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RECHERCHE DE NOUVEAUX FACTEURS GENETIQUES

ASSOCIES AUX CARDIOMYOPATHIES DILATEES.
Carole Proust

RESUME

Les cardiomyopathies dilatées (CMD) sont une cause majeure d’insuffisance
cardiaque. Jusqu'à présent, la génétique de ces maladies est mal comprise, en effet les CMD
sont, pour la majeure partie, des formes sporadiques alors que pour un tiers des patients
seulement, une transmission familiale a été mise en évidence. A partir de cette composante
génétique, de l'identification de gènes mutés et de protéines déficientes, il est possible
d’espérer à la fois comprendre les mécanismes des formes familiales, et ouvrir quelques pistes
dans les mécanismes des formes sporadiques.

A travers les recherches menées dans notre laboratoire, les connaissances récentes du
génome humain et les nouvelles technologies mises à notre disposition, nous avons tenté
d’identifier de nouveaux loci d’intérêt contribuant aux CMD sporadiques en réalisant la
première étude pangénomique, ou « GWAS », de ces pathologies dans  des pools d’ADN de
patients et de sujets témoins.

La première phase de l’étude génétique a porté sur l’analyse de plus de mille patients
et autant de sujets témoins, dont l’ADN a été mis en commun (pools) pour tester l’association
des CMD avec près de 600 000 polymorphismes génétiques (SNPs). Les deux SNPs trouvés
significativement associés à la maladie ont été validés par une seconde étape de génotypage
individuel au sein de nouvelles cohortes de patients et de sujets témoins.

Ainsi, deux locus ont été mis en évidence par cette étude, le locus 1p36.13 proche du
gène HSPB7, déjà mis en cause lors de précédentes analyses génétiques, et le locus 10q26
autour du gène BAG3. Les résultats du séquençage du gène BAG3 dans des familles de CMD
suggèrent pour la première fois qu’un gène pourrait être impliqué à la fois dans les formes
sporadiques mais aussi familiales des CMD.

MOTS-CLES : Cardiomyopathie dilatées – GWAS – Pools d’ADN – HSPB7 – BAG3
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ABREVIATIONS
MCV : Maladies Cardiovasculaires

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

CMD: Cardiomyopathie Dilatée

CMH : Cardiomyopathie Hypertrophique

CMR : Cardiomyopathie Restrictive

CVDA : Cardiomyopathie Ventriculaire Droite Arythmogène

AD : Autosomique Dominant

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

SSCP : Single Strand Conformation polymorphism

DGGE : Denaturing Gradient Gel Electrophoresis

DHPLC : Denaturing High Performance Liquid Chromatography

DL : Déséquilibre de Liaison

GWAS : Genome Wide Association Study ou études pangénomiques

HapMap : Haplotype Map ou carte des haplotypes

EDTA : Ethylène Diamine Tétraacétique

OR : Odds Ratio

CI : Corrélation Intraclasse

MAF : Fréquence de l’allèle Mineur



INTRODUCTION
LES CARDIOMYOPATHIES
1. HISTORIQUE ET DEFINITION

C’est en 1957 que le terme de « cardiomyopathie » apparaît pour la première fois, et
en 1980 que l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit la pathologie comme étant
« une maladie du muscle cardiaque de cause inconnue » {OMS, 1980}. En 1996, les
cardiomyopathies sont définies par Richardson {Richardson, 1996) comme des « maladies du
myocarde associées à une dysfonction ventriculaire » au sein desquelles on distingue, d'une
part, les cardiomyopathies primitives idiopathiques (sans cause connue) ou familiales, qu'elles
soient dilatées, hypertrophiques ou restrictives, et d’autre part, les cardiomyopathies
secondaires à une cause infectieuse, endocrinienne, métabolique, toxique ou infiltrante
(amylose, hémochromatose).

La classification à l’intérieur de ce groupe hétérogène de maladies est rendue difficile
par le chevauchement de certaines catégories de cardiomyopathies, que se soit d’un point de
vue anatomique ou physiologique, mais aussi génétique. Ainsi une maladie peut être classée
dans deux catégories à la fois. Prenant en considération toutes les difficultés de classification
et de compréhension de ces maladies, ainsi que l’avancée de la recherche génétique dans le
domaine, Maron et al., en 2006, {Maron, 2006} définissent les cardiomyopathies comme :
« un groupe hétérogène  de maladies du myocarde associées à un dysfonctionnement
mécanique et / ou électrique qui généralement (mais pas toujours) se caractérisent par une
hypertrophie ventriculaire inappropriée ou dilatation et sont dues à une variété de causes qui
sont fréquemment génétiques ».

En 2008, la Société Européenne de Cardiologie quant à elle, définie les
cardiomyopathies comme étant une « pathologie du myocarde dans laquelle le muscle
cardiaque est structurellement et fonctionnellement anormal et cela en l’absence de maladie
coronaire, d’hypertension, de valvulopathie et de maladie cardiaque congénitale » {Elliott,
2008}. L’étiologie de ces maladies se dévoile progressivement au fur et à mesure des études
effectuées, cependant leur physiopathologie reste peu connue. Les cardiomyopathies sont
classées en sous-groupes phénotypiques en fonction de critères morphologiques et
fonctionnels, on distingue ainsi :

- Les cardiomyopathies dilatées (CMD), caractérisées par une dilatation des cavités
cardiaques associée à une altération de la fonction systolique ventriculaire.

- Les cardiomyopathies hypertrophiques (CMH), caractérisées par une hypertrophie
du ventricule gauche principalement au niveau du septum interventriculaire.



- Les cardiomyopathies restrictives (CMR), caractérisées par une rigidité des parois
cardiaques altérant la fonction diastolique.

- Les cardiomyopathies ventriculaires droites arythmogènes (CVDA), caractérisées
par des arythmies et le remplacement du tissu myocardique du ventricule droit par
un tissu fibro-adipeux.

Toutes ces atteintes cardiaques sont de gravité et d’évolution variable, certaines sont à
haut risque de mort subite, en particulier chez le jeune adulte ou le sportif de haut niveau
(CMH et CVDA). L’évolution peut se faire aussi vers une altération de la fonction systolique
avec le développement d’une insuffisance cardiaque.

2. APPROCHE MOLECULAIRE DES CARDIOMYPATHIES

Les causes génétiques de ces pathologies se dévoilent progressivement grâce aux
avancées considérables et récentes de la génétique moléculaire. Dès 1990, des études
moléculaires sont menées pour les cardiomyopathies hypertrophiques avant d’être étendues
aux phénotypes dilatés et restrictifs. Les cardiomyopathies arythmogènes du ventricule droit
quant à elles, n’ont été étudiées d’un point de vu génétique qu’à partir de 2002.

L’ensemble de ces études génétiques a révélé une grande hétérogénéité génétique,
c'est-à-dire que de multiples gènes peuvent être impliqués dans le développement des
cardiomyopathies. Des mutations ont ainsi été identifiées dans divers gènes du sarcomère
(CMH, CMD) ; du cytosquelette (CMD) ; des jonctions intercellulaires ; la desmine, la
transthyrétine, le fibrinogène A ou le gène HFE (pour les CMR). Cette hétérogénéité
génétique peut impliquer que diverses mutations résultent en un même phénotype mais
également que plusieurs gènes soient impliqués dans le développement de la maladie. Les
études génétiques sont de plus rendue compliquées par l’intervention de facteurs
environnementaux dans la mise en place du phénotype ce qui classe la plupart des
cardiomyopathies dans le domaine des maladies multifactorielles. Bien souvent les gènes de
susceptibilités ne sont pas encore identifiés, et en outre, lorsqu’ils le sont, leurs mécanismes
d’action dans la maladie restent souvent hypothétiques.

Le travail présenté au sein de ce manuscrit, traitera spécifiquement de l’étude des
cardiomyopathies dilatées.

3. LES CARDIOMYOPATHIES DILATEES (CMD)

3.1 Généralités

Les cardiomyopathies dilatées (CMD) sont des affections sévères caractérisées par une
dilatation des ventricules avec une altération de la contractilité du myocarde qui peut conduire
au développement d'une insuffisance cardiaque et à la mort subite. C’est d’ailleurs la
principale indication de transplantation cardiaque {Dec, 1994 ; Everly, 2008}. Cette maladie
touche les deux sexes et toutes les tranches d’âge, {Maron, 2006 ; Roger, 2011}, sa



prévalence est de 1 adulte sur 2500 avec une fréquence plus élevée chez les hommes que chez
les femmes {Codd, 1989}. Chez l’enfant, l'incidence annuelle est de 0,57 cas pour 100 000, et
là encore elle semble être plus élevée chez les garçons que chez les filles.  Bien que la
physiopathologie des CMD soit encore mal comprise {Taylor, 2006}, elle est considérée
comme multifactorielle impliquant des facteurs environnementaux et la présence d’une forte
prédisposition génétique {Jefferies, 2010}.

3.2 Etiologie

Les causes de CMD sont multiples. Elles peuvent être d'une part, d’origine toxique
(médicamenteuse, alcoolique), virale et/ou auto-immune, ou, d'autre part, avoir une origine
génétique. Dans le cas où la maladie est d’origine génétique on va distinguer la forme dite
« familiale », touchant différents membres d'une même famille, de la forme dite
« sporadique » ou après enquête génétique, aucun autre membre de la famille d’un malade
que ce soit de sa génération ou de générations antérieures n'est atteint.

Les études génétiques portant sur l’identification des gènes impliqués dans les
pathologies humaines ont débuté depuis des décennies mais se sont surtout orientées vers
l’identification des gènes impliqués dans le développement de forme monogénique et
familiale des maladies. En effet lorsque l’on s’intéresse aux  maladies multifactorielles,
beaucoup plus fréquemment sporadiques, les études sont rendues beaucoup plus difficiles du
fait de l’hétérogénéité génétique et environnementale.

3.3 Hétérogénéité génétique et phénotypique

 3.3.1 Génétique des formes monogéniques

Les formes familiales, et donc génétiques, de la maladie, sont le plus souvent
monogéniques et représentent 20 à 35% des cas de CMD {Grunig, 1998 ; Goerss, 1995}.
Elles sont caractérisées par une grande hétérogénéité, que ce soit au niveau des modes de
transmission, des différentes formes cliniques, ou bien du point de vue de la multiplicité des
gènes et loci impliqués.

- Mode de transmission

Les formes familiales se transmettent dans 80 à 90% des cas selon un mode
autosomique dominant (AD) {Mestroni, 1999}. Cependant diverses études ont rapporté une
transmission récessive liée à l’X {Bione, 1996 ; Vesel, 2003 ; Towbin, 1993} touchant
essentiellement de jeunes garçons, et plus rarement un mode de transmission mitochondrial
{Zhang, 2003} ou autosomique récessif {Arbustini, 1998 ; Mestroni, 1999} .

- Phénotype

Une analyse plus précise du phénotype montre qu’au sein même des formes à
transmission AD, une stratification existe : les CMD « isolées » (forme la plus fréquente) et
les CMD associées à des troubles de la conduction et/ou à des myopathies. Il existe également



une hétérogénéité allélique au sein des CMD puisqu’en fonction de la mutation présente au
sein du gène impliqué le phénotype clinique peut varier. C’est par exemple le cas pour les
mutations affectant les Desmines {Li, 1999}. Ceci ajoute un élément de complexité
supplémentaire dans la compréhension de ces maladies.

- Pénétrance et expressivité variable

La pénétrance de la maladie est incomplète, c'est-à-dire qu’un individu porteur d’un
génotype à risque ne va pas forcément développer le phénotype, et de plus l’expressivité est
variable.  En effet, des individus de même génotype n’expriment pas tous le phénotype à un
même degré. Mangin et al {Mangin, 1999}, évaluent la pénétrance des CMD au sein de
familles françaises atteintes de CMD à transmission AD, à 72% chez l’adulte. Selon les
mêmes auteurs, l’âge de survenue de la maladie est significativement influencé par l’âge et le
sexe.

- Génétique moléculaire

Un grand nombre de gènes ou loci ont été identifiés comme étant impliqués dans le
développement de la maladie. En 2000, Towbin et al. répertorient des mutations associées à la
maladie dans plus de 20 gènes {Towbin, 2000}. A l’heure actuelle plus de 30 gènes sont
recensés comme étant associés à la maladie {Hershberger, 2011}.

Il existe donc une grande diversité dans les causes génétiques incriminées {Shaw,
2002}. Cependant peu d’études valident de véritables voies physiopathologiques, seules des
hypothèses sont émises quant aux mécanismes potentiels d’action des gènes incriminés. Ainsi
dans le cadre des CMD à transmission AD, les mutations identifiées touchent :

- des gènes codant des protéines du sarcomère (unité fondamentale de la
contraction de toutes les cellules du muscle strié) identiques à celles impliquées dans les
CMH (MYBPC3, MYH7, TNNT2, TNNI3, TPM1, ACTC). Les mutations dans ces gènes
pourraient altérer la production de la force contractile mais également altérer sa transmission
d'un sarcomère à un autre {Seidman, 2001}.

- des gènes codant des protéines du cytosquelette (dystrophine, _-sarcoglycanes…) et
des protéines des filaments intermédiaires (desmine), et pouvant altérer la transmission de la
force contractile {Olson, 1998 ; Schonberger, 2001}, cette dernière serait alors moins bien
transmise par les protéines filamenteuses porteuses de mutation.

- des gènes codant des protéines nucléaires (émerine, lamines A/C) qui pourraient
altérer notamment la stabilité nucléaire ainsi que d'autres protéines qui pourraient affecter
différents mécanismes intervenant dans la fonction cardiaque comme la signalisation calcique
{Schmitt, 2003} ou l'apoptose {Wencker, 2003}.



Parmi les gènes décrits (tableau 1), et contrairement aux CMH, aucun d’entre eux ne
prédomine, la fréquence des mutations au sein de ces gènes est souvent <1% et leur analyse ne
permet de trouver l’anomalie causale que dans une faible proportion de patients {Hershberger,
2011}. Récemment, une étude portant sur le séquençage à haut débit du gène de la Titine chez
des sujets atteints de cardiomyopathie dilatée, des sujets  atteints de cardiomyopathies
hypertrophiques et des sujets contrôles, a identifié des mutations dans les CMD. Cependant,
les mutations tronquantes (mutations conduisant à la formation d’un codon stop prématuré
aboutissant à la formation d’une protéine tronquée) surviennent dans environ 25% des cas
familiaux de la maladie, dans 18% des cas sporadiques mais sont aussi présentes chez les
sujets contrôles {Herman, 2012}. A ce jour il n'existe donc aucune preuve d'un défaut
moléculaire généralisé pour ces maladies. L’ensemble de ces résultats suggère l’existence
d’autres gènes qu'il reste à identifier.

 3.3.2 Génétique des formes multifactorielles

Les formes sporadiques de CMD constituent la majorité des cas (environ 70 %), et la
maladie est considérée ici comme multifactorielle avec une composante génétique probable. Il
n’existe pas de données précises, cependant, en 2001, le Docteur Charron {Charron, 2001}
distingue deux types de gènes parmi les facteurs génétiques potentiellement impliqués dans
ces formes multifactorielles,  d'une part des gènes de prédisposition qui représenteraient des
facteurs de risque de développer la maladie (tableau 2), d'autre part des gènes modificateurs
qui moduleraient l'évolution et la sévérité de la maladie lorsque celle-ci est apparue.

- Gènes de prédisposition associés aux CMD

De nombreux gènes sont connus pour être impliqués dans les maladies
cardiovasculaires. Afin d’établir une relation entre ces gènes et les cardiomyopathies dilatées,
la méthodologie consiste habituellement à analyser des polymorphismes génétiques selon une
stratégie dite «  gène-candidat », souvent dans le cadre d'études cas-témoins. Le principe de
cette stratégie sera développé dans la partie suivante.

Plusieurs gènes de prédisposition ont ainsi été étudiés dans le cadre des CMD
sporadiques afin d’identifier une éventuelle association d’un ou plusieurs de leurs
polymorphismes avec la maladie. Les premières études de ce type ont analysé le gène de
l’Enzyme de Conversion de l’Angiotensine I (ECA) à travers le polymorphisme I/D
(insertion/délétion) situé dans l’intron 16 du gène, mais des résultats contradictoires ont été
rapportés quant au rôle délétère du génotype homozygote DD. Dans les CMD aucune
association n’a été trouvée. De même plusieurs gènes du système rénine-angiotensine, des
récepteurs beta-adrénergiques, TNF alfa, TGF beta, … connus pour jouer un rôle dans les
pathologies cardiovasculaires ont été étudiés mais ne se sont pas révélés associés aux CMD.



En revanche d’autres études ont permis de suggérer l’association de gènes de prédisposition
aux CMD.

- Gènes modificateurs associés aux CMD

Le principe des analyses est ici de comparer l'évolution et/ou la sévérité de la maladie
au sein d'une population de malades, en fonction d'un polymorphisme génétique donné
(génotype ou allèle). Andersson et al {Andersson, 1996} ont analysé le rôle du
polymorphisme I/D de l'ACE sur l'évolution de la maladie, par la construction de courbes de
survie. Le génotype D/D était significativement associé à un plus mauvais pronostic dans une
population de 193 patients atteints d'insuffisance cardiaque idiopathique. Ce polymorphisme
apparaît donc comme un facteur pronostique dans l'évolution de l'insuffisance cardiaque
idiopathique multifactorielle. D'autres gènes ont été associés au pronostic de l'insuffisance
cardiaque.

Dans les formes multifactorielles, plusieurs polymorphismes de gènes ont été associés
à la prédisposition ou à la gravité du phénotype. Cependant, ces associations ont
principalement été observées sur un petit nombre de cas et devront être confirmées. La part
génétique pour ces formes de la maladie est donc loin d’être élucidée, pourtant l'identification
de gènes de susceptibilité pourrait permettre d’identifier des voies physiopathologiques
d’intérêt et l'identification de gènes modificateurs pourrait s'avérer utile pour identifier les
patients à haut risque de complication.

Pour étudier la composante génétique des maladies complexes telles que les
cardiomyopathies dilatées, qu’elles soient familiales ou sporadiques, plusieurs stratégies
d’étude existent et ne cessent d’évoluer parallèlement à l’évolution des connaissances du
génome humain.

STRATEGIES D’ETUDES GENETIQUES
1. STRATEGIE D’ETUDE GENETIQUE DES FORMES FAMILIALES DE

CMD.

Dans le cadre des cardiomyopathies dilatées familiales, du fait du taux élevé de
mortalité liée à la maladie et de la pénétrance incomplète, les études de liaison génétique
(analyse de la coségrégation des allèles d’un marqueur avec la maladie au sein d’une famille)
ne constituent pas une stratégie appropriée pour découvrir les gènes impliqués. C'est pourquoi



la recherche de gènes de prédisposition est réalisée grâce à des analyses d’associations, le plus
souvent par une approche gène candidat. Cette stratégie consiste à étudier des gènes connus
dont la fonction suggère qu’ils pourraient être impliqués dans l'étiologie de la maladie. C’est
par cette approche que la plupart des mutations associées aux CMD de forme autosomique
dominante ont été décelées.

2. STRATEGIE D’ETUDE GENETIQUE DES FORMES
MULTIFACTORIELLES DE CMD

Les études d'association dites « pangé-nomique » (sans hypothèse biologique a priori)
constituent une approche privilégiée pour étudier la composante génétique des maladies
complexes telles que les formes sporadiques de CMD. Elles prennent en compte de multiples
facteurs génétiques et environnementaux, elles ont la capacité de détecter des effets
génétiques relativement modestes et ont bénéficié d'avancées récentes spectaculaires tant dans
le domaine de la connaissance du génome humain et de sa variabilité que du développement
d'outils technologiques de plus en plus performants alliant le haut débit à la miniaturisation.
Centrées au départ sur un petit nombre de polymorphismes de gènes candidats, ces approches
sont maintenant étendues au génome entier avec la perspective de pouvoir découvrir de
nouveaux mécanismes physiopathologiques dans les maladies complexes.

Afin de mieux appréhender les différentes stratégies d’étude génétique permettant
d’étudier la maladie, il est nécessaire de rappeler en quoi consistent les études d’association
génétique.

3. PRINCIPE DES ETUDES D’ASSOCIATION

La séquence des 3 x 109 paires de bases (bp) qui composent le génome humain n'est
pas identique d'un individu à l'autre {Lander, 2001 ; Venter, 2001}. Il existe un grand nombre
de variations, ou polymorphismes (environ 1 toutes les 1000 bp), dont la  fréquence varie
d’une population à une autre. Les variations les plus courantes sont des substitutions d'un
nucléotide par un autre (SNP pour "Single Nucleotide Polymorphism"). Les autres types de
variations sont les polymorphismes de répétition, d'insertion/délétion et les polymorphismes
de structure qui affectent de grandes régions chromosomiques. La plupart des
polymorphismes sont situés dans des régions non fonctionnelles du génome et n'ont pas
d'impact phénotypique. Ils sont dits "neutres" et sont généralement désignés sous le terme de
"marqueurs". Cependant, quand ces polymorphismes affectent des régions codantes ou
régulatrices de gènes, ils peuvent modifier la séquence de la protéine ou le niveau
d'expression du gène et se traduire par des effets phénotypiques observables.

Le principe des études d'association est de mettre en relation ces variations génétiques
avec un phénotype (qui peut être la maladie ou un de ses facteurs de risque) dans des études



épidémiologiques ou cliniques réalisées à partir d'échantillons d'individus non apparentés
(même si les études d'association peuvent également s'appliquer à des familles).

L'approche repose sur le phénomène fondamental de déséquilibre de liaison (DL) entre
polymorphismes. En effet, les polymorphismes, quand ils sont physiquement proches sur le
génome, ne sont souvent pas indépendants les uns des autres. Quand une nouvelle mutation
survient, elle va être associée à une combinaison particluière des allèles des autres
polymorphismes déjà existants sur le même chromosome. Les recombinaisons survenant au
cours de la meïose ont tendance par la suite à éroder cette association, mais pour des
polymorphismes proches (par exemple au sein d'un même gène), la corrélation, dénommée
DL, persiste au cours du temps. Pour cette raison, et d'autres liées à l'histoire des populations
et à la sélection, des associations statistiques fortes entre polymorphismes voisins sont
souvent observées au niveau populationnel. Cela implique que même si un polymorphisme
impliqué dans le processus pathologique étudié n'est pas directement mesuré, son association
avec la maladie peut être "capturée" par un polymorphisme voisin en DL avec lui. Ceci
constitue la base des études d'association dont le principe est de tester l'association statistique
entre des marqueurs génétiques mesurés et la maladie ou ses phénotypes intermédiaires.
Quand une association est mise en évidence, cela n'implique pas forcément que le
polymorphisme a un rôle causal dans la maladie, mais qu'il est situé à proximité d'un ou
plusieurs polymorphismes fonctionnels qu'il reste à identifier. La localisation dans des régions
potentiellement fonctionnelles du gène, ainsi que la nature du polymorphisme (par exemple,
induisant un changement d'acide aminé) constituent des arguments en faveur d'un rôle causal,
mais seules des expériences analysant la fonctionnalité du variant génétique dans des modèles
cellulaires ou animaux permettront d'établir ce rôle.

3.1 Stratégie d’association « gène candidat »

Initialement, les études d'association consistaient à tester la relation entre la maladie et
des polymorphismes de gènes candidats choisis pour leur implication potentielle dans le
processus physiopathologique étudié. Les toutes premières études d'association ont été
conduites avec des polymorphismes identifiés au niveau protéique, comme les
polymorphismes du système HLA ou le polymorphisme de l'apolipoprotéine E. Dans les
années 80, l’apparition de nouvelles techniques de biologie moléculaire ont permis la
caractérisation de nouveaux polymorphismes de type RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Les années 90 ont vu apparaître des techniques plus performantes (SSCP,
DGGE, DHPLC, spectrométrie de masse, séquençage direct) permettant de détecter
directement les variations de séquence de l'ADN, tels que les SNPs, et ont rendu possible le
criblage moléculaire systématique des gènes pour identifier l'ensemble de leurs
polymorphismes fréquents.



La stratégie gène candidat se limite à un nombre restreint de gènes connus
supposés contribuer à la maladie, ceux-ci ne représentant qu’une fraction de ceux
potentiellement impliqués.

3.2 Stratégie « association génome entier » (GWAS) 

Une approche plus récente est apparue avec l'achèvement du Projet Génome Humain
en 2003 et les premiers résultats du projet international HapMap en 2005 (projet visant à créer
une ressource publique de SNPs caractérisant la variabilité du génome humain dans quatre
populations d'origines ethniques différentes) qui ont complètement révolutionné la recherche
des facteurs génétiques impliqués dans les maladies communes. Il existe maintenant des bases
de données publiques qui contiennent la séquence du génome humain, et un catalogue des
variations génétiques humaines fréquentes qui s'enrichit au cours du temps (The International
HapMap Consortium, 2005, http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/).

Ces connaissances, couplées aux nouvelles technologies de génotypage à haut débit
(puces à ADN) permettent d’analyser rapidement et avec précision le génome entier à la
recherche de variants pouvant contribuer à l'apparition d'une maladie sans faire d'hypothèse
physiopathologique a priori. L'idée est que, s'il existe quelque part dans le génome des
variants génétiques liés à la maladie, il devrait être possible de les détecter grâce à leur DL
avec des SNPs génotypés (tagSNPs), à condition que la carte des SNPs génotypés soit
suffisamment dense. Cette approche consistant à cribler le génome entier sans aucune
hypothèse a priori est dénommée GWAS (genome-wide association study). Contrairement à
l'approche gène candidat, l'approche GWAS est complètement indépendante de la biologie
traditionnelle et offre donc des perspectives importantes pour découvrir de nouveaux
mécanismes étiologiques des maladies {Hirschhorn, 2005}.

Cette approche, qui reste avant tout exploratoire, est source de nouvelles hypothèses et
de nouveaux gènes candidats à tester ensuite de manière plus approfondie.

4. LES BIOPUCES OU « MICRO-ARRAYS »

L’avènement des connaissances nouvelles du génome ainsi que l’émergence des
approches visant à explorer la variabilité de l’ensemble du génome ont nécessité la mise au
point de technologies de biologie moléculaire nouvelles. Ainsi, de nombreux laboratoires
académiques et surtout plus récemment des sociétés privées ont mis au point de nouveaux
outils performants  qui ne cessent d’évoluer : « Les biopuces ».

4.1 Historique et principe

Le principe d’une biopuce repose sur l’analyse en quelques heures de milliers de
séquences d'ADN ou d'ARN. Grâce à cette technologie, il est possible de génotyper très
rapidement l’ADN de nombreux individus pour des variants connus a priori. Du fait du



potentiel qu'on leur attribue en génomique, les biopuces suscitent un intérêt croissant de la
part de la communauté scientifique et des industriels.

Une puce comporte des milliers d’unités d’hybridation appelées « spots », chacune
étant constituée d’un dépôt de fragments d’ADN ou oligonucléotides correspondant à des
sondes de séquence connue. L’hybridation de la puce avec un échantillon biologique d’ADN
ou d’ARN, marqué par une molécule fluorescente, permet de détecter et de quantifier
l’ensemble des cibles qu’il contient en une seule expérience.

Les puces de génotypage, puces utilisées au cours de mon travail, intègrent des sondes
ciblant les séquences flanquantes des SNPs (séquences entourant le variant). Pour chaque
SNP, deux sondes correspondant à la séquence de ses deux allèles sont intégrées. L’ADN de
l’échantillon à analyser est hybridé sur la puce de manière à fournir une mesure pour chaque
allèle, marqué par un fluorophore différent. Le niveau relatif de ces deux mesures permet
alors de déterminer le génotype. Chaque type de puce nécessite des traitements informatiques
et statistiques spécifiques.

Le génotypage par biopuce a pour objectif de mesurer simultanément le génotype de
plusieurs centaines de milliers de SNPs pour un individu. Depuis leur apparition, la capacité
des puces de génotypage n’a cessé de croître, en effet si en 2004 les premières puces
permettaient de génotyper 10 000 SNPs à la fois, aujourd’hui la société Illumina propose des
puces permettant de génotyper 4,3 millions de SNPs (Illumina Omni5). Une telle densité a été
permise par l’accroissement des connaissances sur la variabilité du génome humain résultant
des étapes successives du projet HapMap (www.hapmap.org) et plus récemment, du projet
1000 Génomes (www.1000genomes.org).

4.2 Stratégie de sélection des polymorphismes

Outre les différences de construction des puces, les puces de génotypage diffèrent par
les stratégies de sélection des SNPs. Le choix des SNPs à inclure sur une puce de génotypage
visant à capturer un maximum d’information sur les SNPs non mesurés, ceci impose une
connaissance a priori du DL à partir des informations fournies par le projet HapMap. Ce
choix est un point déterminant pour le design des biopuces.

 Les SNPs présents sur les puces sont pour la plupart des polymorphismes fréquents
(fréquence allélique > 0.01) sélectionnés pour établir une couverture fine du génome
permettant d’utiliser les SNPs mesurés pour « marquer » les SNPs non génotypés, soit par une
forte densité et un espacement régulier (choix de la société Affymetrix), soit par sélection de
« proxys » caractérisant les haplotypes de la région et permettant d’inférer au mieux les
génotypes des SNPs manquant par imputation (choix d’Illumina).



4.3 Applications

La première publication faisant date dans le domaine des GWAS est celle du
Wellcome Trust Case Control Consortium {WTCCC, 2007}, dans laquelle l'approche pan-
génomique à l’aide des puces a été appliquée à 14,000 malades pour 7 maladies communes et
3 000 témoins, et qui a permis l'identification de plusieurs nouveaux loci de susceptibilité
pour les différentes maladies étudiées. Depuis cette publication, de nombreuses études GWAS
ont conduit à la découverte de nouveaux loci de susceptibilité aux maladies complexes,
r é p l i q u é s  p o u r  l a  p l u p a r t  d a n s  d e s  é t u d e s  i n d é p e n d a n t e s
(http://www.genome.gov/gwastudies/).

 Dans le domaine cardiovasculaire, l'exemple le plus marquant est celui du locus 9p21
qui a été initialement découvert dans une étude GWAS sur la maladie coronaire et s'est révélé
ensuite impliqué dans d'autres pathologies cardiovasculaires telles les accidents vasculaires
cérébraux et l'anévrysme aortique {Helgadottir, 2008 ; Chen, 2009} ainsi que le diabète de
type 2 {Shea, 2011}.

Cependant, les technologies permettant ces études restent coûteuses pour des
laboratoires académiques, c’est pourquoi dans le cadre de notre projet une alternative au
génotypage individuel a été proposée, consistant à effectuer les analyses par biopuces sur un
mélange d’ADN (ou « pool d’ADN ») de plusieurs individus de même phénotype. Chaque
pool contient l'ADN de dizaines, voire de centaines d'individus, cela permet de réduire
considérablement le coût des études tout en préservant une puissance adéquate {Sham, 2002 ;
Liu, 2005}. L'intérêt majeur des études sur ADN poolés est non seulement de réduire
considérablement les coûts, mais aussi la quantité d'ADN requise, un aspect non négligeable
pour des études anciennes dans lesquelles la quantité d'ADN disponible est limitée.

Cependant, en contrepartie, il existe une perte d'information dans cette approche
comparativement à des études utilisant le génotypage individuel. Plusieurs raisons contribuent
à cette perte d'information :

- La première raison provient des erreurs expérimentales propres à la formation des
pools d'ADN.

- La seconde raison réside dans l’imprécision relative de l'estimation de la fréquence
allélique des SNPs, qui est mesurée à partir d'un signal quantitatif proportionnel au
nombre d'allèles présents dans le pool, et non pas dérivée du comptage des
génotypes individuels comme dans une GWAS classique.

- La troisième raison est que la conception des pools ne permet pas d'évaluer l'effet
de variables qui n'entrent pas dans la définition a priori des groupes.



Toutefois, l'impact de ces inconvénients peut être la plupart du temps limité par un
protocole expérimental rigoureux et une méthodologie appropriée pour la conception des
pools.

Pour notre projet, le challenge résidait d’une part dans la mise au point d’un protocole
fiable et reproductible pour la constitution des pools d’ADN, et d’autre part dans le
développement d'outils statistiques et informatiques spécifiquement adaptés à l'analyse des
pools.

5. OJECTIF DE L’ETUDE

En dépit des succès des GWAS pour d'autres pathologies cardiovasculaires {Yasuno,
2010 ; Smith, 2010 ; Schunkert, 2011}, aucune GWAS sur les CMD non familiales n’avait
encore été réalisée au moment du lancement de notre projet. L'une des raisons tenait
probablement à la grande difficulté d’obtenir des cohortes suffisamment nombreuses et
homogènes de patients pour cette maladie relativement rare.

A l’aide de puces de génotypage à haute densité couvrant l’ensemble du génome,
nous avons cherché à identifier des marqueurs génétiques associés aux CMD idiopathiques,
dans une étude rassemblant plus de 2000 malades et 2000 témoins.

Afin de diminuer les coûts d’une telle étude et d’économiser les précieux ADN de nos
patients nous avons mis au point une approche visant à analyser sur des biopuces, des
mélanges d’ADN ou « pools » d’ADN, stratifiés selon l’âge, le sexe et l’origine géographique
d’une population de sujets atteints de CMD sporadique d’une part, et de sujets témoins d’autre
part.

Le projet final comporte quatre étapes distinctes :

- Mise au point d’un protocole visant à pooler les échantillons entre eux.

- Etude d’association génome entier à partir des pools d’ADN constitués.

- Vérification des résultats significatifs issus de la GWAS par génotypage individuel
des mêmes individus.

- Réplication des résultats les plus significatifs issus des deux dernières étapes par
génotypage individuel dans des cohortes différentes.
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