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CHAPITRE 1
Introduction

Depuis le début des années 2000, avec le développement de technologies de biopuces a
ADN plus avancées et plus accessibles, de plus en plus d’attention a été portée sur 'identifi-
cation des facteurs de risque génétiques des maladies communes. Des données de génomique
issues de nombreuses sources différentes ont permis depuis de considérablement faire avancer
I’état des connaissances scientifiques sur de nombreuses pathologies en mettant en évidence de
nouveaux meécanismes causaux, en identifiant des cibles thérapeutiques ou en identifiant des
profils génétiques a risque. Malgré toutes ces avancées, les connaissances sur la composante
génétique des maladies complexes restent incompletes et restent donc un axe de recherche
important. Le travail présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans ce theme et tente d’apporter
des éléments de réponse concernant la caractérisation des facteurs de risque génétiques des
maladies cardiovasculaires et I'effet des marqueurs génétiques influencant la fonction rénale
sur le risque de maladie cardiovasculaire. La démarche présentée ici est cependant pertinente

pour d’autres maladies complexes.

Le manuscrit présente mon travail de these au cours duquel j'ai été amené a étudier la
génomique des maladies cardiovasculaire mais aussi a me documenter sur la physiopatholo-
gie et I'épidémiologie de ces maladies mais aussi la physiologie et la biologie humaine. Le

manuscrit est divisé en quatre parties qui sont les suivantes :

La premiere partie est consacrée a la présentation des pathologies traitées dans mes travaux,
c’est a dire les maladies cardiovasculaires, en particulier les coronaropathies et la thrombose
veineuse, puis le diabete de type I et ce qui relie ces pathologies. Dans cette partie je présente
également le rein, son anatomie et sa fonction ainsi que le lien avec les maladies mentionnées
plus haut. Enfin je présente les objectifs initiaux pour lesquels ces travaux ont été menés et
I'intéret de I'approche que j’ai employée. Les détails apportés dans cette partie sur la physio-
logie humaine peuvent sembler superflus mais je pense qu’il est important de les connaitre
afin de comprendre la relation complexe qui relie les maladies cardiovasculaires, le diabete de

type I et la fonction rénale.
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La deuxieme partie présente la démarche méthodologique ainsi que son intérét, en détaillant
les principes généraux sur lesquels se base une étude d’épidémiologie génétique. Je parlerai
également dans cette section des groupes d’étude a partir desquels ces travaux ont été menés
en parlant d’abord des sujets et de leurs caractéristiques puis des parametres physiologiques
mesurés et des méthodes de mesure de ces parametres. Enfin je présenterai les outils em-
ployés lors de ces travaux, allant des puces a ADN permettant de mesurer les variations du
génomes aux outils informatiques permettant d’effectuer les analyses statistiques et d’exploi-
ter les résultats. Les méthodes mathématiques sur lesquelles reposent le fonctionnement de

ces outils seront également détaillées.

La troisieme partie sera consacrée a la présentation des résultats des travaux. Le but est de
présenter tous les résultats obtenus dans les deux projets que j’ai menés lors de cette these.
Le premier projet porte sur l'identification de nouveaux facteurs de risque génétiques des
coronaropathies chez les patients diabétiques de type I avec ou sans complications rénales.
Dans ce projet nous examinons également 'effet sur cette population particuliere de facteurs
de risque génétiques connus dans la population générale. Le second projet porte sur I’étude
du lien entre la fonction rénale et le risque de thrombose veineuse en utilisant des marqueurs
génétiques de la fonction rénale. Nous tentons également d’identifier des parametres physio-
logiques influencés par ces marqueurs génétiques qui pourraient relier la fonction rénale au

risque de thrombose veineuse.

Pour terminer, la quatrieme et derniere partie porte sur l'interprétation des résultats des
projets présentés plus haut. Je tenterai d’intégrer les données obtenues grace a mes travaux
dans un cadre plus global de la relation entre les maladies cardiovasculaires et la fonction
rénale. Je discuterai également des limites de ces travaux et des questions auxquelles ils n’ont
pas pu apporter de réponse mais aussi des hypotheses que nous pouvons formuler a partir
des résultats afin d’explorer les nouvelles pistes de recherche qui ont été ouvertes. Enfin,
je conclurai sur les éléments apportés par mes travaux dans la cartographie complexe des

relations entre la fonction rénale et les maladies cardiovasculaires.

1 Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires regroupent les maladies affectant le coeur et les vais-
seaux, qui incluent de maniere non exhaustive les coronaropathies, les accidents vasculaires-
cérébraux, les cardiomyopathies, les vasculopathies cardiaques, les troubles du rythme car-
diaque, les cardiopathies congénitales, les myocardites et la thrombose veineuse. Parmi toutes
ces maladies, on peut distinguer les maladies cardiovasculaires causées par 1'athérosclérose

qui reposent sur un mécanisme commun, la formation de la plaque d’athérome.™



Introduction Les maladies cardiovasculaires

Les mécanismes responsables du développement des maladies cardiovasculaires sont extrémement
variables et le seul point commun entre certaines de ces maladies reste le tissu touché. Ce-
pendant on peut identifier un certain nombre de fonctions physiologiques impliquées dans
plusieurs maladies cardiovasculaire. C’est notamment le cas des radicaux libres qui fragilisent
la paroi vasculairel | le role de la réponse inflammatoire et des lipoprotéines de basse densité
dans la formation de la plaque d’athérome® ou encore le réle des facteurs de 'hémostase
dans la formation du thrombus®. Tous ces éléments sont impliqués dans plusieurs maladies

cardiovasculaires, ce qui rend pertinente I'idée de les regrouper dans une seule catégorie.

D’apres l'organisation mondiale de la santé, les maladies cardiovasculaires sont la principale
cause de mortalité dans le monde, avec un taux de mortalité prématurée allant de 4% dans
les pays développés a 42% dans les pays pauvres ou en voie de développement. Pres de la
moitié de ces déces sont dus a des maladies cardiovasculaires avec athérosclérose.l! Malgré le
fait que les maladies cardiovasculaires, notamment celles reposant sur I’athérosclérose, soient
responsables de plusieurs millions de déces chaque année, il a été estimé que 90% d’entre elles
seraient évitables en agissant sur les facteurs de risque que ce soit en modifiant les habitudes

de vie ou par des traitements médicaux.

Les maladies cardiovasculaires sont des maladies complexes impliquant une multitude de
facteurs de risques. Ces facteurs de risques peuvent étre regroupés en quatre catégories™,
les facteurs comportementaux (tabagisme, inactivité physique, régime alimentaire trop riche,
consommation excessive d’alcool), métaboliques (hypertension, hyperglycémie, hyperlipidémie,
obésité), génétiques et environnementaux (sexe, age, statut socio-économique, stress, dépression,
pollution atmosphérique). Cependant ces facteurs interagissent entre eux et influent les uns
sur les autres. Certains facteurs de risques sont immuables mais il est cependant possible de
prévenir 'apparition de maladies cardiovasculaires en controlant d’autres facteurs de risques.
L’essentiel de la prévention résiderait donc dans une alimentation saine, la pratique réguliere
de I'exercice physique et en évitant la consommation de tabac. D’apres 1'organisation mon-
diale de la santé, 13% des déces dus aux maladies cardiovasculaires peuvent étre attribués a
I’hypertension, 9% au tabagisme, 6% a une glycémie trop élevée, 6% au manque d’activité
physique et 5% au surpoids et & I'obésité.I! 11 est cependant important de noter que bien que
la modification du comportement joue une part importante dans la réduction du risque de
développer une maladie cardiovasculaire ce n’est tout de méme pas suffisant pour 1’éliminer!.
Il est donc également utile d’étudier les facteurs de risques moins bien compris. C’est le cas
de la génétique, car bien qu’'un important faisceau de preuves s’accumule sur le role des
genes dans la prédisposition & ces maladies!® @ le role des genes identifiés, leurs interactions
entre eux et avec leur environnement restent a caractériser. Une meilleure compréhension

des mécanismes régulés par ces genes pourrait étre un élément clé de la compréhension des
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mécanismes derriere le développement de ces maladies.

2 Les coronaropathies

Les coronaropathies regroupent I’angine de poitrine, 'angor instable, I'infarctus du myo-
carde et 'arrét cardio-circulatoire. D’apres I'institut national de la santé des Etats—Unis, des
douleurs de poitrine pouvant s’étendre aux bras, aux épaules, au dos, au cou et dans la
machoire sont une manifestation commune de ces maladies. Ces douleurs peuvent apparaitre
durant une activité physique ou en période de stress.®! Comme leur nom l'indique, ces mala-
dies affectent les arteres coronaires, les arteres approvisionnant le muscle cardiaque en sang
oxygéné. Ces arteres partent de la base de 'aorte, juste a la sortie du ventricule gauche.
On en dénombre deux, 'artere coronaire gauche et l'artere coronaire droite, chacune ayant
ensuite des embranchements, comme exposé dans la figure 1. Ces arteres représentent la seule

source d’approvisionnement pour le muscle cardiaque et sont donc essentielles a sa survie.

2.1 Physiopathologie

Les coronaropathies apparaissent le plus souvent lorsque les arteres coronaires sont par-
tiellement ou totalement obstruées, principalement en raison de ’athérosclérose. La plaque
d’athérome se forme lorsque la paroi endothéliale est exposée a des lipoprotéines de basse
densité oxydées. Les lipoprotéines de basse densité (LDL) sont des complexes chargés du
transport des lipides. Ils sont composés d’alipoprotéine B-100 et de protéines annexes ainsi
que d’acide linoléique, de cholestérol, de triglycérides divers et de vitamines hydrophobes,
le tout entouré d’une couche de phospholipides?. Ces LDLs sont absorbés par les cellules
nécessitant des acides gras et du cholestérol pour leur métabolisme. C’est lorsque les LDLs
sont exposés & des radicaux libres qu’ils peuvent s’oxyder.™ Lorsque I’endothélium vascu-
laire est exposé aux LDLs oxydés, il devient perméable aux monocytes et aux lymphocytes,
des cellules du systeme immunitaire. Les monocytes peuvent alors adhérer a ’endothélium et
migrer dans I'espace sous-endothélial pour se différencier en macrophages, ces macrophages
vont endocyter le LDL oxydé sans pouvoir le recycler et vont évoluer en cellules spumeuses,
nommées en raison des nombreuses vésicules riches en lipides qu’elles contiennent.™ Les cel-
lules spumeuses finissent par mourir et laissent derriere elles un noyau nécrotique contenant
des résidus lipidiques, la formation de ce noyau entraine le recrutement d’autres monocytes

via la sécrétion de cytokines par les cellules endothéliales voisines.
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Figure 1 Ici on peut voir les deux arteres coronaires principales en rouge, l’artére coronaire droite
et ses embranchements, I’artere marginale droite et 'artere interventriculaire postérieure qui ali-
mentent respectivement les faces antérieure et postérieure du ventricule droit. Le tronc commun se
divise en deux branches. L’artere circonflexe gauche qui se déploie dans le sillon atrio-ventriculaire
et donne l’artére marginale gauche qui alimente la face postérieure du ventricule gauche. L’artere
interventriculaire antérieure qui se divise en plusieurs diagonales alimentant le ventricule gauche.

Hllustration adaptée du travail de Patrick J. Lynch

Ces monocytes vont a leur tour se différencier et continuer le processus, permettant ainsi
a la plaque de grossir. Les plaquettes vont également étre recrutées sur le site et le noyau
nécrotique va se retrouver entouré par une chape fibreuse qui contribue également a 1I’évolution
de la plaque. Les cellules musculaires lisses en contact avec la plaque accumulent du calcium,
ce qui crée des dépots de calcium extra-cellulaire lorsqu’elles meurent. Ces dépots cristallisent
et entrainent la solidification de ’artere autour de la plaque, la rendant moins tolérante a
la déformation entrainée par 1’évolution de la plaque.’ Lorsque la plaque est suffisamment
volumineuse, elle va alors obstruer partiellement 'afflux sanguin et entrainer une ischémie,
c¢’est a dire une réduction de I’approvisionnement en oxygene des cellules du muscle cardiaque.
Les premiers symptomes peuvent apparaitre sous la forme d’une angine de poitrine stable,
qui se manifeste lorsque ’alimentation en oxygene des cellules du muscle cardiaque devient
insuffisante par rapport a leurs besoins, typiquement lors d’activités physiques ou durant des
périodes de stress.™¥ Dans certains cas (plaque lipidique et tres inflammatoire), il peut se
produire une rupture de la plaque ou une érosion de la chape fibreuse, les éléments fortement

pro-thrombotiques du sous-endothélium tels que le collagene et le facteur tissulaire sont alors
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exposés a la lumiere du vaisseau. Au contact de ces éléments les plaquettes vont alors s’activer
puis activer la cascade de la coagulation®™, ce qui va conduire & la formation d’un throm-
bus ce qui peut entrainer I'occlusion de l'artere.?® Le développement de I'athérosclérose,
synthétisé dans la figure 2, est tres long et commence souvent durant Uenfance™, 1’évolution
des plaques est souvent asymptomatique mais la rupture de la chape et la formation du

thrombus peuvent aboutir a des conséquences tres sérieuses.

I 11 111 v \'% VI
Progression I

Figure 2 Développement de la plaque d’athérome. Le stade I correspond & un endothélium sain,
imperméable aux leucocytes. Le stade II survient durant la premiere décennie, durant ce stade
I’exposition de I’endothélium aux LDLs oxydés permet ’adhésion de l'infiltration des leucocytes.
Durant les deux décennies suivantes la plaque d’athérome progresse vers les stades I11 et IV. Durant
le stade III les leucocytes infiltrés dans I'intima vont accumuler des lipides et former des cellules
spumeuses. Durant le stade IV les cellules spumeuses meurent et forment le noyau de lipides for-
mant le coeur de la plaque d’athérome. Durant le stade VI les cellules musculaires lisses entourant
la plaque meurent et liberent du calcium, une chape fibreuse se développe autour de la plaque. Au
stade V la chape fibreuse s’érode et le contenu de la plaque entre en contact avec la lumiere en-
dothéliale, la cascade de la coagulation est activée par la présence de collagene, de facteur tissulaire
et d’autres molécules pro-thrombotiques. C’est lorsque le stade VI est atteint qu’on peut observer
des syndromes coronaires aigus.
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La rupture de la plaque peut entrainer une occlusion complete du vaisseau qui se mani-
feste sous la forme d’un syndrome coronaire aigu, un événement aigu dont les symptomes
sont similaires & ceux de I’angine stable mais qui peut se produire au repos.™ L’oxygene
étant un élément vital pour les cellules, cette privation peut entrainer une nécrose rapide des
tissus. On peut constater la nécrose des tissus entre 40 et 60 minutes apres 'occlusion du
vaisseau.!8 C’est lorsque les cellules du muscle cardiaque meurent que survient U'infarctus du
myocarde, dont les symptomes peuvent se manifester sur une période de 3 a 4 heures et qui
est un événement potentiellement fatal. Le tissu cardiaque mort ne pouvant pas régénérer, il
va alors cicatriser et faire de la fibrose, ce qui est susceptible de perturber le fonctionnement
du ceeur et entrainer des complications telles qu'une péricardite ou des troubles du rythme
cardiaque responsables d'un arrét cardiaque ou d’une insuffisance cardiaque, en fonction de
la taille de la zone touchée et de sa position.

Le diagnostic des coronaropathies peut se faire a 'aide d’examens fonctionnels dont le but
est de démontrer la présence d’une ischémie myocardique tels que les électrocardiogrammes,
les électrocardiogrammes d’effort, la tomoscintigraphie myocardique de perfusion d’effort,
I’échocardiographie de stress et I'IRM de stress. Des examens morphologiques, qui per-
mettent d’examiner directement la morphologie des arteres coronaires sont également pos-
sibles, tels que la coronarographie ou le scanner coronaire (CT-scan).2% Les événements
aigus nécessitent des traitements immédiats, de la nitroglycérine peut etre prescrite afin de
diminuer la pression artérielle et soulager les douleurs de poitrine.2 11 est possible de réduire
le thrombus avec une angioplastie coronaire. On utilise alors une sonde cathéter gonflable
afin de réduire I'occlusion. Enfin la troisieme méthode est une méthode chirurgicale, un pon-
tage aorto-coronarien. Il s’agit dans ce cas de contourner 1’occlusion en implantant une autre
artere en aval??. Les deux dernieres méthodes permettent d’allonger 'espérance de vie apres

événement et réduisent le risque d’un arrét cardiaque.?

2.2 Epidémiologie

Malgré le fait que les coronaropathies ont globalement reculé dans les pays développés
depuis la fin du 20eme siecle,P* 23 elles restent les maladies cardiovasculaires les plus com-
munément rencontrées.28 En 2015, les coronaropathies ont affecté 110 millions de personnes
causant 8,9 millions de déces, ce qui en fait la cause de déces la plus commune dans le

monde. 28 27

Les coronaropathies peuvent survenir a tout age, cependant le risque augmente
d’un facteur 2,3-2,7 par tranche de dix ans.28 Toutes ces donnés suggerent que la mortalité
due aux coronaropathies recule mais reste un phénomene majeur qui mérite amplement le

nom d’épidémie.
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Afin d’établir des stratégies de prévention et de guider la recherche thérapeutique, il est im-
portant d’identifier les causes et les facteurs de risque associés aux maladies cardiovasculaires,
ce que la recherche en épidémiologie s’est attelée a faire jusqu’a présent. Comme pour la plu-
part des autres maladies, on distingue des facteurs de risque communs, dont certains sont
immuables et d’autres qui peuvent étre modifiés. L’age reste le plus important, puis vient
le sexe avec un risque plus élevé pour les hommes.28 ’étude INTERHEART a permis de
mettre évidence que I’hypercholestérolémie, le tabagisme, le diabete, ’hypertension artérielle,
I'obésité abdominale et les facteurs psychosociaux sont des facteurs de risque importants
tandis qu’'une alimentation riche en fruits et légumes et la pratique de 'exercice physique
réguliere sont des facteurs atténuants.®? Les facteurs de risques les plus importantsB® 510
sont le tabagisme avec une augmentation du risque estimée a 3,3 fois pour la femme et 1,9 fois
pour ’homme, 2 I’hypertension avec une augmentation du risque estimée a un facteur 2 pour
chaque tranche de 20mmHg de pression en systole et 10mmHg en diastole, 33 I'obésité avec
une augmentation de 40% du risque de maladie vasculaire pour chaque tranche de 5 d’indice
de masse corporelle supplémentaire, ¥ le diabéte qui double le risque de développer une ma-
ladie coronarienneB® 58 et le manque d’activité physique qui serait & 1’origine de 6% des cas

BT

de maladie coronarienne.B? Enfin la dyslipidémie joue également un réle important. le cas

des lipides étant cependant plus complexe car bien que les taux de LDLs et de triglycérides
augmentent de maniére importante le risque de maladie coronarienne, %59 i] semblerait que
dans le cas des LDLs la taille des particules®? ainsi que la durée de 'exposition®#2 jouent
un role important. D’apres 1’étude de Framingham le HDL-cholestérol joue un role protecteur
et pourrait donc mitiger 'effet des autres particules lipidiques.®¥ On note également 1’exis-
tence de facteurs de risque plus modestes, comme un environnement de travail stressant qui
serait responsable de 3% des cas de maladie coronarienneP# 43l et 1a dépression avec 2,9% des
cas de maladie coronarienne qui lui seraient attribuables.®9 Les taux de certains facteurs de
I’hémostase comme le fibrinogene, le facteur VII ou le facteur XII,#7 le d-dimere, le complexe
thrombine-antithrombine et le complexe plasmine-antiplasmine sont également associés a un
taux de mortalité plus élevé dans les coronaropathies,® ce qui pourrait étre en lien avec leur

role dans la formation du thrombus.

Etant donné I'impact des facteurs de risque comportementaux, la plus grande part du travail
de prévention des coronaropathies passe par la modification des comportements a risque.
Ainsi, les premiers conseils de prévention sont de pratiquer une activité physique réguliere,
de maintenir un régime alimentaire sain et équilibré et d’éviter la consommation de tabac.®!
La pratique de I'exercice réduit notamment le risque de développer la maladie, I'exercice phy-
sique tres fréquent peut réduire le risque de pres de 25%.29 Les bienfaits d'une alimentation
équilibrée ont maintes fois été démontrés et il est conseillé de privilégier les fruits et légumes

[50, 51

tout en évitant les acides gras trans. | Une alimentation peu calorique a également des ef-
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fets positifs sur des pathologies associées comme le diabete de type 2.52 L’arrét de la consom-
mation du tabac permet de réduire le risque de maladie coronarienne, ce qui montre que méme
apres plusieurs années de consommation il n’est pas trop tard pour controler le risque.B3 Pour
les individus ayant un profil a risque des traitements pharmacologiques peuvent étre envisagés
en guise de méthode de prévention. Les statines, des médicaments hypolipémiants, peuvent

[54] I’

étre utilisées chez les personnes faisant de ’hypercholestérolémie, aspirine peut étre ap-

551 ot les béta-bloquants peuvent aider les personnes

propriée pour les profils thrombophiles,
souffrant d’hypertension.P¥ Lorsque la prévention ne permet pas d’empécher ’apparition des

coronaropathies, il existe tout de méme des moyens de les détecter et de les traiter.

2.3 Génétique

Un autre facteur de risque est bien évidemment la génétique, qui mérite d’étre mentionnée
a part car 'effet de la génétique n’est pas entierement caractérisé et les mécanismes physiolo-
giques par lesquels le risque génétique se manifeste ne sont pas tous compris. L’héritabilité des
maladies coronarienne a été estimée entre 40% et 60% et le risque relatif pour des jumeaux
monozygotes augmente d'un facteur 8,1 par comparaison avec la population générale. 758l
Plusieurs types de mutations rares sont associées au risque de coronaropathie, ces mutations
ont souvent une forte pénétrance. C’est le cas par exemple des différentes formes d’hyper-
cholestérolémie familiale, qui touchent en général des genes impliqués dans le métabolisme
du cholestérol tels que APOB, LDLR ou PCSK9.59 Les formes homozygotes des hypercho-
lestérolémies familiales sont généralement associées a un taux élevé de LDL-cholestérol et un
risque tres élevé d’athérosclérose. Mis a part ces mutations rares, une centaine loci ont été

LEXG06I Up résumé de ces loci est présenté dans la

associés au risque de coronaropathie.!
figure 3. De nombreux loci identifés semblent avoir un effet individuel modeste sur le risque
de développer une maladie coronarienne mais leurs interactions entre eux et avec ’environ-
nement ainsi que les mécanismes qu’ils affectent restent a déterminer. On sait cependant que
certains d’entre eux affectent des mécanismes physiologiques intéressants. Par exemple, on
retrouve des mutations de GUCY1A3 et CCT7 associées a l'infarctus du myocarde.? Ces
genes sont impliqués dans la réponse des plaquettes a 'oxyde nitrique (NO), une molécule de
signalisation favorisant la vasodilatation et réduisant la capacité d’activation des plaquettes
et la capacité d’adhésion & Iendothélium des leucocytes.¥ De la méme maniére, des va-
riations du gene NOS3 ont été associées aux coronaropathies. NOS3 code pour eNOS,
I’enzyme chargée de la production du NO dans les cellules endothéliales. On retrouve des
associations pour des loci tels que APOA5-A4-C3-A1 ou LPA qui composent les complexes
lipoprotéiques (LDL et HDL), PCSK9 qui est impliqué dans ’homéostasie du LDL, LDLR le
récepteur du LDL, COL4A1-A2 qui codent pour des éléments du collagene de type 4, IL6R

le récepteur a l'interleukine 6, une molécule pro-inflammatoire notamment sécrétée par les
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cellules spumeuses, ou encore SH2B3 et CXCL12 qui sont impliqués dans la chimiotaxie et
Iactivation des lymphocytes T.6#6667 16 géne PROCR est lui aussi potentiellement im-
pliqué dans le risque de développer une maladie coronarienne,/® ce dernier code pour un

récepteur a la protéine C, une protéine chargée de réguler I'activité de la thrombine
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Figure 3 Ce Manhattan-plot circulaire offre un bon apercu des loci associés aux coronaropathies

dans la population générale. On remarque la présence de génes du métabolisme des lipides comme
PCSKY, LPA ou encore LDLR mais aussi des genes de la réponse immunitaire comme IL6R.

Nlustration issue de Uarticle de Nikpay et al, Nat Genet 20157
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On retrouve également des associations avec ANGPTL/ et LPL)% des genes impliqués
dans la régulation du taux de triglycérides présents dans la circulation. Les effets de ces va-
riations sont modestes mais il existe un grand nombre de loci associés aux coronaropathies.
En revanche l'effet de toutes ces variations n’est pas nécessairement additif. L’effet de ’accu-
mulation des variations ne correspond pas & la somme des effets individuels,™ ce phénomene
suggere des interactions plus complexes. En comparaison aux facteurs de risque comporte-
mentaux, il peut sembler difficile d’intervenir sur les facteurs génétiques. Leur étude a cepen-
dant un intérét non négligeable car I'identification de genes associés a la maladie permet de
découvrir les mécanismes impliqués, et permet parfois de découvrir des cibles thérapeutiques
potentielles, ce qui est par exemple le cas de PCSK9. Ce gene a été identifié en 2003 et as-
socié & 'hypercholestérolémie, ™ d’autres mutations ont ensuite été découvertes,™ ajoutant
plus d’importance au gene. La protéine codée par PCSK9 est impliquée dans la dégradation
des récepteurs au LDL, limitant ainsi le nombre de récepteur a la surface des cellules et la
réduction de taux de LDLs présents dans la circulation.™ Il a été montré qu'une réduction
de T'activité de PCSK9 est associée a une réduction du taux de LDLs™ la protéine a donc
naturellement été envisagée comme une cible thérapeutique.™ Les études de génétique sont
une bonne solution lorsqu’il faut clarifier les liens de cause a effet entre une variable physio-
logique et la maladie, ce qui n’est pas toujours bien établi dans les études d’épidémiologie
classique. Les travaux effectués sur les variations de LDLR affectant le taux de LDLs dans
le sang et leur impact sur le risque de maladie coronarienne en sont un bon exemple.™ En
effet, ces travaux font intervenir des méthodes de randomisation Mendelienne, dans lesquelles
sont utilisées des variations génétiques affectant un facteur d’exposition (ici le taux de LDL-
cholestérol) afin de les utiliser comme marqueur de l'effet de ce facteur d’exposition sur la
pathologie d’'intérét. @ Ces méthodes sont puissantes car elles permettent de s’affranchir d’un

certain nombre de facteurs de confusion et permettent d’établir la direction du lien causal.

3 La thrombose veineuse

La thrombose veineuse est une maladie vasculaire causée par la formation d’'un thrombus
dans une veine. Une forme commune de thrombose est la thrombose veineuse profonde qui
touche une veine profonde généralement dans les jambes, les veines profondes sont respon-
sable de la majeure partie du transport du sang vers le coeur.”™ Le thrombus est susceptible
d’obstruer completement la circulation dans la veine touchée conduisant a une rougeur et
un cedéme au niveau du membre concerné. Il est possible que le thrombus se lyse et qu’'un
des fragments soit emporté vers le coeur puis les poumons par la circulation. De la il risque
d’obstruer une artere pulmonaire provoquant alors une embolie pulmonaire. L’embolie pul-
monaire est une complication sérieuse de la thrombose veineuse.™ La thrombose veineuse

est une maladie complexe impliquant plusieurs facteurs de risque immuables tels que 1’age
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et environnementaux tels que les traumatismes ou les immobilisations completes ou d’un
membre sur une relativement longue durée.B La génétique est également impliquée et plu-
sieurs mutations connues expliquent une part des cas de thrombose veineuse. C’est le cas des
déficits en antithrombine III, en protéine C et en protéine S ainsi que des mutations FV Lei-
den et 20210A de la prothrombine.®! Les mécanismes pathophysiologiques de la thrombose
veineuse ont été catalogués par le docteur Prusse Rudolf Virchow en 1856, la communauté
scientifique les a plus tard regroupés sous le terme de triade de Virchow.52 Cette triade est

composée de trois éléments :

Hypercoagulabilité Changement de la composition du sang favorisant 1’activation des
facteurs de la coagulation, ces changements peuvent étre dus a des mutations génétiques,

un état pro-inflammatoire ou a une hyperviscosité sanguine.

Changement hémodynamique Un ralentissement du flux sanguin qui peut étre causé

par une immobilisation prolongée du membre concerné.

Irritation de la paroi endothélialie Des dégats subits par la paroi endothéliale, qui
peuvent étre causés par une blessure ou un traumatisme, une inflammation ou du

stress oxydatif.

La présence de ces trois éléments est un élément clé dans le développement de la thrombose
veineuse et les facteurs de risque identifiés peuvent généralement étre reliés a un de ces

composants.

3.1 Physiopathologie

Pour comprendre les mécanismes pathologiques aboutissant a la formation du thrombus
il faut connaitre et comprendre le fonctionnement du processus de coagulation. On distingue
deux phases dans la coagulation. La premiere est 1'activation des plaquettes et la seconde
est la cascade de coagulation qui est présentée en détail dans la figure 4. Le recrutement des
plaquettes a lieu immédiatement apres la lésion de la paroi endothéliale. Elle est due a ’expo-
sition du collagene & la lumiere vasculaire.®3 Les plaquettes disposent de plusieurs récepteurs
permettant de se lier au collagene, notamment le complexe glycoprotéique Ia/Ila (GPIa/Ila).
La présence de facteur de von Willebrand (VWF) produit par les cellules endothéliales et les
plaquettes jouent un role dans I’établissement des liaisons entre les fibres de collagene et les
glycoprotéines Ib/IX/V des plaquettes.B! L’activation des plaquettes accumulées au site de
la blessure peut se faire de plusieurs manieres : par le biais de la liaison entre le collagene et
vWF avec la glycoprotéine VI, qui active une cascade métabolique impliquant la PKC ou par
la thrombine qui peut activer les plaquettes en se liant au récepteur protéase-activé 4 (PAR4)

a la surface des plaquettes. Ce mécanisme fait également appel au facteur tissulaire (TF) et
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au facteur VILB9 Une fois les plaquettes activées, elles liberent des granules contenant no-
tamment du facteur d’activation des plaquettes (PAF) et du thromboxane A2 (TBXA2). Le
PAF va favoriser 'activation d’autres plaquettes tandis que le TBXA2 va modifier la glyco-
protéine IIb/Illa et augmenter son affinité pour le fibrinogene. Ceci va favoriser 1'agrégation

B4 La cascade de coagulation est concomitante au re-

des plaquettes sur le lieu de la 1ésion.
crutement et a ’activation des plaquettes et possede deux voies d’amorce différentes, la voie
extrinseque et la voie intrinseque. Ces deux voies convergent vers une cascade commune qui

meéne & la génération de fibrine. 8

La voie extrinseque est dépendante du TF, déja mentionné plus haut, qui est exposé a la
circulation par la blessure et peut donc rencontrer le FVII avec lequel il forme un complexe
TF-FVIla. Le TF-FVIIa va alors activer le facteur X (FX) qui en s’unissant au facteur V
activé (FVa) va catalyser la transformation de la prothrombine en thrombine. La thrombine
participe avec le facteur XIII (FXIII) a la transformation du fibrinogéne en fibrine en plus
d’amplifier la cascade par un mécanisme de rétro-controle et d’activer les plaquettes.E? La
voie extrinseque est régulée par l'inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) qui inhibe
I’activation de FX par le complexe TF-FVIIa. La voie intrinseque est déclenchée par 'expo-
sition du collagene au kininogene, ce qui permet 'activation du facteur XII, qui permet a son
tour d’activer le facteur XI (FXI) puis le facteur IX (FIX), le FIXa se lie a FVIIIa et active
FX. La voie intrinseque rejoint alors la voie extrinseque dans la génération de thrombine
puis de fibrinogene. B9 La fibrine sert d’ancrage aux plaquettes et permet la stabilisation du
thrombus.B¥ La cascade de coagulation est régulée par plusieurs facteurs en plus du TFPI.
Il y a la protéine C, qui désactive FVa et empéche la formation du complexe FVa-FXa.
L’antithrombine qui dégrade le FXa et la thrombine, la plasmine qui dégrade la fibrine et la
prostacycline qui bloque la libération des granules par les plaquettes activées.8? C’est lorsque
plusieurs éléments se réunissent pour favoriser ’activation du processus de coagulation que
le risque de thrombose veineuse émerge. Plusieurs éléments sont susceptibles de favoriser
la formation de thrombus. D’abord, I’endothélium sain sécrete normalement des facteurs
anti-thrombotiques comme le NO, la prostacycline et ’ADPase endothéliale qui inhibent
I'activation des plaquettes.®? Lorsqu’il y a une dysfonction des cellules endothéliales, cette
barriere de protection est susceptible de disparaitre. La dysfonction des cellules endothéliales
peut avoir plusieurs origines mais certaines pathologies peuvent en étre la cause, notam-
ment le diabete.®! Un environnement hypoxique est également un élément important, car
les cellules endothéliales vont produire des molécules comme HIF-1 et EGR-1 qui favorisent
'activation des monocytes qui vont alors adhérer & I'endothélium et produire du TF.192 93]
C’est notamment pour cette raison que les valves veineuses sont souvent des sites de forma-
tion de thrombi, la zone abritée de la valve est propice & I'hypoxie.¥ Une dysfonction d'un

des facteurs de la coagulation peut également provoquer un état pro-thrombotique. C’est le
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cas de mutations comme FV Leiden qui entraine une résistance a la protéine C activéelS ou

le déficit en protéine S qui est un cofacteur important de la protéine C activée. !

XII Facteur de Hageman

Voie intrinséque XI Facteur Rosenthal
Contact de surface IX Christmas factor
VII Proconvertine
l XIIT Facteur Laki-Lorand

- . : .
XII XL I L:LJr Pl‘loslphollpldle membranaire des plaquettes
Ca™™ Cations calcium

i TF  Facteur tissulaire (o= forme active)

XI — Xla

Voie extrinséque

TF:VIla«——— Dommages tissulaires
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Figure 4 Représentation de la cascade de la coagulation et facteurs de coagulation impliqués. On
remarque I'implication du facteur anti-hémophilique A (facteur VIII) dans l'activation du facteur X
par le facteur IXa dans la voie intrinseque. La proaccélérine (facteur V) intervient dans l’activation
de la thrombine.

Lllustration adaptée du travail du Dr Graham Beards

3.2 Epidémiologie

La thrombose veineuse touche environ 200 personnes par 100 000 par an en Europe, avec
un taux de récidive relativement élevé puisque pres de 30% des événements sont suivis d’'un
nouvel événement dans les 10 ans qui suivent.®8 C’est une maladie liée & 'age, avec un age
moyen & la déclaration de la maladie proche de 60 ans.? La thrombose veineuse profonde
peut étre a l'origine d’une embolie pulmonaire, 10% des embolies pulmonaires sont fatales
dans ’heure suivant leur occurrence. Le taux de mortalité sous les 3 mois de 1’embolie pul-
monaire étant de 15%.% Bien que la thrombose veineuse ne soit pas aussi fréquente que les

coronaropathies, elle n’en reste pas moins un fardeau majeur dans le monde et représente une
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dépense santé entre 1,5 millards et 13,2 milliards d’euros en Europe.® Le premier facteur de
risque de thrombose veineuse est 1’age, avec un risque passant de 1 sur 10 000 avant 40 ans
pour rapidement augmenter et passer a 5 a 6 pour 1 000 a partir de 80 ans. L’age est également
associé & un taux d’embolie pulmonaire et une mortalité plus élevés.P? D’autres facteurs de
risque modifiables ou temporaires connus sont 1'obésité. Chez I’homme et la femme un IMC
supérieur & 30 est associé & un risque 2 & 3 fois plus élevé. 20 T’immobilisation prolongée
et les traumatismes sont également des facteurs de risque temporaires. L’augmentation du
risque durant une hospitalisation démontre bien ce phénomene, 20% des patients admis dans
un service médical développent une thrombose et c¢’est également le cas de 40% des patients
admis en chirurgie.F% Certains facteurs de risques sont spécifiques aux femmes, l'incidence
de la maladie thromboembolique veineuse est notamment accrue lors de la grossesse et durant
la période du post-partum. La prise de contraceptifs oraux ou d’une thérapie hormonale a
base d’cestrogene est également un facteur de risque.f 0 On observe d’ailleurs une un effet
joint important avec d’autres facteurs de risques tels que I'obésité, qui couplée a la prise de

contraceptifs oraux est associée a un risque 24 fois plus élevé. 101!

Un traitement prophylactique contre la thrombose est parfois recommandé pour les patients

102 Tes voyages avec de long trajets, par exemple en avion, sont également un

hospitalisés. !
facteur de risque associé a une augmentation de deux fois du risque normal observée durant
les semaines qui suivent le voyage.l% Les traumatismes majeurs et mineurs sont également
un facteur de risque, notamment les traumatismes au niveau des jambes qui sont associés a
un risque cinqg fois plus élevé de développer une thrombose veineuse dans les mois suivant la
blessure.™ Certaines maladies sont également associées au risque de thrombose veineuse.
C’est le cas des cancers qui sont associés a une incidence de 12,4 cas pour 1 000 cancers six
mois apres le diagnostic. On retrouve également une association avec d’autres maladies
avec atteinte neurologique qui sont associés avec un risque de thrombose veineuse accru d’un
facteur 2,4 et 4,9 respectivementf® et les maladies inflammatoires digestives qui sont as-

M08l e diabete est également associé & un risque plus

sociées a un risque 3 fois plus élevé.
élevé de thrombose. L’incidence chez les diabétiques est de environ 400 par 100 000 indivi-
dus par an, ce qui correspond environ au double de I'incidence observée dans la population
générale.107 Les mécanismes et les liens de causalités reliant ces facteurs de risques a la
thrombose veineuse ne sont cependant pas élucidés et constituent un axe de recherche impor-
tant. Le diagnostic d’une thrombose veineuse profonde peut se faire avec plusieurs méthodes.
La premiere est un score clinique appelé score de Wells. Il s’agit d’un bareme allant de -2 a
9 dépendant de plusieurs criteres physiques et d’informations sur les antécédents médicaux

M08 Cependant, le score de Wells ne permet pas & lui seul de diagnostiquer une

du patient
thrombose veineuse mais sert a appuyer les résultats des tests paracliniques. La mesure des

D-dimeres dans le sang est également un outil employé. Les D-dimeres sont des produits de
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dégradation de la fibrine et sont témoins d’une activité de génération de fibrine. Cependant
le taux D-dimeres est un marqueur peu spécifique car il est également associé a d’autres
états tels que I'inflammation, les cancers, les traumatismes, etc... En définitive, le test des
D-dimere est seulement utilsé pour éliminer un diagnostic de thrombose veineuse. L’imagerie
peut également étre employée, on a alors recours a des méthodes telles que 1’écho doppler des
membres inférieurs, I’angioscanner pulmonaire, la scintigraphie pulmonaire de ventilation-
perfusion et 1’échocardiographie transthoracique.l9® 15 Te traitement et la prévention chez

les profils a risque se font & I’aide de médicaments anti-coagulants comme I’héparine. 1%

3.3 Génétique

Déja mentionnée plus haut, la génétique joue un role important dans le risque de throm-
bose veineuse. Des mutations ayant un effet tres important ont déja été identifiées. Des
mutations provoquant des déficits en protéine C, protéine S et en antithrombine ont un effet
tres fort sur le risque de thrombose mais sont tres rares, ces déficiences étant en général ren-
contrées dans moins de 1% de la population.B® Les mutations & I'origine de ces déficiences
sont des mutations de perte de fonction conduisant a une production diminuée de la protéine

LI 2013 Op retrouve

ou & la production d’une protéine mutée incapable de remplir son role.!
également des mutations procurant un risque plus modeste mais qui sont plus fréquentes.
C’est le cas de F'V Leiden R506Q), un polymorphisme d’un seul nucléotide également désigné
par l'identifiant rs6025. Il substitue une arginine par une glutamine au niveau du site de
clivage de la protéine C activée. Cette variation engendre un retard de l'inactivation de FVa
par la protéine C activée, ce qui conduit a un phénotype de résistance a la protéine C activée
qui est a l'origine d'une augmentation de la génération de thrombine.7 Cette mutation a
une fréquence d’environ 5% chez les Européens et est retrouvée chez 2% des patients d’origine
Européenne avec une thrombose veineuse.®!! Une mutation dans la région 3'UTR du gene de
la prothrombine, la mutation 20210A ou rs1799963, est associée a une quantité légerement
plus élevée de prothrombine dans la circulation et a un risque accru d’un facteur 2 a 3 de
thrombose veineuse. Cette mutation est quasiment exclusive aux Européens et est rencontrée
dans 3% & 6% des cas de thrombose veineuse en fonction des études.BF 14 Les deux muta-
tions étant relativement communes, il est possible de rencontrer des porteurs de 20210A et
FV Leiden, ces individus doubles hétérozygotes présentent un risque de thrombose veineuse
augmenté de 20 fois. Ces mutations ont également un effet combiné avec des facteurs de risque
dus a 'environnement, notamment ’'obésité, les individus avec un IMC supérieur a 30 et por-
teurs de FV Leiden ou 20210A ont un risque accru d'un facteur 8 et 7 respectivement. M5 101
Le méme phénomene se produit lorsque la présence d'un groupe sanguin non-O et la présence
de la variation F'V Leiden sont observées, dans ce cas le risque de maladie thromboembolique

veineuse est augmenté d’un facteur 23116
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Locus Polymorphisme | Alleles(”) | RAF®) | OR
rsH79459 c/T 0,22 1,50

ABO
rs8176749 A/G 0,10 1,50
72 rs1799963 A/G 0,008 2,29
rs3136516 A/G 040 | 1,12
75 rs6025 A/G 0,03 3,25
rs4524 A/G 0,75 1,20
Fs rs114209171 T/C 0,80 1,11
711 rs2289252 T/C 0,41 1,35
12036914 C/T 0,60 1,35
rs2066865 T/C 0,25 1,25

FGG
rs2227421 C/A 0,34 1,13
KNG1 rs7100446 Thr/Tle 0,40 1,20
6088735 T/C 0,23 1,11

PROCR " /
rs867186 Gly/Ser | 0,10 | 1,22
rs121918472 Pro/Ser 0,002 | 6,57
PROS1
rs121918474 | Glu/Lys | 0,009 | 5,00
152227624 | Glu/Val | 0,004 | 2,30
SERPINC1

152227589 T/C 0,10 | 1,05
SLC}4A2 rs2288904 Arg/Gln 0,76 1,28
STXBPS5 rs1039084 A/G 0,55 1,11
THBD 1516984852 T/G | 0,005 | 2,80
TSPAN15 rs78707713 T/C 0,90 1,42
VWF rs1063856 Ala/Thr 0,40 1,20
MTHFR 51801133 | Ala/Val | 025 | 1,20
CYP4V2 rs13146272 Lys/Gln 0,56 1,24

Tableau 1. Principales variations associées au risque de thrombose veineuse.
(1) Allele & risque /allele protecteur. Pour les polymorphismes non-synonymes, les acides aminés sont
indiqués a la place des nucléotides.
(2) Fréquence de l'alléle A risque.
Tableau issu des données des articles de Trégouét et Morange, Br J Haematol 2018117

et Rosendaal FR, J Thromb Haemost 20095

La variation 10034T ou rs2066865 du fibrinogene est également associée a un risque de
thrombose accru. Il sdgit d’un polymorphisme fréquent puisque la fréquence de l'allele a
risque se situe entre 25% et 30% en fonction des études.BX 18 e fibrinogene est un élément
clé de la formation du thrombus. Enfin, les différents alleles du gene ABO sont associés au
risque de thrombose, les individus avec un groupe non-O ayant un risque accru d’un facteur 2 a
4,819 Jeg individus du groupe sanguin O présentant des taux de vWF et de FVIII réduits. 20
D’autres variations aux effets moindres ont été identifiées, la plupart grace a des études

d’association pan-génomiques. La plupart sont des variations plutot communes associées avec
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un risque relatif compris entre 1 et 2. On note par exemple la variation rs867186 localisée dans
PROCR, le gene codant pour le récepteur a la protéine C.121 Des travaux ont montré que des
variations de ce gene sont associées au taux de récepteur soluble a la protéine C qui joue un
role d’inhibiteur de Iactivation de la protéine C.H22 Des variations affectant FXI,123 et des
variations sur des génes aux fonctions moins connues comme SLC44A2 et TSPAN15.124 es
analyses génétiques ont permis d’identifier un grand nombre de genes associés a la thrombose
veineuse, les principaux sont résumés dans le tableau 1. Ces études ont permis de révéler
des mécanismes importants dans le développement du thrombus, cependant la fonction de
nombreux genes identifiés est encore inconnue et la caractérisation de leur role représente un

travail colossal.

4 Voies physiopathologiques partagées entre les coro-

naropathies et la thrombose veineuse

Les deux pathologies cardiovasculaires auxquelles je m’intéresse en particulier dans ce
manuscrit sont les coronaropathies et la thrombose veineuse. Les deux maladies ont été
présentées avant et on peut remarquer des éléments qui permettent de les distinguer, en
particulier la dyslipidémie qui est un facteur de risque majeur des les coronaropathies.3
Plusieurs travaux suggerent que la dyslipidémie joue un role dans le risque de thrombose
veineuse, cependant ces résultats sont controversés.H23126l On remarque cependant que les
coronaropathies sont favorisées par une hypertension artérielle®¥ tandis que la thrombose
veineuse se développe plutot dans un contexte de stase qui fait partie des trois éléments de
la triade de Virchow.®2 On ne peut cependant pas s’empécher de remarquer que des facteurs
de risque commun existent, tels que 'obésité qui est un facteur de risque tres significatif dans

34,100, 125] ot ] diabete qui double grossierement le risque de développer les

les deux maladies!
deux pathologies. % H0% 125 Ceg points communs entre les deux pathologies, en plus du fait
que dans les deux cas on remarque une augmentation de ’activation des plaquettes et des fac-
teurs de 'hémostase2% 128 suggerent un lien entre I'athérosclérose et la thrombose veineuse.
Ceci laisse penser que des mécanismes communs aux deux pathologies existent et c’est en
effet le cas lorsqu’on s’intéresse au processus d’obstruction des arteres coronaires apres rup-
ture de la plaque d’athérome puisque cette étape fait intervenir les facteurs de 'hémostase,
de la méme facon que la formation du thrombus dans la thrombose veineuse, bien que la
composition du thrombus soit différente dans les deux cas.F2! Ces éléments ont amené de
nombreux chercheurs a s’intéresser aux liens entre les deux pathologies. Il a en premier lieu
été suggéré que la présence de plaques d’athérome était un facteur de risque de thrombose
veineuse. Des travaux ont montré que la présence d’athérosclérose asymptomatique était un

facteur de risque indépendant pour la thrombose veineuse profonde.’3% De la méme maniere,

18



Introduction Le diabeéte sucré

plusieurs travaux ont montré un risque plus élevé de développer des maladies cardiovascu-
laires dues a ’athérosclérose, notamment des infarctus du myocarde, apres un événement de
thrombose veineuse.l3! On note également que les statines, un médicament utilisé pour le
traitement des coronaroptahies en raison de leur effet hypolipémiant et leur effet sur la fonc-
tion endothéliale, permettent également de réduire significativement le risque de thrombose
veineuse, ce qui pourrait indiquer un mécanisme pathophysiologique partagé entre les deux
pathologies.B32 Le fait que ces maladies partagent un certain nombre de facteurs de risque
et que chacune soit un facteur de risque indépendant de I’autre remet en question le fait qu’il
s’agit de deux pathologies aux mécanismes distincts. 133

Les données génétiques concernant les deux pathologies semblent également supporter 1’exis-
tence d’'un mécanisme commun a la thrombose veineuse et a la thrombose artérielle. Parmi
les loci associés aux deux pathologies on retrouve notamment PROCR, 651211 A pOIT 119 ot
le fibrinogene. 8 134 De plus des variations communément associées au risque de thrombose
veineuse ont été associés aux coronaropathies ou a des maladies ischémiques similaires comme
la mutation G20210A de la prothrombine et la mutation FV Leiden.# Des variations as-
sociées avec les coronaropathies mais pas avec la thrombose veineuse apportent également
des informations intéressantes. C'est le cas de variations de la glycoprotéine I1Ta, 2% 134 jpy_
pliquée dans I'agrégation des plaquettes. On remarque également que la variation C677T du
gene MTHFR est associée au risque de maladie coronarienne.m3¥ Or ce géne est impliqué
dans le métabolisme de ’homocystéine. B33 I’hyperhomocystéinémie est un facteur de risque
de coronaropathies et de thrombose veineuse et ’exces d’homocystéine pourrait endommager
la paroi vasculaire."39 Ces données indiquent que les facteurs de ’hémostase, qui jouent un
role important dans la thrombose veineuse pourraient également jouer un role dans le risque
de coronaropathies indépendamment de la dyslipidémie, en particulier pour les événements
aigus lors desquels il y a une rupture de la plaque d’athérome qui provoque 'activation de la

cascade de coagulation.

5 Le diabeéte sucré

Le diabete sucré regroupe un ensemble de maladies métaboliques provoquant une augmen-
tation de la glycémie entrainant des complications a plus ou moins long terme. On distingue
trois grande catégories regroupant la plupart des cas de diabete.

— Le diabete de type I, qui résulte d'un déficit de production d’insuline.

— Le diabete de type II qui résulte d’une résistance a ’activité de I'insuline des cellules

puis a une déficit de production d’insuline.

— Le diabete gestationnel qui correspond a une rapide augmentation de la glycémie chez

une femme enceinte sans antécédents de diabete.
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Les premiers symptomes sont un besoin fréquent d’uriner, une sensation de soif et de faim
accrue, une perte de poids inexplicable et une sensation de fatigue chronique. Ces symptomes
apparaissent rapidement apres le début de la maladie. C’est une maladie chronique qui ne
peut pas étre guérie bien que des traitements existent. Il n’y a pas de moyen de prévention

A ce jour et la non prise d'un traitement adéquat est fatale. 37

5.1 Physiopathologie

Pour comprendre comment se développe le diabete, il est important de comprendre le
role de l'insuline et son importance pour 'organisme. L’insuline est une hormone produite
par les cellules § du pancréas. La fonction principale de cet organe est la régulation endo-
crine de la glycémie. Il dispose de quatre types cellulaires différents, chacun produisant une

138] La fonction endocrine du pancréas est remplie par des

hormone spécifique dans ce but.!
régions appelées ilots de Langerhans, du nom du médecin les ayant identifiés,13% c’est dans
ces ilots que se trouvent les cellules produisant les hormones, notamment les cellules 7 qui
sont responsables de la production, du stockage et de la sécrétion d’insuline. La cellule 3 est
sensible a la quantité de glucose du fait qu’elle présente des transporteurs de glucose GLUT2
a sa surface, ce qui permet au glucose de pénétrer dans la cellule en fonction du gradient
de concentration entre le milieu extracellulaire et intracellulaire. Lorsque le glucose rentre
dans la cellule, il rentre dans la voie de glycolyse et va modifier le rapport ATP/ADP de
la cellule, engendrant un série d’évenements qui vont amener a la libération des vésicules
d’insuline.™% [’insuline est une hormone peptidique composée de 51 acides aminés produite

par le gene INS. 141

Lorsqu’elle est libérée, elle se lie a des récepteurs spécifiques situés sur les
cellules cibles du foie, du tissu adipeux et des muscles squelettiques. Une fois liée 'insuline
va activer une cascade d’événements qui va aboutir a la présentation de transporteurs du
glucose GLUT4 a la surface des cellules cibles pour leur permettre d’intégrer le glucose en
exces dans la circulation et promouvoir la conversion du glucose en glycogene dans les cellules
musculaires et les hépatocytes ainsi qu’en triglycérides dans les hépatocytes et les adipocytes

afin de le stocker.m#2 Les effets physiologiques de I'insuline sont présentés dans la figure 5.

Dans le cas du diabete de type I, pour des raisons encore mal comprises, les cellules 5 du
pancréas sont détruites ce qui engendre une production insuffisante d’insuline. Sans insuline,
I'organisme n’est plus capable de réguler la glycémie et le glucose en exces ne peut plus
étre intégré par les cellules.B3” Ceci peut mener a des valeurs d’hyperglycémie extrémes qui
peuvent avoir des conséquences fatales. Les deux manifestations aigués de ’hyperglycémie
sont 1’acidocétose diabétique et le coma hyperosmolaire non-cétonique. Dans la premiere,
le manque d’insuline entraine la libération d’acide gras par le foie, sous la forme de corps

cétoniques qui vont diminuer le pH sanguin, la chute de pH peut entrainer une perte de
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conscience et la formation d’cedemes puis la mort.m#3 Dans la seconde, c’est la perte du
glucose en exces par I'urine qui entraine la perte d’eau et d’autres solutés par osmose qui
débouche sur la perte de conscience.¥ Dans le cas du diabete de type 11, la résistance a I'in-
suline et le déficit de production d’insuline seraient provoqués par I'obésité, des adipokynes
et Ueffet délétere de certains lipides tels que les acides gras non-estérifiés. ™3 Ces mécanismes

sont tres complexes et encore mal compris.

Une hyperglycémie chronique a également des conséquences a long terme qui se manifestent
sous la forme de complications. Elles sont regroupées dans deux grandes classes, les compli-
cations microvasculaires telles que la rétinopathie, la néphropathie et les neuropathies, puis
les complications macrovasculaires qui se manifestent sous la forme de maladies cardiovas-
culaires. La dépression est également une complication du diabete mais elle n’est pas classée

dans les deux catégories présentées plus haut. 146

Stockage du glucose
dans le muscle et le

Néoglucogenése x ~ tissu adipeux
Glycogenolyse ‘\ / ﬁ Glycolyse

Synthése de
glycogéne

\A Synthe
Cétogenése x / ynhaese
protéique

Protéolyse x ‘ Stockage des ions

(potassium et phosphate)

Lipol
POTyse — Insulme — .

Figure 5 Effets métaboliques de I'insuline. L’insuline favorise le stockage et la conversion en gly-
cogene du glucose circulant mais favorise également 1'utilisation du glucose comme source d’énergie
prioritaire des cellules. L’insuline est également un hormone anabolisante qui stimule la synthese
protéique et la croissance cellulaire. L’insuline joue également un role anti-catabolique en freinant
la dégradation des protéines et bloque également le métabolisme des lipides en empéchant leur
libération sous la forme de corps cétoniques ainsi qu’en bloquant la lipolyse.
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Le controle de la glycémie semble étre un élément clé dans le développement des com-
plications. La présence de glucose en exces crée un environnement oxydant et favorise la
formation de produits de glycation avancée (AGEs) suivant une réaction analogue a la
réaction de Maillard. Ces AGEs peuvent se fixer aux récepteurs des produits de glycation
avancée (RAGESs) qui vont stimuler I'activation de la réponse inflammatoire et la produc-
tion de réactifs intermédiaires de I'oxygene. Ces événements vont contribuer a endommager
I’endothélium vasculaire et déboucher sur différentes complications en fonction de 1'organe

touché. 147 91

5.2 Génétique
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Figure 6 Principaux loci associés au diabete de type I. Le locus HLA en rouge a été découvert
avant les premieres analyses pan-génomique et inclue un grand nombre de variations et de genes dont
HLA-DQ@B1 mentionné dans le texte. Les loci en bleu sont impliqués dans la réponse immunitaire.
*Locus identifié & partir d’une analyse basée sur une puce portant environ 20 000 variations non-
synonymes réparties sur tout le génome.

Illustration issue de larticle de Bakay et al, Genes (Basel) 2013045

Une composante génétique joue un role important dans le développement de la maladie qui a
été démontrée comme étant héritable.m Une cinquantaine de loci ont été associés au diabete
de type 1.9 Ceux-ci sont présentés dans la figure 6. Cependant le gene le plus convaincant
est IDDM1 ou HLA-DQB1,%51 un gene du locus du complexe majeur d’histocompatibilité qui
code un récepteur impliqué dans la présentation des antigenes par le CMH2 aux lymphocytes
T CD4%.152 Pres de la moitié des signaux associés au diabete de type I sont localisés sur ce

locus. 133! Le locus HLA est également associé a une large variété de maladies inflammatoires
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et autoimmunes, ce qui suggere une origine autoimmune pour le diabete de type I.H5% 155 156]
Dans le cas du diabete de type 2, on retrouve environ 80 [oci associé a la maladie et la
plupart des variations identifiées sont des variations fréquentes. Cependant ces variations
n’expliquent qu'un faible part de ’héritabilité de la maladie.157

Une fois le diabete diagnostiqué, il est nécessaire de suivre une thérapie a 'insuline a vie,
une diete stricte, un suivi de la consommation de glucides et la pratique d’activité physique

sont également essentiels. 158 159

5.3 Epidémiologie

Le diabete, dont une écrasante majorité correspond a des cas de diabete de type 2, est
une maladie tres courante dans les pays développés et dont l'incidence ne fait que progres-
ser. En France la prévalence est passée de 2,6% en 2000 a 4,4% en 2009, soit 2,9 millions
de malades. De la méme maniere aux Etats—Unis, on observait une prévalence de 9,8% en
1994 qui est passée & 12,4% en 2012.160 161 Parmi tous les cas de diabete, la part estimée de
diabetes de type I est de 5% & 10%.562 L’incidence du diabete de type I varie cependant en
fonction des populations. On retrouve notamment une incidence élevée chez les populations
homogenes comme c’est le cas en Finlande ou en Sardaigne, 193 d’apres la Diabetesliitto, 15%
des diabetes diagnostiqués en Finlande sont des diabetes de type I1.164
Avant la découverte de I'insuline par le docteur Frederik Banting et Charles Best en 1920,
la premiere cause de mortalité était le coma diabétique du a I’hyperglycémie. Cependant
apres cette date, il y a eu une augmentation du taux de mortalité dii aux complications du
diabete, 1% notamment la néphropathie diabétique pour les morts avant 30 ans et les com-
plications cardiovasculaires, & qui sont attribués deux tiers des déces apres 30 ans. 266 167
Les causes du diabete de type I ne sont pas connues mais différents facteurs environnemen-
taux sont suspectés d’intervenir, peut étre méme en jouant le role déclencheur. Plusieurs
hypotheses ont été avancées, certaines impliquant différentes infections virales ou la flore
intestinale.88 Plus de la moitié des cas de diabete de type I sont diagnostiqués avant 30
ans,19%2 en général apres que le patient ne présente des symptomes aigus d’hyperglycémie.
Dans le cas du diabete de type 11, les principaux facteurs de risque sont ’age, la dyslipidémie,
I’hypertension artérielle, ’obésité, en particulier ’'obésité abdominale, le manque d’activité
physique et dans certains cas I'appartenance & un groupe ethnique particulier.68 Le diabete
est la premiere cause d’insuffisance rénale chronique terminale dans le monde et un pres
d'un quart des diabétiques développent une maladie rénale. Le diabete de type I serait
également associé & une réduction de 12 ans de 'espérance de viel™ et & un risque doublé

[T71

de développer une maladie cardiovasculaire.’™ Un autre fait intéressant est le lien entre

la néphropathie diabétique et le risque de maladie cardiovasculaire. En effet le risque de
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développer une maladie cardiovasculaire est dix fois plus élevé chez les diabétiques de type
I avec une néphropathie diabétique que chez les diabétiques de type I non-néphropathes. Le
temps écoulé entre le diagnostic du diabete et le développement de la maladie cardiovas-
culaire est plus court chez les patients avec une néphropathie diabétique, avec en moyenne
12-13 ans contre 16-17 ans. En revanche, les mécanismes reliant la néphropathie diabétique

172

et les maladies cardiovasculaires ne sont pas connus. Les mémes résultats sont observés

dans le cas du diabete de type II, avec cependant une réduction de I’espérance de vie moins

importante mais un impact similaire de le néphropathie diabétique. 73 174

5.4 Complications associées

Les complications du diabete ont été présentées plus haut. Il est cependant nécessaire
de présenter plus en détails les complications vasculaires dans ce manuscrit. On distingue
deux catégories de complications vasculaires. La premiere catégorie comprend les complica-
tions microvasculaires qui sont dues aux dommages sur les petits vaisseaux et qui ont des
conséquences plus ou moins séveres en fonction de I'organe touché. Ces complications sont la
néphropathie, la neuropathie et la rétinopathie. La seconde catégorie est celle des complica-
tions macrovasculaires, qui sont dues aux dommages sur les arteres, les manifestations les plus
séveres étant les infarctus du myocarde, les accidents vasculaire-cérébraux et I'artériopathie
oblitérante des membres inférieurs. Les complications neurologiques du diabete ne seront
en revanche pas discutées ici. Comme expliqué plus haut, le controle de la glycémie est un
élément clé dans le développement des complications du diabete et il a été montré quun bon
controle de la glycémie réduisait le risque de complications. Les effets d'une hyperglycémie
chronique sont synthétisés dans la figure 7.7 L’hyperglycémie affecte principalement les
tissus par le biais de quatre voies métaboliques différentes qui sont cependant étroitement
liées. Ces voies métaboliques favorisent d’autres substrats dans les conditions physiologiques

normales mais 1’exces de glucose favorise son utilisation en tant que substrat. 17

La premiere voie est celle des polyols ou glycols, dont I’enzyme clé est 1'aldose réductase qui
catalyse la conversion du glucose en sorbitol qui est ensuite oxydé en fructose par la sorbitol
déshydrogénase. La premiere conséquence de la suractivité de cette voie métabolique est un
manque de NAD(P)H qui est consommé par 1’aldose réductase, ce qui empéche la conversion
du disulfide de glutathion (GSSG) en glutathion (GSH) par la glutathion réductase. Le GSH
est une molécule clé dans la protection contre le stress oxydatif. La seconde conséquence
vient du fait que la sorbitol déshydrogénase utilise du NAD™ pour oxyder le sorbitol, ce qui
résulte en un changement dans le rapport entre NADH et NAD™ qui favorise I'inhibition de
la glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) ce qui a son tour favorise I'accu-

mulation de triose phosphate, un élément précurseur du méthylglyoxal et du diacylglycérol
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(DAG) tous deux favorisant la formation d’AGEs.1™

La seconde voie est celle des AGEs qui a déja été présentée plus haut. Elle est favorisée par
des produits dérivés du glucose comme les DAGs qui sont en partie issus de 'activité de la
voie des polyols mais aussi issus d’autres processus. Les AGEs sont formés par la modification
post-traductionnelle non-enzymatiques des protéines par ces produits et sont présents dans
tous les compartiments tissulaires.'™ Ces AGEs ont des fonctions et des propriétés altérées
et il a été montré que la formation d’AGEs altere les interactions entre les protéines de la
lame basale, ce qui entraine un épaississement de cette derniere.m™ Les AGEs peuvent se
retrouver dans le milieu extracellulaire et activer les RAGEs des cellules endothéliales et des
monocytes ce qui favorise notamment 'activation de la protéine kinase C (PKC) et donc la
production de facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF), l'activation de la voie
NF-kB et la production de réactifs intermédiaires de I'oxygene (ROS).H8% Tous ces éléments
ont pour effet de favoriser a leur tour la différentiation des monocytes en macrophages, la
production de TNF-3 et de cytokines, favorisant ainsi la création d’un environnement pro-
inflammatoire. 176

La troisieme voie est la voie PKC, qui est dépendante des AGEs mais peut étre directe-
ment activée par les DAGs. La PKC stimule la production de VEGF ce qui favorise la
perméabilisation des vaisseaux, active la voie NF-kB pro-inflammatoire, augmente la pro-
duction de ROS et inhibe la production d’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS),
réduisant ainsi la production d’oxyde nitrique et entrainant la suppression du message pro-
vasodilatation.T8 La quatrieme voie est celle des hexosamines. Elle est dépendante de I’exces
en glucose comme les autres mais serait également favorisée par la production de ROS. Le
glucose en exces serait converti en fructose-6-phosphate qui sert de substrat a la glutamine-
fructose-6-phosphate aminotransférase (GFAT) pour former du glucosamine-6-phosphate, lui
méme lié aux radicaux des tyrosines et des sérines par ’enzyme O-GlcNAc transferase (OGT).
Ces modifications post-traductionnelles peuvent agir de la méme facon que les AGEs sur la
fonction des protéines mais peuvent également entrer en compétition avec les groupements
phosphates qui utilisent les mémes substrats. 51

Une autre hypothese avancée est celle de la perte du controle de la production d’énergie dans
la cellule, qui pourrait étre en partie une conséquence des quatre voies mentionnées au-dessus.
En effet les cellules des tissus cibles ne peuvent pas controler le transport du glucose et se
retrouvent en exces de substrat,/82 ce qui favorise grandement la glycolyse et peut mener
a des dysfonctionnement de la mitochondrie qui favoriserait la production de ROS, notam-
ment de superoxyde (O ). Ces dysfonctionnements pourraient également déboucher sur un

découplage de la chaine respiratoire et de la production d’ATP.%!
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Bien que le controle de la glycémie soit un élément clé il n’est pas le seul facteur déterminant
et des complications peuvent tout de méme apparaitre malgré un controle strict de la part du
malade."83 Un processus auto-immunitaire similaire & celui impliqué dans le développement
de la maladie pourrait également contribuer au développement des complications.™¥# 11 a no-
tamment été montré que les cellules endothéliales de la rétine présentent une expression anor-
male du complexe majeur d’histocompatibilité en particulier les alleles HLA-DR et HLA-DQ
déja mentionnées, ce qui entraine ’activation de lymphocytes T pouvant induire des réponses

auto-immunitaires. 183

De la méme maniere il a été observé qu’il y avait une accumulation
juxtaglomérulaire de lymphocytes T et une expression accrue de molécules d’adhésion par les
cellules endothéliales, épithéliales et mésengiales du rein coincidant avec le développement

186] De plus les troubles du systéme nerveux autonome, un symptome de

de la néphropathie.!
la neuropathie, ont également été associés a la présence d’auto-anticorps dirigés contre les
structures nerveuses autonomes. 87 [’existence ou non d’une relation entre le controle de la
glycémie et le développement de 'auto-immunité n’est pas encore claire mais ’auto-immunité
pourrait étre un facteur de risque indépendant a étudier. La génétique joue également un role
important et il a été montré que les complications du diabete sont hautement héritables. Par
exemple le risque de développer une néphropathie diabétique est doublé lorsque la patholo-
gie est présente chez un fréere ou une sceur.88 La conclusion est similaire dans le cas de la
rétinopathie progressive.18% Les éléments manquent dans le cas de la neuropathie mais les
approches ”"gene candidat” dans le cas des neuropathies non-diabétiques donnent des pistes
intéressantes, car les genes identifiés pourraient étre testés dans le contexte de la néphropathie
diabétique.¥ [’architecture génétique des complications macrovasculaires est en revanche
plus évasive, bien que I'impact de la génétique sur les maladies cardiovasculaire telles que
les coronaropathies a déja été démontré.[! Les complications macrovasculaires du diabete
de type I sont souvent précédées par une néphropathie diabétique.m™ De plus des travaux
ont montré qu’une tendance familiale a la néphropathie est également accompagnée d’une
tendance a développer des complications macrovasculaires, méme chez les membres de la fa-

H91 Ces éléments suggerent un profil génétique particulier

mille épargnés pas la néphropathie.
commun a la néphropathie et aux complications macrovasculaires, potentiellement différent
de celui observé dans le cas des coronaropathies classiques. Les différentes complications du
diabete partagent toutes des mécanismes effecteurs clés mais on distingue des pathologies

distinctes en fonction du tissu touché, elles sont présentées ci-dessous :

Néphropathie La néphropathie diabétique est une complication majeure touchant entre
30% et 40% des diabétiques de type I et 20% et 30% des diabétiques de type IT.192 193]
Cette complication se développe lentement et apparait généralement 10 a 20 ans
apres la déclaration du diabete avec une protéinurie suivie d’'une diminution progres-

sive du débit de filtration glomérulaire.! L’environnement cytotoxique créé par les
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mécanismes mentionnés plus haut affecte les cellules endothéliales des petits vaisseaux
du glomérule mais aussi les podocytes et les cellules mésengiales qui sont en contact
direct avec ces vaisseaux. Les dommages soutenus par ’endothélium vasculaire, la lame
basale, qui est la membrane protéique servant de support aux cellules endothéliales, 224
et les podocytes conduisent a la fragilisation de la barriere glomérulaire ce qui conduit
A la protéinurie.™ La réponse initiale de 1'organisme est une expansion du rein par
hypertrophie et une hyperplasie du tissu mésengial, ce qui résulte en une hyperfiltra-
tion au stade précoce de la complication. Alors que la pathologie avance, la lame basale
séparant les cellules endothéliales et les podocytes s’épaissit et la croissance mésengiale
envahi puis ferme le glomérule, lorsque le processus s’étend a tous les glomérules il
conduit & une insuffisance rénale chronique terminale.® Lorsque la protéinurie de-
vient trop importante elle peut entrainer une hypoprotéinémie qui va mener a un flux
d’eau des vaisseaux vers les tissus interstitiels en raison de la baisse de la pression
oncotique, c’est a dire la pression exercée sur I'eau par la différence de concentration
en protéines entre le plasma et les tissus environnants.m Ce phénomene contribue
a former des épanchements et des cedemes, en particulier dans les chevilles. La perte
du débit de filtration peut mener a une urémie en absence de traitement adapté, c’est
une condition fatale causée par I'exces de déchets azotés dans la circulation.™ ¥ La
néphropathie diabétique représente une part importante des mises en dialyse et est un

facteur de risque pour les complications macrovasculaires du diabéte.16% 172

Neuropathie La neuropathie est une complication affectant plus de la moitié des indi-
vidus diabétiques. Elle est due a la dégénérescence des fibres nerveuses périphériques
qui fait suite & celle des petits vaissaux irrigant les nerfs.m%! Les dégats causés par
les mécanismes liés au controle de la glycémie provoquent 1’épaississement de la lame
basale et une hyperplasie des cellules endothéliales des vaisseaux, ce qui débouche sur
une perte de capacité de diffusion de 'oxygene. Les nerfs les plus touchés sont les
nerfs périphériques sensoriels et moteurs ainsi que le systéeme nerveux autonome bien
que plus rarement. Ce phénomene touche plus particulierement les fibres nerveuses
longues et affecte donc en premier les extrémités, soit les pieds et les mains. La perte
de conductivité des terminaisons nerveuses peut se manifester par une perte de la
sensibilité dans les membres touchés ainsi que par des sensations douloureuses, des
paresthésies et de I’allodynie.P] Ces phénomenes conduisent & une perte de précision
motrice débouchant sur un risque de chute et de blessure accru.m L’altération de la
fonction sensorielle peut engendrer des douleurs chroniques diminuant la qualité de vie.
De plus le risque accru de blessure couplé a une immunité et capacité de régénération
diminuée augmente fortement le risque de gangrene des membres concernés, le diabete
étant d’ailleurs associé & un risque accru d’amputation des membres inférieurs.20% La

dégénérescence du systeme nerveux autonome est associé a des dysfonctionnements
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du tube digestif.20H

Rétinopathie Cette complication est fréquente chez les diabétiques et est une cause ma-

2022031 Crest une complication qui évolue sur

jeure de cécité chez les moins de 70 ans.!
une longue durée et qui se manifeste en deux étapes, la premiere étant appelée "non-
proliférative” et la seconde ”proliférative”. Les dégats subits par les petites arteres
de la rétine, en particulier ceux causés par I’hyperglycémie, sont a 'origine de cette
complication.™ Au stade non-prolifératif, ’épaississement de la lame basale des vais-
seaux et la dysfonction des cellules endothéliales peut avoir pour conséquence de cau-
ser la mort des péricytes, des cellules formant la barriere hémato-rétinienne. 2% [7ceil
étant un organe immuno-privilégié, la barriere hémato-rétinienne permet d’empécher
I'infiltration de cellules immunitaires pouvant avoir un effet toxique sur la rétine, la
mort des péricyte permet donc l'infiltration de la rétine par les cellules immunitaires
et autres éléments normalement absents.2% A ce stade de la maladie, il n'y a pas
de perte de vision remarquable. Les dégats sur les petits vaisseaux peuvent amener a
leur occlusion et sont fortement associés a une évolution vers le stade supérieur. Au
stade prolifératif, ’état hypoxique provoque la libération de facteurs entrainant une
néo-vascularisation tels que le VEGF 2% ce qui engendre la formation de nouveaux
vaisseaux vont étre formés sur la face antérieure de la rétine. Les vaisseaux fragilisés
et les nouveaux vaisseaux également fragiles peuvent céder et provoquer un cedeme
rétinien qui va endommager la vision. Cette néovascularisation engendre également des
changements de I'architecture de la rétine et peut mener a la formation d’une mem-
brane fibrovasculaire,® en suit un risque de décollement de la rétine. La conséquence
a long terme de la rétinopathie est une dégénérescence maculaire aboutissant a la

perte de la vue.

Complications macrovasculaires Les complications macrovasculaires sont dues au dys-
fonctionnement des cellules endothéliales des arteres. Ces dysfonctionnement affectent
la production de NO et d’angiotensine II (ANG II) et favorisent 1'adhésion des ma-
crophages et des lymphocytes.®X Dans le cas du diabete de type I, les complications
macrovasculaires sont souvent accompagnées par une néphropathie qui contribue a ces
dysfonctionnements en augmentant le risque d’hypertension."™ La perte de la fonc-
tion régulatrice des cellules endothéliales, I’augmentation de la perméabilité, I'activité
pro-inflammatoire et 'augmentation de la pression artérielle accélerent la formation
de la plaque d’athérome. Il en résulte que les diabétiques présentent un risque élevé
de développer des maladies cardiovasculaires. Pres de la moitié des déces chez les
diabétiques sont dus & des maladies cardiovasculaires, notamment des coronaropathies. 206!

Il est important de mentionner que les complications macrovasculaires touchent en par-

ticulier les diabétiques de type II, qui présentent souvent d’autres facteurs de risque

29



Introduction Le rein

des maladies cardiovasculaires en plus du diabete, tels que 1'obésité, I’hypertension

artérielle ou la dyslipidémie.

Bien qu’il soit clairement établi que ces complications sont en partie héréditaires et qu’il y
ait des interactions entre celles-ci, la nature des interactions entre ces complications n’est pas

clairement établie et les facteurs génétiques favorisant leur développement encore inconnus.

6 Le rein

La fonction rénale est un élément régulierement mentionné dans le développement des
maladies cardiovasculaires. Il a déja été montré que la néphropathie est une complication cou-
rante du diabete et que celle-ci mene & un risque accru de complication macrovasculaire. F71
Cependant la perte de fonction rénale est également associée au risque de maladie cardiovas-
culaire dans un contexte non-diabétique.? Les mécanismes impliqués ne sont pas encore
completement connus mais plusieurs hypotheses ont été mises en avant. Il est cependant
nécessaire de présenter I’anatomie et la fonction rénale avant d’entrer dans la relation entre

le rein et les maladies cardiovasculaires.

6.1 Anatomie du rein

Les reins sont des organes jumeaux localisés dans la cavité abdominale. Chaque rein est
irrigué par une artere rénale et est connecté a un uretere servant a conduire 1'urine produite
vers la vessie.1® Le rein est également parcouru par le plexus rénal qui le relie au systeme

208] T’artere rénale pénetre dans le rein et se sépare en plusieurs em-

nerveux sympathique.
branchements avant de former les artérioles afférentes qui alimentent chacune un néphron en
passant dans le corpuscule rénal. Le sang quitte le corpuscule rénal par I'artériole efférente
qui se divise en capillaires péritubulaires qui parcourent tout le néphron avant de se regrouper
et de rejoindre la veine rénale pour quitter le rein.2%! Le rein est composé d’un parenchyme
entouré par une capsule fibreuse, le parenchyme est constitué d’'un cortex en périphérie et
d'une médullaire vers l'intérieur.™¥ La médullaire est organisée en structures coniques ap-
pelées pyramides de Malpighi. Entre ces pyramides, le cortex forme des projections appelées

colonnes rénales. 203

Le néphron est I'unité fonctionnelle du rein et un rein en contient pres d’un million.m %!

Leur anatomie générale est présentée dans la figure 8. Le néphron s’étend du cortex a la
médullaire en formant une boucle qui remonte ensuite vers le cortex. Il existe chez 'homme
deux types de néphrons, les néphrons corticaux dont la boucle s’enfonce peu profondément

dans la médullaire et les néphron juxtamédullaires qui s’enfoncent plus profondément dans
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la médullaire.’ Le néphron est constitué de deux parties, le corpuscule rénal situé dans le
cortex et le tubule rénal formant le reste de la boucle.™8 Les tubules rénaux de plusieurs
néphrons convergent vers un canal collecteur qui traverse la pyramide de Malpighi jusqu’a
son sommet. Les sommets des pyramides débouchent sur les calices qui récoltent I'urine et
I’amenent vers une structure en entonnoir appelée le bassinet. Le bassinet devient ensuite
I'uretere. Le corpuscule rénal est divisé en deux poles, le pole vasculaire qui inclue le glomérule
et le pole urinaire qui inclue la capsule de Bowman. Le corpuscule rénal recoit le sang de
I’artériole afférente qui le quitte ensuite par 'artériole efférente. L’artériole afférente a cepen-

dant un diametre plus large que I'artériole efférente ce qui génere une différence de débit. 208!

Le glomérule : Le glomérule est composé d’un nceud de petits capillaires possédant de
larges fenestrations (50 & 100 nanometres) sans diaphragmes, 2% les cellules épithéliales
reposent sur une lame basale composé de collagene IV, de laminine et de sulfate
d’héparane, une molécule chargée négativement.1% I’espace entre les capillaires est
occupé par des cellules mésengiales. Ce sont des péricytes spécialisés dérivés des cel-
lules musculaires lisses, leurs filaments d’actine et de myosine leur conferent une capa-
cité contractile. Elles produisent également des protéines de la matrice extracellulaire

comme le collagene IV et la laminine et ont une activité phagocytaire. 2

Capsule de Bowman : La capsule entoure entierement le glomérule. Sur la face interne
elle est tapissée de cellules spécialisées appelées podocytes. Les podocytes forment des
projections appelées pédicelles qui recouvrent les capillaires du glomérule et forment
des diaphragmes. Les pédicelles ont une capacité contractile limitée qui leur permet
de controler la taille des ouvertures. La surface des pédicelles exprime des intégrines
qui leur permettent de se fixer & la lame basale des capillaires grace a la laminine.209

La face extérieure de la capsule de Bowman est couverte de cellules épithéliales squa-

meuses. L’espace a 'intérieur de la capsule de Bowman est appelé espace de Bowman,

il est accessible par les diaphragmes formés par les pédicelles et possede une ouverture

sur le tubule rénal. 208l

Les fenestrations des capillaires, la lame basale et les pédicelles forment la barriere glomérulaire
qui sépare le pole vasculaire du pole urinaire. La seconde partie du néphron, le tubule rénal
forme la structure en boucle qui descend vers la médullaire avant de remonter et de mener au
canal collecteur. Il est divisé en trois parties, le tube contourné proximal, ’anse de Henle et
le tube contourné distal.™ 8 Le tubule rénal est parcouru par des capillaires péritubulaires et

le sens de circulation dans le tubule se fait a contre-sens de la circulation dans les capillaires.
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Le tube contourné proximal : Le tubule proximal est couvert de cellules épithéliales
présentant des microvillosités organisées en bordure en brosse, ce qui augmente la
surface de contact avec la lumiere du tube. Ces cellules sont également riches en
mitochondries, qui sont concentrées dans le pole basal. Les cellules du tube contourné
proximal expriment des cotransporteurs sodium/glucose, sodium/acides aminés mais

aussi des échangeurs sodium /potassium.m %!

L’anse de Henle : L’anse de Henle est une structure en épingle qui forme 'essentiel de
la boucle du néphron. C’est d’ailleurs cette région qui est allongée dans les néphrons
juxtamédullaires. Elle est divisée en deux parties, I'anse descendante et ’anse ascen-
dante. L’anse descendante est riche en aquaporines ce qui lui confére une importante
perméabilité a 'eau mais n’exprime pas de transporteurs pour les électrolytes et les
petites molécules. La partie inférieure de I'anse ascendante est couverte de cellules
épithéliales fines qui n’expriment pas d’aquaporines et ne sont donc que tres peu
perméables a 1’eau tandis que la partie supérieure de 'anse est couverte de cellules
épithéliales plus épaisses qui n’expriment également pas d’aquaporines mais présentent
des transporteurs pour différents électrolytes. 1%

Le tube contourné distal : Comme pour le tube contourné proximal, les cellules épithéliales
du tube contourné distal sont enrichies en mitochondries. Les cellules du tube contourné
distal expriment plusieurs transporteurs dont des cotransporteurs sodium/chlorure,
des échangeurs sodium/potassium et des échangeurs sodium/calcium. Les cellules

présentent également des récepteurs a la vasopressine.
La sortie du néphron débouche sur le canal collecteur. Les cellules du canal collecteur ex-

priment des canaux sodium et potassium sur leur membrane apical et possedent elles aussi

des récepteurs a la vasopressine.
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Figure 8 Anatomie d’un néphron. L’artériole afférente (1) pénetre dans la capsule de Bowman
(3) et se divise en un nceud de capillaires formant le glomérule (4). Le glomérule et la capsule
de Bowman forment le corpuscule rénal. Une partie du plasma est filtrée dans le corpuscule rénal
tandis que le reste est évacué par l'artériole efférente (2). Le filtrat pénetre ensuite le tubule rénal
en passant par le tube contourné proximal (5) et continue vers I’anse de Henle qui est divisée en une
partie descendante (6) et une partie ascendante (7). L’anse de Henle est entourée par les capillaires
péritubulaires (8) qui jouent un réle capital dans la réabsorption des solutés depuis le filtrat. Le
filtrat rejoint ensuite le tube contourné distal (9) et est récolté par le canal collecteur (10) qui ne
fait plus tout a fait partie du néphron mais joue un réle dans la filtration.
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6.2 La fonction rénale

La fonction principale du rein est I’épuration du sang et un rein est capable de filtrer jus-
qu’a 180 litres de plasma par jour.%l Cette fonction est assurée par les néphrons et consiste
en quatre mécanismes qui sont la filtration du plasma, la réabsorption des solutés et de I'eau,
la sécrétion des éléments indésirables et 'excrétion du produit final. La fonction du néphron
est importante pour le maintient de ’osmolalité, le maintient de I’équilibre acido-basique, la
régulation de la pression artérielle et la clairance des toxines.™ ! Chaque compartiment du
néphron présenté ci-dessus joue un role dans un des processus de ’épuration sanguine. Le
corpuscule rénal est chargé de séparer le plasma des cellules et des protéines. Le tubule rénal
est chargé de la réabsorption des molécules importantes et de 'eau et de la sécrétion des
toxines et des déchets métaboliques. Le canal collecteur est chargé d’acheminer le produit

final de la filtration vers l'uretere afin qu'il soit excrété. 16

Le filtration : La filtration a lieu dans le corpuscule rénal. Durant cette étape le plasma
passe du compartiment vasculaire a l'espace de Bowman grace a la pression des
capillaires du glomérule qui force le plasma a passer par les fenestrations des ca-
pillaires. Cette pression est générée par la différence de débit entre les artérioles
afférentes et efférentes mais est également modulée par la contraction des cellules

mésengiales. 196 211]

Environ un cinquieme du plasma traversant le glomérule est filtré,
le reste continuant dans les artérioles efférentes puis les capillaires péritubulaires. La
barriere glomérulaire permet de séparer le plasma des cellules, plaquettes et protéines
grace a la charge négative de la lame basale et les diaphragmes formés par les podocytes. 2%
Le filtrat brut recueilli dans I'espace de Bowman est appelé ultrafiltrat et est ensuite

transféré au tubule rénal.

La réabsorption : Durant la réabsorption, le néphron réabsorbe l'eau et les petites
molécules de I'ultrafiltrat telles que le glucose, les acides aminés et les électrolytes, les
molécules réabsorbées regagnent ensuite la circulation via les capillaires péritubulaires. 19!

La quasi totalité des molécules de glucose et des acides aminés sont réabsorbés dans le

tube contourné proximal via des cotransporteurs dépendant du sodium ou des trans-

porteurs nécessitant de ’ATP. Ce transport peut étre saturé par une présence ex-
cessive de ces molécules dans le plasma. C’est notamment le cas du glucose chez
les diabétiques puisque la réabsorption du glucose sature autour de 180mg/dL de
filtrat.29 Les deux tiers du volume du filtrat sont réabsorbés dans le tube contourné
proximal par diffusion. Cette diffusion est permise grace a la création d'un gradient
de concentration en sodium entre le filtrat et le plasma des capillaires péritubulaires.
Ce gradient est créé par le transport actif du sodium depuis le pole basal des cel-

lules du tube vers le milieu interne. Les ions chlorures suivent les ions sodium par

34



Introduction Le rein

La

attraction électrique et I'eau les rejoint par osmose. Cette réabsorption passive n’est
cependant pas suffisante puisque qu’il reste encore 60 Litres de filtrat journalier non
réabsorbé, la réabsorption du reste du filtrat se faisant dans la région médullaire du
néphron oll un milieu hypertonique est créé grace a I’anse de Henle.1%! La circulation
a contre courant au niveau de 'anse est importante pour ce phénomene puisque les
capillaires péritubulaires récuperent le sel transporté activement depuis ’anse ascen-
dante imperméable a I'eau. Ceci permet de créer un plasma hypertonique qui circule
a contre courant du filtrat et remonte alors vers I’anse descendante perméable, ce
qui permet a l'eau de diffuser vers les capillaires. Dans ce systeme, plus I'anse est
longue plus le gradient créé est important.m%! Ce phénomene est amplifié par I'urée

12

qui peut également diffuser depuis I’anse descendante.?? Le filtrat qui quitte I'anse

est hypotonique ce qui facilite la récupération de 1’eau restante dans le tube contourné

distal et le canal collecteur. La récupération de ’eau dans ces parties du néphron est

cependant dépendante de la vasopressine qui stimule ’expression des aquaporines. 26l

La réabsorption du sodium est également partiellement modulée par I'aldostérone et

le néphron réabsorbe d’autres électrolytes comme le bicarbonate, le potassium et le

191 Ces mécanismes peuvent également étre partiellement régulés par des

] [196]

calcium.

hormones comme la parathormone ou le calcitrio

sécrétion : La sécrétion est un processus similaire a la réabsorption mais allant
dans une direction opposée puisque les molécules sont transportées du milieu interne
vers le filtrat. Ce processus prend place sur toute la longueur du tubule rénal. La
sécrétion concerne des toxines et des déchets métaboliques produits par 'organisme
mais aussi des molécules exogenes et peut se faire par diffusion ou par transport actif.
Les molécules sécrétées sont notamment 1'urée issue du métabolisme des protéines qui
est sécrétée par diffusion et aussi par transport actif pour compenser la réabsorption
dans l'anse de Henle, I'acide urique issu du métabolisme des acides nucléiques, la
créatinine mais aussi des ions hydronium et ammonium, transportés dans le filtrat

depuis le tube contourné distal. 196 213, 214]

L’excrétion : Une fois le filtrat final obtenu, il est amené vers les ureteres puis la vessie

pour étre enfin excrété. L’urine est nettement plus concentrée que le plasma et ceci
est principalement dii aux néphron juxtamédullaires. L’urine contient principalement
de I'urée, de 'acide nucléique et d’autres acides, ce qui en fait une solution nettement

plus acide que le plasma mais aussi des molécules exogenes aux origines diverses.1%!

Les mécanismes cités ci-dessus sont des mécanismes clés du maintient de ’homéostase. La

réabsorption de l'eau et des électrolytes et sa modulation par différentes hormones permet

de maintenir 'osmolalité de 1'organisme, c’est a dire la concentration en solutés de l'or-

ganisme. Elle est principalement régulée via le rein par des hormones telles que la vaso-
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pressine et l'aldostérone. Ce mécanisme de régulation a pour principal effet de limiter la
déshydratation. Le rein participe également & la régulation de la pression artérielle car
il controle le volume de plasma circulant, notamment via le systeme rénine-angiotensine
qui régule la réabsorption du sel et donc de Ieau par osmose.m%! Enfin, le rein participe
également au maintient de 1’équilibre acido-basique de l'organisme d’un part en sécrétant
des ions hydroniums et d’autres acides, mais aussi en recyclant les réserves de bicarbonate
du corps grace a la réabsorption. La sécrétion de bicarbonate dans le plasma est un des
principaux moyens qu’a le corps de compenser la diminution du pH extracellulaire.m% Le
rein possede également des fonctions n’ayant pas de rapport avec sa capacité d’épuration du
sang, comme la production d’érythropoiétine mais produit également des molécules et des
hormones régulant sa propre fonction, comme la rénine.™ I,’ensemble des fonctions physio-
logiques du néphron est présenté dans la figure 10. La fonction du néphron est représentée
par deux parametres souvent utilisés dans les études de néphrologie, le débit de filtration
glomérulaire ou taux de clairance, qui représente la quantité de néphrons capables d’exercer
leur fonction de filtration. Lorsque ce débit ou ce taux diminue, cela signifie quune partie
ou la totalité des néphrons ne filtrent pas de plasma. Cette donnée peut étre mesurée a
I’aide de marqueurs physiologiques ou estimée & partir de relevés sanguins. Le second pa-
rametre est la protéinurie, qui représente la quantité de protéines présentes dans l'urine. On
utilise également I'albuminurie a la place, 'albumine étant la protéine la plus présente dans
le plasma. La protéinurie représente 1’état des néphrons encore capables de filtrer le plasma,
ou plus précisément 1’état de leur barriere glomérulaire. C’est un marqueur d’une maladie
appelée syndrome néphrotique.8 Ces deux parametres sont couramment utilisés ensemble

mais sont des marqueurs de maladies rénales distincts et ne sont parfois pas associés.
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6.3 Role dans les maladies cardiovasculaires

Comme nous 'avons vu précédemment, la fonction rénale joue un role important dans
le maintien de ’hémodynamique via plusieurs mécanismes. Le rein entretient une relation
interdépendante avec le cceur et la dysfonction d’un des deux organes peut mener a la dys-
fonction de l'autre. Ces situations sont regroupées sous le terme de syndrome cardio-rénal,
cependant il s’agit d’un terme simpliste car il regroupe des situations avec des mécanismes pa-
thologiques tres variés. B 11 a d’abord été constaté grace & des études épidémiologiques que
les maladies rénales chroniques augmentaient le risque de maladie cardiovasculaire. C’est
notamment le cas de la thrombose veineuse pour laquelle il a été montré une associa-
tion entre le débit de filtration glomérulaire et le risque de thrombose veineuse ainsi que
le taux circulant de certains facteurs de coagulation comme FVIII ou le facteur de von
Willebrand. 18220l De méme, plusieurs études ont relié le syndrome néphrotique au risque
de thrombose veineuse, 2% les patients touchés par le syndrome néphrotique présentant aussi
des taux diminués d’antithrombine.22? Le débit de filtration glomérulaire a également été
associé & un risque accru de coronaropathie ainsi qu’a des événements plus séveres. 22! Plu-
sieurs hypotheses ont été avancées pour expliquer le lien entre la fonction rénale et le risque
de maladie cardiovasculaire. Tout d’abord le rein participe a la régulation de la pression
artérielle en controlant le volume de plasma. Cependant dans le cas des maladies rénales
chroniques, le déficit de filtration débouche sur une pression artérielle élevée et la pression

artérielle est notoirement associée au risque de maladie cardiovasculaire.222 53l

Le rein participe également a la régulation du taux d’électrolytes dans la circulation, no-
tamment du calcium. Or en cas de maladie rénale chronique, le calcium en exces ne peut
étre sécrété et pourrait participer a la calcification des tissus vasculaires et des plaques
d’athérome, ce qui les fragilise.’2 223 Ce phénomene pourrait expliquer la sévérité accrue
des événements coronariens chez les patients atteints de maladie rénale chronique. Le rein

H35] présente

participe au métabolisme de I’homocystéine en sécrétant ’homocystéine en exces,
dans la circulation en exces, cette molécule dérivée d’un acide aminé possede des propriétés
oxydantes et pourrait endommager les cellules endothéliales lorsqu’elle est présente en trop
grande quantité.f3 Ceci pourrait avoir un effet pro-inflammatoire et fragiliser la plaque
d’athérome. L’hyperhomocystéinémie est associée au risque de thrombose veineuse mais

136l Dans le cas

aussi au risque de maladie coronarienne et d’accident vasculaire-cérébral.
du syndrome néphrotique, la protéinurie pourrait causer la perte de protéines antithrom-
botiques comme 'antithrombine, 229 ce qui favorise la réaction de coagulation, le syndrome

néphrotique a déja été associé & la thrombose veineuse2

mais pourrait également avoir un
impact sur la sévérité des événements coronariens en favorisant la formation du thrombus

lors de la rupture de la plaque.
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Pour finir, le rein est également responsable de la production d’érythropoiétine. En cas de ma-
ladie rénale chronique, le rein n’est plus capable de produire I’hormone en quantité suffisante

ce qui entraine une anémie, fréquemment observée chez les patients atteints de maladie rénale

224] Tes patients en anémie présentent un risque d’événement aigu accru en cas de

225

chronique.
maladie coronarienne.2?! Malgré toutes ces hypotheéses pertinentes, de nombreuses interro-
gations persistent sur le lien entre la fonction rénale et les maladies cardiovasculaires. Tout
d’abord, bien que des études montrent un risque accru de maladie cardiovasculaire en cas de
maladie rénale chronique, le lien de causalité n’est pas clair puisqu’on observe également un
déclin de la fonction rénale chez les patients atteints de maladies cardiovasculaires.?28 De
meéeme, le rein est associé a un risque d’hypertension mais une pression artérielle élevée est
également un facteur de risque de déclin de la fonction rénale.227

Dans le cadre plus particulier de la thrombose veineuse, les éléments permettant d’expliquer
le lien de cause a effet ne sont pas suffisamment nombreux. En effet bien que la protéinurie
soit associée a une déficience en antithrombine, on ne sait pas pour quelle raison I'antithrom-
bine est affectée mais pas les autres facteurs de I’hémostase. De méme le débit de filtration
glomérulaire est associé au facteur VIII et au facteur de von Willebrand mais on ne sait
pas pourquoi un déficit de filtration augmenterait la quantité de facteur VIII circulant. De
méme la plupart des études épidémiologiques concernant la fonction rénale et la thrombose
veineuse sont des études transversales et elles ne peuvent donc pas explorer le lien de cause
a effet. Le dernier point d’interrogation nous concernant est celui des facteurs de confusion.
En effet il existe d’autres facteurs de risques associés aux maladies cardiovasculaires et aux
maladies rénales et les études d’épidémiologies ne peuvent pas toujours tous les prendre en
compte. Il est donc difficile d’exclure la responsabilité de facteurs de confusion comme le
diabete, le surpoids ou méme la pression artérielle. Il est donc difficile avec les donnés en
notre possession d’établir des relations de cause a effet claires entre les différents événements
mais nous verrons par la suite comment apporter des éléments de réponse a ces questions

grace a ’approche génétique.

7 Objectifs

J’ai présenté plus haut tous les acteurs de I'étude et il est temps de s’intéresser au sujet
de mon travail. Nous avons vu que tous les acteurs présentés plus haut, a savoir, les maladies
cardiovasculaires, en particulier les coronaropathies et la thrombose veineuse, le diabete de
type I et la fonction rénale sont liés par des mécanismes complexes et encore confus. Mon
objectif est d’essayer d’apporter un éclaircissement sur ce réseau de liens. Ce travail peut
étre séparé en deux parties distinctes, d’abord celle concernant les coronaropathies dans

un contexte diabétique puis une partie concernant la thrombose veineuse. On y découvrira
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d’abord une approche génétique classique avec pour objectif I'identification de marqueurs
génétiques du risque de coronaropathie et une approche différente ou je tente d’utiliser des
marqueurs de la fonction rénale pour estimer le risque de thrombose veineuse en fonction de

I’état de la fonction rénale.

7.1 Les coronaropathies chez les diabétiques

Le premier sujet présenté porte sur l'identification de marqueurs de risque génétique
de maladie coronarienne chez les diabétiques de type I. Comme nous ’avons vu avant, les
coronaropathies sont les maladies cardiovasculaires les plus fréquentes et sont responsables
de plusieurs millions de déces chaque année. Le risque de développer une coronaropathie
est influencé par une multitude de facteurs environnementaux et génétiques qui on déja été
présentés. Le diabete fait partie de ces facteurs de risque, a plus forte raison lorsque ce diabete
est combiné a une néphropathie diabétique. Le diabéte double approximativement le risque

36,072 Cependant, le diabete de type I est un cas

de développer une maladie coronarienne.
particulier en ce qui concerne le développement des coronaropathies. Chez le diabétique de
type I, les facteurs de risque principaux sont le manque de controle de la glycémie et la
néphropathie diabétique.:2™ Les coronaropathies dans le contexte du diabete de type I
semblent dépendre de mécanismes physiopathologiques distincts et on pourrait étre amené a
penser que des marqueurs de risque génétique spécifiques pourraient exister pour ce cas. Ce-
pendant, si des marqueurs génétiques spécifiques aux complications coronariennes du diabete
de type I existent, il est peu vraisemblable qu’ils puissent étre mis en évidence par une étude

sur la population générale lorsqu’on considere la prévalence du diabete de type I.

Au commencement de ma these, aucune étude d’association pan-génomique sur les complica-
tions coronariennes du diabete de type I n’avait été menée mais des éléments suggeraient tout
de méme une composante génétique affectant le risque de complication macrovasculaire chez
les patients diabétiques de type 1.228 De la méme facon pour la néphropathie diabétique,
bien qu’il existe des études montrant une ségrégation familiale de la complication suggérant
une composante génétique,9 les études d’association n’ont pu trouver que trés peu de can-
didats. Le mécanisme derriere le lien entre la néphropathie diabétique et les complication
macrovasculaires du diabete n’est pas encore bien compris, et il pourrait s’agir d’une relation
purement physiologique ou de marqueurs génétiques partagés. Cependant si des marqueurs
de la néphropathie diabétique existent, considérant le fort lien avec les complication ma-
crovasculaires ces marqueurs pourraient aussi bien étre associés au coronaropathies chez les

diabétiques de type I.

Le but de ce premier travail est d’identifier des marqueurs génétiques du risque de maladie

coronarienne chez les diabétiques de type I. J’en profite également pour tester 1’association
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entre les marqueurs génétiques des coronaropathies déja identifiés dans la population générale
dans le contexte particulier du diabete de type I. Pour cela, j’ai mené une étude d’associa-
tion pan-génomique sur un groupe composé entierement de patients diabétiques de type I, en
séparant les individus avec et sans maladie coronarienne et en tenant compte de la présence ou
de I’'absence de néphropathie diabétique. Le but est de mettre en évidence des loci spécifiques
au contexte diabétique et des loci permettant d’apporter une information fonctionnelle sur

le lien entre la néphropathie et les complications macrovasculaires du diabete.

7.2 Relation entre la fonction rénale et la thrombose veineuse

Le second sujet présenté est une étude de I'impact de la fonction rénale sur le risque de
développer une thrombose veineuse. La thrombose veineuse a un impact sociétal plus anec-
dotique comparée aux coronaropathies mais les données épidémiologiques présentées plus
tot montrent tout de méme qu’il s’agit d’'une maladie fréquente. Le risque de développer la
maladie est dépendant de plusieurs facteurs environnementaux déja présentés mais aussi de
facteurs génétiques ayant des effets plus ou moins importants entrainant souvent un dysfonc-
tionnement dans la cascade de coagulation. 10081l
Dans cette étude, je m’intéresse en particulier a un facteur de risque qui est la fonction rénale
qu'un faisceau de preuves relie au risque de thrombose veineuse. 2% 218l Pourtant, le lien entre
la fonction rénale et le risque de thrombose veineuse n’est pas clairement élucidé. En effet,
comme nous 'avons vu plusieurs études épidémiologiques font état d’une association entre

218l Cependant le lien

le débit de filtration glomérulaire et le risque de thrombose veineuse.
de causalité n’a pas été examiné a ce jour et ces études ne peuvent pas prendre en compte
le role de certains facteurs de confusion comme le statut diabétique, I’obésité ou la pression
artérielle. Afin de mieux aborder la question du lien de causalité et le probleme posé par
les facteurs de confusion j’ai choisi d’étudier la relation entre la fonction rénale et la throm-
bose veineuse par le biais de marqueurs génétiques de la fonction rénale. Ces marqueurs ont
été sélectionnés a partir des résultats de plusieurs études d’association pan-génomiques sur
le débit de filtration glomérulaire réalisées dans différentes cohortes.22% 230 231232 T og mar-
queurs sélectionnés ont ensuite été rassemblés en un score de risque polygénique qui a été
testé en association avec la thrombose veineuse dans deux cohortes indépendantes. Le but de
cette approche est avant tout d’utiliser les marqueurs génétiques comme point de référence du
lien de causalité car ils sont attribués a la naissance et permettre de fixer la direction du lien
de causalité. De plus 'utilisation de marqueurs génétiques permet également d’atténuer I'effet
de certains facteurs de confusion car si on considere que les marqueurs utilisés n’ont d’effet
que sur le débit de filtration glomérulaire alors leur distribution est indépendante des facteurs

de confusion affectant ce phénotype ou le risque de thrombose veineuse et donc que I’étude de
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I’association entre ces marqueurs et la thrombose veineuse est libre de toute influence par ces
facteurs de confusion. Pour renforcer ces résultats j’ai également confirmé ’association entre
les marqueurs et le débit de filtration glomérulaire dans deux autres cohortes indépendantes
et enfin, j’ai utilisé le score afin de tester plusieurs hypotheses reliant la fonction rénale a la
quantité de certains facteurs de ’'hémostase dans la circulation, notamment I'antithrombine,
le facteur VIII et le facteur de von Willebrand, qui avaient déja été mis en avant par d’autres

études.
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CHAPITRE 2

Matériel & méthodes

Les stratégies de recherche présentées plus haut nécessitent des méthodes appropriées. Ces
méthodes sont décrites dans la partie qui va suivre. Premierement, on cherche a déterminer s’il
existe un profil génétique spécifique au contexte diabétique du risque de développer une ma-
ladie cardiovasculaire. Ici, le choix de I'approche génétique prend tout son sens, la génétique
étant la science des genes, de leurs variations et de I’hérédité des caracteres. Deuxiemement,
nous cherchons a exposer le role des complications rénales dans le développement des maladies
cardiovasculaires, et la génétique est également pertinente dans ce cas la puisque le but est
d’identifier des marqueurs de la fonction rénale en association avec les maladies cardiovascu-
laires. Pour ma part, j’estime que la génétique est une discipline essentielle pour I’'étude des pa-
thologies complexes qui est tres complémentaire avec les approches d’épidémiologie classique
et de biologie moléculaire et cellulaire. La génétique s’enrichit des résultats et des méthodes
de I'épidémiologie classique et permet d’apporter des éléments de réponse sur ’héritabilité
et la répartition des pathologies au sein de la population.! La génétique s’integre également
tres bien avec la biologie cellulaire et moléculaire pour élucider le mécanisme d’action derriere
la pathologie. L’approche employée dans ce manuscrit est une approche centrée sur I’étude
de la génétique dans les populations, plus particulierement 1’étude de la distribution des va-
riations génétiques au sein de la population et leur effet sur le développement de maladies,
c’est le domaine de 1’épidémiologie génétique. Dans cette partie, 'objectif est de présenter la
discipline, expliquer son intérét et présenter les outils et les méthodes mises en ceuvre dans

les travaux qui seront présentés par la suite.

1 L’approche épidémiologique

La génétique est une science jeune, qui a fait son apparition au début du 20°™¢ siecle avec
la redécouverte des travaux de Gregor Mendel, le terme de ”génétique” est cependant ap-
paru au 19°™¢ siecle et a été attribué a Imre Festetics.233 Cependant la démarche initiale de
la génétique classique était une approche fonctionnelle, centrée sur I’étude des mécanismes
de T'hérédité. Ce n’est que vers les années 70, avec le développement du séquengage San-

ger et a la découverte des polymorphismes génétiques que la génétique va faire sa ren-
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contre avec I’épidémiologie. Le développement des puces a ADN et des technologies haut-
débit entre les années 90 et 2000 ont permis l'’étude de l’ensemble du génome dans de
grands échantillons.3% 235 [ ’épidémiologie génétique a dans un premier temps traité de
I’héritabilité des caracteres, avec des études de liaison génétique ainsi que des études de
ségrégation qui ont précédé les grandes études d’association. L’épidémiologie est la science
de la distribution des pathologies au sein des populations et de I’évaluation des facteurs
de risque. C’est une discipline clé dans le domaine de la santé publique qui emploie prin-
cipalement des outils statistiques. L’épidémiologie génétique est 1’étude de la distribution
des caracteres génétiques au sein des grandes populations et de l'estimation du risque as-
socié a ces caracteres, les méthodes d’analyse restent cependant assez proches de celles de
I’épidémiologie classique. Les études d’épidémiologie génétique peuvent étre organisées de
nombreuses manieres différentes, cependant dans ce manuscrit nous ne nous intéresseront
qu’aux études d’association. L’épidémiologie génétique s’attache a répondre a trois types de

questions :

1 Etablir Pexistence d’une composante génétique contribuant a une maladie.
2 Estimer l'effet de cette composante génétique sur le risque de développer la maladie.

3 Identifier les genes impliqués dans cette composante génétique.

Les études d’association apportent des éléments de réponse aux trois questions posées mais
sont plus pertinentes pour répondre aux deux dernieres questions. Depuis qu’il est possible
d’observer des marqueurs génétiques répartis sur tout le génome dans de grandes popula-
tions, les études d’association génétiques les plus fréquemment rencontrées sont les études
d’association pan-génomiques (GWAS) dans lesquelles des milliers de marqueurs génétiques,
en général des polymorphismes d’un seul nucléotide (SNPs pour Single Nucleotide Polymor-
phism), sont testés en association avec un trait biologique ou une maladie. L’approche la plus
souvent utilisée pour ces études est I’approche cas-témoin. Nous verrons cependant qu’il est
nécessaire de suivre plusieurs étapes de controle de qualité a la fois dans la composition de
I’échantillon, la sélection des marqueurs génétiques et I’analyse statistique, ces étapes seront

décrites plus loin dans cette partie.

1.1 Les grandes études d’association

Les études d’association pan-génomiques sont des études d’association réalisées sur des
échantillons de grande taille et qui étudient un grand nombre de variations génétiques
réparties sur tout le génome. Ce type d’analyse a été rendu possible grace au développement
des biopuces et d’ordinateurs capables d’effectuer de plus en plus d’opérations rapidement,

I'outil informatique est d’ailleurs absolument nécessaire pour réaliser une GWAS. La premiere
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GWAS publiée date de 2005236 mais depuis des milliers de GWASes ont été réalisées. Ces
études sont en général des études de type cas-témoins ou des études de cohortes portant sur
une maladie ou un caractere biologique, elles peuvent étre transversales ou longitudinales.
Il s’agit d’'un approche naive opposée aux études basées sur des genes candidats puisqu’il
n’y a pas de sélection des variations basée sur la fonction des genes proches, cette approche
permet d’étre particulierement exhaustif dans l'identification des variations associées a la

.23 De plus, la grande taille des échantillon permet d’avoir une forte puis-

condition étudié
sance statistique et d’identifier un grand nombre de variations méme lorsqu’elles ont des
effets modestes.238 Tout ceci rend les GWASes particulierement utiles pour I'étude de la
génétique des maladies complexes ou plusieurs variations avec des effets faibles contribuent
au risque. Les SNPs utilisés dans les GWASes sont généralement obtenus par un génotypage
a l’aide d’une biopuce a ADN suivi par une imputation des SNPs absents sur la biopuce. Les
SNPs choisis pour 1’étude sont issus de biobanques telles que HapMap23? et sont choisis de
maniere a couvrir 'ensemble du génome. Avant ’analyse, on choisi pour chaque SNP quel
sera l'allele testé et on détermine sous quel modele I'analyse sera effectuée. On choisi alors
entre modele additif, modele dominant ou modele récessif. Dans le modele additif, on compte
la somme des alleles a tester tandis que dans un modele dominant on compare les individus

ayant au moins un allele a tester aux autres, a 'inverse dans un modele récessif on compare

les individus ayant deux alleles a tester aux autres.

Dans les GWASes cas-témoins on recherche les SNPs dont les fréquences alléliques sont
différentes entre les cas et les témoins. L’ampleur de I'effet est souvent rapportée sous la forme
d’'un odds ratio tandis que la force du signal est indiquée par une p-value.Z3? La GWAS
possede cependant quelques limites. D’abord la GWAS ne permet pas d’identifier directe-
ment les SNPs causaux mais des SNPs situés & proximité de la vraie variation causale. 38l
Ensuite, 'analyse individuelle de chaque SNP ne permet pas d’identifier les phénomenes

e,2400 ¢’est & dire les interactions entre plusieurs variations qui modifient 1’effet in-

d’épistasi
dividuel de chacune d’entre elles. La grande taille des échantillons augmente le risque d’avoir
des échantillons peu homogenes et il est alors nécessaire de controler la présence de sous-
structures dans la population d’étude.22 [’hétérogénéité de 1’échantillon est susceptible de
créer des associations fausses entre les SNPs testés et les phénotypes étudiés.?37 Enfin, le
grand nombre de SNPs testés fait que la proportion de faux-positifs est élevée. Il est donc
nécessaire de prendre en compte leffet des tests multiples.237 Malgré tout cela la GWAS
est un outil puissant pour identifier des genes impliqués dans la composante génétique d’une

pathologie et constitue donc une approche adaptée a nos objectifs.

45



Matériel & méthodes L’approche épidémiologique

1.2 Les groupes d’étude

Il existe plusieurs méthodes pour assembler un groupe d’étude. Cependant dans ces tra-
vaux je me suis limité au design le plus fréquent, ’étude cas-témoin. Il s’agit ici de comparer
un groupe de cas, des individus étant atteints de la maladie ou du trait étudié a un groupe
témoin qui peut soit étre composé d’individus tirés aléatoirement dans la population étudiée
ou d’'individus non affectés par la maladie ou le trait. Lorsque le trait ou la maladie est com-
mune, il est plus pertinent d’utiliser un groupe d’individus sans la maladie en tant que groupe

242 1] est important que le groupe témoin et le

témoin afin de gagner en puissance statistique.
groupe cas soient issus de la méme population et qu’ils aient si possible des caractéristiques
similaires en dehors de la maladie étudiée afin de limiter au maximum la variabilité inter-
groupe. Il n’y a pas nécessairement de rapport numérique témoin/cas a respecter mais si le
nombre de cas est faible il peut étre utile d’augmenter le nombre de témoins afin d’augmenter
la puissance de I’étude. Cependant certains travaux indiquent que dépasser un rapport de 4
témoins par cas serait contre-productif. 243!

Les groupes d’études présentés ici sont les cohortes qui ont été utilisées pour composer les
groupes cas-témoins utilisés pour mes travaux. Tous ces groupes sont issus de populations
d’origine Européenne, venant soit du continent Européen (France, Pays-bas, Danemark, iles
Britanniques, Allemagne) ou d’Amérique du Nord (Canada, Etats-Unis). Les individus pour
lesquels le sexe n’était pas renseigné ou pour lesquels le sexe renseigné ne correspondait pas
au sexe déduit des marqueurs génétiques ont été exclus. Pour les groupes d’individus avec
un score de parenté trop élevé, un seul membre a été retenu pour les analyses, les cohortes
sont regroupées en fonction du projet pour lequel elles ont été employées. Tous les patients
recrutés ont émis leur consentement informé par écrit et les différents protocoles de recrute-

ment ont été approuvés par les comités d’éthique des institutions participantes.

Travail sur les marqueurs de risque génétique des coronaropathies chez les diabétiques

de type I

Les cohortes suivantes ont été employées dans le projet d’étude d’association pan-génomique
sur les coronaropathies chez les diabétiques de type I avec ou sans néphropathie diabétique.
Les trois premieres cohortes, Genesis/Genediab, Steno et UK-ROI ont été employées dans la
phase de découverte tandis que les cohortes DCCT/EDIC, WESDR, CACTI, EDC et Go-

KinD ont été employées durant la phase de réplication.
Genesis/Genediab

Cette cohorte comporte 1370 patients frangais ayant un diabete de type 1 depuis au moins 15
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ans au moment de l'inclusion. Le diabete de type 1 est défini par un diagnostic avant 35 ans
et une prise d’insuline définitive dans I'année suivant le premier diagnostic. La néphropathie
diabétique a été définie par un taux d’excrétion d’albumine supérieur a 300mg par 24 heures
sur deux mesures parmi trois mesures consécutives d’un échantillon d’urine stérile. Le groupe
inclut également 85 cas de coronaropathie, définis par un ou plusieurs événements d’infarctus
du myocarde renseignés ou une revascularisation avec ou sans néphropathie. Les 1285 indivi-
dus sans antécédents de coronaropathie sont définis comme témoins. Les caractéristiques du

groupe sont présentées dans le tableau 2A.24

Steno

Steno est une cohorte de 868 patients danois diabétiques de type 1 recrutés au Steno Diabetes
center a Copenhague au Danemark. Le diabete a été défini comme de type 1 par un diag-
nostic avant 35 ans et le démarrage d’une thérapie a l'insuline définitive moins d’un an apres
le premier diagnostic. La néphropathie diabétique a été définie par une albuminurie persis-
tante (supérieure a 300mg par 24 heures) sur deux mesures parmi trois mesures consécutives,
la présence d’une rétinopathie et 1’absence d’autres maladies rénales ou du canal urinaire.
L’absence de néphropathie diabétique a été définie par une normoalbuminurie persistante
(inférieure & 300mg par 24 heures) apres 15 ans de diabete, sans traitement avec des inhi-
biteurs de 'ECA ou d’antagonistes des récepteurs de ’angiotensine II. Les individus avec
des antécédents de coronaropathies confirmés cliniquement au recrutement ont été classés
en cas tandis que les individus sans antécédents de maladies cardiovasculaire en général
ont été classés comme témoins. Les individus avec des antécédents de maladies cardiovascu-
laires autres que des coronaropathies ont été exclus. Les caractéristiques de la cohortes sont

présentées dans le tableau 2A .24
Ireland, Warren 3 and Genetics of kidneys in Diabetes UK collection

Ireland, Warren 3 and Genetics of kidneys in Diabetes UK collection (UK-ROI) est une co-
horte de 1318 patients européens diabétiques de type 1 recrutés dans différents centres des
iles Britanniques. Tous les patients ont été diagnostiqués avec un diabete de type 1 avant
leurs 31 ans et 112 d’entre eux ont également une maladie coronarienne caractérisée par la
présence d'une angine de poitrine, un événement d’infarctus du myocarde ou un pontage
aorto-coronarien, les 1206 individus restants ont un diabete de type 1 sans antécédents de

coronaropathie. Les caractéristiques des patients d’'UK-ROI sont présentées dans le tableau
9 A [245]
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Diabetes Control and Complications Trial/Epidemiology of Diabetes Inter-

ventions and Complications

Diabetes Control and Complications Trial/Epidemiology of Diabetes Interventions and Com-
plications (DCCT/EDIC) est une cohorte qui regroupe 1304 participants agés de 13 a 39 ans
recrutés entre 1983 et 1989 dans 21 cliniques réparties dans plusieurs états des Etats-Unis
(Ohio, Pennsylvanie, New York, Michigan, Massachusetts, South Carolina, Minnesota, Iowa,
Tennessee, Texas, Washington, Missouri et Connecticut) ainsi qu’en Ontario, au Canada.
Le recrutement des patients a été effectué en deux phases. Les patients recrutés lors de la
premiere phase avaient un diabete de type 1 déclaré depuis au moins 1 an et au maximum
depuis 5 ans et ne présentaient pas de signe de rétinopathie. Les patients recrutés dans la
deuxieme phase avaient un diabete de type 1 déclaré depuis au moins 1 an et jusqu’a 15 ans
au maximum et présentaient des signes de rétinopathie non-proliférative légere. Les détails

de cette cohorte sont présentés dans le tableau 2B.246!

Wisconsin Epidemiology Study of Diabetic Retinopathy

Wisconsin Epidemiology Study of Diabetic Retinopathy (WESDR) regroupe 594 patients at-
teints de diabete de type 1 recrutés dans le Wisconsin entre 1979 et 1980. Tous les patients

ont été diagnostiqués avant leurs 30 ans et suivent une thérapie a l'insuline. Les détails de
WESDR sont présentés dans le tableau 2B.247

Coronary Artery Calcificaltion in Type 1 Diabetes

Coronary Artery Calcificaltion in Type 1 Diabetes (CACTI) regroupe 520 patients diabétiques
de type 1 recrutés entre 2000 et 2002 dans le Colorado. Tous les patients étaient agés de 19
a b6 ans et n’avaient pas d’antécédents de maladies cardiovasculaires au moment du recru-
tement. Les détails de CACTI sont présentés dans le tableau 2B.248!

Pittsburgh Epidemiology of Diabetic Complications Study

Pittsburgh Epidemiology of Diabetic Complications Study (EDC) regroupe 428 patients ayant
été diagnostiqués avec un diabete de type 1 avant 17 ans, recrutés entre 1986 et 1988 a I’hopital
pédiatrique de Pittsburgh, en Pennsylvanie. Tous les patients ont été suivis bi-annuellement

pendant 25 ans, les détails sont disponibles dans le tableau 2B.249

Genetics of Kidneys in Diabetes US Study

La cohorte Genetics of Kidneys in Diabetes US Study (GoKinD US) est composée de 351

patients diabétiques de type 1 atteints ou non de néphropathie diabétique, ayant été diagnos-
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tiqués pour un diabete de type 1 avant 31 ans et ayant commencé une thérapie a I'insuline un
an apres le diagnostic. La néphropathie diabétique est définie comme la présence d’une in-
suffisance rénale chronique terminale, la nécessité de dialyse ou d’une transplantation rénale
et une albuminurie persistante sur deux mesures parmi trois mesures consécutive(rapport
albumine/créatinine d’au moins 300mg/g ou une mesure de > 1+ par bande urinaire). Les
participants sont tous d’origine caucasienne et ont été recrutés entre 2000 et 2003 dans le
centre de 'université George Washington et le Joslin Diabetes Center aux Etats-Unis. Les
caractéristiques de GoKinD sont disponibles dans le tableau 2B.2%!

Bien que Genesis/Genediab, UK-ROI, Steno, DCCT/EDIC, WESDR, CACTI, EDC et Go-
KinD US soient des cohortes de patients diabétiques de type 1, elles ont été utilisées dans
ces travaux comme des groupes cas/témoins pour les coronaropathies, le groupe cas étant
les individus diabétiques avec des antécédents de coronaropathie (infarctus du myocarde,
angioplastie des artéres coronaires, angine de poitrine...) tandis que le groupe témoin était

composé de patients diabétiques sans antécédents de coronaropathies.

Mesures a I'inclusion DCCT/EDIC | WESDR CACTI EDC GoKinD
N=1304 N=594 N=520 N=428 N=351
Dates de recrutement (années) 1983-1989 1979-1980 | 2000-2002 | 1986-1988 | 2000-2003
Sexe (% femmes) 47 50 44 48 66
Age au recrutement* (années) 27 (1)t 26 (11)f 36 (9)T 7 (8)t 37 (9)1
Durée du diabete* (années) 6 (4)7 12 (9) 23 (9)t 19 (8)F 24 (7)
Durée du suivi (années) 25 (5) 37 (9) 11 (5) 39 (8) NA
CVD** 166 (13) 209 (35) | 49 (10) | 158 (37) | 50 (14)
CAD** 152 (12) 202 (34) | 42 (8) | 139 (32) | 50 (14)

Tableau 2B Caractéristiques générales des études DCCT/EDIC, WESDR, CACTI, EDC et Go-

KinD.

CVD = cardiovascular disease.
CAD = coronary artery disease.
*moyenne (écart-type).

** Nombre d’évenements (%).

T P-value d’association < 0.05 avec CVD dans un modele logistique.

Travail sur la fonction rénale et la thrombose veineuse

Les cohortes suivantes ont été employées dans ’étude d’estimation de 'impact de la fonction

rénale sur le risque de thrombose veineuse a I’aide de marqueurs génétiques.
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Marseille Thrombosis Association

La cohorte MARseille THRombosis Association (MARTHA) est une cohorte de 1592 pa-
tients non apparentés ayant été recrutés au centre d’hématologie du centre hospitalier de la
Timone a Marseille. Ces patients ont tous été recrutés entre janvier 1994 et octobre 2005 apres
un événement de thrombose veineuse vérifié par veinographie, ultrason Doppler, angiogra-
phie et/ou scintigraphie pulmonaire. Tous ces patients étaient dépourvus de toute condition
chronique et sans aucun facteur de risque génétique de thrombose connu (mutation anti-
thrombine, déficience en protéine S ou protéine C, porteur homozygote de la mutation FV
Leiden ou de la mutation FII 20210A et lupus anticoagulant). Les patients ont été séparés en
deux groupes MARTHAOS et MARTHA10, qui ont été génotypés sur deux puces différentes.

Les caractéristiques des patients de MARTHA sont présentées dans le tableau 2C.[25%

MARTHA
N=1542
Age moyen (o) 46,99 (15,27)
Sexe (% femmes) 66,1
IMC moyen, kg/m? (o) 25,14 (4,61)
Fumeurs (%) 24,1
Buveurs d’alcool (%) 0,58
Porteurs hétérozygotes de FV (%) 21,98
Porteurs hétérozygotes de FII (%) 13,94
Groupe ABO (%)
Al 55
Al1B
A2 6
B 12
O 23
aPTT* (o) 31,40 (3,33)
Intervale 21,2-43.3
FVIIlc (o) 134,44 (51,18)
Intervale 43,0-434,0
VWF (o) 152,50 (66,56)
Intervale 41,0-506,0

Tableau 2C Caractéristiques générales de I’étude MARTHA.

*Temps de céphaline activée, exprimé en secondes, voir plus bas.
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Early Onset Venous Thrombosis

FEarly Onset Venous Thrombosis (EOVT) est une cohorte de 453 individus ayant eu un
premier événement de thrombose veineuse profonde ou d’embolie pulmonaire avant 50 ans,
ces patients ont été recrutés dans quatre centres différents (Grenoble, Marseille, Montpel-
lier et Paris) et leur statut a été vérifié par veinographie, ultrasons Doppler, angiographie
et/ou scintigraphie pulmonaire. Les patients présentant des risques connus environnemen-
taux (hospitalisation avec immobilisation, traumatisme, chirurgie, grossesse, post-partum,
prise de contraceptifs oraux, cancer, maladie autoimmune) ou génétiques (anti-thrombine,
déficiences en protéine S ou en protéine C, homozygote FV Leiden ou FII 20210A) n’ont pas

été inclus. Les caractéristiques des individus de EOVT sont détaillées dans le tableau 2D.251

EOVT
N=453
Age moyen en années(o) 36 (9)
Sexe (hommes/femmes) 250/203
Porteurs hétérozygotes de FV (%) | 18,3
Porteurs hétérozygotes de FII (%) 7,1

Tableau 2D Caractéristiques générales de 1’étude EOVT.

Multiple Environmental and Genetic Assessment of risk factors for venous

thrombosis

Multiple Environmental and Genetic Assessment of risk factors for venous thrombosis (MEGA)
est une cohorte composée de 3220 patients Néerlandais entre 18 et 70 ans ayant eu un
événement de thrombose veineuse profonde ou une embolie pulmonaire. Les participants ont
été recrutés dans 6 centres hospitaliers différents des Pays-Bas et les patients présentant des
troubles psychiatriques ou ne parlant pas le Néerlandais n’ont pas été inclus. Les partici-
pants ont répondu a un questionnaire détaillant le diagnostic d’un cancer, et le cas échéant,
la date, le type de traitement administré et la présence ou non de métastases connues. Les
participants ont également été testés pour la présence de mutations FII 20210A et F'V Leiden
puis les individus homozygotes pour au moins une de ces deux variations ont été exclus. Les

caractéristiques de MEGA au recrutement sont détaillées dans le tableau 2E.252 105]
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MEGA
N=3220
Age médian en années 49,7
(5%me - 95%me percentiles) (25,9-67,8)
Sexe (% femmes) 54
IMC médian, kg/m? 26,2
(5% - 95°™¢ percentiles) (20,1-35,5)
Immobilisation* (%) 38,6
FV Leiden (%) 15,8
groupe sanguin non-O (%) 71,2
FVIII médian en IU/dL 154
(5°me - 95°™me percentiles) (83-280)
Facteur IX médian en IU/dL 108
(5%me - 95%™me percentiles) (80-144)
vWEF** médian en 1U/dL 138
(5%me - 95°me percentiles) (75-255)
Thrombose veineuse profonde seule (%) 57,5
Embolie pulmonaire (%) 42,5

Tableau 2E Caractéristiques générales de ’étude MEGA.

*Alité pendant au moins 4 jours, chirurgie ou hospitalisation dans I’année précédant I’inclusion.
**Facteur de von Willebrand.

Trois Cités

Les Trois Cités (3C) est une cohorte initialement congue pour étudier le lien entre les maladies
vasculaires et la démence. Les participants sont Francais et ont été recrutés dans les villes
de Bordeaux, Montpellier et Dijon.233 Un sous-échantillon de 2159 individus dépourvus de
toute condition chronique ont été sélectionnés et ont été répartis en deux groupes de 1110
et 1049 individus afin de servir de groupes témoins pour MARTHA et MEGA. Dans le cas
de MEGA, il n’y avait pas d’échantillon de sujets sains génotypés disponibles pour servir
de groupe témoin, le choix d’utiliser 3C a donc été fait car il s’agit d’'un groupe d’individus
sains homogene d’origine Européenne, donc suffisamment proches des individus de la cohorte
MEGA pour notre étude.
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Suvimax

La cohorte SU.VI.MAX (Supplementation en Vitamines et Mineraux Antioxydants) est une
cohorte de 1327 individus en bonne santé et d’origine Européenne, initialement employée
pour des essais cliniques randomisés sur les effets des vitamines antioxydantes. Les patients
ont été recrutés en 1994 et n’ont pas d’antécédents de maladies cardiovasculaires.25 Un

sous-échantillon de 1228 individus a été utilisé comme groupe témoin pour 1’étude EOVT.

Autres cohortes

La cohorte présentée ci-dessous a été employée pour effectuer des analyses complémentaires
pour les deux projets présentés plus tot mais aussi pour des analyses secondaires sur des

projets indirectement liés a ma these.
AtheroGene

AtheroGene est une cohorte Allemande composée de 1762 participants recrutés entre 1996
et 2004 dans le département de cardiologie du centre médical universitaire de Johannes
Gutenberg-University a Mainz et le département de médecine interne des forces armées
fédérales de Koblenz, en Allemagne. Les participants inclus présentaient tous des signes
indicateurs d’une maladie coronarienne comme de la dyspnée, des douleurs dans la poitrine
et des altérations de l'électrocardiogramme. La maladie coronarienne a été établie pour les
patients présentant une sténose avec une réduction de plus de 30% de I'espace vasculaire dans

au moins une des artéres coronaires majeures. 23

1.3 Mesurer les variables biologiques

Les grandes études d’association génétiques nécessitent la mesure de variables biologiques
qui vont étre testées ou étre utilisées en tant que variables explicatives. Ces variables peuvent
étre mesurées a partir de prélevements sanguins ou d’échantillons urinaires ou bien étre obte-
nues par des mesures de parametres physiologiques ou morphologiques. Tous les parametres
biologiques utilisés dans les travaux présentés sont listés dans cette section avec les méthodes

de mesures détaillées.

L’indice de masse corporelle

L’indice de masse corporelle (IMC) a été calculé conformément a la formule établie par
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Adolphe Quetelet? qui est la suivante :

masse
taille?

IMC =

Avec la masse exprimée en kilogrammes et la taille en metres. L'IMC est utilisé pour établir
757 .

'obésité de la maniere suggérée par I'organisation mondiale de la santél
IMC<18.5 Maigreur.
18.5<IMC<25 Corpulence normale.
25<IMC<30 Surpoids.
30<IMC<35 Obésité modérée.
35<IMC<40 Obésité sévere.
40<IMC Obésité morbide.

[258

Bien que 'IMC ne soit pas le marqueur d’obésité le plus performant®8 il reste un marqueur

efficace de mortalité et des morbidités associées a Iobésité. 259 260 261]

Plusieurs métabolites, protéines et marqueurs physiologiques ont été mesurés a partir de
prélevements de sang périphérique et d’urine pour les différentes études présentées dans ce

manuscrit. Les différentes méthodes de dosage sont présentées ci-dessous.

Albuminurie

L’albumine est une protéine produite par le foie et qui est la protéine la plus présente dans
la circulation sanguine.252 La présence d’albumine dans I'urine est un marqueur de maladie
rénale chronique. L’albuminurie s’exprime sous la forme d’un taux d’albumine excrétée par
jour (AER en mg par 24h) ou en rapport albumine excrétée par créatinine excrétée (ACR en
mg albumine par g créatinine). La présence d’albumine dans 'urine est dosée par colorimétrie
a ’aide de bleu de bromophénol, la gravité de ’albuminurie est divisée en trois catégories

suivant la quantité d’albumine présente dans I'urine63.

A1l (albuminurie normale ou légéere) ACR<30mg/g.
A2 (albuminurie modérée) 30mg/g<ACR<300mg/g.
A3 (albuminurie sévere) ACR>300mg/g.
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Créatinine

La créatinine est un métabolite libéré par les muscles dans la circulation et excrété dans
I'urine. La créatinine sérique est mesurée par colorimétrie. Le taux de créatinine sérique entre
en jeu dans l'estimation taux de filtration glomérulaire (eGFR), utilisé comme marqueur de

la fonction rénale. 264

Débit de filtration glomérulaire estimé et maladie rénale chronique

Le débit de filtration glomérulaire estimé (eGFR) est un marqueur de la fonction rénale.
Il est calculé a partir des taux sanguins de cystatine C ou de créatinine. Il existe plusieurs
équations permettant d’obtenir I'’eGFR et celles-ci prennent en compte plusieurs parametres
tels que le sexe, ’age ou l'ethnie des individus. Pour les travaux présentés, deux équations

ont été employées.
La premicre est la formule MDRD (Modification of Diet in Renal Disease)?5 qui nécessite
la créatinine sérique en mg/dL, I’age, le sexe et 'ethnie et dont la formule est la suivante :

~  —=0,203

eGFR =186 SOr~ "% x Age % [1,210 si origine africaine] * [0, 742 si femme]

La seconde formule est I’équation CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collabo-

mtz’on)[%ﬁj, elle nécessite le sexe, ’age et la créatinine sérique. La formule est la suivante :

SCr

SC
eGFR = 141*max(TT, 1)%s«max( ,1)71209%[1, 159 si origine afircaine]+[1, 018 si femme]

0,7 si femme —0, 329 si femme
a

0,9 si homme —0,411 si homme
Le terme SCr représente la quantité de créatinine dans le plasma (exprimée mg par dL).
L’eGFR est exprimé en mL/min/1,73m?. L’eGFR a été utilisé afin d’établir I'existence ou
non de maladie rénale chronique. La maladie rénale chronique a été définie comme ayant

plusieurs paliers qui ont été définis de la maniere suivante :
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Niveau de la maladie rénale chronique eGFR (mL/min/1.73m?)

niveau 0 >90
niveau 1 60-89
niveau 2 30-59
niveau 3 15-29
niveau 4 <15

Le niveau 0 correspond a une absence de maladie rénale chronique, le niveau 1 correspond
a une maladie rénale chronique légere, le niveau 2 a une maladie rénale chronique modérée,
le niveau 3 a une maladie rénale chronique sévere et le niveau 4 a une insuffisance rénale

chronique terminale (IRCT).

Hémoglobine glyquée

L’hémoglobine glyquée (HbAlc) correspond a la forme glyquée de I'hémoglobine et est uti-
lisée comme marqueur de la glycémie. L’HbAlc est mesurée par chromatographie (HPLC),

cette mesure permet de déduire la concentration plasmatique de glucose.267

Tests de coagulation

Il existe de nombreux tests visant a détecter des anomalies de la voie de coagulation, pour
les différents travaux présentés ici deux d’entre eux ont été employés. Le test de temps de
céphaline activée, également appelée aPTT. Il s’agit d'un test réalisé a partir d’un prélevement
sanguin servant a détecter des anomalies dans la voie intrinseque de la coagulation. L’échantillon
de sang est recalcifié puis une molécule activatrice est ajoutée afin de démarrer la réaction de
coagulation. Le temps de formation du thrombus est mesuré et exprimé en secondes. L’aPTT
peut également étre exprimée sous la forme d’un rapport entre le temps d’activation du sujet
et un temps d’activation étalon servant de témoin. Le temps de génération de thrombine est
un test visant a observer la cinétique de la formation de thrombine apres activation de la voie
de coagulation a 'aide d'un mélange de TF, de phospholipides et de chlorure de calcium. Le
temps de génération de thrombine est mesuré a ’aide d'un CAT assay qui utilise une molécule
fluorogene réactive a la thrombine. Le CAT assay permet d’obtenir des informations comme
le temps de latence, qui correspond au temps écoulé avant que la thrombine ne commence a
étre générée, le temps de pic qui correspond au temps écoulé avant d’atteindre la quantité
maximum de thrombine activée, la hauteur de pic qui est la quantité de thrombine activée

et enfin le potentiel de thrombine endogene (ETP) qui correspond a la quantité thrombine
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pouvant étre générée. 268

Enumération cellulaire

Le comptage cellulaire est utilisé pour estimer la quantité de globules blancs et d’érythrocytes
présents dans le sang. Des méthodes similaires sont également utilisées pour quantifier les
plaquettes. Le comptage de cellules peut se faire manuellement a 1’aide d’un hémocytometre,
dans lequel du sang est placé dans une chambre a la surface quadrillée. On peut alors compter
le nombre de cellules dans plusieurs segments et en déduire la concentration en cellules. Le
comptage peut étre réalisé de maniere automatique a l'aide d’un cytometre en flux qui fait
passer les cellules individuellement dans un canal et les compte. Le nombre de cellules est

généralement exprimé en nombre de cellules par mm?® de sang.26%

Mesure des protéines plasmatiques

Dans les deux études présentées, en particulier celle portant sur la thrombose veineuse, plu-
sieurs protéines présentes dans le sang ont été étudiées. Cette liste inclut le facteur VIII,
le facteur IX, le facteur XI, le vWF, I'antithrombine, la PC, la PS, le fibrinogene, le TFPI,
le récepteur soluble a la protéine C (sEPCR), I'inhibiteur de la fibrinolyse activable par la
thrombine (TAFI) et les D-dimeres. La méthode la plus utilisée pour la mesure des quantités
de protéines dans le sang est un test ELISA, un test basé sur la détection a I’aide d’anticorps
spécifiques. Le sérum est mis en contact avec une plaque solide sur laquelle sont fixés des anti-
corps spécifiques de la protéine étudiée, apres lavage du sérum la protéine reste sur la plaque,
fixée par les anticorps. Elle est ensuite mise en contact avec un anticorps primaire spécifique
puis un anticorps secondaire portant une enzyme catalysant une réaction produisant de la
fluorescence ou de la couleur. Le substrat de 'enzyme est ensuite ajouté et la quantité de la

protéine est estimée & partir de 'absorbance ou de I'intensité de la lumiere dégagée. 270

2 Acquisition des données génétiques

Les variations génétiques et l'expression des genes peuvent étre mesurées a l’aide de
biopuces. Les biopuces regroupent un ensemble de technologies permettant d’analyser les
séquences ADN avec un tres haut débit et d’obtenir des informations sur les SNPs, I'ex-
pression des genes ou encore les marques épigénétiques. Le fonctionnement des biopuces
s’appuie sur les propriétés d’hybridation du brin d’ADN. Pour rappel, ADN est organisé
en double hélice et les deux brins sont composés de nucléotides qui s’associent en paires

complémentaires, ’adénine et la thymine (A-T) ainsi que la cytosine et la guanine (C-G).
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Lorsque deux brins d’ADN sont complémentaires, ils se lient de maniére non-covalente pour
former la double hélice, la force de la liaison dépend du degré de complémentarité entre les
deux brins. La biopuce consiste généralement en une surface solide sur laquelle sont fixées
des sondes congues spécifiquement pour étre complémentaires avec les séquences d’intérét
qui vont étre analysées. L’ADN de I’échantillon biologique est préalablement fragmenté puis
marqué a 'aide de fluorochromes, des molécules émettant de la lumiere apres excitation a
I’aide d’un laser. L’ADN de I’échantillon est mis en contact avec la biopuce et les séquences
complémentaires aux sondes vont s’y fixer. Apres un lavage pour éliminer les fragments
d’ADN non fixés un laser est utilisé pour exciter les fluorochromes et la lecture de la réponse
lumineuse va permettre d’obtenir les informations recherchées. Le fonctionnement des bio-
puces et les méthodes de lecture peuvent varier en fonction du type de biopuce utilisé et du

constructeur mes le principe sur lequel s’appuient ces technologies reste le méme. 271

2.1 Les puces de génotypage

Les puces de génotypages sont spécifiquement congues pour lire les SNPs et les courtes in-
sertions/délétions du génome. Le panel de SNPs analysés est déterminé a ’aide d’un génome
de référence. Une biopuce a ADN est capable de génotyper plus d’un million de marqueurs
a la fois. On retrouve fréquemment deux types de puces, les puces solides ou les sondes sont
fixées a une lame unique, c¢’est la représentation traditionnelle des puces & ADN, mais aussi
des bead arrays dans lesquelles chaque type de sonde est fixé a une micro-bille. Plusieurs
technologies de génotypage ont été développées, cependant, afin de rester simple je vais me
limiter a seulement présenter la technologie du constructeurs Illumina, présentée dans la Fi-

gure 10.27

Mlumina utilise des bead arrays avec des sondes spécifiques de chaque SNP portées par
différentes billes. Chaque sonde est complémentaire a une séquence flanquante du SNP mais
ne comporte pas le SNP, a ces sondes sont ajoutés des oligonucléotides marqués avec différents
fluorochromes. Lorsque les fragments d’ADN de ’échantillon sont mis en contact avec les
sondes ils vont s’apparier aux sondes complémentaires sans que 'allele du SNP n’influence
I’appariement sonde-fragment. Une fois la sonde et le fragment appariés, ’oligonucléotide
complémentaire a ’allele du SNP va venir rallonger la sonde. Apres lavage il ne reste que la

sonde avec le nucléotide marqué complémentaire de I’allele du SNP.
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Figure 10 Principe de fonctionnement de base des puces Illumina. Des sondes complémentaires
a une des séquences flaquantes du SNP sont fixées a des billes et des nucléotides portant différents
fluorochromes sont présents dans la solution, ’ADN testé se fixe a la sonde sauf au niveau de Iallele
du SNP qui est libre, un nucléotide complémentaire vient alors se fixer avec son fluorochrome.

Nllustration issue de larticle de LaFramboise, Nucleic Acids Res, 200927

Le signal lumineux de chaque sonde est ensuite lu et les signaux lumineux pour chaque SNP
sont regroupés en deux parametres X; et Y; qui représentent 'intensité lumineuse des sondes
de chaque SNP pour l'allele A et B respectivement. Il n’y a pas de normalisation pour chaque
puce mais une normalisation interne pour chaque échantillon. Pour chaque SNP i on calcule

le rapport o des intensités lumineuses normalisées des alleles A et B :

o = (g) X arctanﬁ

T X;
Chaque génotype AA, AB ou BB est ensuite représenté par un groupe de valeurs de . Pour
un SNP i, la proximité de o; a un des groupes permet d’interpréter le génotype. La distance
entre g; et le centre du groupe est utilisée pour attribuer une note de qualité pour le SNP.
Différentes puces de génotypage ont été utilisées dans le cadre des études présentées dans ce

manuscrit, elles sont listées dans le tableau 3.
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Constructeur Modele SNPs génotypés cohortes testées
Tllumina HumanCore Exome 12v1 542 585 Genesis/Genediab, Steno, UK-ROI
Illumina Human 1M 1199 187 DCCT/EDIC
Tllumina HumanOmnil-Quad 1140 419 WESDR, EDC
Illumina HumanCore Exome v3 ~500 000 CACTI, GoKinD
Illumina Human 660W-Quad beadchip 657 366 MARTHA, MEGA
Tllumina Human 610-Quad ~610 000 MARTHA, 3C
Illumina Sentrix HumanHap300 beadchip >317 000 EOVT, SUVIMAX

Tableau 3 Liste des puces de génotypage utilisées dans les deux projets présentés.

3 L’analyse

Maintenant que les outils et méthodes permettant I'acquisition des données physiologiques
et génétiques ont été présentés, il est temps d’aborder les méthodes d’analyse. Ci-dessous
sont présentées les différentes méthodes permettant de réaliser le tri et le controle qualité des
données mais aussi les outils utilisés. L’environnement GNU R, un logiciel sous licence GNU,
a été utilisé pour un certains nombres d’analyses statistiques, du traitement de données et la

génération de la plupart des graphiques présentés. 273!

3.1 Le controle qualité

Afin de réduire au maximum le biais dans les analyses statistiques qui vont suivre, il
est nécessaire de trier les données afin d’exclure les sujets qui pourraient étre apparentés ou
dont les caracteres phénotypiques ont été mal renseignés et les SNPs pour lesquels 'attribu-
tion du génotype pourrait étre incorrecte. Les individus peuvent étre exclus en raison d’un
manque d’informations phénotypiques mais aussi lorsqu’ils ont trop de SNPs non-génotypés
(plus de 5% de SNPs manquants). Les individus avec un taux d’hétorozygotie trop élevé
par rapport au taux attendu sont exclus car c’est un indicateur de génotypage de mauvaise
qualité. Une mauvaise attribution du sexe, des liens de parenté et un profil d’outlier sont
également des motifs d’exclusion. Pour les SNPs, on exclut les SNPs mal génotypés chez trop
d’individus (plus de 1% des individus de la cohorte non-génotypés) et les SNPs qui ne sont

pas en équilibre de Hardy-Weinberg chez les témoins.

Pour cette étape, je me suis essentiellement appuyé sur deux logiciels, le logiciel PLINK
(v1.07) sous licence GNU et développé par Shaun Purcell?™ 27! et GCTA un logiciel sous
licence GNU développé par Jian Yang disposant de 'outil GRM, tres utilisé pour les analyses
de parenté entre les individus.2™ Ces deux logiciels offrent un large choix d’outils décrits

plus bas, permettant de réaliser toutes les opérations de controle qualité de mes travaux.
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Vérification du sexe

Le sexe est un parametre crucial dans les études d’épidémiologie puisque, comme nous 1’avons
vu avec les maladies cardiovasculaires, ¢’est un facteur de risque important susceptible d’in-
teragir avec les facteurs génétiques étudiés. Il est donc important que le sexe soit correctement
renseigné afin de ne pas introduire d’erreur dans ’analyse. En utilisant PLINK, on estime le
coefficient de consanguinité sur le chromosome X (hors région pseudo-autosomale) de chaque
individu. PLINK calcule le coefficient de consanguinité a partir des SNPs de la maniere

suivante :

O—-F
N-—-F

Avec O le nombre de SNPs homozygotes observé, E le nombre de marqueurs homozygotes

Fsnp =

attendus sous I’hypothese de I’équilibre de Hardy-Weinberg et N le nombre total de SNPs
utilisés. 2™ Les individus ayant un coefficient de consanguinité inférieur & 0,20 sont considérés
comme des femmes tandis que ceux ayant un coefficient supérieur a 0,80 sont considérés
comme des hommes. Les individus ayant un coefficient de consanguinité incompatible avec
leur sexe déclaré et les individus ayant un coefficient de consanguinité situé entre 0,20 et 0,80

sont exclus de 1’étude.

Stratifications de la population et parenté

Comme nous l'avons vu plus haut, il est important pour une étude d’association que la
population d’étude soit homogene, de plus les méthodes statistiques employées sont valides a
la condition que les individus soient indépendants. Si ’échantillon est composé de plusieurs
sous-populations, on dit donc qu’il y a des stratifications de la population. Cette situation
est problématique pour les études d’association car la fréquence allélique des SNPs varie en
fonction de la population et une analyse sur plusieurs populations distinctes peut conduire a
de fausses associations. La parenté est problématique car elle entre en conflit avec la nécessité
d’indépendance entre les individus, si un certain nombre d’individus sont apparentés alors on
ne peut plus s’assurer que les SNPs soient indépendamment et identiquement distribués. Les
outils utilisés pour controler ces deux parametres sont basés sur le méme principe, la mesure
de l'identité par état (IBS). L'IBS est définie comme la moitié du nombre d’alleles partagés.
En conséquence si deux individus partagent 2, 1 ou aucun allele sur un SNP donné, alors
I'IBS pour ce SNP sera de 1, 1/2 ou 0 respectivement. De 14, il est possible d’obtenir un IBS
moyen pour tous les marqueurs disponibles dont la valeur sera comprise entre 0 et 1. Il est

possible d’estimer I'IBS a partir des fréquences alléliques p et ¢ du SNP de la fagon suivante :
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p(IBS=0) 2p%¢?
p(IBS=0,5) 1— (p*+¢* +6p*¢)
p(IBS=1) pt+ ¢t + pPg?

A partir de ces information on peut en déduire que I'espérance de 'IBS pour des fréquences

alléliques données p et g s’exprime telle que :

L+ (p* +¢°)°
2

En supposant que les fréquences alléliques des SNPs testés soient uniformément réparties
entre 0 et 1, on en déduit que 'espérance de I'IBS entre deux individus indépendants se situe
vers 0,75. En utilisant PLINK, il est possible d’obtenir une matrice des IBS de tous les couples
d’individus du groupe d’étude. Pour étudier la stratification de notre population d’étude on
peut effectuer une analyse en composantes principales (ACP) sur la matrice des IBS. L’ACP
est une transformation orthogonale qui permet de convertir un ensemble d’observations en
un jeu de vecteurs appelés composantes principales. La transformation est définie de fagon a
ce que la premiere composante explique le plus possible de la variance des observations et que
les composantes suivantes en expliquent une portion moindre de maniére décroissante. 270

Cette méthode permet de représenter la variation des observations sur un nombre de dimen-
sions réduit. Il est alors possible de visualiser la stratification de la population en projetant
les premieres composantes principales calculées sur les données d’IBS. En projetant les deux
premieres composantes principales on obtient un nuage de points représentant les individus.
On peut alors identifier les sous-groupes de 1’échantillon et les outliers. On peut alors exclure
les individus trop éloignés du centre du nuage de points (situés a plus de 4 écarts-types par
exemple), en itérant le processus une deuxieme fois, pour homogénéiser ’échantillon. Pour
I’analyse de la parenté entre les individus, j’ai eu recours a 'outil GRM de GCTA qui permet
d’obtenir la matrice des coefficients de parenté de tous les couples d’individus. Le coefficient

de parenté est une mesure dérivée de I'IBS qui est définie de la maniere suivante :

N
1 (w5 — 2pi) (i, — 2pi)
Ajp = NZ ’ (1 — p:
1 i pi)

On définit ensuite un seuil de 0,025 a partir duquel on considere les individus apparentés et

on exclut donec un des individus du binome.
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I’équilibre d’Hardy-Weinberg

L’équilibre d'Hardy-Weinberg est utilisé pour décrire la distribution des génotypes d'un SNP

donné dans la population en admettant les conditions suivantes :

— Les individus sont diploides.

— La population est de taille infinie.

— La reproduction est uniquement sexuée.

— Pas de chevauchement entre les générations.

— Panmixie.

— Pas de différence sexuelle des fréquences alléliques.

— Pas de mutations, de migrations et de sélection.

Dans I’étude des populations humaines, les conditions de diploidie et de reproduction ex-
clusivement sexuée sont automatiquement admises et la taille des populations étudiées fait
qu’on peut approcher la condition de taille infinie des populations. La panmixie signifie que
les individus sont répartis de maniere homogene et que les individus se reproduisant sont
choisis de maniere aléatoire. Le raison de 'hypothese d’absence de différences de fréquences
alléliques dues au sexe, le principe ne peut étre appliqué aux chromosomes sexuels. L’équilibre
d’Hardy-Weinberg ne s’applique pas non plus au chromosome mitochondrial car ce dernier
est polyploide. Toutes les conditions listées ne peuvent pas s’appliquer a une population réelle
mais le test d’équilibre d’'Hardy-Weinberg a tout de méme sa place dans les études d’asso-
ciations. Lorsque ces conditions sont remplies les fréquences des génotypes paa, pas et pps

sont uniquement fonctions des fréquences alléliques p et ¢ telles que :

2

PAA =D
PAB = 2pq
pBB =q°

Avec p et ¢ les fréquences des alleles A et B et ¢ = 1 — p. Lorsque la distribution des
génotypes d'un SNP est conforme a cette distribution on dit que le SNP est a ’équilibre
d’Hardy-Weinberg. 278 2T Un écart significatif de la distribution des génotypes a I’équilibre
d’Hardy-Weinberg peut étre expliqué de plusieurs fagons :

— Une stratification de la population.
— Une pression de sélection exercée sur le locus testé.
— Un écart a la panmixie.

— Un probleme de génotypage.
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Dans tous les cas, il est préférable de retirer les SNPs non-conformes a 1’équilibre d’"Hardy-
Weinberg afin d’éviter les fausses associations. Pour tester 1’équilibre d’Hardy-Weinberg, on
peut appliquer un test de y? d’adéquation au modele dans lequel on compare la distribution
observée & la distribution attendue sous I’équilibre d’Hardy-Weinberg.28) On récupere la
distribution des génotypes AA, AB et BB qui est telle que naa + nap + ngg = N et on la
compare aux effectifs attendus qui sont donc p*N, 2pgN et ¢>N. On peut alors calculer le

score de x? de la maniere suivante :

> (Inaa—p*N|)? N (Jnap — 2pgN|)? N (Inss — ¢°N|)?
>N 2pgN ¢*N

Le score de x? est ensuite comparé & une distribution de y? & un degré de liberté et les
SNPs pour lesquels la distribution differe significativement de la distribution attendue a
I'équilibre avec une p-value inférieure & 10 sont exclus de I'analyse. PLINK integre des

outils permettant d’effectuer le test d’équilibre d’Hardy-Weinberg.

3.2 L’imputation

Une fois les marqueurs génotypés et le controle qualité effectué, il est encore possible
d’améliorer la couverture de I’ensemble du génome en procédant a I'imputation des marqueurs
non-observés. L’imputation des marqueurs manquants repose sur l’existence de segments ha-
plotypiques partagés entre les individus hérités d’ancétres communs. Il suffit donc d’identifier
les haplotypes existants dans la population et de comparer les marqueurs génotypés de chaque
individu a ces haplotypes. Les différents haplotypes ont été identifiés dans des populations de
référence qui servent de base de comparaison pour 'imputation. Les populations de référence

[239]

utilisées sont les populations du projet HapMapl3! ou celles du projet 1000 génomes, 281!

plus récent. Le principe de fonctionnement de 'imputation est présenté dans la figure 11.

Les marqueurs de chaque individu génotypé sont comparés a I’ensemble des haplotypes pos-
sibles issus de la population de référence. Pour chaque marqueur, les haplotypes susceptibles
de posséder I'allele porté par I'individu sont sélectionnés puis les marqueurs manquants chez

I'individu sont inférés des marqueurs trouvés sur les haplotypes compatibles. 282

Pour chaque
SNP, le génotype imputé est accompagné d’une note permettant d’évaluer le degré de certi-

tude de I'imputation.
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3. Echantillon d'étude

A .
. G . . A -

P

Haplotypes de référence

CGAGATCTCCTTCTTCTGTGC
CGAGATCTCCCGACCTCATGG
CCAAGCTCTTTTCTTCTGTGC
CCAAGCTCTTTTCTTCTGTGC
CGAGACTCTCCGACCTTATGEC
TGGGATCTCCCGACCTCATGG
CGAGATCTCCCGACCTTGTGC
CGAGACTCTTTTCTTTTGTAC
CGAGACTCTCCGACCTCGTGC
CGAAGCTCTTTTCTTCTGTGC
Echantillon d'étude
B | R SR (e e |
e o |
Haplotypes de référence
CGAGATCTCCTTCTITCTIGTGE
[CGAGATCTCCCGACCTICATGO]
CCAAGCTCTTTTCTTETGTGEC
CGAAGCTCTTTTCTTCTGTGC
CGAGACTCTCCGACGTITATGC
TGGGATCTCCCGAC cHOATNGH
CGAGATCTCCCGACCTTIGTGC
CGAGACTCTTTTCTTTTGTAC
CGAGACTCTCCGACCTCGTGE
EAAGCT T NCITC TG TG C
Echantillon d'étude
( : Ian-lnAtcle-nenneulnAtnq
EgastcotectititCtttchtygg
Haplotypes de référence
CGAGATCTCCTTECTTCTOGTGC
[EGAGATETCCEGACECTECATGG
CCAAGCTCTTTTCTTCTGTGC
CGAAGCTCTTTTCTTCTGTGC
CGAGACTCTCCGACCTTATGC
TGGGATCTCDCGJCCTEAIDG;
CGCAGATCTCCCGACCTTGTGC
CGAGACTCTTTTCTTTTGTAC
CGAGACTCTCCGACCTCGTGC
A C e e C TG TG C

Figure 11 Principe de fonctionnement de 'imputation. A L’échantillon & imputer est comparé aux
haplotypes de référence disponibles dans les bases de données. B En utilisant les polymorphismes
disponibles dans I’échantillon a imputer, les sections haplotypiques partagées avec les haplotypes de
référence sont identifiées. C Les polymorphismes a imputer sont inférés a partir des poymorphismes
des haplotypes de référence correspondants.

Nlustration issue de Uarticle de Li, Annu Rev Genomics Hum Genet, 2009254

Dans les travaux présentés ici, 'imputation a été réalisée avec deux outils différents, IMPUTE2/283!
et MaCH.234 IMPUTE2 fonctionne avec une méthode de Monte-Carlo par chaines de Markov
tandis que MaCH utilise un modele de Markov caché mais les deux méthodes fonctionnent
sur le méme principe, avec une premiere étape dans laquelle I’haplotype de chaque individu
est estimé a partir des SNPs génotypés et de I’ensemble des haplotypes de la population de
référence puis une seconde étape d’imputation des marqueurs manquants a partir de 1’haplo-

type reconstitué.

3.3 Association pan-génomique

Une fois que les données sont préparées, il reste a passer a ’analyse statistique dans la-
quelle on va tester I'association entre les parametres phénotypique d’intérét et le génotype
des individus. Les études d’associations pan-génomiques peuvent étre réalisées avec différents
tests, Mach2dat23¥ et PLINK incluent notamment des tests comme le test exact de Fischer

et le test de tendance de Cochran-Armitage mais j’ai utilisé les modeles de régression dans
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mes analyses car ils permettent de prendre en compte plusieurs variables. Les analyses d’as-
sociation ont été effectuées avec les outils disponibles dans PLINK et ’environnement R. Les
méta-analyses ont été réalisées avec I’extension "rmeta” de RE8Y et le logiciel de méta-analyse

METAL.288 Les calculs de puissance statistique ont été réalisés a I’aide du logiciel CatS.287

Les modeles de régression

Les différentes études d’associations présentées dans ce manuscrit ont été réalisées a 1’aide
de différents modeles de régression linéaire ou logistique. Une analyse de régression sert a
estimer la relation entre une variable expliquée et une ou plusieurs variables indépendantes,
ou prédicteurs. L’analyse de régression permet de modéliser la relation entre la variable expli-
cative et chacune des variables indépendantes sans faire varier les autres, la relation entre la
variable expliquée et les variables indépendantes est estimée par une fonction de régression.
Dans le cas de mon travail, le but des analyses de régression est de mettre en évidence 1'exis-

tence d’une association entre la variable expliquée et une variable indépendante d’intéret.

Dans le cas des analyses génétiques d’association les variables indépendantes sont évidemment
le génotype du SNP testé mais aussi tous les facteurs de confusions susecptibles d’avoir un
effet sur la variable expliquée. Elles dépendent donc du caractere testé mais on retrouve
souvent l'age et le sexe. Les composantes principales décrivant la variabilité de I’échantillon
qui ont été présentées un peu avant sont également utilisées car elle permettent de controler
efficacement la stratification au sein de 1’échantillon.288! Le choix des variables & intégrer
dans le modele peut étre déterminé par des réalités biologiques mais il existe également des
outils mathématiques permettant de choisir les variables afin d’obtenir un modele le plus
informatif possible que nous verrons par la suite. Un modele de régression implique les trois

parametres suivant :

— La variable expliquée Y.
— Les variables indépendantes X.

— Un vecteur de parametres inconnus /.

Y est estimé par une fonction de X et § tel que Y ~ f(X, ), cette approximation est notée
EY|X) = f(X,5), Y et X étant disponibles dans 1’échantillon, il faut utiliser les données
pour estimer le vecteur de parametres 3. Il existe plusieurs criteres nécessaires pour que le

modele soit robuste :

— L’échantillon utilisé doit étre représentatif de la population sur laquelle est appliquée
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le modele de prédiction.

— Les variables indépendantes doivent étre linéairement indépendantes.

Lorsque la variable expliquée est exprimée comme une fonction affine des variables indépendantes,
on parle alors de régression linéaire, ce type de régression est utilisée pour les variables ex-
pliquées prenant des valeurs continues, ce qui est généralement le cas des variables biologiques
comme le taux de LDL, la quantité de créatinine dans le sang etc... Un modele de régression

linéaire prend la forme suivante :
Yi = Bo+ Prza + ..+ Potip + 6 = X[ B+e i€l ..,n

XT3 étant le produit scalaire des vecteurs X; = (i1, ..., zip) et 3 = (Bo, ..., Bp), P'ensemble
des n équations est regroupé sous le terme y = X +¢€. Les parametres 3 peuvent étre estimés
par différentes méthodes mais la plus fréquente est la méthode des moindres carrés8. La
méthode des moindres carrés s’appuie sur la somme des carrés des résidus, qui sont les
distances verticales entre les points (x;, ;) et I'hyperplan 23, soit la distance verticale entre
les points de données et la droite de régression. La somme des carrés des résidus s’exprime

de la maniere suivante :

n

S(b) = (v — xb)* = (y — Xb)" (y — Xb)

=1

La valeur de b permettant de minimiser I’expression S est alors désignée comme un estimateur

de .

Dans le cas d'un événement a issue binaire, comme une maladie, dont le statut peut étre
défini par deux états, présence ou absence, on utilise un modele de régression logistique. Ce
modele est utilisé pour prédire une issue binaire en fonction d’une ou plusieurs variables
indépendantes. Le modele repose sur 'utilisation de la fonction logistique, qui prend un
argument réel pour donner une valeur comprise entre 0 et 1, cette fonction est définie de la

maniere suivante :
et 1

et—i—lzl—e—t

avec teR

o(t) =

Si t est une fonction linéaire de = € R telle que t(z) = [y + fiz, alors on peut écrire la

fonction de répartition F'(z) telle que :

1

Fz) =1 T ¢ (Bothiz)

68



Matériel & méthodes L’analyse

F(z) correspond a la probabilité de ”succes” (ou de présence dans le cas d'une pathologie).

On peut ensuite prendre I'inverse de la fonction F'(z), le logit (ou logarithme des odds) :

g(F(z)) = ln(l——F(a:)

) = Bo+ fix

On peut alors en déduire les odds, qui sont le rapport entre la probabilité de succes et la

probabilité d’échec :

ﬂ — (Po+pPiz)
1— F(x)
On peut ensuite en déduire 1’odds ratio :
F(x+1
OR odds(x + 1) % ePotB1(z+1) )
— — — =e
odds(x) 15(;2) ) ePo+piz

Soit le facteur par lequel est multiplié le risque a chaque fois que x augmente de 1. De la
méme maniere que la régression linéaire, la méthode couramment utilisée pour 1’estimation

des parametres de la régression logistique est la méthode des moindres carrés.

Méta-analyse

Pour certains travaux présentés dans ce manuscrit, les résultats provenant de plusieurs études
ont été combinés pour réaliser une méta-analyse. Une méta-analyse est une analyse statistique
réalisée a partir des résultats de plusieurs études similaires effectuées sur des échantillons
indépendants. L’objectif est d’obtenir une estimation du parametre étudié dans I’ensemble des
échantillons mais la méta-analyse permet également de mesurer I’hétérogénéité des résultats
des différentes études utilisées. Le principal bénéfice d’'une méta-analyse est d’augmenter la
taille de I’échantillon et donc la puissance statistique de I’étude. Pour effectuer une méta-

analyse il convient de choisir un modele qui va dépendre de I'’hypothese de départ :

Effet fixe : On suppose ici que le parametre qui est estimé prend la méme valeur dans
toutes les populations représentées par les échantillons inclus dans la méta-analyse et
donc que les différents estimateurs propres a chaque échantillon sont des estimateurs

du méme parametres.

Effet aléatoire : Dans ce cas, le parametre estimé n’est pas identique pour toutes les po-
pulations représentées par les échantillons utilisés, il y a donc une certaine hétérogénéité
entre les estimateurs des différents échantillons inhérente au fait qu’ils n’estiment pas

exactement la méme valeur du parametre.
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Le choix du modele va influencer la méthodologie utilisée. Dans le cas d’un modele a effet
fixe, 'estimateur du parametre est une moyenne pondérée par 'inverse de la variance. Soit,

une méta-analyse de n études pour estimer le parametre y, on a alors I'estimateur suivant :

=
Y=< 1
2im1 5

wl = @-qwlqs

N

Avec sa variance
1

L

Avec o? 'estimateur de la variance du parametre y dans 1’étude 1.

D*(j) =

En revanche, dans le cas d’'un modele avec effet aléatoire bien que la premiere étape est
également de calculer la moyenne pondérée par I'inverse de la variance, il faut ensuite atténuer
cette pondération en y ajoutant un élément de variance aléatoire dépendant de I’hétérogénéité

entre les études.

Pour tester I’hétérogénéité entre les études d'une méta-analyse, il existe deux tests couram-
ment utilisés. Le premier est le Q-test de CochranP la statistique correspond a la somme
pondérée des carrés des différences entre 1'effet global et les effets des k études utilisées, elle

est définie de la maniére suivante :
k
Q= wily—u)
i=1

Avec y leffet global, et w; le poids de chaque étude, qui est défini comme 0—12 dans le cas
d’une méta-analyse avec un modele & effet fixe. La statistique ) suit une distribution de x?
a df =k — 1 degrés de liberté, il est donc possible d’estimer le seuil de significativité de @)
pour un o grace a une table de ¥ & k — 1 degrés de liberté. C’est la statistique @ qui est
ensuite utilisée pour définir I’élément de variance aléatoire 72 pour la méta-analyse a effet

aléatoire, tel que
. Q—k

C

T

Avec k le nombre d’études et ¢ la variance en exces définie comme

avec w; = % la variance inversée. Au final, dans une méta-analyse avec effet aléatoire, la

pondération par l'inverse de la variance prend en compte 1’élément de variance aléatoire tel
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1

02.2 4727

que w; = il en résulte que l'effet estimé est donc défini tel que :

n Yi 2
. > i o? +7
e
i=1 g2+72

Avec sa variance
1

Y 7
i=1 02.2 472

La deuxieéme statistique est le I? qui est définie de la maniere suivante :

Q—df

D*(j) =

I? =100 x

avec df =k—1

Le I? correspond au pourcentage de variation inter-études dii & I'hétérogénéité plutot qu’au

hasard, dans le cas ou @ < df la statistique est rabotée & zéro. 21

Facteur d’inflation génétique

Une fois 'analyse d’association effectuée, on peut utiliser les résultats pour vérifier I’absence
de stratification de la population d’étude. L’estimation du facteur d’inflation génétique per-
met de tester la présence de stratification de la population ou la conformité du modele utilisé
pour I'analyse. Pour cela il faut calculer le score du test de tendance de Cochran-Armitage
avec une hypothese d’effet additif pour chaque SNP i bi-allélique A /B, qui est défini de cette

facon :
Y2 _ N(N(T1 + 27”2) — R(m + 2”2)2

! R(N — R)(QN(m + 2712) — (n1 + 2”2)2)

Avec N le nombre total d’individus, R le nombre de cas, r1 et 72 les nombres d’individus avec

des génoypes AB et BB chez les cas respectivement et enfin n; et ny les nombres d’individus

avec les génotypes AB et BB chez les témoins. Dans le cas d’une analyse avec un modele de
8

o2

stratification de la population, alors les Y;? suivent une distribution x? a 1 degré de liberté

régression linéaire ou logistique, Y;? est équivalent.?* En supposant qu’il n’y a pas de

telle que Y2 ~ A\x? avec A qui est le facteur d’inflation génétique. Ce A peut étre estimé de
la facon suivantel2? .
médiane(Y?, ..., Y;2)

- 0,456
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Calcul de puissance statistique

La puissance statistique d’une hypothese correspond a la probabilité de rejeter une hypothese
nulle sachant qu’elle est fausse. La puissance statistique correspond a 1 — [ avec [ la pro-
babilité d’erreur de type II, ou de non-rejet d’une hypothese nulle incorrecte. La puissance
statistique d’une hypothese peut étre choisie a priori afin de déterminer la taille nécessaire de
I’échantillon afin de détecter un effet donné, ou d’estimer a posteriori les effets qu’il est pos-
sible de détecter avec un seuil de significativité satisfaisant avec la taille de I’échantillon dispo-
nible. Il existe plusieurs méthodes pour estimer la puissance statistique mais elles nécessitent
toutes de connaitre la taille de 1’échantillon, 'intensité de 'effet recherché, la prévalence de
la pathologie testée et le seuil o pour la probabilité d’erreur de type I choisi. Pour un modele
de régression logistique multivarié a p covariables, il est possible d’obtenir un estimateur de

5 & laide de la relation suivanteP%! .

n (Z1-2 + Z1-5)°

I %,, PI0-P)B?

Avec n Deffectif de I’échantillon, p1 2., le coeflicient de corrélation multiple reliant la cova-
riable X aux covariables Xy, ..., X, Zl,% et Z, le Z-score de la loi normale centrée-réduite
au u®™ percentile, sachant que a correspond au seuil d’erreur de type I fixé et 3 au seuil
d’erreur de type II, choisi au préalable en cas de test de puissance statistique a prior: et
inconnu sinon, P1 correspond a la probabilité d’évéenement ou prévalence et B correspond a
I'intensité de l'effet estimé. Dans mes travaux j’ai utilisé 'outil CaTS qui permet de calculer

la puissance statistique post-hoc des hypotheses testées. 287

3.4 Autres analyses statistiques

Sélection des variables a intégrer au modele

Comme nous 'avons vu avant, les modeles de régressions peuvent intégrer plusieurs variables
indépendantes pour modéliser le comportement de la variable expliquée. Le choix des variables
peut étre motivé par les réalités biologiques et les données épidémiologiques disponible. Mais
lorsque qu’il y a un tres grand choix de variables possibles il est possible d’avoir recours a
des outils mathématiques permettant de sélectionner les variables a intégrer au modele. C’est
le cas du critere d’information d’Akaike (AIC),2 qui propose une estimation de la perte
d’information entre le modele utilisé et le processus étudié. Le calcul de I’AIC s’inspire de la
distance de Kullback-Leibler,2%! qui est définie comme suit
i f(zl0o)

— 00
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ou f(x|f) est le modele testé est f(x|0p) est le "vrai” modele. Le modele le plus adéquat
est le modele réduisant au maximum la distance de Kullback-Leibler. En pratique, le ”vrai”
modele est inconnu et la distance de Kullback-Leibler est remplacée par le terme —2in(L)
avec L la valeur maximum de la fonction de vraisemblance pour le modele testé. Ce terme
est ensuite pénalisé par le terme 2k, k étant le nombre de parametres estimés par le modele.

La formule permettant d’obtenir I’AIC du modele testé est donc la suivante :
AIC = 2k — 2In(L)

La valeur d’AIC correspond a un compromis entre adéquation du modele aux données et sim-
plicité du modele. Pour sélectionner le modele le plus approprié, il faut tester les différents
modeles possibles et sélectionner celui avec ’AIC le plus faible. R dispose de fonctions per-
mettant de sélectionner la combinaison de variables aléatoires afin de minimiser la valeur
de ’AIC, la fonction step permet notamment de tester différentes séries de variables jusqu’a

obtenir le modele avec ’AIC le plus faible.

Score de risque polygénique

Depuis l'arrivée des GWAS, de nombreuses variations ont été associées aux maladies com-
plexes. Ces variations ont souvent des effets modestes mais les maladies auxquelles elles sont
associées sont hautement héritables. Cette héritabilité pourrait étre expliquée par I'effet joint
d’une multitude de variations dont les effets sont additifs. Afin de tester cette hypothese, on
peut calculer un score de risque polygénique a partir des différentes variations associées a la
pathologie d’intérét. La maniere la plus simple de définir le score de risque polygénique est
d’additionner le nombre d’alleles associés au risque des différentes variations inclues dans le
score. Il faut cependant prendre soin a retirer les variations en déséquilibre de liaison fort
avec d’autres variations inclues dans le score afin d’éviter de compter plusieurs fois des effets
redondants. Ce score allélique peut ensuite étre testé avec d’autres variables pertinentes dans

un modele de régression avec la pathologie d’'intérét.

I est cependant possible que les différentes variations ne contribuent pas également au score
et il existe plusieurs méthodes de pondération apportant des solutions a ce probleme. Si les
variations sont issues d’'un GWAS il est possible de pondérer la somme du nombre des alleles
de chaque variation avec l'effet de 'allele dans une analyse de régression univariée (’effet
associé a l'allele dans le GWAS en question). Il existe également des moyens de pondérer
les alleles en fonction d’un potentiel effet délétere sur la séquence d’ADN, les outils SIFT
et CADD sont des outils attribuant un score a un SNP en fonction de 'effet prédit sur la

séquence. SIFTRY| st un outil utilisé pour estimer 'effet d’une variation dans la séquence

73



Matériel & méthodes L’analyse

codante d'un gene sur la protéine produite, SIFT attribue un score situé entre 0 et 1 a chaque
SNP codant non-synonyme, les SNPs avec un score proche de 0 sont prédit comme déléteres
pour la fonction de la protéine. CADDEY est un outil de prédiction similaire mais qui a
I’avantage de ne pas étre limité aux variations codantes, le calcul du score CADD est basé
sur le fait que les alleles déléteres sont négativement affectés par la sélection naturelle. Le
potentiel délétere d’une variation est déduit de sa fréquence dans la population. Les scores de
risque polygénique sont souvent utilisés comme des outils de prédiction2? mais permettent
de mettre en évidence un risque génétique commun pour des groupes de maladies et per-

mettent d’estimer I’héritabilité d'une pathologie. 2%

Analyse de randomisation Mendelienne

Les analyses de randomisation Mendelienne sont utilisées pour étudier ’effet d’un phénotype
ou d'un facteur de risque environnemental sur le risque de développer une maladie d’intérét
en utilisant des marqueurs génétiques du phénotype ou du facteur de risque. Les marqueurs
génétiques sont choisis de fagon a reproduire 'effet causé par des causes environnementales,
il peut s’agir par exemple de marqueurs génétiques affectant le taux circulant de LDLs. Il
s’agit d’une analyse d’association entre la maladie et les marqueurs génétiques choisis pour
simuler le phénotype testé. Le principal avantage de 'utilisation de marqueurs génétiques
est le fait qu’ils permettent d’éviter un certain nombre de facteurs de confusion. Le fait que
les alleles soient attribués au hasards aux individus fait que les marqueurs génétiques sont
des variables indépendantes de ’age, du sexe ou de tout autre facteur de confusion autre-
ment susceptibles d’influencer le facteur de risque qui est reproduit. De plus, 1'utilisation
de marqueurs génétiques permet de fixer la relation de cause a effet puisque les marqueurs

sont attribués & la naissance et précedent donc la maladie.F?

Pour préparer une analyse de
randomisation Mendelienne il faut sélectionner des marqueurs génétiques pour reproduire
I'effet du facteur de risque d’intérét sur la la maladie étudiée, ces marqueurs doivent remplir

trois conditions.

— 1II doit s’agir de marqueurs établis du facteur de risque.

— Les marqueurs doivent étre indépendants des facteurs de confusion affectant 1’associa-
tion entre le facteur de risque et la maladie.

— Les marqueurs ne doivent pas étre associés a la maladie indépendamment de leur effet

sur le facteur de risque.

De maniere générale, il faut choisir des marqueurs dont ’association avec le facteur de risque
est bien documentée et qui n’ont pas d’effet pléiotropique. Une fois les marqueurs sélectionnés

on peut estimer l'effet du facteur de risque sur la maladie comme le rapport de 'effet des
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marqueurs sur la maladie et de 'effet des marqueurs sur le facteur de risque. Pour un facteur
de risque X et une maladie Y on sélectionne les marqueurs génétiques k € {1, ..., K'} pour
I’analyse. On note X} l'effet du marqueur k sur X avec une écart-type oxy, de méme on note
Y}, Veffet du marqueur k sur Y avec une écart-type oy (si Y est binaire on utilise le log-odds).
L’estimateur B de l'effet de X sur Y peut étre obtenu en suivant la méthode proposée par

Stephen Burgess® qui est la suivante :

f= >k XrYioyy
>k X%U;i

Avec son écart-type se(B) qui est obtenu de la maniere suivante :

5 1
B DR

L’utilisation de plusieurs marqueurs génétiques implique que ces marqueurs sont indépendants,

il est donc nécessaire de retirer les marqueurs en déséquilibre de liaison.

3.5 Exploiter les résultats

Une fois les résultats des analyses disponibles, il faut en tirer le plus d’informations pos-
sible afin de rendre l'interprétation de ces résultats plus pertinente, c’est la que les outils
d’exploration des données sont utiles. D’abord, lorsque des marqueurs de risque génétiques de
la pathologie sont identifiés il est nécessaire de savoir a quel locus ils sont associés grace a des
outils d’annotation. Annovar est un outil d’annotation de variations permettant d’identi-
fier le gene associé a chaque marqueur, la position du marqueur dans la séquence génomique
et l'effet de ce marqueur sur la séquence. Un fois un gene identifié, il faut déterminer son

potentiel en tant que géne candidat, il y a alors plusieurs possibilités.

En fonction des données disponibles, il est possible de poursuivre les analyses avec des ana-
lyses de type eQTL (expression Quantitative Trait Loci)," dans lesquelles on teste I'effet des
différents génotypes du marqueur d’intérét sur ’expression d’un ou plusieurs genes d’intérét.
L’analyse peut se porter sur les genes directement adjacents au marqueurs (cis-eQTL) ou
sur des genes distants (trans-eQTL). En fonction du nombre de marqueurs a analyser il est
possible de pousser 'analyse a ’ensemble des genes exprimés. Une analyse eQTL emploie
un modele de régression linéaire avec I'expression du gene d’intérét en variable a expliquer
(apres avoir appliqué la normalisation appropriée) et le génotype et d’autres parametres per-
tinents (sexe, age, composantes principales, taux plasmatiques de cellules, etc...) en tant que
variables indépendantes. Les bases de données telles que celles du ROADMAP epigenomic
projectB%l et ENCODE (Encyclopedia Of DNA Elements)B8 mettent également a dis-
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position des données d’épigénomique qui permettent de relier les variations étudiées a des
marques épigénétiques et donc d’étudier 'effet potentiel de ces variations sur la régulation de

306l donnent

I'expression des genes. Les bases de données telles que GenecardsB%! et OMIME
des informations sur la fonction du gene et les recherches menées sur ce gene, des outils
tels que GeneMANIABY et STRINGE®! permettent de connaitre les genes associés au gene
d’intéret, que ce soit par co-expression ou par interactions physiques entre les produits des
genes. GRASPBEY est un outil permettant de chercher les données d’association sur un gene
ou un marqueur d’intérét et permet donc de savoir si les marqueurs identifiés ont déja été

1810 6st une base de

associés a la pathologie étudiée ou a des conditions proches. GTeX porta
données d’expression donnant des informations sur ’expression des genes dans les différents
tissus humain, une donnée tres pertinente en fonction de la pathologie étudiée. Les mar-
queurs identifiés par les études d’association sont rarement les marqueurs causaux, il est donc
nécessaire de rechercher des candidats potentiels en explorant les donnés de déséquilibre de
liaison. Haploreg (v3)BM et LDIinkP2 sont des bases de données de déséquilibre de liaison
qui permettent de trouver des marqueurs en déséquilibre de liaison avec le marqueur étudié.

Locuszoom B3

est un outil permettant de générer des graphiques utiles pour observer le com-
portement des SNPs en déséquilibre de liaison avec le marqueur identifié. Grace a ces outils,
il est possible de réunir une grande quantité d’informations sur les genes candidats identifiés

afin de formuler des hypotheses sur leur lien avec la pathologie étudiée.
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CHAPITRE 3

Résultats

Dans cette partie je présente les résultats obtenus dans les différents travaux que j’ai
effectués pendant la these et je discute de leurs implications. Il s’agit simplement d’exposer

I’ensemble des données obtenues afin de pouvoir en tirer des conclusions globales plus tard.

1 Etude pan-génomique sur les coronaropathies chez

les diabétiques de type 1

La premiere étude réalisée est une étude d’association pan-génomique portant sur les
coronaropathies dans un contexte de diabete de type I. Pour cela j'ai réuni les groupes
Genesis/Genediab, Steno et UK-ROI et j’ai récupéré les polymorphismes génotypés sur tout
le génome des patients afin de les tester en association avec le risque de maladie coronarienne.
Les données génotypées ont été enrichies avec une imputation des marqueurs manquants afin
d’augmenter le nombre de marqueurs disponibles, les résultats des trois groupes ont ensuite

fait 'objet d’'une méta-analyse.

Les résultats obtenus dans la méta-analyse ont été répliqués dans une seconde méta-analyse
regroupant DCCT/EDIC, WESDR, CACTI, EDC et GoKinD, le plan d’analyse est présenté
dans la figure 12. Plusieurs analyses complémentaires portant sur le transcriptome ont été
réalisées en parallele et sont présentées plus bas. Les résultats de ces travaux ont fait I'objet

d’une publication qui a été rajouté en annexe & la fin de ce manuscrit de these. B4
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Résultats Etude pan-génomique sur les coronaropathies chez les diabétiques de type 1

1.1 Sélection des individus et des marqueurs

Avant I'analyse des données du groupe Genesis/Genediab, il a été nécessaire de trier les
données avec un certain nombre de filtres appliqués aux individus puis aux marqueurs. Le
groupe était initialement composé de 1586 individus mais 69 individus ont du étre retirés en
raison soit d'un sexe incorrectement renseigné, d’'un phénotype cardiaque manquant, d’un
trop grand nombre de marqueurs non génotypés (plus de 5% du total) ou car il s’agissait de
doublons. Pour les marqueurs, sur les 538 448 SNPs génotypés par la puce, 271 039 SNPs
ont été retirés car ils appartenaient aux chromosomes sexuels ou a la mitochondrie, soit car
ils s’agissait de doublons, soit car leur fréquence allélique mineure était inférieure & 1%, car
il étaient génotypés chez moins de 99% des individus ou soit car la distribution des alleles ne

respectait pas 'équilibre Hardy-Weinberg (p-value<107®) chez le groupe controle.

Ensuite, j’ai voulu examiner la proximité entre les individus via I’estimation de leur IBS. J’ai
calculé la matrice d’IBS et 1’ai utilisée pour estimer la relation génétique avec I'outil GRM de
CGTA, cet outil permet d’obtenir une estimation de la proximité des individus grace a une
coefficient de similitude. J’ai pu regrouper les individus en branches d’individus apparentés,
représentées dans la figure 13A, grace a un clustering basé sur la distance entre les individus.
Parmi les individus avec un score GRM supérieur a 0,025 je n’ai conservé qu’'un seul individu,
celui avec le plus de SNPs correctement génotypés. Au total 147 individus ont été retirés de
I’étude. La matrice d’IBS a ensuite été utilisée pour mettre en évidence la présence d’une
stratification de I’échantillon. Pour cela j’ai réalisé une analyse en composante principales sur
la matrice des IBS et j’ai calculé le centroide du nuage de points a 1'aide des deux premieres
composantes principales. J’ai défini comme outlier tous les individus situés a plus de quatre
écarts-types du centroide mais aucun individu ne s’éloignait autant du centre du nuage de
points mis a part un individu qui était cependant proche de la limite et a été conservé, comme

le montre la figure 13B.

Enfin, j’ai voulu comparer les individus du groupe aux populations du projet HapMap dont
les données de génotypages sont disponibles sur le site du projet. J’ai calculé I'IBS de tous les
individus et avons réalisé une nouvelle analyse en composantes principales, la représentation
des deux premieres composantes principales de la figure 13C montre encore une fois un groupe
plutot homogene. Apres le controle qualité nous avons obtenu un échantillon final de 1370

individus avec 267 409 marqueurs a analyser.

79



’

Etude pan-génomique sur les coronaropathies chez les diabétiques de type I

Résultats

‘ouueadoiny autsLio,p dejydey sodnois sof ooae 9sI[ROO[0D
qrRIpauar) /s1Sauar) 9dnol1d Np a[quIasua | 5422710 ,p 2dnoid un jred & S\ “(JYA ) SueLIoSIN sof mod 1tou 1o (I,4[) sreuoder sof mod a3uelo ‘(gHD)
uep so[ mod osunel ‘([Q,) sueosso], sof mmod sstonbamy ‘(N5)) suuesdomy sursLIo,p surestowy so] mod 1ea ue juos dejydey op suoryemndod
SO] ‘NOJ( Uo SUIOWD) SO 10 98nol uo s9juasaIdor juos ses so] “deydep jolord np sodnoid sof 0oA® (9RGT=U) (RIPOUDL) /SISOUL) 91I0T0D [ OP
9[qUILSUD,| dP ST SO NS OV D "IM0) 9IS[RUWL 9AIISUO0D 999 © b 88no1 us npiarpur un jred e siu ‘sjurod op 9denu np 9prorjusd np sodA}-11eos
o1yenb op snid ® 0ANOI} S U NPIAIPUI UNONE NDH 9AISO UO ‘((LET=U) N 9I00S NP UOIPUOJ U SNPIAIPUI SOP UOISN[OX0 s9IdR 549110 SOp
uo110919(J g (eyones op soypuelq) sjurirodwr snjd sodnors-snos xnop aaresqo uo saypoxd snprarpur p seared sonbronb jred ® ST\ "snprapur sop
YY) 91008 9] INS 99SR( SOURISIP 9P doLIRW oun p Iipred © osiear (LIGT=U) 11} 1otweld o] seide SNPIAIPUL S9p swRISOIPUS(] V €T 94n3Iq

FO°0-

€00

o

T
00

T
von

_
_
!
_
_

80

|
IR A
PRI — —— F

skl

0

80



Résultats Etude pan-génomique sur les coronaropathies chez les diabétiques de type 1

1.2 Association avec les données imputées et méta-analyse

Une fois 'imputation et le tri final effectués, les 12 745 477 marqueurs disponibles dans
Genesis/Genediab avec un critere d’imputation 1>>0,3 ont été testés en association avec la
coronaropathie dans un modele de régression logistique avec 1’age, le sexe, la néphropathie
diabétique et les quatre premieres composantes principales en utilisant un modele additif
pour les alleles. Ces résultats ont ensuite été regroupés avec les résultats d’analyses suivant
le méme protocole dans Steno et UK-ROI. Les résultats des 6 728 637 SNPs communs a ces
trois analyses ont ensuite été regroupés dans une méta-analyse avec un modele en effet fixe
regroupant 3123 controles et 434 cas. Apres la méta-analyse le facteur d’inflation est de 1,04
une synthese de I'ensemble des signaux est présentée dans la figure 14. Un locus a dépassé
le seuil significatif de 5x10®. Il s’agit de rs115829748, proche du géne MAPI1B sur le chro-
mosome 5, 'allele mineur T, avec une fréquence allélique de 0,04, étant associé a un risque
accru de coronaropathie avec un odds ratio de 3,16 [2,18-4,59] et une p-value de 1,36x107.
En plus de ce résultat, 20 autres loci ont été sélectionnés comme candidats, 19 [oci avaient
un signal dépassant le seuil de significativité de 10 et un autre locus avec une p-value de
1,72x107° a été retenu car il s’agissait d’une variation non-synonyme, ces loci sont présentés

dans le tableau 4.

-log(P-value)
—logioobserved Pvalue
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Figure 14 A Manhattan plot de I’ensemble des signaux, on constate qu'un seul signal dépasse le
seuil de significativité pan-génomique de 5x10® sur le chromosome 5. B QQ-plot de I’ensemble des
signaux, on n’observe pas de déviation évidente par rapport a la distribution attendue des p-values,
mis & part pour le signal le plus fort.
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1.3 Réplication des résultats

Parmi les 21 loci candidats, 17 (les SNPs rs571622299, rs143723948, rs34319244 et rs373009901
n’étaient pas disponibles dans toutes les études de la réplication) ont pu ensuite étre répliqués
dans une méta-analyse regroupant les groupes DCCT/EDIC, CACDI, WESDR, EDC et Go-
KinD. Les loci ont été analysés en association avec les coronaropathies dans un modele de
régression logistique avec 1’age, le sexe, la durée du diabete et les composantes principales
de la population en variables indépendantes et avec un modele allélique additif. La méta-
analyse a été réalisée avec un effet fixe. Les résultats de la réplications sont présentés dans
le tableau 5. Aucun signal n’atteint le seuil de Bonferroni de 3x107® mais trois loci étaient
associés au risque de coronaropathie avec une p-value inférieure a 0,05. Ces trois signaux sont
rs138760780 sur le gene CDK18, rs116092985 sur le gene PKD1 et rs12344245 sur le gene
FAM189A2. Le seul signal ayant dépassé le seuil de 5x10® dans la découverte, rs115829748

n’était pas associé au risque de coronaropathie dans la réplication (p = 0,279).

SNP EAF | OR | P® | Direction 2 pHet
rs138760780 | 0,020 | 1,88 | 0,014 | 4+ + + + — 0 0,509
rs116656846 | 0,028 | 0,89 | 0,696 | — — — + — 0 0,876
rs17206992 | 0,052 | 0,97 | 0,580 | ++ — + — 0 0,934
rs113517532 | 0,105 | 0,86 | 0,887 | + — + — — 0 0,658
rs73018809 | 0,022 | 0,60 | 0,955 | — — — — + 0 0,722
rs28641753 | 0,067 | 1,02 | 0,440 | — + 4+ — — | 62,7% | 0,030
rs78031527 | 0,209 | 1,13 | 0,114 | ++ — + — 0 0,622
rs143537377 | 0,100 | 0,85 | 0,885 | — — + — + | 19,2% | 0,292
rs115829748 | 0,036 | 1,13 | 0,283 | — + + + — 0 0,655

rs9354144 | 0,097 | 1,05 | 0,330 | — ++ — — | 23,9% | 0,262
rs12344245 | 0,038 | 1,45 | 0,022 | + —+ + + 0 0,560
rs117826205 | 0,029 | 1,11 | 0,315 | — — —++ | 5,7% | 0,374
rs61879614 | 0,046 | 1,11 | 0,300 | + — — — — 0 0,775
rs116092985 | 0,096 | 1,29 | 0,026 | 4+ + + + — 0 0,488
rs113114656 | 0,038 | 1,04 | 0,437 | —4++ —+ | 43,4% | 0,132
rs67213764 | 0,260 | 1,03 | 0,363 | +4+ — — — | 32,2% | 0,207
rs12482425 | 0,308 | 1,09 | 0,871 | + 4+ + + 0 0,931

Tableau 5 Réplication des 17 signaux candidats de la méta-analyse.
(1) P_yalue d’association unidirectionnelle.

1.4 Analyse des associations déja identifiées

Le risque de coronaropathie dans la population générale est un sujet bien étudié et a

déja fait I'objet de plusieurs études d’association pan-génomiques. Au moment ou ce travail
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a été initié 95 loci avaient déja été identifiés et j’ai tenté de répliquer ces résultats dans notre
groupe d’étude. 95 SNPs ont été recueillis a partir des études réalisées par Cardiogram et
C4DIT 66, 59,60, 61] ot ot été testés dans un modele de régression logistique avec I’age, le sexe,
la néphropathie diabétique et les quatre premieres composantes principales, les résultats de

la réplication sont présentés dans le tableau 6.

Résultats publiés Réplication

SNP Chr | Locus | EA' | EAF® | OR® | EAF® | OR®) | P-value(®
rs17609940 | 6 | ANKSIA | G 0,82 1,03 0,80 1,32 0,004
rs11838776 | 13 COL4A2 A 0,26 1,07 0,28 1,33 0,001
rs2075650 19 TOMM0 A 0,86 0,93 0,87 0,74 0,003

Tableau 6 Réplication des signaux publiés par ’étude C4D-Cardiogram. Par soucis de place, ce
tableau ne présente que les signaux les plus fort dans mon étude (p-value<5x1073), la totalité des
95 SNPs testés est présentée en annexe avec le manuscrit.

(1) Allele de référence utilisé dans la méta-analyse C4D-Cardiogram. ™

) Fréquence de l'alléle de référence rapportée dans la méta-analyse C4D-Cardiogram.

) Effet de lalléle de référence estimé dans la ;éta-analyse C4D-Cardiogram.

) Fréquence de l'alléle de référence dans la méta-analyse Genesis/Genediab, Steno, UK-ROL

5) Effet estimé dans la méta-analyse Genesis /Genediab, Steno, UK-ROL.

6) P-value unidirectionnelle associée & Peffet estimé dans la méta-analyse Genesis/Genediab, Steno,
UK-ROL.

1.5 Discussion autour des genes candidats mis en évidence

Dans cette étude je cherchais a mettre en évidence des marqueurs génétiques du risque
de coronaropathie chez les patients diabétiques de type I. Dans 1'étape de découverte, le
SNP rs115829748 proche du gene MAP1B a été identifié avec un signal dépassant le seuil de
significativité pour une étude pan-génomique (5x10%), cependant ce résultat n’a pas pu étre
répliqué. Nous avons cependant pu observer des associations intéressantes a la fois dans la
méta-analyse et dans la réplication pour trois loci, CDK18, PKD1 et FAM189A2. 1’allele T
de rs138760780 situé sur CDK18 est associé a un risque 2,5 fois plus élevé de coronaropathie,
il s’agit d'un allele rare n’étant pas en déséquilibre de liaison fort (r*>0,8) avec un autre SNP
(figure 18). La position du SNP ne nous permet pas d’affirmer un réle fonctionnel évident. De
plus, CDK18 code pour une kinase cycline-dépendante impliquée dans la transition G2/M
du cycle cellulaire.B13 Cette fonction vitale pour I’ensemble des cellules eucaryotes n’indique
pas de role évident dans le diabete de type I ou les complications vasculaires. Un SNP sur

le méme locus a été associé au diabete de type I mais il n’a pas été répliqué. 316! A ce stade,
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il n’y a pas suffisamment de données disponibles sur ce gene pour estimer sa pertinence en

tant que gene candidat.
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Figure 15 Plot d’association régional centré sur CDK18, on n’observe aucun SNP en déséquilibre
de liaison fort avec rs138760780 dans la région.

rs116092985 situé sur PKD1 est plus intéressant car il s’agit d’une mutation non-synonyme
(Trp1399Arg), la présence de l'allele G (Argl399) est associé avec un risque accru de corona-
ropathie d’un facteur 1,5. PKD1 code pour la polycystine 1, une protéine transmembranaire
qui est exprimée a la surface des cellules de I’épithélium rénal lors de la morphogénese des
tubules rénaux.B Des mutations dans le gene PKD1 sont la cause principale de polykylose
rénale dominante, une maladie qui se manifeste durant I’enfance avec des dysfonctionnements
de la fonction rénale.B8 La substitution d’un acide aminé aromatique hydrophobe comme le
tryptophane par un acide aminé chargé comme ’arginine pourrait avoir des conséquences sur
la structure de la protéine, surtout dans le cas d’'une protéine transmembranaire ou la sub-
stitution d'un acide aminé hydrophobe par un acide aminé hydrophile peut compromettre la
structure de la région membranaire de la protéine. PKD1 pourrait étre un bon gene candidat
pour étudier le role de la néphropathie diabétique dans le risque de complication cardiovas-

culaire.
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L’allele G de rs12344245 est associé a un risque accru de coronaropathie d'un facteur 1,8. Ce
SNP est localisé dans un intron de FAM189A2, un gene dont la fonction n’est pas caractérisée.
Le SNP 1rs10120442 situé dans le méme gene a été associé au rapport albumine/créatinine
urinaire avec une p-value de 2,6x10%,B1 tandis que le rs10780297 a été associé au risque de
coronaropathie dans la population générale, avec cependant un signal modeste (p-value de
9,3x10).66 Malgré ces éléments on ne peut pas affirmer que ce géne constitue un candidat

particulierement pertinent.

Cette étude était également 1'occasion de tester l'effet de variations identifiées dans la po-
pulation générale sur cette population de patients diabétiques de type I. Sur les 95 SNPs
testé, trois SNPs étaient associé au risque de coronaropathie avec une p-value suggestive,
rs17609940, rs11838776 et rs2075650 qui se trouvent sur les loci ANKS1A, COL4A2 et
TOMM/0-APOEFE respectivement. Ces résultats suggerent en plus que ces SNPs pourraient
avoir un effet plus fort chez les individus diabétiques que dans la population générale mais
cette hypothese doit tout de méme étre validée avec un échantillon de taille plus importante
et avec un groupe de réplication. ANKS1A code pour une protéine qui est impliquée dans la
régulation de l'activité des facteurs de croissance, 32 plusieurs SNPs localisés dans le méme
locus sont d’ailleurs associés & la taille.B2-822 ] est possible que ce gene soit impliqué dans
d’autres voies physiologiques mais les données manquent pour le relier aux complications du
diabete. COL4AZ2 est le gene de la sous-unité alpha 2 du collagene de type IV. Le collagene
de type IV est un des principaux éléments composants la lame basale. Or ’endommagement
de la lame basale est un événement commun a toutes les complications microvascualaires et
macrovasculaires du diabete. Les dégats sur la plaque pourraient contribuer a I'accélération
de la formation de la plaque d’athérome et augmenter le risque de formation d’un throm-
bus. L’endommagement de la lame basale contribue également a la néphropathie diabétique
car la lame basale est un élément clé de la barriere glomérulaire. COL4A2 pourrait donc
étre un candidat intéressant pour le risque de complications dans le diabete de type I étant
donné que la lame basale est particulierement sensible a I’hyperglycémie chronique. Le locus
TOMM40-APOFE est principalement impliqué dans le métabolisme des acides gras, APOFE
code pour une alipoprotéine et plusieurs marqueurs sur ce locus sont associés aux LDL et au

cholestérol total.B23

Le cholestérol est un facteur de risque des coronaropathies mais il est
difficile de trouver une explication permettant de justifier un effet plus fort chez les individus

diabétiques de type 1.

Malgré ces découvertes, I’étude présente une limitation majeure qui est la taille de I’échantillon.
Avec 1019 cas et 5735 témoins, nous sommes assez loin des échantillons généralement utilisés
pour les études pan-génomiques, ce qui limite la capacité de notre étude a surmonter le seuil

de significativité normalement imposé dans ce type d’études (p-value de 5x10%). En effet
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seuls des odds ratio supérieurs a 1,6 sur des variations fréquentes (MAF>0,28) auraient pu
étre détectés a ce seuil de significativité avec une puissance statistique acceptable (>80%).
De méme, je n’avais pas suffisamment d’effectifs dans le groupe de réplication pour détecter
les marqueurs de CDK18, PKD1 et FAMI189A2 avec un seuil de Bonferroni de 3x1073, la
puissance de détection d’un signal pour rs138760780 avec ce seuil était de 53%, elle était de

38% pour rs116092985 et de 26% pour rs12344245.

Cette limitation pourrait étre surmontée en agrandissant 1’échantillon. Cependant la relative
rareté des patients diabétiques de type I (5% a 10% des patients diabétiques) pourrait étre
un obstacle dans la résolution de ce probleme. Il serait également possible d’améliorer la
puissance statistique en ayant plutot recours a des analyses Gene-based ou Pathway-based
qui permettraient de réduire le nombre de tests a effectuer en plus de permettre de prendre
en compte des alleles rares. Deuxiemement, j’avais prévu d’effectuer une analyse prenant
en compte l'interaction entre la présence de coronaropathie et le statut de néphropathie
diabétique afin d’étudier l'interaction entre la néphropathie et les marqueurs génétiques.
Malheureusement une division supplémentaire de I’échantillon en sous-groupe aurait réduit
davantage la puissance de I'étude. Ce serait cependant une prochaine étape logique afin
d’apporter des réponses concernant I’hypothese d’une relation entre les complications cardio-

vasculaires et la néphropathie diabétique.
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2 Impact des marqueurs de la fonction rénale sur la

thrombose veineuse

La deuxieme étude présentée porte sur la relation entre la fonction rénale et la thrombose
veineuse et utilise un score de risque polygénique. J’avais sélectionné plusieurs marqueurs
génétiques associés a '’eGFR, un marqueur de la fonction rénale, et je les ai testés en asso-
ciation avec la thrombose veineuse dans un modele de régression logistique. Par la suite, les
marqueurs ont été rassemblés dans un score de risque polygénique qui a été a son tour testé
en association avec la thrombose veineuse dans un modele de régression logistique. Cette as-
sociation a ensuite été répliquée dans une seconde cohorte indépendante. Pour finir, I’étude
a été complétée par des tests d’association du score avec différents facteurs de I’hémostase et
des analyses in silico ont été réalisées sur les différents loci proches des SNPs sélectionnés.
Pour plus de détails, cette étude a fait 'objet d’un article qui a été publié dans une revue
spécialisée. L’article a été ajouté en annexe a la fin du manuscrit.B2¥ Le plan d’analyse de

I’étude est présenté dans la figure 16.

2.1 Définition du score polygénique

69 SNPs précédemment associés a I’eGFR ont été étudiés. Un SNP a été retiré pour cha-
cune des paires de SNPs en déséquilibre de liaison et les 3 SNPs avec une qualité d’imputation
faible (r?<0,3) ont ensuite été retirés. Les 53 SNPs restants ont été testés individuellement
dans un modele de régression logistique ajusté sur le sexe, les quatre premieres composantes
principales de ’ACP basée sur I'IBS des individus et un parametre de distinction entre MAR-
THA et EOVT. L’hypothese départ étant qu’une fonction rénale diminuée est associée a un
risque accru de thrombose veineuse, j’ai donc conservé les 28 SNPs pour lesquels 'allele as-
socié a une diminution de 'eGFR était également associé a un risque accru de thrombose
veineuse. Ces SNPs ont été testés dans une modele de régression multivarié ajusté sur le sexe,
les quatre premieres composantes principales et un parametre de distinction entre MARTHA
et EOVT et la combinaison de SNPs avec I’AIC le plus faible a été sélectionnée pour compo-
ser le score de risque polygénique. Le score final correspond a la somme des alleles associées
a la diminution de 'eGFR des 9 SNPs sélectionnés sans pondération. L’effet individuel des
9 SNPs sélectionnés pour le score polygénique est présenté dans le tableau 7. Les 9 SNPs
choisis constituent le groupe de SNPs le plus parcimonieux permettant de séparer les cas et
les témoins de MARTHA /EOVT. Le SNP avec le signal le plus fort est rs807601 (p=0,011)
dans le locus DDX1 et le SNP ayant le signal le moins fort est rs6420094 (p=0,255) situé
dans le locus SLC34A1.
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Figure 16 Protocole de I’étude. Les SNPs sont d’abord recueillis dans la bibliographie puis testés
individuellement dans le groupe MARTHA /EOVT. Le score est ensuite composé en utilisant le
groupe de SNPs permettant de minimiser ’AIC du modele. Le score est ensuite testé dans le
groupe MARTHA /EOVT puis répliqué dans le groupe MEGA.
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MARTHA /EOVT MEGA
SNP Chr Locus EA®M | EAF® | OR | P-value | EAF® | OR | P-value

rs807601 2 DDX1 G 0,65 | 1,14 | 0,011 0,66 | 1,17 | 0,288
rs1047891 | 2 CPS1 A 0,32 | 1,14 | 0,016 0,31 | 1,03 | 0,846
rs9682041 | 3 SKIL T 0,86 | 1,15 | 0,051 0,86 | 0,96 | 0,821
rs6420094 | 5 SLC34A1 G 0,32 | 1,06 | 0,255 0,31 | 1,12 | 0,445
rs7759001 | 6 ZNF204P A 0,77 | 1,10 | 0,100 0,77 | 1,37 | 0,068
rs3758086 | 8 STC1,ADAM28 A 0,41 | 1,06 | 0,243 0,39 | 1,19 | 0,204
rs9916302 | 17 FBXL20 T 0,70 | 1,09 | 0,116 0,71 | 1,15 | 0,373
rs12460876 | 19 SLC7A9 T 0,57 | 1,09 | 0,084 0,57 | 1,05 | 0,699
6088580 | 20 | PIGU,TP53INP2 C 0,48 | 1,07 | 0,144 0,47 | 1,23 | 0,127

Tableau 7 Effet individuel des SNPs sélectionnés pour le score polygénique sur le risque de throm-
bose veineuse dans MARTHA /EOVT et MEGA. L’effet et la p-value ont été rapportés apres ajuste-
ment sur le sexe, les quatre premieres composantes principales et un parametre de distinction entre
MARTHA et EOVT.

(1) Allele de référence associé & une diminution de 'eGFR dans ’étude publiée en 2016.
(2) Fréquence de Dalléle de référence chez les groupes témoins de MARTHA /EOVT et MEGA.

[229]

2.2 Analyse dans ’échantillon Francais

Le score polygénique des 9 SNPs a été calculé dans le groupe MARTHA/EOVT et la
distribution du score au sein de ce groupe est présentée dans la figure 17A. Le score est si-
gnificativement différent entre les cas et les témoins, avec des valeurs moyennes de 10,4+0,04
et 10,140,047 respectivement (p=1,03x10"") Le score a ensuite été testé en association avec
la thrombose veineuse dans un modele de régression logistique ajusté sur le sexe, les quatre
premieres composantes principales et un parametre de distinction entre MARTHA et EOVT.
Une augmentation d’'une unité du score polygénique est associée a une augmentation du
risque de thrombose veineuse d’un facteur 1,09 [1,06-1,15] (p=1,44x10""). La population a
ensuite été divisée en quintiles en fonction de la distribution du score et le risque de throm-
bose veineuse en fonction du quintile a été estimé en prenant les 20% de la distribution avec
le score le plus faible (1¢" quintile) comme référence. Les quintiles ont été testés dans un
modele de régression logistique ajusté sur le sexe, les quatre premieres composantes princi-
pales et un parametre de distinction entre MARTHA et EOVT. Le 2°™¢ quintile n’est pas
significativement associé & un risque accru de thrombose veineuse mais les 3¢, 48me et 5eme
quintiles sont associés a un risque de thrombose veineuses avec des OR de 1,39 [1,12-1,72],
1,32 [1,06-1,64] et 1,54 [1,24-1,92] respectivement. Les résultats de I’analyse en quintiles sont

présentés dans la figure 17B.
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Figure 17 A Distribution du score dans la cohorte MARTHA /EOVT, les barres noires représentent
la distribution des témoins tandis que les barres grises représentent la distribution des cas. B Odds
ratio du risque de thrombose veineuse par quintile de score dans le groupe MARTHA/EOVT, le
premier quintile est utilisé comme référence pour I'estimation du risque.

2.3 Analyse dans I’échantillon Néerlandais

Le score polygénique a été calculé a partir des 9 SNPs dans MEGA, une cohorte indépendante,
en suivant la méme méthode. La distribution du score dans MEGA est présentée dans la fi-
gure 18A. Les résultats trouvés dans I'analyse de MARTHA /EOVT ont ensuite été répliqués
dans MEGA, le score a été testé avec le risque de thrombose veineuse dans un modele de
régression logistique ajusté sur le sexe et les quatre premieres composantes principales. Le
score polygénique est associé a un risque accru de thrombose veineuse d’un facteur 1,18 [1,11-
1,26] (p=8,86x10°®). En utilisant les quintiles définis dans I’analyses de MARTHA /EOVT,
MEGA a été divisée en groupes et ces groupes ont été testés en association avec le risque
de thrombose veineuse en utilisant le groupe avec le score le plus faible comme référence.
L’analyse a été réalisée avec le méme modele de régression que celui utilisé dans ’analyse
avec la cohorte Francaise. Les 2°™ et 3°™¢ groupes ne sont pas significativement associés & un
risque accru de thrombose veineuse mais les 4°™¢ et 5°™¢ le sont avec des facteurs de risque de
2,20 [1,54-3,14] et 2,23 [1,56-3,19] respectivement, les résultats de ’analyse en groupes sont

présentés dans la figure 18B.
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Figure 18 A Distribution du score dans la cohorte MEGA, les barres noires représentent la dis-
tribution des témoins tandis que les barres grises représentent la distribution des cas. B Odds ratio
du risque de thrombose veineuse par quintile de score dans le groupe MEGA, le premier quintile
est utilisé comme référence pour 'estimation du risque.

Les résultats de ’association du score avec la thrombose veineuse ne sont pas significative-
ment différents entre MARTHA /EOVT et MEGA (p=0,06) et en combinant les résultats de
MARTHA/EOVT et MEGA dans une méta-analyse, on obtient une augmentation du risque
de thrombose veineuse d’un facteur 1,12 [1,09-1,16] (p=3,77x107'?). L analyse par quintile des
deux études combinées indique un risque accru de thrombose veineuse pour les 3%™€, 4°m¢ et
5°me oroupes avec des facteurs de risque de 1,47 [1,22-1,77], 1,52 [1,26-1,82] et 1,70 [1,41-2,05]
respectivement. Il est intéressant de noter qu’un des SNPs inclus dans le score polygénique,
rs6088580, est en déséquilibre de liaison (r?=0,15; D’=1) avec rs867186, un SNP du locus
PROCR connu pour étre associé au risque de thrombose veineuse.B23 Les analyses de effet
du score sur le risque de thrombose veineuse apres ajustement donne un score significative-
ment associé au risque de thrombose veineuse avec un facteur de risque de 1,10 (p=6,24x10"7")
dans MARTHA /EOVT et 1,17 (p=1,20x10%) dans MEGA. En composant un score génétique
sans rs6088580 et en répétant les analyses effectuées haut dessus, on obtient toujours un score
associé au risque de thrombose veineuse, avec un facteur de risque de 1,10 (p=7.08x10") dans
MARTHA /EOVT, 1,18 (p=>5.48x10"") dans MEGA et un facteur de risque de 1,13 [1,09-1,16]
dans 'analyse combinée de MARTHA/EOVT et MEGA.
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2.4 Confirmation de I'impact du score sur la fonction rénale

Les 9 SNPs du score polygénique avaient déja été individuellement associés a 'eGFR dans
des études antérieures. Cependant il fallait confirmer 'effet du score polygénique composé
a partir de ces 9 SNPs sur 'eGFR. J’ai donc ensuite testés les 9 SNPs du score en associa-
tion avec 'eGFR dans une autre cohortes indépendantes, Genesis/Genediab. L’analyse a été
réalisée avec un modele de régression linéaire ajusté sur ’age, le sexe et les quatre premieres
composantes principales. Les résultats sont présentés dans le tableau 8. Un seul des 9 SNPs
est associé a I'eGFR avec une p-value inférieure a 0,05 dans Genesis/Genediab, il s’agit de
rs3758086 du locus STC1 (p=0,035). Le score polygénique a ensuite été testé en association
avec ’eGFR en utilisant le méme modele de régression linéaire et il est associé a une dimi-
nution de 'eGFR ($=-1,19, p=3,54x103). L’association entre le score et 'eGFR a ensuite
été testée dans la cohorte AtheroGene mais n’a pas montré de résultat significatif (5=-0,453,
p=0,076).

SNP EAM | Effect | Se P-value
1807601 G | -1330 | 1,18 | 0,262
51047891 | A | -1,015 | 1,302 | 0,435
1s9682041 | T | -2,340 | 1,670 | 0,161
rs6420094 G -0,569 | 1,178 0,629
rs7759001 A -1,475 | 1,352 0,275
rs3758086 A -2,345 | 1,109 0,035
19916302 | T | -0.725 | 1,216 | 0,551
rs12460876 T -0,575 | 1,085 0,596
rs6088580 C -0,819 | 1,109 0,460
GRS NA | -1,187 | 0,406 | 3,545x103

Tableau 8 Effet individuel des SNPs sélectionnés pour le score polygénique sur 'eGFR dans Gene-
sis/Genediab. L’effet et la p-value ont été rapportés apres ajustement sur ’age, le sexe et les quatre
premieres composantes principales.

(1) Allele de référence associé & une diminution de I'eGFR dans ’étude publiée en 2016.229

2.5 Impact du score sur les facteurs de I’hémostase

Le score polygénique a ensuite été testé avec plusieurs parametres biologiques de I’hémostase
disponibles dans MARTHA et AtheroGene. Les seuls parameétres associés au score sont I’an-
tithrombine dans MARTHA (p=4,01x10"3) qui reste associée au score apres le retrait des in-
dividus suivant un traitement anticoagulant (p=2x10"3) et le taux de récepteurs endothéliaux
soluble & la protéine C (SEPCR) dans AtheroGene (p=8,89x10°1), mais cette association ne

persiste pas apres ajustement sur rs867186. Le score est associé au taux de fibrinogene dans
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MARTHA (p=5x10?) méme apres retrait des individus suivant un traitement anticoagulant
(p=T7,74x10) et aussi dans AtheroGene apres exclusion des individus suivant un traitement
anticoagulant (p=0,045). L’ensemble des analyses menées sur les parametres de ’hémostase
est présenté dans le tableau 9. L’association entre le score et le taux d’antithrombine est

également observable en comparant le taux d’antithrombine moyen en fonction du quintile

de score dans MARTHA (figure 19).

Phénotype Etude Effectifs | Effet P-value
FVIIic MARTHA 1092 -1,03 0,20
vWF MARTHA 1375 -0,3 0,75
Antithrombine MARTHA 1403 -0,49 | 4,01x1073
Antithrombine** MARTHA 897 -0,63 2x1073
PC MARTHA 1445 -1,02 0,064
PS MARTHA 1430 -0,21 0,60
Fibrinogene MARTHA 1542 -0,03 5x1073
Fibrinogene** MARTHA 985 -0,04 | 7,74x10*
TFPI MARTHA 1170 0,18 0,23
FXI MARTHA 1170 -0,005 0,32
Génération de thrombine | MARTHA 705 1,71 0,80
APTT MARTHA 1537 0,042 0,67
Globules blancs MARTHA 1540 0,015 0,59
Plaquettes MARTHA 1540 -0,50 0,58
Plaquettes** MARTHA 984 -1,58 0,13
Erythrocytes MARTHA 1539 | -0,004 0,46
HDL MARTHA | 1002 | 0,004 0,52
TFPI AtheroGene 892 0,65 0,37
sEPCR AtheroGene 892 462 | 8,89x10*
sEPCR* AtheroGene 892 0,66 0,43
TAFTa/ai AtheroGene 891 0,28 0,12
D Dimere AtheroGene 790 -3,47 0,42
Fibrinogene AtheroGene 1503 -0,02 0,27
Fibrinogéne** AtheroGene 704 -0,046 0,045
HDL AtheroGene 1761 -0,32 0,059

Tableau 9 Effet du score polygénique sur les différents parametres de I’hémostase et autres pa-
rametres biologiques disponibles dans MARTHA et AtheroGene.

*Résultat apres ajustement sur rs867186.

**Résultat apres le retrait des patients traités avec des anticoagulants.
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Figure 19 Taux d’antithrombine moyen par quintile de score polygénique dans la population
MARTHA.

2.6 Discussion sur ’association entre le score génétique et le risque
de MTEYV et de sa pertinence vis-a-vis de la relation entre la
fonction rénale et les MTEV

Les données obtenues a partir de ce travail sur la thrombose veineuse et les marqueurs
de la fonction rénale ont permis de montrer une association entre un score allélique de neuf
SNPs associés a 'eGFR et le risque de thrombose veineuse dans deux groupes cas/témoins
indépendants. Malgré le fait qu’aucun de ces SNPs ne soit individuellement associé significa-
tivement au risque de thrombose veineuse, on constate qu'une accumulation de onze alleles
a risque ou plus (score>11) est associée a un odds ratio de 1,42 pour le risque de thrombose
veineuse. Afin de chercher des pistes expliquant ’association entre le score allélique et le
risque de thrombose veineuse il est pertinent de regarder 1’état des connaissances sur les neuf

loci auxquels appartiennent ces SNPs.

rs807601 est un SNP intergénique proche du gene DDX1. Ce gene code pour une hélicase a

motif DEAD-Box, qui aurait une activité hélicase spécifique au doubles-brins d’ARN et aux
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hybrides ADN-ARN. Il a été montré que DDX1 est nécessaire a I’expression des genes CCND2
et CDY dans des cellules de lignée TGTC (cellules de tumeur germinale testiculaire), ces genes
sont régulierement sur-exprimés dans différents types de carcinomes.®20 Bien que ces infor-
mations ne semblent pas pertinentes dans le cadre de la fonction rénale il est intéressant de
noter qu'un autre SNP sur le méme locus, rs3755132, a été associé & la tumeur de Wilms. B
La tumeur de Wilms est un cancer touchant les reins et qui survient généralement durant
I’enfance. Il est accompagné de troubles de la fonction rénale comme de la protéinurie. Dans
les populations HapMap et 1000 Génomes, les SNPs rs807601 et rs3755132 sont en léger
déséquilibre de liaison (r?=0,36 et D’=0,98), cependant 'alléle & risque rs807601(G) n’est
quasiment jamais retrouvé sur le méme haplotype que l'allele a risque rs3755132(G) pour la

tumeur de Wilms.

CPS1 est un gene codant pour la carbamoyl-phosphate synthase, une enzyme impliquée
dans le métabolisme de ’azote, notamment la conversion de 'ammoniac en urée. Il n’y a pas

d’élément pertinent permettant de lier ce gene a la fonction rénale dans les bases de données.

SKIL code pour une protéine SKI-like, cette protéine semble étre un régulateur de la voie
SMAD et donc de I'activation de la voie TGF3.528 Cependant les fonctions de la voie TGF 3
sont si étendues qu’il serait difficile d’énoncer une hypothese sur le role que pourrait jouer ce

gene dans la fonction rénale.

SLC34A1 est vraisemblablement un transporteur de solutés qui serait impliqué dans la
réabsorption du phosphate et d’autres solutés dans les tubules rénaux. Des mutations dans ce
genes ont été associées a des déficiences en phosphate dus a un manque de réabsorption dans
les tubules rénaux mais aussi au syndrome de Fanconi, une maladie dans laquelle on observe
un défaut de la réabsorption des solutés dans les tubules rénaux.2% B30 1] est intéressant de
constater que I'allele A de rs6420094 a été associé a diminution d’antigenes du facteur VIIIB31
et que le SNP 157708314 du méme locus est associé a 'aPTT, 532l ces éléments suggerent que
SLC34A1 joue probablement un role dans le risque de thrombose veineuse, il est cependant

plus difficile de lier ces élément a la déficience en phosphates.

ZNF204P est un pseudogene sans fonction ou activité connue. D’apres les données disponibles
sur GTeX portal il est cependant exprimé dans plusieurs tissus, principalement des organes
du systeme nerveux. STC1 code pour la stanniocalcine 1, une protéine que I'on sait capable

333 i] n’y a cependant

de stimuler la réabsorption des phosphates chez les petits mammiferes, !
aucun élément permettant de confirmer ce role chez I’lhomme. Ces données permettraient de
regrouper STC1 et SLC34A1 dans la méme voie métabolique. Le produit d’ADAM2S serait
reconnu par les intégrines ITGA4/ITGB1,B3 ce qui suggere un role dans la migration des

lymphocytes, il est difficile d’envisager un role dans la fonction rénale a partir de ces données.
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FBXL20 aurait une activité régulatrice sur le largage des vésicules synaptiques.¥ I n’y a
aucun lien évident avec la fonction rénale ou la thrombose veineuse. SLC7A9 est un trans-
porteur responsable de la réabsorption des acides aminés basiques depuis le tubule rénal,
plusieurs mutations de ce gene ont été reliées & un déficit de réabsorption de la cystine, 36
il est possible que ce SNP exerce une influence sur le risque de thrombose veineuse via un

mécanisme impliquant 1’homocystéine.

PIGU code pour une sous-unité du complexe GPI-transamidase qui est chargée de fixer
I’ancre GPI sur les protéines cibles. TP53INP2 est un gene inductible par pb3 qui serait
impliqué dans la régulation de 'autophagie. Pour le loci PIGU-TP53INP2, il est cependant
probable que la contribution au risque de thrombose veineuse soit due au fait que l’allele
C de rs6088580 soit en phase avec l'allele G de rs867186 (D’=1) et l'allele G de rs764598
(D’=0,96) qui sont associés au taux circulant de protéine C et au risque de thrombose

. BB B3 T effet de rs6088580 est donc sans doute représentatif d’un marqueur af-

veineus
fectant le gene PROCR, codant pour le récepteur a la protéine C, qui est tres proche de

PIGU.

Certains loci présentés ici pourraient fournir des pistes intéressantes pour explorer les mécanismes
reliant la fonction rénale au risque de thrombose veineuse. Il faut cependant rappeler que les
SNPs sélectionnés ne sont sans doute pas les SNPs affectant I’eGFR. Ils peuvent en revanche
étre déséquilibre de liaison avec des SNPs situés sur des loci voisins ou affectant des genes
distants en modifiant des séquences régulatrices distantes. Les loci a proximité des SNPs uti-
lisés pour le score n’ont a présent pas été associés au risque de thrombose veineuse dans des
études pan-génomiques, a l'exception de PIGU-TP53INP2 qui est voisin de PROCR. Nous
avons cependant montré que le score reste significativement associé au risque de thrombose
veineuse sans la contribution du SNP lié a ce locus. S’il est possible de confirmer que les
SNPs liés a SLC34A1, STC1 et SLCTA9 ont bien un effet sur ces genes, alors ils offrent des
hypotheses intéressantes sur les mécanismes d’action par lesquels la fonction rénale affecte le

risque de thrombose veineuse.

Les analyses d’associations entre le score et les parametres de I’hémostase n’ont pas permis
d’apporter plus d’éléments en faveur de I'hypothese du lien entre I'’eGFR et le taux de FVIII
suggérée par d’autres résultats.218 Ces analyses n’ont pas apporté d’élément solide en faveur
d’un impact du score sur les parametres de ’hémostase en général. Nous avons pu confirmer
une association entre le score et ’eGFR dans une cohorte indépendante. En revanche il est
nécessaire de souligner que le score a un impact tres faible sur la variation de I'’eGFR puisqu’il
n’en explique que 0,67%. Cependant on peut tout de méme observer une forte association.

Ceci pourrait indiquer l'existence d’effets pléiotropiques venant du score et qu’il pourrait
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donc étre un marqueur imparfait de I'eGFR.

La stratégie employée présente cependant un avantage car le choix d'un score génétique
comme marqueur d’un phénotype permet de garantir une certaine indépendance vis-a-vis
des facteurs de confusions et permettre de fixer la relation de causalité car les marqueurs
sont attribués a la naissance. Dans notre cas, nous avons montré que le score est indépendant
des facteurs susceptibles d’affecter la relation entre 'eGFR et la risque de thrombose vei-
neuse qui sont le sexe, I'age et 'IMC. Malgré tout cette étude possede quelques limitations
qui doivent étre mentionnées. En premier lieu, 'eGFR des individus n’était pas disponible
dans les groupes utilisés pour analyser 1’association entre le score et le risque de throm-
bose veineuse, une analyse ajustée sur '’eGFR aurait permis de mettre en évidence des effets
pléiotropiques du score. De plus, I’absence de données rénales en général ne nous a pas permis
de vérifier ’association entre le score et la présence de maladie rénale chronique. Bien que les
SNPs utilisés pour composer le score soient issus d’études pan-génomiques robustes, ils ne
sont sans doute pas fonctionnels mais sont plutot associés a des marqueurs fonctionnels qui
n’ont pas été génotypés. Identifier des marqueurs fonctionnels directement liés a la fonction

rénale pourrait permettre de composer une score plus représentatif de ce phénotype.

Pour finir, le manque de résultats significatifs concernant 1’association entre le score et les
facteurs de I’hémostase nous laisse peu d’hypotheses pour expliquer I'effet de ces SNPs sur le
risque de thrombose veineuse. Sous réserve que ces résultats soient répliqués dans une autre
étude et que des solutions soient apportées pour remédier aux limitations mentionnées plus
haut, il serait intéressant d’analyser I'impact de ce score sur la récidive des événements de
thrombose veineuse. En cas de réplication, il serait également intéressant de s’attarder sur
I'impact de ce score sur le taux d’homocystéine et de phosphates dans le plasma ainsi que sur
Ieffet qu’aurait un ajustement sur ces parametres sur ’association en le score et le risque de
thrombose veineuse. Un dernier détail concerne la pondération du score, traditionnellement,
chaque variation inclue dans le score est pondérée par son effet sur phénotype d’intérét ce
qui permet de prendre en compte la contribution au risque de chaque allele. Dans le cas de
ce score polygénique, étant donné que les SNPs sont issus de plusieurs études indépendantes
sur des populations distinctes, le choix de ne pas appliquer de pondération a été fait afin
d’éviter de mélanger des effets qui pourraient étre différents dans les différentes populations

testées.
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CHAPITRE 4

Discussion

Ces travaux avaient chacun un objectif, identifier des marqueurs génétiques du risque de
coronaropathie spécifique au contexte du diabete de type I et clarifier le lien de causalité entre
la fonction rénale et le risque de thrombose veineuse. Ces résultats dans leur ensemble devaient
ensuite permettre d’apporter de nouvelles informations concernant le role de la fonction rénale
dans le risque de développer des maladies cardiovasculaires. Apres avoir discuté des résultats
de ces travaux indépendamment j’aborde dans cette partie 'interprétation de I’ensemble des
résultats au regard du lien entre la fonction rénale et les maladies cardiovasculaires ainsi que

les perspectives envisageables apres ces travaux.

1 Intégration des résultats au regard du lien entre la

fonction rénale et les maladies cardiovasculaires

Il est maintenant temps de regrouper les données des deux études afin d’énumérer les
éléments nouveaux qu’elles apportent a la relation entre la fonction rénale et le risque de ma-
ladie cardiovasculaire. La premiere étude apporte finalement peu d’éléments sur la relation
entre la fonction rénale et le risque de coronaropathie en raison du fait que I'analyse d’inter-
action des marqueurs avec le statut de néphropathie diabétique n’a pas pu étre menée a bien.
PKD1 offre cependant un candidat intéressant étant donné son role dans le développement
des tubules rénaux et les conséquences d'une perte de fonction du gene. Il est cependant im-
possible d’avancer des hypotheses sur son role dans le risque de maladie cardiovasculaire avec
si peu d’informations. Dans ce contexte, il serait intéressant d’estimer 'impact de rs116092985
sur le risque de néphropathie diabétique, I’eGFR ou la protéinurie puis d’effectuer une analyse
de randomisation Mendelienne avec les phénotypes rénaux et le risque de coronaropathie. Ce
type d’analyse permettrait de déterminer si le role de ce locus est porté par son action sur

la fonction rénale ou non.

Dans la deuxieme étude, nous avons montré qu’un score allélique composé de marqueurs

génétiques de 'eGFR était associé au risque de thrombose veineuse. Cette association est un
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élément en faveur de ’hypothese déja avancée par d’autres études épidémiologiques que la
dégradation de la fonction rénale serait un facteur de risque de thrombose veineuse. Malgré
le fait que les analyses de l'effet du score sur les parametres de 'hémostase ne permettent
pas de mettre en évidence de mécanisme explicatif reliant la thrombose a la fonction rénale
et bien qu’il n’y ait pas d’élément permettant d’exclure un effet pléiotropique du score, nous
avons tout de meéme des données intéressantes. Plusieurs loci attachés a ce score portent
des genes exprimés dans les tubules rénaux et impliqués dans la réabsorption des molécules
depuis le filtrat vers le plasma, c¢’est le cas de SLC34A1 et STC1 qui sont impliqués dans la
réabsorption des phosphates et SLC7A9 qui est impliqué dans la réabsorption de la cystine
et des acides aminés basiques. Les genes listés ci-dessus semblent tous jouer un role au ni-
veau des tubules rénaux qui sont le lieu ou sont réabsorbées les molécules filtrées nécessaires
comme le glucose, les solutés ioniques (sel, phosphates, calcium) et les acides aminés mais

aussi ol sont excrétés les métabolites devant étre éliminés.

Ces données nous permettent de penser qu'une dysfonction des tubules rénaux pourrait
entrainer un déficit de réabsorption ou de sécrétion d’un soluté qui pourrait a son tour aug-
menter le risque de maladie cardiovasculaire. C’est notamment au niveau du tubule rénal que
le rein exerce son controle sur le métabolisme de I’homocystéine, qui est associée au risque
d’événement cardiovasculaire. C’est également dans les tubules rénaux que le phosphate est
réabsorbé, permettant a ’organisme de maintenir son taux de phosphates, or chez I’animal
on observe une diminution du nombre d’événements de thromboses apres injection d’une so-
lution concentrée en phosphates.38 Ces résultats suggerent que Iactivité des tubules rénaux
pourrait influencer le risque de coronaropathie ou de thrombose veineuse, possiblement par

le biais d’un soluté sécrété ou réabsorbé.

2 Perspectives

Le protocole définit pour mes travaux sur le risque de coronaropathie chez les patients
diabétiques de type I envisageait une méta-analyse exploratoire avec les études Genesis/Genediab,
Steno et UK-ROI puis une étape de réplication avec les études DCCT/EDIC, WESDR,
CACTI, EDC et GokinD. En raison des contraintes temporelles de la these je n’ai pas dévié
de ce plan de départ. En revanche il serait pertinent de combiner les résultats de ces huit
cohortes dans une méta-analyse afin d’augmenter la puissance statistique de I'étude. Cette
méta-analyse pourrait étre la prochaine étape de ces travaux d’autant plus que les données
génétiques des huit cohortes sont déja disponibles. Il faudrait cependant trouver des cohortes
adéquates pour une étape de réplication pour cette nouvelle méta-analyse, les cohortes de
FinnDiane®¥ (Finlande) et SDRNT1BIOP (Ecosse) pourraient étre de bons candidats car

il s’agit de cohortes de patients diabétiques de type I d’origine Européenne qui ont déja été
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employées dans des travaux de génétique. Une méta-analyse combinant plus d’études per-

mettrait d’obtenir des résultats plus robustes.

Sous réserve qu’il soit possible de répliquer les résultats de ces travaux, il y aurait alors
plusieurs voies intéressantes a explorer par la suite. D’abord, il serait intéressant de pour-
suivre ces études avec les analyses déja suggérées plus haut, a savoir une analyse stratifiée
sur la néphropathie diabétique pour le risque de coronaropathie et des analyses de 'effet de
rs116092985 (PKD1) sur des parametres de la fonction rénale et une analyse de randomi-
sation Mendelienne. Il serait intéressant d’effectuer ses analyses sur l'infarctus du myocarde
plutot que sur les coronaropathies en général, au risque de perdre de la puissance, car I'in-
farctus du myocarde correspond au moment ot les facteurs de coagulation interviennent dans

la coronaropathie.

Pour le score, les analyses pourraient étre complétées avec des analyses d’haplotypes et afin
d’identifier des haplotypes plus a risque. Rechercher les marqueurs causaux associés aux mar-
queurs utilisés pour le score peut s’avérer fastidieux mais pourrait permettre d’obtenir un
score ayant un meilleur potentiel prédictif. Le score peut également étre testé en association
avec la récidive de thrombose veineuse et avec d’autres maladies cardiovasculaires. Afin de
mieux caractériser la fonction des marqueurs identifiés, il y a ensuite la possibilité d’effectuer
diverses analyses bioinformatiques, des études de type eQTL (expression quantitative trait
loci) et 3C (chromatin configuration capture) permettraient de mettre en évidence un impact
des marqueurs identifiés sur I'expression d’un ou plusieurs genes et de mettre en évidence
I'existence d’interactions a longue distance. Des analyses sur les marques de méthylation et
éventuellement des études de Chip-Seq (chromatin immunoprecipitation sequencing) pour-

raient permettre d’observer une impact épigénétique de ces marqueurs.

Toutes ces analyses pourraient ensuite eétre étendues a un ensemble plus large de maladies
cardiovasculaires afin de généraliser le lien entre la fonction rénale et ces pathologies. Il est a
noter les analyses de score génétique et de randomisation Mendelienne offrent un bon moyen
d’étudier les relations entre divers phénotypes et le risque de pathologie, il serait donc pos-
sible de répéter ces analyses avec des phénotypes tels que la pression artérielle et la fonction

hépatique afin d’estimer leur impact sur les maladies cardiovasculaires.

3 Conclusion

Pour conclure, ces analyses nous ont permis de mettre en évidence des marqueurs génétiques
associés au risque de coronaropathie chez les individus diabétiques de type I et au risque de

thrombose veineuse. Une partie de ces marqueurs sont situés dans des loci impliqués dans la
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fonction rénale et/ou sont associés a des phénotypes rénaux, ce qui permet d’apporter des
éléments suggérant que la perte de fonction rénale augmente le risque de maladie cardiovas-
culaire. Les mécanismes par lesquels la fonction rénale a un impact sur le risque de maladie
cardiovasculaire n’ont pas pu étre élucidés mais les données suggerent que la capacité des

reins a réguler 'homéostasie de certains solutés pourrait étre une voie d’étude importante.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Objective: The association between impaired kidney function and venous thrombosis has been previously re-
Genetics ported but supportive data are still sparse. We here wish to strengthen this association by investigating, by use of
Estimated glomerular filtration rate a genetic risk score approach, whether single nucleotide polymorphisms (SNPs) known to decrease the estimated

Renal function
Venous thrombosis
Genetic risk score
Association study

glomerular filtration rate (eGFR), a surrogate marker for renal dysfunction, are associated with increased risk of
venous thrombosis.

Approach and results: Fifty-one polymorphisms selected from the literature to robustly associate with eGFR were
first tested for association with venous thrombosis in a French case-control collection of 1953 patients and 2338
healthy individuals. This led to the identification of a genetic risk score based on 9 polymorphisms that strongly
associated with increased risk (odds ratio (OR) = 1.09 [1.06-1.15], p = 1.44-10" 7). This genetic score asso-
ciation replicated (OR = 1.18 [1.11-1.26], p = 8.86-10" ®) in an independent sample of 1289 patients and
1049 healthy controls part of the Dutch MEGA study. We then categorized the genetic score distribution ob-
served in the combined samples into quintiles. Compared with the lowest quintile, the OR for increased risk of
disease associated with the second, third, fourth and fifth quintiles were 1.13 [0.94-1.16], 1.47 [1.22-1.77],
1.52 [1.26-1.82] and 1.70 [1.41-2.05], respectively.

Conclusions: Using a genetic risk score analysis, our study provides new elements supporting the association
between impaired renal function and the risk of venous thrombosis.

1. Introduction thrombosis and pulmonary embolism, is the second most common
cardiovascular disease and the third in terms of mortality. Its incidence
Venous thrombosis (VT), that encompasses both deep vein is estimated to be ~200 per 100,000 person-years in Europe [1] and its
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recurrence rate within 10 years is close to 30%. The disease also re-
presents a significant spending in health care [2], it is for example as-
sociated with a total annual cost ranging from €1.5 to 13.2€ billion for
the EU [3]. The nature of the complex pathophysiological mechanisms
that lead to VT is not fully characterized. Disturbances of the coagu-
lation and fibrinolysis cascade leading to hypercoagulable states are
clearly the most important contributor to VT etiology. Obesity-related
mechanisms, inflammation [4], platelets [5] and complement cascade
[6] are additional biological systems that contribute to the development
of the disease. However, despite these results of intensive research ef-
forts, there are so far limited prognosis tools that help clinicians to
predict which individuals are at risk for a VT event. More investigations
are thus needed to better disentangle the etiological architecture un-
derlying VT.

A meta-analysis of 5 community-based cohorts has shown that de-
creased estimated glomerular filtration rate (eGFR) was associated with
increased VT risk [7]. It was further hypothesized that this association
was partially mediated by elevated levels of coagulation Factor VIII and
von Willebrand factor [8]. Inflammation and coagulation biomarkers
are associated with decreasing kidney function in ambulatory adults
without established cardiovascular disease or chronic kidney disease.
Investigations in the ARIC study [9] demonstrated that increased levels
of factor VIIIc, fibrinogen, and von Willebrand Factor were significantly
associated with increased risk of incident chronic kidney disease, of
which decreased eGFR is a surrogate marker, in European Americans.
The pathophysiology underlying the association of hemostatic factors to
kidney function decline is unclear, although triggers of hemostatic ac-
tivation, including vascular injury, endothelial dysfunction, and in-
flammation, have been proposed as potential mechanisms.

To provide additional support to this hypothesis, we here propose
the first genetic risk score approach addressing where genetic poly-
morphisms that have been robustly associated with eGFR, a marker for
renal function, associate with VT risk.

Main outlines of the workflow are summarized in Fig. 1. In a first
step, we sought the literature for single nucleotide polymorphisms
(SNPs) robustly associated with eGFR. These SNPs were then tested for
association with VT risk in 1953 VT patients and 2338 healthy in-
dividuals from a French case control study (MARTHA/EOVT) [10]. We
derived a genetic risk score (GRS) based on the VT-associated SNPs and
tested it for replication in an independent sample of 1289 VT patients
and 1049 controls from a Dutch case control study (MEGA study) [11].
We finally confirmed the association of the derived GRS with eGFR in a
third independent study.

2. Material & method
2.1. Studied populations

Informed consent was obtained from all participants in accordance
with the Declaration of Helsinki, and the study met all institutional
ethics requirements.

2.1.1. Discovery VT case-control samples

The discovery cohort was composed of 1953 VT patients and 2338
healthy individuals from two French VTE case-control studies,
MARTHA and EOVT that have been extensively described before
[10,12]. Patients were individuals with documented personal VTE
history and lacking strong genetic risk factors (antithrombin, protein C
or protein S deficiencies, FV Leiden homozygosity, FII G20210A
homozygosity). Controls were apparently healthy individuals free of
any chronic conditions and of a personal VT history.

2.1.2. Replication VT case-control samples

The replication stage was based on the same data from the Multiple
Environmental and Genetic Assessment of risk factor for venous
thrombosis (MEGA) study [11] as those that were used in a recent meta-
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analysis of Genome-Wide Association Study (GWAS) data for VT
[12].1289 Dutch VT patients with no prior event of VT and no cancer
were compared with 1049 controls genetically matched for geo-
graphical ancestry [[12].].

2.1.3. Additional validation cohorts
The Genesis/Genediab study group was composed of 1370 in-
dividuals with Type 1 diabetes from the French population [13].
Clinical characteristics of this population are provided
Supplementary Table A.

in

2.2. Genotyping

All individuals used in the work have previously been typed for
genome-wide genotype SNPs using dedicated DNA microarrays and
imputed with 1000 Genomes reference. Genotyping, quality controls
and imputation analyses of the genotype data have been previously
described in [12] for the MARTHA, EOVT and MEGA studies and in
[14] for Genesis/Genediab.

2.3. SNP selection

Sixty-nine SNPs were identified to robustly associate with eGFR in
different GWAS studies [15-18]. These were selected as they have de-
monstrated genome-wide significance (p < 510~ ®) association with
eGFR and replicated in independent studies. From this list of candidate
SNPs, we discarded SNPs from any pair of SNPs in linkage dis-
equilibrium and excluded SNPs with bad imputation quality (r*> < 0.3)
in both French GWAS cohorts. This resulted in 51 candidate SNPs
(Supplementary Table B).

2.4. Statistical methods

2.4.1. Derivation of the genetic risk score (GRS)

Each of the 51 selected candidate SNPs was tested for association
with VT in the French case-control samples using logistic regression
analysis where the expected number of alleles (often referred to as
imputed dose) at each SNP was used as a covariate in a model adjusting
for age, sex and principal components derived from genotype data. Of
note all SNPs had imputation quality r* > 0.30. From these analyses,
we selected only SNPs for which the risk-allele was the one that was
reported in the literature to associate with eGFR decrease, as compa-
tible with the hypothesized relationship between renal dysfunction and
VT risk. Only SNPs (Supplementary Table B) satisfying this condition
were kept for the subsequent GRS analysis. In order to identify the most
parsimonious and information SNP combination with respect to VT, an
Akaike Information Criterion (AIC) [19] strategy was adopted using a
backward logistic regression procedure, while adjusting for sex, prin-
cipal components and French sub-study group. SNPs selected by this
AIC procedure were then entered into a GRS defined, for each in-
dividual, as the sum of the imputed risk-allele dose at each selected
SNP. We confirmed that selected SNPs were also well imputed in the
replication MEGA study.

2.4.2. Association of the GRS with VT risk

Association of the derived GRS with VT was then tested using lo-
gistic regression analysis using the same covariates as for the AIC
strategy, both in the discovery (MARTHA/EOVT) and replication
(MEGA) studies. Results observed in the discovery and replication
studies were then pooled using fixed effect model (as implemented in
the rmeta R package).

2.4.3. Association analysis with eGFR

The association of the proposed GRS was investigated in relation to
eGFR in the Genesis/Genediab study where eGFR was estimated using
plasma creatinin and the CKD-EPI eq. [20] Association was tested using
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Step 1

in the French cohort
(1953 cases vs. 2338 controls)

Univariate association of 51 SNPs with VTE risk

Fig. 1. Main outlines of the adopted research strategy.

Step 2

with VT risk in the French cohort

Derivation of a Genetic Risk Score (GRS)
with the 9 most informative SNPs and association

Step 3

in a Dutch replication sample
(1289 cases vs. 1049 controls)

Test of the association of the GRS with VT risk

linear regression analyses adjusted for age, sex and principal compo-
nents derived from genotype data.

3. Results

From the 51 independent SNPs reported to robustly associate with
eGFR in GWAS studies, only 27 presented with an eGFR decreasing
allele that was also associated with an increased risk of VT
(Supplementary Table B). The AIC based strategy applied to these 27
SNPs further selected a subset of 9 SNPs (Table 1) as the most parsi-
monious and informative group of SNPs to discriminate between pa-
tients and controls in the French populations. The minimal p-value of
association of these 9 SNPs with VT in the French study was p = 0.011
for the DDX1 rs807601 and the highest p-value was p = 0.255 for the
SLC34A1 rs6420094 (Table 1).

A GRS variable was then derived from these 9 SNPs for each in-
dividual as the expected number of alleles associated with decreased
eGFR levels carried by this individual. The distribution of the GRS in
the French populations was shown in Supplementary Fig. 1A. The GRS
was significantly higher in VT patients than in controls (10.4 + 0.04 vs
10.1 = 0.047, p = 1.03 - 10~ 7). One unit increase of the GRS was as-
sociated with an increased risk for VT of 1.09 [1.06-1.15]
(p = 1.44-107 7). In an independent collection of 1289 Dutch patients
and 1049 controls, the proposed GRS exhibited a distribution similar to
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that observed in the French population (Supplementary Fig. 1B). One
unit increase of the GRS was found associated with an increase in VT
risk of 1.18 [1.11-1.26] (p = 8.86- 10" 8). The GRS association did not
differ between the two studies (p = 0.06) and the combined odds ratio
(OR) for VT associated with one unit increase of the GRS was 1.12
[1.09-1.16] (p = 3.77 - 10~ *®). When individual data from French and
Dutch populations were combined together, the corresponding OR was
1.10 [1.06-1.14].

Fig. 2 displayed the association of the GRS with VTE according to
the quintiles of its distribution. In the French samples, the association
was not completely linear as individuals in the 3rd, 4th and 5th GRS
quintiles were at similar risk of VT, OR = 1.39 [1.12-1.73], 1.32
[1.06-1.64] and 1.54 [1.24-1.92] respectively, compared to in-
dividuals in the lowest quintile. This association was not completely
linear in the Dutch population either. When the GRS distribution ob-
served in the Dutch population was divided according to the same GRS
quintiles as those used in the French studies, individuals in the 4th and
5th highest quintiles were at increased odds of 2.20 [1.54-3.14] and
2.23 [1.56-3.19], respectively, compared with individuals in the lowest
quintiles.

In the combined population, compared with lowest quintile, the OR
for increased risk of VT associated with the second, third, fourth and
fifth quintiles were 1.13 [0.94-1.36], 1.47 [1.22-1.77], 1.52
[1.26-1.82] and 1.70 [1.41-2.05], respectively. Based on these
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Table 1
Association with VT risk of the nine SNPs defining the identified GRS.

Thrombosis Research 158 (2017) 102-107

SNP Chromosome  Position Locus eGFR associated allele MARTHA + EOVT MEGA
Allele frequency®  Odds ratio” p value Allele frequency  Odds ratio  p value

rs807601 2 15793014 DDX1 G 0.65 1.14 0.011 0.66 1.17 0.288
151047891 2 211540507 CPS1 A 0.32 1.14 0.016 0.31 1.03 0.846
159682041 3 170091902  SKIL T 0.86 1.15 0.051 0.86 0.96 0.821
rs6420094 5 176817636  SLC34A1l G 0.32 1.06 0.255 0.31 1.12 0.445
157759001 6 27341409 ZNF204P A 0.77 1.10 0.100 0.77 1.37 0.068
rs3758086 8 23714992 STC1,ADAM28 A 0.41 1.06 0.243 0.39 1.19 0.204
rs9916302 17 37499949 FBXL20 T 0.70 1.09 0.116 0.71 1.15 0.373
rs12460876 19 33356891 SLC7A9 T 0.57 1.09 0.084 0.57 1.05 0.699
rs6088580 20 33285053 PIGU,TP53INP2 C 0.48 1.07 0.144 0.47 1.23 0.127

2 Allele frequency in the control population.
> Odds ratio and p-value were adjusted for sex and principal components.

observations and the GRS quintiles distribution, these results can be
translated into a 1.42 [1.25-1.61] increased risk of VTE associated with
a GRS > 11 in the combined studied populations. Corresponding ORs
were 1.31 [1.13-1.51] and 1.78 [1.39-2.27] in the French and Dutch
samples, respectively.

Note that one of the SNPs, rs6088580, included in the definition of
the GRS, is in moderate linkage disequilibrium (r? = 0.15; D’ = 1) with
the rs867186 known to associate with VT risk [21]. Nevertheless, the
GRS still remained significantly associated with VT risk in the discovery
(OR = 1.10 for one unit increase, p = 6.24-10"7) and replication
case-control studies (OR = 1.17, p = 1.20- 10~ ®) after adjustment for
the rs867186. The resulting meta-analyzed OR was 1.12 [1.08-1.15]. In
addition, when the rs6088580 was discarded from the GRS definition,
the restricted GRS was still associated with VT in the French
(OR = 1.10 for one unit increase, p = 7.08-10"7) and the Dutch
(OR = 1.18, p = 5.48- 10~ 7) populations. The meta-analyzed OR for
VT associated with such restricted GRS was 1.13 [1.09-1.16].

SNPs defining the GRS had been previously reported to individually
associate with eGFR but their joint effect have never been assessed.
Therefore, we investigated the impact on eGFR levels of the proposed
GRS in a collection of 1325 patients with Type 1 diabetes. In this study,
the distribution of the GRS was similar to those observed in the dis-
covery and replication VT studies (Supplementary Fig. 1C). In this
study, only one of the 9 assessed SNPs, the STC1 rs3758086, showed
nominal association with eGFR (p = 0.035), all other SNPs having
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association p-value > 0.05 (Supplementary Table C). Nevertheless, one
unit increase of the GRS was associated with a decrease of —1.19
[-1.92 to —0.39] (p = 3.54" 10~ 3) in eGFR levels (Supplementary
Table C).

4. Discussion

Employing a two-phase discovery-validation strategy on individual
genetic data of two independent studies, we identified a GRS derived
from 9 SNPs that, collectively, strongly associated with the risk of VT.
These 9 SNPs combined altogether define a GRS that associates with the
risk of the disease, individuals with an elevated GRS > 11 being at 1.42
increased risk of VT, whereas individually these SNPs showed very
modest associations with the disease. These SNPs map to loci (DDX1,
CPS1, SKIL, SLC34A1, ZNF204P, STC1, FBXL20, SLC7A9, TP53INP2)
that have not been clearly associated with VT in recent large scale as-
sociation studies [12,22] and whose associated biology is poorly
documented with respect to VT. Nevertheless, it could be mentioned
that genetic variations at the SLC34A1 locus have been found asso-
ciated with Factor XII antigen levels [23]. In addition, the CPS1 and
STC1 genes both play role in the phosphate mechanisms of action and
are involved in vascular angiogenesis [24-26]. These observations
could be of particular relevance and open novel research avenues in
light of recent works emphasizing the emerging role of the polypho-
sphate / factor XII pathway in thrombosis [27]. Finally, rare mutations
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Fig. 2. Association between quintiles of the eGFR based GRS and the risk of venous thrombosis in the French (left) and Dutch (right) populations.
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in SLC7A9 are known to cause cystinuria, which could link this gene to
VT via some homocysteine associated mechanisms [28].

The SNPs defining this GRS had been individually associated with
eGFR in previous large meta-analysis of GWAS studies and we here
showed that, while these SNPs were mildly associated with eGFR in a
moderate sample size study, the derived GRS was much more sig-
nificantly associated with eGFR. However, the GRS impact on eGFR
variability was rather modest, R? = 0.67%, a value that must be com-
pared to the 3.22% of eGFR variability explained by the 53 SNPs found
to significantly associate with eGFR in the recent GWAS studies [15].
This observation indicates that the influence of the GRS on VTE risk
could not be solely mediated by eGFR that is an imperfect surrogate
marker of impaired renal function.

The use of genetic score approach to evidence a causative associa-
tion between impaired renal function and VT is appealing as the genetic
risk score is fixed at birth for each individual and should thus be in-
dependent from confounders normally affecting eGFR such as age or
body mass index. We did not observe any association between the
proposed GRS and BMI, age or sex (data not shown).

However, several limitations need to be acknowledged. The main
one relates to the fact that we do not have eGFR measurements in the
studied case-control samples preventing us from conducting mediation
analysis to assess whether the impact of the GRS on VT risk vanishes
after adjusting for eGFR. Similarly, proteinuria or cardiac biomarkers
were not available in our samples to assess how the proposed GRS as-
sociates with CKD. While we obtained strong evidence that the GRS is
associated with VT risk and eGFR, we have so far no evidence of in-
flammatory, vascular or hemostatic markers that could be influenced by
this GRS. We investigated its association with several biological traits
available in the MARTHA participants (including D-dimers, endogenous
thrombin generation, plasma antigen or activity levels of fibrinogen,
coagulation factors II, VIII, and XI, von Willebrand factor, antith-
rombin, protein C, protein S, activated partial thromboplastin time,
haemoglobin, and white blood cell and platelet counts) but without any
robust findings (data not shown). Unfortunately, factor XII antigen had
not been measured and, according to the point discussed above, its
association with the proposed GRS deserves further investigations. It is
important to stress that the GRS was derived from SNPs that have been
found robustly associated with eGFR in several studies but without any
evidence they could be functional. They likely serve as markers for the
underlying functional variants that need to be identified. One could
speculate that once these functional variants are identified, the GRS
they define would likely be a more accurate marker of the risk of VT. All
these points deserve further investigations as well as further validation
of the proposed GRS in large prospective cohorts for incidence, but also
for recurrence of the disease.

5. Conclusion

This work provided additional elements supporting the association
of impaired renal function with increased risk of venous thrombosis.
However, the mechanisms underlying this association risk are far to be
understood and require further deep investigations.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.thromres.2017.08.015.
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Genesis/Genediab
N 1370
Age (meantse) 4140.3
Sex (% women) 47
BMI (mean+se) 24.140.1*
eGFR (meantse) [25th-75th percentiles] | 86.94+0.8 [71.1-108.4]**
GRS (meantse) 10.24+0.05
Diabetes (%) 100
CAD (%) 6

Supplementary table A Clinical characteristics of the Genesis/Genediab population.
* measured on a subsample of 1305 individuals
**measured on a subsample of 1325 individuals
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Genesis/Genediab

SNP Al | Beta SE P
rs807601 G | -1.330 | 1.186 0.262
rs1047891 A | -1.015 | 1.302 0.435
rs9682041 T | -2.340 | 1.670 0.161
rs6420094 G | -0.569 | 1.178 0.629
rs7759001 A | -1.475 | 1.352 0.275
rs3758086 A | -2.345 | 1.109 0.035
rs9916302 T |-0.725 | 1.216 0.551
rs12460876 | T | -0.575 | 1.085 0.596
rs6088580 C |-0.819 | 1.109 0.460

GRS NA | -1.187 | 0.406 | 3.545 103

Supplementary Table C Association of the eGFR based GRS and its individual SNP component
with eGFR levels in the Genesis/Genediab study.



Novel risk genes identified in a
genome-wide association study for
coronary artery disease in patients

with type 1 diabetes

144



Charmet et al. Cardiovasc Diabetol (2018) 17:61

https://doi.org/10.1186/512933-018-0705-0 Cardiovascular Diabetol ogy

ORIGINAL INVESTIGATION Open Access

Novel risk genes identified in a e
genome-wide association study for coronary
artery disease in patients with type 1 diabetes

Romain Charmet'?, Seamus Duffy?, Sareh Keshavarzi*, Beata Gyorgy', Michel Marre>®, Peter Rossing”®,
Amy Jayne McKnight?, Alexander P Maxwell®, Tarun veer Singh Ahluwalia’, Andrew D. Paterson*?,
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Abstract

Background: Patients with type 1 diabetes are more at risk of coronary artery disease than the general population.
Although evidence points to a genetic risk there have been no study investigating genetic risk factors of coronary
artery disease specific to individuals with type 1 diabetes. To identify low frequency and common genetic variations
associated with coronary artery disease in populations of individuals with type 1 diabetes.

Methods: A two-stage genome wide association study was conducted. The discovery phase involved the meta-anal-
ysis of three genome-wide association cohorts totaling 434 patients with type 1 diabetes and coronary artery disease
(cases) and 3123 T1D individuals with no evidence of coronary artery disease (controls). Replication of the top associa-
tion signals (p < 10™°) was performed in five additional independent cohorts totaling 585 cases and 2612 controls.

Results: One locus (rs115829748, located upstream of the MAP1B gene) reached the statistical threshold of 5 x 1078
for genome-wide significance but did not replicate. Nevertheless, three single nucleotide polymorphisms provided
suggestive evidence for association with coronary artery disease in the combined studies: CDK18 rs138760780
(OR=2.60 95% confidence interval [1.75-3.85], p=2.02 x 107°), FAM189A2 rs12344245 (OR=1.85 [1.41-2.43],
p=2852x 107% and PKDT rs116092985 (OR=1.53 [1.27-1.85], p=1.01 x 107). In addition, our analyses suggested
that genetic variations at the ANKSTA, COL4A2 and APOE loci previously found associated with coronary artery disease
in the general population could have stronger effects in patients with type 1 diabetes.

Conclusions: This study suggests three novel candidate genes for coronary artery disease in the subgroup of
patients affected with type 1 diabetes. The detected associations deserve to be definitively validated in additional
epidemiological studies.

Keywords: Type 1 diabetes, Coronary artery disease, Diabetic nephropathy, Genome-wide association study, Case
control study, Epidemiology, Genetic association studies, Meta-analysis
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Background

Type 1 diabetes (T1D) is a chronic disease characterized
by an increase in blood glucose due to a lack of insulin
production. Diabetes is a major health concern globally
with a prevalence ranging between 4 and 7.8% in indus-
trialized countries [1, 2]; among persons with diabetes, it
is estimated that 5-10% are affected with T1D [3]. Recent
large-scale epidemiological studies suggest that T1D
is associated with a reduced lifespan of approximately
12 years [4] due to at least two-fold increased risk for
death due to cardiovascular (CV) events.

Of note, in a nation-based registry of type 1 diabetes,
coronary heart disease was 4 times more prevalent in
patients with type 1 diabetes compared to sex- and age-
matched controls [5].

However, studies exploring cardiovascular disease
(CVD) risk variants in T1D patients are lacking. Tradi-
tional risk factors for CVD including age, circulating
lipid levels, and smoking are well established in the gen-
eral population [6] and in patients with type 1 diabetes
[7]. Coronary artery disease (CAD) could be strongly
influenced by genetic factors [8]. However, to the best of
our knowledge, the relationship between genetic factors
and CAD in type 1 diabetes was largely examined with
a candidate gene approach [9-12]. Another important
question is whether genetic markers of CAD established
in the general population, known to roughly explain 10%
of the heritability [13, 14], also play a role in individuals
with T1D.

In an attempt to unravel the genetic determinants of
CAD among T1D patients, we examined the association
of genome-wide genotype array data with CAD in multi-
ple T1D cohorts of European descent (The British Isles,
Denmark and France).

Materials and methods

General workflow

The present work reports the results of a two-stage
research strategy for common genetic variations associ-
ated with CAD risk in T1D patients. The first (discovery)
stage was based on the meta-analysis of three GWAS
cohorts totaling 434 T1D patients with CAD (cases) and
3123 T1D patients with no evidence of CAD (controls).
The second stage consisted of a replication of the top dis-
covery signals with association p <107 in five additional
T1D studies totaling 585 cases and 2612 controls.

Participating cohorts for the discovery and replication
stages
All participants were patients with T1D diagnosed using
ADA criteria [15].

Controls were patients with T1D without history of
CAD while cases were patients with T1D and a personal

Page 2 of 10

history of myocardial infarction or coronary artery revas-
cularization (coronary artery angioplasty or by-pass
grafting).

The discovery phase was composed of European-ances-
try adults from (1) France (pooled cohorts of T1D from
Corbeil Essonnes, Poitiers, Nantes, Paris, Toulouse [16]
and two large scale multicenter cohorts i.e. GENESIS/
GENEDIAB [16]), (2) Denmark (After-EU cohort [17])
and (3) British Isles (UK-ROI study [18]). The replication
phase included five independent T1D cohorts recruited
in North America (Additional file 1: Table S1).

All participating studies were approved by their respec-
tive institutional review board/ethics committee and an
informed consent was obtained from all participating
individuals.

Genotype determinations and imputation

For each participating study, DNA samples were geno-
typed with high-density SNP arrays and further imputed
for SNPs available in the 1000 Genomes reference data-
set. Summary descriptions of genotyping technologies,
quality control procedures, and used imputation meth-
ods (MACH/Impute2) are shown in Additional file 1:
Table S1.

Discovery phase: meta-analysis of discovery GWAS
Association analyses of imputed SNPs with CAD risk
were performed separately in each study. Analyses were
performed using either of the MACH [19], Quicktest
(http://toby.freeshell.org/software/quicktest.shtml),
or Plink [20] analyses tools implementing a logistic
regression model where the allele dosage represent-
ing the expected number of a given reference allele at
the imputed SNP was used as covariate to estimate SNP
effect. Analyses were adjusted for sex, age, DN status and
potential population sub-structure as defined by SNPs
derived principal components.

Only SNPs with acceptable imputation quality (r*>0.3)
in the three discovery cohorts and with estimated minor
allele frequency (MAF)>1% were kept for meta-analy-
sis. This was performed by use of a fixed-effects model
based on the inverse-variance weighting method as
implemented in the METAL software [21]. The statistical
threshold (p<5 x 107%) was used for declaring genome-
wide statistical significance while controlling for the
number of independent tests across the genome. The
Cochran’s Q statistic was used to assess heterogeneity
of the SNP associations across studies whose magnitude
was expressed by the F? index [22]. Power calculations
were performed using the CaTS power calculator (http://
csg.sph.umich.edu/abecasis/cats/) [23].
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Replication phase

Similar logistic regression models as those employed in
the discovery were used for assessing the association of
tested SNPs with CAD risk (Additional file 1: Table S1).
Results obtained in the independent replication cohorts
were then meta-analyzed using the same methodology
as in the discovery step. The Bonferroni threshold corre-
sponding to 0.05 divided by the number of tested SNPs
was used to declare statistical replication. Unilateral
hypothesis testing was adopted at the replication stage.
For SNPs that replicated, a meta-analysis of the com-
bined discovery and replications cohorts was performed
to produce a more robust estimate of the effect size.

Results

A total of 6,728,637 imputed SNPs were tested for associa-
tion with CAD in 3557 T1D patients made of 434 with CAD
cases and 3123 controls in the discovery dataset. The meta-
analysis results of the discovery GWAS have been summa-
rized in the Manhattan and QQ plots shown in Additional
file 2: Figure S1, Additional file 3: Figure S2, respectively.

One locus at chromosome 5q13.2 reached genome-
wide significance (p<5 x 1078 with the lead SNP,
rs115829748, located upstream of the MAPIB gene. The
T allele of this low frequency SNP (MAF ~0.04), was
associated with an Odds Ratio (OR) of 3.16 [95% confi-
dence interval (CI) 2.18-4.59] (p=1.36 x 10~°). No other
SNP demonstrated suggestive association with CAD at
this locus (Additional file 4: Figure S3).

At the p<~1.0x 107" threshold, 20 additional loci
demonstrated evidence for suggestive association with
CAD with little heterogeneity across cohorts (Table 1).
Imputation metrics of the top SNPs are provided in the
Additional file 5: Table S2. Therefore, we sought to rep-
licate the top 21 signals in five independent T1D cohorts
totaling 585 CAD cases and 2612 controls. Replication
was feasible for 17 SNPs while four SNPs (rs34319244,
rs373009901, rs143723948, rs571622299) were not prop-
erly imputed in the replication stage (Table 1). While
none of the 17 SNPs reached the pre-specified Bonfer-
roni threshold of 3.0 x 1073 for positive statistical replica-
tion, three were however nominally (p <0.05) associated
with CAD in the replication stage, with genetic effects
consistent between the discovery and replication studies
(Table 1). Of note, no trend for association was observed
(p=0.279) with the MAPIB rs115829748 that came out
first in the discovery GWAS and that showed similar
allele frequencies in the discovery and replication studies.

The strongest association was observed at the CDK18
locus where, in the replication stage, the rs138760780-
T allele, with frequency 0.02, was associated with an
increased odds ratio (OR) for disease of 1.88 [1.07-
3.31] (p=0.014). This value has to compare with 3.48
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[2.00-6.04] observed in the discovery cohorts. In the
combined discovery and replication cohorts, the meta-
analyzed OR associated with the rs138760780 T allele was
2.60 [1.75-3.85] (p=2.02 x 107°) with no heterogeneity
across the discovery and replication stage (p =0.545).

The second suggestive association holds at the
FAM189A2 locus. The rs12344245-G allele found associ-
ated with an increased OR of 2.52 [1.68-3.81] in the dis-
covery cohorts also demonstrated a trend for association
with the disease in the replication stage, OR =1.45 [1.01-
2.08] (p=0.022). Combining the discovery and replica-
tion study led to a meta-analyzed OR for disease of 1.85
[1.41-2.43] (p=8.52 x 10~°) with no significant evidence
for heterogeneity across stage (p=0.426).

The third suggestive association was observed for the
PKD1 locus. The rs116092985 minor G associated with
a 1.85 [1.408-2.44] and a 1.29 [1.00-1.67] increased
risk of CAD in the discovery and replication cohorts,
respectively. Altogether, the combined statistical evi-
dence for association of the rs116092985-G allele reached
p=1.01x10"° (OR=153 [1.27-1.85]) (p=0.220 for
heterogeneity across studies).

Candidate CAD SNPs

About 90 loci have been found, through GWAS studies,
to harbor common susceptibility alleles associated with
CAD in the general population. We sought to investi-
gate how these loci associate with CAD in T1D patients.
Results of this investigation are summarized in Table 2.
From CAD SNPs identified in previous GWAS [13, 14,
24-26], 95 were well imputed in our discovery phase
and showed genetic effects with directionality in our
T1D populations that were consistent with those previ-
ously reported (Table 2). Imputation quality for these
95 SNPs is given in Additional file 6: Table S3. For three
SNPs ANKSIA_rs17609940, COL4A2_rs11838776 and
TOMM40_rs2075650 (near the APOE locus), the statisti-
cal evidence for association with the disease was rather
strong with p<5x 1072 even though it did not achieve
multiple testing correction for the number of tested SNPs
(~5x107*=0.05/95). For these three SNPs, the ampli-
tude of the genetic association even tended to be stronger
in our T1D patients than that previously reported
(Table 2). As an illustration, in our discovery T1D popu-
lation, the COL4A1 rs11838776-A allele was associated
with an OR of 1.33 [1.11-1.61] while the OR reported in
the literature was slightly lower (OR=1.07). Conversely,
the association of the polymorphism at the non-coding
ANRIL loci on 9p21, that is known to associate the most
with CAD among common polymorphisms, showed a
very similar association in our T1D patients (OR=1.16
[0.993-1.362], p=0.03) compared to that previously
reported (OR ~1.21).
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Table 2 Replication of CAD SNPs previously identified in the general population

SNP CHR BP Locus Published GWAS results Discovery GWAS in T1D patients
EA® EAF® OR® EAFY OR® [95%Cl] pf Direction?  Power"

rs11206510 1 55496039 PCSK9 T/C 0848 1.08 0815 108 [0883-1324] 0223 —++ 0.150
rs9970807 1 56965664 PPAP2B [@2) 0915 113 0906 121 [0.904-1.625] 0.098 44+ 0.380
rs7528419 1 109817192 SORT1 A/G 0786 112 0784 1.1 [0918-1.348] 0138 +++ 0.260
rs11810571 1 151762308  TDRKH G/C 0849 106 0854 105 [0.836-1.316] 0339 —4— 0.080
11892094 1 169094459  ATP1B1 T/C 0500 096 0529 108 [0919-1266] 0822 —++ 0.200
rs6700559 1 200646073  DDX59 T/C 0470 096 0460 115 [0982-1338] 0958 +—+ 0520
rs2820315 1 201872264  LMOD!1 T/C 0300 1.05 0298 097 [0820-0.156] 0618 —++ 0.060
1517464857 1 222762709  MIA3 T/G 0.861 1.06 0842 112 [0901-1405] 0148 +++ 0.250
rs16986953 2 19942473 AK097927 A/G 0.105 1.09 0075 1.07  [0.799-1.450] 0314  +++ 0.080
1s7567217 2 21303470 APOB T/C 0860 1.07 0858 102 [0811-1297] 0415 —+ 0.060
r1s7568458 2 85788175 GGCX AT 0449 106 0460 1.06 [0.904-1.247] 0232 +—+ 0.140
17678683 2 145286559  ZEB2 G/T 0088 1.10 0079 123 [0900-1.692] 0095 +-— 0.390
152252641 2 145801461 ZEB2 T 0475 103 0450 1.01 [0.867-1.186] 0430 44— 0.050
rs1250229 2 216304384  FN1 T/C 0256 107 0260 088 [0.730-1.060] 0911 — 0.390
1s2571445 2 218683154  TNST A/G 0390 1.04 0388 1.05 [0.894-1.234] 0275  +—+ 0.110
rs1801251 2 233633460  KCNJ13 A/G 0350 1.05 0344 115 [0975-1352] 0049 ++4-— 0.490
157623687 3 49448566 RHOA A/C 0.855 1.08 0864 096 [0.756-1.212] 0626  +++ 0.060
1142695226 3 124475201 ITGBS G/T 0.138  1.07 0152 095 [0.754-1.195] 0672 —+— 0.090
1s201477372 3 138099161 MRAS TITC/T 0163 1.08 0155 1.02  [0.829-1.264] 0411 —t— 0.060
rs12493885 3 153839866  ARHGEF26 C/G 0886 1.07 0866 087 [0691-1.089] 0890 +— 0.260
rs17087335 4 57838583 NOA1 T/G 0210 106 0177 099 [0.812-1.215] 0523 —++ 0.050
rs10857147 4 81181072 FGF5 T/A 0275 105 0282 102 [0855-1.215] 0417 44— 0.060
rs7678555 4 120909501 MAD2L1 C/A 0.301 1.05 0287 092 [0.770-1.100] 0818 —+ 0.200
rs4593108 4 148281001 MIR548G /G 0795 107 0831 093 [0.761-1.145] 0743 +-— 0.110
rs1878406 4 148393664  EDNRA (2] 0844 094 0894 094 [0.740-1.208] 0328 —+ 0.070
72689147 4 156639888  GUCYTA3 G/T 0817 107 0812 113 [0919-1390] 0.122 +++ 0.300
1273909 5 131667353  SLC22A4 G/A 0117 106 0104 094 [0726-1217] 0680 — 0.090
1s246600 5 142516897  ARHGAP26 T/C 0480 1.05 0486 098 [0.839-1.155] 0575  —+-— 0.060
rs9349379 6 12903957 PHACTR1 G/A 0432 114 0392 1.07  [0919-1.267] 0174 +++ 0.200
rs7454157 6 12909874 PHACTR1 G/A 0.651 110 0622 115 [0.978-1.371] 0.044 44+ 0.550
rs6909752 6 22612629 HDGFL1 A/G 0.351 105 0374 101 [0.851-1.186] 0476  —4— 0.050
rs3130683 6 31888367 (@) T/C 0860 1.09 0960 069 [0455-1.034] 0964 +-— 0.580
rs17609940 6 35034800 ANKSTA G/C 0824 103 079% 132 [1.077-1.635] 0.004  +++ 0.890
rs56336142 6 39134099 KCNK5 T/C 0807 1.07 078 104 [0860-1265] 0333 +-— 0.080
rs10947789 6 39174922 KCNK5 T/C 0.775 105 0753 1.07  [0.890-1.293] 0229 +—+ 0.150
rs12202017 6 134173151 TCF21 A/G 0700 107 0713 1.02  [0.856-1.215] 0411 +— 0.060
rs12190287 6 134214525  TCF21 /G 0617 106 0633 1.06  [0.896-1.270] 0232 +-— 0.150
rs2048327 6 160863532 SLC22A3 T/C 0646 094 0633 1.00 [0854-1.183] 0538 —+— 0.050
rs3798220 6 160961137  LPA T/C 0975 070 0986 074 [0.397-1.393] 0178  +-— 0.140
rs55730499 6 161005610  LPA T/C 0056 137 0079 122 [0925-1609] 0078 +0+ 0.350
rs4252185 6 161123451 PLG (@2) 0060 134 0087 115 [0.862-1.541] 0.168 44+ 0.210
rs4252120 6 161143608  PLG T/C 0740 103 0709 091 [0.766-1.084] 0852 —+ 0.240
rs2023938 7 19036775 HDAC9 T/C 0897 094 0899 087 [0679-1.135] 0.161 +— 0.200
rs2107595 7 19049388 HDAC9 A/G 0200 1.08 0174 114 [0926-1406] 0.106 +++ 0310
rs12539895 7 107091849  COG5 C/A 0.807 1.04 07838 1.14 [0.931-1.394] 0.101 +—4 0.350
510953541 7 107244545  BCAP29 /T 0783 105 0750 116 [0967-1401] 0054 ++4-— 0.490
rs11556924 7 129663496  ZC3HCI [@2) 0.687 1.08 0593 097 [0.832-1.147] 0610 —+ 0.060
rs10237377 7 139757136 PARP12 T/G 0350 095 0362 091 [0.766-1.084] 0.148 —+— 0.260
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Table 2 continued

SNP CHR BP Locus Published GWAS results Discovery GWAS in T1D patients
EA® EAF®  OR® EAF! OR® [95%Cl] pf Direction?  Power"

rs3918226 7 150690176 ~ NOS3 T/C 0.060 1.14 0083 090 [0672-1212] 0.751 —++ 0.140
rs264 8 19813180 LPL G/A 0853 106 0846 094 [0756-1.168] 0711 —+ 0.100
12954029 8 126490972  TRIB1 AT 0.551 104 0529 105 [0896-1232] 0269 44— 0.110
1s3217992 9 22003223 CDKN2BAST /T 0607 088 0614 092 [0789-1.084] 0.169 — 0.200
rs2891168 9 22098619 CDKN2BAS1 G/A 0489 121 0505 116 [0993-1362] 0030 +++ 0.6
rs2519093 9 136141870  ABO T/C 0.191 1.08 0186 098 [0.800-1.203] 0.571 —++ 0.060
rs2487928 10 30323892 KIAA1462 A/G 0418 106 0458 108 [0924-1271] 0161 —++ 0.220
152624695 10 44549767 CXCL12 /T 0534 094 0503 1.08 [0926-1.270] 0843 ++4++ 0.220
rs501120 10 44753867 CXCL12 T/C 0813 108 0863 1.18 [0927-1508] 0088 +++ 0400
rs11203043 10 90989279 LIPA G/A 0576 1.04 0551 089 [0.764-1.052] 0909 — 0.360
151412444 10 91002927 LIPA T/C 0369 107 0326 094 [0798-1.116] 0749 —+— 0.130
rs11191416 10 104604916  CYP17A1 T/G 0873 1.08 0915 090 [0686-1.186] 0768 +— 0.120
rs11042937 1M 10745394 MRVIT-CTR9 T/G 0490 1.04 0499 106 [0908-1248] 0220 ++— 0.150
rs3993105 1 13303071 ARNTL T/C 0704 105 0693 103 [0866-1228] 0364 —+— 0.070
rs12801636 1 65391317 PCNX3 A/G 0230 095 0225 098 [0810-1.189] 0425 +4-— 0.060
rs590121 1 75274150 SERPINH1 T/G 0300 1.05 0295 080 [0669-0961] 0992 — 0.830
rs9319428 13 28973621 FLT1 A/G 0314 104 0289 103 [0874-1227] 0339 —++ 0.070
14773144 13 110960712  COL4A2 A/G 0572 095 0555 099 [0850-1.172] 0493 —++ 0.050
rs11838776 13 111040681  COL4A2 A/G 0263 107 0284 133 [1.113-1606] 0001 ++— 0.980
rs9515203 13 111049623  COL4A2 T/C 0.761 1.07 0736 120 [0983-1468] 0036 +++ 0.650
rs10139550 14 100145710 HHIPL1 G/C 0423 106 0413 096 [0819-1.145] 0645 —+ 0.070
rs6494488 15 65024204 RBPMS2 G/A 0180 095 0151 101 [0803-1280] 0545 +4-— 0.050
rs56062135 15 67455630 SMAD3 /T 0790 1.07 0758 107 [0893-1302] 0214 44— 0.160
rs7173743 15 79141784 ADAMTS7 T/C 0564 108 0515 100 [0855-1.171] 0495 —++ 0.050
1s8042271 15 89574218 ABHD2 G/A 0900 1.10 0947 093 [0602-1457] 0613 —+ 0.070
rs17514846 15 91416550 FURIN-FES A/C 0440 105 0461 108 [0924-1267] 0163 ++— 0.210
rs1800775 16 56995236 CETP C/A 0510 1.04 0524 099 [0844-1.153] 0568 —+— 0.050
rs1050362 16 72130815 DHX38 A/C 0380 104 0351 1.1 [0939-1313] 0110 +—+ 0310
17500448 16 83045790 CDH13 A/G 0752 1.06 0755 109 [0894-1321] 0202 +—+ 0.190
rs216172 17 2126504 SMG6 /G 0350 105 0368 1.13 [0963-1.329] 0067 +++ 0.420
rs12936587 17 17543722 RAI1 G/A 0611 103 0542 100 [0857-1.174] 0480 —++ 0.050
117608766 17 45013271 GOSR2 /T 0.140 1.07 0133 089 [0705-1.121] 0840 — 0.220
15999474 17 46987665 UBE2Z G/A 0600 104 0572 092 [0.789-1.084] 0832 — 0.130
157212798 17 59013488 BCAS3 /T 0.150 1.08 0155 098 [0786-1221] 0570 —++ 0.060
1867624 17 62387091 PECAM1 /T 0390 096 0377 106 [0898-1241] 0744 ++4++ 0.130
1s663129 18 57838401 U4/MC4R A/G 0260 106 0237 101 [0.847-1.227] 0418 ++— 0.060
rs1122608 19 11163601 LDLR G/T 0770 107 0756 087 [0.731-1.048] 0926 +— 0.380
1s56289821 19 11188247 LDLR G/A 0900 1.14 0880 110 [0855-1427] 0223 +—+ 0.170
rs12976411 19 32882020 ZNF507 AT 0910 161 0958 096 [0639-1460] 0564 —+ 0.050
rs8108632 19 41854534 TGFB1 T/A 0488 105 0445 1.1 [0.938-1.307] 0113  ++-— 0.330
rs2075650 19 45395619 TOMM40 A/G 0865 093 0869 074 [0596-0919] 0003 — 0.870
1445925 19 45415640 APOE/APOCI G/A 0902 109 0893 087 [0681-1.129] 0844 ++4— 0210
rs4420638 19 45422946 APOE/APOCT  G/A 0166 110 0171 120 [0985-1461] 0034 +—+ 0.530
1s1964272 19 46190268 SNRPD2 G/A 0510 1.05 0509 095 [0805-1.113] 0747 —+ 0.110
15867186 20 33764554 PROCR G/A 0110 093 0094 126 [0974-1623] 0961 +++ 0490
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Table 2 continued
SNP CHR BP Locus Published GWAS results Discovery GWAS in T1D patients

EA® EAF®  OR° EAF! OR® [95%CI] pf Direction®  Power"
rs28451064 21 35593827 KCNE2 A/G 0121 114 0126 136 [1.066-1.751] 0006 +—+ 0.890
rs180803 22 24658858 POM121L9P G/T 0970 120 0979 118 [0510-2.743] 0348 —++ 0.120

@ Estimated allele/non estimated allele

b Allele frequency of the estimate allele reported in [14, 24-26]

€ Odds ratio for CAD reported in [14, 24-26]

9 Allele frequency of the estimated allele in the discovery GWAS of T1D patients

€ Odds ratio for CAD [95% confidence interval] observed in the discovery GWAS of T1D patients

f One sided test p value of association

9 Directionality of the effects across the contributing cohorts

" Power estimates were provided by the CaTS program [23] and correspond to the power of our discovery GWAS to achieve 0.05 statistical significance at the
observed associations based on EAF? and OR® under the assumption of a multiplicative model (on log-scale)

Discussion

The present work was aimed at identifying suscepti-
bility alleles for CAD risk in patient population of T1D
using a GWAS approach with a two-step framework
(discovery + replication). Albeit we identified one locus
(MAPI1B) reaching genome-wide significance in the dis-
covery stage, it did not replicate with similar effects. Nev-
ertheless, in the combined T1D dataset of 1019 cases and
5735 controls, we observed strong statistical evidence for
association with CAD at three biological candidate genes,
CDK18, PKD1 and FAMI189A2.

We consider our study as very original as it is the
first one, to the best of our knowledge, to use a GWAS
approach for CAD, in patients with type 1 diabetes. We
have thus pooled the largest collection of type 1 diabetes
patients with available genetic data.

The low frequency CDKI8 rs138760780-T allele (fre-
quency~0.02) was found associated with ~2.5 fold
increased risk of CAD. According to public database (e.g.
Haploreg [27]), this SNP does not show strong linkage
disequilibrium (LD) (pairwise r*>0.80) with other SNPs
at this locus, consistent with the regional association
plot that does not suggest any evidence of disease asso-
ciated SNPs (Additional file 7: Figure S4). Interrogating
the functional status of this SNP through HaploReg tool
[27] suggested that this SNP may be involved in some
epigenetic regulatory mechanisms. CDKI8 encodes for
a cyclin-dependent kinase, suggesting a role in cell cycle.
This predicted protein is also related to CDKI, which is
involved in the G2/M transition in eukaryotic cells [28].
Although cell cycle is a very broad pathway, CDK1 has
also been associated with T1D [29], but at this point little
is known about a potential involvement of CDKI8 in the
pathophysiology of T1D or its complications.

We also observed some evidence that the low frequency
FAMI189A2 rs12344245 @ allele, (frequency ~0.04), asso-
ciated with a~1.8 fold-increased risk of CAD. We did
not find any evidence suggesting that this intronic SNP,
or any other SNPs in LD (Additional file 8: Figure S5:
regional association plot) with it, could be functional.
Nevertheless, even though not much is known about the
role of the encoded protein, this locus is a good candi-
date. Indeed, genetic variations at this locus have been
found associated with albumin to creatinine ratio [30].
More interestingly, two FAMI89A2 SNPs (rs10780297
and rs10120442) have been reported to moderately
associate (p=9.3x107% in a large GWAS for CAD
in ~63,000 non-diabetic populations [14], suggesting
that this locus could be a CAD locus in some specific
at-risk groups of diabetic patients. The latter two SNPs
are in moderate LD (D’=1 but r>=0.05) with our lead
rs12344245 SNP, indicating that a fine mapping analysis
of this locus would warrant further investigations. Of
interest, it was not identified as a common gene in both
type 2 diabetes and CAD. It can thus be speculated this
gene is an important gene in high-glucose environment
rather than a gene leading to high-glucose.

Finally, we observed an association of the non-syn-
onymous PKDI rs116092985 (Trpl1399Arg) with CAD
among T1D patients where the Arg1399 minor allele (fre-
quency ~0.10), was associated with an increased CAD
risk (OR ~1.5). The regional plot (Additional file 9: Fig-
ure S6) shows that there are several SNPs in LD with this
PKD1 top SNP that associate with CAD. PKD1 encodes
for the Polycystin 1, Transient Receptor Potential Chan-
nel Interacting protein, a member of the polycystin pro-
tein family. Recent reports have suggested a role of PKDI
not only in renal tubular function and structure [31]
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but rare mutations in this gene as the main also cause
underlying polycystic kidney disease [32], highlighting
its importance in kidney complications. One impor-
tant question is whether PKDI risk allele is involved in a
common genetic background linking DN and CAD. This
question was not duly analyzed due to power issue. How-
ever, no clear association was established with DN in pre-
vious GWAS focusing on this question [18].

Our study also enabled us to assess in patients with
T1D the impact of common SNPs that have been found
associated with CAD in large GWAS performed in unse-
lected individuals. Beyond the observation that most of
the previously reported SNPs showed consistent associa-
tion with CAD in our T1D population, this look-up iden-
tified a few CAD loci (ANKS1A, COL4A2, TOMM40/
APOE) where the reported CAD associated SNP could
have a stronger effect in T1D patients. However, this
hypothesis would require further investigation.

Some limitations must be acknowledged. We did not
consider differently T1D patients with and without DN,
and all of the analyses were not stratified on DN status
in order to keep all CAD patients in the analysis. How-
ever, this should have limited impact on our main results
as none of the SNPs identified here were positive con-
sidering previously reported GWAS with regard to DN
as primary endpoint [18]. Another limitation pertains to
limited power of our sample size required, particular to
overcome the harsh genome-wide statistical significance
threshold. Indeed, our discovery GWAS was not well
powered to identify common SNPs associated with mod-
erate genetic effects as those frequently encountered in a
GWAS context. For instance, our discovery study had no
power to detect at the genome-wide statistical threshold
the genetic effect of a variant with an associated allelic
OR less than 1.40. It was only well powered (>80%) to
detect OR greater than 1.6 as soon as the allele frequency
of the disease allele is greater than 0.28 and well pow-
ered to detect OR greater than ~2 for allele frequency
greater than 0.05. In particular, we had no power to
detect the well-established association of the 9p21 locus
at the 5 x 107® threshold while we had a chance of 60%
to detect it would the liberal threshold of 0.05 had been
used. Similarly, we acknowledge the low power of our
replication studies where none of the tested associations
achieved the Bonferroni threshold of 3 x 1072, We only
had a power of 53, 38 and 26% to detect at this threshold
a significant association at the CDK18 rs13876070, PKDI
rs116092985 and the FAM189A2 loci, respectively.

Despite these limitations, we have assembled the larg-
est cohort available and conducted novel analyses to dis-
cover novel candidate loci for CAD in T1D patients that
need to be further studied with additional epidemiologi-
cal data and functional work to confirm our findings. Of
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interest, our negative study could suggest a role of epige-
netics beyond genomics. In this regard, insulin promotes
the expression of DNA methyltransferases leading to
methylation resulting in atherosclerosis [33], broadening
the research field of CAD in type 1 diabetes.

Conclusions

We identified three new candidate loci for CAD in indi-
viduals with T1D, these loci werent previously found
associated with CAD in the general population. Three
other loci previously reported in the general population
were found associated with CAD in our setting, namely
ANKSIA, COL4A2 and TOMM40/APOE. Although this
work needs further investigation, studying the function
of these loci could lead to a better understanding of the
physiological pathways involved in the development of
CAD as a complication of T1D.

Additional files

Additional file 1: Table S1. Main design and sample characteristics of
the discovery and replication studies.

Additional file 2: Figure S1. Quantile-Quantile plot representation of
the discovery meta-GWAS results.

Additional file 3: Figure S2. Manhattan plot representation of the
discovery meta-GWAS results.

Additional file 4: Figure S3. Regional association plot at the MAP1B
locus.

Additional file 5: Table S2. Imputation quality of SNPs with association
p-values < 1.0 x 10” in the discovery cohorts.

Additional file 6: Table S3. Imputation quality of the established CAD
associated SNPs in the discovery cohorts.

Additional file 7: Figure S4. Regional association plot at the CKD18
locus.

Additional file 8: Figure S5. Regional association plot at the FAM189A2
locus.

Additional file 9: Figure S6. Regional association plot at the PKDT locus.
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Titre : Etude des interactions entre la fonction rénale, la thrombose artérielle et la thrombose veineuse

par une approche génétique

Résumé : L’objet de cette these est I’étude de la génétique des coronaropathies dans le contexte du
diabete de type I et de la génétique de la thrombose veineuse ainsi que de l'interaction entre ces
facteurs génétiques et la fonction rénale. Le but de ces travaux et d’apporter de nouveaux éléments
permettant de caractériser le role de la fonction rénale dans le développement des maladies cardiovas-
culaires. A I’aide d’une approche GWAS je cherche & identifier des marqueurs génétiques associés au
risque de coronaropathie dans un groupe cas-témoin composé de patients atteints de diabete de type
I et d’étudier 'effet de I'interaction entre ces marqueurs génétiques et la néphropathie diabétique sur
le risque de coronaropathie. Ensuite, j’étudie le role de la fonction rénale dans le risque de thrombose
veineuse en rassemblant des marqueurs génétiques de la fonction rénale dans un score polygénique.
Ces travaux ont permis de mettre en évidence des genes candidats associés au risque de coronaropa-
thie chez les patients diabétiques de type I qui sont impliqués dans le développement du rein et la
fonction rénale et I’association entre le score polygénique et le risque de thrombose veineuse a permis
de renforcer I'’hypothese de la fonction rénale en tant que facteur de risque de la thrombose veineuse.
Les résultats obtenus dans ces travaux doivent étre confirmés mais dans ’ensemble ils montrent que

la fonction rénale joue un role dans le développement des maladies cardiovasculaires.

Mot-clés : Maladies cardiovasculaires, diabete de type I, fonction rénale, génomique, études d’associa-

tion pan-génomiques, score polygénétique.

Title : Study of interactions between renal function, arterial thrombosis and venous thrombosis using

a genetic approach

Abstract : This thesis deals with the study of genetic factors of coronary artery diseases as complications
of type I diabetes, genetics factors of venous thrombosis and the interactions between these genetic
factors and renal function. This work aims to add new pieces of knowledge concerning the role of renal
function in the development of cardiovascular diseases. From a GWAS approach I aim to identify
genetic markers associated with coronary artery disease within a group of type I diabetic patients
a study the effect of the interaction between these markers and diabetic nephropathy. Then, I will
study the link between renal function and venous thrombosis using a polygenetic risk score composed
from genetic markers of renal function. This work highlighted new candidate genes associated with
coronary artery disease among type I diabetic patients that are involved in kidney development and
renal function. The association between the polygenetic risk score and renal function strengthened
the hypothesis of renal function as a risk factor for venous thrombosis. The obtained results must
be confirmed but they globally demonstrate that renal function plays a role in the development of

cardiovascular diseases.

Key-words : cardiovascular diseases, type I diabetes, renal function, genomics, genome-wide association

studies, polygenetic score.
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