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Résumé

La sténose valvulaire aortique (SVA) est une valvulopathie résultant en I'ouverture incompléte
de la valve aortique. La calcification des feuillets associée au vieillissement est la cause la plus
importante de la SVA. Sa pathogénése implique des dépots de lipoprotéines, de 1'inflammation
et de la calcification des feuillets. Notre étude vise a identifier les génes associés a une
prédisposition a la SVA afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a cette maladie

et potentiellement identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

Pour ce faire, nous avons recruté 190 patients avec SVA dégénérative et 192 témoins, appariés
pour l'age et le sexe, puis effectu¢ une étude d’association par génes candidats en utilisant des
marqueurs génétiques polymorphiques (SNP). Les génes candidats choisis incluent (1) ceux
dont les polymorphismes ont été présumés associés a la SVA dans des études antérieures
(APOB, APOE, ESRI, PTH et VDR) (2) des genes dont les polymorphismes ont été
significativement associés et validés pour quelques maladies inflammatoires (/L-10, TNFAIP3)
ou pour le métabolisme lipidique (PCSK9, LDLR) dans des ¢études d’association
pangénomiques, et (3) des genes impliqués dans la pathogénie de la SVA a partir d’études
faites sur des modeles animaux en lien avec la calcification (BMP2, CCR5, CTGF, LRP5,
MSX2, WNT3), le remodelage tissulaire (CTSS, MMP9) ou le métabolisme lipidique (SMPD1).
Pour les génes des groupes (1) et (2), nous avons utilisé les SNPs rapportés dans la littérature
comme étant significativement associés. Pour le groupe (3), nous avons effectué une approche
par «tagSNP» qui consiste a sélectionner un groupe de SNP capturant la variabilité génétique
dans la région ciblée. Au total, 81 SNPs dans 18 genes ont été testés. Nous avons trouvé une
association nominale avec les génes BMP2 (OR = 1.55, 1C95%: 1.14-2.10, p = 0.004) et LRPS
(OR =1.47,1C95%: 1.06-2.03, p = 0.023) apres ajustement pour la maladie coronarienne.

Les geénes BMP2 et LRP5, impliqués dans la calcification selon certains modeles
expérimentaux, sont donc associés a la SVA. Ce travail devrait étre validé dans une cohorte

indépendante plus large dans un avenir rapproché et il pourrait étre étendu a d’autres génes.

Mots-clés : sténose valvulaire aortique, génes candidats, SNP
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Abstract

Aortic valve stenosis (AVS) is a valvular heart disease caused by calcification leading to
incomplete opening of the aortic valve. Calcification of valve leaflets associated with aging is
the most common cause of AVS. AVS pathogenesis involves lipoprotein deposits, chronic
inflammation and calcification of the aortic valve leaflets. Our study aims to identify genes
associated with AVS in order to better understand its mechanisms and potentially identify new

therapeutic targets.

We recruited 190 cases with AVS of different severity and 192 controls matched for age and
sex. Then we conducted a candidate gene association study using single nucleotide
polymorphisms (SNPs). The candidate genes selected include: (1) those with polymorphisms
putatively implicated in previous genetic association studies of AVS (4POB, APOE, ESRI,
PTH and VDR); (2) those with validated associations to inflammatory diseases (/L-10),
TNFAIP3) or lipid metabolism (LDLR ,PCSK9) in genome-wide association studies and, (3)
genes impliated in AVS pathogenesis from studies with animal models and thought to be
involved in calcification (BMP2, CCR5, CTGF, LRP5, MXS2, WNT3); tissue remodeling
(CTSS, MMPY) or lipid metabolism (SMPD1). For the first two categories of genes, we tested
the SNPs reported to be associated in the literature and, in the third category we used a tag-SNP
approach which consists of selecting a subset of SNPs to capture variability in the target region.
Finally, 81 SNPs in 18 genes were tested. We found a nominal association of BMP2 (OR=1.55,
CIL: 1.14 — 2.10, p=0.004) and LRP5 (OR=1.47, CI: 1.06 — 2.03, p=0.023) with presence of

AVS after adjustment for coronary heart disease.

The genes BMP2 and LRPS5, which are known to be involved in calcification based on animal
models, are associated with AVS. The result of the current study should be validated in a larger
independent cohort in the near future and then, it could also be extended to the study of other

genes.

Keywords: aortic valve stenosis, candidate gene, SNP
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Chapitre I : INTRODUCTION



1. GENERALITES

La sténose valvulaire aortique calcifiée (SVAC) est la principale cause du remplacement
valvulaire en Europe et en Amérique du Nord et la troisiéme cause des maladies
cardiovasculaires [1]. Sa prévalence augmente en lien avec le vieillissement de la
population [2]. Sa pathogénie reste mal connue et son traitement principal demeure le

remplacement valvulaire.

1.1. DEFINITION

Figure 1: Schéma d’une valve aortique normale et d’une valve bicuspide

Normal valve: valve normale; cusps : cuspides ; bicuspid valve : valve bicuspide;
Aorta : aorte; aortic valve : valve aortique; 1 : origine de I’artére coronaire gauche
2 : feuillet; 3 : commissure; 4 : raphé¢; 5 : sinus de Valsalva
Adapté de la source:

http://my.clevelandclinic.org/heart/disorders/bicuspid aortic valve disease.aspx




La valve aortique normale est constituée de 3 feuillets ou cuspides séparés par des
commissures (cf. Fig. 1). Elle se situe entre le ventricule gauche du cceur et ’aorte,
vaisseau par lequel le sang éjecté est redistribué dans tout l'organisme. La SVAC se
caractérise par un épaississement des feuillets de la valve, qui se calcifient. Cette
calcification provoque une réduction de 1’orifice aortique entrainant une ouverture
incompléte de la valve, une géne a 1’évacuation du sang hors du cceur et des conséquences

sur le myocarde telles que I’hypertrophie du ventricule gauche.

La SVAC a été décrite pour la premiére fois en 1904 par Mdonckeberg [2-4]. A cette
époque, les études ont révélé une sclérose et un épaississement des feuillets. En
conséquence, la sclérose aortique (€paississement sans sténose) et la sténose de la valve
aortique ont longtemps été considérées comme deux entités pathologiques différentes. Des
données récentes suggerent que celles-ci représentent différents processus d’une méme
maladie [5]. La sclérose résulte du développement des Iésions valvulaires qui évoluent

lentement vers la calcification pour créer la sténose [3].

1.2. EPIDEMIOLOGIE

La fréquence des SVAC est en augmentation avec le vieillissement de la population en
Amérique du Nord et en Europe ou elle constitue un probleme majeur de santé publique. En
général, la sclérose aortique est présente chez 20 a 30 % des personnes agées de plus de 65
ans et 48% au dela de 85 ans, tandis que la sténose aortique est présente dans les
proportions de 2% et 4% respectivement [2, 3, 6-8]. Lung et al. ont observé chez des
patients atteints de sclérose aortique une progression de 16% vers la SVAC sévere apres
une période de suivi de 7 ans [9] .On note une prédominance masculine. Deux patients sur

trois sont des hommes [10].



1.3. ETIOLOGIE

Jusqu’a présent, trois étiologies ont été attribuées a la SVAC : la malformation congénitale,

la fievre rhumatismale et la dégénérescence de la valve due au vieillissement.

1.3.1. La malformation congénitale de la valve

La malformation congénitale de la valve ou bicuspidie congénitale est identifiée par la
présence de 2 cuspides au lieu de 3. Dans sa forme la plus fréquente, elle fait suite a un
épaississement et a une calcification du raphé (ligne réunissant les deux cuspides) avec

accumulation de calcaire [11].

1.3.2. La SVAC d’origine rhumatismale

La SVAC d’origine rhumatismale est habituellement d’évolution trés lente. Elle est due aux
séquelles d’une infection au streptocoque pyogene. Elle résulte de la fusion d’une, deux ou
plus souvent trois commissures. Cette forme est souvent accompagnée d’une sténose

mitrale.

1.3.3. La SVAC d’origine dégénérative

La SVAC d’origine dégénérative représente 60% des cas de SVAC dans les pays
occidentaux. Elle est encore appelée maladie de Monckeberg et résulte d’un épaississement
sous-endothélial suivi d’une calcification progressive des valves et des sigmoides [12].

C’est cette forme qui a été pris en compte dans notre projet.

1.4. PHYSIOPATHOGENESE

Histologiquement, les feuillets de valves normales sont macroscopiquement lisses, minces,
opalescents avec des couches de tissus clairement définies. Au niveau microscopique, ils
ont tres peu de cellules [3]. Ces feuillets sont constitués essentiellement de myofibroblastes,
des fibres de collagene et d’¢lastine [13, 14]. Entre les couches endothéliales, on distingue
3 entités : la fibrosa, la spongiosa et la ventricularis (cf. Fig. 2). La fibrosa est composée

essentiellement de myofibroblastes et quelques fibres de collagenes. La spongiosa, en plus



des composantes précédemment énumérées, comprend des protéoglycans tandis que la

ventricularis se distingue par une quantité d’¢élastine plus importante.

Surface aortique

Coté ventricule gauche

=22 Cellule endothéliale
¢ \_ Protéoglycan
Myofibroblaste

- Elastine
¢~ Collagéne

I=fibrosa 2= spongiosa 3 = ventricularis

Figure 2: Représentation histologique d’un feuillet normal de valve aortique

Avec le vieillissement, apparait un épaississement non spécifique au niveau de la valve puis
une augmentation du nombre et du type de cellules, ainsi que de la couche fibro-¢élastique.
Les facteurs initiateurs dans le développement de la SVAC semblent étre soit un stress
mécanique et/ou des facteurs génétiques [15], soit une valve bicuspide qui est présente a
des proportions variant de 0,5 & 0,8% dans la population générale. La valve bicuspide est
visualisée par 1’échocardiographie ou retrouvée dans I’anatomie des valves aortiques apres
un remplacement valvulaire. La dynamique des fluides peut également jouer un réle dans la
détérioration de la valve aortique. Des le départ, les 1ésions sont souvent localisées a un
endroit de la valve ou le stress de cisaillement est élevé [16]. Certains facteurs de risque au

niveau épidémiologique comme 1’age, le sexe masculin, le taux élevé des lipoprotéines de



faible densit¢ (LDL), le tabagisme, I’hypertension artérielle, le diabéte ou le syndrome
métabolique peuvent favoriser la progression des Iésions [17].

Jusqu'a présent, la grande majorité des travaux soutiennent I’hypothése selon laquelle la
calcification de la valve aortique est un processus cellulaire actif impliquant plusieurs

composantes lipidiques, inflammatoires, et phosphocalciques [18].

1.4.1. La composante lipidique

Dans la SVAC, I’hypothese selon laquelle la Iésion initiale est une perte d’intégrité de la
paroi endothéliale est celle souvent évoquée. Cette rupture favorise la pénétration des
lipides circulants principalement les LDL dans le tissu interstitiel. Les LDL sont ensuite
oxydées dans le tissu interstitiel et attirent les macrophages et monocytes stimulant ainsi
I’activité inflammatoire mais également la minéralisation [16, 19]. L’accumulation des
LDL présente au début des 1ésions valvulaires, augmente au fur et a mesure que progresse
la 1ésion. Les LDL oxydées dans le tissu interstitiel valvulaire, sont ensuite phagocytées par

les macrophages pour former les cellules spumeuses (cf. figure 3) [16].

1.4.2. La composante inflammatoire

La pénétration des LDL dans la matrice extracellulaire provoque une réaction
inflammatoire. Cette réaction fait intervenir les lymphocytes T qui s’infiltrent sous
I’endothélium et les macrophages qui sécretent les cytokines IL-1B et TGFB1 [16]. Les
cytokines se lient a leurs récepteurs respectifs situés a la surface des fibroblastes
valvulaires, ce qui favorise la prolifération cellulaire puis le remodelage tissulaire par
I’intermédiaire des enzymes dégradant la matrice extracellulaire (les métalloprotéases
matricielles ou MMP) [2]. L’activité tissulaire des MMP est contrélée a 3 niveaux: la
régulation de la transcription, l’activation latente des pro-enzymes et ’inhibition de
I’activité protéolytique [6]. Les MMP sont produites comme pro-enzymes (pro-MMP)

nécessitant le clivage du peptide N-terminal via 1’activité des MMP de type membranaire



(MT-MMP). Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases (TIMP) inhibent 1’activité des
métalloprotéases en formant un complexe irréversible non-covalent avec les MMP [15, 20].
Les MMP2 et MMP9 modifient également [’activité biologique des protéines non
matricielles et des cytokines [21]. Ces deux MMP ont été détectées dans les calcifications
des feuillets de valve aortique [22]. L’¢tat d’activation des MMP differe qualitativement et
quantitativement a chaque étape de la dégénérescence valvulaire.

L’augmentation des fibres de collageéne, d’¢lastine et des cellules fibroblastes apparait a un
stade avancé de I’inflammation de la valve. Il se produit ainsi une fibrose. La production
accrue de collageéne par les fibroblastes et 1’accumulation des composantes de la matrice
extracellulaire conduisent a un épaississement des feuillets de la valve [14]. En outre
I’augmentation de la production du collagéne et la dégradation de I’¢élastine sous 1’effet de
I’¢lastase provoquent une diminution du ratio élastine/collagéne au niveau de la valve, ce

qui contribue encore plus a une augmentation de la rigidité valvulaire.
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Figure 3: Représentation histologique d'une valve aortique calcifiée

1.4.3. La composante phosphocalcique

Les protéines de la matrice osseuse, composantes du métabolisme phosphocalcique, restent
mal définies dans la SVAC, malgré que la calcification des valves aortiques et 1’ ossification
aient été décrites dans la littérature depuis de nombreuses années [23]. De plus, plusieurs
composantes comme 1’ostéopontine, les BMP (bone morphogenic proteins), le calcium, le
TGFBI1 (transforming growth factor, beta 1), le ligand pour le récepteur activateur du
facteur nucléaire kappa B (RANK-L), ou des processus comme la transformation des

fibroblastes en myofibroblastes et ostéoblastes impliqués dans la régulation de la



calcification tissulaire sont capables d’induire la formation osseuse et la production de
nodules calcifiés. Toutes ces composantes ont ét¢ détectées dans les valves calcifiées. [24].
RANK-L est exprimé dans les feuillets de valves normales mais ne se retrouve pas dans les
lésions de valves. RANK-L et 1’ostéoprotégérine (OPG), un inhibiteur de la résorption
osseuse, sont exprimés par les cellules ostéoblastiques du stroma, tandis que I’ARNm de
RANK-L est produit par les précurseurs des ostéoclastes [25]. Les ostéoblastes sont
responsables de la formation osseuse, tandis que les ostéoclastes contrebalancent 1’action
des ostéoblastes pour dégrader la masse osseuse dans les conditions homéostatiques. La
calcification de la valve aortique pourrait se produire lorsque 1’équilibre physiologique

entre la formation et la dégradation osseuse est perturbée.

1.5. DIAGNOSTIC DE LA SVAC
1.5.1. Symptomatologie clinique

1.5.1.1. Signes fonctionnels

Les signes fonctionnels dépendent de 1’adaptation du ventricule gauche a la diminution
fonctionnelle de la valve aortique due au rétrécissement [10, 26]. Les patients avec SVAC
restent longtemps asymptomatiques. Les manifestations cliniques apparaissent
habituellement lorsque la surface d’ouverture valvulaire aortique devient inférieure ou
égale a 1 cm”. Cette réduction de la surface aortique entraine une géne a I’éjection du sang
hors du ventricule gauche qui s’adapte a cette nouvelle condition de fonctionnement grace a
des mécanismes de compensation [12]. Ainsi, les signes fonctionnels sont surtout des

symptomes a 1’effort, a savoir :

- L’angor d’effort
L’angor d’effort est une douleur ou une géne thoracique d’une durée de plusieurs minutes,
provoquée par l'effort ou l'anxiété. Celle-ci est localisée le plus souvent dans la région

rétro-sternale, pouvant irradier vers le bras gauche. L’angor d’effort évoque une ischémie
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myocardique. Ce symptome peut étre dii exclusivement a la sténose aortique ou parfois a

une maladie coronarienne associée.

- La dyspnée d’effort
La dyspnée d’effort ou difficulté respiratoire a 1’effort est le signe clinique le plus fréquent.
Elle est de degré variable. Elle précéde habituellement les manifestations d’insuffisance

ventriculaire gauche voire d’insuffisance cardiaque.

- La syncope et la lipothymie
La syncope et la lipothymie sont déclenchées par I’effort. Parfois, elles sont précédées
d’une douleur thoracique. La lipothymie est une simple sensation de faiblesse avec malaise
général, sans perte de connaissance. Par contre en cas de syncope, la perte de connaissance
est compléte et de bréve durée. La syncope évoque 1’ischémie cérébrale d’effort. Elle
représente un symptdme fonctionnel inquiétant qui fait craindre 1’éventualité d’une mort

subite.

1.5.1.2. Les signes physiques

Les signes physiques se résument le plus souvent a la constatation d’un souffle systolique a
I’auscultation [10]. 1l s’agit d’un souffle systolique éjectionnel, distant du premier bruit
(B1) et du deuxiéme bruit (B2), maximal a la base, classiquement au foyer aortique
(deuxiéme espace intercostal droit) [27]. Ce souffle irradie de facon ascendante vers les
vaisseaux du cou. Il est habituellement rude et rapeux. Le B2 est diminué et souvent absent.
D’autres signes physiques comme le choc apexien, le frémissent systolique ainsi que le

pouls artériel petit et lent sont en rapport avec la sévérité de la SVA [28].

1.5.2. Signes échocardiographiques

L’échocardiographie couplée au Doppler est I’examen-clé du diagnostic de la SVAC [10,

26]. L’utilisation plus répandue de 1’écho-Doppler chez des porteurs de souffle systolique a
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permis de dépister de trés nombreux cas de SVAC. C’est grace a cette technique que la
prévalence ¢levée de cette pathologie a pu étre découverte chez les personnes de plus de 60
ans. Morphologiquement, cet examen montre 1’épaississement des feuillets de la valve
aortique, précise le caractére tricuspide ou bicuspide de la valve et montre souvent des
calcifications [27]. L’échocardiographie couplée au Doppler permet de mesurer I’aire
valvulaire, le jet de vélocité, le gradient moyen et maximal de pression et les parameétres en

rapport avec le retentissement de la SVAC sur le myocarde.

1.5.2.1. Aire valvulaire aortique

L’aire valvulaire aortique normale est comprise entre 2,5 et 3 cm”. Elle diminue en cas de
sténose aortique et peut atteindre des valeurs inférieures a 0,75 cm” dans les formes trés
séveres [10, 26]. Celle-ci peut étre calculée en combinant 1’échocardiographie au Doppler
en utilisant 1’équation de continuité qui stipule que dans un cylindre ou I’écoulement est
laminaire, le débit d’entrée est égal au débit de sortie. Elle peut également étre calculée par

une évaluation indirecte de la surface aortique.

Figure 4: Représentation schématique de 1'équation de continuité

A : Aire dans la voie d’¢jection du ventricule Gauche ; A,: Aire au niveau de la valve
aortique; V : vitesse du flux sanguin dans la voie d’éjection ; V,: vitesse du flux sanguin a

travers la valve aortique ; A1+V| = Ay+V, Adapté de Baumgartner et al. [26].
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L’évaluation par I’équation de continuité se fait en comparant le flux sanguin dans la voie
d’¢jection du ventricule gauche avec celui au travers de la valve aortique (cf. figure 4) [29].
L’aire valvulaire aortique est égale au produit de 1’aire de la chambre de chasse du
ventricule gauche par la vélocité du flux sanguin a ce niveau divisée par la vélocité
maximale du flux a travers la valve. La taille et le poids sont également pris en compte dans
ce calcul [26]. Cependant la normalisation par le poids et la taille peut engendrer des
fausses conclusions chez les obéses. Globalement, la longueur de la racine aortique et plus

spécifiquement I’aire aortique n’augmentent pas généralement avec I’exces de poids [30].

1.5.2.2. Le jet de vélocité

Le jet de vélocité traduit la vitesse sanguine trans-valvulaire (ou trans-sténotique). Cette
vitesse est déterminée a 1’aide d’un Doppler continu par voie apicale ou supra-sternale. La
vitesse au niveau de ’orifice aortique normal est voisine de 1 m/s [12]. Dans les sténoses

aortiques, cette vitesse peut monter jusqu’a 6 m/s.

1.5.2.3. Le gradient moyen de pression

Le gradient moyen de pression trans-aortique (G) représente la différence de pression entre
le ventricule gauche et I’aorte en systole quand ces deux pressions sont enregistrées
simultanément. 11 est fourni par I’application simple de I’équation de Bernoulli : G = 477,
ou V est la vitesse du flux aortique [10, 12, 26, 29, 31]. Le gradient moyen de pression est
calculé automatiquement par les logiciels des appareils d’échocardiographie a partir de la
planimétrie de la courbe de vitesse aortique. En 1’absence d’une modification du volume
d’¢jection, une élévation du gradient moyen témoigne de la sévérité de la sténose.

La surface aortique, le gradient de pression et le jet de vélocité permettent de faire le
diagnostic et de classifier la SVAC de la forme 1égere a la forme sévére (cf. tableau I) [26,

27, 29].
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Tableau I: Classification de la sténose valvulaire aortique [26]

: ' Sclérose sténose

Parametres échocardiographiques :

aortique légere modérée  sévere
Jet de vélocité (m/s) <25 26-29 3,0-40 >40
Gradient moyen de pression (mm Hg) nd. <20 20 - 40 > 40
Aire valvulaire aortique (sz) nd >1,5 1,0-1,5 <1,0
Aire valvulaire aortique indexée a la

nd >0,85 0,25-0,60 <0,6

surface corporelle (cm*/m?)

nd : non définie

1.5.2.4. Autres signes mesurés par l’écho-Doppler

\ . , . 2 ..
Les parametres tels que la masse indexée du ventricule gauche en g/m”, I’épaisseur du
septum inter-ventriculaire et de la paroi postérieure du ventricule gauche en mm sont

¢galement mesurés par 1’écho-Doppler pour évaluer le retentissement sur le myocarde.

1.6. QUELQUES CONCEPTS ET ETUDES EN GENETIQUE
1.6.1. Les concepts en génétique

Le génome humain est constitué¢ de 23 paires de chromosomes comprenant environ 20000
genes ¢étendus sur une distance d’environ 3 milliards de paire de bases [32]. Les

chromosomes constitués de molécules d’ADN a double brin.

Chaque gene est formé d’une séquence d’ADN sur laquelle on retrouve des variations
génétiques entre les individus. Plusieurs types de variations génétiques ont été identifiés.
Parmi elles, nous pouvons citer les microsatellites, les insertions, les délétions, la variabilité
du nombre de copies d’un gene (CNV : «copy number variation») et les SNP (single

nucleotide polymorphism).
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Pour ce projet, nous avons utilis¢ des SNP. Un SNP, formé souvent de deux alléles,
provient donc d’un changement d’une paire de base a un site spécifique d’une séquence
d’ADN. Il s’agit d’une modification ponctuelle survenant sur les nucléotides A, C, G ou T.
Les SNP représentent la majorité des variations génétiques communes dans le génome
humain. La majorité de ces SNP n’ont aucun effet. Certains définissent tout simplement un
phénotype comme la couleur des yeux, la couleur de la peau, la taille et un trés petit
nombre vont causer un effet sur la prédisposition aux maladies. C’est cette derni¢re

catégorie que les études génétiques visent a trouver.

Comme chaque chromosome d’un individu est composé d’une molécule d’ADN, les
différents alleles des différents locus sur un méme chromosome sont physiquement liés
entre eux. Ainsi, & chaque génération, il se produit des recombinaisons génétiques par le
biais des méioses avec pour conséquence une redistribution des alléles dont certains sont
transmis conjointement dans le génome humain. Cette transmission conjointe des all¢les de
deux locus différents est appelée le déséquilibre de liaison (LD). L’un des avantages de
connaitre le déséquilibre de liaison des SNP dans une région donnée, réside dans le fait
qu’il permet de sélectionner un groupe de SNP pour capturer la variabilité génétique de la
région ciblée réduisant ainsi le nombre de SNP a génotyper [33]. Cette méthode de
sélection est appelée en anglais «tagging». Les SNP ainsi sélectionnés sont appelés des
SNP marqueurs ou «tagSNPs». Le «tagging» permet d’éviter la redondance et limite ainsi
les cotits du génotypage. Il est rendu possible actuellement grace a 1’existence des bases de
données en ligne comme HapMap et le programme Haploview. Cette base de données
fournit des informations sur le LD, les fréquences des haplotypes dans la population, les
blocs d’haplotypes et 1’association statistique de chaque marqueur du génome humain dans
un format spécifique [34]. Pour ce projet, nous avons utilis¢é les données du projet
international HapMap pour effectuer le «tagging». Les données du projet HapMap ont
permis d’identifier les variations génétiques communes au sein des différentes populations
et d’évaluer le déséquilibre de liaison entre elles tout en les rendant disponibles pour les

chercheurs [35].
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1.6.2. Les études en génétique

Les études génétiques ont pour but de déterminer les facteurs de risques de nature
génétique. Elles peuvent étre divisées en deux grands groupes : les études d’association et

les études de liaison.

1.6.2.1. Les études de liaison

Dans ces études, des échantillons familiaux de filiation connue, sont génotypés dans le but
de détecter la transmission conjointe d’une région génomique et d’un phénotype [36]. Ce
type d’étude nécessite le recrutement des familles et est donc difficile a appliquer dans une
maladie comme la SVAC qui se déclare a un age avancé avec une faible possibilit¢ de
retrouver les parents ou les grands-parents des patients ou méme de détecter la maladie
chez les enfants. Ce type d’étude est utile pour les maladies monogéniques a haute
pénétrance avec un facteur génétique fort. Cependant, la résolution des patrons de
déséquilibre de liaison dans ce genre d’étude est généralement faible [37]. Néanmoins, ce
type d’étude permet d’utiliser des familles provenant de différentes régions sans risque de

créer de faux positifs car moins sujettes a I’hétérogénéité retrouvée dans une population.

1.6.2.2. Les études d’association

Les études d’association en génétique visent a détecter un lien entre un ou plusieurs
polymorphismes génétiques et un caractére. Celui-ci peut étre un trait quantitatif ou discret
attribu€ ou pas a une maladie [38, 39]. Dans le cas d’un caractere dichotomique, ces études
explorent une surreprésentation des polymorphismes dans 1’'une des deux populations cas
ou témoins. Ces études peuvent se faire selon une approche par génes candidats ou selon
une approche pangénomique. Les études d’association sont treés influencées par

I’hétérogénéité des populations mais elles sont plus puissantes que les études de liaison.
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1.6.2.2.1. Les études d’associations par génes candidat

L’approche par geéne candidat consiste a sélectionner des genes en fonction des
informations disponibles qui peuvent provenir, par exemple, des études de modeles
expérimentaux. Ces informations peuvent également provenir d’une étude d’association
génétique rapportée par des publications précédentes. Une définition claire du phénotype
combinée a une sélection adéquate des geénes et les fréquences alléliques des
polymorphismes associé¢s permettent de maximiser la puissance et 1’efficacité¢ de ce type
d’étude [40]. L’étude d’association par genes candidats évalue donc le lien entre certains
variants génétiques et un caractére (phénotype) d’intérét. L’avantage d’effectuer une étude
centrée sur une sélection de genes candidats réside dans le cotit [41]. L approche par geéne
candidat s’est avérée intéressante pour étudier I’architecture des traits complexes avec un
succes limité. Cependant, cette approche permet d’identifier de nouvelles associations, mais

elle se limite «a priori» a des connaissances et modeles déja connus.

1.6.2.2.2. Les études pangénomiques

Les études pangénomiques évaluent I’association de variants génétiques avec un caractere
d’intérét en utilisant un grand nombre de SNP dispersés a travers le génome sans «a priori»
particulier [42]. Etant donné le nombre de marqueurs, cette approche fait intervenir un
nombre important de tests statistiques indépendants, environ 1 million. Ceci augmente le
risque de voir apparaitre de fausses associations. La méthode adéquate pour palier a ce
phénomene est la correction pour les tests multiples. Dans ce cas le seuil de significativité p
sera plus sévere; habituellement de 5x107. Pour atteindre cette valeur seuil, il faudrait donc
une taille d’échantillon assez grande. Les études pangénomiques engendrent ainsi des cotits
importants. Néanmoins, elles permettent de découvrir de nombreux genes de susceptibilités

et potentiellement de nouveaux mécanismes pathophysiologiques sous-jacents a la maladie.
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1.7. GENETIQUE DE LA SVAC

Plusieurs études suggerent ’influence des facteurs génétiques dans la sténose valvulaire
aortique [43-46] plus spécifiquement, son caractére héréditaire a été surtout démontré dans
la SVAC d’étiologie malformative ou 1’on a pu mettre en évidence une transmission
familiale de la SVA et identifier des mutations sur le géne NOTCH]I [24, 47-49]. Le géne
NOTCHI code pour un récepteur transmembranaire qui intervient dans la voie de
signalisation intracellulaire impliquée dans la différenciation et le sort des cellules. Il
augmente 1’expression des répresseurs transcriptionels de la famille Hairy, médiateurs
centraux des effets de Notchl sur I’expression génétique [48]. Ceci provoque une
diminution de D’expression de Runx2/Cbfal, un médiateur-clé de la différentiation
ostéoblastique [50]. Ainsi, un défaut du géne NOTCH]I favoriserait 1’augmentation de la
différenciation ostéoblastique par une augmentation de la voie de Runx2/Cbfal.

De plus, une base de données populationnelles des habitants de 1’Utah (Etats-Unis
d’Amérique) a également permis de montrer que la mort résultant d’une détérioration de la
valve aortique était transmissible dans certaines familles [S1]. Cette constatation suggere
une composante génétique dans les décés causés par les affections de la valve aortique. Par
ailleurs, certains facteurs de risque associés a la SVAC comme ’accumulation des LDL,
I’hypertension artérielle, le diabéte ont eux méme une composante héréditaire actuellement
prouvée. Tout ceci nous amene a penser que la SVAC d’étiologie dégénérative pourrait
également avoir une composante génétique. Actuellement, trés peu de génes (PTH, APOE,
APOB, VDR et ESRI) ont été nominalement associés a la SVAC (p<0,05) sans étre validés.
Ceci est probablement di au nombre limit¢ d’études d’associations génétiques réalisées
dans ce domaine. A ’exception du géne PTH qui a été associé a la SVAC dans une cohorte
de plus de 500 cas et 500 témoins, la plupart de ces études ont été réalisées sur des cohortes
contenant au plus 100 cas de SVAC [45, 46, 52]. De plus, chez les patients souffrant
d’hypercholestérolémie familiale dans sa forme autosomale récessive (ARH), il a été
observé une augmentation significative de la prédisposition a la SVAC [53].

Des ¢études fonctionnelles sur des modeles animaux de la SVAC ont permis de mettre en

évidence une perturbation de 1’expression des protéines codées par plusieurs genes dont
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BMP2, CTSS, LRP5, MMP9, MSX2, RUNX2/CBFAIl, SMPDI, et WNT3. Ces études nous

amenent a penser que ces genes pouvaient jouer un réle dans la prédisposition a la SVAC.

1.7.1. Sélection et étude sommaire des génes candidats

1.7.1.1. Sélection des génes candidats

L’approche d’étude d’association par géne candidat paraissait la méthode la plus appropriée
pour cette étude. Ceci a cause du recrutement qui n’a pas été effectué sur des familles mais
également a cause de la taille de 1’échantillon qui n’était pas appropriée pour une étude
pangénomique. Dé¢s lors, sur la base des connaissances actuelles, il nous a paru indiqué de
tester dans notre cohorte phénotypiquement bien définie I’ensemble des génes candidats
suivants pour investiguer les causes génétiques de la SVAC: APOB, APOE, BMP2, CCRS,
CTGF, CTSS, PTH, PCSK9, IL10, LRP5, MMP9, MSX2, TNFAIP3, ESRI, RUNX2/
CBFAI, SMPDI, VDR, et WNT3. Ainsi, la sélection des genes candidats présentés ci-

dessus a été faite en tenant compte des parameétres suivants :

- Dans un premier temps, 1’association des genes candidats a la SVAC rapportée dans
les études antérieures avec une valeur de p inférieure a 0,05. Les geénes répondants a ce
critére ou genes du groupe 1 sont les suivants : APOB, APOE, ESRI, PTH et VDR [43-46,
52, 54].

- Ensuite, étant donné que la pathogénie de la SVAC fait intervenir ’inflammation et le
métabolisme des lipides, nous avons jugé nécessaire d’introduire dans notre étude quelques
geénes qui interviennent dans ces processus et dont ’association a été détectée et validée
dans certaines maladies inflammatoires ou par des études pangénomiques sur les lipides. Ce
sont les geénes suivants (groupe 2) : IL10 (colite ulcéreuse); LDLR et PCSK9 (maladie
coronarienne) et enfin TNFAIP3 (lupus érythémateux) [55-57].

- Enfin, nous avons sélectionné dans le groupe 3, certains genes identifiés dans des

¢tudes fonctionnelles chez des modeles animaux en rapport avec la pathogénie de la SVAC.



19

Pour cette étape, nous avons privilégié les génes intervenant dans la calcification a cause de
son caractere crucial dans la SVAC. 1l s’agit de: BMP2, CCRS5, CTGF, CTSS, LRPS,
MMPY, MSX2, RUNX2/CBFAI, SMPDI et WNT3 [2, 16, 20, 58-62].

1.7.1.2. Informations sommaires des génes candidats sélectionnés

1.7.1.2.1. Genes  présumés associes a la SVAC dans les études

antérieures (groupe 1)

Tableau II: Génes du groupe 1 nominalement associés a la SVAC

1,55

APOB 62 055 62 0,38 0,007 [52]
(1,05-2,30)
1,77

APOE 43 021 759 0,13 0,046 [44]
(1,13-2,76)
2,80

APOE 62 032 62 0,14 0,034 [52]
(1,50- 5,24)
3,38

ESRI 41 ND 41 ND 003 [46]
(1,13-10,09)
1,64

PTH 538 043 536 037 0,007 [43]
(1,30-2,70)
1,70

VDR 100 0,56 100 04 0,001 [45]
(1,29-2,23)

FAA : fréquence de I’allele associé; N : nombre; ND : non déterminé

Le géne de I’apolipoproteine B (4POB) se trouve sur le locus 2p24 (voir Tableau
IV). 1l est fortement exprimé au niveau du foie. Le géne APOB code pour deux protéines :
ApoB48 et I’Apol00 qui se retrouvent respectivement sur la surface des chylomicrons
(ApoB48), des lipoprotéines de faible densit¢ (ApoB100) et les VLDL (ApoB100).

L’ApoB100 fonctionne comme un signal de reconnaissance pour la liaison cellulaire et
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I’internalisation des particules de LDL par le récepteur de I’ApoB. L’ApoB48 est
synthétisée uniquement dans I’intestin gréle et elle est produite lorsqu’ il y a introduction
d’un codon stop (UUA) au niveau du résidu 2153 de ’ARNm. Certains variants du géne
APOB sont associés a une augmentation de la concentration plasmatique des LDL et des
triglycérides [55]. Avakian et al. ont identifié un polymorphisme de 1’apolipoprotéine B
associ¢ a une augmentation de la prévalence de la SVAC dans une population brésilienne

[52].

Le gene de I’apolipoprotéine E (4APOE) se trouve sur le locus 19q13.2 et code pour
une protéine qui permet 1’élimination hépatique des LDL par la fixation cellulaire des
particules au récepteur de LDL. Ce géne est polymorphique avec trois alléles communs (g2,
€3, €4) codant pour trois isoformes E2, E3, E4. Les all¢les €2 et €4 ont été associés a une
augmentation de la prévalence de la SVAC chez I’humain [52]. Les isoformes E2, E3, E4
différent les uns des autres par une substitution d’acide aminé unique ainsi que par leur
capacité a lier les récepteurs de I’ApoE [44, 63]. L’APOE est exprimée dans plusieurs tissus
humains. Cependant, son expression est plus importante dans le foie et les adipocytes. Les
études sur I’APOE suggérent une forte prévalence de la maladie coronarienne pour les
patients porteurs de 1’allele €4 [64, 65]. De plus, la variation dans le géne codant pour

I’ ApoE peut jouer un role dans la calcification des artéres coronaires [66].

Le géne ESRI ou récepteur 1 des cestrogene se trouve sur le locus 6g25. 1l code pour
le récepteur nucléaire de 1’cestrogéne, un facteur de transcription activé par un ligand
composé de différents domaines importants pour la liaison de I’hormone, de ’ADN et de
I’activation de la transcription. En dehors de ses multiples fonctions sur les organes
reproducteurs, le systéme nerveux et la croissance, le géne ERS/ est associé au risque
d’hyperlipidémie chez la femme ménopausée [67]. Il est également associ€ a une sclérose
de la valve aortique [46]. Les travaux de Lorentzon et al. ont montré une association de ce

gene avec la densité osseuse durant la puberté [68].
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Le géne de I’hormone parathyroidienne (PTH) est localis¢ sur le chromosome
11p15.3, il code pour une hormone sécrétée par les cellules parathyroidiennes. Les
récepteurs de PTH sont largement exprimés sur la surface des ostéoblastes [69]. Ainsi,
I’hormone PTH stimule la libération du calcium et du phosphate des os. Par ailleurs, elle
stimule également la réabsorption du calcium dans les reins en inhibant la réabsorption de
phosphates [25]. Les travaux de Linhartova et al. ont mis en évidence une association entre
le taux sérique de I’hormone PTH et la prédisposition a la SVAC chez les patients
coronariens (OR=1.04; C.I 95% =[1.02-1.05]; p<0.001) [54]. Schmitz et al. ont rapporté
une association entre le géne PTH et la SVAC dans une cohorte plus large tout en précisant

la position du polymorphisme en région intronique (p= 0,007) [43].

Le géne du récepteur de la vitamine D (VDR) se localise au niveau du locus
12p13.11. 1l a une séquence d’environ 103 kbp et est composé de 10 exons. La contribution
du polymorphisme du récepteur de la vitamine D au métabolisme osseux a été évaluée au
cours des derniéres décennies. Ce polymorphisme est constitué¢ de 3 génotypes : BB, Bb et
bb. Ortlepp et al. [45] ont identifi¢ une association entre la SVAC et les porteurs de I’all¢le
B. Ce gene code pour le récepteur nucléaire de la vitamine D et semble associé¢ a la
minéralisation osseuse. Il est exprimé dans l’intestin, la thyroide, le rein et a un rdle
essentiel dans ’homéostasie du calcium. Un polymorphisme du récepteur de la vitamine D

semble associé a la densité osseuse ou a la minéralisation osseuse [25, 70].
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1.7.1.2.2. Genes impliqués dans les maladies inflammatoires et le

métabolisme des lipides (groupe 2)

Tableau III: Génes associés au métabolisme des lipides et aux maladies

inflammatoires (groupe 2)

IL10 Colite 1,46 =
1167 777 1.35*%10° [57]

ulcéreuse (1,31-1,62)
Maladie 1,29 iy

LDLR 12301® 4,2*10° [55, 71]
coronarienne (1,10-1,52)
Maladie 1,13 "

PCSK9 . 12284® 3,5*%10° [55, 71]
coronarienne (1,03-1,23)
Lupus 1,92 X

TNFAIP3 717 1362 1.9*10° [56]
érythémateux (1,53-2,41)

® : Méta-analyse des études pangénomiques

Le gene ILI0 (interleukin 10) code pour I’interleukine-10. Cette dernieére est une
cytokine anti-inflammatoire produite principalement par les monocytes et a moindre
mesure par les lymphocytes B. IL10 est localisé sur le chromosome 1 en position 1q31-q32
et s’étend sur une région d’environ 5 kb. Il est exprimé principalement dans les
cardiomyocytes, le foie, les ganglions cervicaux et les cellules CD34+. Son rdle est de
stimuler la prolifération des lymphocytes B, des mastocytes et d’activer les récepteurs CD8
des cellules T. 1l joue également un réle important dans le maintien de 1’équilibre de la
flore intestinale. Les mutations codantes des récepteurs d’IL-10 sont associées a la colite
ulcéreuse et a ’apparition précoce de la forme monogénique des maladies inflammatoires
de I’intestin [57, 72, 73]. En outre, 3 polymorphismes (-1082, -819, -592) sur le promoteur
du geéne ILI10 ont été significativement associés au degré de calcification mesuré par

spectrométrie d’absorption atomique chez 187 patients opérés pour SVAC [74].
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Le géne LDLR (low density lipoprotein receptor) est localisé au niveau du locus
19p13.3. 1l code pour une protéine mosaique qui permet 1’endocytose des particules de
LDL. Il s’agit d’un récepteur cellulaire de surface qui reconnait I’ApoB-100 incorporé dans
la couche de phospholipides externe des particules de LDL. Ce récepteur peut également
reconnaitre I’ApoE. Ce geéne est plus exprimé au niveau des adipocytes, des cellules
¢épithéliales des bronches et des lymphocytes B. La fonction des récepteurs de LDL est de
fixer et d’assurer la captation des LDL vers I’intérieur de la cellule. La diminution des
récepteurs de LDL est directement impliquée dans le développement de 1’athérosclérose
due a I’accumulation des particules de LDL dans le sang et leur rétention dans les parois
artérielles. En outre, le niveau de LDL cholestérol influence la progression des
calcifications de la valve aortique. Cependant, il existe une interdépendance faible entre les

1ésions aortiques et les calcifications coronaires. [75].

Le géne PCSK9 (Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9) est localisé dans la
région 1p34-p32, il code pour une proprotéine convertase appartenant a la sous-famille de
la protéinase K de la famille des subtilases sécrétoires. Cette protéine joue un role
important dans 1’homéostasie de LDL. PCSK9 est exprimée dans le foie, 1’épithélium
intestinal, le rein et les neurones. Il serait impliqué dans la différenciation neurale et la
régénération hépatique [76]. Chez ’humain, les mutations par gain de fonction de PCSK9
sont rares et causent I’hypercholestérolémie et les maladies ischémiques. Une des formes
autosomales dominantes de I’hypercholestérolémie familiale est due a ce type de mutation.
Par contre, les mutations par perte de fonction comme la R46L sont associées a une
diminution des taux plasmatiques de LDL-cholestérol donc protégent contre la maladie
coronarienne [77, 78]. La protéine codée par PCSK9 intervient dans [’homéostasie du

cholestérol en causant la dégradation des récepteurs de LDL dans le lysosome.

Le gene TNFAIP3 (Tumor necrosis factor alpha induced protein 3) a été identifi¢
comme un gene dont I’expression est induite rapidement par le facteur de nécrose tumorale

(TNFa). 11 est localisé en région 6923 et s’étend sur environ 4 kb (voir tableau 3). Ce géne
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code pour une protéine aussi appelée A20 qui inhibe I’activation de NF-kappa B. Il joue un
role de modulateur dans le risque de maladie coronarienne chez les diabétiques de type 2.
Cet effet est médié par des différences dans 1’expression d’A20 [79]. TNFAIP3 est exprimé
dans la plupart des tissus mais son expression est plus marquée dans les cellules des
muscles lisses. Il est associé a plusieurs maladies auto-immunes comme le lupus

érythémateux disséminé, le psoriasis et la maladie de Crohn [56, 80]

1.7.1.2.3. Genes candidats impliqués dans les études fonctionnelles en

rapport avec la pathogénie de la SVAC

Le géne BMP?2 (bone morphogenetic protein 2) est localisé sur le chromosome 20 en
position 20 p12 et s’étend sur une région d’environ 12,6 kb. La protéine codée par ce gene
appartient a la famille des facteurs de croissance TGFp. Celle-ci agit comme un
homodimeére a pont disulfure et induit la formation des os et du cartilage. Il est exprimé
dans les cardiomyocytes et les cellules du muscle lisse. Cependant son expression est plus
marquée dans les cellules thyroidiennes. Cette expression est activée par TNFa, les lipides
oxydés, ’hyperglycémie dans 1’endothélium et les myofibroblastes vasculaires [62]. Une
injection de BMP-2 dans ’aorte de souris, augmente 1’expression de MSX2, active la voie

de signalisation de Wnt et augmente la calcification au niveau de la media [61].

Le géne CCRS5 (C-C chemokine receptor 5) est localisé sur le chromosome 3 en
position 3p21.31 et s’étend sur environ 6 kb. Il code pour un membre de la famille des
récepteurs B des chémokines, un récepteur transmembranaire semblable a celui des
récepteurs couplés des protéines G. Cette protéine est exprimée par les cellules du systeme
immunitaire tant acquis qu’inné incluant les monocytes, les lymphocytes T, les cellules
dendritiques et les macrophages. C’est un important corécepteur pour le tropisme
macrophagique des virus notamment le VIH. Les mutations dans ce géne ont été associées

a la résistance au VIH. C’est également un récepteur pour RANTES, une chémokine pro-
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inflammatoire exprimée dans les ostéoblastes [81]. Une délétion de 32 paires de bases dans
I’intron ce geéne a été associée a une augmentation de la calcification dans la valve aortique

[18, 74].

Le géne CTGF (connective tissue growth factor) est localisé sur le locus 6q23.1 et
s’étend sur environ 3 kb. La protéine codée par ce geéne est un agent mitogene sécrété par
les cellules endothéliales vasculaires. Il favorise la prolifération et la différenciation des
chondrocytes ainsi que 1’adhésion des cellules dans de nombreux types cellulaires tels que
les fibroblastes, myofibroblastes, cellules endothéliales et épithéliales. Il augmente la
syntheése de I’ ADN induite par le facteur de croissance du fibroblaste (FGF). La mutation (-
447G/C) dans ce gene est associée a une augmentation de la calcification dans les valves

aortiques [18, 74].

Le gene CTSS (cathepsin S) est localisé sur le chromosome 1 en position 1g21. Il
s’étend sur environ 36 kb et code pour une protéine membre de la famille des peptidases
C1, la cathepsine S. Celle-ci est capable de fonctionner comme une élastase. Le géne CTSS
est exprim¢ dans la grande majorité des cellules sanguines dont les monocytes et les
my¢élocytes. Helske et al. ont observé une augmentation de 1’expression de l’activité
¢lastolytique de la cathepsine S dans les feuillets de valves aortiques calcifiées [58]. La
cathepsine S accélere la dégradation de la matrice extracellulaire au niveau de la valve

favorisant ainsi la progression de la sténose aortique.

Le gene LRPS5 (Low-density lipoprotein receptor-related protein 5) code pour un
récepteur transmembranaire des lipoprotéines de faible densité qui lie et internalise les
ligands dans un processus d’endocytose dépendante des récepteurs. Il se situe sur le
chromosome 11 en position 11q13.4 — 11q13.2 et s’étend sur une région d’environ 136 kb.
Son expression se fait principalement dans le foie, le poumon et la thyroide. Plusieurs
¢tudes associent des mutations de LRP5 a une réduction de la densité osseuse [82-84]. Les

travaux de Caira et al. ont mis en évidence une surexpression du gene LRPS5 dans les
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cellules de valves aortiques calcifiées [60]. Le géne LRP5 se lie au complexe Wnt pour
activer la transformation de fibroblastes en ostéoblastes favorisant ainsi la calcification des

feuillets de valves aortiques [20] (cf. Fig5).

Le géne MMP-9 (matrix metallopeptidase 9) est localisé sur le chromosome 20 en
région 20q13-q11 et s’étend sur environ 8 kb (voir Tableau IV). Exprimé principalement au
niveau des amygdales, des tissus lymphatiques, du thymus et de la moelle osseuse, ce géne
code pour une métalloprotéinase matricielle capable de dégrader la matrice extracellulaire
du tissu conjonctif. MMP-9 joue un role dans la migration des leucocytes, la protéolyse
locale de la matrice extracellulaire, la laminine de type V et du collagéne de type IV, un
constituant majeur de la membrane basale entourant chaque cellule du muscle lisse
vasculaire. Il peut également jouer un role dans la résorption osseuse des ostéoclastes. Ce
gene dégrade la fibronectine et I’¢lastine. Cette activité élastolytique est impliquée dans la
rigidité artérielle et le développement des anévrismes. Ainsi, le gene MMPY est associé a la
rigidité des grosses artéres, I’anévrisme de 1’aorte abdominale, ’anévrisme cérébral et la
maladie coronarienne [85, 86]. Plusieurs études récemment publiées ont montré une
surexpression de la MMP-9 dans les cellules interstitielles de valves aortiques calcifiées in

vitro chez I’humain [2, 20, 59].

Le géne MSX2 (muscle segment homeobox 2) est localisé sur le chromosome 5 en
position 5q32, il s’étend sur environ 6 kb. La protéine codée par ce géne est un activateur
transcriptionel dont D’activité normale permet d’établir 1’équilibre entre la survie et
I’apoptose des cellules. Cette protéine joue également un role dans la croissance des
cellules. Dans les ostéoblastes, il supprime la transcription conduite par I’ostéocalcine. Le
gene est principalement exprimé dans le muscle lisse, les cardiomyocytes et le placenta.
Msx2 augmente la différentiation ostéogénique par des mécanismes qui inhibent Dkk1, un
antagoniste des récepteurs Lrp5 et LRP6 de Wnt (cf. Fig 5). C’est un facteur de

transcription des ostéoblastes [62].
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Le géne SMPD1 (sphingomyelin phosphodiesterase 1, acid lysosomal) est localisé sur
le chromosome 11 en position 11p15.4 — p15.1 et s’étend sur environ 4 kb. La protéine
codée par ce gene est une sphingomyélinase acide lysosomiale qui convertit la
sphingomy¢line en céramide, un intermédiaire du catabolisme des sphingolipides. Son
expression se fait dans de nombreux tissus dont le foie, le muscle lisse, les cardiomyocytes,
la moelle osseuse, le cerveau et les adipocytes. Les mutations dans ce gene sont associées
aux formes A et B de la maladie de Niemann-Pick [87]. Cette affection due a un déficit en
sphingomy¢linase acide lysosomiale, aboutit a une accumulation de sphingomyéline, puis
du cholestérol dans les monocytes et les macrophages voire dans le cerveau. Les travaux
d’Ishii et al. ont montré un gonflement des cellules musculaires lisses déficientes en
SMDP1 provoquant ainsi une augmentation de 1’épaisseur de I’intima et de la média dans

les artéres coronaires[88].

Le gene WNT3 (wingless-type MMTYV integration site family, member 3) est localisé
sur le chromosome 17 en position 17p21-p21.32. 1l s’étend sur une région environ 56 kb.
WNT3 appartient a une famille de facteurs de croissance qui assure la médiation des
processus biologiques importants comme I’embryogenese et 1’organogenese[82]. Ce gene
code pour une des protéines de la voie de signalisation de Wnt. Cette voie est déterminante
pour la différentiation ostéoblastique et I’entretien de la masse osseuse. La mieux
caractérisée de ces voies est la voie canonique ou voie Wnt/B-caténine qui est stimulée par
les co-récepteurs LRP-5/6. Wnt/B-caténine, agit en synergie avec BMP-2 pour promouvoir
la différentiation ostéoblastique et la formation osseuse in vivo [89]. Wnt peut également
activer une voie non canonique incluant la protéine G qui sert de médiateur au complexe
Whnt/calcium [90]. 1l est également impliqué dans la calcification des valves aortiques grace
a la voie Wnt3/Lrp5/B-caténine [20]. Il active la transformation des fibroblastes en
ostéoblastes dans les feuillets de valves aortiques [16]. Wnt peut également réguler
I’activité de Runx2. Les médiateurs nucléaires Lefl et TCfs en aval de la voie canonique

de Wnt se lient sur le domaine Runt et inhibent I’activation des facteurs de transcription du
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gene RUNX2. [89]. Son expression se fait principalement dans les cardiomyocytes, les

cellules du muscle lisse et le foie.
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Figure 5: Régulation de 1'ostéogenése par la voieWnt3/Lrp5/p-caténine

LRPS se lie a Wnt3 une protéine de la famille de Wnt sécrétée par les ostéoblastes qui
active le récepteur transmembranaire Frizzled. Ce complexe conduit a une stabilisation de
la B-caténine ce qui permet sa translocation vers le noyau. LRP5 peut étre inhibé par DKK

(Dickkopf). Le complexe formé par ces molécules active la transformation des fibroblastes

en ostéoblastes dans les feuillets de valves.
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Tableau IV: Localisation chromosomique, nombre d'exons et longueur des différents

génes étudiés

APOB 2p24 - p23
APOE 19p13.2
BMP? 20p12
CCRS 3p21-31
CTGF 6q23.1
CTSS 1921
ESRI 6q25.1
ILI0 1q31 — q32

LDLR  19p13.3-19p13.2
LRP5  11q13.4-11ql3.2
MMP9 20q11 - 2q13
MSX2 5932
PCSK9 1p34 — 1p32
PTH 11p15.3 - pl15.1
SMPDI  11pl5.4—pl5.1
TNFAIP3 6923
VDR 12q13.11
WNT3  17p21 — 17p21.32
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42 645
3695
12 600
6 065
3203
35883
472 929
4 893
44 450
136 636
7 654
6 367
25306
3967
4572
4432
63 495
56 207

(Source : http://www.genecards.org/ et http://uswest.ensembl.org/index.html)
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2.1. LA COLLECTE DES DONNEES

2.1.1. RECRUTEMENT DES PATIENTS

L’¢étude a été approuvée par le comité d’éthique de 1’Institut de Cardiologie de Montréal et
les patients ont tous signés un formulaire de consentement. La cohorte utilisée est
composée de caucasiens dont 190 cas de SVAC de différentes sévérités et 192 témoins
appariés selon 1’age et le sexe. Les patients ont ¢été recrutés a la clinique
d’échocardiographie par I’intermédiaire de la cohorte génétique hospitaliere de 1’Institut de
Cardiologie de Montréal d’avril 2008 a octobre 2009. Les cas et les témoins ont été
sélectionnés grace aux données d’échocardiographie-Doppler. Les patients étaient contactés
soit par téléphone, soit directement a la clinique d’échocardiographie. Le recrutement des

cas et témoins s’est fait selon les critéres suivants :

¢ Critéres d’inclusion des cas.
Les patients agés de plus de 18 ans avec un diagnostic de SVAC inscrit sur le rapport
d’¢échocardiographie-Doppler (aire valvulaire aortique < a 2 cm’, gradient moyen de

pression > 20 mmHg et vélocité > 2,5 m/s) ont été€ considérés comme cas.

e Critéres d’inclusion des témoins
Les témoins étaient des patients de plus de 18 ans avec une fonction du ventricule gauche
normale ou perturbée et/ou maladie coronarienne, sans diagnostic de SVAC inscrit sur le

rapport d’échocardiographie-Doppler.

e Critéres d’exclusion des cas et des témoins
Dans le but de conserver uniquement les patients souffrant de SVAC d’origine dégénérative
et donc d’uniformiser le phénotype de notre cohorte, nous avons exclus tous les patients
présentant des critéres de SVAC a I’échocardiographie-Doppler avec une notion de fiévre

rhumatismale ou de bicuspidie inscrit dans le dossier médical.
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Nous avons également exclus tous les patients souffrant de :

- Maladie de Paget de I’os
La maladie de Paget de l’os provoque un remodelage osseux important par une
augmentation de I’activité des ostéoclastes.

- Hyperparathyroidie
L’hyperparathyroidie provoque une augmentation de la calcémie et favorise également le
remodelage osseux.

- Lupus érythémateux disséminé
Le lupus érythémateux disséminé est une affection auto-immune caractérisée par une perte
du controéle des lymphocytes B, provoque une augmentation des phénomenes
inflammatoires.

- Insuffisance rénale avec taux de créatinine > 200 pmol/l au moment du recrutement.
L’insuffisance rénale provoque une altération de la filtration glomérulaire avec des

conséquences telles que les troubles du métabolisme phosphocalcique.

2.1.2.  DONNEES CLINIQUES ET ECHOCARDIOGRAPHIQUES

Les parametres échocardiographiques suivants ont été recueillis a partir des dossiers
médicaux des patients: la surface valvulaire aortique, le gradient moyen de pression, le jet
de vélocité, 1’épaisseur du septum interventriculaire et de la paroi postérieure, la masse
indexée au ventricule gauche et finalement le degré de sévérité de la régurgitation aortique.
Les variables biométriques les plus récentes a savoir : la glycémie a jeun, la créatinine
sanguine, les triglycérides, le LDL cholestérol, le HDL cholestérol et le cholestérol total ont
été ¢galement recueillies. Les données cliniques et génétiques étaient stockées dans des
bases de données sécurisées et anonymisées accessible exclusivement aux principaux
chercheurs de I’étude. Aucune information génétique n’était accessible aux participants de

I’étude.
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2.1.3. LES ECHANTILLONS SANGUINS

Les échantillons recueillis pour la cohorte hospitaliere de I'lCM servent a constituer non
seulement une banque d'ADN mais aussi de plasma, des cellules leuco-plaquettaires (Buffy
coat) et d’érythrocytes qui seront congelés et conservés a -80°C pour une utilisation
ultérieure. Pour I’isolation de ’ADN génomique, un échantillon de sang a été prélevé sous
EDTA comme anticoagulant. Le sang a été centrifugé a 1900 g pendant 15 minutes et la
couche leuco-plaquettaire (Buffy coat) a été prélévée.

L'ADN est extrait des cellules mononuclées du sang avec le kit Qiagen (QiAamp DNA

mini) selon les instructions du manufacturier.

2.2. LE GENOTYPAGE

Pour ce projet, nous avons effectué¢ le génotypage par la plateforme de SEQUENOM
qui est une méthode semi-automatisée. Cette technique identifie les all¢les a la position du
SNP d’intérét basé sur le principe d’¢longation d’amorces d’ADN adjacentes au
polymorphisme a la suite d’une amplification de la région ciblée. Pour fonctionner, la
plateforme SEQUENOM utilise un format de plaques capable de contenir 384 ADN, et des
groupes de test multiplexés pouvant contenir de 1 a 38 oligonucléotides d’élongation
spécifique aux marqueurs sélectionnés. Cette plateforme permet d’évaluer facilement des

dizaines de SNPs dans un grand nombre d’individus.
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Figure 6: Description sommaire des étapes du génotypage par SEQUENOM
1) Réception, ajustement des amorces et préparation des plaques d’ADN pour la réaction de PCR.
2) Amplification des régions d’intérét par PCR puis traitement par la SAP pour déphosphoryler et
neutraliser les ANTP non incorporés dans la réaction. 3) La réaction d’élongation (IPLEX) suivie
d’un nettoyage a la résine pour éliminer les sels contaminants. 4) Transfert de la plaque 384 vers la
micropuce a I’aide du Nanodispenseur MassARRAY puis impression. 5) Lecture de la micropuce

par MALDI-TOF. 6) Extraction des fichiers de SEQUENOM, contrdle de qualité et enfin analyse
par PLINK.
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La technique de génotypage par la plateforme SEQUENOM utilise la réaction de
polymérisation en chaine pour amplifier un fragment d’ADN spécifique a chaque marqueur
qui sera ensuite hybridé a une amorce d’élongation spécifique au SNP d’intérét (cf. figure
6). Les produits finaux d’élongation sont déposés sur une micropuce et la lecture des
produits d’¢longation spécifique a chaque allele des SNP d’intérét est réalisée par
séparation des produits d’¢élongation et leurs différentes masses sont analysées par
spectrométrie de masse MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionisation-time of
flight) apres ionisation au laser. Plus spécifiquement, les différentes étapes du protocole de

génotypage de ce projet sont décrites en détail ci-dessous.

2.2.1. Sélection des SNP

Les SNP utilisés pour le génotypage ont été choisis de 3 facons :
- Premiérement, nous avons sélectionné tous les SNP associés a la SVAC dans les études

cas/témoins publiées précédemment comme présentés dans le Tableau V.

Tableau V: SNP associés a la SVAC dans les études d'association précédentes ainsi

que les types de population étudiés.

SNP Génes Type de population référence

15693 APOB Brésilienne Avakian et al.[52]
156254 PTH Caucasienne Schmitz et al. [43]
rs7412 APOE Brésilienne Avakian et al.[52]

rs429358  APOE Américaine’.donc B Navaro et al.[44]

caucasienne
rs1544410 VDR Allemande Ortlepp et al. [45]
Suédoise
rs8179176  ESRI (femmes Nordstrom et al. [46]

ménopausées)
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- Deuxiémement, nous avons sélectionnés des SNP associés a I’inflammation ou au
métabolisme des lipides rapportés par des ¢tudes d’associations pangénomiques. Il s’agit

des marqueurs suivants présentés dans le tableau V1.

Tableau VI: SNP identifiés dans le métabolisme lipidique et dans l'inflammation par

les études d'associations pangénomiques

Mécanisme SNP Géne Maladie Référence
Maladie Kathiresan et
rs11591147  PCSK9 _
Métabolisme coronarienne al.[55]
des lipides Maladie Kathiresan et al.
rs6711720 LDLR .
coronarienne [55]
Lupus érythémateux
Processus 1s2230926  TNFAIP3 ‘ ‘ Shimane et al. [56]
disséminé
inflammatoire i
rs3024505 IL10 Colite ulcéreuse Franke et al. [57]

- Enfin, le dernier groupe de SNP a été choisi dans certains génes identifiés lors des
¢études fonctionnelles sur la SVAC dans des modéles animaux. Pour ce faire, nous avons
utilisé des «tagSNP» comme décrit plus haut. La méthode de tagging direct ou pairwise du
logiciel Haploview 4.1 a été utilisée dans ce volet [91]. Cette méthode consiste a marquer
une région assez large du génome en utilisant un sous-ensemble des SNP dans la région
tout en acceptant de perdre de I’information. Chaque SNP est marqué directement par un
autre dans la région qui constitue son «tagSNP» [33]. Tous les SNP choisis dans ce dernier
groupe avaient une fréquence d’allele mineure minimale de 0,1 et chaque SNP était corrélé
a son SNP marqueur a un coefficient de corrélation (r*) d’au moins 0,7 dans la région ciblée
selon la base de données HapMap phase II (novembre 2008) dans Haploview 4.1. Dans ce
projet, la région chromosomique ciblée est définie par le locus agrandi de 20 kilobases de

part et d’autres du geéne afin de capturer toute la variabilité autour du gene.
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2.2.2. Conception des «pools»

Le génotypage par SEQUENOM se fait par groupe de SNP multiplexés. Chaque groupe peut
contenir au maximum 38 SNP. Etant donné que nous avons sélectionné 89 SNP, il nous a
été nécessaire de constituer plusieurs groupes de SNP afin de tenter de génotyper une
majorité des SNP identifiés. Les étapes utilisées pour la conception des groupes sont

décrites ci-dessous:

- La recherche des séquences autour des SNP

Afin de définir les amorces nécessaires a I’amplification et 1’élongation des SNPs d’intérét,
les logiciels de conception requierent environ 200 paires de bases de séquence d’ADN
entourant ceux-ci. La recherche des séquences autour des SNP d’intérét a été faite a 1’aide

la base de données dbSNP de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). Cette

base de données contient la séquence de part et d’autre du SNP d’intérét dans un format
appelé séquence FASTA. Les séquences sont ensuite transformées dans le format spécifique
nécessaire au logiciel de conception par un algorithme développé dans le laboratoire. Pour
chaque SNP, la séquence FASTA modifiée commence par le nom du SNP suivi d’une
premicre séquence de 200 paires de bases suivie des alléles du SNP d’intérét a I’intérieur
des crochets et séparés par une barre oblique et finissant par une deuxieéme séquence de 200

paires de bases comme présentée dans la figure 7.

rs6254<tab>ACGT......... AGTCTTC[A/G]ACGT... AGT

Figure 7: Exemple de séquence FASTA modifiée

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi rs=6254

Lors de la conception des amorces de PCR, il est important de considérer la formation de
diméres d’amorce non spécifiques. Cela est particulierement important pour les réactions

multiplexées. Les logiciels ProxSNP, Prextend, Assay design congus par SEQUENOM


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi
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favorisent une conception optimale d’essais multiplexés en rejetant les dimeres d’amorces

suivant les étapes décrites ci-dessous.

- La mise en évidence des SNP proximaux autour du SNP d’intérét

Les SNP proximaux pres des SNP d’intérét sont identifiés par un code afin qu’ils soient
¢évités lors de la conception des amorces de PCR et d’élongation. Cette étape se fait par le
logiciel ProxSNP de SEQUENOM. On retrouve dans le fichier de sortie tous les SNP
localisés dans les environs d’un SNP d’intérét. Le fichier de sortie est ensuite transféré au

logiciel Prextend pour la suite des étapes de conception.

- La conception et I’alignement des amorces de PCR

A la suite de la mise en évidence des SNP proximaux autour du SNP d’intérét, les fichiers
sont alignés avec de la séquence du génome de référence afin de mieux déterminer
I’emplacement des amorces de PCR optimales. Le logiciel Prextend évalue la formation
potentielle de dimeres d’amorces de PCR. Ces amorces sont aussi comparées au génome de
référence pour valider le fait qu’un seul produit d’amplification spécifique sera congu ou
I’amorce d’extension a le potentiel de s’hybrider. Les amorces potentielles d’amplification
sont présentées en lettres majuscules dans la séquence de sortie apres le formatage par le

logiciel. Le fichier de sortie pourra étre utilisé pour la conception des tests.

- L’évaluation de la compatibilité et calcul des poids moléculaires des amorces

La conception finale de toutes les séquences des amorces de PCR optimales est effectuée
par le logiciel Assay design. Ce logiciel évalue la compatibilité des amorces ‘‘sens’ et
““antisens’” de PCR et celle d’¢élongation de chaque SNP. Il calcule également les poids
moléculaires de telle sorte que toutes les amorces et produits d’¢longation peuvent étre
résolus par le spectrometre de masse. Le fichier ainsi généré sera importé dans la
plateforme SEQUENOM afin de définir les paramétres de lecture du spectrométre de

masse. Deux fichiers de sortie sont ainsi fournis :
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(1) Un fichier Excel contenant I’information des séquences des amorces, les groupes
d’essais multiplexés, les séquences des amorces d’¢longation, et les poids moléculaires
attendus pour ces dernieres et leurs produits d’extensions spécifiques au SNP testés.

(2) Un fichier texte comprenant le rapport des échecs de conception des essais et les raisons
de ces échecs.

Cette étape aide a standardiser les amorces de telle sorte qu’elles puissent servir plus
efficacement dans 1’essai multiplexé. La suite de logiciels d¢ SEQUENOM nous a ainsi
permis d’obtenir trois groupes de SNP composés respectivement de 35, 34 et 20 SNP.
Apres I’analyse finale des SNP, trois amorces ont ¢t¢ commandées pour chaque SNP: les

amorces « sens » et « antisens » de PCR et une amorce d’¢longation.

2.2.3. Technique de génotypage

La détection des alléles de chaque polymorphisme (SNP) est basée sur la résolution des
différents produits d’élongation, générée pour ceux-ci sur le spectrométre de masse
(MALDI-TOF) de la plateforme de génotypage de Sequenom. Elle a été effectuée au
laboratoire de génétique et médecine génomique en inflammation de I’Institut de
cardiologie de Montréal (http ://www .inflammgen.org). Les étapes de cette technique sont

décrites ci-dessous.

2.2.3.1. Ajustement des amorces

Les amorces ont ¢té diluées a une concentration de 1000 uM dans les tampons d’amorces
puis les amorces d’¢élongation de PCR ont été resuspendues a 100 uM. En premier lieu, les
amorces d’extension ont été classées en 3 groupes d’aprés leur masse : petite, moyenne et
grande. Puis, elles ont ¢ét¢é respectivement diluées dans du 0.1X TE
(trishydroxyméthylaminométhane + EDTA) a des concentrations de 7 uM, 10 uM et 17

UM en fonction des groupes.



40

La concentration des amorces dans les réactions d’extension est ajustée afin de s’assurer
que les amorces soient d’intensités équivalentes. Pour ce faire, aprés un premier test sur le
spectrometre de masse, le logiciel d’analyse de MassARRAY crée un rapport qui identifie
les amorces dont la concentration doit étre ajustée dans le ‘“pool”” d’amorce multiplexé en
fonction des pics d’intensité sur le spectre de masse. Basé sur ce rapport, il s’ensuit un

ajustement des concentrations des amorces d’¢longation.

2.2.3.2. Amplification par PCR

La PCR est une méthode permettant la multiplication par cycles séquentiels de
dénaturation, hybridation et d’extension d’une courte séquence d’ADN appelée séquence
cible, a partir d’une fine quantité d’ADN génomique. Pour ce projet, nous avons utilisé le
kit iPlex Gold Reagent de SEQUENOM (H,0, tampon de PCR 10 fois concentré, MgCl,
25 mM, dNTP 25 mM, polymérase type HotStar Taq 5 U/ul et de ’ADN a 5 ng/ul) . 3 pL
du cocktail a été ajouté a chaque puits d’une plaque de 384 puits contenant de ’ADN
génomique a une quantité globale de 2 pL. Le cocktail de PCR est calculé pour avoir un
excédent afin de palier aux problémes de manques qui pourraient survenir lors de
I’utilisation des robots. La composition de la réaction de PCR est présentée dans le tableau
VII. Cette réaction de PCR a été effectuée en plusieurs cycles. La premiere étape de la PCR
a été effectuée a 94°C pendant 5 min pour la dénaturation initiale. Puis il s’en est suivi une
série de 45 cycles de PCR selon la procédure suivante :

- Une phase de dénaturation a 94°C pendant 20 secondes

- Une phase d’hybridation et d’appariement des amorces a 56°C pendant 30 secondes

- Une phase d’élongation a 72°C pendant 1 minute.

Aprés ces cycles, il s’en est suivi une phase d’élongation finale a 72°C pendant 3 minutes.



Tableau VII: Composition de la réaction de PCR

Réactifs Volume (uL)/puits Volume 384 puits (uL)
Eau 0,9 450
Tampon PCR 10 X 0,5 250
MgCl; 25 mM 0,4 200
dNTP mix (25 mM chaque) 0,1 50
Amorce mix (500 nM chaque) 1 500
HotStar Taq polymerase (5 U/uL) 0,1 50
ADN (5 ng/uL) 2,0
Total 5,0 1500
2.2.3.3. Le traitement des amplicons par Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP)
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Cette réaction a pour but de déphosphoryler et neutraliser les amorces de PCR non-utilisées

et les ANTP non incorporés dans la réaction d’amplification pour empécher qu’ils ne génent
a la réaction d’¢élongation. La composition de la réaction de déphosphorylation est détaillée

dans le tableau VIII. La plaque de 384 puits est ensuite incubée a 37°C pendant 20 minutes

puis 85°C pendant 5 minutes.

Tableau VIII: Composition de la réaction de SAP

Réactif Volume / puits (ul) Volume 384 puits  Volume 3 plaques
Eau 1,55 811 2433
Tampon SAP 10X 0,17 90 270
Enzyme SAP 0,3 159 477
Total 2,0 1060 3180
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2.2.34. La réaction d’élongation des amorces

Les étapes de la réaction d’élongation ont été effectuées sur les mémes microplaques de
384 puits. La composition de cette réaction est présentée dans le tableau IX. Elle consiste
en une ¢longation d’une amorce spécifique en ajoutant une base. Cette base dépend des
alleles du SNP présents chez chaque individu. L’étape d’¢longation fait I'utilisation de
bases modifiées bloquant toute élongation additionnelle au-dela des alleles du SNP
d’intérét. L amorce s’hybride a la séquence nucléotidique adjacente au SNP puis s’allonge
en ajoutant un nucléotide supplémentaire. Puisque chaque base ajoutée possede un poids
moléculaire qui lui est spécifique, ceci permet au logiciel d'analyse de donner la masse
correspondant a chaque all¢le d’un SNP.

Les produits ont été ensuite nettoyés a 1’aide d’une résine échangeuse d’ions, pour éliminer
les sels contaminants, puis transférés de la microplaque de 384 puits vers une micropuce en

silicone.

Tableau IX: Composition de la réaction iPLEX

Réactif Volume (uL)/puits Volume (uL) / 384 puits
Eau 0,76 445

Tampon iPLEX 10X 0,2 115

iPLEX terminaison mix 0,2 115

Amorce iPLEX

(7-17 uM chaque) 08 102

Enzyme iPLEX 0,04 23

Total 2,0 1160
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2.2.3.5. Spectrophotométre de masse (MALDI-TOF MS)

La lecture de la micropuce ou SpectroCHIP de SEQUENOM contenant les produits
d’¢longation est effectuée sur le spectrophotomeétre de masse (MALDI-TOF/MS). Cette
micropuce peut supporter jusqu’a 384 échantillons sur ses 384 points de dépdt. Le
spectrophotométre de masse propose une fagon rapide d’obtenir des génotypes des SNP.
Cette technologie permet d’analyser les polymorphismes nucléotides simples bi-alléliques.
La méthode fait intervenir un laser qui cible chaque point de dépdt et fait feu sur eux,
ionisant ainsi les molécules des produits d’extension qui migrent sous vide sur la colonne
du spectrométre de masse. Pour étre bien résolus sur le spectre de masse, les produits
d’extension doivent étre bien intercalés et séparés selon leur poids moléculaire. Comme
chaque molécule a sa propre masse, chaque allele d’un SNP peut étre déterminé en se
basant sur sa vitesse, soit par son temps d’envol. Le logiciel Typer Analyzer du groupe des
logiciels MassArray typer de SEQUENOM version 3.3 permet de prendre plusieurs
acquisitions et d’utiliser la meilleure pour déterminer le génotype du SNP. Le fichier de
données généré par le spectrométre de masse est ensuite transformé dans un format
compatible au logiciel PLINK, un logiciel de manipulation et d’analyse de données

génétiques.

2.3. ANALYSES STATISTIQUES

2.3.1. Les variables cliniques et biométriques

L’analyse des parametres échocardiographiques et biométriques a été effectuée dans le
logiciel SPSS, version 17 (SPSS Inc, Chicago, Illinois). Cette analyse avait pour but
d’attester 1’appariement des variables dans les deux groupes : cas et témoins. Toutes les
variables continues ont été vérifiées par le test de Shapiro-Wilk pour s’assurer de la
normalité de leur distribution [92]. Une inspection visuelle de la forme de la distribution a
été aussi faite par un graphique quantile-quantile. Pour les variables avec distribution

normale, les moyennes ont ét¢ comparées par un test t de Student pour échantillons
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indépendants avec hypothése de variances égales. Le test non paramétrique de Wilcoxon a
été utilisé pour comparer les médianes des variables avec une distribution déviant de la
normale.

Pour les variables dichotomiques telles que le sexe, la présence ou 1’absence d’hypertension
artérielle, la dyslipidémie et le tabagisme, les proportions ont été comparées par un test du
khi-carré de Pearson en tenant compte de ’effectif théorique minimum par cellules. Le

nuiveau de signification est de p <0,05.

2.3.2. Le contréle de qualité

Avant de procéder aux analyses d’association, nous avons effectué un controle de qualité
des données du génotypage. Ce procédé de filtrage est une étape importante dans les études
génétiques pour minimiser les faux résultats potentiels et maximiser la puissance. Pour ce
faire, le pourcentage de génotypage des SNP et des ADN ainsi que la conformité avec
I’équilibre de Hardy-Weinberg ont été évalués a I’aide du logiciel PLINK version 2 [93].
Tous les SNP et ADN avec un pourcentage de valeurs manquantes de moins de 10% et une
valeur p > 0,03 au Hardy-Weinberg étaient considérés comme ayant été génotypés avec
succes. Les SNP et les ADN ayant répondus a ces criteres d’évaluation étaient ensuite
retenus pour I’analyse.

Le controle de qualité a été effectué selon les étapes suivantes :

Stade 0 : Tous les SNP et les ADN ont été soumis au contrdle de qualité sans criteres
particuliers. Ceci a été fait pour vérifier que tous les marqueurs avaient été génotypés.
Stade 1 : Tous les SNP avec moins de 50% de génotypage sont enlevés.

Stade 2 : Tous les individus avec moins de 50% de génotypage sont exclus.

Stade 3 : Les SNP et les ADN avec moins de 90% de génotypage sont retirés.

Ces premicres étapes sont effectuées pour exclure de I’analyse tous les marqueurs et les
ADN qui n’ont pas amplifié.

Stade S : Nous avons vérifié le statut du marqueur amplifié (mono ou hétérozygote) avec

I’équilibre de Hardy-Weinberg (p > 0,03) pour permettre de valider les résultats du
génotypage.
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2.3.3. Les tests d’associations

Les fréquences alléliques aux marqueurs de chaque locus ont été testées pour une
différence entre les groupes cas et témoins par un test d’association au khi-carré tel
qu’incorporé dans le logiciel PLINK version 2 [93]. Ce logiciel libre est disponible

gratuitement sur internet a I’adresse suivante : http./pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/.

Il permet la manipulation et I’analyse des données de génotypage.

Le khi-carré évalue la divergence des fréquences observées par rapport a une hypothése
nulle stipulant que la fréquence allélique est la méme entre les cas et les témoins. Le
résultat est retourné sous forme d’une valeur de p.

La cohorte étudiée était constituée essentiellement de personnes agées recrutées a la
clinique d’échocardiographie. La plupart de ces personnes avaient un risque potentiel de
maladie coronarienne. Il est donc possible que la méthode de recrutement ait induit un biais
de sélection en faveur de la maladie coronarienne chez les témoins. De plus, la SVAC est
une pathologie a prédominance masculine. Dans le but de maximiser la puissance tout en
palliant aux biais de sélection et aux facteurs confondants dans 1’étude, nous avons décidé
de tenir compte de ces deux parametres dans nos analyses génétiques. Pour ce faire, nous
avons effectué des tests de régression logistique suivant un model additif en prenant comme
co-variable le sexe et la maladie coronarienne. Cette dernicre analyse de régression
logistique est celle qui a été finalement retenue.

Puisque nous avons effectué¢ plusieurs analyses statistiques a cause du nombre de SNPs
testés, une correction pour tests multiples semblait nécessaire dans notre étude. Le fait
d’effectuer une multitude de tests augmente le risque de voir apparaitre au moins une fausse
association : c’est ’erreur de type 1 ou alpha. Une correction classique fréquemment
utilisée pour contrdler cette erreur est celle de Bonferroni. Elle consiste a diviser la valeur
du seuil de significativité p par le nombre de tests indépendants effectués, ici le nombre de
marqueurs. Cependant, certains SNP choisis dans les loci identifiés pour cette étude étaient
corrélés les uns aux autres. La méthode de Bonferroni était donc inappropriée puisqu’elle

est trop conservatrice, ne tenant pas compte du déséquilibre de liaison entre les marqueurs.


http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/
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L’approche la plus rigoureuse et pratique pour confirmer nos résultats est celle des tests de
permutation. Cette méthode consiste a effectuer des permutations cas/témoins en gardant
fixe le nombre d’individus par groupe. Elle crée une distribution empirique qui tient compte
du déséquilibre de liaison, permettant d’obtenir une valeur de p corrigée. Pour notre étude,

une série de 1000 permutations a été crée par assignation au hasard des statuts cas/témoins.



Chapitre III : RESULTATS
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3.1. ANALYSE DES DONNEES DU RECRUTEMENT

3.1.1. Caractéristiques cliniques des patients

Au total, 190 cas de SVAC de différentes sévérités et 192 témoins ont été enrdlés dans le
projet. La cohorte de patients est faite uniquement de caucasiens dont 80% de canadiens de
descendance francaise. Environ 32% des patients souffrant de SVAC ont eu un
remplacement valvulaire aortique. Les caractéristiques cliniques des patients sont décrites
dans le tableau X. En dehors de la notion de tabagisme, tous les paramétres analysés dans
ce tableau ont été recueillis dans les dossiers médicaux des patients. De plus, les patients
pour lesquels il était mentionné dans le dossier médical un angor traité, un infarctus du
myocarde, une angioplastie ou un pontage coronarien, étaient classés comme souffrant de

maladie coronarienne.

Tableau X: Comparaison des facteurs de risque dans les groupes étudiés

Variables Cas Témoins P
Age au moment du
732+7,2 68,7 £ 8,0 <0,001

recrutement (années)

Femmes 73 (38,4%) 55 (28,6%)
Sexe 0,05

Hommes 117 (61,6%) 137 (71,4%)
Antécédents de tabagisme 122 (64,2%) 133 (69,2%) 0.29
Hypertension artérielle 135 (71,0%) 132 (68,7%) 0.62
Diabéte 51 (26,8%) 50 (26,0%) 0.95
Dyslipidémie 163 (85,7%) 142 (73,9%) 0.01
Tour de taille (cm) 100,6 + 13,1 100,0 + 13,9 0.67
Maladie coronarienne 93(48,9%) 117 (60,9%) 0.02
Utilisation de statines 152 (80,0%) 153 (79,7%) 0,74

L’age moyen chez les cas est 73,2 = 7,2 années tandis que celui des témoins est de 68,7 +
8,0 années (p< 0.001). Environ 86% des patients avec SVAC ont déclaré souffrir de

dyslipidémie, contre 74% chez les témoins (p=0,01). Cependant, 49% des patients avec
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SVAC souffrent de maladie coronarienne contre 61% pour les patients sans SVAC
(p=0.02). Par contre, la proportion de patients utilisant les statines est sensiblement la

méme dans les deux groupes (80%).

3.1.2. Etude des variables échocardiographiques

La comparaison des moyennes des parametres d’échocardiographies montre une différence
significative entre les deux groupes. L’aire valvulaire aortique moyenne des patients avec
SVAC est de 1,0 £ 0,3 cm? tandis que celle des patients sans SVAC est plus grande avec
une moyenne de 2,8 £ 0,6 cm” (p<0.001). En moyenne, le gradient moyen de pression, le
jet de vélocité, la masse du ventricule gauche, le septum inter-ventriculaire et la paroi
postérieure du ventricule gauche sont plus €élevés chez les cas en comparaison des témoins

(p<0,05). L’étude des variables échocardiographiques est présentée dans le tableau XI.

Tableau XI: Comparaison des moyennes et médianes des variables

échocardiographiques entre les deux groupes

. Cas Témoins
Variables p
M +ds m M =+ ds m

Aire valvulaire
' 5 1,02 £0,33 0,98 2,8+0,6 2,75  <0.001*
aortique (cm”)

Gradient moyen de
‘ 36,7+ 19,1 32,0 5,7+2,2 6,0 <0.001*
pression (mm Hg)

Vélocité (m/s) 3,75 +£0,96 3,68 1,31 £0,25 1,30 <0.001*

Masse du ventricule
5 112,5+ 33,6 107,0 104,6 +34,2 98,0 0.02
gauche (g/m”)

Septum inter-
12,1 £2,5 12,0 11,0£2,2 11,0  <0.001
ventriculaire (mm)

Paroi postérieure
11,4+2,1 1,0 10,0+£1,7 10,0 <0.001
(mm)

* : comparaison des cas et témoins par la méthode de Wilcoxon

M : moyenne; m : médiane; ds : déviation standard (écart-type)
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3.1.3. Etude des variables biométriques

L’analyse des paramétres biométriques des deux populations montre une différence
statistiquement significative des concentrations moyennes lipidiques suivantes : LDL, HDL
et cholestérol total. Celles-ci sont plus élevées chez les cas en comparaison des témoins (cf.
tableau XII). De plus en comparant les médianes et les moyennes dans les groupes cas et
témoins, nous constatons qu’elles sont différentes pour certaines variables comme la
glycémie. Cette disparité entre les médianes et les moyennes traduit le caractére
asymétrique de la distribution des observations autour des moyennes des différents

parametres biométriques.

Tableau XII: Comparaison des moyennes et médianes des variables biométriques

entre les deux groupes

Cas Témoins
Variables p
M= ds m M=+ ds m

Glycémie a jeun

5,86 +1.13 5,60 6,02+ 1,36 5,60 0,21
(mmol/l)
Créatinémie

98,0 + 28,9 94,0 96,5 + 31,5 92,0 0,61
(umol/T)
triglycérides

1,47 £0,72 1,45 1,44+ 0,84 1,36 0,77
(mmol./T)
LDL cholestérol

2,49 + 0,85 2,48 2,21 +0,99 2,07 0.004*
(mmol/T)
HDL cholestérol

1,23 +£0,33 1,22 1,15+0,31 1,11 0,01
(mmol/T)
Cholestérol total

4,29 +0,99 4,28 3,99+0,12 3,83 0,005
(mmol/T)

* : comparaison par la méthode de Wilcoxon

M : moyenne, m : médiane, ds : déviation standard (écart-type)
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3.2. RESULTATS DES ANALYSES STATISTIQUES

3.2.1. Résultats du controle de qualité

Le contrdle de qualité avait pour objectif d’exclure de 1’analyse tous les SNP et ADN dont
les résultats du génotypage n’étaient pas satisfaisants selon les critéres définis. Les résultats

du contrdle de qualité sont illustrés en détail dans le tableau XIII.

Tableau XIII: Résultats du controle de qualité des variants testés

% de Retrait
Stade Méthode SNP  ADN
génotypage SNP ADN
Stade 0 Résultats brut du génotypage 89 382 - 0 0
Elimine tous les SNP avec moins
Stade 1 85 382 94 4 0
de 50% de génotypage
Elimine tous les ADN avec moins
Stade 2 85 382 98,5 0 0
de 50% de génotypage
Elimine tous les SNP et les ADN
Stade 3 81 379 98,6 4 3

avec moins de 90% de génotypage

Vérification de la conformité avec
Stade 4 . . 81 379 99,6 0 0
I’équilibre de Hardy Weinberg

Au final, 81 SNP et 3 ADN (1 cas et 2 témoins) ont été retirés lors du nettoyage des
données. Ceci donne un résultat de 379 ADN (189 cas et 190 témoins) et 81 SNP avec un
pourcentage de génotypage de 99,6%. Le retrait de ces individus de la cohorte n’a pas
affecté les résultats des analyses statistiques dans la section clinique. Les résultats présentés

ci-dessous ont été effectués sur les 81 SNP qui ont réussi au contrdle de qualité.
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3.2.2. SNP associés a la SVAC aprés un test du khi-carré

En partant de I’hypothése selon laquelle les fréquences alléliques des marqueurs étudiés
sont les mémes entre les deux groupes cas et témoins, nous avons comparé¢ de facon
empirique ces fréquences a I’aide d’un test de khi-carré. Ce test nous a permis d’observer la

distribution aléatoire des fréquences dans les deux groupes (voir tableau en annexe).

Les résultats de cette comparaison présentés dans le tableau XIV ont montré que les SNP
rs115947 (OR = 5,16 [1,12 — 23,73]; p = 0,019), rs4930573 (OR = 1,46 [1,05 — 2,02]; p =
0,023) et rs235737 (OR = 1,56 [1,15 — 2,11]; p = 0,004) respectivement dans les locus
PCSK9, LRP5 et BMP2 sont associés a une augmentation du risque de SVAC.

Tableau XIV: SNP associés a la SVAC aprés un test du khi-carré

SNP rs11591147 rs4930573 1s235737
Chromosome 1 11 20
Locus PCSK9 LRP5 BMP?2

55278235 67920032 6725913
Position
exonique intronique intergénique
Allele majeur G C G
Alléle mineur T G A
MAF (cas) 0,02 0,3 0,39
MAF (témoins) 0,005 0,23 0,29
5,16 1,46 1,56
OR (IC 95%)
(1,12-23,73)  (1,05-2,02) (1,15-2,11)
p nominale 0,019 0,023 0,004
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3.2.3. SNP associés a la SVAC aprés ajustement pour le sexe

La SVAC étant une pathologie a prédominance masculine nous avons fait dans une seconde
analyse, une régression logistique suivant un mode¢le additif en ajustant pour cette variable.
Les résultats de cette analyse présentés dans le tableau XV montre que ’alléle mineure du
SNP 154930573 (OR = 1,43 [1,04 — 1,96]; p = 0,029) dans le locus LRP5 de méme que
celui du SNP rs235737 (OR = 1,53 [1,14 — 2,08] ; p = 0,005) du locus BMP2 restent

associés a une augmentation du risque de la SVAC comme ceux du tableau XIV.

Tableau XV: SNP associés a la SVAC aprés ajustement pour le sexe

SNP rs4930573 rs235737
Chromosome 11 20
Locus LRP5 BMP?2
67920032 6725913
Position
intronique  intergenique
Alléle majeur C G
Alléle mineur G A
MAF (cas) 0,3 0,39
MAF (témoins) 0,23 0,29
1,43 1,53
OR (IC95%)
(1,04 -1,96) (1,14-2,08)
p nominale 0,029 0,005

De méme, un ajustement pour 1’age a donné des résultats similaires a ceux présentés dans le
tableau XV. Ainsi pour éviter une redondance dans les résultats, nous ne 1’avons pas

présenté dans ce travail.
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3.2.4. SNP associées a la SVAC aprés ajustement pour la maladie

coronarienne

A la suite de I’analyse des données cliniques, nous avons observé que la population d’étude
¢tait enrichie chez les témoins de maladie coronarienne. Ceci est probablement attribuable a
la méthode employée pour recruter tant les cas que les témoins. Les cas et les témoins ont
été recrutés a la clinique d’échocardiographie. L’idéal aurait peut-étre été de recruter les
témoins du méme groupe d’age dans la population générale. Dans le but de prendre en
compte ce biais de sélection, un ajustement pour cette variable nous semblait nécessaire.
Pour cette derniére analyse, le test le plus appropri¢ retenu pour ’interprétation de nos
résultats a été également la régression logistique selon un modéle additif en prenant comme

co-variable la maladie coronarienne.

Tableau XVI: Résultats des SNP associés a la SVAC apres ajustement pour la maladie

coronarienne
SNP rs4930573 rs235737
Chromosome 11 20
Locus LRP5 BMP?2
Position 67920032 6725913
intronique intergénique

Alléle majeur C G
Allele mineur G A
MAF (cas) 0,3 0,39
MAF (témoins) 0,23 0,29
OR (IC 95%) b4 12

(1,06 -2,03) (1,14-2,10)
p nominale 0,023 0,004
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Les résultats de cette analyse finale présentés dans le tableau XVI montrent que ’alléle
mineur du SNP rs4930573 (OR = 1,47 [1,06-2,03]; p = 0,023) dans le locus LRPS5 de méme
que celui du SNP rs235737 (OR = 1,55 [1,14-2,10]; p = 0,004) dans le locus BMP2 sont
associés a une augmentation du risque de SVAC. Ces résultats concordent avec ceux des
deux premiéres analyses (cf. tableaux XIV et XV). Nous commenterons plus en détail ces

résultats dans le volet discussion de notre étude.
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Les derniéres décennies ont été marquées par d’importants progrés dans I’étude des
composantes physiopathologiques de la SVAC. La captation et la rétention des lipides, le
systéeme rénine-angiotensine-aldostérone, 1’inflammation, les voies de signalisation et la
prédisposition génétique sont différentes composantes de la physiopathologie de la SVAC
qui ont été considérées. Dans ce projet, nous avons voulu étudier 1’association de certains
variants de geénes candidats avec la prédisposition génétique a la SVAC. Pour ce faire, nous
avons effectué une collecte de données cliniques, échocardiographiques et biométriques des
patients. Les données échocardiographiques ont été¢ recueillies pour mieux identifier et
grader les phénotypes. Tandis que les paramétres cliniques et biométriques ont été utiles
pour étudier les facteurs de risque associés a progression de la SVAC. Etant donné que
cette étude s’est déroulée en plusieurs volets, nous commenterons tout d’abord les résultats
obtenus des analyses cliniques et biométriques tout en évoquant les limites de ce travail.
Puis nous discuterons en détail les résultats des analyses génétiques et enfin nous

évoquerons quelques perspectives.

4.1. ANALYSE DES RESULTATS NON GENETIQUES

L’analyse des données démographiques nous a permis de constater que la cohorte était
constituée essentiellement de personnes agées (cf. tableau X). L’¢tude de Helsinki a
démontré que la calcification de la valve aortique a été trouvée chez plus de 50% des sujets
agés de 75 a 86 ans [8] alors que les travaux de STEWART et al.[94] ont montré une
augmentation accrue du risque chez les personnes de plus de 65 ans. Ces résultats
soutiennent 1’hypothese selon laquelle la SVAC est une pathologie liée au vieillissement.
La dégénérescence de la valve aortique €étant un processus a évolution lente, il est normal
de constater que la SVAC soit plus fréquente dans la population vieillissante. Cependant, il
n’est pas possible d’affirmer que les lésions valvulaires soient seulement liées a un
phénomene de vieillissement tissulaire. L’épaississement de la valve aortique a été associée
a d’autres facteurs de risque tels que : le sexe masculin, le tabagisme, 1’hypertension

artérielle, le diabete, le taux €levé des LDL-cholestérol [17, 94, 95] . Ces associations ont
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¢été faites a des degrés divers dans différentes études. Néanmoins, I’analyse actuelle de nos
résultats cliniques et biométriques n’a pas pu mettre clairement en évidence 1’association de
tous ces facteurs de risque a la SVAC. Cependant, le but de ce travail était d’étudier la
prédisposition génétique a la SVAC et certains types d’analyse statistique n’ont pas été
effectués comme par exemple des études de corrélations entre facteurs de risque et mesures
associés a la SVA. Les données cliniques ont été analysées principalement pour vérifier la
distribution des différentes variables dans les deux populations (cas/t¢émoins). Toutefois,
nous avons observé des concentrations moyennes de LDL, HDL et cholestérol total
légeérement plus élevées chez les patients avec SVAC en comparaison aux témoins. En
outre, 1’association entre les Iésions valvulaires et les LDL-cholestérol supporte les
observations antérieures indiquant la présence des dépots de particules de LDL aux sites de
1ésions endothéliales [16, 96]. Ces Iésions pourraient étre provoquées soit par un stress de
cisaillement ou des facteurs génétiques et environnementaux. Les 1ésions endothéliales
favorisent I’infiltration des cellules inflammatoires et le dépot des particules de LDL dans
les feuillets de valves. Par ailleurs, 1’oxydation des LDL dans les feuillets provoque le
recrutement des cellules inflammatoires (macrophages, monocytes) et la production des
cytokines. Tout cela aboutit a la formation des cellules spumeuses qui sont impliquées dans
le processus de remodelage tissulaire et la progression de la maladie. Néanmoins, bien que
les dépdts de lipoprotéines soient une composante dans la pathogénie de la SVAC, il
s’avere tout de méme difficile d’interpréter de facon sans équivoque nos résultats. Les
résultats présentés dans le tableau XII peuvent étre biaisés d’une certaine fagcon par le fait
qu’environ 80% des patients dans les deux groupes prenaient des hypolipidémiants. Nous
n’avons pas pu obtenir le bilan lipidique des patients avant le début de leur traitement. Cela
aurait probablement contribué¢ a une meilleure analyse du profil lipidique des patients. En
outre, les concentrations moyennes plus faibles des différents types de cholestérols chez les
témoins en comparaison aux cas peuvent également s’expliquer par le fait que le traitement
hypolipidémiant a été probablement plus agressif dans la population des témoins car, c’est
dans cette population que nous avons observé un nombre plus important de maladie

coronarienne (cf. tableau X). Cette hypothese s’appuie sur le fait que lors de la collecte des
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données cliniques, nous avons constaté que la posologie des hypolipidémiants n’était pas
identique chez tous les patients coronariens. Par ailleurs, tel que mentionné plus haut,
plusieurs études soutiennent la présence de LDL oxydés dans les feuillets de valves
aortiques calcifiées. Ceci constitue une des similitudes entre la pathogénie valvulaire et
vasculaire. Néanmoins les traitements hypolipidémiants, bien qu’efficaces pour lutter
contre 1’athérosclérose, restent controversés dans la SVAC. Récemment, les travaux de
Busseuil et al. ont mis en évidence les effets bénéfiques de I’ApoA-I : une composante
structurale des HDL dans la régression de la SVA ainsi que dans la diminution des
calcifications chez les lapins [97]. Les HDL jouent un role régulateur des propriétés
migratoires et inflammatoires des cellules dérivés des monocytes dans les plaques

athérosclérotiques [98]. Ceci suggere que les HDL auraient un effet dans la SVAC.

4.2. ANALYSE DES RESULTATS DES TESTS D’ASSOCIATION

La mise en évidence de nouveaux facteurs de risque génétiques associés a la SVAC
constitue une recherche importante afin d’améliorer la prédiction du risque et également
nos connaissances dans la physiopathologie de cette maladie. Dans ce projet, nous avons
utilisé I’approche classique par genes candidats dont le succes réside en grande partie dans
le choix des génes. Ainsi, les geénes testés ont été choisis pour les raisons suivantes : (1)
parce qu’ils avaient été associés a la SVAC selon des études antérieures, (2) parce qu’ils
sont fortement associés a des processus inflammatoires ou métaboliques, dont les variants
génétiques peuvent Etre partagés avec la SVAC et enfin (3) a cause de leur participation a
des mécanismes moléculaires connus de la SVAC. Cependant, nous avons privilégié les
genes qui interviennent au niveau de la calcification a cause du mécanisme complexe de
cette composante dans la pathogénie de la SVAC. Au total 81 marqueurs ont été testés dans
les différents génes candidats, dont 2 marqueurs ont montré une association nominale avec
la SVAC. Pour la premiére fois, les loci LRPS (rs4930573) et BMP2 (rs235737) ont montré
une association nominalement significative a la SVAC aprés ajustement pour le sexe et la

maladie coronarienne. Cependant, nous n’avons pas atteint le seuil de significativité pour
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ces deux marqueurs apres correction pour les tests multiples. Cette correction nous semblait
nécessaire pour corriger pour la possibilité¢ d’existence de fausses associations potentielles,
compte tenu du grand nombre de marqueurs utilisés. Pour cette correction, des tests de
permutations ont été privilégiés au détriment de la correction de Bonferroni a cause de
I’aspect moins conservateur de ce test. Ce manque de significativité aprés correction peut
étre di a la petite taille de I’échantillon. En utilisant le logiciel genetic power calculator
[99], nous avons calculé que pour atteindre un seuil de significativité pour ces deux
marqueurs apreés correction, il faudrait un nombre de cas respectifs de 721 pour LRPS et
509 pour BMP2 en utilisant un modéle additif. Les travaux sur la SVAC en rapport avec
ces marqueurs dans le futur devront tenir compte de ces parameétres pour espérer trouver

des associations significatives aprés correction.

L’expression de ces deux génes associés nominalement a la SVAC a été étudiée dans les
¢tudes fonctionnelles sur la calcification des valves aortiques et donc ces deux loci
appartiennent de ce fait au troisiéme groupe de genes candidats sélectionnés. Pour ce
groupe de génes une approche par «fagSNP» a été utilisée pour sélectionner les marqueurs.
De plus, les SNP qui ont fonctionné lors du génotypage de ces deux génes ne capturaient
pas toute la variabilité génétique de ces loci. En vérifiant dans Haplowiev 4.1 le
pourcentage de variabilité couverte par ces SNP chez les caucasiens (CEU), nous avons
constaté que seulement 43% et 17% de variabilité étaient respectivement couverte pour
BMP?2 et LRPS5. Ces faibles proportions sont dues au fait que certains SNP capturés par
tagging n’ont pas fonctionnés lors de la conception des pools tandis que d’autres n’ont pas
été validés lors du controle de qualité. Ceci suggeére que beaucoup reste a découvrir
concernant 1’association de ces genes a la SVAC. Ainsi, nous pensons que d’autres
marqueurs devraient également étre explorés dans ces genes.

Par ailleurs, ce travail étant effectu¢ dans un but exploratoire, tous les génes connus dans
les études fonctionnelles sur la SVA n’ont pas été testés. De méme, 1’approche par genes
candidats oblige la restriction des génes uniquement aux voies physiopathologiques déja
connues. Ceci exclut la possibilité d’explorer des nouvelles voies, ce qui constitue une

limite pour ce type d’étude.
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4.2.1. Les génes associés a la SVAC dans les études antérieures

Lorsque nous avons congu cette étude, nous avons sélectionné 5 marqueurs associés a la
SVAC et identifiés dans des études antérieures dont chacun se trouvait dans 1’un des génes
suivants : APOB, APOE, ESRI, PTH, VDR. Les variants des genes APOE et ESR1 associés
a la SVAC n’ont pas pu étre testés, car ils ne satisfaisaient pas aux exigences de
compatibilité pour la conception des amorces de PCR. Cependant, parmi les marqueurs qui
ont fonctionnés lors du génotypage, aucun n’a été associ¢ a la SVAC. Cette difficulté a
confirmer les résultats des autres études peut s’expliquer par plusieurs facteurs. Tout
d’abord, la taille de 1’échantillon étant limitée, nous pourrions déduire que nous avons
probablement manqué de puissance. Cependant, parmi ces études antérieures, certaines
étaient constituées par des échantillons plus petits que la notre [45, 46, 52]. Cette remarque
nous amene a penser que le risque associé a ces marqueurs aurait pu avoir été surestimé. On
peut également évoquer ici 1’existence probable de faux positifs. Ceci est d’autant plus
possible que les fréquences alléliques de certains marqueurs rs429358 et rs7412 (APOE)
[43, 44] associés a la SVAC dans les études antérieurs étaient inférieures a 0,05 et que le
nombre de patients €tait inférieur a 100. Les différences de populations et la conception
globale des études peuvent également expliquer cette divergence dans les résultats. C’est
possiblement le cas, par exemple, des travaux de Nordstrom et al. [46] qui associent le
polymorphisme du géne ESRI avec la SVAC. Cette étude a été effectué¢e avec un groupe de
41 femmes caucasiennes ménopausées soufrant de sténose valvulaire aortique appariées
avec un groupe de femmes témoins choisies dans la population générale sans tenir compte
de 1’étiologie. Notre projet a ¢également été effectué sur un seul phénotype : la SVAC
d’origine dégénérative ou maladie de Monckeberg et la cohorte bien que plus grande, était
constituée d’hommes et de femmes. De plus, le recrutement des patients dans notre étude a
été effectué pour la plupart a la clinique d’échocardiographie ce qui pourrait également
expliquer cette discordance des résultats sans oublier la possibilité de faux positifs dans les
¢tudes antérieures. Il n’est donc pas possible dans ces conditions de faire une inférence
populationnelle a cause du biais de sélection probable dans la population des témoins.

Avakian et al. associent le polymorphisme de ’APOE4 a la SVAC dans une population
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brésilienne sans précision du groupe ethnique [52]. Connaissant la diversité ethnique de la
population brésilienne, 1’absence de stratification de population dans cette étude pourrait
étre a I’origine de cette divergence dans nos résultats. Notre étude a été¢ congue dans une
population caucasienne constituée essentiellement de Canadiens frangais et donc
relativement homogene alors que le type de population n’est pas précisé dans I’étude
d’Avakian et al..

En outre, Schmitz et al. associent le polymorphisme (rs6254) du géne PTH a la SVAC dans
une cohorte faite de 538 cas et 536 témoins caucasiens allemands [43]. Le SNP rs6254 a été
associé a la SVAC avec un OR de 1,55 (1,30 — 2,17). Cependant, comme pour notre étude,
la population des témoins comportait un grand nombre de patients coronariens. De plus
66% des cas ¢étaient porteurs de 1’allele causal contre 60% de témoins. Ceci nous améne a
penser que cet alléle est fréquent dans la population caucasienne. Cependant, 1’idéal pour
des études cas/témoins sur la SVAC serait de sélectionner des témoins sains dans la
population générale afin de permettre une comparaison adéquate avec possibilité de faire
une inférence populationnelle.

Aucun des variants testés pour leur association aux maladies inflammatoires et au
métabolisme des lipides n’a été associé¢ a la SVAC. C’est le cas du marqueur de PCSK9
testé dans cette étude et connu pour son association a la maladie coronarienne [55]. Dans
notre travail, nous avons trouvé dans un premier temps le géne PCSK9 nominalement
associ¢ a la SVAC suite au test du khi-carré (voir tableau XIV). Cependant, cette
association n’a pu étre confirmée lorsque nous avons effectué un ajustement par rapport au
sexe ou a la maladie coronarienne dans 1’étude. Le rapport de cotes obtenu du test du khi-
carré était de 5,16 avec une incertitude assez grande représentée par un IC 95% large
s’¢étalant de 1,12 a 23,73. De plus dans cette premiere analyse, seulement 2% des cas étaient
porteurs de 1’all¢le causal en comparaison a 0,5% de témoins. PCSK9 est un geéne fortement
polygénique et, I’un des changements de I’ADN dans I’exon 1 consiste au remplacement de
I’arginine en position 46 par une leucine [100]. Cette mutation est appelée la R46L et elle
correspond au polymorphisme du géne PCSK9 associé¢ a la SVAC dans notre étude. La

R46L est une mutation causant une perte de fonction de la protéine qui est associée a une
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réduction des taux de LDL [77, 78]. Par conséquent, elle protége contre la maladie
coronarienne. Cette pathologie étant associé¢ a un biais de sélection dans notre recrutement
il n’est pas trés surprenant de trouver ce résultat.. Par ailleurs la fréquence de 1’all¢le
mineure est trés petite chez les témoins. Cela signifie que cette mutation est rare dans la
population caucasienne. Il s’agit donc fort probablement d’une fausse association et la
maladie coronarienne semble étre un facteur confondant. Bien que nous ayons perdu ce
signal, nous ne devons pas oublier que les calcifications aortiques sont fréquemment
rencontrées chez les patients souffrant de la forme homozygote d’hypercholestérolémie
familiale due aux mutations du géne LDLR [101] et donc il serait intéressant de poursuivre
I’investigation ultérieurement dans des plus grandes populations en effectuant un
séquencage de ce géne qui pourrait prendre en compte d’autres mutations notamment celle

par gain de fonction de la protéine qui augmente le taux de LDL.

4.2.2. Association du géne BMP2 a la SVAC

Cette étude a montré pour la premiére fois un polymorphisme de BMP2 nominalement
associ¢ a la SVAC. Le marqueur associ¢ a la SVAC dans le gene BMP2 se trouve en région
intergénique et plus précisément en position 6725913 pb, soit a 17003 pb en aval du gene
BMP2 (hgl8 HapMap). A un seuil de r* > 0.7, il est corrélé avec 2 autres marqueurs (cf:
figure 8).

Néanmoins, cette région est marquée par la présence de nombreuses recombinaisons
génétiques ce qui influence la transmission de [D’information génétique. Ces
recombinaisons, en permettant le réassortiment des haplotypes, diminuent le déséquilibre

de liaison entre les marqueurs et augmentent la diversité génétique.
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Figure 8: Corrélation des SNP dans la région du SNP rs235737

SNAP: A web-based tool for identification and annotation of proxy SNPs using HapMap
Bioinformatics, 2008 24(24):2938-2939 (version 2.1): http://www.broadinstitute.org/mpg/snap

BMP2 appartient a un groupe de facteurs de croissance a ’origine découvert pour leur
capacité a induire la formation des os et du cartilage. Les travaux de Lee et al. ont identifié
un sous-ensemble de cellules musculaires qui expriment plus la phosphatase alkaline en
comparaison aux autres cellules musculaires en rapport a une stimulation par la BMP-2 in
vitro [102]. Cela suggere que certaines cellules musculaires peuvent se différencier en
cellules ostéogéniques lorsqu’elles sont exposées a la BMP-2. La traduction du signal a
travers ces récepteurs entraine la mobilisation des membres de la famille des protéines

SMAD : protéines qui modulent I’activité des ligands de TGFp [89]. Le géne BMP2 est
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surexprim¢ dans le milieu athérogeéne. Il stimule les voies de signalisation telles que
Runx2/Cbfal et Wnt/LRP5/B-caténine qui sont impliquées dans la différenciation
ostéoblastique [16, 18]. De plus, des études moléculaires indiquent maintenant que BMP-2
augmente la prolifération des fibroblastes aortiques par la voie de signalisation de
Wnt/Msx2 et induit le renouvellement de la matrice extracellulaire [61]. Ceci suggére que
BMP-2 pourrait étre impliqué dans la calcification des valves aortiques. Des travaux
récents ont mis en évidence une surexpression du géne BMP-2 dans les cellules interstielles
de valve aortique chez les rats agés de 14 semaines en comparaison aux rats agés de 9
semaines [103]. Ces résultats dans les modeles expérimentaux pourraient suggérer que la
calcification de la valve aortique chez le sujet 4gé progresserait en partie grice a
I’activation de la voie de BMP-2. Les études génétiques ultérieures devraient tenir compte

de ce parametre.

4.2.3. Association du géne LRP5 a la SVAC

Comme pour le géne BMP2, le géne LRP5 a également été nominalement associé¢ a la
SVAC dans notre étude. LRP5 est un corécepteur de la voie canonique Wnt/B-caténine bien
établi dans la différenciation des ostéoblastes [24]. Il active la voie de signalisation de la -
caténine. Lorsque la B-caténine est activée, elle est transférée vers le noyau pour initier
I’ostéogenése. Ces données soutiennent le role du myofibroblaste valvulaire dans la
prolifération cellulaire et dans la synthése de la matrice extracellulaire activée par les
corécepteurs de LRP5. Plusieurs travaux mettent en évidence une augmentation de
I’expression de LRPS5 dans les valves calcifiées tant chez I’animal que chez ’homme [20,
60, 94]. Les inhibiteurs extracellulaires de la voie de signalisation Wnt-LRPS jouent aussi
un rdle dans la régulation de la masse osseuse. Wnt sécrete des protéines qui contrdlent de
multiples processus de développement y compris 1’induction du mésoderme, le destin des
cellules, la modélisation des membres et I’organogenese [95]. La minéralisation de la valve
aortique est la conséquence des mécanismes similaires a ceux qui sont actifs dans la

formation osseuse dont la surexpression de LRPS et la présence d’ostéoblastes dans les
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valves calcifiées. LRPS5 joue également un role dans le métabolisme du cholestérol et dans
le catabolisme de 1I’ApoE dépendant ou indépendant des lipoprotéines plasmatiques [96].
LRPS5 est largement exprimée dans de nombreux tissus, y compris les hépatocytes, les
glandes surrénales et le pancréas [95]. LRP5 est également un corécepteur critique de la
famille des récepteurs apparentés au récepteur des LDL jouant un rdle important dans la
différentiation des cellules ostéoblastiques grace a sa liaison a Wnt et 1’activation de la -
caténine [59]. Chez la souris nourrie avec un régime riche en gras, une déficience en LRP5
conduit a une augmentation des taux plasmatiques de cholestérol [97]. Cette augmentation
est due a une diminution de la clairance hépatique des chylomicrons: lipoprotéines formées
pendant la digestion contenant de I’ApoE. Récemment, 1’équipe du Dr Rajamannan a
montré que la calcification des valves aortiques est coordonnée en partie par la voie de
signalisation de LRP5/B-caténine et atténuée par la prise d’ hypolipidémiants notamment
I’atorvastatine [1]. Par ailleurs, les souris dépourvus du géne LRPS et de I’APOE, lorsqu’
exposées a une dicte riche en cholestérol, développent une minéralisation dans les valves
aortiques avec une augmentation de I’expression de LRP6 et RUNX2 [104]. Le variant
génétique de LRP5 associé a la SVAC se trouve sur le 7° intron en position 67920032 bp
(hgl18 HapMap). A 1> > 0.2, ce variant n’est corrélé avec aucun autre marqueur chez les
Caucasiens (CEU). Cependant le géne LRPS5 est proche de plusieurs autres geénes qui
pourraient influencer son expression (cf. figure 9). Une étude d’expression ciblée autour du

gene LRP5 pourrait étre souhaitable pour le futur.
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Figure 9: Corrélation des SNP dans la région du SNP rs4930573

SNAP: A web-based tool for identification and annotation of proxy SNPs using HapMap
Bioinformatics, 2008 24(24):2938-2939 (version 2.1): http://www.broadinstitute.org/mpg/snap

Le marqueur du géne LRPS5 associé a la SVAC dans notre étude se trouve en région
intronique, il est possible que ce marqueur soit fortement associé a un autre marqueur qui
lui aurait un effet fonctionnel sur I’expression du méme géne ou d’un autre gene ou dans la
fonction d’une autre protéine. Par ailleurs, il pourrait également influencer 1’épissage de
LRP5. L’épissage est une étape nécessaire pour rendre I’ARNm viable a la traduction. Cette
étape consiste en une délétion des introns ou, dans le cas de 1’épissage alternatif, de certains

exons qui ne seront pas indispensables au codage de la protéine. Elle nécessite donc la
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reconnaissance des exons, 1’excision des introns puis I’'union des exons pour former un
transcrit mature. Les altérations de ces sites d’épissage et leurs conséquences sont
maintenant bien mises en évidences. L’¢épissage alternatif permet a un géne de coder
plusieurs ARNm différents. C’est un processus important dans la régulation de I’expression
des geénes qui peut entrainer un décalage du cadre de lecture de la séquence nucléotidique.
Ceci peut causer 1’apparition d’un codon STOP aboutissant ainsi @ une mutation non-sens.
En outre, le changement de la séquence d’ARNm lors de 1’épissage se répercute également
sur la protéine et donc sur ses capacités physico-chimiques entrainant ainsi des
conséquences sur sa fonction. Il semblerait donc utile d’effectuer des études d’expression

des génes BMP2 et LRP5 pour connaitre les différentes variantes de I’ARNm.
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Conclusion

Malgré de nombreux progres réalisés ces dernicres années sur la pathogénie de la SVAC,
I’origine génétique de la SVAC reste trés peu connue. L’avénement des modeles
expérimentaux et des études génétiques ont permis de montrer que la valve aortique a une
biologie cellulaire active qui intégre trois aspects principaux dans le développement de la
sténose valvulaire calcifiée: la génétique, les facteurs classiques de risques
cardiovasculaires et les voies de signalisation cellulaire. La gestion thérapeutique future de
cette pathologie nécessitera une bonne compréhension de ces différents mécanismes.
Plusieurs études d’association génétique ont été effectu¢es récemment sur la SVAC.
Cependant, aucune de ces études n’a ¢été effectuée avec les génes BMP2 et LRPS. Cette
étude est la premicre a démontrer une association nominale des génes BMP2 et LRP5 avec
la SVAC. Elle apporte quelques ¢léments de réponse dans la compréhension des facteurs
génétiques impliqués dans la progression de la sténose valvulaire depuis la lésion
inflammatoire, la transformation des myofibroblastes valvulaires jusqu’a la calcification
sévere des valves. Cependant, il est encore trop tot pour proposer une analyse génétique
systématique a tous les patients atteints de SVAC car beaucoup reste encore a découvrir sur
la génétique de cette pathologie. En revanche, il serait souhaitable d’effectuer des
maintenant un génotypage dans une cohorte plus large pour augmenter la puissance de
I’étude tout en introduisant d’autres genes. Des études pangénomiques sur un grand nombre
de polymorphismes pourraient permettre d’identifier des voies physiopathologiques non
encore explorées dans la progression de la SVAC. La validation des génes impliqués dans
la SVAC reste un objectif majeur pour les études génétiques sur la sténose aortique. Celle-
ci est nécessaire pour mieux ¢lucider la génétique de la SVAC afin d’identifier
précocement les patients potentiellement a risque de développer cette maladie. Ainsi, dans
un avenir proche, lorsque les différents génes seront identifiés, on pourrait proposer des
analyses moléculaires pour identifier les principales voies de signalisation potentielles. Des
lors, la découverte d’un traitement médical efficace pour la SVAC nécessitera des

approches innovatrices et une ingéniosité pour mieux en connaitre le mécanisme. De plus,
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connaissant le processus biologique et génétique de la SVAC, on pourrait étre amené a
penser que cette affection peut étre prévenue et son évolution ralentie par des interventions

pharmacologiques ciblées afin d’éviter 1’approche chirurgicale invasive actuelle.
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Tests de normalité des parametres cliniques et biométriques
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CHR : chromosome; all¢le min : allele mineure; Freq AMC : fréquence de 1’alléle
mineure chez les cas; Freq AMT : fréquence de 1’allele mineure chez les témoins; alléle
maj : allele majeure ; SE; déviation standard; L95 : limite inférieure de I’IC; U95 : limite

supérieure de I’'IC.
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Graphique de puissance pour détecter une association au seuil 0,05
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Ce graphique illustre la puissance des études en fonction du risque représenté sous forme
d’OR. Chacune des courbes représente une fréquence allélique. Au seuil de significativité
p= 0,05; pour un OR= 1,5 et une fréquence allélique de 0,1, on obtient pour 1’étude une
puissance de 40%. Tandis qu’avec les mémes valeurs du seuil de significativité et OR en
choisissant une fréquence allélique de 0,25 ou 0,5, on obtient des études avec des

puissances plus élevées respectives d’environ 75 et 80%.



DIFFERENTS POOLS DE SNP ET AMORCES POUR GENOTYPAGE

SNP
rs3736228
rs554734
rs64388
rs3916033
rs2074405
rs638051
rs6694531
rs627174
rs11206510
rs199501
rs17063894
rs235730
rs3851781
rs11591147
rs6140076
AMG_mid100
rs1800896
rs11079737
rs6117432
rs235757
rs235742
rs13157633
rs199496
rs235756
rs1800872

rs235767

Sens

ACGTTGGATGTCTTGGCAGA
GCCTTGACG
ACGTTGGATGTGAAGGACGG
GTGTGGGGAT
ACGTTGGATGAGGGAGTGA
GGATGAATGAG
ACGTTGGATGTCCCCACACAT
ACCTCCAC
ACGTTGGATGACTCACCATC
AATGGAGTCG
ACGTTGGATGGACATAGCTC
TGAGAGCCAC
ACGTTGGATGGCTTACTTTAT
ATTAGGCTC
ACGTTGGATGTGCAGGCTCG
TTCAGGAAAC
ACGTTGGATGAGGAAGAGG
AGCCAAAGACG
ACGTTGGATGAAAGGCTCAG
AGTTAAGCCG
ACGTTGGATGAGTATCTCTA
GGGGTTGAGG
ACGTTGGATGACCAGGAGAT
GTCTGAATTG
ACGTTGGATGCTCGCTGTCT
GCCTCAGTTT
ACGTTGGATGACTACGAGGA
GCTGGTGCTA
ACGTTGGATGCATCAACATA
ATTTCTCTAGC
ACGTTGGATGGGCTTGAGGC
CAACCATCAG
ACGTTGGATGGACAACACTA
CTAAGGCTTC
ACGTTGGATGGAGTTAGGGC
ACCTGAGAC
ACGTTGGATGCTCTGAGGTG
CTTAAGCAGT
ACGTTGGATGGAAACCCTGC
CTGGAAATGA
ACGTTGGATGCTATGTCCTG
AAACTTAAGTG
ACGTTGGATGCTTAGGTTCTC
CTTTCTCCC
ACGTTGGATGTGGAGCCTGG
GTGTCTGTAT
ACGTTGGATGCTTCTCAGCTG
AAAGAGAAC
ACGTTGGATGAAGCAGCCCT
TCCATTTTAC
ACGTTGGATGGGCTGCAAAA

ler Pool de Génotypage

Anti-sens

ACGTTGGATGAGACTGTCAGG
ACCGCTCA
ACGTTGGATGTTTCCACAGCCC
AGCTGGGT

ACGTTGGATGAAGCTTGGCTC
CTGGCAGAA
ACGTTGGATGCCAGCTCTTATA
CATCCGTC
ACGTTGGATGTTTGGGCAGTG
GGCTTAGCG
ACGTTGGATGACCTCATGAAG
GTTGGGATG
ACGTTGGATGAGCCACTGTCC
CCGCCATT
ACGTTGGATGTGCTTCCCCAA
GGATATAGG
ACGTTGGATGAAGCCAGCTCT
TCCCTGTTG
ACGTTGGATGGGGTCCTGTGA
CCTACATAT
ACGTTGGATGGCTTCCTATCTA
AAAGTGC
ACGTTGGATGACACTCTGGCA
TCTGGATAC
ACGTTGGATGTGGCTGTGGTT
CCGTGCTC
ACGTTGGATGCCAAGGCCACC
AGATGATTA
ACGTTGGATGCCTCATCCTGG
GCACCCTGG
ACGTTGGATGTGGATAGGAGG
TCCCTTACT
ACGTTGGATGTGAGACTCAGA
ACAGTTCAG
ACGTTGGATGAGGACATGGG
GCAAACGCAA
ACGTTGGATGTCTGCTGTGCT
GGAATTAAG
ACGTTGGATGGTGTGAGTCTT
TAATCAAGAG
ACGTTGGATGTTACACGTTACC
TCCCAGAG
ACGTTGGATGGGTCAGGGATG
CAGGCTATA
ACGTTGGATGCAGAAAGATTT
TCCTTTGGGC
ACGTTGGATGCCTGGAACACA
TCCTGTGAC
ACGTTGGATGATTAGGACTTC

Elongation
TCACCGTCACAGTCC

ATGGCGTCTCCTCGG

ACGTTGGATGTGGACGATGAC TGAATGAGCCAGGCA
TGTCAGAAG

gACCTCCACCCCCCTA
GGAGTCGGTGGACAAT
ccCCACCGGCCAGGGCA
TAGGCTCTGTTCTTTGG
cccAACACCCGCTGAGTA
ACGGCCACCACAGACATC
ccaAGGCAACGTGAGGGA
gtGGTTGAGGGAAACACA
GATGTCTGAATTGCATTCC
tcccCCACCTTTGTCAGTGA
ttatCTGGTGCTAGCCTTGC

TAATTTCTCTAGCTACCACA
C
2atgGGGACCACTTGAGAA
AC
ggggCTAAGGCTTCTTTGGG
A
ccGCCACCATCTTGATATTA
GG
2aaAAGACACTGACTTTAA
CAC
gggtAACCAGGAAAGTAGC
TGA
attcAACTTAAGTGTCAAGG
TGC
tccaACAGCTCTGACGCTTC
CTTT
tttggACCACCCCAAGTGAT
CTGC
GACTAAGAATTCTAGAATC
CTCTC
g8gaaAGAGACTGGCTTCCT
ACAG
cAAATAAGACAACAATGAT

Alle
lel
-

G

viii

Alle
le2



rs951281

rs6254

rs910141

rs11576175

rs2381939

rs170986

rs1005464

rs6085684

rs2472429

SNP

rs314756

rs6556154

rs10432043

rs2206917

rs2074404

rs235740

rs199497

rs3933653

rs1544410

rs624947

rs6054516

rs8069437

rs2508836

rs7412

rs659605

rs7703976

ATGTGGGAAA

ACGTTGGATGAATGCATATTT
GTGTCTCGG
ACGTTGGATGCTGTTTTGCCT
TGGAATTGG
ACGTTGGATGTGCCATTGGA
CGAAGGTTCT
ACGTTGGATGAGGTAGAGCT
CTTTAAATGC
ACGTTGGATGGACTTCTGCTT
ATGGAAAAC
ACGTTGGATGGAACCAGACA
TTGCTGATCT
ACGTTGGATGAGGAGAAAA
AATAGACGAGC
ACGTTGGATGGTTATTCCAGT
TCTTTTGC
ACGTTGGATGCAAGGCGTAT
GTGATTATCC

Sens

ACGTTGGATGAGGAGATGGT
CACAGCTAAG
ACGTTGGATGCATTGAACGT
CGTCTGTTCC
ACGTTGGATGATGTCAGTGC
ACATTAGCCC
ACGTTGGATGCTCAGAAAAC
AGTGTGGAGC
ACGTTGGATGGGGACTTCTT
TGCCTTCTC
ACGTTGGATGCCATTAGTTTG
AGTTCTTCC
ACGTTGGATGCTCCCTGCCTC
ACACCTGA
ACGTTGGATGCCCATACCCTC
ATGTCAAAC
ACGTTGGATGAGCCCAGTTC
ACGCAAGAG
ACGTTGGATGAACGCTGCTC
CCTGTCCCTT
ACGTTGGATGAGGAGCCACT
AAATCCAGTC
ACGTTGGATGTCCTGTGTGG
CATGGCTGGT
ACGTTGGATGGAGTAGGTGA
CTGAGTGATA
ACGTTGGATGGCCCCGGCCT
GGTACACTG
ACGTTGGATGGGGTGAATCT
GTAGGTGTT
ACGTTGGATGATCCTTCTGGC
TGTTTCCCG

ACTTTTGG ATCTGA
ACGTTGGATGAGCCTGGGTAA ACAAACATTCATTTTCTTTC
CAGTGAGAC TTTTTG
ACGTTGGATGAGAGGGCCACT CcTTTTTAATGTTGACTTTAT
TCCCATTAG CATTTC
ACGTTGGATGTGGAAAATTCA  ggggtAAGGTTCTTATTTTCA
AGGAGTGGC CATCA
ACGTTGGATGACTAGAAAGTA gttgGCTACAGAATTTGACA
ACACGTGGG GTGAAT
ACGTTGGATGCACTTTGAATA  cgagGGAAAACAAAGAAAC
ATCTCTCC AGACACA
ACGTTGGATGCTATGGATCCT  acTTGCTGATCTATTATAGA
GCTTTATTC AACTCTC
ACGTTGGATGGATTCACTGAG aagAATAGACGAGCAAATA
GTGCAGTGG ATAATAGG
ACGTTGGATGGGTATTTTTGTA gggTATTCCAGTTCTTTTGC
GATACAGG TTTTCCAT
ACGTTGGATGGGTAACTTTGC ACTATGTTGAAAAAATGAT
TGTGGAGTC TCTATATAA

2° pool de génotypage
Anti-sens Elongation
ACGTTGGATGTCGTTATCTGTT ATCTCATCCCCTGCC
TGGACCTG
ACGTTGGATGTTTCTCCCTCCT GTTCCAGCAGGGCCA
TCTTTGAC
ACGTTGGATGCCATGGTGATT TTCCCCCAGGAATCAC
TGAGCCTTC
ACGTTGGATGTGAGTGTGCTT gGTGGAGCACAGCAAG
TAATGAAC
ACGTTGGATGAGTGTGAGAAG ggCCTTCCCCTCAGCAC
TCCCACTTG
ACGTTGGATGATCCAAACTGT  GAGTTCTTCCTGGTTCT
CCAGGTTTC
ACGTTGGATGTAAGAGAGTGG CCTCACACCTGATAGCAC
ATGGGACAG
ACGTTGGATGGCGGAAGTGAT caaAGTCACCCCAATGCC
TGTAGCTG
ACGTTGGATGTAGATAAGCAG GCCTGAGTATTGGGAATG
GGTTCCTGG
ACGTTGGATGTAGGGAGTCAG aaaaTGTCCCTTGGGGTCC
GTGCCTTC
ACGTTGGATGGACAGTCTCTTC cAGTGGGAAGGGGTATTG
AAAAGGTG A
ACGTTGGATGTGTCTAGGAGC ggttTGCCCCTCCATCCCCG
CATTCTCAG
ACGTTGGATGCATAACCTGGG CGTTCTCAAGAATTTGAAC
AGGGTGACA A
ACGTTGGATGTAAGCGGCTCC ccgaCTGGTACACTGCCAG
TCCGCGAT GC
ACGTTGGATGAAAAACCTCAG tAATCTGTAGGTGTTTACTG
AGGCCTTGC A
ACGTTGGATGCCAGATTTAGC TCTTCCCTTCTTCCTTAAGT
ACAACCCAG AT

allel
el

X

alle
le 2
A

T



rs7270163
rs12452064
rs11655598
rs2222202
rs6085681
rs1122608
rs2206916
rs17063892
rs1979855
rs9894638
rs312792
rs12938683
rs693
rs1800871
rs1050239
rs173107
rs37460

rs37453

SNP_ID
rs11740641
rs312009
rs4930573
rs11658976
rs1980499
rs11826287
rs1567202

rs199495

ACGTTGGATGTTAACTCACTG
CTTGTGTGG
ACGTTGGATGGTGAGCGTGT
GTTTTGGAAC
ACGTTGGATGTTCTTCTTCAT
GGCTGCTGG
ACGTTGGATGAAATGTGCAG
GAAACCTGCC
ACGTTGGATGCAAGCTTTTAT
CAACTCACG
ACGTTGGATGCACAGTGCTC
TCATTTCGTC
ACGTTGGATGAATCTTGACA
TTTGTATGG
ACGTTGGATGTTCCCTCAACC
CCTAGAGAT
ACGTTGGATGCACATGTCAC
GTAAAGCAGG
ACGTTGGATGGAGGGTGGA
CCTAAGAGATT
ACGTTGGATGGGCTGTATAT
TGTGATTCCG
ACGTTGGATGTGTGTGCCGG
GAAATGTTTG
ACGTTGGATGCACATGAAGG
CCAAATTCCG
ACGTTGGATGGACCCCTACC
GTCTCTATTT
ACGTTGGATGCAGGTTACCG
TGTGTACCAA
ACGTTGGATGCGGTAAGATG
TTTCAGGAGC
ACGTTGGATGCTACTATATGC
CCAGTGGTG
ACGTTGGATGGTAAGATATA
TTTGGGAAGC

ACGTTGGATGTGCAAGCCAGG
AAGAGGGTG
ACGTTGGATGGTCCACCTTGG
CAGAAATCA
ACGTTGGATGTTGGCCTCTCA
GCAAATCTC
ACGTTGGATGAGCGCCAGCAG
GATCTTATA
ACGTTGGATGTGAGGTAGTAG
TGCCACCCA
ACGTTGGATGTGTCTCACGTG
CCTGTGCTG
ACGTTGGATGTGCTCCCAGCT
GTGTTCTTT
ACGTTGGATGGTGTCATCCAT
ACTAGCCTG
ACGTTGGATGATATGCAACCG
AAGGGCCAC
ACGTTGGATGAGCCCAGTCTC
CCTTATTCT
ACGTTGGATGGGCAAACACTT
TTGATGGAC
ACGTTGGATGACATGTGGCTA
CCTCTAACC
ACGTTGGATGGAAGTTCCTGC
TGAATGTCC
ACGTTGGATGGGTGTACCCTT
GTACAGGTG
ACGTTGGATGAGGATGTAGGT
CTCATGGTC
ACGTTGGATGTGAACTTGTGA
ACACATGTC
ACGTTGGATGCCGGATTAGAT
TATCTAAGC
ACGTTGGATGACAAAACCCCA
GATACTGC

3e pool de génotypage

Sens

ACGTTGGATGTCAGAGTCAG
AACTCTCTCC
ACGTTGGATGTCTTGGACTC
AAGTGGATGG
ACGTTGGATGTGTTTCCTGAA
CGAGCCTGC
ACGTTGGATGTCTGGTGGAG
GCTTTTAATG
ACGTTGGATGAGAAGTACCC
ATTTTCCCTC
ACGTTGGATGCGACATCATT
CACTCTTCTC
ACGTTGGATGCTGGGCAAAC
CTAAGCAATG
ACGTTGGATGGTGAGCATCC

Anti-sens

ACGTTGGATGTTTACAGTATG
GTCCAGTAG
ACGTTGGATGTCCTCTATGACA
GGCCATCC
ACGTTGGATGTGGATGCGCCA
GTGTTCCT
ACGTTGGATGAACACCAGCGT
GGCAGGAT
ACGTTGGATGGTCTTGCAGCTT
TAGAACTTC
ACGTTGGATGCCTAAACGAGG
GCATTCAAG
ACGTTGGATGTGAAAGGAGA
GGCCACTTGC
ACGTTGGATGCTTTCTTAGCTG

cccaAGCCAGGGATTCCCCT
T
tatcAAACGCGAGCGCAGT
AGC
cccccCAGGGAAGTTTTGCT
TCT
GCCTTATAAAGTAAATGCG
TTCT
ttcCACGTATTTTCGAAGGG
TTA
ggggTTCGTCGTGTAAAAG
GCCA
gaTTGACATTTGTATGGAA
CAACA
cccccCAACCCCTAGAGATA
CTAAG
TCCATGTCACATACATAGA
CATATT
ccaaCTAAGAGATTAACTCA
TGGTC
tggGATTCCGTTTATATGAG
ATGTT
gattGACACCTGTGGTTGCT
TTTAAC

8888 TGAAGGCCAAATTCC
GAGAGAC
taggGAGCAAACTGAGGCA
CAGAGAT
cctcACCAAATAGATGGAAA
CTACTCC
TGTTATAAATACACAATCTT
TATAGAT
tactcTATGCCCAGTGGTGC
ACTAGGTA
cctcTTTGGGAAGCAAAATA
ATAGAGAG

Elongation
CCCTTGCATCCCTCT
CCTGCTCAGGGCTCC
CCCTCATGTGAGATGG
AGTTTCCTGGACTCCTC
TGACAAGGTTTCCACTTA
geCTTCTCCAGAGTGTGC
ATGCATTCTCCTACCTAAC

TTTGCAGACAGAACTTCCA

allel
el

allé
le2
A

C



rs312023

rs34599882

rs199494

rs3178250

rs235706

rs1373089

rs2906466

rs3791085

rs11134868

rs235737

rs235772

TGTACCTTTG

ACGTTGGATGTCCGAAGTCA
CTGTTCCCTC
ACGTTGGATGTAGCCTCTAA
AACGCAAATC
ACGTTGGATGCTACACAACG
TGTGTTTCCC
ACGTTGGATGGTGAACTCAA
CAGTAGCACT
ACGTTGGATGAGCTTCCTCTT
ATCCATGTG
ACGTTGGATGCATCACGGCC
ATATTTGCAG
ACGTTGGATGTATTTTCAGTA
GGTACCTGC
ACGTTGGATGTAATTCCACAT
CTTGTCTG
ACGTTGGATGGTAGTGGCAT
ATTATAATGCG
ACGTTGGATGGAAAATCTTTT
GCCATTTCA
ACGTTGGATGCTACATTACCT
AAGCAATCC

TGCAGTGG

ACGTTGGATGCTCCTTGTCATC
CCAGACCT
ACGTTGGATGGCAAACAGCAG
GAATTCCTA
ACGTTGGATGTCTGTCTGCATT
CTACTTAC
ACGTTGGATGTGAAAAGTCTA
CATGGAAGG
ACGTTGGATGACCACTTAAAA
CAGTGCCTG
ACGTTGGATGATTTAGAAAGA
GGTCCCTCC
ACGTTGGATGATAGAGCACTC
TGCTCTTCC
ACGTTGGATGCATTATAGGGA
ACTGGCAGG
ACGTTGGATGTGGTAGCAGTA
ACAATTTGG
ACGTTGGATGTCAGAGTCCCA
GAAGGAAAG
ACGTTGGATGGCCCTTTGAATT
GTGCACAT

C

GTCTTCATCCATTAAATGG
G
aGCAAATCATTGCTAAGGG
1T
ccGAAGAAATGCCTTCCTA
CTT
ttacCGTGCTAAGCACTTTG
cC
ggCcgAGTGTTTTTGAAGACC
AC
tgttATTGTTTTCTGACAGTT
GG
gaggeGTTGAAATCCTTGGG
TAC
cctaCACATCTTGTCTGAGC
TTAC
CTAATGCGTTTAACCATTTT
CTAA
gagaTTTTGCCATTTCATTTT
TGAT
TCCATATTTTTTCCCTCAAT
TTATTA

AMG mid100 représente le SNP qui permet de valider le sexe des individus.



