Mycobacterium paratuberculosis (60). Les mutations de NOD2/CARD15 n’expliqueraient que
20% de la prédisposition génétique a la MC et d’autres genes sont donc impliqués dans cette

prédisposition.

Les autres genes candidats associés au développement de la maladie de Crohn

Au fur et a mesure, les analyses de liaisons génétiques (sur des familles atteintes de MC) n’ont
plus suffit pour identifier de genes de prédisposition aux maladies complexes comme la MC.
Contrairement aux études de liaison, les études d’association permettent de mettre en évidence des
genes de prédisposition a 1’aide de cohortes de patients sans nécessité de paires de fréres et sceurs

atteints. Cela permet I’é¢tude de cohortes de plusieurs milliers d’individus.

Ces dernicres années, ces études d’association sur génome entier (GWAS) ont permis d’identifier

d’autres geénes candidats au développement de la MC.

Dans le géne ATGI6LI, un single nucleotide polymorphisms (SNP) (Ala281Thr) est tres
significativement associé a la MC (61). ATGI6LI est membre d'une famille de genes impliqués
dans l'autophagie. Une mutation d’ATG16L1 aurait pour conséquence la réduction de la clairance
des agents pathogenes. Il a été rapporté que l'expression de ATGI6L1 par les cellules épithéliales
intestinales est essentielle a l'efficacité de l'autophagie de S. typhimurium (62). Une observation
intéressante a été€ celle de 'association de variants génétiques dans le gene IRGM avec la MC (63).
Des expériences de knockdown de /RGM ont permis de montrer son role dans l'autophagie, et le
controle de la charge en mycobactéries intracellulaires (64). Une étude récente a montré
lI'induction de l'autophagie par un mutant leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK?2), qui est fortement
associé a la MC et aux génes d’autophagie ATGI6LI et IRGM2-5 (65). Dans l'ensemble, les

associations de SNPs dans NOD2, ATG16LI, IRGM et LRRK2 avec la MC indiquent que les
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modifications du devenir intracellulaire des bactéries constituent un élément central de la

pathogenese de la MC.

Plus récemment un nouveau géne /L23R associé aux MICI a été mis en évidence en analysant plus
de 300 000 polymorphismes génétiques dans une population d’Amérique du Nord (66). Le geéne
codant pour IL23R, le récepteur de I'[L-23, a été identifié comme étant associé a un moindre
risque de MC et de RCH. IL-23 est composé des sous-unités p19 (IL23A, chromosome 12q13) et
p40 (IL12B, chromosome 5q33). Le blocage par des anticorps spécifiques de p40 inhibe les voies
de signalisation liées a IL-23 et IL-12, alors que des anticorps spécifiques de pl9 inhibent
seulement les voies liées a 1'L-23. Suite a l'engagement de I'lL-23R par IL-23, Janus kinase 2
(JAK2) est activé, ce qui conduit a I’autophosphorylation de JAK2 et la phosphorylation de 1'/L-
23R. Cela se traduit par I’homodimérisation et la translocation nucléaire de STAT3. STAT3 joue un

role central dans la différenciation des cellules Th17 (67).

A I’heure actuelle, la connaissance de ces variations génétiques ne permet pas d’élaborer des outils
de dépistage des sujets a risque, et ne sont donc pas actuellement utilisées dans la prise en charge
de la MC en pratique courante car elles ne sont que faiblement associées a des présentations

cliniques spécifiques ou a la prédiction de réponses aux traitements.

Par contre, la connaissance de ces variations génétiques permet d’expliquer certains mécanismes
physiopathologiques de I’histoire naturelle de la MC, ce qui pourrait permettre de personnaliser la
prise en charge thérapeutique des patients. Par exemple, les mémes variations du gene NOD?2 ont
été retrouvées comme associées a la fois a la MC, a la surinfection du liquide d’ascite chez le
cirrhotique et a la surmortalité liée au choc septique chez des patients hospitalisés en unité de
soins intensifs (68,69). Le mécanisme commun a ces situations serait un exces de perméabilité

intestinale en cas de déficit de NOD?2.
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Le traitement chirurgical de la maladie de Crohn

Malgré le développement et I’amélioration des stratégies de prise en charge médicale de la MC, la
chirurgie reste souvent une étape essentielle dans le traitement de la MC. En effet, a I’heure
actuelle, elle reste nécessaire chez environ 50% des patients aprés 10 ans d’évolution de la
maladie (70). Une cohorte danoise a cependant montré un taux de résection intestinale dans
I’année suivant le diagnostic de MC significativement inférieur par rapport aux cohortes plus
anciennes, passant de 35 a 12 % (p < 0,001) (26). Cette évolution pouvant étre probablement

rapportée a I’utilisation des anti-TNF alpha.

La chirurgie dans la MC n’est pas un traitement curatif a I’heure actuelle. La RPO est souvent la
regle, faisant modifier les pratiques chirurgicales ces dernieres années. Une étude de cohorte de
1978 a 2003 a mis en évidence un taux d’environ 5 % de patients nécessitant une intervention
chirurgicale par an, qui reste stable au cours de la période étudiée. L’objectif de la chirurgie est de
traiter les 1ésions macroscopiques tout en réalisant une épargne digestive maximale puisque le

risque de chirurgies itératives est important.
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Les principes de la chirurgie dans la maladie de Crohn

Le traitement chirurgical doit étre considéré comme un complément du traitement médical
permettant d’obtenir une période sans symptomes et/ou de traiter les complications, et non de
traiter la totalité des 1ésions microscopiques. L’objectif du traitement chirurgical doit étre avant
tout ’amélioration de la qualité de vie des patients en évitant au maximum les complications
fonctionnelles (incontinence, fréquence des selles), les complications nutritionnelles (syndrome du

gréle court) et les conséquences sur le schéma corporel (stomies définitives).

La chirurgie ne sera donc proposée qu’en cas d’échec d’un traitement médical optimisé€ ou en cas
de complications (71). Cette décision doit €tre prise en réunion de concertation pluridisciplinaire
MICI ou sont réunis chirurgiens colorectaux, hépato-gastro-entérologues, radiologues et
nutritionnistes. Cela expose cependant les patients qui seront finalement opérés a un risque plus
élevé de complications post-opératoires puisqu’il s’agit de patients présentant une forme sévere et

compliquée de la MC (71).

En cas de localisation sur I’intestin gréle

Le risque principal a long terme en cas de chirurgie itérative est le syndrome du gréle court. De ce
fait, les résections doivent étre le plus limité possible, limitées aux zones de 1ésions
macroscopiques. Il a ét¢ démontré que [’atteinte microscopique de la marge de résection
n’augmentait pas le risque de récidive anastomotique, ne faisant pas recommander les exéreses

larges (72).

En cas de forme sténosante limitée sans signe d’activité¢ inflammatoire mais symptomatique, la
chirurgie est le traitement recommandé (73). Dans ce cas, I’intervention la plus souvent réalisée

est la résection iléo-caecale par voie laparoscopique.
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En cas d’atteintes étagées et/ou diffuses, il se discute soit la réalisation de résections multiples, soit
la réalisation de stricturoplasties. Les résections étendues emportant touts les sténoses ne sont pas
recommandées car elles exposent au risque de syndrome du gréle court. En 2007, Yamamoto et al.
a réalis€ une méta-analyse qui confirme la faisabilité et 1’efficacité¢ des stricturoplasties dans la

prise en charge des sténoses étagées ou longues (74).

Les formes pénétrantes avec fistule entéro-cutanée peuvent €tre traitées soit de facon médicale
(traitement par anti-TNF alpha), soit de fagon chirurgicale (75).

En cas de forme pénétrante compliquée d’un abces, il est recommandé de réaliser dans un premier
temps un drainage radiologique ou chirurgical associée a une antibiothérapie adaptée. Une
chirurgie d’exérese est a réaliser «a froid » environ 6 semaines plus tard. Cela permet

d’augmenter les possibilités de rétablissement immédiat de la continuité digestive (71).

En cas de fistule iléo-sigmoidienne ou le bilan d’évaluation (coloscopie totale) a montré une
atteinte exclusive de I’iléon terminal, une suture simple et un drainage au contact suffisent
souvent. Il est rare qu'une colectomie segmentaire associée soit nécessaire sauf en cas d’atteinte
du sigmoide par la MC (76). En cas de fistule iléo-vésicale, une suture simple associée a un

drainage vésical trans-urétral permet dans la plupart des cas un traitement efficace (77).

En cas de localisation colique et/ou rectale

En cas de localisation colorectale de la MC, le risque a long terme est la réalisation d’une

coloproctectomie totale avec iléostomie définitive (Figure 8).
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Figure 8 Coloproctectomie totale avec iléostomie terminale définitive par voie
laparoscopique (Données personnelles)

En cas d’atteinte colique isolée sur segment, la réalisation d’une colectomie segmentaire plutot
qu’une colectomie totale avec anastomose iléo-rectale peut étre discutée. Kiran et al a montré dans
une étude prospective de 108 patients un avantage a la réalisation de colectomies segmentaires
chez les patients ne présentant pas de comorbidités (78). La méta-analyse de Tekkis, comparant
les patients ayant eu une colectomie totale avec anastomose iléo-rectale et les patients ayant eu
une colectomie segmentaire, conclut qu’il n’existe pas de différence concernant le taux de récidive
mais que cette récidive survenait plus tardivement en cas d’anastomose iléo-rectale (79).

Actuellement le consensus européen recommande la réalisation d’une colectomie segmentaire en
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cas d’atteinte touchant moins d’un tiers du cadre colique (71).

En cas d’atteinte du colon et du rectum, et en 1’absence de Iésions iléales et ano-périnéales, il peut
étre discutée au cas par cas la réalisation d’une coloproctectomie totale avec anastomose iléo-
anale. Panis et al. a publié en 1996 des résultats satisfaisants chez des patients sélectionnés et
informés des résultats fonctionnels (80). Depuis, d’autres études ont analysé les résultats
fonctionnels des anastomoses iléo-anales a long terme. Des disparités en terme de résultats sont
observés puisque selon les séries, 25 & 50% des patients conservent un réservoir a 10 ans avec une
qualité de vie comparable aux patients opérés pour une RCH ou une polypose adénomateuse
familiale (81-84). Ces différences peuvent étre expliqués par des criteres de sélection des patients
plus ou moins stricts. Cette intervention ne doit étre envisagée qu’en cas d’impossibilité de
conservation du rectum, le cas échéant, 1’anastomose iléo-rectale reste 1’intervention de choix.

La prise en charge chirurgicale des atteintes colorectales dans la maladie est impérativement une
prise en charge personnalisée pour chaque patient. Les modalités de cette prise en charge ont été

résumées par Champault et al. dans un algorithme (Figure 9) (85).

Maladie de Crohn de localisation colorectale

— T

Atteinte colique segmentaire Pancolite
Isolée Pluri-segmentaire ou Etude &tat du rectum
ATCD de pancolite (TDM opacifie,
J rectosigmoidoscopieg)
Colectomie / \
segmentaire Nolrmal ou peu malagle Microrectum
! (microrectum ou rectite
1 modérés)
II 30 & 60% & 10 ans /
1
\l 10% 3 10 ans
\  Colectomie totale et -==* Anastomoseiléo- 77"~ * Amputation
* anastomoseiléo- anale 4 abdomino-périnéale
rectale * Si pas dATCD ,* SIATCD d'atteinte du
~,  datteinte du gréle ou e Gréle ou pénnéale
“u.. Phrintale .—"'

-------

Figure 9 — Algorithme du traitement chirurgical de la maladie de Crohn de localisation
colorectale (85)
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Les complications infectieuses intra-abdominales post-opératoires

Les CIIP correspondent aux fistules anastomotiques et aux abces intra-abdominaux survenant dans

les 90 jours apres une chirurgie colorectale.

Des facteurs de risque cliniques de CIIP ont été mis en évidence et sont actuellement pris en
compte pour réaliser un rétablissement de la continuité digestive immédiat ou non. Yamamoto et
al. a décrit qu’un taux d’albumine plasmatique inférieur a 30 g/1, de la prise de corticoides en pré-
opératoire, la découverte d’une fistule ou d’un abces en per-opératoire augmentaient le risque de
CIIP, faisant passer ce risque de 5% si aucun facteur n’était présent a 50% si les 4 facteurs étaient
présents (10). Alves et al. a retrouvé une association entre le risque de CIIP et une perte de poids
supérieure a 10%, une corticothérapie supérieure a 3 mois, la présence d’abces découvert en per-
opératoire et le nombre de poussées de MC. Les patients a tres haut risque, ¢’est-a-dire présentant
au moins 3 de ces facteurs, ne semblent pas devoir bénéficier d’un rétablissement immédiat de la

continuité digestive (86).

En ce qui concerne I’influence du traitement pré-opératoire il a été décrit dans une méta-analyse
que la prise d’anti-TNF alpha augmentait significativement le risque global de complications post-
opératoires (11). En raison des limites propres a ce type d’étude, il était nécessaire de confirmer
ces résultats dans une étude en population de plus grande ampleur, raison pour laquelle nous avons
réalisé une étude sur ’influence de la prise d’un traitement immunosuppresseur sur la survenue
d’infections du site opératoire sur une population interrégionale de patients atteints d’une MC et

ayant bénéficié d’une résection iléo-colique.

Cette étude constitue la premiere étape de notre travail de these.
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Etude N°1 : L’effet du traitement immunosuppresseur sur ’infection de site opératoire

apres une résection pour maladie de Crohn

The effect of immune therapy on surgical site infection following Crohn’s Disease resection.

Thomas Serradori, Adeline Germain, ML Scherrer, C Ayav, M Perez, B Romain, JP Palot,

S Rohr, L Peyrin-Biroulet, L Bresler. BrJ Surg. 2013 Jul;100(8):1089-93.

37



Résumé

Le développement des traitements par anti-TNF alpha au début des années 90 a modifié
considérablement le traitement de la MC ayant résisté au traitement médical standard (corticoides,
immunosuppresseurs). Actuellement, deux médicaments ont des indications validées au cours des
MICI : ’infliximab et I’adalimumab. Ces médicaments sont des anticorps monoclonaux capables
de reconnaitre spécifiquement les formes solubles et transmembranaires du TNF alpha, de s’y lier
en formant des complexes stables, et ainsi d’inhiber son action. Méme s’il a ét¢ démontré que
I’utilisation des anti-TNF alpha a diminué le recours a la chirurgie, celui-ci reste fréquent (10,86).
Nous avons décrit précédemment dans notre cohorte appelée la « Nancy IBD cohort », un risque
cumulé de résection chirurgicale chez les patients atteints d’une MC de 26% apreés 5 ans
d’évolution de la maladie (87). L’histoire naturelle post-opératoire de MC est marquée par un taux
de morbidité élevé, Il a été€ clairement établi que des facteurs cliniques pré-opératoires tels que le
tabagisme actif, la dénutrition, la prise de corticoides, la présence d’un abcés augmentaient le
risque de CIIP (10,86). A I’heure actuelle, la quasi-totalité des patients nécessitant une resection
intestinale pour MC bénéficie d’un traitement par anti-TNF alpha au moment de la chirurgie. En
ce qui concerne ’influence de la prise d’anti-TNF alpha, il existe des données contradictoires dans
la littérature. Malgré cela, une méta-analyse a montré que la prise d’anti-TNF alpha était associée
a un risque global augmenté de complications post-opératoires (11). En raison des limites propres
a ce type d’étude, il semblait nécessaire de confirmer ces résultats sur une étude en population de
grande envergure, raison pour laquelle nous avons mené un premier travail sur une population de

patients atteints d’'une MC et issus de 3 centres référents de I’interrégion Est.
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Objectif

L’objectif de ce travail était d’évaluer, sur une population interrégionale, I’impact des traitements
par anti-TNF alpha sur la survenue de CIIP dans le but d’adapter les modalités de la prise en

charge chirurgicale a chaque patient en fonction de son traitement pré-opératoire.

Population et méthodes

Au cours de ce travail de theése, nous avons travaillé sur une population de patients atteints d’une
MC qui ont bénéficié¢ d’une résection iléo-caecale ou iléo-colique pour localisation de la MC dans
3 centres référents de I’interrégion Est (CHU de Nancy, CHU de Reims, CHU de Strasbourg)
entre Janvier 2000 et Décembre 2010. Il s’agit d’une étude rétrospective, multicentrique, portant
sur les données issues des dossiers médicaux de chaque patient inclus. Les données étudiées ont
également été extraites de tous les compte-rendus opératoires, compte-rendus de scanner et

dossiers paramédicaux.

Résultats

Au total, 217 patients ont été inclus sur une période de 10 ans, dont 126 femmes (58,1%). L age
médian au moment de la chirurgie était de 36,8 ans (15-78 ans), et la durée moyenne de la maladie
avant la chirurgie était de 8,6 (0-36 ans). Une CIIP est survenue chez 24 patients (11,1%). En
analyse univariée, un age inférieur a 25 ans (p=0,023), la prise de corticoides (p=0,004), la prise
d’anti-TNF alpha (p=0,043) et 1’association corticoides et anti-TNF alpha (p=0,004) étaient
associés a un risque augmenté de CIIP. En analyse multivariée, seule I’association corticoides et
anti-TNF alpha augmentait significativement le risque de CIIP (odds ratio 8,03, intervalle de
confiance a 95% 1,93-33,43; p=0,035). Ces résultats étaient en accord avec les données publiées

antérieurement.
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Conclusion

Notre série a permis d’établir que 1’utilisation combinée de corticoides et d’anti-TNF alpha avant
une chirurgie pour MC augmentait de maniere indépendante le risque de CIIP et permet ainsi de

tenir compte de ce facteur dans la décision chirurgicale.
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Résultats scientifiques

Abstract

Background: Patients with Crohn’s disease are increasingly receiving antitumour necrosis factor a
(anti-TNF-a) therapy. Whether anti-TNF-a therapy increases the risk of postoperative infectious

complications in Crohn’s disease is a matter of debate.

Methods: This was a retrospective study of three referral centres. The charts of patients who
underwent ileocaecal or ileocolonic resection for Crohn’s disease between 2000 and 2011 were
reviewed. The impact of baseline characteristics and Crohn’s disease-related medications on the
risk of post-operative intra-abdominal infectious complications was investigated by univariable

and multivariable analysis.

Results: A total of 217 patients were included in the study. Median age at the time of surgery was
36.8 (range 15-78) years. A postoperative intra-abdominal infection occurred in 24 (11.1 per cent)
of 217 patients. No deaths were reported. On univariable analysis, age less than 25 years
(p=0.023), steroid use (p=0.017), anti-TNF-a therapy (p=0.043) and anti-TNF-a treatment in
combination with steroids (p=0.004) were associated with an increased risk of postoperative intra-
abdominal infectious complications. On multivariable analysis, only anti-TNF-a therapy in
combination with steroids significantly increased this risk (odds ratio 8.03, 95 per cent confidence

interval 1.93 to 33.43; p=0.035).

Conclusion: Combined use of steroids and anti-TNF-a therapy was associated with an increased

risk of postoperative intra-abdominal infectious complications.
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Introduction

The advent of antitumour necrosis factor a (anti-TNF-a) agents changed the treatment for Crohn’s
disease, but surgery is still often required (89). In a French referral centre cohort, the cumulative
risk of major abdominal surgery in patients with Crohn’s disease was 26 per cent after 5 years
(87). Although the risk of postoperative complications associated with corticosteroids is well
established (86,88), it remains uncertain whether anti-TNF-o therapy increases this risk. In
ulcerative colitis, a recent meta-analysis demonstrated that preoperative anti-TNF-a use increased
the risk of short-term postoperative complications (90). Although data for patients with Crohn’s
disease have been conflicting, a meta-analysis found that preoperative anti-TNF-a treatment was
associated with more postoperative infectious complications (91). The aim of this study was to
evaluate the impact of Crohn’s disease-related medications on the risk of specific postoperative

morbidity.

Methods

All adult patients (aged more than 16 years) who underwent ileocaecal or ileocolonic resection for
Crohn’s disease in three French referral centres (Visceral Surgery Department and Emergency
Surgery Department of University Hospital of Nancy (centre 1), Visceral Surgery Department of
University Hospital of Strasbourg (centre 2) and Visceral Surgery Department of University of
Reims (centre 3) between January 2000 and December 2010 were included in this retrospective
study. The terms ‘Crohn disease’, ‘ileocaecal resection’, ‘ileo-colonic resection’ and ‘right
colectomy’ were used to identify eligible patients using the database of the Department of Medical
Information. Retrospective studies do not require any ethical approval in France. The charts of all
included patients with an established diagnosis of Crohn’s disease, according to Lennard-Jones
Criteria (92), were reviewed. Patients with a temporary stoma were excluded from the analysis as

the aim of the study was to evaluate the risk of postoperative intra-abdominal infectious
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complications (PIICs; abscess, anastomotic leakage and enterocutaneous fistula). The following
data were retrieved for each patient included in the analysis: demographic data, Montreal
classification (30), weight loss, smoking status, nutritional support, history of Crohn’s disease-
related surgery, urgency of surgery (emergency or elective), indication for surgery (ileal stenosis,
abscess and/or fistula) and American Society of Anesthesiologists (ASA) fitness grade.
Information regarding Crohn’s disease-related médications was collecting, including: use of
budesonideand systemic (oral and intravenous) steroids, dose of systemic steroids, use of anti-
TNF-a therapy (infliximab, adalimumab), use of immunomodulators (thiopurine, methotrexate).
Only steroid or immunomodulator use at the time of surgery was included in the analysis. For
infliximab and adalimumab, the last infusion had to be administered within 12 weeks before
surgery to be included in the analysis, based on the pharmacokinetics infliximab (93). Information
on bowel preparation with électrolyte solution before surgery, surgical antibiotic prophylaxis, and
the type of surgical approach (laparotomy and/or laparoscopic procedure) was analysed. Mean
operating time was calculated. The type of anastomosis (handsewn, stapled, end-to-end, end-to-

side or side-to-side) was noted. The duration of intra-abdominal drainage, if needed, was recorded.

Statistical analysis

Patients were divided into two groups according to the occurrence of PIICs. These groups were
first compared by univariable analysis using the x2 test for qualitative variables and Wilcoxon test
for continuous data. Variables with p <0.200 between the two groups were then included in a
multivariable logistic regression model to identify independent predictors of PIIC using a forward
variable selection method. Statistical significance was set at p <0.050. Statistical analysis was

carried out using SAS® software version 9.2 (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA).
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Results

A total of 217 patients were included over a 10-year period, including 126 women (58.1 per cent).
Some 42 patients with Crohn’s disease were excluded (Strasbourg 15, Nancy 7, Reims 20)
because the chart review indicated that the type of surgery had been misclassified. A further 41
patients with Crohn’s disease (Strasbourg 4, Nancy 21, Reims 16) had a temporary stoma and
were also excluded. The median age of included patients at the time of surgery was 36.8 (range
15-78) years and the mean(s.d.) duration of disease was 8.6(8.1) (range 0—36) years. PIICs were
recorded in 24 patients (11.1 per cent). Twelve patients had an intra-abdominal abscess, of whom
ten had radiological drainage and reoperation. Ten patients had an anastomotic leak with
peritonitis requiring reoperation and stoma. Two patients developed enterocutaneous fistula and
both required surgery. The median time to onset of first PIIC was 10 (range 2—-30) days. There
were no deaths. A comparison of the baseline characteristics of patients with PIICs and those

without is presented in Table 3.
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No PIIC FIC

(n=183) (n=24) Pi
Age (years) 0.023
= 25 28 (15.0) 9 (38)
25-45 104 (53-9) 10 (42)
= 45 60 (31-1) 5(21)
Mean(s.d.) 39.2(13.9) 32.2(11.6) 0.0225%
Sex ratio (M:F) 84109 7 0178
Active smoker a0 (47-6) (n=189) 12 (50) 0.825
ASA grade 0.8954
| 70 (37-8) 9 (41)
] 105 (56-8) 12 (55)
(1} 10 (5-4) 1(5)
Montreal 0.135
classification A
Ad 14 (7-3) 2 (8)
A2 138 (71-5) 21 (88)
Al 41 (21.2) 1(4)
Montreal 0.540
classification B
B2 133 (68-9) 18 (75)
B3 60 (31-1) 6 (25)
Montreal 0.939
classification L
L1 168 (87-0) 21 (88)
L2 1(05) 0(0)
L3 24 (12.4) 3(13)
Perianal dissase 18 (8-3) 4(17) 0261
Duration of disease 8.6(B-1) (n=192) 8.3(8.09 0-310§
(years)*
5-Aminosalicylic acid 17 (B-8) 2 (8) 0.938
Weight loss {I{g}'T 5.2(6-1) (n=166) 4.8(3.7) (n=19) 0.830%
Body mass index 22.1(3-8) (n=183) 20.7(2.7) 0.6565%
(kg/m?)*
Preop. nutritional 21 (10.9) 0 (0) 0.088
support

Values in parentheses are percentages unless indicated otherwise; *values
arc mean(s.d.). ¥In relation to healthy weight. PIIC, postoperative
intra-abdominal infectious complication; ASA, American Society of
Anesthesiologists. $y? test, except §Wilcoxon test.

Table 3 - Comparison of baseline data between groups with and without infection.
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Patients who developed PIICs were younger, but there were no differences between the two

groups regarding sex ratio, ASA grade or Montreal classification. Nor were there any differences

in indication for surgery, bowel preparation, histological findings and type of anastomosis (Table

4).

Abscess at time of
surgery
Occlusion at time
of surgery
Fistula at time of
surgery
Peritonitis at time
of surgery
Stenosis at time of
surgery
Surgery in an
emergency
setting
First ileocaecal
resection
Laparoscopic
approach
Epidural analgesia
Bowel preparation
Peroperative
antibiotics
Duration of
operation (min)*
Histological
analysis
Mo
inflammatory
lesions
Inflammatory
lesions
Type of
anastomosis
End-to-end
End-to-side
Side-to-side
Handsewn
Stapled
Peroperative
abdominal
drainage
Duration of
hospital stay
(days)”

Walues in parentheses are percentages unless indicated otherwise; *values
are mean(s.d.). PIIC, postoperative intra-abdominal infectious

No PIC (n=193)
28 (14.5)

17 (8-8)
4(21)
1(0-5)

166 (86-0)

21 (10-9)

135 (69.9)
89 (46-1)
4(2:2) (n=186)
100 (51-8)
174 (92.6) (n=188)

133-2(57-3) (n=191)

70 (38-0)

114 (620

20 (10-4)
86 (44-8)
B7 (45-1)
115 (59.6)
78 (40-4)
112 (58.0)

9.3(5-4)

PIIC (n=24)
2(8)

3 (13)
14
14
18 (79)

2(8)

16 (67)
11 (46)
0 (D)
11 (48)
20 (91) (n=22)

128-347-7) (n=23)

8 (35)

15 (65)

0(0)

9 (38)
15 (63)
12 (50)
12 (50)
16 (67)

24.0(12.7)

complication; $y? test, cxcept $Wilcoxon test.
p X p

Table 4 - Comparison of perioperative data between groups with and without infection.

P
0-409

0.556

0-520

0.078

0-373

0-702

0.741

0-979

0-487
0-580
0-783

0-469%

0.097
0-510
0107
0.368
0-368

= 0.001%
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Preoperative specific treatments are summarized in Table 5.

No PIIC (n=183) PIC (n=24) P¥
Steroids 72 (37-3) 15 (63) 0017
Steroid dose (mg)”* 234(161) (n=70) 28.0(13-1) (hr=15) 0.293%
Anti-TNF-a (B-week 26 (13-58) ¥ (29 0043
washout period)
Anti-TMF-a (12-week 33 (17-1) 8 (38) 0.026
washout period)

Steroids and/or 0.004
anti-TMF-u (B-week
washout for biologicals)

Mone 103 (53-4) 7 (29)

Steroids only 64 (33-2) 10 (42)

Anti-TMNF-a only 18(9-3) 2(8)

Steroids + anti-TNF-x 8 (4-1) 5 (21)
Steroids and/or 0.005
anti-THF-u (12-week
washout period for
biologicals)

Mone 98 (50-8) 6 (25)

Steroids only 62 (32-1) a (38

Anti-TMF-a only 23 (11.9) 3 (13)

Steroids + anti-TNF-a« 10 (5-2) 6 (25)
Budesonide 22 (11.4) 3 (13) 0.873
Azathioprine 48 (24.9) 5 (21) 0.664
S-Aminosalicylic acid 17 (B-8) 2 (8) 0.938
Centre 0453

1 120 (62.2) 18 (75)

2 8 (4-7) 1(d)

3 64 (33-2) 8 (21)

Values in parentheses are percentages unless indicated otherwise; *values
arc mean(s.d.). PIIC, postoperative intra-abdominal infectious
complication; TNF, tumour necrosis factor. $y° test, except Wilcoxon
test.

Table 5 - Comparison of specific treatments and centres between groups with and without
infection.
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In univariable analysis, age less than 25 years, steroid use, exposure to anti-TNF-a therapy, and

the use of biologicals in combination with steroids were associated with an increased risk of

developing a PIIC (Tables 3 and 5). In multivariable logistic regression, only anti-TNF-a therapy

in combination with steroids was independently associated with the risk of developing a PIIC; this

combined treatment, with an 8-week washout period for biologicals, was associated with an

eightfold increase in the risk of PIICs (Table 6).

Age (years)
< 2h
25-45
= 45
Montreal
classification A
Ad
A2
A3
Steroids and/or
anti-TMF-a
MNong
Steroids only
Anti-TNF-a
only
Steroids

+ anti-TNF-x

Washout period for biologicals
Bweeks 12 weeks
Odds ratio P Odds ratio P
0052 0046
1.00 1.00
0-26 (0.09, 0-77) 0-25 (0.08, 0-75)
0-46 (0-11, 1-87) 0-46 (012, 1-87)
0227 0-215
100 1.00
215 (0-41, 11-19) 2.06 (0-39, 10-75)
0-40 (0.02, 6-58) 0-36 (0-02, 5-83)
0-035 0013
1.00 1-00
2.25 (0.79, 6-37) 2.29 (0.76, 6-94)
1.29 (0.23, 7-15) 1.88 (0-42, 8-45)

8.03 (1-93, 33-43)

9.76 (2-47, 38-55)

Valucs in parcnthescs arc %3 per cent confidence intervals. The analysis
was based on 217 patents. Only factors with P < (0-200 in the univariable

model were included in the muldvariable model and forward selecton of

variables was used. TINF, tumour necrosis factor.

Table 6 - Multivariable logistic regression analysis of risk of postoperative intra-abdominal
infections in patients with Crohn’s disease.

Of note, increasing the washout period for biologicals to 12 weeks did not modify the results.
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Discussion

The PIIC rate in the present study is similar to that reported by others (91). The risk of
postoperative complications remains high in patients who have received a biological therapy
despite improvements such as preoperative nutritional therapy (94). The types of PIIC included
anastomotic leak, intra-abdominal abscess and fistula, as described in most published studies (95—

97).

In agreement with previous studies (98—100), the use of immunomodulators, mainly azathioprine,
was not a risk factor for PIIC in the present analysis. Steroids still represent the first-line treatment
during outbreaks of the disease or the inaugural phase (101). Furthermore, some patients become
corticodependent and require continuation of steroid therapy, despite the introduction of other
therapies including biologicals. Several studies have demonstrated that steroid use is associated
with an increased risk of postoperative complications (10,86,88,95-98,100). Univariable analysis
here confirmed that steroid use is associated with an increased risk of PIIC, although a dose-

dependent effect could not be demonstrated.

A large retrospective study concluded that the use of anti-TNF-a therapy was not associated with
an increase in overall or infectious complications in patients undergoing surgery for Crohn’s
disease (102). In a recent meta-analysis including eight studies and 1641 patients, preoperative
infliximab treatment was associated with an increased risk of postoperative infectious
complications (odds ratio 1.50, 95 per cent confidence interval 1.08 to 2.08) (91). Interestingly,
the largest study, which included a total of 389 patients who underwent ileocolonic resection,
found that infliximab increased postoperative sepsis, abscess and readmissions in patients with
Crohn’s disease (96). The underlying mechanisms remain poorly understood, although delayed
wound healing, possibly promoting the occurrence of PIIC, has been demonstrated in a mouse

model (103). An increasing number of patients are coming to surgery receiving both steroids and
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anti-TNF-a therapy, with the proportion ranging from 7 to 31 per cent (96,97,104). This

combination represents a particularly high risk for perioperative complications.

The present analysis has limitations. Because the study was retrospective, some data, such as
disease activity and severity, could not be collected, and there was no standardized postoperative
follow-up. In addition, the number of patients receiving both steroids and biological agents was

relatively small.
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Histoire naturelle de la récidive post-opératoire

La récidive se définit par la réapparition de 1ésions, souvent anastomotiques, chez un patient qui

avait été « blanchi » par exérese chirurgicale de I'ensemble des 1ésions macroscopiques.

Aucune thérapeutique qu’elle soit médicale ou chirurgicale n’est actuellement curative, la récidive
restant la regle. Le taux de récidive chirurgicale est de ’ordre de 25 a 30% a 10 ans (15,16). Ce
taux reste tres variable selon les études car la plupart des auteurs ne distinguent pas la récidive

clinique de la récidive chirurgicale, endoscopique ou radiologique (105).

La prise en charge chirurgicale itérative a pour principal risque a terme d’aboutir & un syndrome

du gréle court et a la réalisation de stomies définitives.

Les manifestations cliniques des RPO sont tres variables. On différencie 3 types de récidives

(12,13):

e les récidives cliniques avec réapparition de symptomes liés a 1’activité de la maladie mise
en évidence par des examens complémentaires (biologiques, endoscopiques ou
radiologiques). Leur taux est de 18 a 30% apres 1 an et de 50 a 60% apres 5 ans (13).

e les récidives endoscopiques, définies par la découverte de Ilésions endoscopiques
asymptomatiques. On estime ainsi qu’en I’absence de traitement préventif post-opératoire,
le taux de récidive endoscopique est d'environ 45% a 80% a 12 mois et de 80% a 100% a 3
ans de la chirurgie (13).

e les récidives chirurgicales, qui nécessitent un nouveau geste d'exérese.
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Facteurs cliniques prédictifs de la récidive post-opératoire

Leur identification est d’un intérét majeur puisqu’elle permet 1’utilisation d’outils simples en
pratique courante pour identifier les patients a haut risque de récidive et introduire chez eux un

traitement prophylactique en post-opératoire immédiat.

Au cours de ces 20 dernieres années, de nombreux facteurs ont été étudiés. Le tabagisme est le
seul facteur prédictif de récidive chirurgicale démontré clairement a ce jour. Ainsi le taux de
récidive chirurgicale a 10 ans est estimé a 70% chez les fumeurs contre 41% chez les non fumeurs,
cette différence étant plus marquée chez les femmes (106,107). Le sevrage du tabac doit étre
proposé systématiquement puisque le taux de récidive revient a celui des non fumeurs apres arrét
du tabac. Le phénotype pénétrant, « B3 » de la classification de Montréal, a été montré comme
facteur prédictif de récidive (30). Sachar et al. a montré qu’au-dela de 3 ans, 100% des patients B3
présentaient une récidive clinique (108). La localisation périnéale, « p » de la classification de
Montréal, est également considérée comme facteur prédictif de RPO avec un risque relatif estimé
entre 1,6 et 16 (109,110). Un antécédent de résection chirurgicale et une résection étendue de

I’intestin gréle sont également décrits comme facteurs de risque de récidive (14,73).

Ces facteurs cliniques (tabac, phénotype pénétrant, atteinte périnéale, résection antérieure et
résection étendue) sont actuellement pris en compte pour déterminer les patients a haut risque de

RPO qui doivent donc bénéficier d’un traitement préventif immédiat.

Plusieurs études ont suggéré le role de la plexite sous-muqueuse dans la prédiction de la RPO,
rendant ainsi I’analyse de la piéce opératoire essentielle dans la prise en charge post-opératoire, ce

qui n’est pas le cas a I’heure actuelle (111).
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Principes des études génétiques

Les polymorphismes

Un polymorphisme est une variation de la séquence nucléotidique d'un géne donné dans une
population. Un gene est considéré comme polymorphe s'il existe au moins deux versions
différentes, appelées alléles, avec une fréquence > 1%. Les polymorphismes génétiques peuvent
étre des mutations ponctuelles ne touchant qu'un seul nucléotide (appelé SNP), des délétions ou
des insertions de plusieurs nucléotides ou des variations alléliques du nombre de copie d’un motif

unique (appelé CNV (Copy Number Variation)).

Les SNPs sont les variants génétiques le plus fréquemment rencontrés dans le génome humain
(112). Ces polymorphismes sont définis par une différence d’une base entre les deux alléles a un
endroit déterminé du génome. Ils ont une fréquence allélique mineure supérieure ou égale a 1%.
Ces variants constituent une des sources majeures de variation inter-individuelle génétique et
phénotypique. Ils sont associés a la diversité entre les populations, aux différences de sensibilité
aux maladies et aux médicaments. Les SNPs peuvent entrainer une altération protéique par une
substitution d’acide aminé (SNPs non synonymes), par une altération de 1’épissage ou de la

régulation transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle.

Les SNPs sont répartis le long du génome humain et leurs caractéristiques en font de puissants
outils pour les études génétiques et leur faible taux de mutation par rapport aux autres

polymorphismes permet leur utilisation dans les études de population.

Ils sont actuellement les marqueurs génétiques de choix dans les études de maladies complexes et
de pharmacogénétique. L’ensemble des SNPs est référencé dans des bases de données publiques,

notamment celles du projet « HapMap » (www.hapmap.org) et du NCBI (www.ncbi.org).
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Les maladies complexes

Dans le cas des maladies rares de type mendéliennes, 1’atteinte d’un seul géne est une condition
suffisante pour développer la maladie. Plus d’un millier de génes responsables de ces maladies a

été identifié.

Par contre, il est nettement plus difficile de trouver les variants génétiques prédisposant aux
pathologies fréquentes. Ces maladies complexes sont multifactorielles et ne sont pas transmises
selon les lois de Mendel. Elles résultent de ’interaction de différents déterminants génétiques et de

facteurs environnementaux, comme cela est le cas pour la MC.

L’implication des SNPs dans la prédisposition aux maladies complexes a été confirmée par la
mise en évidence du rdle de certains genes dans ce type de maladies complexes : la maladie
d’Alzheimer et APOE4 (113), le diabete de type 2 et KCNJ11 (114), la thyroidite auto-immune et
CTLA4 (115), et la MC et NOD2 (1). Ces SNPs peuvent étre situés au niveau des régions
codantes ou non-codantes. Il est probable que dans la plupart des cas, ce ne soit pas une perte de
fonction de la protéine codée qui soit en cause, mais une association d’effets tels que des

altérations de régulation au niveau de la transcription ou de la traduction.

Les études d’association génétique

Ces ¢études comparent la fréquence allélique d’un polymorphisme, ou d’un ensemble de
polymorphismes, chez des sujets malades et chez des sujets sains afin d’identifier des marqueurs
pour lesquels ces fréquences sont significativement différentes entre les deux groupes. Elles
permettent 1’identification d’alléles de variants associés a un phénotype (risque accru de
développer une maladie en présence de ce variant, avec une pénétrance pouvant étre faible). Le

lien de cause a effet entre cet all¢le et le risque accru n’est pas connu a I’issue de ces études.
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Analyses statistiques

L’équilibre d’Hardy Weinberg

Lors des études d’association, pour chaque polymorphisme testé, il est nécessaire de vérifier que
celui-ci respecte 1’équilibre d’Hardy-Weinberg dans la population étudié¢e. La loi de 1’équilibre
d’Hardy-Weinberg stipule que, dans une trés grande population dans laquelle les mariages entre
individus se font au hasard (panmixie), et qui ne connait ni migration, ni sélection naturelle, les
fréquences alléliques et génotypiques restent stables au fil des générations. Dans cette hypothese,
la loi d’Hardy-Weinberg permet de calculer les fréquences alléliques a partir de la mesure des

fréquences génotypiques et inversement.

Selon cette loi, si Al et A2 sont les alléles d’un locus autosomique bi-allélique, de fréquence
respective p et q (avec q=1-p), les fréquences des trois génotypes possibles A1A1, A1A2 et A2A2,
sont respectivement p2, 2pq et g2 Une population dans laquelle la distribution génotypique
observée est statistiquement compatible avec cette distribution théorique est dite en équilibre

d’Hardy-Weinberg pour le locus considéré.

Pour vérifier qu’un polymorphisme respecte 1’équilibre d’Hardy-Weinberg dans la population
témoin, on utilise un test du > a 1 degré de liberté qui permet de calculer I’écart entre les
fréquences observées et les fréquences théoriques respectives des différents génotypes. Si cet écart
est significatif, la distribution du polymorphisme dans la population n’est pas en équilibre
d’Hardy-Weinberg. La raison la plus fréquente d’une déviation de 1’équilibre d’Hardy Weinberg
correspond a des erreurs de génotypage. Il peut également s’agir d’un biais de sélection de la
population étudiée. En effet, la distribution d’un polymorphisme potentiellement impliqué dans
des maladies modifiant la survie d’un individu peut ne pas respecter 1’équilibre d’Hardy-Weinberg

dans les populations les plus agées.
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Analyses statistiques utilisées dans les études d’association

Les études d'association réalisées dans des échantillons de population composés d’individus non
apparentés consistent a évaluer des associations statistiques entre les génotypes d’un SNP et un
phénotype donné en comparant les fréquences des génotypes entre un échantillon d’individus
présentant le phénotype étudi¢ (par exemple, une maladie) et un échantillon d’individus ne
présentant pas le phénotype. Ce type d’analyse se formalise, le plus souvent, sous la forme d’un
tableau croisé 2x3. Un test du Chi2 permet de tester la différence entre les effectifs génotypiques
observés dans les deux groupes et ceux attendus sous 1’hypothése d’une indépendance entre la
maladie et le polymorphisme étudié. La surreprésentation statistiquement significative d’un
génotype particulier dans 1'un des deux groupes comparés suggere l'association de cet allele avec
la maladie. La force de I’association est alors estimée par le calcul de I'OR défini comme le
rapport entre la proportion d’individus porteurs de 1’alléle mineur chez les cas et la proportion
d’individus porteurs de I’allele mineur chez les témoins. Les calculs d’OR sont réalisés par un
modele de régression logistique ajusté sur les facteurs de risque conventionnels de la maladie. Cet
OR illustre I’augmentation (si OR>1) ou la diminution (si OR<I) du risque de survenue de la

maladie chez les individus porteurs de 1’alléle mineur par rapport aux individus non porteurs.

Les études d’association consistent ¢galement en la comparaison de la moyenne d’un phénotype
(par exemple, le dosage d'une constante biologique ou un parametre anthropométrique) entre les
individus présentant les différents génotypes. Pour cela, I'approche statistique la plus fréquente est
celle d'une analyse de variance (ANOVA) comparant les moyennes du phénotype étudié entre
groupes de génotypes ou d’une analyse de covariance (ANCOVA) si I’analyse est ajustée sur les

facteurs de confusion.

En général, ces tests sont considérés comme statistiquement significatifs lorsque la valeur de p

calculée est < 0,05. Cette valeur correspond a un risque o, ou risque de premiere espece, de 5% qui
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représente la probabilité de conclure a tort a une association. Notons qu’il existe aussi un risque J,
ou risque de deuxieme espece, qui représente la probabilité d’exclure a tort une association.
Aujourd’hui, avec la multiplication des études d’association comportant un trés grand nombre de
SNPs, une correction pour tests multiples est souvent requise. En effet, le fait d’augmenter le
nombre de SNPs étudiés augmente le nombre de tests effectués et ainsi la probabilité de mettre en
évidence un résultat significatif par hasard. Concretement, si on effectue 100 tests indépendants
avec un seuil de significativité a 0,05, statistiquement 5 tests apparaitront comme significatifs par
le seul fait du hasard (faux positifs). Une correction pour tests multiples consiste alors a modifier
(ou corriger) le seuil de significativité pour considérer 1’association comme significative. La
correction pour test multiple la plus souvent utilisée est celle de Bonferroni qui consiste a diviser
le seuil de significativité généralement admis a 0,05 par le nombre de tests effectués (116). Bien
que cette correction soit connue pour €tre trop stricte et souvent inadaptée aux études de
polymorphismes génétiques (117) (une correction trop stricte peut en effet entrainer le risque de

rejeter une association alors qu’elle est réelle), elle est malgré tout souvent employée.

Facteurs de confusion et interactions

Dans une étude d'association, la relation statistique observée entre un polymorphisme et un
phénotype peut, en réalité, &tre en tout ou partie, expliquée par un facteur confondant
(consommation de tabac par exemple...). Pour étre potentiellement confondante, une variable doit
étre associée a I’exposition (mutation par exemple), étre associée a la maladie indépendamment de
I’exposition et, donc, ne pas ¢étre un relais (étape intermédiaire) dans le processus
physiopathologique entre I’exposition et la maladie. Les analyses stratifiées constituent une
méthode permettant de contréler la confusion, en évaluant I’association entre le facteur
d'exposition et la maladie dans les catégories ou classes de la variable potentiellement

confondante. Malheureusement, en posant rapidement le probleme de la puissance statistique,
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I’analyse stratifiée n’est pas une méthode pratique pour contrdler simultanément plusieurs facteurs

confondants. Une solution alternative consiste a recourir a I’analyse multivariée.

L’interaction, ou modification d’effet, qui se distingue de la confusion, constitue une information
trés intéressante. Certains facteurs de risque génétiques peuvent n’avoir d’effets que dans des
contextes physiologiques (4ge, sexe...), environnementaux (consommation de tabac,
consommation d'alcool...) ou pathologiques (hypertension artérielle, dyslipidémies...) qu'il est
intéressant de caractériser par des recherches d'interactions statistiques. Ces analyses d’interaction
permettent, ainsi, d’identifier des sous-groupes a plus haut risque, avec des implications
potentielles en terme de santé publique. Le terme d’interaction est souvent source d’ambiguité,
I’interaction statistique se différenciant de I’interaction biologique, ou causale (118). En terme
statistique, il existe une interaction gene-environnement (ou gene-géne) lorsque ’effet de la
mutation sur la maladie dépend de I’exposition a un facteur environnemental (ou de la présence
d'une autre mutation génétique). Autrement dit, le taux d’incidence de la pathologie en présence
des deux facteurs (géne/environnement ou gene/gene) différe du taux d’incidence attendu résultant
de leur effet individuel. Lorsque I’effet est supérieur a celui attendu, on parle d’interaction positive

ou synergique tandis que lorsqu’il est plus faible on parle d’interaction négative ou antagoniste.
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Etude d’association des facteurs génétiques prédictifs de I’histoire

naturelle post-opératoire de la maladie de Crohn

Les objectifs de notre travail

La prescription d’un traitement prophylactique post-opératoire repose actuellement sur un faisceau
d’arguments cliniques. Un ciblage génétique des individus a forte probabilité de RPO permettrait
de limiter la prescription de ce traitement préventif a une population ciblée a haut risque de RPO
et donc d’en diminuer son cotit et sa toxicité potentielle. Par ailleurs, cela permettrait d’adapter a

chaque patient le rythme et les modalités de la surveillance post-opératoire.

Par ailleurs, chaque exérese chirurgicale pouvant étre a I’origine de complications post-opératoires
qui vont altérer la qualité de vie du patient, il est essentiel de déterminer des outils utilisables en
pratique courante permettant de cibler la population a haut risque chirurgical afin d’adapter les

modalités pratiques de la chirurgie chez ces patients.

Ainsi nous avons voulu conduire 2 études d’association génétique sur notre population de patients
atteints par la MC et issus de la « Nancy IBD cohort ». La premiere étude avait pour but de
rechercher des facteurs génétiques prédisposant a la RPO, la seconde étude avait pour objectif de
rechercher des facteurs génétiques prédictifs des complications post-opératoires de la chirurgie de

la MC.
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Etude N°2 : Un variant génétique de CARDS8 est un facteur de risque de

récidive chirurgicale de la maladie de Crohn

CARDS gene variant is a risk factor for recurrent surgery in patients with Crohn’s disease

Adeline Germain, Rosa-Maria Guéant, Mathias Chamaillard, Laurent Bresler, Jean-Louis

Guéant, Laurent Peyrin-Biroulet. Dig Liver Dis. 2015 Jul 29. pii: S1590-8658(15)00419-3. doi:

10.1016/;5.d1d.2015.07.013.

Résumé

La MC est une maladie chronique invalidante et évolutive caractérisée par une alternance de
poussées et de rémissions conduisant a une résection intestinale chez environ 30% des patients. La
chirurgie n’est cependant pas un traitement curatif et la récidive est presque inéluctable chez les
patients atteints par la MC, en faisant un probleme de santé publique. Plus de 70% des patients
vont nécessiter une seconde exérese chirurgicale dans les 10 ans qui suivent I’intervention initiale.
Les avancées dans le domaine de la génétique ont permis d’identifier de nombreux genes de
susceptibilit¢ aux MICI. L’association du polymorphisme de NOD2/CARDI5 avec une
prédisposition pour la MC a été décrite pour la premiere fois en 2001 (17,18). Une méta-analyse
récente a conclu que les données actuelles restaient insuffisantes pour affirmer le caractere
prédicitif de NOD2/CARDI5 dans la survenue d’une récidive chirurgicale, mais sans exclure tout
de méme un role de celui-ci (119). Alors que, Fowler et al. a montré qu’un variant du gene codant
pour la protéine SMAD3 était un facteur de risque de récidive chirurgicale (120), I’influence des
genes de susceptibilité aux MICI sur la récidive chirurgicale reste encore peu étudiée. Dans son

étude, Sehgal et al. a décrit que les patients atteints d’une MC et porteurs 1’allele a risque pour le
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gene IRGM (rs4958847) avaient une histoire naturelle de leur maladie plus péjorative avec un
nombre plus élevé d’exéréses intestinales par rapport aux sujets témoins (121). Bien que de
nombreux SNPs associés aux MICI ont été décrits, aucune n’étude n’a étudié 1’influence de 200

SNPs sur le risque de récidive chirurgicale, comme nous 1’avons fait dans notre étude.

Objectif

L’objectif de ce travail était d’identifier des facteurs de risque génétiques associés a la récidive
chirurgicale dans la MC qui permettraient de cibler les patients qui doivent bénéficier rapidement
d’un traitement médical “agressif” et/ou d’un traitement prophylactique post-opératoire; mais
aussi d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

Population et méthodes

Au cours de ce travail de theése, nous avons travaillé sur une population de patients atteints d’une
MC issue de la « Nancy IBD cohort » (87). Il s’agit d’une large cohorte observationnelle avec des
informations cliniques sur 1173 patients atteints par une MICI (857 MC et 316 RCH) et suivis au
CHU de Nancy. En ce qui concerne le recueil d’échantillons biologiques, une phlébotomie était
réalisée a jelin et le sang était collect¢ dans un tube EDTA, au moment de I’inclusion dans la
cohorte. Tous les patients inclus dans la cohorte ont signé un consentement spécifique pour

I’analyse génétique.

La définition de la RPO : Dans la littérature, la tres grande disparité de valeurs dans les taux de
RPO (de ’ordre de 25 a 60% a 10 ans (16,105)) est essentiellement due au fait que la plupart des
auteurs ne distinguent pas la récidive clinique de la récidive chirurgicale, endoscopique ou
radiologique (12). Nous avons donc voulu choisir un critere de récidive objectif, a savoir la
récidive chirurgicale c’est-a-dire nécessitant une nouvelle exérése chirurgicale pour MC pour
réaliser notre €tude. Pour cela I’ensemble des dossiers médicaux des 280 patients a été analysé,

ainsi que tous les comptes-rendus opératoires de l’intervention initiale et de la seconde
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intervention en cas de récidive, tous les comptes-rendus de scanner et d’imagerie par résonnance
magnétique (IRM), tous les comptes-rendus d’endoscopie. Etant considérés comme en récidive
chirurgicale tous les patients ayant bénéfici¢ d’une seconde exérese intestinale pour localisation de

la MC.

Le choix des genes et des SNPs : Les patients génotypés sont les 280 premiers patients atteints
d’une MC de la cohorte et qui ont été inclus dans un consortium international. Le choix des 200
SNPs est basé sur les données publiées antérieurement dans une étude d’association génome entier

(GWAS) (122).

Le génotypage moléculaire : L’ADN génomique de 280 patients issus de la “Nancy IBD cohort” a
été isolé a partir des échantillons de sang en utilisant un kit Qiagen (Qiagen-France, Courtaboeuf
cedex France). Le génotypage des polymorphismes étudiés a été réalisé en utilisant la technologie
SNPlex (Applied Biosystems). Le génotypage était considéré comme réussi si le taux global de
succes pour le SNP était supérieur a 80% et si 1’équilibre de Hardy-Weinberg ne différait pas
significativement de la distribution attendue (Test de Chi2 avec p>0,05 entre les valeurs attendues

et les valeurs actuelles).

Résultats

Cent trente-sept patients de la “Nancy IBD cohort” ont nécessité une résection intestinale pour
MC. Parmi ces patients, 38 patients (28%) ont nécessité une seconde chirurgie pour une récidive
de la MC au cours de leur suivi.

En analyse multivariée, ’homozygotie pour 1’allele a risque de CARDS (OR 7,56, 95% CI 1,13—
50,37, p=0,04) était indépendamment et statistiquement associ¢ a la récidive chirurgicale.
L’homozygotie pour ’allele a risque de NAT2 n’était pas indépendamment et statistiquement

associé a la récidive chirurgicale.
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Conclusion

Notre série est la premicre a avoir étudié¢ I’influence de 200 SNPs associés a la MC sur la récidive
chirurgicale, dans une cohorte bien définie appelée la “Nancy IBD cohort”, avec une durée
moyenne de suivi de 13,5 ans. Nous avons étudié la récidive chirurgicale, ce qui est un point de
mesure objectif.

Nous avons identifié une association entre les alleles a risque de CARDS et le risque augmenté de
récidive chirurgicale. L’identification de CARD8 comme un facteur de risque génétique de risque
de récidive chirurgicale est d’un intérét particulier puisqu’il pourrait devenir une nouvelle cible

thérapeutique pour le traitement de la MC dans la période post-opératoire.
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Résultats scientifiques

Abstract

Background and aims: Post-operative recurrence is frequent in Crohn’s disease. Genetic factors
associated with post-operative recurrence remain poorly understood. Identification of genetic
variants associated with repeat surgery would allow risk stratification of patients who may benefit

from early aggressive therapy and/or post-operative prophylactic treatment.

Methods: Crohn’s disease patients who had at least one bowel resection were retrospectively
identified from the “Nancy IBD cohort”. Covariates and potential interactions were assessed using
the Cox proportional hazard model. Kaplan—Meier curves for time to surgical recurrence were

developed for 200 genetic variants and analyzed with the log-rank test.

Results: 137 patients had at least 1 resection in our cohort: 38 had a surgical recurrence (28%). In
multivariate analysis, current smoker status (OR 6.97, 95% CI 1.85-26.22, p=0.004), post-
operative complications after prior surgery (OR 2.72, 95% CI 1.02-7.22, p = 0.044), and Caspase
recruitment domain-containing protein 8 (CARDS) homozygosity for the risk allele (OR 7.56,
95% CI 1.13-50.37, p=0.036) remained significantly and independently associated with surgical

recurrence.

Conclusion: Current smoker status was associated with increased risk of surgical recurrence. A
novel association between CARDS and increased risk of surgical recurrence in Crohn’s disease
was observed. CARDS could be a new marker for risk stratification and prevention of recurrent

surgery.
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Introduction

Crohn’s disease (CD) is a chronic disabling and progressive condition characterized by a
relapsing-remitting disease course leading to bowel resection in approximately 80% of CD
patients (123,124). However, surgery is not a cure and surgical recurrence is common in patients
with CD. Notably, up to 70% of patients require a second surgery in the 10 years following their
initial surgery (125). Post-operative recurrence is thought to result from a combination between
genetic, environmental, bacterial and immune risk factors (87). Several studies have investigated
the risk factors for surgical recurrence in CD. Smoking status, prior intestinal resection,
penetrating behavior, perianal disease and extensive bowel disease (>50 cm) are well-established

risk factors (14).

Advances in the field of genetics have led to the identification of numerous susceptibility genes
for inflammatory bowel disease (IBD). The association of NOD2/CARD15 polymorphism with
predisposition to CD was first reported in 2001 (17,18). A recent metaanalysis concluded that
there are insufficient data to support a role for NOD2/CARD15 in predicting surgical recurrence,
but did not exclude a role for it (119). While Fowler et al. found that variant in the SMAD?3-
encoding gene was a risk factor for recurrent surgery (120), the influence of the aforementioned
IBD risk alleles on the postsurgical recurrence of CD remains poorly investigated. In their study,
Sehgal et al. described that CD patients carrying an “at risk” allele for IRGM (rs4958847) had an
overall more severe disease course with a greater number of surgeries in comparison with those
who were “wild-type” (121). The identification of genetic risk factors associated with the surgical
recurrence in CD could allow risk stratification of patients who may benefit from early aggressive
therapy and/or post-operative prophylactic treatment and may also identify novel therapeutic
targets. We herein report a genetic association study on CD surgical recurrence using a well-

defined cohort of 857 CD patients, namely the “Nancy IBD cohort” (87).
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Methods

Study subjects

As previously described, the “Nancy IBD cohort” is a large observational cohort of patients with
IBD with detailed clinical information on 1173 patients with IBD (857 CD, 316 ulcerative colitis)
(87). Patients were followed prospectively according to standard of care. Information about the
“Nancy IBD cohort” is reported to the Commission Nationale de 1I’Informatique et des Libertés
(no. 1404720), which supervises the implementation of the act regarding data processing, data
files, and individual liberties that came into effect on January 6th 1978, and was amended on
August 6th 2004 to protect the personal data of individuals. Available information retrospectively
collected includes age at diagnosis, gender, disease duration, disease location and behavior
according to the Montreal classification (30), extra-intestinal manifestations, smoking status, date,
type and indication of surgery, and date of recurrence. Smoking status was defined as non-smoker
or current smoker at time of surgery. Surgery for early complications of first surgery, for perianal

disease, fistulotomy and/or faecal diversion were excluded.

Genotyping

Genomic DNA was isolated from blood samples taken from the first 280 consecutive adult CD
patients from the “Nancy IBD Cohort”. 200 CD-associated SNPs from previous studies were
analyzed (49) (Annexe 4). In this study, 31 new distinct susceptibility loci for CD were identified
and data from three studies were combined (a total of 3230 cases and 4829 controls) and the
authors performed replication in 3664 independent cases (49). All patients signed a consent form
for genetic analysis. SNPs were genotyped using the Applied Biosystems (Foster City, CA)
SNPlex technology, which is based on the Oligonucleotide Ligation Assay combined with
multiplex PCR amplification. Experimental methods were as per the manufacturer’s instructions.

Genotype assignment was performed by capillary electrophoresis analysis using an ABI 3730xl
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DNA Analyzer and ABI GeneMapper v3.7 soft ware. Genotyping was considered to be successful
if the overall success rate for the SNP was >80% and the Hardy—Weinberg equilibrium did not
depart significantly from the expected distribution (p > 0.05 for Chi2-test between expected and

actual values).

Statistical analysis

Our primary outcome measure was repeat CD-related Bowel resection. Continuous variables were
summarized using means and standard deviations. Polymorphisms were tested for Hardy—
Weinberg equilibrium before using the Fisher exact test (or Chi2 test) to compare allelic and
genotype frequencies. Categorical variables were expressed as proportions. The t test was used to
compare continuous variables while the chi-square test (or Fisher’s exact test) was used for
categorical variables. Cox proportional hazards models were constructed to examine the effect of
the various genetic polymorphisms adjusting for potential confounders. Time from first surgery to
surgical recurrence (or to end of follow-up if one single surgery) was used as the time variable in
the Cox proportional hazards model. Variables reaching a p value of <0.10 in the univariate
analysis were entered into the multivariate analysis where a p-value <0.05 indicated independent
statistical significance. Kaplan—Meier curves for time to repeat surgery were developed for each

genetic variant and compared using the log-rank test.

Results

Study population

One hundred and thirty-seven patients of the “Nancy IBD cohort” required a CD-related bowel
resection. Mean age at diagnosis was 23 years (range, 3—82), with a mean disease duration of 5
years (range, 0—32). One hundred eight patients were males (39%), 84 had ileitis (30%), 57 had

colitis (20%), 131 had ileo-colonic disease (47%), 8 had upper gastrointestinal involvement (3%);
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103 patients had purely inflammatory disease (37%), 95 had stricturing disease (34%), and 82 had
penetrating disease according to the Montreal classification (29%). The mean duration of follow-

up was 13.5 years (range 0—34). Indication for first surgery is shown in Figure 10.

n=280

l

Initial surgery

n=137
(49%)
\ 4 B
Inflammatory Stricturing Penetrating
n=17 (12%) n=67 (49%) n=53 (39%)
Al n=5 Al n=6 Al n=4
A2n=11 A2 n=59 A2 n=42
A3 n=1 A3 n=8 A3 n=7

\V/

Surgical recurrence
n=38
(28%)

Figure 10 Indication for first surgery in 280 genotyped Crohn’s disease patients.

Factors associated with surgical recurrence

Of 137 patients requiring an intestinal resection, 38 patients (28%) required a second surgery
during follow-up. Clinical characteristics of CD patients according to surgical recurrence are

shown in Table 7.
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No surgical | Surgical p-value
recurrence recurrence
(n=99) (n=38)
Female gender 65 (65.6) 17 (44.7) 0.02
Mean age at diagnosis
(years £ SD) 23 +13 21+9 0.92
Mean disease duration to first surgery (years £ SD) | 7+7 443 0.05
Mean time to second surgery NA 92410
(years = SD)
Mean duration of follow-up
(years + SD) 14.1+£0.8 153+0.6 0.11
Location (n, (%)) 0.65
Ileal 53 (53.5) 17 (44.7)
Colonic 17 (17.1) 8 (21.1)
Ileocolonic 29 (29.2) 13 (34.2)
Upper gastrointestinal 5(0.5) 2(0.5) 0.96
Behavior (n, (%)) 0.13
Inflammatory 21 (21.2) 5(13.1)
Stricturing 46 (46.5) 25(65.8)
Penetrating 32(32.3) 8(21.1)
Type of surgery (n, (%)) 0.07
Ileocaecal resection 59 (59.6) 19 (50.0)
Small bowel resection 5(5.0) 7(18.4)
Colonic resection 29 (29.3) 11 (28.9)
Small bowell and colic resection 5(5.0) 0
Defunctioning loop stoma 1(0.1) 1(2.6)
Perianal 49 (49.5) 15 (39.5) 0.29
Current smoker (n, (%)) 54 (54.5) 34 (89.5) 0.001
Post-operative complications (n, (%)) 18 (18.2) 16 (42.1) 0.004

Table 7 Clinical characteristics of CD patients according to surgical recurrence. (NA= Not

Applicable)
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At univariate analysis, variables associated with surgical recurrence were female gender (p=0.02),
preoperative disease duration (p=0.05), current smoker status (p=0.001), and post-operative
complications after prior surgery (p=0.004). There was no association between surgical recurrence
and other clinical variables such as disease location and behavior (p = 0.65 and p = 0.13
respectively). Genetic variables associated with surgical recurrence on univariate analysis were
Caspase recruitment domain-containing protein 8 (CARDS) (rs2043211) homozygosity for the
risk allele (p=0.0007) and N-acetyltransferase 2 (NAT2) (rs1799930) homozygosity for the risk
allele (p = 0.001). No other genetics variants were associated with recurrent surgery (Table 7).

These two SNPs were in Hardy—Weinberg equilibrium (Table 8).

Wild type allele Risk allele Minor allele
SNP (homozygote) | Heterozygote | (homozygote) frequency p*

CARDS

124 (AA) 127 (AT) 20 (TT) 0.31 0.1
(rs2043211)
NAT2

128 (GG) 114 (AG) 18 (AA) 0.28 0.2
(rs1799930)

*Pearson’s chi-squared test for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium

Table 8 CARDS and NAT?2 allele frequency distribution.

All variables reaching a p value of <0.10 in the univariate analysis were entered into the
multivariate analysis. In the multivariate analysis, current smoker status (OR 6.97, 95% CI 1.85—
26.22, p = 0.004), post-operative complications after prior surgery (OR 2.72, 95% CI 1.02-7.22,
p= 0.04), and CARDS8 homozygosity for the risk allele (OR 7.56, 95% CI 1.13-50.37, p = 0.04)

remained significantly and independently associated with surgical recurrence (Table 9). Disease
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duration at first surgery, female gender and NAT2 homozygosity for the risk allele were no longer

statistically significant.

Odds Ratio 95% Confidence | P Value
Interval
Current smoker status 6.97 1.85-26.22 0.004
Post-operative complications after prior surgery 2.72 1.02-7.22 0.04
CARDS8* homozygosity for the risk allele 7.56 1.13-50.37 0.04

* Caspase recruitment domain-containing protein 8

Table 9 Multivariable logistic regression analysis of risk of surgical récurrence

The Kaplan—Meier survival curves for repeat surgery according to CARDS risk allele status is

depicted on Figure 11. No other genetic variants were associated with recurrent surgery.

Surgical recurrence

p=0.0007
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Figure 11 Survival curve for time to surgical recurrence according to Caspase recruitment
domain-containing protein 8 genotype.
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Discussion

Numerous studies have focused on the identification of genetic determinants on CD progression,
but very few have focused on the impact of genetic factors on the risk of surgical recurrence
(119,120,126-130). Our series is the first one that studied the influence of 200 CD-associated
SNPs on surgical recurrence in CD, in a well-defined cohort namely the “Nancy IBD cohort” with
a mean follow-up of 13.5 years. We reported the association of CARDS8 and NAT2 genes with the
risk of surgical recurrence in CD. A correlation between genotype and clinical phenotype shall
allow us to envisage some substantial improvements in CD management by identifying patients at
high risk of surgical recurrence. This may lead to the development of targeted strategies aim at

changing the natural course of CD.

The role of genetics factors in surgical recurrence has not been clearly defined. To date, 7 studies
have examined the association between genetic variants and surgical recurrence. Six of these
series have focused on NOD2/CARDI1S5 variants (127-132). A meta-analysis concluded that there
are insufficient data to support a role for NOD2/CARDI15 in predicting surgical recurrence, but
did not exclude a role for it (119). In our study population, the predictive value for surgical
recurrence of 200 SNPs, including NOD2/CARDI135, along with other clinical characteristics was
studied. While NOD2/CARDI15 variants were not predictor of surgical recurrence in our
population, we herein described that homozygosity for the CARDS and the NAT?2 risk alleles were

associated with increased risk of recurrent surgery in CD in univariate analysis.

We found that CD patients carrying the CARDS allele risk (rs2043211) were positively and
independently associated with surgical recurrence in CD. The CARDS8 gene, which is highly
expressed in both monocytes and the gut epithelium, is a potential candidate risk gene for IBD,
based on gene location (in the IBD6 locus) and biological function (133-136). CARDS is a

negative regulator of nuclear factor-kappa B (NF-KB) and is a suppressor of apoptosis. Recent
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studies found that CARDS interacts with NLRP3-coupled inflammasome and members of the
NOD-like receptor family thus implying a role for CARDS in the regulation of innate and
adaptative immunity (133-136). Activation of NLRP3 by a diverse panel of ligands leads to the
formation of an inflammasome complex consisting of caspase-1 and ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD), which mediates the production and secretion of IL-18 in
response to microbial challenge. Recently attention has focused on the inflammasome and its role
in maintaining gut homeostasis and mediating host immune defenses against pathogenic bacteria
and stress signals. The dysregulation of the inflammasome complex is thought to contribute to
chronic inflammation (137). We could speculate that the high level risk of surgical recurrence may
result from the failure of homozygous patients for the CARDS allele risk to finely tuned NF-KB
activation. It may be explained by the presence of a dysfunctional NLRP3 inflammasome caused
by the expression of mutated forms of NLRP3 in combination with a CARDS, not being able to

act as a suppressor of NF-KB activation.

CARDS was an independent predictor of the risk of surgical recurrence. Indeed the association
was not influenced by other factors known to increase the risk such as smoking. Among them,
postoperative complications could have a detrimental influence on the long-term outcome
following intestinal resections, leading to increased number of repeat resection surgery. Our study
confirms a high rate of repeat resection with 27.7% of patients requiring a second surgery
(138,139). In our series, there was a significant difference regarding surgical recurrence rate
between smokers and non-smokers (p = 0.001). Smoking is known to be associated with a more
aggressive disease course and increased postoperative recurrence (126). Recently, a meta-analysis
described a 2.5-fold increase in the risk of second surgery in smokers compared with non-smokers
(140). Unfortunately, the potential confounding effect of smoking could not be analyzed as only
11.5% of patients were non-smokers (n = 4) among patients with surgical recurrence. Patients with

post-operative complications were more likely to require repeat surgical intervention for CD
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recurrence. Two studies described surgical complications as an independent predictor for surgical
recurrence (141,142). In line with our report, the aforementioned studies showed that development
of postoperative complications is a risk factor for early recurrence in CD. Postoperative
complications may have a detrimental influence on the long-term outcome following intestinal

resections, leading to repeated resection surgeries.

Our results need to be confirmed in a replication cohort, which a clear limitation of our study. If
this association can be confirmed, it would allow for early risk classification of patients who may
benefit from pre- and post-operative aggressive treatment. In our retrospective study it was not

possible to account for the effects of all IBD-related medications.

Our study is the first to have studied the influence of 200 CD-associated SNPs on surgical
recurrence in CD, in a well-defined cohort namely the “Nancy IBD cohort” and with a mean
follow-up of 13.5 years. We evaluated surgical recurrence, which is an objective outcome
measure. We had too missing data for evaluating the association between genetic factors and
endoscopic recurrence. Also, due to the retrospective nature of the study, there were missing data
regarding the use of postoperative medications and this parameter could not be analyzed. It is
noteworthy that the patients enrolled in the present study were included in the international IBD
genetics consortium (49); it is the reason why the entire Nancy IBD cohort could not be

genotyped.

In conclusion, an independent association between CARDS risk alleles and increased risk of
surgical recurrence in CD was identified. In addition, current smoker status and post-operative
complications were confirmed as two main clinical predictors for surgical recurrence. The
identification of CARDS as a risk allele for surgical recurrence is of particular interest as it may be

a new marker for the treatment of CD in the post-operative setting.
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Etude N°3 : Un variant génétique de NOD2 est un facteur de risque de

complication post-opératoire de la maladie de Crohn (manuscrit soumis)

NOD?2 gene variant is a risk factor for post-operative complications in patients with Crohn's

disease: a genetic association study

Adeline Germain, Rosa-Maria Guéant, Mathias Chamaillard, Patrick B. Allen, Laurent Bresler,

Jean-Louis Guéant, Laurent Peyrin-Biroulet. Soumis.

Résumé

Contexte de notre étude

Malgré I’avénement des anti-TNFa dans la prise en charge des MICI et en particulier dans la MC,
une large proportion des patients nécessite toujours une résection intestinale. Cette chirurgie est
associée a un taux de morbidité post-opératoire élevé. Peyrin-Biroulet et al, ont rapporté un taux
de mortalité post-opératoire de 2% et un taux global de complications compris entre 11 et 14%
(143). Les CIIP comprennent les fistules anastomotiques et les abces intra-abdominaux et
surviennent chez environ 10% des patients (143). Plusieurs facteurs de risque cliniques de CIIP
ont été décrits tels que le tabagisme actif, la prise de corticoides en pré-opératoire et les
traitements anti-TNFa (10,15,86,140). Des avancées dans le domaine de la génétique ont permis
d’identifier de nombreux genes de prédisposition a la MC, en particulier NOD2/CARD15 (17,18).
Cependant, aucune ¢tude n’a a I’heure actuelle évalué 1’association entre NOD2 et le risque de

complications post-opératoires.
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Objectif de notre étude

Le but de notre étude était d’évaluer le risque global et spécifique de morbidité post-opératoire en
fonction de I’influence de 203 SNPs. Nous avons émis I’hypothése que les variants de NOD2
pourraient étre associés au risque de complications post-opératoires chez les patients atteints d’une
MC.

Population et méthodes

Au cours de ce travail de thése, nous avons travaillé sur une population de patients atteints d’une
MC issue de la « Nancy IBD cohort ». Il s’agit d’'une large cohorte observationnelle avec des
informations cliniques sur 1173 patients atteints par une MICI (857 MC et 316 RCH) et suivis au
CHU de Nancy. En ce qui concerne le recueil d’échantillons biologiques, une phlébotomie était
réalisée a jelin et le sang était collecté dans un tube EDTA, au moment de I’inclusion dans la
cohorte. Tous les patients inclus dans la cohorte ont signé un consentement spécifique pour

I’analyse génétique.

Le choix des genes et des SNPs : Les patients génotypés sont les 280 premiers patients atteints
d’une MC de la cohorte et qui ont été inclus dans un consortium international. Le choix des 203
SNPs est basé sur les données publiées antérieurement dans une étude d’association génome entier

(GWAS).

Le génotypage moléculaire : L’ADN génomique de 280 patients issus de la “Nancy IBD cohort” a
été isolé a partir des échantillons de sang en utilisant un kit Qiagen (Qiagen-France, Courtaboeuf
cedex France). Le génotypage des polymorphismes étudiés a été réalisé en utilisant la technologie
SNPlex (Applied Biosystems). Le génotypage était considéré comme réussi si le taux global de
succes pour le SNP était supérieur a 80% et si I’équilibre de Hardy-Weinberg ne différait pas
significativement de la distribution attendue (Test de Chi2 avec p>0,05 entre les valeurs attendues

et les valeurs actuelles).
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Résultats

Cent trente-sept patients de la “Nancy IBD cohort” ont nécessité une résection intestinale pour
MC. Parmi les 137 patients ayant nécessité une chirurgie, 34 patients (24,8%) ont présenté une
complication post-opératoire. La mortalité était nulle dans ce groupe. Une CIIP est survenue chez
18 patients patients (13.1%), une complication non intra-abdominale a été observée chez 16
patients (11,7%).

En analyse multivariée, le tabagisme actif (OR 2,71, 95% CI 1,18-6,21, p = 0,02) et I’homozygotie
pour I’all¢le a risque de NOD2 (OR 2,07, 95% CI 1,15-3,72, p = 0,01) étaient indépendamment et
statistiquement associés a la survenue d’une complication post-opératoire. Dans notre population,
la distribution des fréquences alléliques de NOD2 respectait 1’équilibre de Hardy-Weinberg.
Quand les CIIP étaient analysées seules, on retrouvait une association indépendante avec le
tabagisme actif (OR 4,27, 95% CI 1,42-12,79, p=0,009) et ’homozygotie pour 1’all¢le a risque de
NOD2 (OR 2,13, 95% CI 1,05-4,33, p=0,03) (figure 13). Quand les complications non intra-
abdominales étaient analysées seules, on ne retrouvait aucune association avec les différentes
variables cliniques et génétiques étudiées.

L’analyse stratifiée montrait que le tabagisme actif ne modifiait pas I’effet et n’¢était pas un facteur
confondant de 1’association entre les polymorphismes étudiés et la survenue de CIIP (ORs 2,05
chez les non-fumeurs et ORs 2,08 chez les fumeurs).

Conclusion

Il s’agit de la premiere étude qui décrit I'influence de 203 SNPs associés a la MC sur les
complications post-opératoires, dans une cohorte bien définie avec un suivi moyen de 13,5 ans.
Nous avons identifié une association indépendante entre D’allele a risque de NOD2 et
I’augmentation du risque de CIIP dans la MC. De plus, nous avons identifié le tabagisme actif
comme un facteur de risque essentiel prédictif des CIIP dans la chirurgie de la MC.

L’identification de NOD2 comme un gene a risque pour la survenue de CIIP est d’un intérét
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particulier puisqu’elle pourrait permettre d’établir une stratification précoce des patients a haut
risque de CIIP chez qui la chirurgie devra étre planifiée et prédire les patients a haut risque de

CIIP.
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Résultats scientifiques

Abstract

Background: Post-operative complications are relatively frequent in Crohn's disease and several

risk factors have been identified however the influence of genetic factors is unknown.

Methods: Crohn's disease patients who had a Crohn's disease-related bowel resection were
identified from the «Nancy IBD cohort ». Post-operative complications were defined as intra-
abdominal infectious complications and non intra-abdominal infectious complications occurring
within 90 days after surgery. The influence of 203 single-nucleotide polymorphisms on post-

operative complication rates was analyzed.

Results: 137 patients (48.9%) had undergone a Crohn's disease-related bowel resection in our
cohort : post-operative complications occurred in 34 cases (24.8%), post-operative intra-
abdominal infectious occurred in 18 cases (13.1%) : 12 had anastomotic leakage and 6 had intra-
abdominal abscesses. In multivariate analysis, current smoker status (OR 2.71, 95% CI 1.18-6.21,
p = 0.02) and Nucleotide-binding Oligomerization Domain-containing protein 2 (rs5743289)
homozygosity for the risk allele (OR 2.07, 95% CI 1.15-3.72, p = 0.01) were independant risk
factors of post-operative intra-abdominal infectious complications. Current smoker status and
Nucleotide-binding Oligomerization Domain-containing protein 2 (rs5743289) homozygosity for

the risk allele were not associated with non intra-abdominal infectious complications.

Conclusion: Current smoker status was associated with increased risk of post-operative intra-
abdominal infectious complications. A novel association between Nucleotide-binding
Oligomerization Domain-containing protein 2 and increased risk of post-operative intra-abdominal
infectious complications was observed in this study which may be important for future operative

management in Crohn's disease.
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Introduction

Despite the advent of anti-tumour necrosis factor alpha (anti-TNF-a) agents in the management of
Inflammatory Bowel Diseases (IBD) and in particular Crohn’s disease (CD), a large proportion of
patients still require a surgical resection (87). Unfortunately surgical resection for CD is associated
with a high rate of operative morbidity. Peyrin-Biroulet et al, previously reported a post-operative
mortality of 2% and an overall complication rate between 11-14% (143). Post-operative intra-
abdominal infectious complications (PIIC) which includes anastomotic fistulas, and intra-
abdominal abscesses occur in approximately 10% of patients. Several clinical risk factors for PIIC
have been reported such as: current smoker status, pre-operative steroids, and anti-TNF «

treatments (10,86,142,144).

Further advances in the field of genetics have led to the identification of numerous susceptibility
genes for CD. In 2001, two groups identified the gene Nucleotide-binding Oligomerization
Domain-containing protein 2 (NOD2) as the first susceptibility gene for CD (17,18). The actual
function(s) of the NOD2 protein however has not been fully established and the pathogenic
mechanisms leading to the development of CD remains to be defined. A recent meta-analysis
reported that in patients with CD with a NOD2 polymorphism, there was no associated increase in
risk of surgical recurrence compared with patients without the variant (119). No previous studies
have evaluated the association between genetic variants such as NOD2 and the risk of
postoperative complications. More recently, genome-wide association studies (GWAS) have
identified many single-nucleotide polymorphisms (SNPs) to be associated with inflammatory

bowel disease (IBD) (62,122,145,146).

The aim of this study was to evaluate the risk of global and specific postoperative morbidity
according to the influence of 203 SNPs (122) using a well-defined cohort of 857 CD patients,

namely the “Nancy IBD cohort” between 2000 and 2011 (87).
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We hypothesized that NOD?2 gene variants may be associated with complications in postoperative

Crohns disease patients.

Methods

Study subjects and demographics

As previously described, the “Nancy IBD cohort” is a large monocentric observational cohort of
IBD patients with detailed clinical information on 1173 patients with IBD (857 CD, 316 ulcerative
colitis) (87). Patients were followed prospectively according to standard of care. Information
about the Nancy IBD cohort is reported to the Commission Nationale de I'Informatique et des
Libertés, France (no. 1404720), which supervises the implementation of the act regarding data
processing, data files, and individual liberties that came into effect on January 6th 1978, and was

amended on August 6th 2004 to protect the personal data of individuals.

The diagnosis of CD in these patients was based on histological criteria. Clinical information that
was collected included; age at diagnosis; gender; disease duration; disease location and behaviour
(according to the Montreal classification (30)); extra-intestinal manifestations; smoking status; and
date, type and indication of surgery. Smoking status was defined as ‘non-smoker’ or ‘current
smoker’ at the time of surgery. The primary outcome was the occurrence of postoperative
complications, including PIIC-related (abscesses, anastomotic leakage and enterocutaneous
fistula) and non-PIIC-related (pulmonary embolism, postoperative ileus, pulmonary infections and

wound infections).

Genotyping

All patients were identified from the Nancy IBD Cohort and signed a consent form for genetic
analysis. Genomic DNA was isolated from blood samples taken from patients with CD who had a

surgical resection. Genotyping was performed using the SNPlex technology (SNPlex® Applied
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Biosystems, Foster City, CA) which is based on the Oligonucleotide Ligation Assay combined
with multiplex PCR amplification. SNPs with more than 10% of missing data were removed. In

total 203 CD-associated SNPs identified from previous studies were analyzed (Annexe 4).

Genotype assignment was performed by capillary electrophoresis analysis using an ABI 3730xl
DNA Analyzer and ABI GeneMapper® v3.7 software. Genotyping was considered to be sufficient
if the overall success rate for the SNP was greater than 80% and the Hardy—Weinberg equilibrium
did not deviate significantly from the expected distribution (p > 0.05 for Chi2-test between

expected and actual values).

Statistical analysis

Continuous variables were summarized using means and standard deviations. Polymorphisms
were tested for the Hardy—Weinberg equilibrium before using the Fisher exact test to compare

allelic and genotype frequencies.

As a quality control step, the dataset was filtered to exclude SNPs with a Hardy—Weinberg p<
0.001 and a call rate greater than 95%. Individuals with less than 80% genotyping were excluded.
Categorical variables were expressed as proportions. The Student t-test was used to compare
continuous variables while the chi-square test (or Fisher exact test) was used for categorical
variables. Variables reaching a p-value of <0.10 in the univariate analysis were entered into the
multivariate analysis where a p-value < 0.05 indicated independent statistical significance. To
analyze the effects of potential confounding factors on the main association, we performed a
stratified analysis using estimated ORs with 99% confidence intervals; Mantel-Haenszel adjusted
ORs and the Mantel-Haenszel chi-square test. Statistical analysis was performed using Stata

statistical software version 12.1 for Mac (StataCorp©, Texas 77845, USA).
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Results

Study population

In this study one hundred and thirty-seven patients (48.9%) of the Nancy IBD cohort required a
CD-related bowel resection and were included in the analysis. Mean age at diagnosis was 23 years
(range: 3-82 years), with a mean of disease duration of 5 years (range: 0 — 32 years). In this cohort
of 137 patients, 82 patients were males (59%). Regarding disease location, seventy patients (51%)
had ileitis, 25 (18%) had colitis, and 42 (31%) had ileo-colonic disease and eight patients (3%)
had upper gastrointestinal involvement. Regarding disease behaviour, twenty-six patients (19%)
had purely inflammatory disease, 71 (52%) had stricturing disease, and 40 (29%) had penetrating
disease according to the Montreal classification. The primary indication for surgery was refractory
to medications in 17 patients (12%), stricturing in 67 patients (49%), and penetrating disease in 53

patients (39%) (Figure 12). The mean duration of follow-up was 13.5 years (range O — 34 years).
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Figure 12 - Indications for first surgery.

Regarding surgical procedures, ileocaecal resection was performed in 78 patients (57%), small
bowel resection in 12 patients (8.8%), colonic resection in 40 patients (29.2%), both small bowel

and colonic resections in 5 patients (3.6%), and a defunctioning loop stoma in 2 patients (1.4%).

Post operative complications - (intra-abdominal infectious - and non-intra-abdominal infectious

complications)

Of the 137 CD patients requiring an initial surgical operation, 34 patients (24.8%) experienced
post-operative complications. There were no deaths reported in this group. Post-operative intra-
abdominal infectious complications (PIIC) were observed in a total of 18 patients (13.1%): of

these 7 patients had an intra-abdominal abscess (5.1%), of whom 4 had percutaneous drainage or
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repeat operation; 11 patients had an anastomotic leakage (8%), 4 patients experienced peritonitis
requiring surgery and a temporary stoma. Non intra-abdominal infectious complications (Non-
PIIC) were observed in 16 patients (11.7%): including wound infections in 7 patients, paralytic
ileus in 5 patients, pulmonary embolism in 2 patients and pulmonary infection in 2 patients.
Clinical characteristics of CD patients according to overall post-operative complications are

shown in Table 10.
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No  post-operative

Post-operative

complications complications | p-value
(n=103) (n=34)
Male gender 62 (60.2%) 20 (58.8%) 0.88
Mean age at diagnosis 22.8 (+/-12.7) 219 (+/-10.2) |0.39
(years +/- SD, range)
Mean preoperative disease  duration 5.3 (+/-6.5) 44 (+-5.2) 0.70
(years +/- SD, range)
Location (n, (%)) 0.48
Ileal 52 (50.5%) 18 (53%)
Colonic 17 (16.5%) 8 (23.5%)
Ileocolonic 34 (33.0%) 8 (23.5%)
Behavior (n, (%)) 0.86
Inflammatory 20 (19.4%) 6 (17.6%)
Stricturing 52 (50.5%) 19 (55.0%)
Penetrating 31 (30.1%) 9 (26.4%)
Perianal 47 (45.6%) 17 (50%) 0.66
Current smoker (n, (%)) 38 (36.9%) 20 (58.8%) 0.02
Type of surgery (n, (%)) 0.90
Ileocaecal resection 60 (58.2%) 18 (52.9%)
Small bowel resection 9 (8.7%) 3 (8.8%)
Colonic resection 29 (28.2%) 11 (32.3%)
Small bowell and colic resection 4 (3.9%) 1 (2.9%)
Defunctioning loop stoma 1 (1%) 1 (2.9%)

Table 10 Clinical characteristics of CD patients according to post-operative complications.
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Genetic factors associated with post-operative complications

On univariate analysis, current smoker status (p=0.02) and Nucleotide-binding Oligomerization
Domain-containing protein 2 (NOD2) (rs5743289) homozygosity for the risk allele (p=0.01) were
significantly associated with the occurrence of overall post-operative complications. No other

clinical or genetic factors were associated with post-operative complications.

All variables reaching a p value of <0.10 in the univariate analysis were entered into the
multivariate analysis. On multivariate analysis, current smoker status (OR 2.71, 95% CI 1.18-6.21,
p = 0.02) and NOD2 (rs5743289) homozygosity for the risk allele (OR 2.07, 95% CI 1.15-3.72,
p = 0.01) were independently associated with the development of post-operative complications. In

our population, NOD2 allele frequency distribution was in Hardy-Weinberg equilibrium (Table

11).
Wild type
allele Risk allele Minor allele
SNP (homozygote) Heterozygote (homozygote) frequency p*
NOD2
61 (CC) 59 (CT) 18 (TT) 0.34 0.4
(rs5743289)

*Pearson’s chi-squared test for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium

Table 11 NOD2 allele frequency distribution.

When PIIC were considered alone, there was an independent association with smoking status (OR
4.27, 95% CI 1.42-12.79, p=0.009) and NOD?2 (rs5743289) homozygosity for the risk allele (OR
2.13,95% CI 1.05-4.33, p=0.03) (figure 13). When non-PIIC were considered alone, there was no

association with any of the clinical and genetic variables.
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Post-operative intra-abdominal infectious complications

o
q =
- p=0.03
n
P~
o
o
lq -
o
n
C\! —
o
o
D_ -1
© 4 T T T T

0 10 20 30 40

Follow-up (days)
rs5743289=CC ~ ----------- rs5743289 = CT
— —— rs5743289 =TT

Figure 13 Kaplan Meier curve for post-operative intra-abdominal infectious complications
according to NOD?2 genotype.

The stratified analysis demonstrated that smoking status did not appear to modify the effect or
confound the association between the studied polymorphisms and PIIC (ORs 2.05 in the non-

smokers and 2.08 in the smokers group).
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Discussion

Numerous studies have focused on the identification of genetic determinants on CD progression,
but no previous study has focused on the impact of genetic factors on the risk of post-operative
intra-abdominal infectious complications (PIIC). A correlation between specific genotypes and
clinical phenotypes may permit more accurate pre-operative risk stratification in CD patients by
identifying patients at high risk of PIIC. This may lead to the development of predictive gene
signatures that could possibly be used to predict PIIC and thus aid in preoperative surgical

decision making.

In our series, in total the PIIC rate (13%) is similar to that previously reported (10,86,88,109).
Smoking is known to be associated with a high rate of morbidity after all types of colorectal
surgery (147), but the mechanism of smoking on postoperative complications after colorectal
surgery has not been well defined. Smoking status maybe a potential confounding factor in studies
in patients with CD, this is the reason why we stratified our analysis by smoking status. There was
a significant difference in terms of PIIC rate between smokers and non-smokers (p=0.02). This
study demonstrated that smokers undergoing a bowel resection had an estimated increased risk of
developing PIIC three times higher than non-smoking patients. The association between NOD2
polymorphism and rates of PIIC still remained statistically significant, independent from the

smoking status of the patient.

The role of genetics factors in post-operative complications in CD surgery is unknown. The NOD2
gene on chromosome 16 was first reported to be associated with CD in 2001 (17,18). NOD2
mutations have been described in 40% of European CD patients. NOD2 encodes a protein
functioning as a general sensor of both Gram-negative and Gram-positive peptidoglycans (148).
Moreover, activation of this protein leads to an increase in Nuclear Factor kB (NK-kB) and

Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) signaling pathways, which play roles in the
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inflammatory and immune response by regulating genes involved in producing several pro-
inflammatory cytokines such as Interleukin- 6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) and tumor necrosis

factor-alpha (TNF-alpha) (149).

This study is the first to report the association of the NOD2 gene with the risk of PIIC in CD. We
demonstrated that NOD2 (rs5743289) homozygosity for the risk allele was an independent risk
factor in the development of PIIC (p=0.03). A possible mechanism to explain the association
between NOD2 variants and a higher rate of PIIC may be related to an altered regulation of the
inflammatory response in patients carrying these gene variants. This alteration may contribute to
abnormal repair at the site of surgical intervention and consequently to PIIC, irrespective of the
type of surgery. Henckaerts et al, have reported that the presence of at least one NOD2
polymorphism is associated with a higher risk of bacteremia and a poor outcome in critical ill
patients in an intensive care unit (68). Bruns et al, have reported that NOD2 variants increase the
risk for culture-positive ascitic fluid infections in cirrhosis and may affect survival (69). These
results suggest an excessive permeability of the intestinal wall in cases of NOD2 polymorphisms;
this phenomenon may explain a higher risk of PIIC in this CD surgical population. Thus patients
carrying a NOD2 polymorphism may have a defect in their innate immunity and their intestinal
barrier function with a subsequent higher risk for bacterial translocation. These mechanisms may
explain why, in contrast, NOD2 polymorphism was not associated with non-infectious post-

operative complications.

This is the first series that has reported the influence of 203 CD-associated SNPs on post-operative
complications in CD surgery, in a well-defined IBD cohort with a mean follow-up of 13.5 years.
One important bias of our studies is a relatively small sample size and the absence of a replication
cohort. This study has suggested an association between PIIC in adult CD patients and NOD2
(rs5743289). In 2013, Jakobsen et al. also found an association between CD and NOD?2

(rs5743289) (OR = 1.4 [1.1-1.9], p = 0.009) in a pediatric cohort (150).
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CD medical therapies are known to influence the risk of post-operative complications in surgery in
CD. Unfortunately, due to the retrospective study design, it was not possible to account for the
effects of IBD-related medications. Indeed, variables such as the type of medication, time of
medication use, and effect of medications on CD course, were not found in all medical records.
Further prospective studies which include all medication use prior to surgery and post-operatively

may answer this important question.

In conclusion, we identified an independent association between NOD?2 risk allele and increased
risk of post-operative intra-abdominal infectious complications (PIIC) in CD. In addition, we
identified current smoker status as a main clinical predictor for PIIC in CD surgery. The
identification of NOD?2 as a risk allele for PIIC in CD is of particular interest as it may allow for
early risk stratification of high-risk patients in whom surgery would be carefully managed and

planned and predict patients at higher risk of post-operative complications.
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Discussion générale et perspectives

Les MICI font partie de ces maladies complexes. Actuellement, aucun traitement curatif, qu’il soit
médical ou chirurgical n’est disponible. En cas de forme compliquée ou réfractaire au traitement
médical de MC, la chirurgie reste I’option a privilégier. Bien qu’une nette amélioration clinique
soit mise en évidence a I’issue de la chirurgie, le taux de récidive chirurgicale est de I’ordre de 25
a 60% a 10 ans, incitant a rechercher les facteurs déterminant la RPO. D’autre part, la chirurgie
comporte ses propres risques de complications et la détermination d’¢léments prédictifs de celles-

ci permettraient d’adapter la prise en charge de la MC a chaque individu.

Ce travail s’est donc orienté vers 2 aspects de la MC susceptibles d’étre influencés par des facteurs

génétiques :

e la survenue d’une RPO,

e la prédisposition a la survenue de complications post-opératoires.

Les études réalisées nous ont permis d’apporter de nouvelles informations dans ces domaines.
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L’effet du traitement immunosuppresseur sur ’infection de site opératoire

apres une résection pour maladie de Crohn

Le risque de survenue de CIIP est variable d’un patient a un autre. Les conditions pré-opératoires
influencent en grande partie le risque de CIIP. 11 a été clairement établi que les thiopurines
n’augmentent pas ce risque. Devant I’utilisation de plus en plus fréquente des anti-TNF alpha, il
¢tait important d’évaluer le risque spécifique de CIIP en fonction de leur utilisation en pré-
opératoire. Nous avons mis en évidence, une augmentation du risque de CIIP en cas de prise
combinée de corticoides et d’anti-TNF alpha. Se pose la question de la durée d’arrét nécessaire de
ces traitements par rapport a 1’intervention chirurgicale qui permettrait de diminuer ce sur-risque.
Nous avons étudié le risque de CIIP aprés 8 semaines d’arrét de traitement et aprés 12 semaines
d’arrét de traitement et nous n’avons pas constaté de diminution significative du taux de CIIP. La
réalisation d’une étude prospective randomisée semble étre nécessaire pour pouvoir répondre
entierement a cette question. Le caractere rétrospectif de cette étude est a ’origine d’une absence

d’exhaustivité des données recueillies notamment en terme d’activité et de sévérité de la MC.

Afin de pouvoir établir un arbre de décision objectif, il reste a déterminer de facon précise le délai
nécessaire d’arrét de prise de traitement par anti-TNF alpha avant la chirurgie pour rejoindre le
risque de CIIP d’une population de MC non exposée a ces traitements. Cela permettrait de réaliser
une médecine personnalisée en adaptant les criteres de rétablissement de la continuité digestive a

chaque patient.
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Un variant génétique de CARDS est un facteur de risque de récidive

chirurgicale de la maladie de Crohn

L’histoire post-opératoire de la MC est variable d’un patient a un autre, et est difficilement
prévisible au moment du diagnostic. Idéalement, une corrélation entre génotype et phénotype
clinique permettrait une classification plus précise des patients atteints d’'une MICI, au-dela du
type et de la localisation de la maladie inflammatoire. Par exemple, certains profils génétiques
permettraient d’identifier les patients a haut risque de risque de RPO. Ces informations aideraient
les cliniciens et les patients a établir des stratégies adaptées a 1’individu concernant le traitement a
instaurer au moment du diagnostic et/ou en post-opératoire immédiat. La recherche d’association
avec la récidive chirurgicale pour des polymorphismes de genes déja confirmés dans d’autres
populations a permis d’établir, dans notre cohorte, une association entre 1’alléle a risque de

CARDS (rs2043211) et le risque de récidive chirurgicale.

Le gene caspase recruitment domain-containing protein 8 (CARDS), qui est aussi appelé tumor-
upregulated CARD-containing antagonist of caspase 9 (TUCAN), est situé sur la région de liaison
IBD6 sur le chromosome 19, et est exprimé fortement dans les monocytes et 1’épithélium
intestinal. Le géne CARDS représente un nouveau membre de la famille CARD qui supprime
¢électivement ’activation de NF-kappaB et I’apoptose induite par 1’activation de caspase . CARDS
est un composant de I’immunité innée et entraine la suppression de la réponse immunitaire et des
activités inflammatoires. Le SNP rs2043211 sur I’exon 5 du géne CARDS possede un changement
d’un résidu cystéine sur le codon 10 en codon stop. Il y a régulierement des données conflictuelles
dans la littérature sur 1’association entre le rs2043211 et les MICI. Ce SNP a déja été décrit
comme associé aux MICI (146), alors que d’autres séries n’ont pas retrouvé d’association entre
CARDS et MICI (145,151,152). L’association semble étre population-dépendante. Une étude

combinée de patients atteints d’'une MICI allemands et norvégiens n’a pas retrouvé d’association
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entre le rs2043211 et la MC ou la RCH (145), une autre étude basée sur 3 cohortes indépendantes
européennes a montré que le rs20143211 n’est pas lié a une prédisposition aux MICI (151) ; alors
qu’une étude récente coréenne a montré que le rs2043211 était significativement associé a la RCH
(153). Une méta-analyse récente a montré que le génotype dominant AA + AT et le génotype
homozygote AA de CARDS (rs2043211) pourrait étre associé a la MC et cette association semble
étre population-dépendante (154). Cependant, le mécanisme exact de [D’influence du
polymorphisme de CARDS sur la susceptibilité aux MICI reste a déterminer. Des études réalisées
sur des cohortes plus importantes et des études cas-témoins réalis€ées sur des populations

différentes vont devoir étre conduites afin d’étudier les mécanismes exacts.

Nous n’avons identifié aucune autre étude sur le role de CARDS dans la récidive chirurgicale et
tres peu d’études se sont intéressées a 1’identification des déterminants génétiques de la récidive
chirurgicale. Ceci est probablement di a la difficulté de réaliser ce type de travail car il s’ intéresse
a un sous-groupe de patients (patients ayant bénéficié d’au moins 2 résections intestinales), ce qui
diminue considérablement le nombre de sujets a étudier et donc la puissance des tests statistiques,
et d’autre part, cela impose un suivi a trés long terme des patients génotypes. En effet dans notre
étude, la durée moyenne de suivi est de 13,5 ans. Le méme travail pourrait étre réalisé sur les
patients présentant une récidive endoscopique, ce qui augmenterait le nombre de patients a étudier,
cependant nous n’avons pas a notre disposition les données de suivi endoscopique pour 1’ensemble

des patients de la cohorte.

Nous aurions souhaité étudier également I’influence des traitements médicamenteux sur la
récidive chirurgicale, mais en raison de données manquantes, nous n’avons pu étudier cette
donnée. Des études réalisées sur des populations plus importantes et provenant d’origine
différentes vont devoir étre réalisées afin de confirmer I’influence du polymorphisme de CARDS

sur la récidive chirurgicale.
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Un variant génétique de NOD?2 est un facteur de risque de complication post-

opératoire de la maladie de Crohn

La gestion et I’anticipation des complications post-opératoires sont un élément essentiel de la prise
en charge chirurgicale de la MC. La survenue de CIIP est un élément capital dans I’histoire du

patient avec un impact sur sa qualité de vie.

Actuellement, seuls des facteurs de risque cliniques sont établis et pris en compte dans le
raisonnement chirurgical et notamment dans la décision de rétablir ou non dans le méme temps la
continuité digestive. Ces facteurs de risque sont le tabagisme actif, la présence d’un abces, la
dénutrition, la prise au long cours de corticoides, la chirurgie en urgence. Lorsqu’au moins 3 de
ces facteurs sont présents, il est recommandé de réaliser une stomie temporaire (10,86,144).
Cependant, la stomie ne rend pas le risque de CIIP nul chez ces patients, laissant imaginer que des

facteurs de risque non cliniques et notamment génétiques doivent tre pris en compte.

Partant de cela, nous avons décidé de mener une analyse d’association génétique afin de
déterminer si il existait un polymorphisme génétique prédictif de la survenue de CIIP dans la
chirurgie de la MC. La recherche d’association avec les complications post-opératoires pour des
polymorphismes de génes déja confirmés dans d’autres populations a permis d’établir, dans notre

cohorte, une association entre I’all¢le a risque de NOD2 (rs5743289) et le risque de CIIP.

Nous n’avons retrouvé dans la littérature aucune étude a propos du role des facteurs génétiques
dans la survenue des CIIP au décours de la chirurgie de la MC. Actuellement leur rdle dans la
survenue de ces complications est inconnu. Un des mécanismes qui pourraient expliquer nos
résultats serait un déficit de ’immunité innée et de la fonction de la barriére intestinale chez les

patients présentant un polymorphisme de NOD2 avec pour conséquence une augmentation du
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risque de translocation bactérienne. Ces mécanismes pourraient expliquer pourquoi, au contraire,
le polymorphisme de NOD2 n’était pas associ¢ avec une augmentation des complications non

intra-abdominales dans notre étude.
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Conclusion

La MC, comme d’autres pathologies complexes, est aujourd’hui le sujet de trés nombreuses
recherches génétiques. Les progres récents en génétique et bioinformatique ont permis des
avancées significatives ces dernieres années. Cependant, les retombées cliniques de ces
recherches restent a I’heure actuelle limitée, ne permettant pas leur utilisation en pratique
courante. Il va donc étre nécessaire de confirmer ces résultats au sein de cohorte de réplication
puis de les intégrer au sein de modeles prédictifs tenant compte des facteurs génétiques et
environnementaux. Actuellement, la faisabilité et le colit par rapport au bénéfice d’un screening
multigénique des patients a risque n’est pas possible mais devrait I’étre dans les années a venir.
Cela permettra de proposer, soit un suivi adapté, soit des mesures de médecine préventive aux
sujets porteurs d’alléles de prédisposition. L’objectif actuel est de faire ces mémes analyses
d’association génétique sur des cohortes de réplication afin de valider nos résultats et espérer

qu’ils puissent €tre bénéfiques pour les patients atteints par la MC dans les années a venir.
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Annexes

Annexe 1 — The effect of immune therapy on surgical site infection following

Crohn’s Disease resection.
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Background: Patients with Crohn’s discase are increasingly receiving antitumour necrosis factor a
(anti-TNF-a) therapy. Whether anti-TNF-a therapy increases the risk of postoperative infectious
complications in Crohn’s disease is a matter of debate.

Methods: This was a retrospective study of three referral centres. The charts of patients who underwent
ileocaecal or ileocolonic resection for Crohn’s disease between 2000 and 2011 were reviewed. The
impact of baseline characteristics and Crohn’s disease-related medications on the risk of postoperative
intra-abdominal infectious complications was investigated by univariable and multivariable analysis.
Results: A total of 217 patients were included in the study. Median age at the time of surgery was
36-8 (range 15-78) years. A postoperative intra-abdominal infection occurred in 24 (11-1 per cent)
of 217 patients. No deaths were reported. On univariable analysis, age less than 25 years (P=0-023),
steroid use (P=0-017), anti-TNF-a therapy (P=0.043) and anti-TNF-a treatment in combination
with steroids (P=0.-004) were associated with an increased risk of postoperative intra-abdominal
infectious complications. On multivariable analysis, only anti-TNF-a therapy in combination with
steroids significantly increased this risk (odds ratio 8-03, 95 per cent confidence interval 1-93 to 33.43;
P—0.035).

Conclusion: Combined use of steroids and anti-TNF-a therapy was associated with an increased risk of

postoperative intra-abdominal infectious complications.

Paper accepted 21 March 2013

Published online 3 May 2013 in Wiley Online Library (www.bjs.co.uk). DOI: 10.1002/bjs.9152

Introduction

The advent of antitumour necrosis factor a (anti-TNF-a)
agents changed the treatment for Crohn’s disease, but
surgery is still often required!. In a French referral centre
cohort, the cumulative risk of major abdominal surgery
in patients with Crohn’s discase was 26 per cent after
Syears’. Although the risk of postoperative complications
associated with corticosteroids is well established®*, it
remains uncertain whether anti-TNF-a therapy increases
this risk. In ulcerative colitis, a recent meta-analysis
demonstrated that preoperative anti-TINF-a use increased
the risk of short-term postoperative complications’.
Although data for patients with Crohn’s disease have
been conflicting, a meta-analysis found that preoperative

@ 2013 British Journal of Surgery Society Ltd
Published by John Wiley & Sons Ltd

anti-TNF-a treatment was associated with
postoperative infectious complications®. The aim of this
study was to evaluate the impact of Crohn’s discase-related
medications on the risk of specific postoperative morbidity.

more

Methods

All adult patients (aged more than 16years) who
underwent ileocaecal or ileocolonic resection for Crohn’s
disease in three French referral centres (Visceral Surgery
Department and Emergency Surgery Department of
University Hospital of Nancy (centre 1), Visceral
Surgery Department of University Hospital of Strasbourg
(centre 2) and Visceral Surgery Department of University
of Reims (centre 3) between January 2000 and December
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2010 were included in this retrospective study. The
terms ‘Crohn disease’, ‘ileocaecal resection’, ‘ileo-colonic
resection” and ‘right colectomy’ were used to identify
cligible patients using the database of the Department of
Medical Information. Retrospective studies do not require
any ethical approval in France.

The charts of all included patients with an established
diagnosis of Crohn’s discase, according to Lennard-Jones
criteria’, were reviewed. Patients with a temporary stoma
were cxcluded from the analysis as the aim of the study
was to cvaluate the risk of postoperative intra-abdominal
infectious complications (PIICs; abscess, anastomotic
leakage and enterocutaneous fistula). The following data
were retrieved for each patient included in the analysis:
demographic data, Montreal classification®, weight loss,
smoking status, nutritional support, history of Crohn’s
disease-related surgery, urgency of surgery (emergency
or elective), indication for surgery (ileal stenosis, abscess
and/or fistula) and American Society of Anesthesiologists
(ASA) fitness grade.

Informadon regarding Crohn’s disease-related med-
jcations was collecting, including: use of budesonide
and systemic (oral and intravenous) steroids, dose of
systemic steroids, use of antd-TNF-a therapy (inflix-
imab, adalimumab), use of immunomodulators (thiopurine,
methotrexate). Only steroid or immunomodulator use at
the time of surgery was included in the analysis. For
infliximab and adalimumab, the last infusion had to be
administered within 12 weeks before surgery to be included
in the analysis, based on the pharmacokinetics infliximab?.

Informadon on bowel preparation with electrolyte
solution before surgery, surgical antbiotic prophylaxis,
and the type of surgical approach (laparotomy and/or
laparoscopic procedure) was analysed. Mean operating
time was calculated. The type of anastomosis (handsewn,
stapled, end-to-end, end-to-side or side-to-side) was noted.
The duration of intra-abdominal drainage, if necded, was
recorded.

Statistical analysis

Patients were divided into two groups according to the
occurrence of PIICs. These groups were first compared
by univariable analysis using the y? test for qualitative
variables and Wilcoxon test for continuous data. Variables
with P <0-200 between the two groups were then
included in a multivariable logistic regression model to
idendfy independent predictors of PIIC using a forward
variable selection method. Statistical significance was setat
P <0-050. Statistical analysis was carried out using SAS®
software version 9-2 (SAS Institute, Cary, North Carolina,
USA).

© 2013 British Journal of Surgery Society Ltd
Published by John Wiley & Sons Led

Results

A rtotal of 217 patients were included over a 10-year
period, including 126 women (58-1 per cent). Some 42
patients with Crohn’s disease were excluded (Strasbourg
15, Nancy 7, Reims 20) because the chart review indicated
that the type of surgery had been misclassified. A further
41 patents with Crohn’s disease (Strasbourg 4, Nancy
21, Reims 16) had a temporary stoma and were also
cxcluded. The median age of included patients at the time
of surgery was 36-8 (range 15-78) years and the mean(s.d.)
duration of disease was 8-6(8-1) (range 0—36) years. PTICs
were recorded in 24 padents (11-1 per cent). Twelve
patients had an intra-abdominal abscess, of whom ten had
radiological drainage and rcoperation. Ten patients had

Table 1 Comparison of baseline data between groups with and
without infection

No PIIC PIIC
(n=193) (n=24) Pf
Age (years) 0.023
<25 29 (15.0) 9(38)
25-45 104 (53.9) 10 (42)
> 45 60 (31.1) 5(21)
Mean(s.d.) 39.2(13.9) 32.2(11.6) 0.022§
Sex ratio (M:F) 84:109 7:17 0178
Active smoker 90 (47-6) (n=189) 12 (50) 0.825
ASA grade 0-954
| 70 (37.8) 9 (41)
I 105 (56.8) 12 (55)
] 10 (5-4) 1(5)
Montreal 0135
classification A
Al 14 (7-3) 2(8)
A2 138 (71.5) 21 (88)
A3 41(21-2) 1(4)
Montreal 0-540
classification B
B2 133 (68-9) 18 (75)
B3 60 (31-1) 6 (25)
Montreal 0-939
classification L
L1 168 (87-0) 21 (88)
L2 1(0-5) 0(0)
L3 24 (12.4) 3(13)
Perianal disease 18 (8-3) 4(17) 0-261
Duration of disease 8.6(8-1) (n=192) 8-3(8-0) 0-310§
(years)*
5-Aminosalicylic acid 17 (8-8) 2(8) 0-938
Weight loss (kg)'f 5.2(6-1) (n= 166) 4.8(3.7) (n=19) 0.930§
Body mass index 22.1(3-8) (n=183) 20.7(2-7) 0-656§
(kg/m?)*
Preop. nutritional 21(10-9) 0(0) 0-088
support

Values in parentheses are percentages unless indicated otherwise; *values
are mean(s.d.). TIn relation to healthy weight. PIIC, postoperative
intra-abdominal infectious complication; ASA, American Society of
Anesthesiologists. £y test, except §Wilcoxon test.
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Table 2 Comparison of perioperative data between groups with
and without infection

No PIIC (n=193) PIIC (n=24) Pt
Abscess attime of 28 (14.5) 2(8) 0-409
surgery
Occlusion at time 17 (8-8) 3(13) 0.556
of surgery
Fistula at time of 4(21) 1(4) 0-520
surgery
Peritonitis at time 1(0.5) 1(4) 0.078
of surgery
Stenosis at time of 166 (86-0) 19 (79) 0-373
surgery
Surgery in an 21 (10:9) 2 (8) 0.702
emergency
setting
First ileocaecal 135 (69-9) 16 (67) 0741
resection
Laparoscopic 89 (46-1) 11 (46) 0-979
approach
Epidural analgesia 4 (2-2) (n=186) 0(0) 0-487
Bowel preparation 100 (51-8) 11 (46) 0-580
Peroperative 174 (92-6) (n=188) 20 (91) (n=22) 0.783
antibiotics
Duration of 133.2(57-3) (n=191) 128-3(47.7) (n=23) 0-469%
operation (min)*
Histological
analysis
No 70 (38-0) 8 (35)
inflammatory
lesions
Inflammatory 114 (62-0) 15 (65)
lesions
Type of
anastomosis
End-to-end 20 (10-4) 0(0) 0.097
End-to-side 86 (44.6) 9 (38) 0510
Side-to-side 87 (45-1) 15 (63) 0107
Handsewn 115 (59.6) 12 (50) 0-368
Stapled 78 (40-4) 12 (50) 0-368
Peroperative 112 (58.0) 16 (67)
abdominal
drainage
Duration of 9:3(5-4) 24.0(12.7) < 0.001%
hospital stay
(days)*

Values in parentheses are percentages unless indicated otherwise; *values
are mean(s.d.). PIIC, postoperative intra-abdominal infectious
complication; $x test, except $Wilcoxon test.

an anastomotic leak with peritonitis requiring reoperation
and stoma. T'wo patients developed enterocutaneous fistula
and both required surgery. The median time to onset
of first PIIC was 10 (range 2-30) days. There were no
deaths.

A comparison of the baseline characteristics of patients
with PIICs and those without is presented in Table 1.
Patients who developed PIICs were younger, but there
were no differences between the two groups regarding sex
ratio, ASA grade or Montreal classification. Nor were

© 2013 British Journal of Surgery Society Ltd
Published by John Wiley & Sons Ltd
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Table 3 Comparison of specific treatments and centres between
groups with and without infecton

NoPIC (1=193) PIC(1—=24) P}

Steroids 72 (37-3) 15 (63) 0.017
Steroid dose (mg)* 23.4(16-1) (1=70) 29.0(13-1) (1=15) 0.293%
Anti-TNF-a (8-week 26 (13.5) 7(29) 0.043
washout period)
Anti-TNF-a (12-week 33 (171) 9(38) 0.026
washout period)

Steroids and/or 0.004
anti-TNF-a (8-week
washout for biologicals)

None 103 (53-4) 7(29)

Steroids only 64 (33-2) 10 (42)

Anti-TNF-a only 18(9-3) 2(8)

Steroids + anti-TNF-a 8 (4-1) 5(21)
Steroids and/or 0.005
anti-TNF-u (12-week
washout period for
biologicals)

None 98 (50-8) 6 (25)

Steroids only 62 (32-1) 9 (38)

Anti-TNF-a only 23 (11-9) 3(13)

Steroids +anti-TNF-a 10 (5-2) 6 (25)
Budesonide 22 (11-4) 3(13) 0.873
Azathioprine 48 (24.9) 5(21) 0-664
5-Aminosalicylic acid 17 (8-8) 2(8 0938
Centre 0-453

1 120 (62-2) 18 (75)

2 9(a.7) 1(4)

3 64 (33.2) 5(21)

Values in parentheses are percentages unless indicated otherwise; *values

are mean(s.d.). PIIC, postoperative intra-abdominal infectious

complication; tumour necrosis factor. Ty~ test, except $Wilcoxon
pli ; TNF, f: ¥’ test, pt $Wil

test.

there any differences in indication for surgery, bowel
preparation, histological findings and type of anastomosis
(Table 2). Preoperative specific treatments are summarized
in Table 3. In univariable analysis, age less than 25 years,
steroid use, exposure to anti-TNF-a therapy, and the use
of biologicals in combination with steroids were associated
with an increased risk of developing a PIIC (Tables 1
and 3).

In multivariable logistic regression, only anti-TNF-a
therapy in combination with steroids was independently
associated with the risk of developing a PIIC; this combined
treatment, with an 8-week washout period for biologicals,
was associated with an eightfold increase in the risk of
PIICs (Table 4). Of note, increasing the washout period for
biologicals to 12 weeks did not modify the results.

Discussion

The PIIC rate in the present study is similar to that
reported by others®. The risk of postoperative compli-
cations remains high in patients who have received a
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Table 4 Muldvariable logistic regression analysis of risk of
postoperative intra-abdominal infections in patients with
Crohn’s disease

Washout period for biclogicals
8weeks 12weeks
QOdds ratio = Odds ratio P
Age (years) 0-052 0-046

=25 1.00 1-00

25-45 0.26 (0-09, 0.77) 0.25 (0-09, 0-75)

> 45 0-46 (0-11, 1.87) 0-46 (0-12, 1.87)
Montreal 0-227 0.215
classification A

Al 1-00 1-00

A2 2.15 (0-41, 11-19) 2.06 (0-39, 10.75)

A3 0.40 (0.02, 6.58) 0.36 (0.02, 5.83)
Steroids and/or 0-035 0.013
anti-TNF-u

None 1.00 1.00

Steroids only ~ 2.25 (0.79, 6.37) 2.29 (0.76, 6.94)

Anti-TNF-u 1.29 (0-23, 7-15) 1.88 (0-42, 8-45)
only

Steroids 8.03 (1.93, 33.43) 9.76 (247, 38.55)
+ anti-TNF-a

Values in parentheses are 95 per cent confidence intervals. The analysis
was based on 217 patients. Only factors with P < 0-200 in the univariable
model were included in the multvariable model and forward selection of
variables was used. TNF, tumour necrosis factor.

biological therapy despite improvements such as preop-
erative nutritional therapy'?. The types of PIIC included
anastomotic leak, intra-abdominal abscess and fistula, as
described in most published studies'!~!3.

In agreement with previous studies'*~1%, the use of
immunomodulators, mainly azathioprine, was not a
risk factor for PIIC in the present analysis. Steroids
still represent the first-line treatment during outbreaks
of the disease or the inaugural phase!’. Furthermore,
some patients become corticodependent and require
continuation of steroid therapy, despite the introduction
of other therapics including biologicals. Several studies
have demonstrated that steroid use is associated with an
increased risk of postoperative complications® ! 1:14-16,18,
Univariable analysis here confirmed that steroid use is
associated with an increased risk of PIIC, although a
dosc-dependent cffect could not be demonstrated.

A large retrospective study concluded that the use of
anti-TNF-a therapy was not associated with an increase in
overall or infectious complications in patients undergoing
surgery for Crohn’s disease!®. In a recent meta-analysis
including cight studies and 1641 patents, preoperative
infliximab treatment was associated with an increased
risk of postoperative infectious complications (odds ratio
1-50, 95 per cent confidence interval 1-08 to 2-08)5.
Interestingly, the largest study, which included a tortal of

@© 2013 British Journal of Surgery Society Ltd
Published by John Wiley & Sons Ltd

389 patdients who underwent ileocolonic resection, found
that infliximab increased postoperative sepsis, abscess
and readmissions in patients with Crohn’s disease!’.
The underlying mechanisms remain poorly understood,
although delayed wound healing, possibly promoting the
occurrence of PIIC, has been demonstrated in a mouse
model?’. An increasing number of patients are coming to
surgery receiving both steroids and anti-TNF-a therapy,
with the proportion ranging from 7 to 31 per cent!>!321,
This combination represents a particularly high risk for
perioperative complications.

The present analysis has limitations. Because the study
was rctrospective, some data, such as discasc activity
and severity, could not be collected, and there was no
standardized postoperative follow-up. In addition, the
number of patients receiving both steroids and biological
agents was relatively small.
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Background and aims: Post-operative recurrence is frequent in Crohn’s disease. Genetic factors associated
with post-operative recurrence remain poorly understood. Identification of genetic variants associated
with repeat surgery would allow risk stratification of patients who may benefit from early aggressive
therapy and/or post-operative prophylactic treatment.

Methods: Crohn's disease patients who had at least one bowel resection were retrospectively identified
from the “Nancy IBD cohort™. Covariates and potential interactions were assessed using the Cox propor-
tional hazard model. Kaplan-Meier curves for time to surgical recurrence were developed for 200 genetic
variants and analyzed with the log-rank test.

Results: 137 patients had at least 1 resection in our cohort: 38 had a surgical recurrence (28%). In multivari-
ate analysis, current smoker status (OR 6.97, 95% C1 1.85-26.22, p=0.004), post-operative complications
after prior surgery (OR 2.72, 95% CI 1.02-7.22, p=0.044), and Caspase recruitment domain-containing
protein 8 (CARD8) homozygosity for the risk allele (OR 7.56, 95% CI 1.13-50.37, p=0.036) remained
significantly and independently associated with surgical recurrence.

Conclusion: Current smoker status was associated with increased risk of surgical recurrence. A novel
association between CARDS and increased risk of surgical recurrence in Crohn's disease was observed.

CARDS could be a new marker for risk stratification and prevention of recurrent surgery.
© 2015 Editrice Gastroenterologica Italiana S.r.l. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Crohn’s disease (CD) is a chronic disabling and progressive
condition characterized by a relapsing-remitting disease course
leading to bowel resection in approximately 80% of CD patients
[1,2]. However, surgery is not a cure and surgical recurrence is com-
mon in patients with CD. Notably, up to 70% of patients require a
second surgery in the 10 years following their initial surgery [3].
Post-operative recurrence is thought to result from a combination
between genetic, environmental, bacterial and immune risk factors

* Corresponding author at: Department of Digestive Surgery, University Hospital
of Nancy-Brabois, Vandoeuvre-les-Nancy, France. Tel.: +33 83153120;
fax: +33 83153119,
E-mail address: a.germain@chu-nancy.fr (A. Germain).

http://dx.doi.org/10.1016/1.d1d.2015.07.013

[4]. Several studies have investigated the risk factors for surgical
recurrence in CD. Smoking status, prior intestinal resection, pen-
etrating behaviour, perianal disease and extensive bowel disease
(>50 cm) are well-established risk factors [5].

Advances in the field of genetics have led to the identifica-
tion of numerous susceptibility genes for inflammatory bowel
disease (IBD). The association of NOD2/CARD15 polymorphism with
predisposition to CD was first reported in 2001 [6,7]. A recent meta-
analysis concluded that there are insufficient data to support a
role for NOD2/CARD15 in predicting surgical recurrence, but did not
exclude arole for it [8]. While Fowler et al. found that variant in the
SMAD3-encoding gene was a risk factor for recurrent surgery [9],
the influence of the aforementioned IBD risk alleles on the postsur-
gical recurrence of CD remains poorly investigated. In their study,
Sehgal et al. described that CD patients carrying an “at risk” allele
for IRGM (rs4958847) had an overall more severe disease course

1580-8658/© 2015 Editrice Gastroenterologica Italiana S.r.. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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with a greater number of surgeries in comparison with those who
were “wild-type" [10].

The identification of genetic risk factors associated with the sur-
gical recurrence in CD could allow risk stratification of patients who
may benefit from early aggressive therapy and/or post-operative
prophylactic treatment and may also identify novel therapeutic tar-
gets. We herein report a genetic association study on CD surgical
recurrence using a well-defined cohort of 857 CD patients, namely
the “Nancy IBD cohort” [4].

2. Methods
2.1. Study subjects

As previously described, the “Nancy IBD cohort” is a large
observational cohort of patients with IBD with detailed clinical
information on 1173 patients with IBD (857 CD, 316 ulcerative coli-
tis) [4]. Patients were followed prospectively according to standard
of care. Information about the “Nancy IBD cohort” is reported to the
Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés (no. 1404720),
which supervises the implementation of the act regarding data
processing, data files, and individual liberties that came into effect
on January 6th 1978, and was amended on August 6th 2004 to
protect the personal data of individuals. Available information ret-
rospectively collected includes age at diagnosis, gender, disease
duration, disease location and behaviour according to the Montreal
classification [11], extra-intestinal manifestations, smoking status,
date, type and indication of surgery, and date of recurrence. Smok-
ing status was defined as non-smoker or current smoker at time of
surgery. Surgery for early complications of first surgery, for perianal
disease, fistulotomy and/or faecal diversion were excluded.

2.2. Genatyping

Genomic DNA was isolated from blood samples taken from
the first 280 consecutive adult CD patients from the “Nancy
IBD Cohort”. 200 CD-associated single nucleotide polymorphisms
(SNPs) from previous studies were analyzed [12] (Supplementary
Table S1). In this study, 31 new distinct susceptibility loci for
CD were identified and data from three studies were combined
(a total of 3230 cases and 4829 controls) and the authors per-
formed replication in 3664 independent cases [12]. All patients
signed a consent form for genetic analysis. SNPs were genotyped
using the Applied Biosystems (Foster City, CA) SNPlex technology,
which is based on the Oligonucleotide Ligation Assay combined
with multiplex PCR amplification. Experimental methods were as
per the manufacturer’s instructions. Genotype assignment was per-
formed by capillary electrophoresis analysis using an ABI 3730x1
DNA Analyzer and ABI GeneMapper v3.7 software. Genotyping was
considered to be successful if the overall success rate for the SNP
was >80% and the Hardy-Weinberg equilibrium did not depart
significantly from the expected distribution (p>0.05 for Chi2-test
between expected and actual values).

2.3. Statistical analysis

Our primary outcome measure was repeat CD-related bowel
resection. Continuous variables were summarized using means
and standard deviations. Polymorphisms were tested for
Hardy-Weinberg equilibrium before using the Fisher exact
test (or x? test) to compare allelic and genotype frequencies.
Categorical variables were expressed as proportions. The t test
was used to compare continuous variables while the chi-square
test (or Fisher's exact test) was used for categorical variables. Cox
proportional hazards models were constructed to examine the
effect of the various genetic polymorphisms adjusting for potential

n=280

Initial surgery

n=137
(49%)

Inflammatory Stricturing Penetrating
n=17 (12%) n=67 (49%) n=53 (39%)
Aln=5 Al n=6 Al n=4
AZn=11 A2 n=59 A2 n=42
A3n=1 A3 n=7

A3 n=8

‘ Ergical recurrence

n=38
(28%)

Fig. 1. Indication for first surgery in 280 genotyped Crohn's disease patients.

confounders. Time from first surgery to surgical recurrence (or
to end of follow-up if one single surgery) was used as the time
variable in the Cox proportional hazards model. Variables reaching
a p-value of <0.10 in the univariate analysis were entered into the
multivariate analysis where a p-value <0.05 indicated independent
statistical significance. Kaplan-Meier curves for time to repeat
surgery were developed for each genetic variant and compared
using the log-rank test.

3. Results
3.1. Study population

One hundred and thirty-seven patients of the “Nancy IBD
cohort” required a CD-related bowel resection. Mean age at diag-
nosis was 23 years (range, 3-82), with a mean disease duration of
5 years (range, 0-32).

One hundred eight patients were males (39%), 84 had ileitis
(30%), 57 had colitis (20%), 131 had ileo-colonic disease (47%), 8 had
upper gastrointestinal involvement (3%); 103 patients had purely
inflammatory disease (37%), 95 had stricturing disease (34%), and
82 had penetrating disease according to the Montreal classification
(29%). The mean duration of follow-up was 13.5 years (range 0-34).

Indication for first surgery is shown in Fig. 1.

3.2. Factors associated with surgical recurrence

Of 137 patients requiring an intestinal resection, 38 patients
(28%) required a second surgery during follow-up. Clinical charac-
teristics of CD patients according to surgical recurrence are shown
in Table 1.

At univariate analysis, variables associated with surgical
recurrence were female gender (p=0.02), preoperative disease
duration (p=0.05), current smoker status (p=0.001), and post-
operative complications after prior surgery (p=0.004). There was
no association between surgical recurrence and other clinical
variables such as disease location and behaviour (p=0.65 and
p=0.13 respectively). Genetic variables associated with surgi-
cal recurrence on univariate analysis were Caspase recruitment
domain-containing protein 8 (CARDS) (rs2043211) homozygosity

Please cite this article in press as: Germain A, et al. CARD8 gene variant is a risk factor for recurrent surgery in patients with Crohn’s
disease. Dig Liver Dis (2015), http://dx.doi.org/10.1016/j.d1d.2015.07.013
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Table 1
(Clinical characteristics of Crohn's disease patients according to surgical recurrence.

No surgical recurrence Surgical recurrence p-value
N(%) N(%)
N 99 38
Female gender 65 (65.6) 17(44.7) 0.02
Mean age at diagnosis (years) 23+13 21+9 0.92
Mean disease duration to first surgery (years) 7+7 4+3 0.05
Mean time to second surgery (years) NA 92+1.0
Mean duration of follow-up (years) 14.1+08 153106 0.11
Location 0.65
lleal 53(53.5) 17(44.7)
Colonic 17(17.1) 8(21.1)
lleocolonic 29(29.2) 13(34.2)
Upper gastrointestinal 5(0.5) 2(0.5) 0.96
Behaviour
Inflammatory 21(21.2) 5(13.1) 0.12
Stricturing 46 (46.5) 25(65.8)
Penetrating 32(323) 8(21.1)
Type of surgery (n, (%))
lleocaecal resection 59 (59.6) 19(50.0) 0.07
Small bowel resection 5(5.0) 7(18.4)
Colonic resection 29(293) 11(28.9)
Small bowell and colic resection 5(5.0) 1]
Defunctioning loop stoma 1(0.1) 1(2.6)
Perianal 49 (49.5) 15(39.5) 0.29
Current smoker 54(54.5) 34(89.5) 0.001
Post-operative complications 18(18.2) 16(42.1) 0.004
NA, not applicable.
Table 2
CARDS and NAT? allele frequency distribution.
SNP ‘Wild type allele (homozygote) Heterozygote Risk allele (homozygote) Minor allele frequency 2
CARDS (rs2043211) 124 (AA) 127 (AT) 20(TT) 0.31 0.1
NAT2 (rs1799930) 128 (GG) 114 (AG) 18 (AA) 0.28 0.2

" Pearson’s chi-squared test for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium.

for the risk allele (p=0.0007) and N-acetyltransferase 2 (NAT2)
(rs1799930) homozygosity for the risk allele (p=0.001). No
other genetics variants were associated with recurrent surgery
(Table 1). These two SNPs were in Hardy-Weinberg equilibrium
(Table 2).

All variables reaching a p-value of <0.10 in the univariate
analysis were entered into the multivariate analysis. In the multi-
variate analysis, current smoker status (OR 6.97,95% CI 1.85-26.22,
p=0.004), post-operative complications after prior surgery (OR
2.72, 95% CI 1.02-7.22, p=0.04), and CARD8 homozygosity for
the risk allele (OR 7.56, 95% CI 1.13-50.37, p=0.04) remained
significantly and independently associated with surgical recur-
rence (Table 3). Disease duration at first surgery, female gender
and NAT2 homozygosity for the risk allele were no longer sta-
tistically significant. The Kaplan-Meier survival curves for repeat
surgery according to CARDS risk allele status is depicted on
Fig. 2 No other genetic variants were associated with recurrent
surgery.

Table 3
Multivariable logistic regression analysis of risk of surgical recurrence.
0Odds ratio 95% Confidence interval p-value
Current smoker 6.97 1.85-26.22 0.004
status
Post-operative 272 1.02-7.22 0.04
complications
after prior
surgery
CARDS* 7.56 1.13-50.37 0.04
homozygosity for

the risk allele

@ Caspase recruitment domain-containing protein 8.

4. Discussion

Numerous studies have focused on the identification of genetic
determinants on CD progression, but very few have focused on
the impact of genetic factors on the risk of surgical recurrence
[8,9,13-17]. Our series is the first one that studied the influence
of 200 CD-associated SNPs on surgical recurrence in CD, in a
well-defined cohort namely the “Nancy IBD cohort” with a mean
follow-up of 13.5 years. We reported the association of CARD8 and
NAT2 genes with the risk of surgical recurrence in CD. A correla-
tion between genotype and clinical phenotype shall allow us to
envisage some substantial improvements in CD management by

Surgical recurrence

p=0.0007

0.50

0.25

0 5 10 15 20 25 30 35
Fallow-up (years)

----- 152043211 = AA
rs2043211 =TT

Fig. 2. Survival curve for time to surgical recurrence according to CARDS genotype.
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identifying patients at high risk of surgical recurrence. This may
lead to the development of targeted strategies aim at changing the
natural course of CD.

The role of genetics factors in surgical recurrence has not
been clearly defined. To date, 7 studies have examined the asso-
ciation between genetic variants and surgical recurrence. Six of
these series have focused on NOD2/CARD15 variants [14-19]. A
meta-analysis concluded that there are insufficient data to sup-
port a role for NOD2/CARD15 in predicting surgical recurrence,
but did not exclude a role for it [8]. In our study population,
the predictive value for surgical recurrence of 200 SNPs, includ-
ing NOD2[CARD15, along with other clinical characteristics was
studied. While NOD2/CARD15 variants were not predictor of sur-
gical recurrence in our population, we herein described that
homozygosity for the CARD8 and the NAT2 risk alleles were asso-
ciated with increased risk of recurrent surgery in CD in univariate
analysis.

We found that CD patients carrying the CARD8 allele risk
(rs2043211) were positively and independently associated with
surgical recurrence in CD. The CARD8 gene, which is highly
expressed in both monocytes and the gut epithelium, is a poten-
tial candidate risk gene for IBD, based on gene location (in the
IBD6 locus) and biological function [20-23]. CARDS is a negative
regulator of nuclear factor-kappa B (NF-kB) and is a suppressor of
apoptosis. Recent studies found that CARDS interacts with NLRP3-
coupled inflammasome and members of the NOD-like receptor
family thus implying a role for CARDS in the regulation of innate
and adaptative immunity [20-23]. Activation of NLRP3 by a diverse
panel of ligands leads to the formation of an inflammasome
complex consisting of caspase-1 and ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing a CARD), which mediates the pro-
duction and secretion of IL-1§3 in response to microbial challenge.
Recently attention has focused on the inflammasome and its role in
maintaining gut homeostasis and mediating host immune defenses
against pathogenic bacteria and stress signals. The dysregulation
of the inflammasome complex is thought to contribute to chronic
inflammation [24]. We could speculate that the high level risk of
surgical recurrence may result from the failure of homozygous
patients for the CARDS allele risk to finely tuned NF-kB activation. It
may be explained by the presence of a dysfunctional NLRP3 inflam-
masome caused by the expression of mutated forms of NLRP3 in
combination with a CARDS, not being able to act as a suppressor of
NF-kB activation.

CARDS8 was an independent predictor of the risk of surgical
recurrence. Indeed the association was not influenced by other
factors known to increase the risk such as smoking. Among them,
postoperative complications could have a detrimental influence on
the long-term outcome following intestinal resections, leading to
increased number of repeat resection surgery. Our study confirms a
high rate of repeat resection with 27.7% of patients requiring a sec-
ond surgery [25,26]. In our series, there was a significant difference
regarding surgical recurrence rate between smokers and non-
smokers (p=0.001). Smoking is known to be associated with a more
aggressive disease course and increased postoperative recurrence
[13]. Recently, a meta-analysis described a 2.5-fold increase in the
risk of second surgery in smokers compared with non-smokers
[27]. Unfortunately, the potential confounding effect of smoking
could not be analyzed as only 11.5% of patients were non-smokers
(n=4) among patients with surgical recurrence. Patients with
postoperative complications were more likely to require repeat
surgical intervention for CD recurrence. Two studies described
surgical complications as an independent predictor for surgical
recurrence [28,29]. In line with our report, the aforementioned
studies showed that development of postoperative complications
is a risk factor for early recurrence in CD. Postoperative complica-
tions may have a detrimental influence on the long-term outcome

following intestinal resections, leading to repeated resection
surgeries.

Our results need to be confirmed in a replication cohort, which a
clear limitation of our study. If this association can be confirmed, it
would allow for early risk classification of patients who may benefit
from pre- and post-operative aggressive treatment. In our retro-
spective study it was not possible to account for the effects of all
IBD-related medications.

Our study is the first to have studied the influence of 200 CD-
associated SNPs on surgical recurrence in CD, in a well-defined
cohort namely the “Nancy IBD cohort” and with a mean follow-
up of 13.5 years. We evaluated surgical recurrence, which is an
objective outcome measure. We had too missing data for evaluating
the association between genetic factors and endoscopic recurrence.
Also, due to the retrospective nature of the study, there were miss-
ing data regarding the use of postoperative medications and this
parameter could not be analyzed. It is noteworthy that the patients
enrolled in the present study were included in the international IBD
genetics consortium [12]; it is the reason why the entire Nancy IBD
cohort could not be genotyped.

In conclusion, an independent association between CARDS
risk alleles and increased risk of surgical recurrence in CD was
identified. In addition, current smoker status and post-operative
complications were confirmed as two main clinical predictors for
surgical recurrence. The identification of CARDS as a risk allele for
surgical recurrence is of particular interest as it may be a new
marker for the treatment of CD in the postoperative setting.
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ABSTRACT

Background: Post-operative complications are relatively frequent in Crohn's disease and
several risk factors have been identified however the influence of genetic factors is

unknown.

Methods: Crohn's disease patients who had a Crohn's disease-related bowel resection were
identified from the «Nancy IBD cohort ». Post-operative complications were defined as
intra-abdominal infectious complications and non intra-abdominal infectious complications
occurring within 90 days after surgery. The influence of 203 single-nucleotide

polymorphisms on post-operative complication rates was analyzed.

Results: 137 patients (48.9%) had undergone a Crohn's disease-related bowel resection in
our cohort : post-operative complications occurred in 34 cases (24.8%), post-operative intra-
abdominal infectious occurred in 18 cases (13.1%) : 12 had anastomotic leakage and 6 had
intra-abdominal abscesses. In multivariate analysis, current smoker status (OR 2.71, 95% Cl
1.18-6.21, p = 0.02) and Nucleotide-binding Oligomerization Domain-containing protein 2
(rs5743289) homozygosity for the risk allele (OR 2.07, 95% CI 1.15-3.72, p = 0.01) were
independant risk factors of post-operative intra-abdominal infectious complications. Current
smoker status and Nucleotide-binding Oligomerization Domain-containing protein 2
(rs5743289) homozygosity for the risk allele were not associated with non intra-abdominal

infectious complications.

Conclusion: Current smoker status was associated with increased risk of post-operative
intra-abdominal infectious complications. A novel association between Nucleotide-binding

Oligomerization Domain-containing protein 2 and increased risk of post-operative intra-
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abdominal infectious complications was observed in this study which may be important for

future operative management in Crohn's disease.
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INTRODUCTION

Despite the advent of anti-tumour necrosis factor alpha (anti-TNF-a) agents in the
management of Inflammatory Bowel Diseases (IBD) and in particular Crohn’s disease (CD), a
large proportion of patients still require a surgical resection®. Unfortunately surgical
resection for CD is associated with a high rate of operative morbidity. Peyrin-Biroulet et al,
previously reported a post-operative mortality of 2% and an overall complication rate
between 11-14%> Post-operative intra-abdominal infectious complications (PIIC) which
includes anastomotic fistulas, and intra-abdominal abscesses occur in approximately 10% of
patients. Several clinical risk factors for PIIC have been reported such as: current smoker

status, pre-operative steroids, and anti-TNF a treatments®”.

Further advances in the field of genetics have led to the identification of numerous
susceptibility genes for CD. In 2001, two groups identified the gene Nucleotide-binding
Oligomerization Domain-containing protein 2 (NOD2) as the first susceptibility gene for cp®
%, The actual function(s) of the NOD2 protein however has not been fully established and the
pathogenic mechanisms leading to the development of CD remains to be defined. A recent
meta-analysis reported that in patients with CD with a NOD2 polymorphism, there was no
associated increase in risk of surgical recurrence compared with patients without the
variant®. No previous studies have evaluated the association between genetic variants such
as NOD2 and the risk of postoperative complications. More recently, genome-wide
association studies (GWAS) have identified many single-nucleotide polymorphisms (SNPs) to

be associated with inflammatory bowel disease (IBD)™™*.
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The aim of this study was to evaluate the risk of global and specific postoperative morbidity
according to the influence of 203 SNPs™ using a well-defined cohort of 857 CD patients,

namely the “Nancy IBD cohort” between 2000 and 2011%.

We hypothesized that NOD2 gene variants may be associated with complications in

postoperative Crohns disease patients.
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METHODS

Study subjects and demographics

As previously described, the “Nancy IBD cohort” is a large monocentric observational cohort
of IBD patients with detailed clinical information on 1173 patients with IBD (857 CD, 316
ulcerative colitis)®. Patients were followed prospectively according to standard of care.
Information about the Nancy IBD cohort is reported to the Commission Nationale de
I''nformatique et des Libertés, France (no. 1404720), which supervises the implementation of
the act regarding data processing, data files, and individual liberties that came into effect on
January 6t 1978, and was amended on August 6" 2004 to protect the personal data of

individuals.

The diagnosis of CD in these patients was based on histological criteria. Clinical information
that was collected included; age at diagnosis; gender; disease duration; disease location and
behaviour (according to the Montreal classificationls); extra-intestinal manifestations;
smoking status; and date, type and indication of surgery. Smoking status was defined as
‘non-smoker’ or ‘current smoker’ at the time of surgery. The primary outcome was the
occurrence of postoperative complications, including PIIC-related (abscesses, anastomotic
leakage and enterocutaneous fistula) and non-PliC-related (pulmonary embolism,

postoperative ileus, pulmonary infections and wound infections).

Genotyping
All patients were identified from the Nancy IBD Cohort and signed a consent form for
genetic analysis. Genomic DNA was isolated from blood samples taken from patients with

CD who had a surgical resection. Genotyping was performed using the SNPlex technology
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(SNPlex® Applied Biosystems, Foster City, CA) which is based on the Oligonucleotide Ligation
Assay combined with multiplex PCR amplification. SNPs with more than 10% of missing data
were removed. In total 203 CD-associated SNPs identified from previous studies were

analyzed (Web Table 1).

Genotype assighment was performed by capillary electrophoresis analysis using an ABI
3730xl DNA Analyzer and ABlI GeneMapper® v3.7 software. Genotyping was considered to
be sufficient if the overall success rate for the SNP was greater than 80% and the Hardy—
Weinberg equilibrium did not deviate significantly from the expected distribution (p > 0.05

for Chi2-test between expected and actual values).

Statistical analysis

Continuous variables were summarized using means and standard deviations.
Polymorphisms were tested for the Hardy—Weinberg equilibrium before using the Fisher

exact test to compare allelic and genotype frequencies.

As a Quality control step, the dataset was filtered to exclude SNPs with a Hardy—Weinberg
p< 0.001 and a call rate greater than 95%. Individuals with less than 80% genotyping were
excluded. Categorical variables were expressed as proportions. The Student t-test was used
to compare continuous variables while the chi-square test (or Fisher exact test) was used for
categorical variables. Variables reaching a p-value of <0.10 in the univariate analysis were
entered into the multivariate analysis where a p-value < 0.05 indicated independent
statistical significance. To analyze the effects of potential confounding factors on the main
association, we performed a stratified analysis using estimated ORs with 99% confidence

intervals; Mantel-Haenszel adjusted ORs and the Mantel-Haenszel chi-square test. Statistical
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analysis was performed using Stata statistical software version 12.1 for Mac (StataCorp©,

Texas 77845, USA).
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RESULTS

Study population

In this study one hundred and thirty-seven patients (48.9%) of the Nancy IBD cohort
required a CD-related bowel resection and were included in the analysis. Mean age at
diagnosis was 23 years (range: 3-82 years), with a mean of disease duration of 5 years
(range: 0 — 32 years). In this cohort of 137 patients, 82 patients were males (59%). Regarding
disease location, seventy patients (51%) had ileitis, 25 (18%) had colitis, and 42 (31%) had
ileo-colonic disease and eight patients (3%) had upper gastrointestinal involvement.
Regarding disease behaviour, twenty-six patients (19%) had purely inflammatory disease, 71
(52%) had stricturing disease, and 40 (29%) had penetrating disease according to the
Montreal classification. The primary indication for surgery was refractory to medications in
17 patients (12%), stricturing in 67 patients (49%), and penetrating disease in 53 patients

(39%) (Figure 1). The mean duration of follow-up was 13.5 years (range 0 — 34 years).

Regarding surgical procedures, ileocaecal resection was performed in 78 patients (57%),
small bowel resection in 12 patients (8.8%), colonic resection in 40 patients (29.2%), both
small bowel and colonic resections in 5 patients (3.6%), and a defunctioning loop stoma in 2

patients (1.4%).

Post operative complications- [intra-abdominal infectious - and non-intra-abdominal
infectious complications ]

Of the 137 CD patients requiring an initial surgical operation, 34 patients (24.8%)
experienced post-operative complications. There were no deaths reported in this group.

Post-operative intra-abdominal infectious complications (PIIC) were observed in a total of 18

132



W oo~ s W

10

patients (13.1%): of these 7 patients had an intra-abdominal abscess (5.1%), of whom 4 had
percutaneous drainage or repeat operation; 11 patients had an anastomotic leakage (8%), 4
patients experienced peritonitis requiring surgery and a temporary stoma. Non intra-
abdominal infectious complications (Non-PlIC) were observed in 16 patients (11.7%):
including wound infections in 7 patients, paralytic ileus in 5 patients, pulmonary embolism in
2 patients and pulmonary infection in 2 patients. Clinical characteristics of CD patients

according to overall post-operative complications are shown in Table 1.

Genetic factors associated with post-operative complications

On univariate analysis, current smoker status (p=0.02) and Nucleotide-binding
Oligomerization Domain-containing protein 2 (NOD2) (rs5743289) homozygosity for the risk
allele (p=0.01) were significantly associated with the occurrence of overall post-operative
complications. No other clinical or genetic factors were associated with post-operative

complications.

All variables reaching a p value of £0.10 in the univariate analysis were entered into the
multivariate analysis. On multivariate analysis, current smoker status (OR 2.71, 95% Cl 1.18-
6.21, p =0.02) and NOD2 (rs5743289) homozygosity for the risk allele (OR 2.07, 95% CI 1.15-
3.72, p = 0.01) were independently associated with the development of post-operative
complications. In our population, NOD2 allele frequency distribution was in Hardy-Weinberg
equilibrium (Table 2). When PIIC were considered alone, there was an independent
association with smoking status (OR 4.27, 95% Cl 1.42-12.79, p=0.009) and NOD2
(rs5743289) homozygosity for the risk allele (OR 2.13, 95% Cl 1.05-4.33, p=0.03) (figure 2).
When non-PlIC were considered alone, there was no association with any of the clinical and

genetic variables.
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The stratified analysis demonstrated that smoking status did not appear to modify the effect
or confound the association between the studied polymorphisms and PIIC (ORs 2.05 in the

non-smokers and 2.08 in the smokers group).
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DISCUSSION

Numerous studies have focused on the identification of genetic determinants on CD
progression, but no previous study has focused on the impact of genetic factors on the risk
of post-operative intra-abdominal infectious complications (PIIC). A correlation between
specific genotypes and clinical phenotypes may permit more accurate pre-operative risk
stratification in CD patients by identifying patients at high risk of PIIC. This may lead to the
development of predictive gene signatures that could possibly be used to predict PIIC and

thus aid in preoperative surgical decision making.

In our series, in total the PIIC rate (13%) is similar to that previously reported®®***. Smoking
is known to be associated with a high rate of morbidity after all types of colorectal surgery™®,
but the mechanism of smoking on postoperative complications after colorectal surgery has
not been well defined. Smoking status maybe a potential confounding factor in studies in
patients with CD, this is the reason why we stratified our analysis by smoking status. There
was a significant difference in terms of PIIC rate between smokers and non-smokers
(p=0.02). This study demonstrated that smokers undergoing a bowel resection had an
estimated increased risk of developing PIIC three times higher than non-smoking patients.
The association between NOD2 polymorphism and rates of PIIC still remained statistically

significant, independent from the smoking status of the patient.

The role of genetics factors in post-operative complications in CD surgery is unknown. The
NOD2 gene on chromosome 16 was first reported to be associated with CD in 2001%°. NOD2
mutations have been described in 40% of European CD patients. NOD2 encodes a protein
functioning as a general sensor of both Gram-negative and Gram-positive peptidoglycans®.

Moreover, activation of this protein leads to an increase in Nuclear Factor kB (NK-kB) and
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Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) signaling pathways, which play roles in the
inflammatory and immune response by regulating genes involved in producing several pro-
inflammatory cytokines such as Interleukin- 6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) and tumor necrosis

factor-alpha (TN F-alpha}zo.

This study is the first to report the association of the NOD2 gene with the risk of PIIC in CD.
We demonstrated that NOD2 (rs5743289) homozygosity for the risk allele was an
independent risk factor in the development of PIIC (p=0.03). A possible mechanism to
explain the association between NOD2 variants and a higher rate of PIIC may be related to
an altered regulation of the inflammatory response in patients carrying these gene variants.
This alteration may contribute to abnormal repair at the site of surgical intervention and
consequently to PIIC, irrespective of the type of surgery. Henckaerts et al, have reported
that the presence of at least one NOD2 polymorphism is associated with a higher risk of
bacteremia and a poor outcome in critical ill patients in an intensive care unit’’. Bruns et al,
have reported that NOD2 variants increase the risk for culture-positive ascitic fluid infections
in cirrhosis and may affect survival®>. These results suggest an excessive permeability of the
intestinal wall in cases of NOD2 polymorphisms; this phenomenon may explain a higher risk
of PIIC in this CD surgical population. Thus patients carrying a NOD2 polymorphism may have
a defect in their innate immunity and their intestinal barrier function with a subsequent
higher risk for bacterial translocation. These mechanisms may explain why, in contrast,

NOD2 polymorphism was not associated with non-infectious post-operative complications.

This is the first series that has reported the influence of 203 CD-associated SNPs on post-
operative complications in CD surgery, in a well-defined IBD cohort with a mean follow-up of

13.5 years. One important bias of our studies is a relatively small sample size and the
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absence of a replication cohort. This study has suggested an association between PIIC in
adult CD patients and NOD2 (rs5743289). In 2013, Jakobsen et al. also found an association

between CD and NOD2 (rs5743289) (OR = 1.4 [1.1-1.9], p = 0.009) in a pediatric cohort®.

CD medical therapies are known to influence the risk of post-operative complications in
surgery in CD. Unfortunately, due to the retrospective study design, it was not possible to
account for the effects of IBD-related medications. Indeed, variables such as the type of
medication, time of medication use, and effect of medications on CD course, were not found
in all medical records. Further prospective studies which include all medication use prior to

surgery and post-operatively may answer this important question.

In conclusion, we identified an independent association hetween NOD2 risk allele and
increased risk of post-operative intra-abdominal infectious complications (PIIC) in CD. In
addition, we identified current smoker status as a main clinical predictor for PIIC in CD
surgery. The identification of NODZ2 as a risk allele for PIIC in CD is of particular interest as it
may allow for early risk stratification of high-risk patients in whom surgery would be
carefully managed and planned and predict patients at higher risk of post-operative

complications.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1 - Indications for first surgery.

Figure 2 — Kaplan Meier curve for post-operative intra-abdominal infectious complications

according to NOD2 genotype.
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Male gender
Mean age at diagnosis
(years +/- SD, range)

Mean preoperative disease
duration (years +/-SD,
range)

Location (n, (%))

lleal

Colonic

lleocolonic

Behavior (n, (%))
Inflammatory
Stricturing

Penetrating

Perianal

Current smoker (n, (%))
Type of surgery (n, (%))
lleocaecal resection
Small bowel resection

Colonic resection

Small bowell and colic
resection

Defunctioning loop stoma

No post-operative
complications (n=103)

62 (60.2%)

22.8 (+/-12.7)

5.3 (+/- 6.5)

52 (50.5%)
17 (16.5%)

34 (33.0%)

20 (19.4%)
52 (50.5%)
31 (30.1%)
47 (45.6%)

38 (36.9%)

60 (58.2%)
9 (8.7%)
29 (28.2%)

4(3.9%)

1(1%)

Post-operative complications
(n=34)

20 (58.8%)

21.9 (+/-10.2)

4.4 (+/-5.2)

18 (53%)
8(23.5%)

8(23.5%)

6 (17.6%)
19 (55.0%)
9 (26.4%)
17 (50%)

20 (58.8%)

18 (52.9%)
3 (8.8%)
11 (32.3%)

1(2.9%)

1(2.9%)

p-value

0.88

0.39

0.70

0.48

0.86

0.66
0.02

0.90

Table 1 - Clinical characteristics of CD patients according to post-operative complications
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Wild type allele Risk allele Minor allele
SNP (homozygote) Heterozygote (homozygote) frequency p*
NOD2

61 (CC) 59 (CT) 18 (TT) 0.34 0.4
(rs5743289)

*Pearson’s chi-squared test for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium

Table 2 — NOD2 allele frequency distribution
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Annexe 4 — Liste des SNPs étudiés et des genes correspondants

SNPs Gene

rs1050152 | L503F

rs2858331

rs35675666

rs4613763 | DAB2 - PTGER4

rs1736135

rs11465804 | IL23R

rs9268480 | BTNL2
ATG16L1,

rs2241880 | SCARNAS

rs1536800

rs4353135 | OR2B11

rs9268877

rs3764147 | LACC1

rs6871626

rs11584383 | Clorf81
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rs10761659

rs7927894

rs11644386

rs34330210

NLRP12

rs9292777

rs8126036

rs660895

rs55646866

rs3766356

ITLN1

rs7545677

rs661946

rs35395048

RIPK2

rs10077785

C5o0rf56

rs11041476

rs2301436

FGFR10P

rs12568930

rs6933404

147



rs11676348

rs34971363 | NLRP12
rs17419032 | LOC101929305
rs2075822 | NOD1
rs10114470

rs1800450 | MBL2
rs10210302 | ATG16L1
rs11824708

rs1456893

rs7524102

rs243327

rs1892953

rs2297909 | KIF21B
rs4958847 | IRGM
rs2043211 | CARDS
rs4246905

rs10870077 | CARD9
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rs744166

STAT3

rs11805303

IL23R

rs3194051

rs4807451

rs12948909

PTRF

rs348594

rs3773494

FOXP1

rs921720

rs2230801

RIPK2

rs17652341

rs10883365

NKX2-3

rs498679

rs907611

rs4266924

OR2B11

rs2826914

rs17084983

rs16940202
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rs17582416

rs12261843

rs11564144

MUC19

rs2838519

rs6478108

TNFSF158

rs35004667

RIPK2

rs917997

IL18RAP

rs4809330

ZGPAT

rs16940186

rs6887695

rs4653044

rs1297265

rs13003464

rs2310173

rs11085735

rs762421

C210rf33

rs6434978
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rs322194

rs10995271

rs4263839

TNFSF15

rs2281852

rs12529198

LYRM4

rs916977

HERC2

rs267939

rs2075818

NOD1

rs267985

rs2066845

NOD2

rs1011559

rs9268858

rs17758146

BRE

rs734999

rs6911490

rs3776825

rs2542151
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rs2836754

rs1518070

rs11190140

NKX2-3

rs543104

rs11175593

rs11931702

RBPJ

rs12720356

rs6895338

rs12612347

rs991804

rs3129872

HLA-DRA

rs11747270

rs2188962

C5o0rf56

rs6706689

rs3197999

MST1

rs7404095

rs17085007
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rs254560

rs10508815 | CUL2
rs6908425 | CDKAL1
rs3807306

rs2476601 | PTPN22
rs11223996
rs7517847 | CARD15
rs2315008 | ZGPAT
rs1736023

rs2274910 | ITLN1
rs2836878

rs7611991 | CADM2
rs224136

rs10781499
rs3828309 | ATG16L1
rs2907748 | NOD1
rs2076756 | NOD2
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rs11221335

rs1422878

rs10781507

rs743479

C21orf33

rs3822607

rs4804803

CD209

rs6116568

rs17309827

SLC22A23

rs17234657

rs2030582

rs10517092

rs10974944

JAK2

rs2106375

rs10188217

PUS10

rs941823

rs1551398

rs1398553
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rs7130588

rs4652

LGALS3

rs5743289

NOD2

rs943072

rs7282490

rs11617463

rs10758669

JAK2

rs10045431

rs5030737

MBL2

rs1456896

rs2257885

rs6920220

rs6903235

rs415595

rs7117768

rs2516049

rs842647

REL
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rs2066847

rs1431242

rs7523119

rs11024256

rs10766385

rs254562

rs898031

rs2155219

rs11209026

IL23R

rs74044411

rs35768562

rs12035082

rs7758080

rs3024505

rs3011770

rs9271568

rs56159585
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rs34436714

NLRP12

rs11205387

ECM1

rs10783827

rs6672995

rs7746082

rs11739663

rs2755996

rs7608910

rs6451493

rs6478109

TNFSF15

rs7849191

JAK2

rs3763313

BTNL2

rs4077515

rs322193

rs5743708

R753Q

rs1799930

NAT2
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La maladie de Crohn est présente principalement dans les pays industrialisés. En France, elle
touche 1 personne sur 1000. L’incidence est de 5 pour 100000 habitants par an.

A T’heure actuelle sa pathogénie reste mal expliquée et de nombreux facteurs interviennent
(facteurs génétiques, immunologiques et environnementaux). Il semble donc essentiel de mieux
comprendre la pathogénie de la maladie de Crohn afin d’identifier des cibles thérapeutiques
permettant d’améliorer sa prise en charge et d’identifier des facteurs prédictifs de la récidive post-
opératoire et des complications post-opératoires afin de personnaliser la prise en charge de chaque
patient. Dans ce travail nous avons montré qu'un variant génétique de CARDS (rs2043211) est un
facteur de risque de récidive post-opératoire. Cette association n’est pas influencée par les autres
facteurs de risque connus comme le tabagisme actif. L’identification de CARD8 comme un
facteur de risque génétique de risque de récidive chirurgicale est d’un intérét particulier puisqu’il
pourrait devenir une nouvelle cible thérapeutique pour le traitement de la maladie de Crohn dans
la période post-opératoire. Notre travail a également montré qu'un variant génétique de NOD2
(rs5743289) est un facteur de risque de complications intra-abdominales infectieuses post-
opératoires (CIIP) apres chirurgie dans la maladie de Crohn. L’identification de NOD2 comme un
gene a risque pour la survenue de CIIP pourrait permettre d’établir une stratification précoce des
patients a haut risque de CIIP chez qui la chirurgie devra €tre planifiée et prédire les patients a
haut risque de CIIP.

Des études sur larges effectifs avec cohorte de réplication restent encore nécessaires avant que les
patients puissent bénéficier des retombées de ces outils en pratique courante.

Mots clés : Maladie de Crohn — Chirurgie — Récidive chirurgicale — Complications post-
opératoires —Variants génétiques.

Crohn's disease occurs mainly in industrialized countries. In France it affects 1 person in 1000.
The incidence is 5 per 100,000 persons per year. At present its pathogenesis remains poorly
explained and many factors are involved (genetic, immunological and environmental). It seems
essential to better understand Crohn's disease pathogenesis in order to identify therapeutic targets
to improve its management and to identify predictors of postoperative recurrence and
postoperative complications to customize the care of each patient. In this work we showed that a
genetic variant of CARDS8 (rs2043211) is a risk factor for postoperative recurrence. This
combination is not influenced by the other known risk factors such as active smoking. Identifying
CARDS as a genetic risk factor for risk of surgical recurrence is of particular interest since it may
become a novel therapeutic target for the treatment of Crohn's disease in the post-operative period.
Our work has also shown that a genetic variant of NOD2 (rs5743289) is a risk factor for
postoperative intraabdominal infectious complications (CIIP) after surgery in Crohn's disease. The
identification of NOD2 gene as a risk factor for the occurrence of CIIP could establish an early
stratification of patients at high risk for CIIP in whom surgery should be planned and predict
patients at high risk for CIIP.

Studies with large numbers replication cohort are still necessary before patients can enjoy the
benefits of these tools in clinical practice.

Keywords : Crohn’s disease — Surgery — Surgical recurrence — Post-operative complications —
Genetics variants.
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