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Docteur de l’université Pierre et Marie Curie
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à mes camarades doctorants, bien que certains d’entre eux auront déjà soutenu leur thèse
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dont les visites ont toujours été bienvenues et enfin mon cousin Sacha avec qui j’ai pu passer

de très bon week-ends à Lyon qui m’ont permis de m’aérer, la thèse m’a empêché de rester
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les musiciens du collectif New Retro Wave, je pense pas être capable de rester concentré sans
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les cuisiniers du Café des anges, merci d’avoir eu l’idée de mélanger des frites avec du cantal

fondu et du lard.



Table des matières

1 Introduction 1

1 Les maladies cardiovasculaires . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2

2 Les coronaropathies . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

2.1 Physiopathologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

2.2 Épidémiologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

2.3 Génétique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

3 La thrombose veineuse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11

3.1 Physiopathologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12
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5.3 Épidémiologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

5.4 Complications associées . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

6 Le rein . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

6.1 Anatomie du rein . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

6.2 La fonction rénale . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34

6.3 Rôle dans les maladies cardiovasculaires . . . . . . . . . . . . . . . . 38

7 Objectifs . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

7.1 Les coronaropathies chez les diabétiques . . . . . . . . . . . . . . . . 40

7.2 Relation entre la fonction rénale et la thrombose veineuse . . . . . . . 41
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Tableau 3. Liste des puces de génotypage . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61

3 Résultats 77

Tableau 4. Liste des loci candidats retenus lors de la phase exploratoire du GWAS 82
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CHAPITRE 1

Introduction

Depuis le début des années 2000, avec le développement de technologies de biopuces à

ADN plus avancées et plus accessibles, de plus en plus d’attention a été portée sur l’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

l’état des connaissances scientifiques sur de nombreuses pathologies en mettant en évidence de

nouveaux mécanismes causaux, en identifiant des cibles thérapeutiques ou en identifiant des

profils génétiques à risque. Malgré toutes ces avancées, les connaissances sur la composante

génétique des maladies complexes restent incomplètes et restent donc un axe de recherche

important. Le travail présenté dans ce manuscrit s’inscrit dans ce thème et tente d’apporter

des éléments de réponse concernant la caractérisation des facteurs de risque génétiques des

maladies cardiovasculaires et l’effet des marqueurs génétiques influençant 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 thèse au cours duquel j’ai été amené à étudier la

génomique des maladies cardiovasculaire mais aussi à me documenter sur la physiopatholo-

gie et l’épidémiologie de ces maladies mais aussi la physiologie et la biologie humaine. Le

manuscrit est divisé en quatre parties qui sont les suivantes :

La première partie est consacrée à la présentation des pathologies traitées dans mes travaux,

c’est à dire les maladies cardiovasculaires, en particulier les coronaropathies et la thrombose

veineuse, puis le diabète 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

l’intérêt de l’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 diabète de

type I et la fonction rénale.
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Introduction Les maladies cardiovasculaires

La deuxième partie présente la démarche méthodologique ainsi que son intérêt, en détaillant

les principes généraux sur lesquels se base une étude d’épidémiologie génétique. Je parlerai

également dans cette section des groupes d’étude à partir desquels ces travaux ont été menés

en parlant d’abord des sujets et de leurs caractéristiques puis des paramètres physiologiques

mesurés et des méthodes de mesure de ces paramètres. Enfin je présenterai les outils em-

ployés lors de ces travaux, allant des puces à 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 troisième partie sera consacrée à 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 thèse.

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 l’effet sur cette population particulière de facteurs

de risque génétiques connus dans la population générale. Le second projet porte sur l’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 paramètres physio-

logiques influencés par ces marqueurs génétiques qui pourraient relier la fonction rénale au

risque de thrombose veineuse.

Pour terminer, la quatrième et dernière partie porte sur l’interprétation des résultats des

projets présentés plus haut. Je tenterai d’intégrer les données obtenues grâce à 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 hypothèses que nous pouvons formuler à 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 cœur et les vais-

seaux, qui incluent de manière 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 l’athérosclérose

qui reposent sur un mécanisme commun, la formation de la plaque d’athérome.[1]
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Introduction Les maladies cardiovasculaires

Les mécanismes responsables du développement des maladies cardiovasculaires sont extrêmement

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 vasculaire[2], le rôle de la réponse inflammatoire et des lipoprotéines de basse densité

dans la formation de la plaque d’athérome[2, 3] ou encore le rôle des facteurs de l’hémostase

dans la formation du thrombus[4]. Tous ces éléments sont impliqués dans plusieurs maladies

cardiovasculaires, ce qui rend pertinente l’idée de les regrouper dans une seule catégorie.

D’après 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 à 42% dans les pays pauvres ou en voie de développement. Près de la

moitié de ces décès sont dus à des maladies cardiovasculaires avec athérosclérose.[1] Malgré le

fait que les maladies cardiovasculaires, notamment celles reposant sur l’athérosclérose, soient

responsables de plusieurs millions de décès 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.[5]

Les maladies cardiovasculaires sont des maladies complexes impliquant une multitude de

facteurs de risques. Ces facteurs de risques peuvent être regroupés en quatre catégories[1],

les facteurs comportementaux (tabagisme, inactivité physique, régime alimentaire trop riche,

consommation excessive d’alcool), métaboliques (hypertension, hyperglycémie, hyperlipidémie,

obésité), génétiques et environnementaux (sexe, âge, 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 l’apparition de maladies cardiovasculaires en contrôlant d’autres facteurs de risques.

L’essentiel de la prévention résiderait donc dans une alimentation saine, la pratique régulière

de l’exercice physique et en évitant la consommation de tabac. D’après l’organisation mon-

diale de la santé, 13% des décès dus aux maladies cardiovasculaires peuvent être attribués à

l’hypertension, 9% au tabagisme, 6% à une glycémie trop élevée, 6% au manque d’activité

physique et 5% au surpoids et à l’obésité.[1] Il 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 même pas suffisant pour l’éliminer[5].

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 rôle des

gènes dans la prédisposition à ces maladies[6, 7], le rôle des gènes identifiés, leurs interactions

entre eux et avec leur environnement restent à caractériser. Une meilleure compréhension

des mécanismes régulés par ces gènes pourrait être un élément clé de la compréhension des

3



Introduction Les coronaropathies

mécanismes derrière le développement de ces maladies.

2 Les coronaropathies

Les coronaropathies regroupent l’angine de poitrine, l’angor instable, l’infarctus du myo-

carde et l’arrêt cardio-circulatoire. D’après l’institut national de la santé des États-Unis, des

douleurs de poitrine pouvant s’étendre aux bras, aux épaules, au dos, au cou et dans la

mâchoire sont une manifestation commune de ces maladies. Ces douleurs peuvent apparâıtre

durant une activité physique ou en période de stress.[8] Comme leur nom l’indique, ces mala-

dies affectent les artères coronaires, les artères approvisionnant le muscle cardiaque en sang

oxygéné. Ces artères partent de la base de l’aorte, juste à la sortie du ventricule gauche.

On en dénombre deux, l’artère coronaire gauche et l’artère coronaire droite, chacune ayant

ensuite des embranchements, comme exposé dans la figure 1. Ces artères représentent la seule

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

2.1 Physiopathologie

Les coronaropathies apparaissent le plus souvent lorsque les artères coronaires sont par-

tiellement ou totalement obstruées, principalement en raison de l’athérosclérose. La plaque

d’athérome se forme lorsque la paroi endothéliale est exposée à 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[9]. Ces LDLs sont absorbés par les cellules

nécessitant des acides gras et du cholestérol pour leur métabolisme. C’est lorsque les LDLs

sont exposés à des radicaux libres qu’ils peuvent s’oxyder.[10] Lorsque l’endothélium vascu-

laire est exposé aux LDLs oxydés, il devient perméable aux monocytes et aux lymphocytes,

des cellules du système immunitaire. Les monocytes peuvent alors adhérer à l’endothélium et

migrer dans l’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.[11] Les cel-

lules spumeuses finissent par mourir et laissent derrière 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 artères coronaires principales en rouge, l’artère coronaire droite
et ses embranchements, l’artère marginale droite et l’artère interventriculaire postérieure qui ali-
mentent respectivement les faces antérieure et postérieure du ventricule droit. Le tronc commun se
divise en deux branches. L’artère circonflexe gauche qui se déploie dans le sillon atrio-ventriculaire
et donne l’artère marginale gauche qui alimente la face postérieure du ventricule gauche. L’artère
interventriculaire antérieure qui se divise en plusieurs diagonales alimentant le ventricule gauche.

Illustration adaptée du travail de Patrick J. Lynch

Ces monocytes vont à leur tour se différencier et continuer le processus, permettant ainsi

à la plaque de grossir. Les plaquettes vont également être recrutées sur le site et le noyau

nécrotique va se retrouver entouré par une chape fibreuse qui contribue également à l’évolution

de la plaque. Les cellules musculaires lisses en contact avec la plaque accumulent du calcium,

ce qui crée des dépôts de calcium extra-cellulaire lorsqu’elles meurent. Ces dépôts cristallisent

et entrainent la solidification de l’artère autour de la plaque, la rendant moins tolérante à

la déformation entrainée par l’évolution de la plaque.[12] Lorsque la plaque est suffisamment

volumineuse, elle va alors obstruer partiellement l’afflux sanguin et entrainer une ischémie,

c’est à dire une réduction de l’approvisionnement en oxygène des cellules du muscle cardiaque.

Les premiers symptômes peuvent apparaitre sous la forme d’une angine de poitrine stable,

qui se manifeste lorsque l’alimentation en oxygène des cellules du muscle cardiaque devient

insuffisante par rapport à leurs besoins, typiquement lors d’activités physiques ou durant des

périodes de stress.[13] Dans certains cas (plaque lipidique et très 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 collagène et le facteur tissulaire sont alors

5



Introduction Les coronaropathies

exposés à la lumière du vaisseau. Au contact de ces éléments les plaquettes vont alors s’activer

puis activer la cascade de la coagulation[14], ce qui va conduire à la formation d’un throm-

bus ce qui peut entrainer l’occlusion de l’artère.[15] Le développement de l’athérosclérose,

synthétisé dans la figure 2, est très long et commence souvent durant l’enfance[16], l’évolution

des plaques est souvent asymptomatique mais la rupture de la chape et la formation du

thrombus peuvent aboutir à des conséquences très sérieuses.

Figure 2 Développement de la plaque d’athérome. Le stade I correspond à un endothélium sain,
imperméable aux leucocytes. Le stade II survient durant la première décennie, durant ce stade
l’exposition de l’endothélium aux LDLs oxydés permet l’adhésion de l’infiltration des leucocytes.
Durant les deux décennies suivantes la plaque d’athérome progresse vers les stades III et IV. Durant
le stade III les leucocytes infiltrés dans l’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 cœur de la plaque d’athérome. Durant le stade VI les cellules musculaires lisses entourant
la plaque meurent et libèrent 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 lumière en-
dothéliale, la cascade de la coagulation est activée par la présence de collagène, 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 complète du vaisseau qui se mani-

feste sous la forme d’un syndrome coronaire aigu, un événement aigu dont les symptômes

sont similaires à ceux de l’angine stable mais qui peut se produire au repos.[17] L’oxygène

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 après l’occlusion du

vaisseau.[18] C’est lorsque les cellules du muscle cardiaque meurent que survient l’infarctus du

myocarde, dont les symptômes peuvent se manifester sur une période de 3 à 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 cœur et entrainer des complications telles qu’une péricardite ou des troubles du rythme

cardiaque responsables d’un arrêt cardiaque ou d’une insuffisance cardiaque, en fonction de

la taille de la zone touchée et de sa position.[19]

Le diagnostic des coronaropathies peut se faire à l’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,

l’échocardiographie de stress et l’IRM de stress. Des examens morphologiques, qui per-

mettent d’examiner directement la morphologie des artères coronaires sont également pos-

sibles, tels que la coronarographie ou le scanner coronaire (CT-scan).[20, 15] Les événements

aigus nécessitent des traitements immédiats, de la nitroglycérine peut être prescrite afin de

diminuer la pression artérielle et soulager les douleurs de poitrine.[21] Il est possible de réduire

le thrombus avec une angioplastie coronaire. On utilise alors une sonde cathéter gonflable

afin de réduire l’occlusion. Enfin la troisième méthode est une méthode chirurgicale, un pon-

tage aorto-coronarien. Il s’agit dans ce cas de contourner l’occlusion en implantant une autre

artère en aval[22]. Les deux dernières méthodes permettent d’allonger l’espérance de vie après

événement et réduisent le risque d’un arrêt cardiaque.[23]

2.2 Épidémiologie

Malgré le fait que les coronaropathies ont globalement reculé dans les pays développés

depuis la fin du 20ème siècle,[24, 25] elles restent les maladies cardiovasculaires les plus com-

munément rencontrées.[26] En 2015, les coronaropathies ont affecté 110 millions de personnes

causant 8,9 millions de décès, ce qui en fait la cause de décès la plus commune dans le

monde.[26, 27] Les coronaropathies peuvent survenir à tout âge, cependant le risque augmente

d’un facteur 2,3-2,7 par tranche de dix ans.[28] Toutes ces donnés suggèrent que la mortalité

due aux coronaropathies recule mais reste un phénomène 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 à faire jusqu’à 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 être modifiés. L’âge reste le plus important, puis vient

le sexe avec un risque plus élevé pour les hommes.[28] L’étude INTERHEART a permis de

mettre évidence que l’hypercholestérolémie, le tabagisme, le diabète, l’hypertension artérielle,

l’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 l’exercice physique

régulière sont des facteurs atténuants.[29] Les facteurs de risques les plus importants[30, 31, 1]

sont le tabagisme avec une augmentation du risque estimée à 3,3 fois pour la femme et 1,9 fois

pour l’homme,[32] l’hypertension avec une augmentation du risque estimée à un facteur 2 pour

chaque tranche de 20mmHg de pression en systole et 10mmHg en diastole,[33] l’obésité avec

une augmentation de 40% du risque de maladie vasculaire pour chaque tranche de 5 d’indice

de masse corporelle supplémentaire,[34] le diabète qui double le risque de développer une ma-

ladie coronarienne[35, 36] et le manque d’activité physique qui serait à l’origine de 6% des cas

de maladie coronarienne.[37] Enfin la dyslipidémie joue également un rôle important. le cas

des lipides étant cependant plus complexe car bien que les taux de LDLs et de triglycérides

augmentent de manière importante le risque de maladie coronarienne,[38, 39] il semblerait que

dans le cas des LDLs la taille des particules[40] ainsi que la durée de l’exposition[41, 42] jouent

un rôle important. D’après l’étude de Framingham le HDL-cholestérol joue un rôle protecteur

et pourrait donc mitiger l’effet des autres particules lipidiques.[43] On note également l’exis-

tence de facteurs de risque plus modestes, comme un environnement de travail stressant qui

serait responsable de 3% des cas de maladie coronarienne[44, 45] et la dépression avec 2,9% des

cas de maladie coronarienne qui lui seraient attribuables.[46] Les taux de certains facteurs de

l’hémostase comme le fibrinogène, le facteur VII ou le facteur XII,[47] le d-dimère, le complexe

thrombine-antithrombine et le complexe plasmine-antiplasmine sont également associés à un

taux de mortalité plus élevé dans les coronaropathies,[48] ce qui pourrait être en lien avec leur

rôle dans la formation du thrombus.

Étant donné l’impact des facteurs de risque comportementaux, la plus grande part du travail

de prévention des coronaropathies passe par la modification des comportements à risque.

Ainsi, les premiers conseils de prévention sont de pratiquer une activité physique régulière,

de maintenir un régime alimentaire sain et équilibré et d’éviter la consommation de tabac.[5]

La pratique de l’exercice réduit notamment le risque de développer la maladie, l’exercice phy-

sique très fréquent peut réduire le risque de près de 25%.[49] Les bienfaits d’une alimentation

équilibrée ont maintes fois été démontrés et il est conseillé de privilégier les fruits et légumes

tout en évitant les acides gras trans.[50, 51] Une alimentation peu calorique a également des ef-
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fets positifs sur des pathologies associées comme le diabète de type 2.[52] L’arrêt de la consom-

mation du tabac permet de réduire le risque de maladie coronarienne, ce qui montre que même

après plusieurs années de consommation il n’est pas trop tard pour contrôler le risque.[53] Pour

les individus ayant un profil à risque des traitements pharmacologiques peuvent être envisagés

en guise de méthode de prévention. Les statines, des médicaments hypolipémiants, peuvent

être utilisées chez les personnes faisant de l’hypercholestérolémie,[54] l’aspirine peut être ap-

propriée pour les profils thrombophiles,[55] et les béta-bloquants peuvent aider les personnes

souffrant d’hypertension.[56] Lorsque la prévention ne permet pas d’empêcher l’apparition des

coronaropathies, il existe tout de même 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’être mentionnée

à part car l’effet de la génétique n’est pas entièrement 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.[57, 58]

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 gènes impliqués dans le métabolisme

du cholestérol tels que APOB, LDLR ou PCSK9.[59] Les formes homozygotes des hypercho-

lestérolémies familiales sont généralement associées à un taux élevé de LDL-cholestérol et un

risque très élevé d’athérosclérose. Mis à part ces mutations rares, une centaine loci ont été

associés au risque de coronaropathie.[7, 59, 60, 61] Un résumé de ces loci est présenté dans la

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 l’environ-

nement ainsi que les mécanismes qu’ils affectent restent à 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 à l’infarctus du myocarde.[62] Ces

gènes sont impliqués dans la réponse des plaquettes à l’oxyde nitrique (NO), une molécule de

signalisation favorisant la vasodilatation et réduisant la capacité d’activation des plaquettes

et la capacité d’adhésion à l’endothélium des leucocytes.[63] De la même manière, des va-

riations du gène NOS3 ont été associées aux coronaropathies.[64] NOS3 code pour eNOS,

l’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 l’homéostasie du LDL, LDLR le

récepteur du LDL, COL4A1-A2 qui codent pour des éléments du collagène de type 4, IL6R

le récepteur à 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

l’activation des lymphocytes T.[65, 66, 67] Le gène PROCR est lui aussi potentiellement im-

pliqué dans le risque de développer une maladie coronarienne,[68] ce dernier code pour un

récepteur à la protéine C, une protéine chargée de réguler l’activité de la thrombine.

Figure 3 Ce Manhattan-plot circulaire offre un bon aperçu des loci associés aux coronaropathies
dans la population générale. On remarque la présence de gènes du métabolisme des lipides comme
PCSK9, LPA ou encore LDLR mais aussi des gènes de la réponse immunitaire comme IL6R.

Illustration issue de l’article de Nikpay et al, Nat Genet 2015[7]
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On retrouve également des associations avec ANGPTL4 et LPL,[69] des gènes 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 l’accu-

mulation des variations ne correspond pas à la somme des effets individuels,[70] ce phénomène

suggère 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 intérêt non négligeable car l’identification de gènes associés à 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 gène a été identifié en 2003 et as-

socié à l’hypercholestérolémie,[71] d’autres mutations ont ensuite été découvertes,[72] ajoutant

plus d’importance au gène. La protéine codée par PCSK9 est impliquée dans la dégradation

des récepteurs au LDL, limitant ainsi le nombre de récepteur à la surface des cellules et la

réduction de taux de LDLs présents dans la circulation.[73] Il a été montré qu’une réduction

de l’activité de PCSK9 est associée à une réduction du taux de LDLs[74], la protéine a donc

naturellement été envisagée comme une cible thérapeutique.[75] Les études de génétique sont

une bonne solution lorsqu’il faut clarifier les liens de cause à 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.[76] 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’intérêt.[77] 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 cœur.[78] Le thrombus est susceptible

d’obstruer complètement la circulation dans la veine touchée conduisant à une rougeur et

un œdème au niveau du membre concerné. Il est possible que le thrombus se lyse et qu’un

des fragments soit emporté vers le cœur puis les poumons par la circulation. De là il risque

d’obstruer une artère pulmonaire provoquant alors une embolie pulmonaire. L’embolie pul-

monaire est une complication sérieuse de la thrombose veineuse.[79] La thrombose veineuse

est une maladie complexe impliquant plusieurs facteurs de risque immuables tels que l’âge
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et environnementaux tels que les traumatismes ou les immobilisations complètes ou d’un

membre sur une relativement longue durée.[80] 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.[81] 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.[82] Cette triade est

composée de trois éléments :

Hypercoagulabilité Changement de la composition du sang favorisant l’activation des

facteurs de la coagulation, ces changements peuvent être dus à des mutations génétiques,

un état pro-inflammatoire ou à une hyperviscosité sanguine.

Changement hémodynamique Un ralentissement du flux sanguin qui peut être causé

par une immobilisation prolongée du membre concerné.

Irritation de la paroi endothélialie Des dégâts subits par la paroi endothéliale, qui

peuvent être 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 être reliés à un de ces

composants.

3.1 Physiopathologie

Pour comprendre les mécanismes pathologiques aboutissant à la formation du thrombus

il faut connaitre et comprendre le fonctionnement du processus de coagulation. On distingue

deux phases dans la coagulation. La première est l’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 après la lésion de la paroi endothéliale. Elle est due à l’expo-

sition du collagène à la lumière vasculaire.[83] Les plaquettes disposent de plusieurs récepteurs

permettant de se lier au collagène, notamment le complexe glycoprotéique Ia/IIa (GPIa/IIa).

La présence de facteur de von Willebrand (vWF) produit par les cellules endothéliales et les

plaquettes jouent un rôle dans l’établissement des liaisons entre les fibres de collagène et les

glycoprotéines Ib/IX/V des plaquettes.[84] L’activation des plaquettes accumulées au site de

la blessure peut se faire de plusieurs manières : par le biais de la liaison entre le collagène 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)

à la surface des plaquettes. Ce mécanisme fait également appel au facteur tissulaire (TF) et
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au facteur VII.[85] Une fois les plaquettes activées, elles libèrent des granules contenant no-

tamment du facteur d’activation des plaquettes (PAF) et du thromboxane A2 (TBXA2). Le

PAF va favoriser l’activation d’autres plaquettes tandis que le TBXA2 va modifier la glyco-

protéine IIb/IIIa et augmenter son affinité pour le fibrinogène. Ceci va favoriser l’agrégation

des plaquettes sur le lieu de la lésion.[84] La cascade de coagulation est concomitante au re-

crutement et à l’activation des plaquettes et possède deux voies d’amorce différentes, la voie

extrinsèque et la voie intrinsèque. Ces deux voies convergent vers une cascade commune qui

mène à la génération de fibrine.[86]

La voie extrinsèque est dépendante du TF, déjà mentionné plus haut, qui est exposé à la

circulation par la blessure et peut donc rencontrer le FVII avec lequel il forme un complexe

TF-FVIIa. 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) à la transformation du fibrinogène en fibrine en plus

d’amplifier la cascade par un mécanisme de rétro-contrôle et d’activer les plaquettes.[87] La

voie extrinsèque est régulée par l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI) qui inhibe

l’activation de FX par le complexe TF-FVIIa. La voie intrinsèque est déclenchée par l’expo-

sition du collagène au kininogène, ce qui permet l’activation du facteur XII, qui permet à son

tour d’activer le facteur XI (FXI) puis le facteur IX (FIX), le FIXa se lie à FVIIIa et active

FX. La voie intrinsèque rejoint alors la voie extrinsèque dans la génération de thrombine

puis de fibrinogène.[86] La fibrine sert d’ancrage aux plaquettes et permet la stabilisation du

thrombus.[88] La cascade de coagulation est régulée par plusieurs facteurs en plus du TFPI.

Il y a la protéine C, qui désactive FVa et empêche 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.[89] C’est lorsque

plusieurs éléments se réunissent pour favoriser l’activation du processus de coagulation que

le risque de thrombose veineuse émerge. Plusieurs éléments sont susceptibles de favoriser

la formation de thrombus. D’abord, l’endothélium sain sécrète normalement des facteurs

anti-thrombotiques comme le NO, la prostacycline et l’ADPase endothéliale qui inhibent

l’activation des plaquettes.[90] Lorsqu’il y a une dysfonction des cellules endothéliales, cette

barrière de protection est susceptible de disparaitre. La dysfonction des cellules endothéliales

peut avoir plusieurs origines mais certaines pathologies peuvent en être la cause, notam-

ment le diabète.[91] Un environnement hypoxique est également un élément important, car

les cellules endothéliales vont produire des molécules comme HIF-1 et EGR-1 qui favorisent

l’activation des monocytes qui vont alors adhérer à l’endothélium et produire du TF.[92, 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 à l’hypoxie.[94] 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 à la protéine C activée[67] ou

le déficit en protéine S qui est un cofacteur important de la protéine C activée.[95]

Figure 4 Représentation de la cascade de la coagulation et facteurs de coagulation impliqués. On
remarque l’implication du facteur anti-hémophilique A (facteur VIII) dans l’activation du facteur X
par le facteur IXa dans la voie intrinsèque. La proaccélérine (facteur V) intervient dans l’activation
de la thrombine.

Illustration adaptée du travail du Dr Graham Beards

3.2 Épidémiologie

La thrombose veineuse touche environ 200 personnes par 100 000 par an en Europe, avec

un taux de récidive relativement élevé puisque près de 30% des événements sont suivis d’un

nouvel événement dans les 10 ans qui suivent.[96] C’est une maladie liée à l’âge, avec un âge

moyen à la déclaration de la maladie proche de 60 ans.[97] La thrombose veineuse profonde

peut être à l’origine d’une embolie pulmonaire, 10% des embolies pulmonaires sont fatales

dans l’heure suivant leur occurrence. Le taux de mortalité sous les 3 mois de l’embolie pul-

monaire étant de 15%.[98] 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.[99] Le premier facteur de

risque de thrombose veineuse est l’âge, avec un risque passant de 1 sur 10 000 avant 40 ans

pour rapidement augmenter et passer à 5 à 6 pour 1 000 à partir de 80 ans. L’âge est également

associé à un taux d’embolie pulmonaire et une mortalité plus élevés.[97] D’autres facteurs de

risque modifiables ou temporaires connus sont l’obésité. Chez l’homme et la femme un IMC

supérieur à 30 est associé à un risque 2 à 3 fois plus élevé.[100] L’immobilisation prolongée

et les traumatismes sont également des facteurs de risque temporaires. L’augmentation du

risque durant une hospitalisation démontre bien ce phénomène, 20% des patients admis dans

un service médical développent une thrombose et c’est également le cas de 40% des patients

admis en chirurgie.[100] 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 à

base d’œstrogène est également un facteur de risque.[96] On observe d’ailleurs une un effet

joint important avec d’autres facteurs de risques tels que l’obésité, qui couplée à la prise de

contraceptifs oraux est associée à un risque 24 fois plus élevé.[101]

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

hospitalisés.[102] Les voyages avec de long trajets, par exemple en avion, sont également un

facteur de risque associé à une augmentation de deux fois du risque normal observée durant

les semaines qui suivent le voyage.[100] Les traumatismes majeurs et mineurs sont également

un facteur de risque, notamment les traumatismes au niveau des jambes qui sont associés à

un risque cinq fois plus élevé de développer une thrombose veineuse dans les mois suivant la

blessure.[103] Certaines maladies sont également associées au risque de thrombose veineuse.

C’est le cas des cancers qui sont associés à une incidence de 12,4 cas pour 1 000 cancers six

mois après le diagnostic.[104] 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 respectivement[105] et les maladies inflammatoires digestives qui sont as-

sociées à un risque 3 fois plus élevé.[106] Le diabète est également associé à un risque plus

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 l’incidence observée dans la population

générale.[107] Les mécanismes et les liens de causalités reliant ces facteurs de risques à 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 première est un score clinique appelé score de Wells. Il s’agit d’un barème allant de -2 à

9 dépendant de plusieurs critères physiques et d’informations sur les antécédents médicaux

du patient.[108] Cependant, le score de Wells ne permet pas à lui seul de diagnostiquer une

thrombose veineuse mais sert à appuyer les résultats des tests paracliniques. La mesure des

D-dimères dans le sang est également un outil employé. Les D-dimères 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-dimères est un marqueur peu spécifique car il est également associé à d’autres

états tels que l’inflammation, les cancers, les traumatismes, etc... En définitive, le test des

D-dimère est seulement utilsé pour éliminer un diagnostic de thrombose veineuse. L’imagerie

peut également être employée, on a alors recours à des méthodes telles que l’écho doppler des

membres inférieurs, l’angioscanner pulmonaire, la scintigraphie pulmonaire de ventilation-

perfusion et l’échocardiographie transthoracique.[109, 15] Le traitement et la prévention chez

les profils à risque se font à l’aide de médicaments anti-coagulants comme l’héparine.[110]

3.3 Génétique

Déjà mentionnée plus haut, la génétique joue un rôle important dans le risque de throm-

bose veineuse. Des mutations ayant un effet très important ont déjà été identifiées. Des

mutations provoquant des déficits en protéine C, protéine S et en antithrombine ont un effet

très fort sur le risque de thrombose mais sont très rares, ces déficiences étant en général ren-

contrées dans moins de 1% de la population.[81] Les mutations à l’origine de ces déficiences

sont des mutations de perte de fonction conduisant à une production diminuée de la protéine

ou à la production d’une protéine mutée incapable de remplir son rôle.[111, 112, 113] On retrouve

également des mutations procurant un risque plus modeste mais qui sont plus fréquentes.

C’est le cas de FV 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 à un phénotype de résistance à la protéine C activée

qui est à l’origine d’une augmentation de la génération de thrombine.[67] 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.[81] Une mutation dans la région 3’UTR du gène de

la prothrombine, la mutation 20210A ou rs1799963, est associée à une quantité légèrement

plus élevée de prothrombine dans la circulation et à un risque accru d’un facteur 2 à 3 de

thrombose veineuse. Cette mutation est quasiment exclusive aux Européens et est rencontrée

dans 3% à 6% des cas de thrombose veineuse en fonction des études.[81, 114] 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 à l’environnement, notamment l’obésité, les individus avec un IMC supérieur à 30 et por-

teurs de FV Leiden ou 20210A ont un risque accru d’un facteur 8 et 7 respectivement.[115, 101]

Le même phénomène se produit lorsque la présence d’un groupe sanguin non-O et la présence

de la variation FV Leiden sont observées, dans ce cas le risque de maladie thromboembolique

veineuse est augmenté d’un facteur 23.[116]
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Locus Polymorphisme Alleles(1) RAF(2) OR

ABO
rs579459 C/T 0,22 1,50

rs8176749 A/G 0,10 1,50

F2
rs1799963 A/G 0,008 2,29

rs3136516 A/G 0,40 1,12

F5
rs6025 A/G 0,03 3,25

rs4524 A/G 0,75 1,20

F8 rs114209171 T/C 0,80 1,11

F11
rs2289252 T/C 0,41 1,35

rs2036914 C/T 0,60 1,35

FGG
rs2066865 T/C 0,25 1,25

rs2227421 C/A 0,34 1,13

KNG1 rs7100446 Thr/Ile 0,40 1,20

PROCR
rs6088735 T/C 0,23 1,11

rs867186 Gly/Ser 0,10 1,22

PROS1
rs121918472 Pro/Ser 0,002 6,57

rs121918474 Glu/Lys 0,009 5,00

SERPINC1
rs2227624 Glu/Val 0,004 2,30

rs2227589 T/C 0,10 1,05

SLC44A2 rs2288904 Arg/Gln 0,76 1,28

STXBP5 rs1039084 A/G 0,55 1,11

THBD rs16984852 T/G 0,005 2,80

TSPAN15 rs78707713 T/C 0,90 1,42

VWF rs1063856 Ala/Thr 0,40 1,20

MTHFR rs1801133 Ala/Val 0,25 1,20

CYP4V2 rs13146272 Lys/Gln 0,56 1,24

Tableau 1. Principales variations associées au risque de thrombose veineuse.
(1) Allèle à risque/allèle protecteur. Pour les polymorphismes non-synonymes, les acides aminés sont
indiqués à la place des nucléotides.
(2) Fréquence de l’allèle à risque.

Tableau issu des données des articles de Trégouët et Morange, Br J Haematol 2018[117]

et Rosendaal FR, J Thromb Haemost 2009[81] ;

La variation 10034T ou rs2066865 du fibrinogène est également associée à un risque de

thrombose accru. Il ságit d’un polymorphisme fréquent puisque la fréquence de l’allèle à

risque se situe entre 25% et 30% en fonction des études.[81, 118] Le fibrinogène est un élément

clé de la formation du thrombus. Enfin, les différents allèles du gène ABO sont associés au

risque de thrombose, les individus avec un groupe non-O ayant un risque accru d’un facteur 2 à

4,[119] les individus du groupe sanguin O présentant des taux de vWF et de FVIII réduits.[120]

D’autres variations aux effets moindres ont été identifiées, la plupart grâce à des études

d’association pan-génomiques. La plupart sont des variations plutôt 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 gène codant pour le récepteur à la protéine C.[121] Des travaux ont montré que des

variations de ce gène sont associées au taux de récepteur soluble à la protéine C qui joue un

rôle d’inhibiteur de l’activation de la protéine C.[122] Des variations affectant FXI,[123] et des

variations sur des gènes aux fonctions moins connues comme SLC44A2 et TSPAN15.[124]Les

analyses génétiques ont permis d’identifier un grand nombre de gènes associés à 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 gènes identifiés est encore inconnue et la caractérisation de leur rôle 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.[38]

Plusieurs travaux suggèrent que la dyslipidémie joue un rôle dans le risque de thrombose

veineuse, cependant ces résultats sont controversés.[125, 126] On remarque cependant que les

coronaropathies sont favorisées par une hypertension artérielle[33] tandis que la thrombose

veineuse se développe plutôt dans un contexte de stase qui fait partie des trois éléments de

la triade de Virchow.[82] On ne peut cependant pas s’empêcher de remarquer que des facteurs

de risque commun existent, tels que l’obésité qui est un facteur de risque très significatif dans

les deux maladies[34, 100, 125] et le diabète qui double grossièrement le risque de développer les

deux pathologies.[35, 107, 125] Ces points communs entre les deux pathologies, en plus du fait

que dans les deux cas on remarque une augmentation de l’activation des plaquettes et des fac-

teurs de l’hémostase[127, 128] suggèrent un lien entre l’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 artères coronaires après rup-

ture de la plaque d’athérome puisque cette étape fait intervenir les facteurs de l’hémostase,

de la même façon que la formation du thrombus dans la thrombose veineuse, bien que la

composition du thrombus soit différente dans les deux cas.[129] Ces éléments ont amené de

nombreux chercheurs à 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.[130] De la même manière,
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plusieurs travaux ont montré un risque plus élevé de développer des maladies cardiovascu-

laires dues à l’athérosclérose, notamment des infarctus du myocarde, après un événement de

thrombose veineuse.[131] 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.[132] Le fait que ces maladies partagent un certain nombre de facteurs de risque

et que chacune soit un facteur de risque indépendant de l’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 l’exis-

tence d’un mécanisme commun à la thrombose veineuse et à la thrombose artérielle. Parmi

les loci associés aux deux pathologies on retrouve notamment PROCR,[68, 121] ABO [7, 119] et

le fibrinogène.[118, 134] De plus des variations communément associées au risque de thrombose

veineuse ont été associés aux coronaropathies ou à des maladies ischémiques similaires comme

la mutation G20210A de la prothrombine et la mutation FV Leiden.[134] 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 IIIa,[129, 134] im-

pliquée dans l’agrégation des plaquettes. On remarque également que la variation C677T du

gène MTHFR est associée au risque de maladie coronarienne.[134] Or ce gène est impliqué

dans le métabolisme de l’homocystéine.[135] L’hyperhomocystéinémie est un facteur de risque

de coronaropathies et de thrombose veineuse et l’excès d’homocystéine pourrait endommager

la paroi vasculaire.[136] Ces données indiquent que les facteurs de l’hémostase, qui jouent un

rôle important dans la thrombose veineuse pourraient également jouer un rôle 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 l’activation de la

cascade de coagulation.

5 Le diabète sucré

Le diabète sucré regroupe un ensemble de maladies métaboliques provoquant une augmen-

tation de la glycémie entrainant des complications à plus ou moins long terme. On distingue

trois grande catégories regroupant la plupart des cas de diabète.

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

— Le diabète de type II qui résulte d’une résistance à l’activité de l’insuline des cellules

puis à une déficit de production d’insuline.

— Le diabète gestationnel qui correspond à une rapide augmentation de la glycémie chez

une femme enceinte sans antécédents de diabète.
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Les premiers symptômes 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 symptômes

apparaissent rapidement après le début de la maladie. C’est une maladie chronique qui ne

peut pas être guérie bien que des traitements existent. Il n’y a pas de moyen de prévention

à ce jour et la non prise d’un traitement adéquat est fatale.[137]

5.1 Physiopathologie

Pour comprendre comment se développe le diabète, il est important de comprendre le

rôle de l’insuline et son importance pour l’organisme. L’insuline est une hormone produite

par les cellules β 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

hormone spécifique dans ce but.[138] La fonction endocrine du pancréas est remplie par des

régions appelées ı̂lots de Langerhans, du nom du médecin les ayant identifiés,[139] c’est dans

ces ı̂lots que se trouvent les cellules produisant les hormones, notamment les cellules β qui

sont responsables de la production, du stockage et de la sécrétion d’insuline. La cellule β est

sensible à la quantité de glucose du fait qu’elle présente des transporteurs de glucose GLUT2

à 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’évènements qui vont amener à la libération des vésicules

d’insuline.[140] L’insuline est une hormone peptidique composée de 51 acides aminés produite

par le gène INS.[141] Lorsqu’elle est libérée, elle se lie à des récepteurs spécifiques situés sur les

cellules cibles du foie, du tissu adipeux et des muscles squelettiques. Une fois liée l’insuline

va activer une cascade d’événements qui va aboutir à la présentation de transporteurs du

glucose GLUT4 à la surface des cellules cibles pour leur permettre d’intégrer le glucose en

excès dans la circulation et promouvoir la conversion du glucose en glycogène dans les cellules

musculaires et les hépatocytes ainsi qu’en triglycérides dans les hépatocytes et les adipocytes

afin de le stocker.[142] Les effets physiologiques de l’insuline sont présentés dans la figure 5.

Dans le cas du diabète de type I, pour des raisons encore mal comprises, les cellules β du

pancréas sont détruites ce qui engendre une production insuffisante d’insuline. Sans insuline,

l’organisme n’est plus capable de réguler la glycémie et le glucose en excès ne peut plus

être intégré par les cellules.[137] Ceci peut mener à des valeurs d’hyperglycémie extrêmes qui

peuvent avoir des conséquences fatales. Les deux manifestations aiguës de l’hyperglycémie

sont l’acidocétose diabétique et le coma hyperosmolaire non-cétonique. Dans la première,

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 entrâıner une perte de
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conscience et la formation d’œdèmes puis la mort.[143] Dans la seconde, c’est la perte du

glucose en excès par l’urine qui entrâıne la perte d’eau et d’autres solutés par osmose qui

débouche sur la perte de conscience.[144] Dans le cas du diabète de type II, la résistance à l’in-

suline et le déficit de production d’insuline seraient provoqués par l’obésité, des adipokynes

et l’effet délétère de certains lipides tels que les acides gras non-estérifiés.[145] Ces mécanismes

sont très complexes et encore mal compris.

Une hyperglycémie chronique a également des conséquences à 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 diabète mais elle n’est pas classée

dans les deux catégories présentées plus haut.[146]

Figure 5 Effets métaboliques de l’insuline. L’insuline favorise le stockage et la conversion en gly-
cogène du glucose circulant mais favorise également l’utilisation du glucose comme source d’énergie
prioritaire des cellules. L’insuline est également un hormone anabolisante qui stimule la synthèse
protéique et la croissance cellulaire. L’insuline joue également un rôle anti-catabolique en freinant
la dégradation des protéines et bloque également le métabolisme des lipides en empêchant leur
libération sous la forme de corps cétoniques ainsi qu’en bloquant la lipolyse.
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Le contrôle de la glycémie semble être un élément clé dans le développement des com-

plications. La présence de glucose en excès crée un environnement oxydant et favorise la

formation de produits de glycation avancée (AGEs) suivant une réaction analogue à la

réaction de Maillard. Ces AGEs peuvent se fixer aux récepteurs des produits de glycation

avancée (RAGEs) qui vont stimuler l’activation de la réponse inflammatoire et la produc-

tion de réactifs intermédiaires de l’oxygène. Ces événements vont contribuer à endommager

l’endothélium vasculaire et déboucher sur différentes complications en fonction de l’organe

touché.[147, 91]

5.2 Génétique

Figure 6 Principaux loci associés au diabète de type I. Le locus HLA en rouge a été découvert
avant les premières analyses pan-génomique et inclue un grand nombre de variations et de gènes dont
HLA-DQB1 mentionné dans le texte. Les loci en bleu sont impliqués dans la réponse immunitaire.
*Locus identifié à partir d’une analyse basée sur une puce portant environ 20 000 variations non-
synonymes réparties sur tout le génome.

Illustration issue de l’article de Bakay et al, Genes (Basel) 2013[148]

Une composante génétique joue un rôle important dans le développement de la maladie qui a

été démontrée comme étant héritable.[149] Une cinquantaine de loci ont été associés au diabète

de type I.[150] Ceux-ci sont présentés dans la figure 6. Cependant le gène le plus convaincant

est IDDM1 ou HLA-DQB1,[151] un gène du locus du complexe majeur d’histocompatibilité qui

code un récepteur impliqué dans la présentation des antigènes par le CMH2 aux lymphocytes

T CD4+.[152] Près de la moitié des signaux associés au diabète de type I sont localisés sur ce

locus.[153] Le locus HLA est également associé à une large variété de maladies inflammatoires
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et autoimmunes, ce qui suggère une origine autoimmune pour le diabète de type I.[154, 155, 156]

Dans le cas du diabète de type 2, on retrouve environ 80 loci associé à la maladie et la

plupart des variations identifiées sont des variations fréquentes. Cependant ces variations

n’expliquent qu’un faible part de l’héritabilité de la maladie.[157]

Une fois le diabète diagnostiqué, il est nécessaire de suivre une thérapie à l’insuline à vie,

une diète stricte, un suivi de la consommation de glucides et la pratique d’activité physique

sont également essentiels.[158, 159]

5.3 Épidémiologie

Le diabète, dont une écrasante majorité correspond à des cas de diabète de type 2, est

une maladie très 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 à 4,4% en 2009, soit 2,9 millions

de malades. De la même manière aux États-Unis, on observait une prévalence de 9,8% en

1994 qui est passée à 12,4% en 2012.[160, 161] Parmi tous les cas de diabète, la part estimée de

diabètes de type I est de 5% à 10%.[162] L’incidence du diabète de type I varie cependant en

fonction des populations. On retrouve notamment une incidence élevée chez les populations

homogènes comme c’est le cas en Finlande ou en Sardaigne,[163] d’après la Diabetesliitto, 15%

des diabètes diagnostiqués en Finlande sont des diabètes de type I.[164]

Avant la découverte de l’insuline par le docteur Frederik Banting et Charles Best en 1920,

la première cause de mortalité était le coma diabétique dû à l’hyperglycémie. Cependant

après cette date, il y a eu une augmentation du taux de mortalité dû aux complications du

diabète,[165] notamment la néphropathie diabétique pour les morts avant 30 ans et les com-

plications cardiovasculaires, à qui sont attribués deux tiers des décès après 30 ans.[166, 167]

Les causes du diabète de type I ne sont pas connues mais différents facteurs environnemen-

taux sont suspectés d’intervenir, peut être même en jouant le rôle déclencheur. Plusieurs

hypothèses ont été avancées, certaines impliquant différentes infections virales ou la flore

intestinale.[168] Plus de la moitié des cas de diabète de type I sont diagnostiqués avant 30

ans,[162] en général après que le patient ne présente des symptômes aigus d’hyperglycémie.

Dans le cas du diabète de type II, les principaux facteurs de risque sont l’âge, la dyslipidémie,

l’hypertension artérielle, l’obésité, en particulier l’obésité abdominale, le manque d’activité

physique et dans certains cas l’appartenance à un groupe ethnique particulier.[168] Le diabète

est la première cause d’insuffisance rénale chronique terminale dans le monde et un près

d’un quart des diabétiques développent une maladie rénale.[169] Le diabète de type I serait

également associé à une réduction de 12 ans de l’espérance de vie[170] et à un risque doublé

de développer une maladie cardiovasculaire.[171] 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 diabète 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

et les maladies cardiovasculaires ne sont pas connus.[172] Les mêmes résultats sont observés

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

importante mais un impact similaire de le néphropathie diabétique.[173, 174]

5.4 Complications associées

Les complications du diabète 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 première catégorie comprend les complica-

tions microvasculaires qui sont dues aux dommages sur les petits vaisseaux et qui ont des

conséquences plus ou moins sévères en fonction de l’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 artères, les manifestations les plus

sévères étant les infarctus du myocarde, les accidents vasculaire-cérébraux et l’artériopathie

oblitérante des membres inférieurs. Les complications neurologiques du diabète ne seront

en revanche pas discutées ici. Comme expliqué plus haut, le contrôle de la glycémie est un

élément clé dans le développement des complications du diabète et il a été montré qu’un bon

contrôle de la glycémie réduisait le risque de complications. Les effets d’une hyperglycémie

chronique sont synthétisés dans la figure 7.[175] 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 l’excès de glucose favorise son utilisation en tant que substrat.[176]

La première voie est celle des polyols ou glycols, dont l’enzyme clé est l’aldose réductase qui

catalyse la conversion du glucose en sorbitol qui est ensuite oxydé en fructose par la sorbitol

déshydrogénase. La première conséquence de la suractivité de cette voie métabolique est un

manque de NAD(P)H qui est consommé par l’aldose réductase, ce qui empêche 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 l’inhibition de

la glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) ce qui à son tour favorise l’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.[177]

La seconde voie est celle des AGEs qui a déjà été présentée plus haut. Elle est favorisée par

des produits dérivés du glucose comme les DAGs qui sont en partie issus de l’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.[178] Ces AGEs ont des fonctions et des propriétés altérées

et il a été montré que la formation d’AGEs altère les interactions entre les protéines de la

lame basale, ce qui entrâıne un épaississement de cette dernière.[179] Les AGEs peuvent se

retrouver dans le milieu extracellulaire et activer les RAGEs des cellules endothéliales et des

monocytes ce qui favorise notamment l’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 l’oxygène (ROS).[180] Tous ces éléments

ont pour effet de favoriser à leur tour la différentiation des monocytes en macrophages, la

production de TNF-β et de cytokines, favorisant ainsi la création d’un environnement pro-

inflammatoire.[176]

La troisième voie est la voie PKC, qui est dépendante des AGEs mais peut être 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.[176] La quatrième voie est celle des hexosamines. Elle est dépendante de l’excès

en glucose comme les autres mais serait également favorisée par la production de ROS. Le

glucose en excès serait converti en fructose-6-phosphate qui sert de substrat à la glutamine-

fructose-6-phosphate aminotransférase (GFAT) pour former du glucosamine-6-phosphate, lui

même lié aux radicaux des tyrosines et des sérines par l’enzyme O-GlcNAc transferase (OGT).

Ces modifications post-traductionnelles peuvent agir de la même façon que les AGEs sur la

fonction des protéines mais peuvent également entrer en compétition avec les groupements

phosphates qui utilisent les mêmes substrats.[181]

Une autre hypothèse avancée est celle de la perte du contrôle de la production d’énergie dans

la cellule, qui pourrait être en partie une conséquence des quatre voies mentionnées au-dessus.

En effet les cellules des tissus cibles ne peuvent pas contrôler le transport du glucose et se

retrouvent en excès de substrat,[182] ce qui favorise grandement la glycolyse et peut mener

à des dysfonctionnement de la mitochondrie qui favoriserait la production de ROS, notam-

ment de superoxyde (O−2 ). Ces dysfonctionnements pourraient également déboucher sur un

découplage de la châıne respiratoire et de la production d’ATP.[91]
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Bien que le contrôle de la glycémie soit un élément clé il n’est pas le seul facteur déterminant

et des complications peuvent tout de même apparaitre malgré un contrôle strict de la part du

malade.[183] Un processus auto-immunitaire similaire à celui impliqué dans le développement

de la maladie pourrait également contribuer au développement des complications.[184] Il 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 allèles HLA-DR et HLA-DQ

déjà mentionnées, ce qui entraine l’activation de lymphocytes T pouvant induire des réponses

auto-immunitaires.[185] De la même manière 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 cöıncidant avec le développement

de la néphropathie.[186] De plus les troubles du système nerveux autonome, un symptôme de

la neuropathie, ont également été associés à la présence d’auto-anticorps dirigés contre les

structures nerveuses autonomes.[187] L’existence ou non d’une relation entre le contrôle de la

glycémie et le développement de l’auto-immunité n’est pas encore claire mais l’auto-immunité

pourrait être un facteur de risque indépendant à étudier. La génétique joue également un rôle

important et il a été montré que les complications du diabète sont hautement héritables. Par

exemple le risque de développer une néphropathie diabétique est doublé lorsque la patholo-

gie est présente chez un frère ou une sœur.[188] La conclusion est similaire dans le cas de la

rétinopathie progressive.[189] Les éléments manquent dans le cas de la neuropathie mais les

approches ”gène candidat” dans le cas des neuropathies non-diabétiques donnent des pistes

intéressantes, car les gènes identifiés pourraient être testés dans le contexte de la néphropathie

diabétique.[190] L’architecture génétique des complications macrovasculaires est en revanche

plus évasive, bien que l’impact de la génétique sur les maladies cardiovasculaire telles que

les coronaropathies a déjà été démontré.[7] Les complications macrovasculaires du diabète

de type I sont souvent précédées par une néphropathie diabétique.[172] De plus des travaux

ont montré qu’une tendance familiale à la néphropathie est également accompagnée d’une

tendance à développer des complications macrovasculaires, même chez les membres de la fa-

mille épargnés pas la néphropathie.[191] Ces éléments suggèrent un profil génétique particulier

commun à la néphropathie et aux complications macrovasculaires, potentiellement différent

de celui observé dans le cas des coronaropathies classiques. Les différentes complications du

diabète 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 II.[192, 193]

Cette complication se développe lentement et apparait généralement 10 à 20 ans

après la déclaration du diabète avec une protéinurie suivie d’une diminution progres-

sive du débit de filtration glomérulaire.[91] 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 l’endothélium vasculaire, la lame

basale, qui est la membrane protéique servant de support aux cellules endothéliales,[194]

et les podocytes conduisent à la fragilisation de la barrière glomérulaire ce qui conduit

à la protéinurie.[195] La réponse initiale de l’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 à tous les glomérules il

conduit à une insuffisance rénale chronique terminale.[91] Lorsque la protéinurie de-

vient trop importante elle peut entrainer une hypoprotéinémie qui va mener à un flux

d’eau des vaisseaux vers les tissus interstitiels en raison de la baisse de la pression

oncotique, c’est à dire la pression exercée sur l’eau par la différence de concentration

en protéines entre le plasma et les tissus environnants.[196] Ce phénomène contribue

à former des épanchements et des œdèmes, en particulier dans les chevilles. La perte

du débit de filtration peut mener à une urémie en absence de traitement adapté, c’est

une condition fatale causée par l’excès de déchets azotés dans la circulation.[197] La

néphropathie diabétique représente une part importante des mises en dialyse et est un

facteur de risque pour les complications macrovasculaires du diabète.[169, 172]

Neuropathie La neuropathie est une complication affectant plus de la moitié des indi-

vidus diabétiques. Elle est due à la dégénérescence des fibres nerveuses périphériques

qui fait suite à celle des petits vaissaux irrigant les nerfs.[198] Les dégâts causés par

les mécanismes liés au contrôle de la glycémie provoquent l’épaississement de la lame

basale et une hyperplasie des cellules endothéliales des vaisseaux, ce qui débouche sur

une perte de capacité de diffusion de l’oxygène. Les nerfs les plus touchés sont les

nerfs périphériques sensoriels et moteurs ainsi que le système nerveux autonome bien

que plus rarement. Ce phénomène touche plus particulièrement 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 l’allodynie.[91] Ces phénomènes conduisent à une perte de précision

motrice débouchant sur un risque de chute et de blessure accru.[199] L’altération de la

fonction sensorielle peut engendrer des douleurs chroniques diminuant la qualité de vie.

De plus le risque accru de blessure couplé à une immunité et capacité de régénération

diminuée augmente fortement le risque de gangrène des membres concernés, le diabète

étant d’ailleurs associé à un risque accru d’amputation des membres inférieurs.[200] La

dégénérescence du système nerveux autonome est associé à des dysfonctionnements
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du tube digestif.[201]

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

jeure de cécité chez les moins de 70 ans.[202, 203] C’est une complication qui évolue sur

une longue durée et qui se manifeste en deux étapes, la première étant appelée ”non-

proliférative” et la seconde ”proliférative”. Les dégâts subits par les petites artères

de la rétine, en particulier ceux causés par l’hyperglycémie, sont à l’origine de cette

complication.[91] Au stade non-prolifératif, l’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 barrière hémato-rétinienne.[204] L’œil

étant un organe immuno-privilégié, la barrière hémato-rétinienne permet d’empêcher

l’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.[205] À ce stade de la maladie, il n’y a pas

de perte de vision remarquable. Les dégâts sur les petits vaisseaux peuvent amener à

leur occlusion et sont fortement associés à une évolution vers le stade supérieur. Au

stade prolifératif, l’état hypoxique provoque la libération de facteurs entrainant une

néo-vascularisation tels que le VEGF,[202] ce qui engendre la formation de nouveaux

vaisseaux vont être formés sur la face antérieure de la rétine. Les vaisseaux fragilisés

et les nouveaux vaisseaux également fragiles peuvent céder et provoquer un œdème

rétinien qui va endommager la vision. Cette néovascularisation engendre également des

changements de l’architecture de la rétine et peut mener à la formation d’une mem-

brane fibrovasculaire,[91] en suit un risque de décollement de la rétine. La conséquence

à long terme de la rétinopathie est une dégénérescence maculaire aboutissant à la

perte de la vue.

Complications macrovasculaires Les complications macrovasculaires sont dues au dys-

fonctionnement des cellules endothéliales des artères. Ces dysfonctionnement affectent

la production de NO et d’angiotensine II (ANG II) et favorisent l’adhésion des ma-

crophages et des lymphocytes.[91] Dans le cas du diabète de type I, les complications

macrovasculaires sont souvent accompagnées par une néphropathie qui contribue à ces

dysfonctionnements en augmentant le risque d’hypertension.[172] La perte de la fonc-

tion régulatrice des cellules endothéliales, l’augmentation de la perméabilité, l’activité

pro-inflammatoire et l’augmentation de la pression artérielle accélèrent la formation

de la plaque d’athérome. Il en résulte que les diabétiques présentent un risque élevé

de développer des maladies cardiovasculaires. Près de la moitié des décès chez les

diabétiques sont dus à 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
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des maladies cardiovasculaires en plus du diabète, tels que l’obésité, l’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 régulièrement mentionné dans le développement des

maladies cardiovasculaires. Il a déjà été montré que la néphropathie est une complication cou-

rante du diabète et que celle-ci mène à un risque accru de complication macrovasculaire.[171]

Cependant la perte de fonction rénale est également associée au risque de maladie cardiovas-

culaire dans un contexte non-diabétique.[207] Les mécanismes impliqués ne sont pas encore

complètement connus mais plusieurs hypothèses ont été mises en avant. Il est cependant

nécessaire de présenter l’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 artère rénale et est connecté à un uretère servant à conduire l’urine produite

vers la vessie.[196] Le rein est également parcouru par le plexus rénal qui le relie au système

nerveux sympathique.[208] L’artère rénale pénètre dans le rein et se sépare en plusieurs em-

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 l’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.[208] 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.[196] La médullaire est organisée en structures coniques ap-

pelées pyramides de Malpighi. Entre ces pyramides, le cortex forme des projections appelées

colonnes rénales.[208]

Le néphron est l’unité fonctionnelle du rein et un rein en contient près d’un million.[196]

Leur anatomie générale est présentée dans la figure 8. Le néphron s’étend du cortex à la

médullaire en formant une boucle qui remonte ensuite vers le cortex. Il existe chez l’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.[196] Le néphron est constitué de deux parties, le corpuscule rénal situé dans le

cortex et le tubule rénal formant le reste de la boucle.[196] Les tubules rénaux de plusieurs

néphrons convergent vers un canal collecteur qui traverse la pyramide de Malpighi jusqu’à

son sommet. Les sommets des pyramides débouchent sur les calices qui récoltent l’urine et

l’amènent vers une structure en entonnoir appelée le bassinet. Le bassinet devient ensuite

l’uretère. Le corpuscule rénal est divisé en deux pôles, le pôle vasculaire qui inclue le glomérule

et le pôle urinaire qui inclue la capsule de Bowman. Le corpuscule rénal reçoit le sang de

l’artériole afférente qui le quitte ensuite par l’artériole efférente. L’artériole afférente a cepen-

dant un diamètre plus large que l’artériole efférente ce qui génère une différence de débit.[208]

Le glomérule : Le glomérule est composé d’un nœud de petits capillaires possédant de

larges fenestrations (50 à 100 nanomètres) sans diaphragmes,[209] les cellules épithéliales

reposent sur une lame basale composé de collagène IV, de laminine et de sulfate

d’héparane, une molécule chargée négativement.[210] L’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 confèrent une capa-

cité contractile. Elles produisent également des protéines de la matrice extracellulaire

comme le collagène IV et la laminine et ont une activité phagocytaire.[211]

Capsule de Bowman : La capsule entoure entièrement 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 contrôler la taille des ouvertures. La surface des pédicelles exprime des intégrines

qui leur permettent de se fixer à la lame basale des capillaires grâce à la laminine.[209]

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

meuses. L’espace à l’intérieur de la capsule de Bowman est appelé espace de Bowman,

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

sur le tubule rénal.[208]

Les fenestrations des capillaires, la lame basale et les pédicelles forment la barrière glomérulaire

qui sépare le pôle vasculaire du pôle 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, l’anse de Henle et

le tube contourné distal.[196] Le tubule rénal est parcouru par des capillaires péritubulaires et

le sens de circulation dans le tubule se fait à 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 lumière du tube. Ces cellules sont également riches en

mitochondries, qui sont concentrées dans le pôle basal. Les cellules du tube contourné

proximal expriment des cotransporteurs sodium/glucose, sodium/acides aminés mais

aussi des échangeurs sodium/potassium.[196]

L’anse de Henle : L’anse de Henle est une structure en épingle qui forme l’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, l’anse descendante et l’anse ascen-

dante. L’anse descendante est riche en aquaporines ce qui lui confère une importante

perméabilité à l’eau mais n’exprime pas de transporteurs pour les électrolytes et les

petites molécules. La partie inférieure de l’anse ascendante est couverte de cellules

épithéliales fines qui n’expriment pas d’aquaporines et ne sont donc que très peu

perméables à l’eau tandis que la partie supérieure de l’anse est couverte de cellules

épithéliales plus épaisses qui n’expriment également pas d’aquaporines mais présentent

des transporteurs pour différents électrolytes.[196]

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 à 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 possèdent elles aussi

des récepteurs à la vasopressine.
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Figure 8 Anatomie d’un néphron. L’artériole afférente (1) pénètre dans la capsule de Bowman
(3) et se divise en un nœud 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 pénètre ensuite le tubule rénal
en passant par le tube contourné proximal (5) et continue vers l’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 rôle 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 à fait partie du néphron mais joue un rôle dans la filtration.
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6.2 La fonction rénale

La fonction principale du rein est l’épuration du sang et un rein est capable de filtrer jus-

qu’à 180 litres de plasma par jour.[196] Cette fonction est assurée par les néphrons et consiste

en quatre mécanismes qui sont la filtration du plasma, la réabsorption des solutés et de l’eau,

la sécrétion des éléments indésirables et l’excrétion du produit final. La fonction du néphron

est importante pour le maintient de l’osmolalité, le maintient de l’équilibre acido-basique, la

régulation de la pression artérielle et la clairance des toxines.[196] Chaque compartiment du

néphron présenté ci-dessus joue un rôle dans un des processus de l’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 l’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’uretère afin qu’il soit excrété.[196]

Le filtration : La filtration a lieu dans le corpuscule rénal. Durant cette étape le plasma

passe du compartiment vasculaire à l’espace de Bowman grâce à la pression des

capillaires du glomérule qui force le plasma à 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 cinquième du plasma traversant le glomérule est filtré,

le reste continuant dans les artérioles efférentes puis les capillaires péritubulaires. La

barrière glomérulaire permet de séparer le plasma des cellules, plaquettes et protéines

grâce à la charge négative de la lame basale et les diaphragmes formés par les podocytes.[209]

Le filtrat brut recueilli dans l’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 l’ultrafiltrat telles que le glucose, les acides aminés et les électrolytes, les

molécules réabsorbées regagnent ensuite la circulation via les capillaires péritubulaires.[196]

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 l’ATP. Ce transport peut être 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.[196] Les deux tiers du volume du filtrat sont réabsorbés dans le tube contourné

proximal par diffusion. Cette diffusion est permise grâce à 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 pôle basal des cel-

lules du tube vers le milieu interne. Les ions chlorures suivent les ions sodium par
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attraction électrique et l’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 où un milieu hypertonique est créé grâce à l’anse de Henle.[196] La circulation

à contre courant au niveau de l’anse est importante pour ce phénomène puisque les

capillaires péritubulaires récupèrent le sel transporté activement depuis l’anse ascen-

dante imperméable à l’eau. Ceci permet de créer un plasma hypertonique qui circule

à contre courant du filtrat et remonte alors vers l’anse descendante perméable, ce

qui permet à l’eau de diffuser vers les capillaires. Dans ce système, plus l’anse est

longue plus le gradient créé est important.[196] Ce phénomène est amplifié par l’urée

qui peut également diffuser depuis l’anse descendante.[212] Le filtrat qui quitte l’anse

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

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

cependant dépendante de la vasopressine qui stimule l’expression des aquaporines.[196]

La réabsorption du sodium est également partiellement modulée par l’aldostérone et

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

calcium.[196] Ces mécanismes peuvent également être partiellement régulés par des

hormones comme la parathormone ou le calcitriol.[196]

La sécrétion : La sécrétion est un processus similaire à 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 l’organisme

mais aussi des molécules exogènes et peut se faire par diffusion ou par transport actif.

Les molécules sécrétées sont notamment l’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, l’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 uretères puis la vessie

pour être enfin excrété. L’urine est nettement plus concentrée que le plasma et ceci

est principalement dû aux néphron juxtamédullaires. L’urine contient principalement

de l’urée, de l’acide nucléique et d’autres acides, ce qui en fait une solution nettement

plus acide que le plasma mais aussi des molécules exogènes aux origines diverses.[196]

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

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

de maintenir l’osmolalité de l’organisme, c’est à 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.[196] Le rein participe également à la régulation de la pression artérielle car

il contrôle le volume de plasma circulant, notamment via le système rénine-angiotensine

qui régule la réabsorption du sel et donc de l’eau par osmose.[196] Enfin, le rein participe

également au maintient de l’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 grâce à 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.[196] Le

rein possède également des fonctions n’ayant pas de rapport avec sa capacité d’épuration du

sang, comme la production d’érythropöıétine mais produit également des molécules et des

hormones régulant sa propre fonction, comme la rénine.[196] L’ensemble des fonctions physio-

logiques du néphron est présenté dans la figure 10. La fonction du néphron est représentée

par deux paramètres 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 qu’une partie

ou la totalité des néphrons ne filtrent pas de plasma. Cette donnée peut être mesurée à

l’aide de marqueurs physiologiques ou estimée à partir de relevés sanguins.[215] Le second pa-

ramètre est la protéinurie, qui représente la quantité de protéines présentes dans l’urine. On

utilise également l’albuminurie à la place, l’albumine étant la protéine la plus présente dans

le plasma. La protéinurie représente l’état des néphrons encore capables de filtrer le plasma,

ou plus précisément l’état de leur barrière glomérulaire. C’est un marqueur d’une maladie

appelée syndrome néphrotique.[216] Ces deux paramètres sont couramment utilisés ensemble

mais sont des marqueurs de maladies rénales distincts et ne sont parfois pas associés.
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té
s

(g
lu

co
se

,
ac

id
es

am
in

és
,

se
l,

ca
lc

iu
m

,
p

ot
a
ss

iu
m

)
so

n
t

ré
ab

so
rb

és
p

a
r

le
tu

b
e

co
n
to

u
rn

é
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ré
a
b

so
rp

ti
o
n

p
eu

t
êt

re
p

ar
ti

el
le

m
en

t
ou

en
ti

èr
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ôl
ée

p
ar

d
iff

ér
en

te
s

h
or

m
on

es
co

m
m

e
l’

an
gi

ot
en

si
n

e
II

(A
T

II
),

l’
al

d
os

té
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6.3 Rôle dans les maladies cardiovasculaires

Comme nous l’avons vu précédemment, la fonction rénale joue un rôle important dans

le maintien de l’hémodynamique via plusieurs mécanismes. Le rein entretient une relation

interdépendante avec le cœur et la dysfonction d’un des deux organes peut mener à 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 très variés.[217] Il a d’abord été constaté grâce à 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.[218, 120] De même, plusieurs études ont relié le syndrome néphrotique au risque

de thrombose veineuse,[219] les patients touchés par le syndrome néphrotique présentant aussi

des taux diminués d’antithrombine.[220] Le débit de filtration glomérulaire a également été

associé à un risque accru de coronaropathie ainsi qu’à des événements plus sévères.[221] Plu-

sieurs hypothèses ont été avancées pour expliquer le lien entre la fonction rénale et le risque

de maladie cardiovasculaire. Tout d’abord le rein participe à la régulation de la pression

artérielle en contrôlant 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, 33]

Le rein participe également à la régulation du taux d’électrolytes dans la circulation, no-

tamment du calcium. Or en cas de maladie rénale chronique, le calcium en excès ne peut

être sécrété et pourrait participer à la calcification des tissus vasculaires et des plaques

d’athérome, ce qui les fragilise.[12, 223] Ce phénomène pourrait expliquer la sévérité accrue

des événements coronariens chez les patients atteints de maladie rénale chronique. Le rein

participe au métabolisme de l’homocystéine en sécrétant l’homocystéine en excès,[135] présente

dans la circulation en excès, cette molécule dérivée d’un acide aminé possède des propriétés

oxydantes et pourrait endommager les cellules endothéliales lorsqu’elle est présente en trop

grande quantité.[136] Ceci pourrait avoir un effet pro-inflammatoire et fragiliser la plaque

d’athérome. L’hyperhomocystéinémie est associée au risque de thrombose veineuse mais

aussi au risque de maladie coronarienne et d’accident vasculaire-cérébral.[136] Dans le cas

du syndrome néphrotique, la protéinurie pourrait causer la perte de protéines antithrom-

botiques comme l’antithrombine,[220] ce qui favorise la réaction de coagulation, le syndrome

néphrotique a déjà été associé à la thrombose veineuse[219] 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’érythropöıétine. En cas de ma-

ladie rénale chronique, le rein n’est plus capable de produire l’hormone en quantité suffisante

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

chronique.[224] Les patients en anémie présentent un risque d’événement aigu accru en cas de

maladie coronarienne.[225] Malgré toutes ces hypothèses 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.[226] De

même, le rein est associé à 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 à effet ne sont pas suffisamment nombreux. En effet bien que la protéinurie

soit associée à une déficience en antithrombine, on ne sait pas pour quelle raison l’antithrom-

bine est affectée mais pas les autres facteurs de l’hémostase. De même 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

même 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

à 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

diabète, le surpoids ou même la pression artérielle. Il est donc difficile avec les donnés en

notre possession d’établir des relations de cause à effet claires entre les différents événements

mais nous verrons par la suite comment apporter des éléments de réponse à ces questions

grâce à l’approche génétique.

7 Objectifs

J’ai présenté plus haut tous les acteurs de l’étude et il est temps de s’intéresser au sujet

de mon travail. Nous avons vu que tous les acteurs présentés plus haut, à savoir, les maladies

cardiovasculaires, en particulier les coronaropathies et la thrombose veineuse, le diabète 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

être 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 l’identification de marqueurs

génétiques du risque de coronaropathie et une approche différente où je tente d’utiliser des

marqueurs de la fonction rénale pour estimer le risque de thrombose veineuse en fonction de

l’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 l’avons vu avant, les

coronaropathies sont les maladies cardiovasculaires les plus fréquentes et sont responsables

de plusieurs millions de décès chaque année. Le risque de développer une coronaropathie

est influencé par une multitude de facteurs environnementaux et génétiques qui on déjà été

présentés. Le diabète fait partie de ces facteurs de risque, à plus forte raison lorsque ce diabète

est combiné à une néphropathie diabétique. Le diabète double approximativement le risque

de développer une maladie coronarienne.[36, 172] Cependant, le diabète de type I est un cas

particulier en ce qui concerne le développement des coronaropathies. Chez le diabétique de

type I, les facteurs de risque principaux sont le manque de contrôle de la glycémie et la

néphropathie diabétique.[91, 172] Les coronaropathies dans le contexte du diabète de type I

semblent dépendre de mécanismes physiopathologiques distincts et on pourrait être amené à

penser que des marqueurs de risque génétique spécifiques pourraient exister pour ce cas. Ce-

pendant, si des marqueurs génétiques spécifiques aux complications coronariennes du diabète

de type I existent, il est peu vraisemblable qu’ils puissent être mis en évidence par une étude

sur la population générale lorsqu’on considère la prévalence du diabète de type I.

Au commencement de ma thèse, aucune étude d’association pan-génomique sur les complica-

tions coronariennes du diabète de type I n’avait été menée mais des éléments suggèraient tout

de même une composante génétique affectant le risque de complication macrovasculaire chez

les patients diabétiques de type I.[228] De la même façon pour la néphropathie diabétique,

bien qu’il existe des études montrant une ségrégation familiale de la complication suggérant

une composante génétique,[186] les études d’association n’ont pu trouver que très peu de can-

didats. Le mécanisme derrière le lien entre la néphropathie diabétique et les complication

macrovasculaires du diabète 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 être 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 l’association
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entre les marqueurs génétiques des coronaropathies déjà identifiés dans la population générale

dans le contexte particulier du diabète de type I. Pour cela, j’ai mené une étude d’associa-

tion pan-génomique sur un groupe composé entièrement de patients diabétiques de type I, en

séparant les individus avec et sans maladie coronarienne et en tenant compte de la présence ou

de l’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 diabète.

7.2 Relation entre la fonction rénale et la thrombose veineuse

Le second sujet présenté est une étude de l’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

tôt montrent tout de même qu’il s’agit d’une maladie fréquente. Le risque de développer la

maladie est dépendant de plusieurs facteurs environnementaux déjà présentés mais aussi de

facteurs génétiques ayant des effets plus ou moins importants entrainant souvent un dysfonc-

tionnement dans la cascade de coagulation.[100, 81]

Dans cette étude, je m’intéresse en particulier à un facteur de risque qui est la fonction rénale

qu’un faisceau de preuves relie au risque de thrombose veineuse.[219, 218] Pourtant, le lien entre

la fonction rénale et le risque de thrombose veineuse n’est pas clairement élucidé. En effet,

comme nous l’avons vu plusieurs études épidémiologiques font état d’une association entre

le débit de filtration glomérulaire et le risque de thrombose veineuse.[218] Cependant le lien

de causalité n’a pas été examiné à ce jour et ces études ne peuvent pas prendre en compte

le rôle de certains facteurs de confusion comme le statut diabétique, l’obésité ou la pression

artérielle. Afin de mieux aborder la question du lien de causalité et le problème 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 à partir des résultats de plusieurs études d’association pan-génomiques sur

le débit de filtration glomérulaire réalisées dans différentes cohortes.[229, 230, 231, 232] Les 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 à la naissance et permettre de fixer la direction du lien

de causalité. De plus l’utilisation de marqueurs génétiques permet également d’atténuer l’effet

de certains facteurs de confusion car si on considère 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 l’étude de
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l’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 l’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 hypothèses reliant la fonction rénale à la

quantité de certains facteurs de l’hémostase dans la circulation, notamment l’antithrombine,

le facteur VIII et le facteur de von Willebrand, qui avaient déjà 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. Premièrement, on cherche à déterminer s’il

existe un profil génétique spécifique au contexte diabétique du risque de développer une ma-

ladie cardiovasculaire. Ici, le choix de l’approche génétique prend tout son sens, la génétique

étant la science des gènes, de leurs variations et de l’hérédité des caractères. Deuxièmement,

nous cherchons à exposer le rôle des complications rénales dans le développement des maladies

cardiovasculaires, et la génétique est également pertinente dans ce cas là 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 l’étude des pa-

thologies complexes qui est très complémentaire avec les approches d’épidémiologie classique

et de biologie moléculaire et cellulaire. La génétique s’enrichit des résultats et des méthodes

de l’épidémiologie classique et permet d’apporter des éléments de réponse sur l’héritabilité

et la répartition des pathologies au sein de la population.[1] La génétique s’intègre également

très bien avec la biologie cellulaire et moléculaire pour élucider le mécanisme d’action derrière

la pathologie. L’approche employée dans ce manuscrit est une approche centrée sur l’étude

de la génétique dans les populations, plus particulièrement l’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 l’épidémiologie génétique. Dans cette partie, l’objectif est de présenter la

discipline, expliquer son intérêt et présenter les outils et les méthodes mises en œuvre 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 20ème siècle avec

la redécouverte des travaux de Gregor Mendel, le terme de ”génétique” est cependant ap-

paru au 19ème siècle et a été attribué à Imre Festetics.[233] Cependant la démarche initiale de

la génétique classique était une approche fonctionnelle, centrée sur l’étude des mécanismes

de l’hérédité. Ce n’est que vers les années 70, avec le développement du séquençage San-

ger et à la découverte des polymorphismes génétiques que la génétique va faire sa ren-

43



Matériel & méthodes L’approche épidémiologique

contre avec l’épidémiologie. Le développement des puces à 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.[234, 235] L’épidémiologie génétique a dans un premier temps traité de

l’héritabilité des caractères, 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 l’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 l’étude de la distribution

des caractères génétiques au sein des grandes populations et de l’estimation du risque as-

socié à ces caractères, les méthodes d’analyse restent cependant assez proches de celles de

l’épidémiologie classique. Les études d’épidémiologie génétique peuvent être organisées de

nombreuses manières différentes, cependant dans ce manuscrit nous ne nous intéresseront

qu’aux études d’association. L’épidémiologie génétique s’attache à répondre à trois types de

questions :

1 Établir l’existence d’une composante génétique contribuant à une maladie.

2 Estimer l’effet de cette composante génétique sur le risque de développer la maladie.

3 Identifier les gènes 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 dernières 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 l’approche cas-témoin. Nous verrons cependant qu’il est

nécessaire de suivre plusieurs étapes de contrôle de qualité à la fois dans la composition de

l’échantillon, la sélection des marqueurs génétiques et l’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 grâce au développement

des biopuces et d’ordinateurs capables d’effectuer de plus en plus d’opérations rapidement,

l’outil informatique est d’ailleurs absolument nécessaire pour réaliser une GWAS. La première
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GWAS publiée date de 2005[236] 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 caractère biologique, elles peuvent être transversales ou longitudinales.

Il s’agit d’un approche näıve opposée aux études basées sur des gènes candidats puisqu’il

n’y a pas de sélection des variations basée sur la fonction des gènes proches, cette approche

permet d’être particulièrement exhaustif dans l’identification des variations associées à la

condition étudiée.[237] De plus, la grande taille des échantillon permet d’avoir une forte puis-

sance statistique et d’identifier un grand nombre de variations même lorsqu’elles ont des

effets modestes.[238] Tout ceci rend les GWASes particulièrement utiles pour l’étude de la

génétique des maladies complexes où plusieurs variations avec des effets faibles contribuent

au risque. Les SNPs utilisés dans les GWASes sont généralement obtenus par un génotypage

à l’aide d’une biopuce à ADN suivi par une imputation des SNPs absents sur la biopuce. Les

SNPs choisis pour l’étude sont issus de biobanques telles que HapMap[239] et sont choisis de

manière à couvrir l’ensemble du génome. Avant l’analyse, on choisi pour chaque SNP quel

sera l’allèle testé et on détermine sous quel modèle l’analyse sera effectuée. On choisi alors

entre modèle additif, modèle dominant ou modèle récessif. Dans le modèle additif, on compte

la somme des allèles à tester tandis que dans un modèle dominant on compare les individus

ayant au moins un allèle à tester aux autres, à l’inverse dans un modèle récessif on compare

les individus ayant deux allèles à 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 l’effet est souvent rapportée sous la forme

d’un odds ratio tandis que la force du signal est indiquée par une p-value.[237] La GWAS

possède cependant quelques limites. D’abord la GWAS ne permet pas d’identifier directe-

ment les SNPs causaux mais des SNPs situés à proximité de la vraie variation causale.[238]

Ensuite, l’analyse individuelle de chaque SNP ne permet pas d’identifier les phénomènes

d’épistasie,[240] c’est à dire les interactions entre plusieurs variations qui modifient l’effet in-

dividuel de chacune d’entre elles. La grande taille des échantillons augmente le risque d’avoir

des échantillons peu homogènes et il est alors nécessaire de contrôler la présence de sous-

structures dans la population d’étude.[241] L’hétérogénéité de l’échantillon est susceptible de

créer des associations fausses entre les SNPs testés et les phénotypes étudiés.[237] Enfin, le

grand nombre de SNPs testés fait que la proportion de faux-positifs est élevée. Il est donc

nécessaire de prendre en compte l’effet des tests multiples.[237] Malgré tout cela la GWAS

est un outil puissant pour identifier des gènes impliqués dans la composante génétique d’une

pathologie et constitue donc une approche adaptée à nos objectifs.
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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, l’étude cas-témoin. Il s’agit ici de comparer

un groupe de cas, des individus étant atteints de la maladie ou du trait étudié à un groupe

témoin qui peut soit être 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

témoin afin de gagner en puissance statistique.[242] Il est important que le groupe témoin et le

groupe cas soient issus de la même 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 à respecter mais si le

nombre de cas est faible il peut être utile d’augmenter le nombre de témoins afin d’augmenter

la puissance de l’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, ı̂les

Britanniques, Allemagne) ou d’Amérique du Nord (Canada, États-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 premières 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 français ayant un diabète de type 1 depuis au moins 15
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ans au moment de l’inclusion. Le diabète de type 1 est défini par un diagnostic avant 35 ans

et une prise d’insuline définitive dans l’année suivant le premier diagnostic. La néphropathie

diabétique a été définie par un taux d’excrétion d’albumine supérieur à 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.[244]

Steno

Steno est une cohorte de 868 patients danois diabétiques de type 1 recrutés au Steno Diabetes

center à Copenhague au Danemark. Le diabète a été défini comme de type 1 par un diag-

nostic avant 35 ans et le démarrage d’une thérapie à l’insuline définitive moins d’un an après

le premier diagnostic. La néphropathie diabétique a été définie par une albuminurie persis-

tante (supérieure à 300mg par 24 heures) sur deux mesures parmi trois mesures consécutives,

la présence d’une rétinopathie et l’absence d’autres maladies rénales ou du canal urinaire.

L’absence de néphropathie diabétique a été définie par une normoalbuminurie persistante

(inférieure à 300mg par 24 heures) après 15 ans de diabète, sans traitement avec des inhi-

biteurs de l’ECA ou d’antagonistes des récepteurs de l’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.[245]

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

ı̂les Britanniques. Tous les patients ont été diagnostiqués avec un diabète 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 diabète de type 1 sans antécédents de

coronaropathie. Les caractéristiques des patients d’UK-ROI sont présentées dans le tableau

2A.[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 âgés de 13 à 39 ans

recrutés entre 1983 et 1989 dans 21 cliniques réparties dans plusieurs états des États-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

première phase avaient un diabète 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

deuxième phase avaient un diabète de type 1 déclaré depuis au moins 1 an et jusqu’à 15 ans

au maximum et présentaient des signes de rétinopathie non-proliférative légère. 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 diabète 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 à 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 âgés de 19

à 56 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 diabète de type 1 avant 17 ans, recrutés entre 1986 et 1988 à l’hôpital

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 diabète de type 1 avant 31 ans et ayant commencé une thérapie à l’insuline un

an après 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 l’université George Washington et le Joslin Diabetes Center aux États-Unis. Les

caractéristiques de GoKinD sont disponibles dans le tableau 2B.[245]

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 artères coronaires, angine de poitrine...) tandis que le groupe témoin était

composé de patients diabétiques sans antécédents de coronaropathies.

Mesures à l’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

Âge au recrutement* (années) 27 (7)† 26 (11)† 36 (9)† 27 (8)† 37 (9)†
Durée du diabète* (années) 6 (4)† 12 (9) 23 (9)† 19 (8)† 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’évènements (%).
†P-value d’association ≤ 0.05 avec CVD dans un modèle logistique.

Travail sur la fonction rénale et la thrombose veineuse

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

rénale sur le risque de thrombose veineuse à l’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 à Marseille. Ces patients ont tous été recrutés entre janvier 1994 et octobre 2005 après

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 MARTHA08 et MARTHA10, qui ont été génotypés sur deux puces différentes.

Les caractéristiques des patients de MARTHA sont présentées dans le tableau 2C.[250]

MARTHA

N=1542

Âge moyen (σ) 46,99 (15,27)

Sexe (% femmes) 66,1

IMC moyen, kg/m2 (σ) 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 (%)

A1 55

A1B 4

A2 6

B 12

O 23

aPTT* (σ) 31,40 (3,33)

Intervale 21,2-43,3

FVIIIc (σ) 134,44 (51,18)

Intervale 43,0-434,0

vWF (σ) 152,50 (66,56)

Intervale 41,0-506,0

Tableau 2C Caractéristiques générales de l’étude MARTHA.

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

Early 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

Âge moyen en années(σ) 36 (9)

Sexe (hommes/femmes) 250/203

Porteurs hétérozygotes de FV (%) 18,3

Porteurs hétérozygotes de FII (%) 7,1

Tableau 2D Caractéristiques générales de l’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 à 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 FV 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

Âge médian en années 49,7

(5ème - 95ème percentiles) (25,9-67,8)

Sexe (% femmes) 54

IMC médian, kg/m2 26,2

(5ème - 95ème percentiles) (20,1-35,5)

Immobilisation* (%) 38,6

FV Leiden (%) 15,8

groupe sanguin non-O (%) 71,2

FVIII médian en IU/dL 154

(5ème - 95ème percentiles) (83-280)

Facteur IX médian en IU/dL 108

(5ème - 95ème percentiles) (80-144)

vWF** médian en IU/dL 138

(5ème - 95ème percentiles) (75-255)

Thrombose veineuse profonde seule (%) 57,5

Embolie pulmonaire (%) 42,5

Tableau 2E Caractéristiques générales de l’étude MEGA.
*Alité pendant au moins 4 jours, chirurgie ou hospitalisation dans l’année précédant l’inclusion.
**Facteur de von Willebrand.

Trois Cités

Les Trois Cités (3C) est une cohorte initialement conçue pour étudier le lien entre les maladies

vasculaires et la démence. Les participants sont Français et ont été recrutés dans les villes

de Bordeaux, Montpellier et Dijon.[253] 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 homogène 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.[254] Un

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

Autres cohortes

La cohorte présentée ci-dessous a été employée pour effectuer des analyses complémentaires

pour les deux projets présentés plus tôt mais aussi pour des analyses secondaires sur des

projets indirectement liés à ma thèse.

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 à 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 l’espace vasculaire dans

au moins une des artères coronaires majeures.[255]

1.3 Mesurer les variables biologiques

Les grandes études d’association génétiques nécessitent la mesure de variables biologiques

qui vont être testées ou être utilisées en tant que variables explicatives. Ces variables peuvent

être mesurées à partir de prélèvements sanguins ou d’échantillons urinaires ou bien être obte-

nues par des mesures de paramètres physiologiques ou morphologiques. Tous les paramètres

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 à la formule établie par
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Adolphe Quetelet[256] qui est la suivante :

IMC =
masse

taille2

Avec la masse exprimée en kilogrammes et la taille en mètres. L’IMC est utilisé pour établir

l’obésité de la manière suggérée par l’organisation mondiale de la santé[257] :

IMC<18.5 Maigreur.

18.5≤IMC<25 Corpulence normale.

25≤IMC<30 Surpoids.

30≤IMC<35 Obésité modérée.

35≤IMC<40 Obésité sévère.

40≤IMC Obésité morbide.

Bien que l’IMC ne soit pas le marqueur d’obésité le plus performant[258], il reste un marqueur

efficace de mortalité et des morbidités associées à l’obésité.[259, 260, 261]

Plusieurs métabolites, protéines et marqueurs physiologiques ont été mesurés à partir de

prélèvements 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.[262] La présence d’albumine dans l’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 l’urine est dosée par colorimétrie

à l’aide de bleu de bromophénol, la gravité de l’albuminurie est divisée en trois catégories

suivant la quantité d’albumine présente dans l’urine[263].

A1 (albuminurie normale ou légère) ACR<30mg/g.

A2 (albuminurie modérée) 30mg/g≤ACR<300mg/g.

A3 (albuminurie sévère) ACR≥300mg/g.
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Créatinine

La créatinine est un métabolite libéré par les muscles dans la circulation et excrété dans

l’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 à partir des taux sanguins de cystatine C ou de créatinine. Il existe plusieurs

équations permettant d’obtenir l’eGFR et celles-ci prennent en compte plusieurs paramètres

tels que le sexe, l’âge ou l’ethnie des individus. Pour les travaux présentés, deux équations

ont été employées.

La première est la formule MDRD (Modification of Diet in Renal Disease)[265] qui nécessite

la créatinine sérique en mg/dL, l’âge, le sexe et l’ethnie et dont la formule est la suivante :

eGFR = 186 ∗ SCr−1,154 ∗ Âge
−0,203

∗ [1, 210 si origine africaine] ∗ [0, 742 si femme]

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

ration)[266], elle nécessite le sexe, l’âge et la créatinine sérique. La formule est la suivante :

eGFR = 141∗max(
SCr

k
, 1)a∗max(

SCr

k
, 1)−1,209∗[1, 159 si origine afircaine]∗[1, 018 si femme]

k

0, 7 si femme

0, 9 si homme
a

−0, 329 si femme

−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/1,73m2. L’eGFR a été utilisé afin d’établir l’existence ou

non de maladie rénale chronique. La maladie rénale chronique a été définie comme ayant

plusieurs paliers qui ont été définis de la manière suivante :
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Niveau de la maladie rénale chronique eGFR (mL/min/1.73m2)

niveau 0 ≥90

niveau 1 60-89

niveau 2 30-59

niveau 3 15-29

niveau 4 <15

Le niveau 0 correspond à une absence de maladie rénale chronique, le niveau 1 correspond

à une maladie rénale chronique légère, le niveau 2 à une maladie rénale chronique modérée,

le niveau 3 à une maladie rénale chronique sévère et le niveau 4 à une insuffisance rénale

chronique terminale (IRCT).

Hémoglobine glyquée

L’hémoglobine glyquée (HbA1c) correspond à la forme glyquée de l’hémoglobine et est uti-

lisée comme marqueur de la glycémie. L’HbA1c 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 à 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 à partir d’un prélèvement

sanguin servant a détecter des anomalies dans la voie intrinsèque 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 être 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 à observer la cinétique de la formation de thrombine après activation de la voie

de coagulation à l’aide d’un mélange de TF, de phospholipides et de chlorure de calcium. Le

temps de génération de thrombine est mesuré à l’aide d’un CAT assay qui utilise une molécule

fluorogène réactive à 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 à

être 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 endogène (ETP) qui correspond à la quantité thrombine
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pouvant être générée.[268]

Énumération 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 à l’aide d’un hémocytomètre,

dans lequel du sang est placé dans une chambre à la surface quadrillée. On peut alors compter

le nombre de cellules dans plusieurs segments et en déduire la concentration en cellules. Le

comptage peut être réalisé de manière automatique à l’aide d’un cytomètre 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 mm3 de sang.[269]

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, l’antithrombine, la PC, la PS, le fibrinogène, le TFPI,

le récepteur soluble à la protéine C (sEPCR), l’inhibiteur de la fibrinolyse activable par la

thrombine (TAFI) et les D-dimères. 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 à l’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, après 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 l’enzyme est ensuite ajouté et la quantité de la

protéine est estimée à partir de l’absorbance ou de l’intensité de la lumière dégagée.[270]

2 Acquisition des données génétiques

Les variations génétiques et l’expression des gènes peuvent être mesurées à l’aide de

biopuces. Les biopuces regroupent un ensemble de technologies permettant d’analyser les

séquences ADN avec un très haut débit et d’obtenir des informations sur les SNPs, l’ex-

pression des gènes ou encore les marques épigénétiques. Le fonctionnement des biopuces

s’appuie sur les propriétés d’hybridation du brin d’ADN. Pour rappel, l’ADN est organisé

en double hélice et les deux brins sont composés de nucléotides qui s’associent en paires

complémentaires, l’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 manière 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 conçues spécifiquement pour être complémentaires avec les séquences d’intérêt

qui vont être analysées. L’ADN de l’échantillon biologique est préalablement fragmenté puis

marqué à l’aide de fluorochromes, des molécules émettant de la lumière après excitation à

l’aide d’un laser. L’ADN de l’échantillon est mis en contact avec la biopuce et les séquences

complémentaires aux sondes vont s’y fixer. Après 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 même.[271]

2.1 Les puces de génotypage

Les puces de génotypages sont spécifiquement conçues pour lire les SNPs et les courtes in-

sertions/délétions du génome. Le panel de SNPs analysés est déterminé à l’aide d’un génome

de référence. Une biopuce à ADN est capable de génotyper plus d’un million de marqueurs

à la fois. On retrouve fréquemment deux types de puces, les puces solides où les sondes sont

fixées à une lame unique, c’est la représentation traditionnelle des puces à ADN, mais aussi

des bead arrays dans lesquelles chaque type de sonde est fixé à une micro-bille. Plusieurs

technologies de génotypage ont été développées, cependant, afin de rester simple je vais me

limiter à seulement présenter la technologie du constructeurs Illumina, présentée dans la Fi-

gure 10.[272]

Illumina utilise des bead arrays avec des sondes spécifiques de chaque SNP portées par

différentes billes. Chaque sonde est complémentaire à une séquence flanquante du SNP mais

ne comporte pas le SNP, à ces sondes sont ajoutés des oligonucléotides marqués avec différents

fluorochromes. Lorsque les fragments d’ADN de l’échantillon sont mis en contact avec les

sondes ils vont s’apparier aux sondes complémentaires sans que l’allèle du SNP n’influence

l’appariement sonde-fragment. Une fois la sonde et le fragment appariés, l’oligonucléotide

complémentaire à l’allèle du SNP va venir rallonger la sonde. Après lavage il ne reste que la

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

Illustration issue de l’article de LaFramboise, Nucleic Acids Res, 2009[272]

Le signal lumineux de chaque sonde est ensuite lu et les signaux lumineux pour chaque SNP

sont regroupés en deux paramètres Xi et Yi qui représentent l’intensité lumineuse des sondes

de chaque SNP pour l’allèle 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 σ des intensités lumineuses normalisées des allèles A et B :

σi = (
2

π
)× arctan

Yi
Xi

Chaque génotype AA, AB ou BB est ensuite représenté par un groupe de valeurs de σ. Pour

un SNP i, la proximité de σi à un des groupes permet d’interpréter le génotype. La distance

entre σi 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 Modèle SNPs génotypés cohortes testées

Illumina HumanCore Exome 12v1 542 585 Genesis/Genediab, Steno, UK-ROI

Illumina Human 1M 1 199 187 DCCT/EDIC

Illumina HumanOmni1-Quad 1 140 419 WESDR, EDC

Illumina HumanCore Exome v3 ∼500 000 CACTI, GoKinD

Illumina Human 660W-Quad beadchip 657 366 MARTHA, MEGA

Illumina 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 l’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 contrôle 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 contrôle 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 être apparentés ou

dont les caractères phénotypiques ont été mal renseignés et les SNPs pour lesquels l’attribu-

tion du génotype pourrait être incorrecte. Les individus peuvent être 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[274, 275] et GCTA un logiciel sous

licence GNU développé par Jian Yang disposant de l’outil GRM, très utilisé pour les analyses

de parenté entre les individus.[276] Ces deux logiciels offrent un large choix d’outils décrits

plus bas, permettant de réaliser toutes les opérations de contrôle qualité de mes travaux.

61
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Vérification du sexe

Le sexe est un paramètre crucial dans les études d’épidémiologie puisque, comme nous l’avons

vu avec les maladies cardiovasculaires, c’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 l’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 à partir des SNPs de la manière

suivante :

FSNP =
O − E
N − E

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

attendus sous l’hypothèse de l’équilibre de Hardy-Weinberg et N le nombre total de SNPs

utilisés.[275] Les individus ayant un coefficient de consanguinité inférieur à 0,20 sont considérés

comme des femmes tandis que ceux ayant un coefficient supérieur à 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 l’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 homogène, de plus les méthodes statistiques employées sont valides à

la condition que les individus soient indépendants. Si l’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 à

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 contrôler ces deux paramètres sont basés sur le même principe, la mesure

de l’identité par état (IBS). L’IBS est définie comme la moitié du nombre d’allèles partagés.

En conséquence si deux individus partagent 2, 1 ou aucun allèle sur un SNP donné, alors

l’IBS pour ce SNP sera de 1, 1/2 ou 0 respectivement. De là, 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 l’IBS à partir des fréquences alléliques p et q du SNP de la façon suivante :
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Matériel & méthodes L’analyse

p(IBS=0) 2p2q2

p(IBS=0,5) 1− (p4 + q4 + 6p2q2)

p(IBS=1) p4 + q4 + 4p2q2

À partir de ces information on peut en déduire que l’espérance de l’IBS pour des fréquences

alléliques données p et q s’exprime telle que :

1 + (p2 + q2)2

2

En supposant que les fréquences alléliques des SNPs testés soient uniformément réparties

entre 0 et 1, on en déduit que l’espérance de l’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 façon à

ce que la première composante explique le plus possible de la variance des observations et que

les composantes suivantes en expliquent une portion moindre de manière décroissante.[277]

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 premières composantes principales calculées sur les données d’IBS. En projetant les deux

premières composantes principales on obtient un nuage de points représentant les individus.

On peut alors identifier les sous-groupes de l’échantillon et les outliers. On peut alors exclure

les individus trop éloignés du centre du nuage de points (situés à plus de 4 écarts-types par

exemple), en itérant le processus une deuxième fois, pour homogénéiser l’échantillon. Pour

l’analyse de la parenté entre les individus, j’ai eu recours à l’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 l’IBS qui est définie de la manière suivante :

Ajk =
1

N

N∑
i=1

(xij − 2pi)(xik − 2pi)

2pi(1− pi)

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

on exclut donc un des individus du binôme.
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l’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 diplöıdes.

— 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 l’étude des populations humaines, les conditions de diplöıdie 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 manière homogène et que les individus se reproduisant sont

choisis de manière aléatoire. Le raison de l’hypothèse d’absence de différences de fréquences

alléliques dues au sexe, le principe ne peut être appliqué aux chromosomes sexuels. L’équilibre

d’Hardy-Weinberg ne s’applique pas non plus au chromosome mitochondrial car ce dernier

est polyplöıde. Toutes les conditions listées ne peuvent pas s’appliquer à une population réelle

mais le test d’équilibre d’Hardy-Weinberg a tout de même sa place dans les études d’asso-

ciations. Lorsque ces conditions sont remplies les fréquences des génotypes pAA, pAB et pBB

sont uniquement fonctions des fréquences alléliques p et q telles que :
pAA = p2

pAB = 2pq

pBB = q2

Avec p et q les fréquences des allèles A et B et q = 1 − p. Lorsque la distribution des

génotypes d’un SNP est conforme à cette distribution on dit que le SNP est à l’équilibre

d’Hardy-Weinberg.[278, 279] Un écart significatif de la distribution des génotypes à l’équilibre

d’Hardy-Weinberg peut être expliqué de plusieurs façons :

— Une stratification de la population.

— Une pression de sélection exercée sur le locus testé.

— Un écart à la panmixie.

— Un problème de génotypage.
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Dans tous les cas, il est préférable de retirer les SNPs non-conformes à l’équilibre d’Hardy-

Weinberg afin d’éviter les fausses associations. Pour tester l’équilibre d’Hardy-Weinberg, on

peut appliquer un test de χ2 d’adéquation au modèle dans lequel on compare la distribution

observée à la distribution attendue sous l’équilibre d’Hardy-Weinberg.[280] On récupère la

distribution des génotypes AA, AB et BB qui est telle que nAA + nAB + nBB = N et on la

compare aux effectifs attendus qui sont donc p2N , 2pqN et q2N . On peut alors calculer le

score de χ2 de la manière suivante :

χ2 =
(|nAA − p2N |)2

p2N
+

(|nAB − 2pqN |)2

2pqN
+

(|nBB − q2N |)2

q2N

Le score de χ2 est ensuite comparé à une distribution de χ2 à un degré de liberté et les

SNPs pour lesquels la distribution diffère significativement de la distribution attendue à

l’équilibre avec une p-value inférieure à 10-5 sont exclus de l’analyse. PLINK intègre des

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

3.2 L’imputation

Une fois les marqueurs génotypés et le contrôle qualité effectué, il est encore possible

d’améliorer la couverture de l’ensemble du génome en procédant à l’imputation des marqueurs

non-observés. L’imputation des marqueurs manquants repose sur l’existence de segments ha-

plotypiques partagés entre les individus hérités d’ancêtres communs. Il suffit donc d’identifier

les haplotypes existants dans la population et de comparer les marqueurs génotypés de chaque

individu à ces haplotypes. Les différents haplotypes ont été identifiés dans des populations de

référence qui servent de base de comparaison pour l’imputation. Les populations de référence

utilisées sont les populations du projet HapMap[239] ou celles du projet 1000 génomes,[281]

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

Les marqueurs de chaque individu génotypé sont comparés à l’ensemble des haplotypes pos-

sibles issus de la population de référence. Pour chaque marqueur, les haplotypes susceptibles

de posséder l’allèle porté par l’individu sont sélectionnés puis les marqueurs manquants chez

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

Illustration issue de l’article de Li, Annu Rev Genomics Hum Genet, 2009[282]

Dans les travaux présentés ici, l’imputation a été réalisée avec deux outils différents, IMPUTE2[283]

et MaCH.[284] IMPUTE2 fonctionne avec une méthode de Monte-Carlo par châınes de Markov

tandis que MaCH utilise un modèle de Markov caché mais les deux méthodes fonctionnent

sur le même principe, avec une première étape dans laquelle l’haplotype de chaque individu

est estimé à partir des SNPs génotypés et de l’ensemble des haplotypes de la population de

référence puis une seconde étape d’imputation des marqueurs manquants à partir de l’haplo-

type reconstitué.

3.3 Association pan-génomique

Une fois que les données sont préparées, il reste à passer à l’analyse statistique dans la-

quelle on va tester l’association entre les paramètres phénotypique d’intérêt et le génotype

des individus. Les études d’associations pan-génomiques peuvent être réalisées avec différents

tests, Mach2dat[284] 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 modèles 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 l’environnement R. Les

méta-analyses ont été réalisées avec l’extension ”rmeta” de R[285] et le logiciel de méta-analyse

METAL.[286] Les calculs de puissance statistique ont été réalisés à l’aide du logiciel CatS.[287]

Les modèles de régression

Les différentes études d’associations présentées dans ce manuscrit ont été réalisées à l’aide

de différents modèles de régression linéaire ou logistique. Une analyse de régression sert à

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 l’exis-

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

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 caractère testé mais on retrouve

souvent l’âge et le sexe. Les composantes principales décrivant la variabilité de l’échantillon

qui ont été présentées un peu avant sont également utilisées car elle permettent de contrôler

efficacement la stratification au sein de l’échantillon.[288] Le choix des variables à intégrer

dans le modèle peut être déterminé par des réalités biologiques mais il existe également des

outils mathématiques permettant de choisir les variables afin d’obtenir un modèle le plus

informatif possible que nous verrons par la suite. Un modèle de régression implique les trois

paramètres suivant :

— La variable expliquée Y .

— Les variables indépendantes X.

— Un vecteur de paramètres inconnus β.

Y est estimé par une fonction de X et β tel que Y ≈ f(X, β), cette approximation est notée

E(Y |X) = f(X, β), Y et X étant disponibles dans l’échantillon, il faut utiliser les données

pour estimer le vecteur de paramètres β. Il existe plusieurs critères nécessaires pour que le

modèle soit robuste :

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

— Les variables indépendantes doivent être 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 modèle de régression

linéaire prend la forme suivante :

yi = β0 + β1xi1 + ...+ βpxip + εi = XT
i β + ε i ∈ 1, ..., n

XT
i β étant le produit scalaire des vecteurs Xi = (xi1, ..., xip) et β = (β0, ..., βp), l’ensemble

des n équations est regroupé sous le terme y = Xβ+ε. Les paramètres β peuvent être estimés

par différentes méthodes mais la plus fréquente est la méthode des moindres carrés[289]. La

méthode des moindres carrés s’appuie sur la somme des carrés des résidus, qui sont les

distances verticales entre les points (xi, yi) et l’hyperplan xTβ, soit la distance verticale entre

les points de données et la droite de régression. La somme des carrés des résidus s’exprime

de la manière suivante :

S(b) =
n∑
i=1

(yi − xTi b)2 = (y −Xb)T (y −Xb)

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

de β.

Dans le cas d’un événement à issue binaire, comme une maladie, dont le statut peut être

défini par deux états, présence ou absence, on utilise un modèle de régression logistique. Ce

modèle est utilisé pour prédire une issue binaire en fonction d’une ou plusieurs variables

indépendantes. Le modèle repose sur l’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

manière suivante :

σ(t) =
et

et + 1
=

1

1− e−t
avec t ∈ R

Si t est une fonction linéaire de x ∈ R telle que t(x) = β0 + β1x, alors on peut écrire la

fonction de répartition F (x) telle que :

F (x) =
1

1 + e−(β0+β1x)
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F (x) correspond à la probabilité de ”succès”(ou de présence dans le cas d’une pathologie).

On peut ensuite prendre l’inverse de la fonction F (x), le logit (ou logarithme des odds) :

g(F (x)) = ln(
F (x)

1− F (x)
) = β0 + β1x

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

probabilité d’échec :
F (x)

1− F (x)
= e(β0+β1x)

On peut ensuite en déduire l’odds ratio :

OR =
odds(x+ 1)

odds(x)
=

F (x+1)
1−F (x+1)

F (x)
1−F (x)

=
eβ0+β1(x+1)

eβ0+β1x
= eβ1

Soit le facteur par lequel est multiplié le risque à chaque fois que x augmente de 1. De la

même manière que la régression linéaire, la méthode couramment utilisée pour l’estimation

des paramètres 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 à partir des résultats de plusieurs études similaires effectuées sur des échantillons

indépendants. L’objectif est d’obtenir une estimation du paramètre étudié dans l’ensemble des

échantillons mais la méta-analyse permet également de mesurer l’hétérogénéité des résultats

des différentes études utilisées. Le principal bénéfice d’une méta-analyse est d’augmenter la

taille de l’échantillon et donc la puissance statistique de l’étude. Pour effectuer une méta-

analyse il convient de choisir un modèle qui va dépendre de l’hypothèse de départ :

Effet fixe : On suppose ici que le paramètre qui est estimé prend la même valeur dans

toutes les populations représentées par les échantillons inclus dans la méta-analyse et

donc que les différents estimateurs propres à chaque échantillon sont des estimateurs

du même paramètres.

Effet aléatoire : Dans ce cas, le paramètre 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 même valeur du paramètre.
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Le choix du modèle va influencer la méthodologie utilisée. Dans le cas d’un modèle à effet

fixe, l’estimateur du paramètre est une moyenne pondérée par l’inverse de la variance. Soit,

une méta-analyse de n études pour estimer le paramètre y, on a alors l’estimateur suivant :

ŷ =

∑n
i=1

yi
σ2
i∑n

i=1
1
σ2
i

Avec sa variance

D2(ŷ) =
1∑n
i=1

1
σ2
i

Avec σ2
i l’estimateur de la variance du paramètre y dans l’étude i.

En revanche, dans le cas d’un modèle avec effet aléatoire bien que la première étape est

également de calculer la moyenne pondérée par l’inverse de la variance, il faut ensuite atténuer

cette pondération en y ajoutant un élément de variance aléatoire dépendant de l’hétérogénéité

entre les études.

Pour tester l’hétérogénéité entre les études d’une méta-analyse, il existe deux tests couram-

ment utilisés. Le premier est le Q-test de Cochran[290], la statistique correspond à la somme

pondérée des carrés des différences entre l’effet global et les effets des k études utilisées, elle

est définie de la manière suivante :

Q =
k∑
i=1

wi(ȳ − yi)2

Avec ȳ l’effet global, et wi le poids de chaque étude, qui est défini comme 1
σ2 dans le cas

d’une méta-analyse avec un modèle à effet fixe. La statistique Q suit une distribution de χ2

à df = k − 1 degrés de liberté, il est donc possible d’estimer le seuil de significativité de Q

pour un α grâce à une table de χ2 à k − 1 degrés de liberté. C’est la statistique Q qui est

ensuite utilisée pour définir l’élément de variance aléatoire τ 2 pour la méta-analyse à effet

aléatoire, tel que

τ 2 =
Q− k
c

Avec k le nombre d’études et c la variance en excès définie comme

c =
∑

wi −
∑
w2
i∑
wi

avec wi = 1
σ2 la variance inversée. Au final, dans une méta-analyse avec effet aléatoire, la

pondération par l’inverse de la variance prend en compte l’élément de variance aléatoire tel
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que wi = 1
σ2
i+τ2 , il en résulte que l’effet estimé est donc défini tel que :

ŷ =

∑n
i=1

yi
σ2
i

+ τ 2∑n
i=1

1
σ2
i+τ2

Avec sa variance

D2(ŷ) =
1∑n

i=1
1

σ2
i+τ2

La deuxième statistique est le I2 qui est définie de la manière suivante :

I2 = 100× Q− df
Q

avec df = k − 1

Le I2 correspond au pourcentage de variation inter-études dû à l’hétérogénéité plutôt qu’au

hasard, dans le cas ou Q < df la statistique est rabotée à zéro.[291]

Facteur d’inflation génétique

Une fois l’analyse d’association effectuée, on peut utiliser les résultats pour vérifier l’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 modèle utilisé

pour l’analyse. Pour cela il faut calculer le score du test de tendance de Cochran-Armitage

avec une hypothèse d’effet additif pour chaque SNP i bi-allélique A/B, qui est défini de cette

façon :

Y 2
i =

N(N(r1 + 2r2)−R(n1 + 2n2)2

R(N −R)(2N(n1 + 2n2)− (n1 + 2n2)2)

Avec N le nombre total d’individus, R le nombre de cas, r1 et r2 les nombres d’individus avec

des génoypes AB et BB chez les cas respectivement et enfin n1 et n2 les nombres d’individus

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

régression linéaire ou logistique, Y 2
i = β2

σ2 est équivalent.[241] En supposant qu’il n’y a pas de

stratification de la population, alors les Y 2
i suivent une distribution χ2 à 1 degré de liberté

telle que Y 2 ∼ λχ2
1 avec λ qui est le facteur d’inflation génétique. Ce λ peut être estimé de

la façon suivante[292] :

L =
médiane(Y 2

1 , ..., Y
2
n )

0, 456
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Calcul de puissance statistique

La puissance statistique d’une hypothèse correspond à la probabilité de rejeter une hypothèse

nulle sachant qu’elle est fausse. La puissance statistique correspond à 1 − β avec β la pro-

babilité d’erreur de type II, ou de non-rejet d’une hypothèse nulle incorrecte. La puissance

statistique d’une hypothèse peut être choisie a priori afin de déterminer la taille nécessaire de

l’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 l’échantillon dispo-

nible. Il existe plusieurs méthodes pour estimer la puissance statistique mais elles nécessitent

toutes de connâıtre la taille de l’échantillon, l’intensité de l’effet recherché, la prévalence de

la pathologie testée et le seuil α pour la probabilité d’erreur de type I choisi. Pour un modèle

de régression logistique multivarié à p covariables, il est possible d’obtenir un estimateur de

β à l’aide de la relation suivante[293] :

n

1− ρ2
1,2...p

=
(Z1−α

2
+ Z1−β)2

P1(1− P1)B2

Avec n l’effectif de l’échantillon, ρ1,2...p le coefficient de corrélation multiple reliant la cova-

riable X1 aux covariables X2, ..., Xp, Z1−α
2

et Zu le Z-score de la loi normale centrée-réduite

au uème percentile, sachant que α correspond au seuil d’erreur de type I fixé et β au seuil

d’erreur de type II, choisi au préalable en cas de test de puissance statistique a priori et

inconnu sinon, P1 correspond à la probabilité d’évênement ou prévalence et B correspond à

l’intensité de l’effet estimé. Dans mes travaux j’ai utilisé l’outil CaTS qui permet de calculer

la puissance statistique post-hoc des hypothèses testées.[287]

3.4 Autres analyses statistiques

Sélection des variables à intégrer au modèle

Comme nous l’avons vu avant, les modèles de régressions peuvent intégrer plusieurs variables

indépendantes pour modéliser le comportement de la variable expliquée. Le choix des variables

peut être motivé par les réalités biologiques et les données épidémiologiques disponible. Mais

lorsque qu’il y a un très grand choix de variables possibles il est possible d’avoir recours à

des outils mathématiques permettant de sélectionner les variables à intégrer au modèle. C’est

le cas du critère d’information d’Akaike (AIC),[294] qui propose une estimation de la perte

d’information entre le modèle utilisé et le processus étudié. Le calcul de l’AIC s’inspire de la

distance de Kullback-Leibler,[295] qui est définie comme suit :

D(θ, θ0) = 2

∫ +∞

−∞
f(x|θ0)log

f(x|θ0)

f(x|θ)dx
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où f(x|θ) est le modèle testé est f(x|θ0) est le ”vrai” modèle. Le modèle le plus adéquat

est le modèle réduisant au maximum la distance de Kullback-Leibler. En pratique, le ”vrai”

modèle est inconnu et la distance de Kullback-Leibler est remplacée par le terme −2ln(L̂)

avec L̂ la valeur maximum de la fonction de vraisemblance pour le modèle testé. Ce terme

est ensuite pénalisé par le terme 2k, k étant le nombre de paramètres estimés par le modèle.

La formule permettant d’obtenir l’AIC du modèle testé est donc la suivante :

AIC = 2k − 2ln(L̂)

La valeur d’AIC correspond à un compromis entre adéquation du modèle aux données et sim-

plicité du modèle. Pour sélectionner le modèle le plus approprié, il faut tester les différents

modèles possibles et sélectionner celui avec l’AIC le plus faible. R dispose de fonctions per-

mettant de sélectionner la combinaison de variables aléatoires afin de minimiser la valeur

de l’AIC, la fonction step permet notamment de tester différentes séries de variables jusqu’à

obtenir le modèle avec l’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 être expliquée par l’effet joint

d’une multitude de variations dont les effets sont additifs. Afin de tester cette hypothèse, on

peut calculer un score de risque polygénique à partir des différentes variations associées à la

pathologie d’intérêt. La manière la plus simple de définir le score de risque polygénique est

d’additionner le nombre d’allèles associés au risque des différentes variations inclues dans le

score. Il faut cependant prendre soin à 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 être testé avec d’autres variables pertinentes dans

un modèle de régression avec la pathologie d’intérêt.

Il est cependant possible que les différentes variations ne contribuent pas également au score

et il existe plusieurs méthodes de pondération apportant des solutions à ce problème. Si les

variations sont issues d’un GWAS il est possible de pondérer la somme du nombre des allèles

de chaque variation avec l’effet de l’allèle dans une analyse de régression univariée (l’effet

associé à l’allèle dans le GWAS en question). Il existe également des moyens de pondérer

les allèles en fonction d’un potentiel effet délétère sur la séquence d’ADN, les outils SIFT

et CADD sont des outils attribuant un score à un SNP en fonction de l’effet prédit sur la

séquence. SIFT[296] est un outil utilisé pour estimer l’effet d’une variation dans la séquence
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codante d’un gène sur la protéine produite, SIFT attribue un score situé entre 0 et 1 à chaque

SNP codant non-synonyme, les SNPs avec un score proche de 0 sont prédit comme délétères

pour la fonction de la protéine. CADD[297] est un outil de prédiction similaire mais qui a

l’avantage de ne pas être limité aux variations codantes, le calcul du score CADD est basé

sur le fait que les allèles délétères sont négativement affectés par la sélection naturelle. Le

potentiel délétère d’une variation est déduit de sa fréquence dans la population. Les scores de

risque polygénique sont souvent utilisés comme des outils de prédiction[298] mais permettent

de mettre en évidence un risque génétique commun pour des groupes de maladies et per-

mettent d’estimer l’héritabilité d’une pathologie.[299]

Analyse de randomisation Mendelienne

Les analyses de randomisation Mendelienne sont utilisées pour étudier l’effet d’un phénotype

ou d’un facteur de risque environnemental sur le risque de développer une maladie d’intérêt

en utilisant des marqueurs génétiques du phénotype ou du facteur de risque. Les marqueurs

génétiques sont choisis de façon à reproduire l’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 l’utilisation de marqueurs génétiques

est le fait qu’ils permettent d’éviter un certain nombre de facteurs de confusion. Le fait que

les allèles soient attribués au hasards aux individus fait que les marqueurs génétiques sont

des variables indépendantes de l’âge, du sexe ou de tout autre facteur de confusion autre-

ment susceptibles d’influencer le facteur de risque qui est reproduit. De plus, l’utilisation

de marqueurs génétiques permet de fixer la relation de cause à effet puisque les marqueurs

sont attribués à la naissance et précèdent donc la maladie.[77] Pour préparer une analyse de

randomisation Mendelienne il faut sélectionner des marqueurs génétiques pour reproduire

l’effet du facteur de risque d’intérêt sur la la maladie étudiée, ces marqueurs doivent remplir

trois conditions.

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

— Les marqueurs doivent être indépendants des facteurs de confusion affectant l’associa-

tion entre le facteur de risque et la maladie.

— Les marqueurs ne doivent pas être associés à la maladie indépendamment de leur effet

sur le facteur de risque.

De manière générale, il faut choisir des marqueurs dont l’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 l’effet des
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marqueurs sur la maladie et de l’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

l’analyse. On note Xk l’effet du marqueur k sur X avec une écart-type σXk, de même on note

Yk l’effet du marqueur k sur Y avec une écart-type σY k (si Y est binaire on utilise le log-odds).

L’estimateur β̂ de l’effet de X sur Y peut être obtenu en suivant la méthode proposée par

Stephen Burgess [300] qui est la suivante :

β̂ =

∑
kXkYkσ

−2
Y k∑

kX
2
kσ
−2
Y k

Avec son écart-type se(β̂) qui est obtenu de la manière suivante :

se(β̂) =

√
1∑

kX
2
kσ
−2
Y k

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 là 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 à quel locus ils sont associés grâce à des

outils d’annotation. Annovar[301] est un outil d’annotation de variations permettant d’identi-

fier le gène associé à chaque marqueur, la position du marqueur dans la séquence génomique

et l’effet de ce marqueur sur la séquence. Un fois un gène identifié, il faut déterminer son

potentiel en tant que gène 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),[302] dans lesquelles on teste l’effet des

différents génotypes du marqueur d’intérêt sur l’expression d’un ou plusieurs gènes d’intérêt.

L’analyse peut se porter sur les gènes directement adjacents au marqueurs (cis-eQTL) ou

sur des gènes distants (trans-eQTL). En fonction du nombre de marqueurs à analyser il est

possible de pousser l’analyse à l’ensemble des gènes exprimés. Une analyse eQTL emploie

un modèle de régression linéaire avec l’expression du gène d’intérêt en variable à expliquer

(après avoir appliqué la normalisation appropriée) et le génotype et d’autres paramètres per-

tinents (sexe, âge, composantes principales, taux plasmatiques de cellules, etc...) en tant que

variables indépendantes. Les bases de données telles que celles du ROADMAP epigenomic

project [303] et ENCODE (Encyclopedia Of DNA Elements)[304] mettent également à dis-
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position des données d’épigénomique qui permettent de relier les variations étudiées à des

marques épigénétiques et donc d’étudier l’effet potentiel de ces variations sur la régulation de

l’expression des gènes. Les bases de données telles que Genecards[305] et OMIM[306] donnent

des informations sur la fonction du gène et les recherches menées sur ce gène, des outils

tels que GeneMANIA[307] et STRING[308] permettent de connaitre les gènes associés au gène

d’intérêt, que ce soit par co-expression ou par interactions physiques entre les produits des

gènes. GRASP[309] est un outil permettant de chercher les données d’association sur un gène

ou un marqueur d’intérêt et permet donc de savoir si les marqueurs identifiés ont déjà été

associés à la pathologie étudiée ou à des conditions proches. GTeX portal[310] est une base de

données d’expression donnant des informations sur l’expression des gènes dans les différents

tissus humain, une donnée très 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)[311] et LDlink[312] sont des bases de données de déséquilibre de liaison

qui permettent de trouver des marqueurs en déséquilibre de liaison avec le marqueur étudié.

Locuszoom[313] est un outil permettant de générer des graphiques utiles pour observer le com-

portement des SNPs en déséquilibre de liaison avec le marqueur identifié. Grâce à ces outils,

il est possible de réunir une grande quantité d’informations sur les gènes candidats identifiés

afin de formuler des hypothèses 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 thèse et je discute de leurs implications. Il s’agit simplement d’exposer

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

1 Étude pan-génomique sur les coronaropathies chez

les diabétiques de type I

La première étude réalisée est une étude d’association pan-génomique portant sur les

coronaropathies dans un contexte de diabète 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 l’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 parallèle et sont présentées plus bas. Les résultats de ces travaux ont fait l’objet

d’une publication qui a été rajouté en annexe à la fin de ce manuscrit de thèse.[314]
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1.1 Sélection des individus et des marqueurs

Avant l’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 être 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 à la mitochondrie, soit car

ils s’agissait de doublons, soit car leur fréquence allélique mineure était inférieure à 1%, car

il étaient génotypés chez moins de 99% des individus ou soit car la distribution des allèles ne

respectait pas l’équilibre Hardy-Weinberg (p-value<10-5) chez le groupe contrôle.

Ensuite, j’ai voulu examiner la proximité entre les individus via l’estimation de leur IBS. J’ai

calculé la matrice d’IBS et l’ai utilisée pour estimer la relation génétique avec l’outil GRM de

CGTA, cet outil permet d’obtenir une estimation de la proximité des individus grâce à une

coefficient de similitude. J’ai pu regrouper les individus en branches d’individus apparentés,

représentées dans la figure 13A, grâce à un clustering basé sur la distance entre les individus.

Parmi les individus avec un score GRM supérieur à 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

l’étude. La matrice d’IBS a ensuite été utilisée pour mettre en évidence la présence d’une

stratification de l’échantillon. Pour cela j’ai réalisé une analyse en composante principales sur

la matrice des IBS et j’ai calculé le centröıde du nuage de points à l’aide des deux premières

composantes principales. J’ai défini comme outlier tous les individus situés à plus de quatre

écarts-types du centröıde mais aucun individu ne s’éloignait autant du centre du nuage de

points mis à 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 l’IBS de tous les

individus et avons réalisé une nouvelle analyse en composantes principales, la représentation

des deux premières composantes principales de la figure 13C montre encore une fois un groupe

plutôt homogène. Après le contrôle qualité nous avons obtenu un échantillon final de 1370

individus avec 267 409 marqueurs à analyser.
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à
p
lu

s
d

e
q
u

at
re

éc
ar

t-
ty

p
es

d
u

ce
n
tr

ö
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é
m

al
gr

é
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1.2 Association avec les données imputées et méta-analyse

Une fois l’imputation et le tri final effectués, les 12 745 477 marqueurs disponibles dans

Genesis/Genediab avec un critère d’imputation r2>0,3 ont été testés en association avec la

coronaropathie dans un modèle de régression logistique avec l’âge, le sexe, la néphropathie

diabétique et les quatre premières composantes principales en utilisant un modèle additif

pour les allèles. Ces résultats ont ensuite été regroupés avec les résultats d’analyses suivant

le même protocole dans Steno et UK-ROI. Les résultats des 6 728 637 SNPs communs à ces

trois analyses ont ensuite été regroupés dans une méta-analyse avec un modèle en effet fixe

regroupant 3123 contrôles et 434 cas. Après la méta-analyse le facteur d’inflation est de 1,04

une synthèse de l’ensemble des signaux est présentée dans la figure 14. Un locus a dépassé

le seuil significatif de 5x10-8. Il s’agit de rs115829748, proche du gène MAP1B sur le chro-

mosome 5, l’allèle mineur T, avec une fréquence allélique de 0,04, étant associé à un risque

accru de coronaropathie avec un odds ratio de 3,16 [2,18-4,59] et une p-value de 1,36x10-9.

En plus de ce résultat, 20 autres loci ont été sélectionnés comme candidats, 19 loci avaient

un signal dépassant le seuil de significativité de 10-5 et un autre locus avec une p-value de

1,72x10-5 a été retenu car il s’agissait d’une variation non-synonyme, ces loci sont présentés

dans le tableau 4.

Figure 14 A Manhattan plot de l’ensemble des signaux, on constate qu’un seul signal dépasse le
seuil de significativité pan-génomique de 5x10-8 sur le chromosome 5. B QQ-plot de l’ensemble des
signaux, on n’observe pas de déviation évidente par rapport à la distribution attendue des p-values,
mis à 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 être 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 modèle de

régression logistique avec l’âge, le sexe, la durée du diabète et les composantes principales

de la population en variables indépendantes et avec un modèle 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 3x10-3 mais trois loci étaient

associés au risque de coronaropathie avec une p-value inférieure à 0,05. Ces trois signaux sont

rs138760780 sur le gène CDK18, rs116092985 sur le gène PKD1 et rs12344245 sur le gène

FAM189A2. Le seul signal ayant dépassé le seuil de 5x10-8 dans la découverte, rs115829748

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

SNP EAF OR P(1) Direction I2 PHet

rs138760780 0,020 1,88 0,014 + + + +− 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 −+ +−− 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 + + + +− 0 0,488

rs113114656 0,038 1,04 0,437 −+ +−+ 43,4% 0,132

rs67213764 0,260 1,03 0,363 + +−−− 32,2% 0,207

rs12482425 0,308 1,09 0,871 + + + + + 0 0,931

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

1.4 Analyse des associations déjà identifiées

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

déjà fait l’objet de plusieurs études d’association pan-génomiques. Au moment où ce travail
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a été initié 95 loci avaient déjà été identifiés et j’ai tenté de répliquer ces résultats dans notre

groupe d’étude. 95 SNPs ont été recueillis à partir des études réalisées par Cardiogram et

C4D[7, 66, 59, 60, 61] et ont été testés dans un modèle de régression logistique avec l’âge, le sexe,

la néphropathie diabétique et les quatre premières composantes principales, les résultats de

la réplication sont présentés dans le tableau 6.

Résultats publiés Réplication

SNP Chr Locus EA1 EAF(2) OR(3) EAF(4) OR(5) P-value(6)

rs17609940 6 ANKS1A 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 TOMM40 A 0,86 0,93 0,87 0,74 0,003

Tableau 6 Réplication des signaux publiés par l’étude C4D-Cardiogram. Par soucis de place, ce
tableau ne présente que les signaux les plus fort dans mon étude (p-value<5x10-3), la totalité des
95 SNPs testés est présentée en annexe avec le manuscrit.
(1) Allèle de référence utilisé dans la méta-analyse C4D-Cardiogram.[7]

(2) Fréquence de l’allèle de référence rapportée dans la méta-analyse C4D-Cardiogram.
(3) Effet de l’allèle de référence estimé dans la ;éta-analyse C4D-Cardiogram.
(4) Fréquence de l’allèle de référence dans la méta-analyse Genesis/Genediab, Steno, UK-ROI.
(5) Effet estimé dans la méta-analyse Genesis/Genediab, Steno, UK-ROI.
(6) P-value unidirectionnelle associée à l’effet estimé dans la méta-analyse Genesis/Genediab, Steno,
UK-ROI.

1.5 Discussion autour des gènes candidats mis en évidence

Dans cette étude je cherchais à mettre en évidence des marqueurs génétiques du risque

de coronaropathie chez les patients diabétiques de type I. Dans l’étape de découverte, le

SNP rs115829748 proche du gène MAP1B a été identifié avec un signal dépassant le seuil de

significativité pour une étude pan-génomique (5x10-8), cependant ce résultat n’a pas pu être

répliqué. Nous avons cependant pu observer des associations intéressantes à la fois dans la

méta-analyse et dans la réplication pour trois loci, CDK18, PKD1 et FAM189A2. L’allèle T

de rs138760780 situé sur CDK18 est associé à un risque 2,5 fois plus élevé de coronaropathie,

il s’agit d’un allèle rare n’étant pas en déséquilibre de liaison fort (r2>0,8) avec un autre SNP

(figure 18). La position du SNP ne nous permet pas d’affirmer un rôle fonctionnel évident. De

plus, CDK18 code pour une kinase cycline-dépendante impliquée dans la transition G2/M

du cycle cellulaire.[315] Cette fonction vitale pour l’ensemble des cellules eucaryotes n’indique

pas de rôle évident dans le diabète de type I ou les complications vasculaires. Un SNP sur

le même locus a été associé au diabète de type I mais il n’a pas été répliqué.[316] À ce stade,
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il n’y a pas suffisamment de données disponibles sur ce gène pour estimer sa pertinence en

tant que gène candidat.

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’allèle G (Arg1399) 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 à la surface des cellules de l’épithélium rénal lors de la morphogénèse des

tubules rénaux.[317] Des mutations dans le gène PKD1 sont la cause principale de polykylose

rénale dominante, une maladie qui se manifeste durant l’enfance avec des dysfonctionnements

de la fonction rénale.[318] La substitution d’un acide aminé aromatique hydrophobe comme le

tryptophane par un acide aminé chargé comme l’arginine pourrait avoir des conséquences sur

la structure de la protéine, surtout dans le cas d’une protéine transmembranaire où 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 être un bon gène candidat

pour étudier le rôle de la néphropathie diabétique dans le risque de complication cardiovas-

culaire.
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L’allèle G de rs12344245 est associé à un risque accru de coronaropathie d’un facteur 1,8. Ce

SNP est localisé dans un intron de FAM189A2, un gène dont la fonction n’est pas caractérisée.

Le SNP rs10120442 situé dans le même gène a été associé au rapport albumine/créatinine

urinaire avec une p-value de 2,6x10-4,[319] tandis que le rs10780297 a été associé au risque de

coronaropathie dans la population générale, avec cependant un signal modeste (p-value de

9,3x10-4).[66] Malgré ces éléments on ne peut pas affirmer que ce gène constitue un candidat

particulièrement pertinent.

Cette étude était également l’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

TOMM40-APOE respectivement. Ces résultats suggèrent en plus que ces SNPs pourraient

avoir un effet plus fort chez les individus diabétiques que dans la population générale mais

cette hypothèse doit tout de même être 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,[320] plusieurs SNPs localisés dans le même

locus sont d’ailleurs associés à la taille.[321, 322] Il est possible que ce gène soit impliqué dans

d’autres voies physiologiques mais les données manquent pour le relier aux complications du

diabète. COL4A2 est le gène de la sous-unité alpha 2 du collagène de type IV. Le collagène

de type IV est un des principaux éléments composants la lame basale. Or l’endommagement

de la lame basale est un événement commun à toutes les complications microvascualaires et

macrovasculaires du diabète. Les dégâts sur la plaque pourraient contribuer à l’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 à la néphropathie diabétique

car la lame basale est un élément clé de la barrière glomérulaire. COL4A2 pourrait donc

être un candidat intéressant pour le risque de complications dans le diabète de type I étant

donné que la lame basale est particulièrement sensible à l’hyperglycémie chronique. Le locus

TOMM40-APOE est principalement impliqué dans le métabolisme des acides gras, APOE

code pour une alipoprotéine et plusieurs marqueurs sur ce locus sont associés aux LDL et au

cholestérol total.[323] 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 I.

Malgré ces découvertes, l’étude présente une limitation majeure qui est la taille de l’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 à surmonter le seuil

de significativité normalement imposé dans ce type d’études (p-value de 5x10-8). En effet

86



Résultats Étude pan-génomique sur les coronaropathies chez les diabétiques de type I

seuls des odds ratio supérieurs à 1,6 sur des variations fréquentes (MAF>0,28) auraient pu

être détectés à ce seuil de significativité avec une puissance statistique acceptable (>80%).

De même, je n’avais pas suffisamment d’effectifs dans le groupe de réplication pour détecter

les marqueurs de CDK18, PKD1 et FAM189A2 avec un seuil de Bonferroni de 3x10-3, 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 être surmontée en agrandissant l’échantillon. Cependant la relative

rareté des patients diabétiques de type I (5% à 10% des patients diabétiques) pourrait être

un obstacle dans la résolution de ce problème. Il serait également possible d’améliorer la

puissance statistique en ayant plutôt recours à des analyses Gene-based ou Pathway-based

qui permettraient de réduire le nombre de tests à effectuer en plus de permettre de prendre

en compte des allèles rares. Deuxièmement, 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 l’échantillon en sous-groupe aurait réduit

davantage la puissance de l’étude. Ce serait cependant une prochaine étape logique afin

d’apporter des réponses concernant l’hypothèse 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 deuxième 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 à l’eGFR, un marqueur de la fonction rénale, et je les ai testés en asso-

ciation avec la thrombose veineuse dans un modèle de régression logistique. Par la suite, les

marqueurs ont été rassemblés dans un score de risque polygénique qui a été à son tour testé

en association avec la thrombose veineuse dans un modèle de régression logistique. Cette as-

sociation a ensuite été répliquée dans une seconde cohorte indépendante. Pour finir, l’étude

a été complétée par des tests d’association du score avec différents facteurs de l’hémostase et

des analyses in silico ont été réalisées sur les différents loci proches des SNPs sélectionnés.

Pour plus de détails, cette étude à fait l’objet d’un article qui a été publié dans une revue

spécialisée. L’article a été ajouté en annexe à la fin du manuscrit.[324] Le plan d’analyse de

l’étude est présenté dans la figure 16.

2.1 Définition du score polygénique

69 SNPs précédemment associés à l’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 (r2<0,3) ont ensuite été retirés. Les 53 SNPs restants ont été testés individuellement

dans un modèle de régression logistique ajusté sur le sexe, les quatre premières composantes

principales de l’ACP basée sur l’IBS des individus et un paramètre de distinction entre MAR-

THA et EOVT. L’hypothèse départ étant qu’une fonction rénale diminuée est associée à un

risque accru de thrombose veineuse, j’ai donc conservé les 28 SNPs pour lesquels l’allèle as-

socié à une diminution de l’eGFR était également associé à un risque accru de thrombose

veineuse. Ces SNPs ont été testés dans une modèle de régression multivarié ajusté sur le sexe,

les quatre premières composantes principales et un paramètre de distinction entre MARTHA

et EOVT et la combinaison de SNPs avec l’AIC le plus faible a été sélectionnée pour compo-

ser le score de risque polygénique. Le score final correspond à la somme des allèles associées

à la diminution de l’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 l’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 l’AIC du modèle. 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(1) EAF(2) OR P-value EAF(2) 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

rs6088580 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 après ajuste-
ment sur le sexe, les quatre premières composantes principales et un paramètre de distinction entre
MARTHA et EOVT.
(1) Allèle de référence associé à une diminution de l’eGFR dans l’étude publiée en 2016.[229]

(2) Fréquence de l’allèle de référence chez les groupes témoins de MARTHA/EOVT et MEGA.

2.2 Analyse dans l’échantillon Français

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 10,1±0,047 respectivement (p=1,03x10-7) Le score a ensuite été testé en association avec

la thrombose veineuse dans un modèle de régression logistique ajusté sur le sexe, les quatre

premières composantes principales et un paramètre de distinction entre MARTHA et EOVT.

Une augmentation d’une unité du score polygénique est associée à une augmentation du

risque de thrombose veineuse d’un facteur 1,09 [1,06-1,15] (p=1,44x10-7). 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 (1er quintile) comme référence. Les quintiles ont été testés dans un

modèle de régression logistique ajusté sur le sexe, les quatre premières composantes princi-

pales et un paramètre de distinction entre MARTHA et EOVT. Le 2ème quintile n’est pas

significativement associé à un risque accru de thrombose veineuse mais les 3ème, 4ème et 5ème

quintiles sont associés à 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 l’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 l’estimation du risque.

2.3 Analyse dans l’échantillon Néerlandais

Le score polygénique a été calculé à partir des 9 SNPs dans MEGA, une cohorte indépendante,

en suivant la même méthode. La distribution du score dans MEGA est présentée dans la fi-

gure 18A. Les résultats trouvés dans l’analyse de MARTHA/EOVT ont ensuite été répliqués

dans MEGA, le score a été testé avec le risque de thrombose veineuse dans un modèle de

régression logistique ajusté sur le sexe et les quatre premières composantes principales. Le

score polygénique est associé à un risque accru de thrombose veineuse d’un facteur 1,18 [1,11-

1,26] (p=8,86x10-8). En utilisant les quintiles définis dans l’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 même modèle de régression que celui utilisé dans l’analyse

avec la cohorte Française. Les 2ème et 3ème groupes ne sont pas significativement associés à un

risque accru de thrombose veineuse mais les 4ème et 5ème 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 l’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 l’estimation du risque.

Les résultats de l’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=3,77x10-13). L’analyse par quintile des

deux études combinées indique un risque accru de thrombose veineuse pour les 3ème, 4ème et

5ème groupes 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 (r2=0,15 ; D’=1) avec rs867186, un SNP du locus

PROCR connu pour être associé au risque de thrombose veineuse.[325] Les analyses de l’effet

du score sur le risque de thrombose veineuse après 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=1,20x10-6) 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=7.08x10-7) dans

MARTHA/EOVT, 1,18 (p=5.48x10-7) dans MEGA et un facteur de risque de 1,13 [1,09-1,16]

dans l’analyse combinée de MARTHA/EOVT et MEGA.
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2.4 Confirmation de l’impact du score sur la fonction rénale

Les 9 SNPs du score polygénique avaient déjà été individuellement associés à l’eGFR dans

des études antérieures. Cependant il fallait confirmer l’effet du score polygénique composé

à partir de ces 9 SNPs sur l’eGFR. J’ai donc ensuite testés les 9 SNPs du score en associa-

tion avec l’eGFR dans une autre cohortes indépendantes, Genesis/Genediab. L’analyse a été

réalisée avec un modèle de régression linéaire ajusté sur l’âge, le sexe et les quatre premières

composantes principales. Les résultats sont présentés dans le tableau 8. Un seul des 9 SNPs

est associé à l’eGFR avec une p-value inférieure à 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 l’eGFR en utilisant le même modèle de régression linéaire et il est associé à une dimi-

nution de l’eGFR (β=-1,19, p=3,54x10-3). L’association entre le score et l’eGFR a ensuite

été testée dans la cohorte AtheroGene mais n’a pas montré de résultat significatif (β=-0,453,

p=0,076).

SNP EA(1) Effect Se P-value

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 3,545x10-3

Tableau 8 Effet individuel des SNPs sélectionnés pour le score polygénique sur l’eGFR dans Gene-
sis/Genediab. L’effet et la p-value ont été rapportés après ajustement sur l’âge, le sexe et les quatre
premières composantes principales.
(1) Allèle de référence associé à une diminution de l’eGFR dans l’étude publiée en 2016.[229]

2.5 Impact du score sur les facteurs de l’hémostase

Le score polygénique a ensuite été testé avec plusieurs paramètres biologiques de l’hémostase

disponibles dans MARTHA et AtheroGene. Les seuls paramètres associés au score sont l’an-

tithrombine dans MARTHA (p=4,01x10-3) qui reste associée au score après le retrait des in-

dividus suivant un traitement anticoagulant (p=2x10-3) et le taux de récepteurs endothéliaux

soluble à la protéine C (sEPCR) dans AtheroGene (p=8,89x10-4), mais cette association ne

persiste pas après ajustement sur rs867186. Le score est associé au taux de fibrinogène dans
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MARTHA (p=5x10-3) même après retrait des individus suivant un traitement anticoagulant

(p=7,74x10-4) et aussi dans AtheroGene après exclusion des individus suivant un traitement

anticoagulant (p=0,045). L’ensemble des analyses menées sur les paramètres de l’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 Étude Effectifs Effet P-value

FVIIIc MARTHA 1092 -1,03 0,20

vWF MARTHA 1375 -0,3 0,75

Antithrombine MARTHA 1403 -0,49 4,01x10-3

Antithrombine** MARTHA 897 -0,63 2x10-3

PC MARTHA 1445 -1,02 0,064

PS MARTHA 1430 -0,21 0,60

Fibrinogène MARTHA 1542 -0,03 5x10-3

Fibrinogène** MARTHA 985 -0,04 7,74x10-4

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

Érythrocytes MARTHA 1539 -0,004 0,46

HDL MARTHA 1002 0,004 0,52

TFPI AtheroGene 892 0,65 0,37

sEPCR AtheroGene 892 4,62 8,89x10-4

sEPCR* AtheroGene 892 0,66 0,43

TAFIa/ai AtheroGene 891 0,28 0,12

D Dimère AtheroGene 790 -3,47 0,42

Fibrinogène AtheroGene 1503 -0,02 0,27

Fibrinogène** AtheroGene 704 -0,046 0,045

HDL AtheroGene 1761 -0,32 0,059

Tableau 9 Effet du score polygénique sur les différents paramètres de l’hémostase et autres pa-
ramètres biologiques disponibles dans MARTHA et AtheroGene.
*Résultat après ajustement sur rs867186.
**Résultat après 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 l’association entre le score génétique et le risque

de MTEV et de sa pertinence vis-à-vis de la relation entre la

fonction rénale et les MTEV

Les données obtenues à 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 à l’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 allèles

à risque ou plus (score>11) est associée à un odds ratio de 1,42 pour le risque de thrombose

veineuse. Afin de chercher des pistes expliquant l’association entre le score allélique et le

risque de thrombose veineuse il est pertinent de regarder l’état des connaissances sur les neuf

loci auxquels appartiennent ces SNPs.

rs807601 est un SNP intergénique proche du gène DDX1. Ce gène code pour une hélicase à

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 à l’expression des gènes CCND2

et CD9 dans des cellules de lignée TGTC (cellules de tumeur germinale testiculaire), ces gènes

sont régulièrement sur-exprimés dans différents types de carcinomes.[326] 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 même locus, rs3755132, a été associé à la tumeur de Wilms.[327]

La tumeur de Wilms est un cancer touchant les reins et qui survient généralement durant

l’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 (r2=0,36 et D’=0,98), cependant l’allèle à risque rs807601(G) n’est

quasiment jamais retrouvé sur le même haplotype que l’allèle à risque rs3755132(G) pour la

tumeur de Wilms.

CPS1 est un gène codant pour la carbamoyl-phosphate synthase, une enzyme impliquée

dans le métabolisme de l’azote, notamment la conversion de l’ammoniac en urée. Il n’y a pas

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

SKIL code pour une protéine SKI-like, cette protéine semble être un régulateur de la voie

SMAD et donc de l’activation de la voie TGFβ.[328] Cependant les fonctions de la voie TGFβ

sont si étendues qu’il serait difficile d’énoncer une hypothèse sur le rôle que pourrait jouer ce

gène 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

gènes ont été associées à des déficiences en phosphate dus à 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.[329, 330] Il est intéressant de

constater que l’allèle A de rs6420094 a été associé à diminution d’antigènes du facteur VIII[331]

et que le SNP rs7708314 du même locus est associé à l’aPTT,[332] ces éléments suggèrent que

SLC34A1 joue probablement un rôle dans le risque de thrombose veineuse, il est cependant

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

ZNF204P est un pseudogène sans fonction ou activité connue. D’après les données disponibles

sur GTeX portal il est cependant exprimé dans plusieurs tissus, principalement des organes

du système nerveux. STC1 code pour la stanniocalcine 1, une protéine que l’on sait capable

de stimuler la réabsorption des phosphates chez les petits mammifères,[333] il n’y a cependant

aucun élément permettant de confirmer ce rôle chez l’homme. Ces données permettraient de

regrouper STC1 et SLC34A1 dans la même voie métabolique. Le produit d’ADAM28 serait

reconnu par les intégrines ITGA4/ITGB1,[334] ce qui suggère un rôle dans la migration des

lymphocytes, il est difficile d’envisager un rôle dans la fonction rénale à partir de ces données.
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FBXL20 aurait une activité régulatrice sur le largage des vésicules synaptiques.[335] Il 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 gène ont été reliées à un déficit de réabsorption de la cystine,[336]

il est possible que ce SNP exerce une influence sur le risque de thrombose veineuse via un

mécanisme impliquant l’homocystéine.

PIGU code pour une sous-unité du complexe GPI-transamidase qui est chargée de fixer

l’ancre GPI sur les protéines cibles. TP53INP2 est un gène inductible par p53 qui serait

impliqué dans la régulation de l’autophagie. Pour le loci PIGU-TP53INP2, il est cependant

probable que la contribution au risque de thrombose veineuse soit due au fait que l’allèle

C de rs6088580 soit en phase avec l’allèle G de rs867186 (D’=1) et l’allèle G de rs764598

(D’=0,96) qui sont associés au taux circulant de protéine C et au risque de thrombose

veineuse.[325, 337] L’effet de rs6088580 est donc sans doute représentatif d’un marqueur af-

fectant le gène PROCR, codant pour le récepteur à la protéine C, qui est très 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 l’eGFR. Ils peuvent en revanche

être déséquilibre de liaison avec des SNPs situés sur des loci voisins ou affectant des gènes

distants en modifiant des séquences régulatrices distantes. Les loci à proximité des SNPs uti-

lisés pour le score n’ont à présent pas été associés au risque de thrombose veineuse dans des

études pan-génomiques, à 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 à ce locus. S’il est possible de confirmer que les

SNPs liés à SLC34A1, STC1 et SLC7A9 ont bien un effet sur ces gènes, alors ils offrent des

hypothèses 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 paramètres de l’hémostase n’ont pas permis

d’apporter plus d’éléments en faveur de l’hypothèse du lien entre l’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 paramètres de l’hémostase en général. Nous avons pu confirmer

une association entre le score et l’eGFR dans une cohorte indépendante. En revanche il est

nécessaire de souligner que le score a un impact très faible sur la variation de l’eGFR puisqu’il

n’en explique que 0,67%. Cependant on peut tout de même observer une forte association.

Ceci pourrait indiquer l’existence d’effets pléiotropiques venant du score et qu’il pourrait
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donc être un marqueur imparfait de l’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-à-vis

des facteurs de confusions et permettre de fixer la relation de causalité car les marqueurs

sont attribués à la naissance. Dans notre cas, nous avons montré que le score est indépendant

des facteurs susceptibles d’affecter la relation entre l’eGFR et la risque de thrombose vei-

neuse qui sont le sexe, l’âge et l’IMC. Malgré tout cette étude possède quelques limitations

qui doivent être mentionnées. En premier lieu, l’eGFR des individus n’était pas disponible

dans les groupes utilisés pour analyser l’association entre le score et le risque de throm-

bose veineuse, une analyse ajustée sur l’eGFR aurait permis de mettre en évidence des effets

pléiotropiques du score. De plus, l’absence de données rénales en général ne nous a pas permis

de vérifier l’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 plutôt associés à des marqueurs fonctionnels qui

n’ont pas été génotypés. Identifier des marqueurs fonctionnels directement liés à la fonction

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

Pour finir, le manque de résultats significatifs concernant l’association entre le score et les

facteurs de l’hémostase nous laisse peu d’hypothèses pour expliquer l’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 l’impact de ce score sur la récidive des événements de

thrombose veineuse. En cas de réplication, il serait également intéressant de s’attarder sur

l’impact de ce score sur le taux d’homocystéine et de phosphates dans le plasma ainsi que sur

l’effet qu’aurait un ajustement sur ces paramètres sur l’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’intérêt ce

qui permet de prendre en compte la contribution au risque de chaque allèle. 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 être 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 diabète 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 rôle de la fonction rénale

dans le risque de développer des maladies cardiovasculaires. Après avoir discuté des résultats

de ces travaux indépendamment j’aborde dans cette partie l’interprétation de l’ensemble des

résultats au regard du lien entre la fonction rénale et les maladies cardiovasculaires ainsi que

les perspectives envisageables après 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 à la relation entre la fonction rénale et le risque de ma-

ladie cardiovasculaire. La première étude apporte finalement peu d’éléments sur la relation

entre la fonction rénale et le risque de coronaropathie en raison du fait que l’analyse d’inter-

action des marqueurs avec le statut de néphropathie diabétique n’a pas pu être menée à bien.

PKD1 offre cependant un candidat intéressant étant donné son rôle dans le développement

des tubules rénaux et les conséquences d’une perte de fonction du gène. Il est cependant im-

possible d’avancer des hypothèses sur son rôle dans le risque de maladie cardiovasculaire avec

si peu d’informations. Dans ce contexte, il serait intéressant d’estimer l’impact de rs116092985

sur le risque de néphropathie diabétique, l’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 rôle de ce locus est porté par son action sur

la fonction rénale ou non.

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

génétiques de l’eGFR était associé au risque de thrombose veineuse. Cette association est un
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élément en faveur de l’hypothèse déjà 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 paramètres de l’hémostase ne permettent

pas de mettre en évidence de mécanisme explicatif reliant la thrombose à 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 même des données intéressantes. Plusieurs loci attachés à ce score portent

des gènes 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 gènes listés ci-dessus semblent tous jouer un rôle au ni-

veau des tubules rénaux qui sont le lieu où sont réabsorbées les molécules filtrées nécessaires

comme le glucose, les solutés ioniques (sel, phosphates, calcium) et les acides aminés mais

aussi où sont excrétés les métabolites devant être 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 à son tour aug-

menter le risque de maladie cardiovasculaire. C’est notamment au niveau du tubule rénal que

le rein exerce son contrôle sur le métabolisme de l’homocystéine, qui est associée au risque

d’événement cardiovasculaire. C’est également dans les tubules rénaux que le phosphate est

réabsorbé, permettant à l’organisme de maintenir son taux de phosphates, or chez l’animal

on observe une diminution du nombre d’événements de thromboses après injection d’une so-

lution concentrée en phosphates.[338] Ces résultats suggèrent que l’activité 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 thèse 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 l’étude. Cette

méta-analyse pourrait être la prochaine étape de ces travaux d’autant plus que les données

génétiques des huit cohortes sont déjà disponibles. Il faudrait cependant trouver des cohortes

adéquates pour une étape de réplication pour cette nouvelle méta-analyse, les cohortes de

FinnDiane[339] (Finlande) et SDRNT1BIO[340] (Écosse) pourraient être de bons candidats car

il s’agit de cohortes de patients diabétiques de type I d’origine Européenne qui ont déjà 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 à explorer par la suite. D’abord, il serait intéressant de pour-

suivre ces études avec les analyses déjà suggérées plus haut, à savoir une analyse stratifiée

sur la néphropathie diabétique pour le risque de coronaropathie et des analyses de l’effet de

rs116092985 (PKD1 ) sur des paramètres de la fonction rénale et une analyse de randomi-

sation Mendelienne. Il serait intéressant d’effectuer ses analyses sur l’infarctus du myocarde

plutôt que sur les coronaropathies en général, au risque de perdre de la puissance, car l’in-

farctus du myocarde correspond au moment où les facteurs de coagulation interviennent dans

la coronaropathie.

Pour le score, les analyses pourraient être complétées avec des analyses d’haplotypes et afin

d’identifier des haplotypes plus à 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 être 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 l’expression d’un ou plusieurs gènes et de mettre en évidence

l’existence d’interactions à 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 être étendues à 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 à 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 être élucidés mais les données suggèrent que la capacité des

reins à réguler l’homéostasie de certains solutés pourrait être une voie d’étude importante.
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M ; Burr H ; Casini A ; Clays E ; De Bacquer D ; Dragano N ; Ferrie JE ; Geuskens GA ; Goldberg M ;

Hamer M ; Hooftman WE ; Houtman IL ; Joensuu M ; Jokela M ; Kittel F ; Knutsson A ; Koskenvuo M ;

Koskinen A ; Kouvonen A ; Kumari M ; Madsen IE ; Marmot MG ; Nielsen ML ; Nordin M ; Oksanen T ;

Pentti J ; Rugulies R ; Salo P ; Siegrist J ; Singh-Manoux A ; Suominen SB ; Väänänen A ; Vahtera J ;

Virtanen M ; Westerholm PJ ; Westerlund H ; Zins M ; Steptoe A ; Theorell T ; IPD-Work Consortium.

Job strain as a risk factor for coronary heart disease : a collaborative meta-analysis of individual

participant data. Lancet, 380(9852) :1491–1497, October 2012.
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J ; Schwartz SM ; Siscovick DS ; Sivananthan M ; Sivapalaratnam S ; Smith A ; Smith TB ; Snoep JD ;

Soranzo N ; Spertus JA ; Stark K ; Stirrups K ; Stoll M ; Tang WH ; Tennstedt S ; Thorgeirsson G ;

Thorleifsson G ; Tomaszewski M ; Uitterlinden AG ; van Rij AM ; Voight BF ; Wareham NJ ; Wells GA ;

Wichmann HE ; Wild PS ; Willenborg C ; Witteman JC ; Wright BJ ; Ye S ; Zeller T ; Ziegler A ; Cambien

F ; Goodall AH ; Cupples LA ; Quertermous T ; März W ; Hengstenberg C ; Blankenberg S ; Ouwehand

WH ; Hall AS ; Deloukas P ; Thompson JR ; Stefansson K ; Roberts R ; Thorsteinsdottir U ; O’Donnell

CJ ; McPherson R ; Erdmann J ; CARDIoGRAM Consortium ; Samani NJ. Large-scale association

analysis identifies 13 new susceptibility loci for coronary artery disease. Nat Genet, 43(4) :333–338,

March 2011.

[66] CARDIoGRAMplusC4D Consortium ; Deloukas P ; Kanoni S ; Willenborg C ; Farrall M ; Assimes TL ;

Thompson JR ; Ingelsson E ; Saleheen D ; Erdmann J ; Goldstein BA ; Stirrups K ; König IR ; Cazier JB ;

Johansson A ; Hall AS ; Lee JY ; Willer CJ ; Chambers JC ; Esko T ; Folkersen L ; Goel A ; Grundberg

E ; Havulinna AS ; Ho WK ; Hopewell JC ; Eriksson N ; Kleber ME ; Kristiansson K ; Lundmark P ;
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L ; Launer LJ ; Lyytikäinen LP ; Yengo L ; Franke L ; Ferrucci L ; Rose LM ; Kedenko L ; Rao M ;

Struchalin M ; Kleber ME ; Cavalieri M ; Haun M ; Cornelis MC ; Ciullo M ; Pirastu M ; de Andrade M ;

McEvoy MA ; Woodward M ; Adam M ; Cocca M ; Nauck M ; Imboden M ; Waldenberger M ; Pruijm

M ; Metzger M ; Stumvoll M ; Evans MK ; Sale MM ; Kähönen M ; Boban M ; Bochud M ; Rheinberger

M ; Verweij N ; Bouatia-Naji N ; Martin NG ; Hastie N ; Probst-Hensch N ; Soranzo N ; Devuyst O ;

Raitakari O ; Gottesman O ; Franco OH ; Polasek O ; Gasparini P ; Munroe PB ; Ridker PM ; Mitchell

P ; Muntner P ; Meisinger C ; Smit JH ; ICBP Consortium ; AGEN Consortium ; CARDIOGRAM ;

CHARGe-Heart Failure Group ; ECHOGen Consortium ; Kovacs P ; Wild PS ; Froguel P ; Rettig R ;
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A ; Taliun D ; Li M ; Gao X ; Gorski M ; Yang Q ; Hundertmark C ; Foster MC ; O’Seaghdha CM ; Glazer

N ; Isaacs A ; Liu CT ; Smith AV ; O’Connell JR ; Struchalin M ; Tanaka T ; Li G ; Johnson AD ; Gierman

HJ ; Feitosa M ; Hwang SJ ; Atkinson EJ ; Lohman K ; Cornelis MC ; Johansson Å ; Tönjes A ; Dehghan
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Biffar R ; Endlich K ; Ernst F ; Homuth G ; Kroemer HK ; Nauck M ; Stracke S ; Völker U ; Völzke

121



Bibliographie
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[321] Berndt SI ; Gustafsson S ; Mägi R ; Ganna A ; Wheeler E ; Feitosa MF ; Justice AE ; Monda KL ;

Croteau-Chonka DC ; Day FR ; Esko T ; Fall T ; Ferreira T ; Gentilini D ; Jackson AU ; Luan J ; Randall

JC ; Vedantam S ; Willer CJ ; Winkler TW ; Wood AR ; Workalemahu T ; Hu YJ ; Lee SH ; Liang

L ; Lin DY ; Min JL ; Neale BM ; Thorleifsson G ; Yang J ; Albrecht E ; Amin N ; Bragg-Gresham

JL ; Cadby G ; den Heijer M ; Eklund N ; Fischer K ; Goel A ; Hottenga JJ ; Huffman JE ; Jarick I ;
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A B S T R A C T

Objective: The association between impaired kidney function and venous thrombosis has been previously re-
ported but supportive data are still sparse. We here wish to strengthen this association by investigating, by use of
a genetic risk score approach, whether single nucleotide polymorphisms (SNPs) known to decrease the estimated
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 · 10−8) 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

Venous thrombosis (VT), that encompasses both deep vein

thrombosis and pulmonary embolism, is the second most common
cardiovascular disease and the third in terms of mortality. Its incidence
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-

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 in

Supplementary Table A.

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 < 5 · 10−8) 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 (r2 < 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 r2 > 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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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 · 10−7). In an independent collection of 1289 Dutch patients
and 1049 controls, the proposed GRS exhibited a distribution similar to

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 · 10−13). 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

Fig. 1. Main outlines of the adopted research strategy.
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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 (r2 = 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 · 10−6) 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

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

Table 1
Association with VT risk of the nine SNPs defining the identified GRS.

SNP Chromosome Position Locus eGFR associated allele MARTHA + EOVT MEGA

Allele frequencya Odds ratiob 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
rs1047891 2 211540507 CPS1 A 0.32 1.14 0.016 0.31 1.03 0.846
rs9682041 3 170091902 SKIL T 0.86 1.15 0.051 0.86 0.96 0.821
rs6420094 5 176817636 SLC34A1 G 0.32 1.06 0.255 0.31 1.12 0.445
rs7759001 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

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

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, R2 = 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 (mean±se) 41±0.3

Sex (% women) 47

BMI (mean±se) 24.1±0.1*

eGFR (mean±se) [25th-75th percentiles] 86.9±0.8 [71.1-108.4]**

GRS (mean±se) 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 A1 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 10-3

Supplementary Table C Association of the eGFR based GRS and its individual SNP component
with eGFR levels in the Genesis/Genediab study.
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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 < 10−5) 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 × 10−8 
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 × 10−6), FAM189A2 rs12344245 (OR = 1.85 [1.41–2.43], 
p = 8.52 × 10−6) and PKD1 rs116092985 (OR = 1.53 [1.27–1.85], p = 1.01 × 10−5). In addition, our analyses suggested 
that genetic variations at the ANKS1A, 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 < 10−5 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 

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  (r2 > 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 × 10−8) 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 I2 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 × 10−8) with the lead SNP, 
rs115829748, located upstream of the MAP1B 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 × 10−9). No other 
SNP demonstrated suggestive association with CAD at 
this locus (Additional file 4: Figure S3).

At the p < ~ 1.0 × 10−5 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 × 10−3 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 MAP1B 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 

[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 × 10−6) 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 × 10−6) 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 = 1.01 × 10−5 (OR = 1.53 [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 ANKS1A_rs17609940, COL4A2_rs11838776 and 
TOMM40_rs2075650 (near the APOE locus), the statisti-
cal evidence for association with the disease was rather 
strong with p < 5 × 10−3 even though it did not achieve 
multiple testing correction for the number of tested SNPs 
(~ 5 × 10−4 = 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).



Page 4 of 10Charmet et al. Cardiovasc Diabetol  (2018) 17:61 

Ta
bl

e 
1 

Le
ad

 S
N

Ps
 in

 d
is

co
ve

ry
 a

nd
 re

pl
ic

at
io

n

a  E
st

im
at

ed
 a

lle
le

/n
on

 e
st

im
at

ed
 a

lle
le

b  A
lle

le
 fr

eq
ue

nc
y 

of
 th

e 
es

tim
at

e 
al

le
le

c  O
dd

s 
ra

tio
 fo

r d
is

ea
se

d  A
ss

oc
ia

tio
n 

p 
va

lu
e 

de
riv

ed
 fr

om
 th

e 
m

et
a-

an
al

ys
is

 o
f t

he
 th

re
e 

di
sc

ov
er

y 
co

ho
rt

s
e  D

ire
ct

io
na

lit
y 

of
 th

e 
eff

ec
ts

 a
cr

os
s 

th
e 

co
nt

rib
ut

in
g 

co
ho

rt
s

f  I
2  s

ta
tis

tic
s 

fo
r h

et
er

og
en

ei
ty

 a
cr

os
s 

th
e 

co
nt

rib
ut

in
g 

co
ho

rt
s

g  p
 v

al
ue

 fo
r h

om
og

en
ei

ty
 a

cr
os

s 
th

e 
co

nt
rib

ut
in

g 
co

ho
rt

s
h  O

ne
 s

id
ed

 te
st

 p
 v

al
ue

 o
f a

ss
oc

ia
tio

n

D
is

co
ve

ry
Re

pl
ic

at
io

n

CH
R

BP
Lo

cu
s

SN
P

Ty
pe

 o
f v

ar
ia

tio
n

EA
/N

EA
a

EA
Fb

O
Rc

Pd
D

ire
ct

io
ne

I2 
f

P he
t g

EA
F

O
R

Ph
D

ire
ct

io
n

I2
P he

t

1
20

54
84

37
3

C
D

K1
8

rs
13

87
60

78
0

In
tr

on
ic

T/
C

0.
01

8
3.

48
9.

20
  1

0−
6

+
+
+

0
0.

94
3

0.
02

0
1.

88
0.

01
4

+
+
+
+
−

0
0.

50
9

2
97

45
52

76
C

N
N

M
4

rs
11

66
56

84
6

In
tr

on
ic

A
/G

0.
02

3
2.

57
9.

88
  1

0−
6

+
+
+

0
0.

66
1

0.
02

8
0.

89
0.

69
6

−
+
−

0
0.

87
6

2
15

52
25

18
2

G
A

LN
T1

3
rs

17
20

69
92

In
tr

on
ic

G
/A

0.
05

7
2.

32
6.

33
  1

0−
6

+
+
+

0
0.

81
7

0.
05

2
0.

97
0.

58
0

+
+
−
+
−

0
0.

93
4

2
17

76
45

59
0

A
C

09
21

62
.1

rs
11

35
17

53
2

In
te

rg
en

ic
A

G
AT

/A
0.

10
6

1.
75

1.
90

  1
0−

6
+
+
+

0
0.

91
2

0.
10

5
0.

86
0.

88
7

+
−
+
−

0
0.

65
8

3
13

37
06

74
N

U
P2

10
rs

73
01

88
09

In
tr

on
ic

T/
A

0.
02

4
3.

50
1.

89
  1

0−
7

+
+
+

59
.1

%
0.

08
7

0.
02

2
0.

60
0.

95
5

−
+

0
0.

72
2

3
10

39
75

41
8

M
IR

54
8A

3
rs

28
64

17
53

In
te

rg
en

ic
T/

C
0.

07
1

2.
10

1.
59

  1
0−

7
+
+
+

0
0.

86
3

0.
06

7
1.

02
0.

44
0

−
+
+
−

62
.7

0%
0.

03
0

4
61

71
23

0
JA

KM
IP

1
rs

78
03

15
27

In
tr

on
ic

T/
C

0.
20

1
1.

70
5.

41
  1

0−
6

+
+
+

0
0.

49
3

0.
20

9
1.

13
0.

11
4

+
+
−
+
−

0
0.

62
2

5
10

50
06

46
RO

PN
1L

rs
14

35
37

37
7

In
tr

on
ic

C
/A

0.
09

6
1.

88
7.

89
  1

0−
6

+
+
+

1.
1%

0.
57

7
0.

10
0

0.
85

0.
88

5
−
+
−
+

19
.2

0%
0.

29
2

5
71

39
43

87
M

A
P1

B
rs

11
58

29
74

8
In

te
rg

en
ic

T/
C

0.
04

0
3.

16
1.

36
  1

0−
9

+
+
+

71
.9

%
0.

02
8

0.
03

6
1.

13
0.

28
3

−
+
+
+
−

0
0.

65
5

6
95

55
74

71
M

A
N

EA
‑A

S1
rs

93
54

14
4

In
te

rg
en

ic
A

/T
0.

10
5

1.
71

5.
78

  1
0−

6
+
+
+

0
0.

78
5

0.
09

7
1.

05
0.

33
0

−
+
+
−

23
.9

0%
0.

26
2

8
73

84
25

23
KC

N
B2

rs
57

16
22

29
9

In
tr

on
ic

A
/G

0.
01

5
4.

12
6.

47
  1

0−
6

+
+
+

47
.2

%
0.

15
0

N
A

N
A

N
A

N
A

N
A

N
A

9
37

03
40

95
PA

X5
rs

14
37

23
94

8
U

TR
5

T/
C

0.
49

9
1.

65
6.

01
  1

0−
7

+
+
+

0
0.

98
5

N
A

N
A

N
A

N
A

N
A

N
A

9
71

95
57

17
FA

M
18

9A
2

rs
12

34
42

45
In

tr
on

ic
G

/A
0.

03
5

2.
52

9.
23

  1
0−

6
+
+
+

0
0.

95
0

0.
03

8
1.

45
0.

02
2

+
−
+
+
+

0
0.

56
0

10
19

45
73

87
A

RL
5B

rs
11

78
26

20
5

In
tr

on
ic

C
/T

0.
02

6
2.

72
6.

30
  1

0−
6

+
+
+

0
0.

48
2

0.
02

9
1.

11
0.

31
5

−
+
+

5.
70

%
0.

37
4

11
80

80
42

5
TU

B
rs

61
87

96
14

In
tr

on
ic

C
/T

0.
04

8
2.

94
2.

60
  1

0−
6

+
+
+

9.
4%

0.
33

2
0.

04
6

1.
11

0.
30

0
+
−

0
0.

77
5

16
21

60
97

3
PK

D
1

rs
11

60
92

98
5

M
is

se
ns

e 
(W

13
99

R)
G

/A
0.

09
7

1.
85

1.
72

  1
0−

5
+
+
+

29
.5

%
0.

24
2

0.
09

6
1.

29
0.

02
6

+
+
+
+
−

0
0.

48
8

17
43

28
16

4
SP

N
S3

rs
34

31
92

44
In

te
rg

en
ic

C
/C

T
0.

44
0

1.
51

2.
59

  1
0−

6
+
+
+

48
.8

%
0.

14
2

N
A

N
A

N
A

N
A

N
A

N
A

18
45

39
93

56
SM

A
D

2
rs

11
31

14
65

6
In

tr
on

ic
T/

C
0.

04
0

2.
67

2.
30

  1
0−

6
+
+
+

2.
4%

0.
35

9
0.

03
8

1.
04

0.
43

7
−
+
+
−
+

43
.4

0%
0.

13
2

21
21

34
71

56
N

C
RN

A
00

32
0

rs
67

21
37

64
In

te
rg

en
ic

G
/A

0.
26

1
1.

48
9.

28
  1

0−
6

+
+
+

0
0.

53
6

0.
26

0
1.

03
0.

36
3

+
+
−

32
.2

0%
0.

20
7

21
24

92
91

09
A

P0
00

45
9.

7
rs

12
48

24
25

In
te

rg
en

ic
A

/G
0.

31
4

0.
66

9.
33

  1
0−

6
−

0
0.

50
9

0.
30

8
1.

09
0.

87
1

+
+
+
+
+

0
0.

93
1

22
25

98
87

80
A

D
RB

K2
rs

37
30

09
90

1
In

tr
on

ic
C

/G
0.

01
9

3.
94

9.
42

  1
0−

6
+
+
+

0
0.

59
9

N
A

N
A

N
A

N
A

N
A

N
A



Page 5 of 10Charmet et al. Cardiovasc Diabetol  (2018) 17:61 

Table 2 Replication of CAD SNPs previously identified in the general population

SNP CHR BP Locus Published GWAS results Discovery GWAS in T1D patients

EAa EAFb ORc EAFd ORe [95% CI] Pf Directiong Powerh

rs11206510 1 55496039 PCSK9 T/C 0.848 1.08 0.815 1.08 [0.883–1.324] 0.223 −++ 0.150

rs9970807 1 56965664 PPAP2B C/T 0.915 1.13 0.906 1.21 [0.904–1.625] 0.098 +++ 0.380

rs7528419 1 109817192 SORT1 A/G 0.786 1.12 0.784 1.11 [0.918–1.348] 0.138 +++ 0.260

rs11810571 1 151762308 TDRKH G/C 0.849 1.06 0.854 1.05 [0.836–1.316] 0.339 −+− 0.080

rs1892094 1 169094459 ATP1B1 T/C 0.500 0.96 0.529 1.08 [0.919–1.266] 0.822 −++ 0.200

rs6700559 1 200646073 DDX59 T/C 0.470 0.96 0.460 1.15 [0.982–1.338] 0.958 +−+ 0.520

rs2820315 1 201872264 LMOD1 T/C 0.300 1.05 0.298 0.97 [0.820–0.156] 0.618 −++ 0.060

rs17464857 1 222762709 MIA3 T/G 0.861 1.06 0.842 1.12 [0.901–1.405] 0.148 +++ 0.250

rs16986953 2 19942473 AK097927 A/G 0.105 1.09 0.075 1.07 [0.799–1.450] 0.314 +++ 0.080

rs7567217 2 21303470 APOB T/C 0.860 1.07 0.858 1.02 [0.811–1.297] 0.415 −+ 0.060

rs7568458 2 85788175 GGCX A/T 0.449 1.06 0.460 1.06 [0.904–1.247] 0.232 +−+ 0.140

rs17678683 2 145286559 ZEB2 G/T 0.088 1.10 0.079 1.23 [0.900–1.692] 0.095 +− 0.390

rs2252641 2 145801461 ZEB2 C/T 0.475 1.03 0.450 1.01 [0.867–1.186] 0.430 ++− 0.050

rs1250229 2 216304384 FN1 T/C 0.256 1.07 0.260 0.88 [0.730–1.060] 0.911 − 0.390

rs2571445 2 218683154 TNS1 A/G 0.390 1.04 0.388 1.05 [0.894–1.234] 0.275 +−+ 0.110

rs1801251 2 233633460 KCNJ13 A/G 0.350 1.05 0.344 1.15 [0.975–1.352] 0.049 ++− 0.490

rs7623687 3 49448566 RHOA A/C 0.855 1.08 0.864 0.96 [0.756–1.212] 0.626 +++ 0.060

rs142695226 3 124475201 ITGB5 G/T 0.138 1.07 0.152 0.95 [0.754–1.195] 0.672 −+− 0.090

rs201477372 3 138099161 MRAS TTTC/T 0.163 1.08 0.155 1.02 [0.829–1.264] 0.411 −+− 0.060

rs12493885 3 153839866 ARHGEF26 C/G 0.886 1.07 0.866 0.87 [0.691–1.089] 0.890 +− 0.260

rs17087335 4 57838583 NOA1 T/G 0.210 1.06 0.177 0.99 [0.812–1.215] 0.523 −++ 0.050

rs10857147 4 81181072 FGF5 T/A 0.275 1.05 0.282 1.02 [0.855–1.215] 0.417 ++− 0.060

rs7678555 4 120909501 MAD2L1 C/A 0.301 1.05 0.287 0.92 [0.770–1.100] 0.818 −+ 0.200

rs4593108 4 148281001 MIR548G C/G 0.795 1.07 0.831 0.93 [0.761–1.145] 0.743 +− 0.110

rs1878406 4 148393664 EDNRA C/T 0.844 0.94 0.894 0.94 [0.740–1.208] 0.328 −+ 0.070

rs72689147 4 156639888 GUCY1A3 G/T 0.817 1.07 0.812 1.13 [0.919–1.390] 0.122 +++ 0.300

rs273909 5 131667353 SLC22A4 G/A 0.117 1.06 0.104 0.94 [0.726–1.217] 0.680 − 0.090

rs246600 5 142516897 ARHGAP26 T/C 0.480 1.05 0.486 0.98 [0.839–1.155] 0.575 −+− 0.060

rs9349379 6 12903957 PHACTR1 G/A 0.432 1.14 0.392 1.07 [0.919–1.267] 0.174 +++ 0.200

rs7454157 6 12909874 PHACTR1 G/A 0.651 1.10 0.622 1.15 [0.978–1.371] 0.044 +++ 0.550

rs6909752 6 22612629 HDGFL1 A/G 0.351 1.05 0.374 1.01 [0.851–1.186] 0.476 −+− 0.050

rs3130683 6 31888367 C2 T/C 0.860 1.09 0.960 0.69 [0.455–1.034] 0.964 +− 0.580

rs17609940 6 35034800 ANKS1A G/C 0.824 1.03 0.796 1.32 [1.077–1.635] 0.004 +++ 0.890

rs56336142 6 39134099 KCNK5 T/C 0.807 1.07 0.786 1.04 [0.860–1.265] 0.333 +− 0.080

rs10947789 6 39174922 KCNK5 T/C 0.775 1.05 0.753 1.07 [0.890–1.293] 0.229 +−+ 0.150

rs12202017 6 134173151 TCF21 A/G 0.700 1.07 0.713 1.02 [0.856–1.215] 0.411 +− 0.060

rs12190287 6 134214525 TCF21 C/G 0.617 1.06 0.633 1.06 [0.896–1.270] 0.232 +− 0.150

rs2048327 6 160863532 SLC22A3 T/C 0.646 0.94 0.633 1.00 [0.854–1.188] 0.538 −+− 0.050

rs3798220 6 160961137 LPA T/C 0.975 0.70 0.986 0.74 [0.397–1.393] 0.178 +− 0.140

rs55730499 6 161005610 LPA T/C 0.056 1.37 0.079 1.22 [0.925–1.609] 0.078 +0+ 0.350

rs4252185 6 161123451 PLG C/T 0.060 1.34 0.087 1.15 [0.862–1.541] 0.168 +++ 0.210

rs4252120 6 161143608 PLG T/C 0.740 1.03 0.709 0.91 [0.766–1.084] 0.852 −+ 0.240

rs2023938 7 19036775 HDAC9 T/C 0.897 0.94 0.899 0.87 [0.679–1.135] 0.161 +− 0.200

rs2107595 7 19049388 HDAC9 A/G 0.200 1.08 0.174 1.14 [0.926–1.406] 0.106 +++ 0.310

rs12539895 7 107091849 COG5 C/A 0.807 1.04 0.788 1.14 [0.931–1.394] 0.101 +−+ 0.350

rs10953541 7 107244545 BCAP29 C/T 0.783 1.05 0.750 1.16 [0.967–1.401] 0.054 ++− 0.490

rs11556924 7 129663496 ZC3HC1 C/T 0.687 1.08 0.593 0.97 [0.832–1.147] 0.610 −+ 0.060

rs10237377 7 139757136 PARP12 T/G 0.350 0.95 0.362 0.91 [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

EAa EAFb ORc EAFd ORe [95% CI] Pf Directiong Powerh

rs3918226 7 150690176 NOS3 T/C 0.060 1.14 0.088 0.90 [0.672–1.212] 0.751 −++ 0.140

rs264 8 19813180 LPL G/A 0.853 1.06 0.846 0.94 [0.756–1.168] 0.711 −+ 0.100

rs2954029 8 126490972 TRIB1 A/T 0.551 1.04 0.529 1.05 [0.896–1.232] 0.269 ++− 0.110

rs3217992 9 22003223 CDKN2BAS1 C/T 0.607 0.88 0.614 0.92 [0.789–1.084] 0.169 − 0.200

rs2891168 9 22098619 CDKN2BAS1 G/A 0.489 1.21 0.505 1.16 [0.993–1.362] 0.030 +++ 0.6

rs2519093 9 136141870 ABO T/C 0.191 1.08 0.186 0.98 [0.800–1.203] 0.571 −++ 0.060

rs2487928 10 30323892 KIAA1462 A/G 0.418 1.06 0.458 1.08 [0.924–1.271] 0.161 −++ 0.220

rs2624695 10 44549767 CXCL12 C/T 0.534 0.94 0.503 1.08 [0.926–1.270] 0.843 +++ 0.220

rs501120 10 44753867 CXCL12 T/C 0.813 1.08 0.863 1.18 [0.927–1.508] 0.088 +++ 0.400

rs11203043 10 90989279 LIPA G/A 0.576 1.04 0.551 0.89 [0.764–1.052] 0.909 − 0.360

rs1412444 10 91002927 LIPA T/C 0.369 1.07 0.326 0.94 [0.798–1.116] 0.749 −+− 0.130

rs11191416 10 104604916 CYP17A1 T/G 0.873 1.08 0.915 0.90 [0.686–1.186] 0.768 +− 0.120

rs11042937 11 10745394 MRVI1‑CTR9 T/G 0.490 1.04 0.499 1.06 [0.908–1.248] 0.220 ++− 0.150

rs3993105 11 13303071 ARNTL T/C 0.704 1.05 0.693 1.03 [0.866–1.228] 0.364 −+− 0.070

rs12801636 11 65391317 PCNX3 A/G 0.230 0.95 0.225 0.98 [0.810–1.189] 0.425 +− 0.060

rs590121 11 75274150 SERPINH1 T/G 0.300 1.05 0.295 0.80 [0.669–0.961] 0.992 − 0.830

rs9319428 13 28973621 FLT1 A/G 0.314 1.04 0.289 1.03 [0.874–1.227] 0.339 −++ 0.070

rs4773144 13 110960712 COL4A2 A/G 0.572 0.95 0.555 0.99 [0.850–1.172] 0.493 −++ 0.050

rs11838776 13 111040681 COL4A2 A/G 0.263 1.07 0.284 1.33 [1.113–1.606] 0.001 ++− 0.980

rs9515203 13 111049623 COL4A2 T/C 0.761 1.07 0.736 1.20 [0.983–1.468] 0.036 +++ 0.650

rs10139550 14 100145710 HHIPL1 G/C 0.423 1.06 0.413 0.96 [0.819–1.145] 0.645 −+ 0.070

rs6494488 15 65024204 RBPMS2 G/A 0.180 0.95 0.151 1.01 [0.803–1.280] 0.545 +− 0.050

rs56062135 15 67455630 SMAD3 C/T 0.790 1.07 0.758 1.07 [0.893–1.302] 0.214 ++− 0.160

rs7173743 15 79141784 ADAMTS7 T/C 0.564 1.08 0.515 1.00 [0.855–1.171] 0.495 −++ 0.050

rs8042271 15 89574218 ABHD2 G/A 0.900 1.10 0.947 0.93 [0.602–1.457] 0.613 −+ 0.070

rs17514846 15 91416550 FURIN‑FES A/C 0.440 1.05 0.461 1.08 [0.924–1.267] 0.163 ++− 0.210

rs1800775 16 56995236 CETP C/A 0.510 1.04 0.524 0.99 [0.844–1.153] 0.568 −+− 0.050

rs1050362 16 72130815 DHX38 A/C 0.380 1.04 0.351 1.11 [0.939–1.313] 0.110 +−+ 0.310

rs7500448 16 83045790 CDH13 A/G 0.752 1.06 0.755 1.09 [0.894–1.321] 0.202 +−+ 0.190

rs216172 17 2126504 SMG6 C/G 0.350 1.05 0.368 1.13 [0.963–1.329] 0.067 +++ 0.420

rs12936587 17 17543722 RAI1 G/A 0.611 1.03 0.542 1.00 [0.857–1.174] 0.480 −++ 0.050

rs17608766 17 45013271 GOSR2 C/T 0.140 1.07 0.133 0.89 [0.705–1.121] 0.840 − 0.220

rs999474 17 46987665 UBE2Z G/A 0.600 1.04 0.572 0.92 [0.789–1.084] 0.832 − 0.130

rs7212798 17 59013488 BCAS3 C/T 0.150 1.08 0.155 0.98 [0.786–1.221] 0.570 −++ 0.060

rs1867624 17 62387091 PECAM1 C/T 0.390 0.96 0.377 1.06 [0.898–1.241] 0.744 +++ 0.130

rs663129 18 57838401 U4/MC4R A/G 0.260 1.06 0.237 1.01 [0.847–1.227] 0.418 ++− 0.060

rs1122608 19 11163601 LDLR G/T 0.770 1.07 0.756 0.87 [0.731–1.048] 0.926 +− 0.380

rs56289821 19 11188247 LDLR G/A 0.900 1.14 0.880 1.10 [0.855–1.427] 0.223 +−+ 0.170

rs12976411 19 32882020 ZNF507 A/T 0.910 1.61 0.958 0.96 [0.639–1.460] 0.564 −+ 0.050

rs8108632 19 41854534 TGFB1 T/A 0.488 1.05 0.445 1.11 [0.938–1.307] 0.113 ++− 0.330

rs2075650 19 45395619 TOMM40 A/G 0.865 0.93 0.869 0.74 [0.596–0.919] 0.003 − 0.870

rs445925 19 45415640 APOE/APOC1 G/A 0.902 1.09 0.893 0.87 [0.681–1.129] 0.844 ++− 0.210

rs4420638 19 45422946 APOE/APOC1 G/A 0.166 1.10 0.171 1.20 [0.985–1.461] 0.034 +−+ 0.530

rs1964272 19 46190268 SNRPD2 G/A 0.510 1.05 0.509 0.95 [0.805–1.113] 0.747 −+ 0.110

rs867186 20 33764554 PROCR G/A 0.110 0.93 0.094 1.26 [0.974–1.623] 0.961 +++ 0.490
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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 
(MAP1B) 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 FAM189A2.

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 CDK18 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  r2 > 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. CDK18 encodes for 
a cyclin-dependent kinase, suggesting a role in cell cycle. 
This predicted protein is also related to CDK1, 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 CDK18 in the 
pathophysiology of T1D or its complications.

We also observed some evidence that the low frequency 
FAM189A2 rs12344245 G 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 FAM189A2 SNPs (rs10780297 
and rs10120442) have been reported to moderately 
associate (p = 9.3 × 10−4) 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  r2 = 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 PKD1 rs116092985 (Trp1399Arg) 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 PKD1 
not only in renal tubular function and structure [31] 

a Estimated allele/non estimated allele
b Allele frequency of the estimate allele reported in [14, 24–26]
c Odds ratio for CAD reported in [14, 24–26]
d Allele frequency of the estimated allele in the discovery GWAS of T1D patients
e Odds ratio for CAD [95% confidence interval] observed in the discovery GWAS of T1D patients
f One sided test p value of association
g Directionality of the effects across the contributing cohorts
h 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  EAFd and  ORe under the assumption of a multiplicative model (on log-scale)

SNP CHR BP Locus Published GWAS results Discovery GWAS in T1D patients

EAa EAFb ORc EAFd ORe [95% CI] Pf Directiong Powerh

rs28451064 21 35593827 KCNE2 A/G 0.121 1.14 0.126 1.36 [1.066–1.751] 0.006 +−+ 0.890

rs180803 22 24658858 POM121L9P G/T 0.970 1.20 0.979 1.18 [0.510–2.743] 0.348 −++ 0.120

Table 2 continued
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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 PKD1 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 × 10−8 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 × 10−3. We only 
had a power of 53, 38 and 26% to detect at this threshold 
a significant association at the CDK18 rs13876070, PKD1 
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 

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 weren’t 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 
ANKS1A, 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.

Abbreviations
CAD: coronary artery disease; T1D: type 1 diabetes; GWAS: genome wide 
association study; CVD: cardiovascular disease; DN: diabetic nephropathy; SNP: 
single nucleotide polymorphism; MAF: minor allele frequency; OR: odds ratio; 
LD: linkage disequilibrium; CI: confidence interval.

Authors’ contributions
RC performed the GWAS for the French cohort as well as the meta‑analyses 
for the three discovery cohorts and the five replication cohorts. SD performed 
the GWAS for the Ireland‑UK cohort. SK performed the GWASes for the five 
replication cohorts. TSA performed the GWAS for the Danish cohort. DAT 
and SH interpreted the results of the analysis and contributed in writing the 
manuscript. All authors read and approved the final manuscript.

Author details
1 Institut National pour la Santé et la Recherche Médicale (INSERM), Unité 
Mixte de Recherche en Santé (UMR_S) 1166, Team Genomics & Pathophysiol‑
ogy of Cardiovascular Diseases, Sorbonne Universités, UPMC Univ. Paris 06, 
Paris, France. 2 ICAN Institute for Cardiometabolism and Nutrition, Paris, France. 
3 Centre for Public Health, Queen’s University of Belfast, Belfast, Northern 
Ireland, UK. 4 Genetics & Genome Biology Program, Hospital for Sick Children, 

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 × 10‑5 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 PKD1 locus.



Page 9 of 10Charmet et al. Cardiovasc Diabetol  (2018) 17:61 

Toronto, Canada. 5 Départment de Diabétologie, Endocrinologie et Nutri‑
tion, Assistance Publique Hôpitaux de Paris, Hôpital Bichat, DHU FIRE, Paris, 
France. 6 UFR de Médecine, Université Paris Diderot, Sorbonne Paris Cité, Paris, 
France. 7 Steno Diabetes Center Copenhagen, Gentofte, Denmark. 8 University 
of Copenhagen, Copenhagen, Denmark. 9 Dalla Lana School of Public Health, 
University of Toronto, Toronto, Canada. 10 UFR de Médecine et Pharmacie, 
Université de Poitiers, Poitiers, France. 11 INSERM, CIC 1402 & U1082, Poitiers, 
France. 12 Service d’Endocrinologie‑Diabétologie and Centre d’Investigation 
Clinique, CHU de Poitiers, BP 577, 86021 Poitiers Cedex, France. 

Competing interests
The authors declare that they have no competing interests.

Availability of data and materials
Summary statistics of the discovery GWAS are available in the GRASP 
resources database (https://grasp.nhlbi.nih.gov/FullResults.aspx). The French 
cohorts details are available in additional files.

Ethics approval and consent to participate
All participating studies were approved by their respective institutional review 
board/ethics committee and an informed consent was obtained from all 
participating individuals.

Funding
R.C was supported by a Ph.D. grant from the Region Ile de France (CORDDIM 
program).

The UK‑ROI component was funded by Diabetes UK, the JDRF, the 
Health Research Board, Science Foundation Ireland, and Department for the 
Economy NI 15/IA/3152; this includes the Warren 3/UK GoKinD Study Group, 
which includes, Belfast: A. P. Maxwell, A. J. McKnight, D. A. Savage; Edinburgh: J. 
Walker; London: S. Thomas, G. C. Viberti; Manchester: A. J. M. Boulton; Newcas‑
tle: S. Marshall; Plymouth: A. G. Demaine, B. A. Millward; Swansea: S. C. Bain. SD 
was supported by a Ph.D. studentship from the Northern Ireland Department 
of Education and Learning.

Publisher’s Note
Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in pub‑
lished maps and institutional affiliations.

Received: 8 January 2018   Accepted: 16 April 2018

References
 1. Menke A, Casagrande S, Geiss L, Cowie CC. Prevalence of and trends 

in diabetes among adults in the United States, 1988–2012. JAMA. 
2015;314:1021–9.

 2. Kusnik‑Joinville O, Weill A, Ricordeau P, Allemand H. Diabète traité en 
France en 2007: un taux de prévalence proche de 4% et des disparités 
géographiques croissantes. BEH. 2008;43:409–13.

 3. Daneman D. Type 1 diabetes. Lancet. 2006;367:847–58.
 4. Livingstone SJ, Levin D, Looker HC, Lindsay RS, Wild SH, Joss N, et al. 

Estimated life expectancy in a Scottish cohort with type 1 diabetes, 
2008–2010. JAMA. 2015;313:37–44.

 5. Lind M, Svensson AM, Kosiborod M, Gudbjörnsdottir S, Pivodic A, Wedel 
H, et al. Glycemic control and excess mortality in type 1 diabetes. N Engl J 
Med. 2014;371:1972–82.

 6. Yusuf S, Hawken S, Ounpuu S, Dans T, Avezum A, Lanas F, et al. Effect of 
potentially modifiable risk factors associated with myocardial infarc‑
tion in 52 countries (the INTERHEART study): case‑control study. Lancet. 
2004;364:937–52.

 7. Nathan DM, Cleary PA, Backlund J‑YC, Genuth SM, Lachin JM, Orchard TJ, 
et al. Intensive diabetes treatment and cardiovascular disease in patients 
with type 1 diabetes. N Engl J Med. 2005;353:2643–53.

 8. Earle K, Walker J, Hill C, Viberti G. Familial clustering of cardiovascular 
disease in patients with insulin‑dependent diabetes and nephropathy. N 
Engl J Med. 1992;326:673–7.

 9. Hokanson JE, Cheng S, Snell‑Bergeon JK, Fijal BA, Grow MA, Hung C, et al. 
A common promoter polymorphism in the hepatic lipase gene (LIPC‑
480C > T) is associated with an increase in coronary calcification in type 1 
diabetes. Diabetes. 2002;51:1208–13.

 10. Pettersson‑Fernholm K, Karvonen MK, Kallio J, Forsblom CM, Koulu 
M, Pesonen U, et al. Leucine 7 to proline 7 polymorphism in the 
preproneuropeptide Y is associated with proteinuria, coronary heart 
disease, and glycemic control in type 1 diabetic patients. Diabetes Care. 
2004;27:503–9.

 11. Kretowski A, Hokanson JE, McFann K, Kinney GL, Snell‑Bergeon JK, Maahs 
DM, et al. The apolipoprotein A‑IV Gln360His polymorphism predicts pro‑
gression of coronary artery calcification in patients with type 1 diabetes. 
Diabetologia. 2006;49:1946–54.

 12. Pettersson‑Fernholm K, Forsblom C, Hudson BI, Perola M, Grant PJ, Groop 
P‑H, et al. The functional ‑374 T/A RAGE gene polymorphism is associated 
with proteinuria and cardiovascular disease in type 1 diabetic patients. 
Diabetes. 2003;52:891–4.

 13. CARDIoGRAMplusC4D Consortium, Deloukas P, Kanoni S, Willenborg C, 
Farrall M, Assimes TL, et al. Large‑scale association analysis identifies new 
risk loci for coronary artery disease. Nat Genet. 2013;45:25–33.

 14. Nikpay M, Goel A, Won H‑H, Hall LM, Willenborg C, Kanoni S, et al. A 
comprehensive 1,000 Genomes‑based genome‑wide association meta‑
analysis of coronary artery disease. Nat Genet. 2015;47:1121–30.

 15. Association AD. Diagnosis and classification of diabetes mellitus. Diabetes 
Care. 2010;33:S62–9.

 16. Hadjadj S, Cariou B, Fumeron F, Gand E, Charpentier G, Roussel R, et al. 
Death, end‑stage renal disease and renal function decline in patients 
with diabetic nephropathy in French cohorts of type 1 and type 2 diabe‑
tes. Diabetologia. 2016;59:208–16.

 17. Lajer M, Jorsal A, Tarnow L, Parving H‑H, Rossing P. Plasma growth differ‑
entiation factor‑15 independently predicts all‑cause and cardiovascular 
mortality as well as deterioration of kidney function in type 1 diabetic 
patients with nephropathy. Diabetes Care. 2010;33:1567–72.

 18. Sandholm N, Salem RM, McKnight AJ, Brennan EP, Forsblom C, Isakova 
T, et al. New susceptibility loci associated with kidney disease in type 1 
diabetes. PLoS Genet. 2012;8:e1002921.

 19. Li Y, Willer CJ, Ding J, Scheet P, Abecasis GR. MaCH: using sequence and 
genotype data to estimate haplotypes and unobserved genotypes. 
Genet Epidemiol. 2010;34:816–34.

 20. Purcell S, Neale B, Todd‑Brown K, Thomas L, Ferreira MAR, Bender D, et al. 
PLINK: a tool set for whole‑genome association and population‑based 
linkage analyses. Am J Hum Genet. 2007;81:559–75.

 21. Willer CJ, Li Y, Abecasis GR. METAL: fast and efficient meta‑analysis of 
genomewide association scans. Bioinformatics. 2010;26:2190–1.

 22. Higgins JPT, Thompson SG. Quantifying heterogeneity in a meta‑analysis. 
Stat Med. 2002;21:1539–58.

 23. Hsieh FY, Bloch DA, Larsen MD. A simple method of sample size calcula‑
tion for linear and logistic regression. Stat Med. 1998;17:1623–34.

 24. Nelson CP, Goel A, Butterworth AS, Kanoni S, Webb TR, Marouli E, et al. 
Association analyses based on false discovery rate implicate new loci for 
coronary artery disease. Nat Genet. 2017;49:1385–91.

 25. Howson JMM, Zhao W, Barnes DR, Ho W‑K, Young R, Paul DS, et al. Fifteen 
new risk loci for coronary artery disease highlight arterial‑wall‑specific 
mechanisms. Nat Genet. 2017;49:1113–9.

 26. Webb TR, Erdmann J, Stirrups KE, Stitziel NO, Masca NGD, Jansen H, et al. 
Systematic evaluation of pleiotropy identifies 6 further loci associated 
with coronary artery disease. J Am Coll Cardiol. 2017;69:823–36.

 27. Ward LD, Kellis M. HaploReg: a resource for exploring chromatin states, 
conservation, and regulatory motif alterations within sets of genetically 
linked variants. Nucleic Acids Res. 2012;40:D930–4.

 28. Okuda T, Cleveland JL, Downing JR. PCTAIRE‑1 and PCTAIRE‑3, two 
members of a novel cdc2/CDC28‑related protein kinase gene family. 
Oncogene. 1992;7:2249–58.

 29. Bradfield JP, Qu H‑Q, Wang K, Zhang H, Sleiman PM, Kim CE, et al. A 
genome‑wide meta‑analysis of six type 1 diabetes cohorts identifies 
multiple associated loci. PLoS Genet. 2011;7:e1002293.

 30. Böger CA, Chen M‑H, Tin A, Olden M, Köttgen A, de Boer IH, et al. CUBN is 
a gene locus for albuminuria. J Am Soc Nephrol. 2011;22:555–70.

 31. Song X, Di Giovanni V, He N, Wang K, Ingram A, Rosenblum ND, et al. 
Systems biology of autosomal dominant polycystic kidney disease 



Page 10 of 10Charmet et al. Cardiovasc Diabetol  (2018) 17:61 

•
 
fast, convenient online submission

 •
  

thorough peer review by experienced researchers in your field

• 
 
rapid publication on acceptance

• 
 
support for research data, including large and complex data types

•
  

gold Open Access which fosters wider collaboration and increased citations 

 
maximum visibility for your research: over 100M website views per year •

  At BMC, research is always in progress.

Learn more biomedcentral.com/submissions

Ready to submit your research ?  Choose BMC and benefit from: 

(ADPKD): computational identification of gene expression pathways and 
integrated regulatory networks. Hum Mol Genet. 2009;18:2328–43.

 32. The International Polycystic Kidney Disease Consortium. Polycystic 
kidney disease: the complete structure of the PKD1 gene and its protein. 
Cell. 1995;81:289–98.

 33. Min J, Weitian Z, Peng C, Yan P, Bo Z, Yan W, Yun B, Xukai W. Correlation 
between insulin‑induced estrogen receptor methylation and atheroscle‑
rosis. Cardiovasc Diabetol. 2016;15:156.



Supplementary figure 1



Supplementary figure 2



S
u
p
p
le

m
e
n
ta

ry
fi
g
u
re

3



S
u
p
p
le

m
e
n
ta

ry
fi
g
u
re

4



S
u
p
p
le

m
e
n
ta

ry
fi
g
u
re

5



S
tu

d
y

n
a
m

e
C

a
te

g
o
ry

N
u
m

b
e
r

N
u
m

b
e
r

Y
e
a
rs

P
o
p
u
la

ti
o
n

In
c
lu

si
o
n

N
u
m

b
e
r

o
f

C
a
se

M
e
a
n

a
g
e

F
e
m

a
le

o
f

o
f

o
ri

g
in

d
ia

b
e
ti

c
a
sc

e
rt

a
in

m
e
n
t

(S
D

)
(%

)
(C

a
se

s/
C

o
n
tr

o
ls

)
c
a
se

s
c
o
n
tr

o
ls

o
ri

g
in

n
e
p
h
ro

p
a
th

y
(C

a
se

s/
C

o
n
tr

o
ls

)
G

e
n
e
si

s/
G

e
n
e
d
ia

b
D

is
c
o
v
e
ry

8
5

1
2
8
5

1
9
9
4
-2

0
0
0

F
ra

n
c
e

T
1
D

d
ia

g
n
o
se

d
a
n
d

4
0
/
3
2
5

H
is

to
ry

o
f

4
0
,7

4
7
,4

b
e
fo

re
3
5

y
e
a
rs

o
f

a
g
e

m
y
o
c
a
rd

ia
l

in
fa

rc
ti

o
n

(1
2
,2

)
a
n
d

w
it

h
d
ia

b
e
te

s
d
u
ra

ti
o
n

o
r

re
v
a
sc

u
la

ri
z
a
ti

o
n

≥
1
5

y
e
a
rs

S
te

n
o

D
is

c
o
v
e
ry

2
3
7

6
3
2

1
9
9
3
-2

0
0
0

D
e
n
m

a
rk

T
1
D

b
e
fo

re
1
7
7
/
2
5
1

H
is

to
ry

o
f

C
V

D
4
3
,9

4
3

3
5

y
e
a
rs

o
ld

e
x
c
e
p
t

st
ro

k
e

(1
1
,1

)
a
t

b
a
se

li
n
e

o
r

d
u
ri

n
g

fo
ll
o
w

u
p

U
K

-R
O

I
D

is
c
o
v
e
ry

1
1
2

1
2
0
6

1
9
9
6
-2

0
0
0

B
ri

ti
sh

is
le

s
T

1
D

b
e
fo

re
9
7
/
5
1
4

A
n
g
in

a
,

M
I

o
r

4
4
,1

4
9
,1

3
1

y
e
a
rs

o
ld

c
o
ro

n
a
ry

a
rt

e
ry

(1
1
,1

)
b
y
p
a
ss

g
ra

ft
b
y
p
a
ss

g
ra

ft
D

C
C

T
-E

D
IC

R
e
p
li
c
a
ti

o
n

1
5
2

1
1
5
2

1
9
8
3
-1

9
8
9

U
n
it

e
d

S
ta

te
s

T
1
D

su
b

je
c
ts

a
g
e
d

2
8
/
1
6
5

A
n
y

C
V

D
e
v
e
n
t

2
7

4
7

C
a
n
a
d
a

b
e
tw

e
e
n

1
3

a
n
d

3
9

y
e
a
rs

e
x
c
e
p
t

st
ro

k
e

(7
)

a
n
d

w
it

h
d
ia

b
e
te

s
d
u
ra

ti
o
n
≥

1
y
e
a
r

W
E

S
D

R
R

e
p
li
c
a
ti

o
n

2
0
2

3
9
2

1
9
7
9
-1

9
8
0

U
n
it

e
d

S
ta

te
s

T
1
D

in
d
iv

id
u
a
ls

N
A

A
n
y

C
V

D
e
v
e
n
t

2
6

5
0

(W
is

c
o
n
si

n
)

d
ia

g
n
o
se

d
e
x
c
e
p
t

st
ro

k
e

(1
1
)

<
3
2

y
e
a
rs

o
f

a
g
e

a
n
d

tr
e
a
te

d
w

it
h

in
su

li
n

C
A

C
T

I
R

e
p
li
c
a
ti

o
n

4
2

4
7
8

2
0
0
0
-2

0
0
2

U
n
it

e
d

S
ta

te
s

T
1
D

su
b

je
c
ts

w
it

h
N

A
A

n
y

C
V

D
e
v
e
n
t

3
9

4
4

(C
o
lo

ra
d
o
)

d
ia

b
e
te

s
d
u
ra

ti
o
n

e
x
c
e
p
t

st
ro

k
e

(9
)

>
1
0

y
e
a
rs

w
it

h
o
u
t

C
V

D
a
t

b
a
se

li
n
e

E
D

C
R

e
p
li
c
a
ti

o
n

1
3
9

2
8
9

1
9
6
8
-1

9
8
8

U
n
it

e
d

S
ta

te
s

c
h
il
d
h
o
o
d
-o

n
se

t
N

A
A

n
y

C
V

D
e
v
e
n
t

2
7

4
8

(P
e
n
n
sy

lv
a
n
ia

)
(<

1
7

y
e
a
rs

o
f

a
g
e
)

e
x
c
e
p
t

st
ro

k
e

(8
)

T
1
D

c
a
se

s
d
ia

g
n
o
se

d
o
r

se
e
n

w
it

h
in

1
y
e
a
r

o
f

d
ia

g
n
o
si

s
G

o
K

IN
D

R
e
p
li
c
a
ti

o
n

5
0

3
0
1

2
0
0
0
-2

0
0
3

U
n
it

e
d

S
ta

te
s

su
b

je
c
ts

w
it

h
lo

n
g
-t

e
rm

N
A

A
n
y

C
V

D
e
v
e
n
t

3
7

6
6

(>
1
0

y
e
a
rs

)
T

1
D

e
x
c
e
p
t

st
ro

k
e

(9
)

d
ia

g
n
o
se

d
b

e
fo

re
3
1

y
e
a
rs

o
ld

S
u
p
p
le

m
e
n
ta

ry
ta

b
le

1
P

a
rt

1.



S
tu

d
y

n
a
m

e
G

e
n
o
ty

p
in

g
c
h
ip

S
u
b

je
c
t

S
N

P
S
N

P
c
o
u
n
t

Im
p
u
ta

ti
o
n

p
a
n
e
l

S
N

P
c
o
u
n
t

S
ta

ti
st

ic
a
l

a
n
d

v
e
rs

io
n

e
x
c
lu

si
o
n

e
x
c
lu

si
o
n

p
ri

o
r

to
a
n
d

so
ft

w
a
re

p
o
st

a
n
a
ly

se
s

im
p
u
ta

ti
o
n

im
p
u
ta

ti
o
n

G
e
n
e
si

s/
G

e
n
e
d
ia

b
Il

lu
m

in
a

U
n
m

a
tc

h
e
d

se
x

M
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

1
%

2
6
7

4
0
9

1
0
0
0

G
e
n
o
m

e
s

p
h
a
se

3
v
5

1
2

7
4
5

4
7
8

L
o
g
is

ti
c

m
o
d
e
l

H
u
m

a
n
C

o
re

E
x
o
m

e
1
2
v
1

m
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

5
%

m
it

o
c
h
o
n
d
ri

a
M

a
C

H
w

it
h

a
d
d
it

iv
e

e
ff

e
c
t

o
u
tl

ie
rs

b
a
se

d
o
n

P
C

A
s

se
x
u
a
l

c
h
ro

m
o
so

m
e
s

m
a
c
h
2
d
a
t

A
g
e
,

se
x
,

4
fi

rs
t

P
C

s
h
ig

h
k
in

sh
ip

H
W

E
p
-v

a
lu

e
<

1
E

-0
5

a
n
d

d
ia

b
e
ti

c
n
e
p
h
ro

p
a
th

y
M

A
F
<

0
,1

a
s

c
o
v
a
ri

a
te

s
r-

sq
u
a
re
<

0
,3

fo
r

im
p
u
te

d
S
N

P
s

S
te

n
o

Il
lu

m
in

a
U

n
m

a
tc

h
e
d

se
x
,

m
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

5
%

M
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

5
%

2
8
6

6
2
6

1
0
0
0

G
e
n
o
m

e
s

p
h
a
se

3
v
5

1
1

1
7
7

8
8
3

L
o
g
is

ti
c

m
o
d
e
l

H
u
m

a
n
C

o
re

E
x
o
m

e
1
2
v
1

g
e
n
e
ti

c
d
u
p
li
c
a
te

s
m

o
n
o
m

o
rp

h
ic

S
N

P
s

M
a
C

H
w

it
h

a
d
d
it

iv
e

e
ff

e
c
t

o
u
tl

ie
rs

b
a
se

d
o
n

P
C

A
s

H
W

E
p
-v

a
lu

e
<

1
E

-0
6

Q
u
ic

k
te

st
A

g
e
,

se
x
,

2
fi

rs
t

P
C

s
e
x
tr

e
m

e
h
e
te

ro
z
y
g
o
c
it

y
IN

F
O

v
a
lu

e
<

0
,3

fo
r

im
p
u
te

d
S
N

P
s

a
n
d

d
ia

b
e
ti

c
n
e
p
h
ro

p
a
th

y
a
s

c
o
v
a
ri

a
te

s
U

K
-R

O
I

Il
lu

m
in

a
U

n
m

a
tc

h
e
d

se
x

M
it

o
c
h
o
n
d
ri

a
2
5
3

2
7
1

1
0
0
0

G
e
n
o
m

e
s

p
h
a
se

3
v
5

1
3

8
6
3

2
9
8

L
o
g
is

ti
c

m
o
d
e
l

H
u
m

a
n
C

o
re

E
x
o
m

e
1
2
v
1

m
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

5
%

se
x

c
h
ro

m
o
so

m
e
s

M
a
C

H
w

it
h

a
d
d
it

iv
e

e
ff

e
c
t

g
e
n
e
ti

c
d
u
p
li
c
a
te

s
M

A
F
<

0
.0

1
P

li
n
k

1
.9

A
g
e
,

se
x
,

P
C

s
a
n
d

o
u
tl

ie
rs

b
a
se

d
o
n

P
C

A
s

m
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

5
%

d
ia

b
e
ti

c
n
e
p
h
ro

p
a
th

y
e
x
tr

e
m

e
h
e
te

ro
z
y
g
o
si

ty
m

o
n
o
m

o
rp

h
ic

S
N

P
s

a
s

c
o
v
a
ri

a
te

s
H

W
E

p
-v

a
lu

e
<

1
E

-0
8

r-
sq

u
a
re
<

0
.2

9
fo

r
im

p
u
te

d
S
N

P
s

D
C

C
T

-E
D

IC
Il

lu
m

in
a

U
n
m

a
tc

h
e
d

se
x

M
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

2
%

8
4
1

3
6
6

1
0
0
0

G
e
n
o
m

e
s

p
h
a
se

3
1
9

2
1
0

8
3
5

L
o
g
is

ti
c

m
o
d
e
l

H
u
m

a
n

1
M

m
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

2
%

m
it

o
c
h
o
n
d
ri

a
,

IM
P

U
T

E
2
*

w
it

h
a
d
d
it

iv
e

e
ff

e
c
t

o
u
tl

ie
rs

b
a
se

d
o
n

P
C

A
s

se
x

c
h
ro

m
o
so

m
e
s

S
N

P
T

E
S
T

v
2
.5
†

A
g
e
,

se
x

M
A

F
<

0
.0

1
d
u
ra

ti
o
n

o
f

d
ia

b
e
te

s
in

fo
>

0
.8

fo
r

im
p
u
te

d
S
N

P
s

a
s

c
o
v
a
ri

a
te

s
W

E
S
D

R
Il

lu
m

in
a

U
n
m

a
tc

h
e
d

se
x

M
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

5
%

8
6
1

5
0
3

1
0
0
0

G
e
n
o
m

e
s

p
h
a
se

3
1
2

9
6
9

2
1
2

L
o
g
is

ti
c

m
o
d
e
l

H
u
m

a
n
O

m
n
i1

-Q
u
a
d

m
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

2
%

m
it

o
c
h
o
n
d
ri

a
IM

P
U

T
E

2
w

it
h

a
d
d
it

iv
e

e
ff

e
c
t

o
u
tl

ie
rs

b
a
se

d
o
n

P
C

A
s

se
x

c
h
ro

m
o
so

m
e
s

A
g
e
,

se
x

M
A

F
<

0
.0

1
S
N

P
T

E
S
T

v
2
.5

d
u
ra

ti
o
n

o
f

d
ia

b
e
te

s
in

fo
>

0
.8

fo
r

im
p
u
te

d
S
N

P
s

S
N

P
T

E
S
T

v
2
.5

a
s

c
o
v
a
ri

a
te

s
C

A
C

T
I

Il
lu

m
in

a
U

n
m

a
tc

h
e
d

se
x

M
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

5
%

5
2
2

7
3
1

1
0
0
0

G
e
n
o
m

e
s

p
h
a
se

3
1
4

0
3
6

9
3
9

L
o
g
is

ti
c

m
o
d
e
l

H
u
m

a
n
C

o
re

E
x
o
m

e
v
3

m
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

2
%

m
it

o
c
h
o
n
d
ri

a
IM

P
U

T
E

2
w

it
h

a
d
d
it

iv
e

e
ff

e
c
t

o
u
tl

ie
rs

b
a
se

d
o
n

P
C

A
s

se
x

c
h
ro

m
o
so

m
e
s

S
N

P
T

E
S
T

v
2
.5

A
g
e
,

se
x

M
A

F
<

0
.0

1
d
u
ra

ti
o
n

o
f

d
ia

b
e
te

s
in

fo
>

0
.8

fo
r

im
p
u
te

d
S
N

P
s

a
s

c
o
v
a
ri

a
te

s
E

D
C

Il
lu

m
in

a
U

n
m

a
tc

h
e
d

se
x

M
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

5
%

3
1
1

8
4
0

1
0
0
0

G
e
n
o
m

e
s

p
h
a
se

3
1
2

0
9
1

4
0
1

L
o
g
is

ti
c

m
o
d
e
l

H
u
m

a
n
O

m
n
i1

-Q
u
a
d

m
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

2
%

m
it

o
c
h
o
n
d
ri

a
M

a
C

H
w

it
h

a
d
d
it

iv
e

e
ff

e
c
t

o
u
tl

ie
rs

b
a
se

d
o
n

P
C

A
s

se
x

c
h
ro

m
o
so

m
e
s

S
N

P
T

E
S
T

v
2
.5

A
g
e
,

se
x

M
A

F
<

0
.0

1
d
u
ra

ti
o
n

o
f

d
ia

b
e
te

s
in

fo
>

0
.8

fo
r

im
p
u
te

d
S
N

P
s

a
s

c
o
v
a
ri

a
te

s
G

o
K

IN
D

Il
lu

m
in

a
U

n
m

a
tc

h
e
d

se
x

M
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

5
%

3
3
0

5
6
7

1
0
0
0

G
e
n
o
m

e
s

p
h
a
se

3
1
1

8
7
6

5
7
6

L
o
g
is

ti
c

m
o
d
e
l

H
u
m

a
n
C

o
re

E
x
o
m

e
v
3

m
is

si
n
g

c
a
ll

ra
te
>

2
%

m
it

o
c
h
o
n
d
ri

a
M

a
C

H
w

it
h

a
d
d
it

iv
e

e
ff

e
c
t

o
u
tl

ie
rs

b
a
se

d
o
n

P
C

A
s

se
x

c
h
ro

m
o
so

m
e
s

S
N

P
T

E
S
T

v
2
.5

A
g
e
,

se
x

M
A

F
<

0
.0

1
d
u
ra

ti
o
n

o
f

d
ia

b
e
te

s
in

fo
>

0
.8

fo
r

im
p
u
te

d
S
N

P
s

a
s

c
o
v
a
ri

a
te

s

S
u
p
p
le

m
e
n
ta

ry
ta

b
le

1
P

a
rt

2.
*
J
.

M
a
rc

h
in

i
a
n

d
B

.
H

ow
ie

(2
01

0
)

G
en

o
ty

p
e

im
p

u
ta

ti
on

fo
r

ge
n

om
e-

w
id

e
as

so
ci

at
io

n
st

u
d

ie
s.

N
at

u
re

R
ev

ie
w

s
G

en
et

ic
s

†J
.

M
a
rc

h
in

i,
B

.
H

ow
ie

,
S

.
M

ye
rs

,
G

.
M

cV
ea

n
,

an
d

P
.

D
on

n
el

ly
(2

00
7)

A
n

ew
m

u
lt

ip
oi

n
t

m
et

h
o
d

fo
r

ge
n

om
e-

w
id

e
as

so
ci

at
io

n
st

u
d

ie
s

v
ia

im
p

u
ta

ti
o
n

of
g
en

o
ty

p
es

.
N

a
tu

re
G

en
et

ic
s

39
:

90
6-

91
3T









Titre : Étude des interactions entre la fonction rénale, la thrombose artérielle et la thrombose veineuse

par une approche génétique

Résumé : L’objet de cette thèse est l’étude de la génétique des coronaropathies dans le contexte du

diabète 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 rôle de la fonction rénale dans le développement des maladies cardiovas-

culaires. À l’aide d’une approche GWAS je cherche à identifier des marqueurs génétiques associés au

risque de coronaropathie dans un groupe cas-témoin composé de patients atteints de diabète de type

I et d’étudier l’effet de l’interaction entre ces marqueurs génétiques et la néphropathie diabétique sur

le risque de coronaropathie. Ensuite, j’étudie le rôle 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 gènes 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 l’association entre le score polygénique et le risque de thrombose veineuse a permis

de renforcer l’hypothèse de la fonction rénale en tant que facteur de risque de la thrombose veineuse.

Les résultats obtenus dans ces travaux doivent être confirmés mais dans l’ensemble ils montrent que

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

Mot-clés : Maladies cardiovasculaires, diabète 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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