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Résumé en frangais

Les technologies actuelles permettent d'explorer le génome entier pour identifier des
variants génétiques associés a des phénotypes particuliers, notamment de maladies. C’est le

role de la bioinformatique de répondre a cette problématique.

Dans le cadre de cette these, un nouvel outil logiciel a été développé qui permet de
mesurer avec une bonne précision le nombre de marqueurs génétiques effectivement
indépendants correspondant a un ensemble de marqueurs génotypés dans une population
donnée. Cet algorithme repose sur la mesure de I’entropie de Shannon contenue au sein de ces
marqueurs, ainsi que des niveaux d’information mutuelle calculés sur les paires de SNPs
choisis au sein d’une fenétre de SNPs consécutifs, dont la taille est un parametre du
programme. Il a été montré que ce nombre de marqueurs indépendants devient constant des
que la population est homogene avec une taille suffisante (N > 60 individus) et que 1'on utilise
une fenétre assez grande (taille > 100 SNPs). Ce calcul peut avoir de nombreuses applications

pour l'exploitation des données.

Une analyse génome-entier a été réalisée sur le photo-vieillissement. Elle a porté sur
502 femmes caucasiennes pour lesquelles un grade de photo-vieillissement a été évalué selon
une technologie bien établie. Les femmes ont été génotypées sur des puces lllumina OmniOne
(1M SNPs), et deux genes ont été identifiés (STXBPS5L et FBX040) associés a un SNP passant
le seuil de Bonferroni, dont l'implication dans le photo-vieillissement était jusqu'alors
inconnue. De plus, cette association a aussi été retrouvé dans deux autres phénotypes
suggérant un mécanisme moléculaire commun possible entre le relichement cutané et les
rides. On n'observe pas de réplication au niveau du critere lentigines, la troisiéme composante

étudiée du photo-vieillissement.

Ces travaux sont en cours de publication dans des revues scientifiques internationales

a comité de lecture.

Mots clés : études d'association, entropie de Shannon, photo-vieillissement, SNP, tests
multiples



Résumé en anglais

New technologies allow the exploration of the whole genome to identify genetic
variants associated with various phenotypes, in particular diseases. Bioinformatics aims at

helping to answer these questions.

In the context of my PhD thesis, I have first developed a new software allowing to
measure with a good precision the number of really independent genetic markers present in a
set of markers genotyped in a given population. This algorithm relies on the Shannon's
entropy contained within these markers and on the levels of mutual information computed
from the pairs of SNPs chosen in a given window of consecutive SNPs, the window size is a
parameter of the program. I have shown that the number of really independent markers
become stable as soon as the population is homogeneous and large enough (N > 60) and as
soon as the window size is large enough (size > 100 SNPs). This computation may have
several applications, in particular the diminution of the Bonferroni threshold by a factor that

may reach sometimes 4, the latter having little impact in practice.

I have also completed a genome-wide association study on photo-ageing. This study
was performed on 502 Caucasian women characterized by their grade of photo-ageing, as
measured by a well-established technology. In this study, the women were genotyped with
OmniOne [llumina chips (1M SNPs), and I have identified two genes (STXBP5L et FBX040)
associated with a SNP that passes the Bonferroni threshold, whose implication in photo-
ageing was not suspected until now. Interestingly, this association has been highlighted with
two other phenotypes which suggest a possible common molecular mechanism between
sagging and wrinkling. There was no replication for the lentigin criteria, the third component

studied of photo ageing.

These studies are on the process to be published in international peer-reviewed

scientific journals.

Keywords: GWAS, multitesting, photo-ageing, Shannon's entropy, SNP
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1. Rappel sur la génétique

a. ADN

L'Acide DésoxyriboNucléique ou ADN est le support de l'information génétique. Il
constitue une matrice stable, réplicable et transmissible. Sa structure en double hélice a été
découverte en 1953 par Watson et Creek. La découverte de cette molécule allait changer a
jamais la compréhension du vivant comme l'avait fait Mendel 2 la fin du 19°™ siécle. L’ ADN
est présent dans tous les organismes vivants, aussi bien dans les bactéries, le regne végétal
que le regne animal auquel nous appartenons. Il est constitué a partir de 4 bases élémentaires
appelées nucléosides ; Adénine, Thymine, Guanine et Cytosine associées a un sucre
(désoxyribose) et un triphosphate, le tout formant des nucléotides communément appelés A,
T, G et C (figure 1). Ces bases fonctionnent par paire une purique (Adénine ou Guanine)
s'appariant avec une pyrimidique (respectivement Thymine et Cytosine) ; ce qui permet une

cohésion du message génétique ainsi que la stabilité physique de la molécule ainsi constituée.

Figure 1 : Représentation schématique de la double hélice de 'ADN

Source: http://www.sciencewithmrmilstid.com/category/biological-science/
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Une molécule d'ADN correspond donc a une succession de bases qui, avec son brin
complémentaire, forment alors une double hélice. Cette double hélice s’associe a des
protéines structurantes, appelées histones, pour s'enrouler a de multiples degrés et former une
superstructure appelée chromosome. Ces différents degrés d'enroulement permettent de
minimiser la place occupée par ' ADN au sein d'une cellule (figure 2). Chaque cellule contient
un double exemplaire de chromosome venant de chaque parent. Chez 1'homme, espece a
reproduction sexuée, on peut dénombrer 22 paires de chromosomes autosomaux ainsi qu'une
paire de chromosomes sexuels. Les autosomes sont nommés par un chiffre (1 a 22) par ordre
de taille décroissante, auxquels il faut ajouter les deux chromosomes sexuels X et Y. La
totalité des chromosomes représente pres de 3 milliards de paires de bases.

Lors de la reproduction, les chromosomes sont brassés et transmis (un chromosome de
chaque paire a quelques recombinaisons pres) a la descendance. L'ensemble des chromosomes
est appelé génome et son étude est appelée génétique. Une partie de cette discipline se

focalise sur I’ensemble des chromosomes et s'appelle génomique.

enroulement

Chromosomes

paire de
chromosomes

appariés

Figure 2 : Description schématique de I'ADN et de ses différents degrés d'enroulement
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b. Réle dans le vivant

L'ADN est le support de I'information génétique, présent dans chacune des cellules (a
I'exception des cellules énucléées) et aussi identique a travers tout l'organisme. Le génome
possede des unités fonctionnelles appelées genes. Ces geénes sont alors transcrits en Acides
RiboNucléiques (ARN) qui seront par la suite traduits en protéines (figure 3). Il est a noter
que de nombreuses parties du génome ne sont pas associées a des génes connus a ce jour,
elles peuvent étre des séquences régulatrices d'expression tel que des sites de fixation pour des
facteurs de transcription ou bien jouer un role structural tel que les centromeres mais plus

souvent leur rdle demeure inconnu. On qualifie alors ces régions d'intergéniques.

e Proteine

Figure 3 : Schéma des mécanismes de traduction et de transcription

L'intégrité du génome dans son enchainement de bases nucléotidique est primordiale.
Une altération du génome peut avoir des conséquences sur les unités fonctionnelles produites
et donc avoir un impact sur la vie de 1'organisme entier. Pour appréhender le génome, il faut
rappeler que d'un homme a un autre, il existe en moyenne 3 millions de différences
nucléotidiques appelés polymorphismes. Ce nombre peut paraitre important mais ramené aux

trois milliards de paire de bases, il ne représente qu'un pour mille du génome [1].

16



c. Polymorphismes génétiques

Les polymorphismes génétiques sont des différences génétiques entre individus qui
sont transmissibles d'une génération a l'autre. Ces variations s'étendent de la taille d'un
chromosome a la simple variation de base nucléotidique. Les différents variants observables
sont appelés alleles. Les polymorphismes ont des mécanismes de genese différents mais ont

souvent pour origine des dysfonctionnements des mécanismes de réplication du génome.

= Polymorphismes chromosomiques

Les polymorphismes
. L. - .
chromosomiques sont des altérations de = E ==
lintégrité des chromosomes appelées R
F i N
aneuploidies. Elles peuvent représenter des E g
g
relocalisations ~ de ~ fragments  de vl e
. e) Duplication en tandem 1) Duplication terminale en miroir
chromosomes telles que des translocations, e dan7xaR1 it
inversions, fusions ou fissions (figure 4). i
g = B
L'aneuploidie peut aussi porter sur 22 E E+ 1\\ g * é
w i
. . A <
des chromosomes entiers ce qui entrainera 5 = 5
N . L
chez I'espece humaine des ot
. . g) Translocation robertsonienne h) Translocation réciproque
dystl’lCtIOIlIlemeIltS plus ou moins grave Exemple: rob(13;14)(q10:q10) Exemple: (6;18Xp24:921.2)

-

pouvant aller jusqu'a l'inviabilit¢ de - E\V = :
l'organisme. On peut citer dans les é = E T
aneuploidies viables, la monosomie du 5 =
chromosome X appelée syndrome de i R i o

Exemple: inv ins(8:7Xp23.2;p21p14)

Turner [2] ou bien la trisomie XXY

Principaux mécanismes d’apparition des anomalies de structure

appelée syndrome de Klinefelter [3].

Figure 4 : Exemples d'anomalies
structurales et leurs mécanismes

d'apparition

Source : http://college-

genetique.igh.cnrs.fr/Enseignement

/eenchrom/alieschrom.html
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=  Séquences répétées en tandem

Appelés satellites, minisatellites ou microsatellites en fonction de leurs tailles, ces
séquences répétées en tandem correspondent a la répétition d'un motif particulier dans une
séquence. Ce sont des polymorphismes multi-alléliques (plus de deux alleles observables au
sein de la population). Les microsatellites sont des motifs de 1 a 5 paires de bases répétées de
2 a 50 fois pour une taille totale inférieure a 300 paires de bases ; les mini-satellites sont des
motifs de 15 a 100 paires de bases répétés entre 15 a 50 fois pour une taille totale entre 1 et 5
kb ; les satellites sont de grands motifs (alpha : 171 paires de bases, beta : 68 pb) répétés en

tandems entrant la plupart du temps dans des mécanismes cellulaires tels que la méiose [4].

De tels polymorphismes peuvent avoir un impact sur le bon fonctionnement d'une
unité génétique comme dans le cas de la dystrophie myotonique [5] ol un codon CTG est

répété a plus de 37 copies dans le gene DMPK, perturbant ainsi la structure de la protéine.

* Insertion-délétion
Les insertions-délétions ou plus communément appelées indels sont des fragments
nucléotidiques rajoutés ou retirés par rapport au génome de référence. Ils sont pour la plupart
du temps bi-alléliques et sont notés A/AT ou bien -/T dans les bases de données. Ils s'étendent
de 1pb a 1kb. En général, lorsqu'ils sont présents dans la séquence codante, ils entrainent un
décalage du cadre de lecture entrainant une traduction totalement différente de l'originale. En
moyenne, un €tre humain compte entre 192 et 280 décalages du cadre de lecture dans son

génome [6].

=  Polymorphisme du nombre de copies CNV
Les "Copy Number Variations" sont un type de polymorphisme correspondant a une
large séquence d'’ADN (>1kb jusqu'a plusieurs Mb) présente en un nombre variable de copies
par rapport au génome de référence. Contrairement aux satellites, ils ne sont pas répétés en
tandem mais a travers tout le génome. Les CNVs sont issus d'évenements d'insertion, de
délétion ou de duplication, et peuvent influer sur le niveau d'expression des génes et entrainer

des pathologies [7, 8].
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=  Polymorphismes mono-nucléotidique SNP
Les "Single Nucleotide Polymorphisms" sont la plus petite forme de polymorphisme
car elles n'affectent qu'une seule paire de bases. Elles constituent prés de 90% des
polymorphismes répertoriés. Les SNPs seront abordés plus longuement dans la partie

suivante.
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2.SNP

a. Présentation

Le polymorphisme mono-nucléotidique correspond a un nucléotide pour lequel on
peut observer des variations au sein de la population. Hormis de rares cas, les SNPs sont des
polymorphismes bi-alléliques. Leur répartition uniforme sur tout le génome et la simplicité
pour les caractériser expérimentalement en font le marqueur de prédilection des chercheurs
afin d'établir une cartographie dense et précise du génome (e.g. dbSNP, HapMap [9-11], le
projet 1000 génomes [6]). Le nombre de SNPs connus aujourd'hui est d'environ 40 millions
(source dbSNP) et ils représentent plus de 90% de la diversité génétique humaine connue. Un
SNP se caractérise par sa position chromosomique, ses alleles et sa fréquence allélique

mineure appelée (Minor Allele Frequency en anglais ou MAF).

Un SNP est d'abord soumis dans dbSNP en attente de validation, il a alors le statut de
Submitted SNP "ss" avec un numéro unique qui lui est attribué. Puis, apres validation, il
acquiert le statut de Reference SNP "rs". Le SNP est alors caractérisé par ses 30 paires de
bases flanquantes de part et d'autre du polymorphisme. Cette séquence peut donc étre alignée
sur le génome ce qui permet de déterminer la position du SNP, a savoir son chromosome et sa
position sur le chromosome. Néanmoins, comme I'alignement du génome peut varier, un SNP
peut étre déplacé sur le génome selon les versions d'alignement utilisés (appelée "builds") au

fur et 2 mesure que l'information du génome se précise.

Plusieurs banques de données ont vu le jour pour référencer ces SNPs et n'ont cessé de
s'enrichir aussi bien en termes de SNPs génotypés mais aussi en nombre de sujets. Par
exemple, le projet HapMap est passé de 1 a 3 millions de SNPs entre la phase I (2003) et la
phase III (2007). De plus, HapMap a aussi augmenté le nombre de ses sujets ainsi que leur
diversité, passant de 4 groupes pour un total de 270 sujets en 2003 a 11 groupes pour un total

de 1301 sujets en 2007.
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Le projet HapMap, quant a lui, a été développé pour étudier la structure du génome au
sein de populations aux ethnicités distinctes. Le projet s'est focalisé sur des trios, a savoir un
individu et ses deux parents, pour une sélection de SNPs. Le projet propose deux axes
d'études majeurs a savoir : (i) les variations entre les différentes ethnies étudiées, (ii) les
relations entre les SNPs au sein d'une méme ethnie. Nous reviendrons par la suite sur ces

relations inter-SNPs et leurs applications.

Le projet 1000 génomes propose un séquencage exhaustif du génome visant a
déterminer des SNPs de fréquences faibles (MAFs inférieures a 1%) avec pour but de
séquencer 2500 individus sur 28 populations différentes. Le séquencage nous offre aussi la
possibilité de travailler sur des insertions-délétions. A 1'heure actuelle, le projet propose une
couverture de 4X sur l'ensemble du génome (un locus est lu en moyenne quatre fois) et de

50X dans les genes.

b. Modele d'équilibre d'Hardy-Weinberg

Le modele d'équilibre d'Hardy [12]-Weinberg [13] est I'un des principes fondamentaux
de la génétique des populations. Il modélise le comportement des fréquences alléliques et
génotypiques pour un polymorphisme, plus particulierement les SNPs, au sein d'une
population au fil des générations sous différentes conditions. Il stipule, sous certaines
hypotheses, que les fréquences alléliques et génotypiques d’un polymorphisme sont stables au

sein de la population au fil des générations.

Hypotheses :

= Population de taille infinie ;
= Pangamie (union aléatoire des gametes) et panmixie (union aléatoire des
individus) :
o Générations non chevauchantes (n'influence que les fréquences
génotypiques) ;

= Absence de sélection, mutation et migration.
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Modéele :

Dans le cas d'un SNP A bi-allélique, d'alleles a; et ap, et de fréquences alléliques

respectives f, et f, on observe que :

» les fréquences alléliques et génotypiques sont constantes au fil des générations ;

» les fréquences génotypiques suivent la distribution suivante :

fow = f
falaz = 2~fal fa:
frw = 1)

Lorsque les hypotheses sont respectées, on dit alors que le modele est a 1'équilibre.
Toutefois, ces hypotheses peuvent ne pas €tre respectées : on observe alors des écarts au
modele d'équilibre d'Hardy-Weinberg. Il est a noter aussi que le modele utilisé pour les SNPs

est généralisable pour des loci multi-alléliques.

c. Haplotypes

Pour reprendre un terme déja utilisé en biologie et en chimie, on parle d'un haplotype
lorsque les alleles de plusieurs polymorphismes sont en position cis, a savoir sur le méme
chromosome. Il faut pour cela considérer que dans une cellule diploide, la moitié du
patrimoine génétique est transmis par la mere et I'autre moitié par le pere (figure 5). On peut
alors considérer les alleles des différents polymorphismes sur un méme chromosome parental
comme étant un haplotype. L'exemple le plus basique étant le génome mitochondrial,
puisqu'il est simple chromosome et transmis par la mere, le génotypage de 1'ADN

mitochondrial correspond alors a la détermination de son haplotype.

Les haplotypes revétent un intérét biologique important de par leurs propriétés et leurs
caractéristiques. Ils permettent de renseigner 1'évolution des populations aussi bien humaine
[14] que de tout autre organisme [15]. De plus, ils peuvent étre a l'origine de
dysfonctionnements non détectables en considérant de simples SNPs, comme par exemple un
haplotype de plusieurs SNPs influant conjointement dans 1'expression d'un gene [16] ou bien

sur la fonction du gene [17].
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Haplotype de
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Figure 5 : Représentation schématique d'un SNP homozygote et d'un SNP hétérozygote

Dans le cas de deux SNPs, nous considérons les deux SNPs comme étant deux entités
différentes et indépendantes représentées par les cadres jaune et bleu.

Dans le cadre de 'haplotype, nous considérons alors les deux SNPs comme étant une seule
entité représentée par le cadre vert composée des deux SNPs précédents.

L'origine parentale est une donnée supplémentaire généralement non disponible, mise ici

pour reconstituer les haplotypes.

L'haplotype permet aussi de mieux étudier le comportement des SNPs entre eux au fil
des générations dans ce que nous appellerons par la suite le déséquilibre de liaison.
Néanmoins, il nous faut aussi introduire une problématique de premiére importance
concernant les haplotypes : leur reconstitution. Dans 1'exemple ci-dessus, la reconstitution des
haplotypes - phasage - est naturelle et sans conséquence puisque l'un des deux SNPs est
homozygote et que l'erreur est sans incidence, mais la reconstitution est bien moins aisée
lorsqu'il s'agit de deux SNPs hétérozygotes. Différentes méthodes seront présentées par la

suite afin de reconstituer ces haplotypes. Nous y reviendrons plus loin dans le manuscrit.

d. Déséquilibre de liaison

1. Définition
Il faut introduire la notion de recombinaison qui est un phénomene qui se produit par
enjambement des chromosomes homologues durant le processus de formation des gametes
qu'on appelle méiose. La probabilité qu'un éveénement de recombinaison se produise entre
deux loci chromosomiques augmente avec la distance qui les sépare. Le déséquilibre de

liaison est l'association non aléatoire des alleles de deux ou plusieurs loci polymorphes. Lors
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de la formation des gametes, les loci d'un chromosome peuvent étre indépendants du fait de la

recombinaison et ces loci peuvent donc étre transmis de maniere indépendante (figure 6).
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Figure 6 : Mécanismes de formation des haplotypes et du déséquilibre de liaison

Les mutations ainsi que les recombinaisons sont les seuls phénomeénes a l'origine de la genése

des haplotypes.

Cependant, plus les loci sont proches plus la recombinaison est faible. Si nous
considérons des loci polymorphes indépendants, les fréquences des recombinaisons d'alleles
possibles sur un chromosome dans une population, correspondent alors au produit des
fréquences de ces alleles, c'est I'équilibre de liaison. On peut formaliser cet équilibre entre 2
loci bi-alléliques :

Locus Adallele a, et a, de fréquences respectives f, et f,

Locus Bd'allele b, et b, de fréquences respectives 1y et f,

Il existe 4 combinaisons possibles entre les alleles, les fréquences de ces combinaisons

sont les suivantes :

falbl = fal /i B
falbz = fal J b,
fazbl = faz V b
fazbz = faz V b,
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Si nous considérons des loci polymorphes qui ne sont pas indépendants, les
combinaisons entre les alleles de ces loci ne se font plus au hasard. Les fréquences des
combinaisons d'alleéles possibles sont alors différentes du produit des fréquences alléliques,
c'est le déséquilibre de liaison.

Il est important de préciser que le déséquilibre au niveau des gametes (appelé
déséquilibre gamétique) est aussi observable sur des loci indépendants génétiquement
(chromosomes différents). Ces deux phénomenes appelés déséquilibre gamétiques et liaison
génétique sont deux phénomenes différents et non réciproques. Toutefois pour l'utilisation que
nous allons en faire et pour un souci de clarté nous allons assimiler les deux phénomenes en

un seul que nous appellerons déséquilibre de liaison dans le reste du manuscrit.

2. Mesures

Le déséquilibre de liaison se mesure entre les fréquences haplotypiques et les
fréquences alléliques. Le D [18] est une mesure simple du déséquilibre de liaison, pour deux

SNPs A et B d'alleles a;, a, et by, b, et se mesure sur les 4 haplotypes possibles :

Jaw, = Jo, X Jy, + D
Jaw, = Jo, X o, =D
fu = Fu X fy, =D
fazb2 = faz xsz +D

Il est intéressant de noter que D est identique pour les quatre haplotypes au signe pres.
Lorsque les SNPs sont indépendamment distribués, alors D est égal a zéro.

Malgré la facilité du concept du D, il n'est que rarement utilisé dans la pratique car sa
valeur ne renseigne pas l'importance du déséquilibre de liaison vis a vis des fréquences
alléliques en jeu, rendant ainsi tres difficile la comparaison entre plusieurs déséquilibres de
liaison. C'est pourquoi d'autres mesures de déséquilibre de liaison normalisées ont vu le jour.

Une des mesures les plus utilisées est celle du D' [19] définie ci-dessous :

ou D, =min(f, f,.f, f,)lorsque D<O0
etD,, =min(f, f, ,f, f,) lorsque D>0.

Dans cette formule, D est normalisé avec les fréquences alléliques, il permet alors de
mieux renseigner la conformation haplotypique avec nos deux SNPs. En effet, si la valeur de

D' est égale a 1, cela signifie qu'un ou deux des haplotypes sur les quatre théoriquement
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possibles, sont manquants. Cela permet de repérer soit des événements de mutations récents
soit un déséquilibre de liaison total entre les deux SNPs.
La mesure la plus utilisée est celle du R? [20] définie ci-dessous :
D2
fal aZfblbe

Cette fois ci, D est normalisé avec toutes les fréquences alléliques en jeu. Il permet

2 —

alors d'avoir une information capitale : le déséquilibre de liaison total R?=1. Dans cet état, on
peut donc déduire que :

= les deux SNPs ont les mémes fréquences alléliques ;

= il n'y a plus que deux conformations haplotypiques observées.

Dans ce cas précis, le SNP B est le reflet du SNP A et ils contiennent la méme
information d'un point de vue génomique, bien qu'ils puissent avoir des effets différents d'un
point de vue fonctionnel. On dit alors que le SNP A tague le SNP B et vice-versa, I'un des
deux SNPs pouvant servir de TagSNP. On consideére que deux SNPs sont en déséquilibre de

liaison lorsque leur R? est supérieur a 0,80 (figure 7).

AT GIA G/IC TI/C G/C A/IC

1 2 3 4 5 6
Génome
A Haplotype 1
A Haplotype 2
A
T Haplotype 3
T Haplotype 4
DL DL DL

Figure 7 : Représentation de Tag SNPs

Les SNPs rouges tagguent les SNPs gris. L'allele d'un TagSNP permet de connaitre l'alléle
du SNP taggué. Les 3 TagSNPs (1,3 et 6) permettent de renseigner l'ensemble de l'haplotype.
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Le déséquilibre de liaison diminue au fil des générations en fonction de la distance
génétique en centiMorgans selon la formule :
D, t+1)=0—c)D,,(1) ;

avec t, le temps en génération, et c, le taux de recombinaison entre les deux loci[21].

Ces trois mesures D, D' et R? sont les mesures les plus utilisées pour leur simplicité
aussi bien au point de vue du concept mais aussi des informations qu'elles nous permettent
d'obtenir. Néanmoins, elles présentent toutes les trois le méme écueil, au sens ou elles ne sont
pas (ou bien tres difficilement) généralisables sur de multiples loci (3 et plus). D'autres
mesures ont été développées [22, 23], nous verrons par la suite une autre mesure de
déséquilibre de liaison que nous utiliserons pour mesurer le déséquilibre de liaison sur

plusieurs loci.

e. Reconstruction des haplotypes

1. Problématique

Les haplotypes sont donc la succession d'alleles de différents /loci portés par le méme
brin d'un chromosome, en position cis. Néanmoins, ces informations ne sont pas disponibles ;
en effet, les technologies de séquencage et de génotypage ne fournissent pour I'heure que des
informations sur les génotypes. C'est a partir de cette base de génotypes que l'on peut
déterminer la "phase" des deux SNPs, c'est a dire les haplotypes présents dans cette paire de
SNPs.

Dans le cas ou deux SNPs sont présents, il est assez simple de reconstruire la phase
dans la plupart des conformations. Néanmoins, dans le cas d'un haplotype composé de deux
SNPs hétérozygotes 1'incertitude réside dans la phase (tableau 1). Des lors, il faudra utiliser
des méthodes statistiques basées sur le déséquilibre de liaison pour déterminer la probabilité
des haplotypes dans notre cas. A noter aussi que pour n loci bi-alléliques, nous avons donc 2"
haplotypes possibles méme si dans la pratique le déséquilibre de liaison réduit le nombre
d'haplotypes observés. Il devient alors nécessaire de recourir a des logiciels bioinformatiques
pour prédire les haplotypes dans des populations de sujets non apparentés par exemple dans le
tableau 1, le double hétérozygote. Toutefois, dans les données génomiques familiales, il est
plus facile de reconstituer les haplotypes sans nécessairement avoir recours a une grande

logistique informatique et bioinformatique.
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Tableau 1 : Haplotypes possibles pour deux SNPs.

Cases vertes : génotypes ; Cases blanches : paires d'haplotypes certains

Case rouge : paires d'haplotypes possibles et incertains

2. Méthodes d’inférence des haplotypes

Les techniques de génotypage ou de séquencage ne permettant pas de distinguer le
chromosome parental ou se trouve 1’allele muté, on ne dispose que de génotypes. Ainsi pour
deux SNPs voisins sur un méme chromosome, le premier ayant deux alleles A ou C, le
deuxiéme G et T, on sait qu’un individu pourra étre AA, AC, ou CC sur le premier et GG,
GT, TT sur le deuxieme SNP. Mais on ignore si un individu hétérozygote pour ces deux SNPs
aura pour combinaison haplotypique AG/CT ou AT/GC. Divers logiciels reposant sur
plusieurs modeles, des plus simples aux plus complexes, permettent de reconstruire les
haplotypes, c'est-a-dire de "phaser les individus" :

% les méthodes combinatoires reposant sur le principe de tester toutes les combinaisons
d'haplotypes possibles et de les discriminer via un critere de parcimonie ou bien de

phylogénie [24],

¢ les méthodes d'inférence statistique reposant sur la vraisemblance ou encore sur des

algorithmes bayésiens ou pseudo-bayésiens.

Les méthodes basées sur la vraisemblance utilisent un algorithme d'Espérance-
Maximisation (EM) [25] qui est un algorithme itératif permettant d'évaluer les haplotypes les

plus vraisemblables correspondant aux observations.
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L'algorithme se décompose ainsi :

Soit k haplotypes possibles dans la population de fréquences respectives f; :
étape 0 - randomisation : attribution aléatoire d'une valeur pour chaque fréquence f, (0) ;

étape 1 - espérance : calcul de I'espérance de la vraisemblance des observations

(probabilité d'observer les génotypes des individus avec f, ) ;

étape 2 - maximisation : estimation du maximum de vraisemblance pour chacune des
fréquences f, (1) (réajustement des f, a partir des observations et leur
probabilités) ;

étape 3 - évaluation : si l'on considere que l'algorithme a convergé ( f,(t) = f,(t—1))

alors on s'arréte, sinon on retourne a 1'étape 1 avec les nouvelles valeurs f, (1) .

Quant aux méthodes basées sur des algorithmes bayésiens ou pseudo-bayésiens, elles
se servent a la fois de 1'information a priori des fréquences haplotypiques et de l'information
des génotypes pour calculer la distribution a posteriori des haplotypes, sachant les génotypes
observés. Le modele de distribution des haplotypes utilise le modele de coalescence et prend
en compte les recombinaisons lors de la méiose. Un échantillonneur de Gibbs (algorithme
MCMC) est utilisé pour approximer cette distribution a partir des génotypes observés.

La premiere méthode de phasage basée sur 1'algorithme d'espérance-maximisation a
été introduite par Excoffier et Slatkin en 1995 [26]. Les méthodes utilisant les algorithmes
bayésiens ou pseudo bayésiens ont été introduites en 2001 avec le logiciel PHASE [27] et
plus récemment Shape It [28, 29] permettant enfin de phaser un chromosome entier. D'autres
méthodes ont aussi été développées en prenant en compte les haplotypes fondateurs
permettant de raffiner et d'accélérer la qualité de I'imputation.

Ceci permet de mettre en évidence les progres de la bioinformatique, aussi bien en
termes de précision mais aussi de rapidité, afin de répondre a des problématiques croissantes.
L'haplotypage constitue un pan entier de la génomique comme peuvent en témoigner les
différentes revues qui lui sont consacrées aussi bien pour la reconstruction des haplotypes

[30-33] ou I'analyse des haplotypes [34].
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3. Importance des marqueurs génétiques dans 1’étude

des maladies

L’intervention de facteurs héréditaires dans les maladies a été observée depuis des
siecles, mais la description objective d’une variation génétique causale de phénotypes
particuliers remonte aux années 1950 avec la découverte par Lejeune [35] de la trisomie du
chromosome 21 associée au phénotype de “mongolisme®. Avec les progres de la génétique
moléculaire dans les années 1980, il a été possible d’identifier des loci génétiques précis
associés a des maladies familiales, ces maladies ont été qualifiées de monogéniques car dues a
la défaillance d'un seul gene.

Au fur et a mesure que les techniques de biologie moléculaires ont progressé, il a été
possible de couvrir le génome par des marqueurs génétiques de plus en plus fins. Les premiers
marqueurs furent les polymorphismes de longueurs des fragments (RFLP) puis les mini
satellites et les micro satellites. Les derniers marqueurs a avoir été exploités sont les SNPs sur
lesquels nous allons nous attarder.

En fonction de la relation entre la population d'étude et le phénotype, les études
peuvent donc se diviser en deux catégories €tudes de liaison qui se focalisent la transmission
des genes et celui du phénotype au sain d'individus et les études d'association qui se focalisent
la corrélation entre nos marqueurs et celle SNPs. De plus les études se divisent aussi en deux
catégories selon la couverture du génome étudiée, a savoir la couverture de quelques genes,
appelée études genes candidats, et la couverture intégrale du génome, appelée génome entier.
Les études les plus populaires en génomique aujourd'hui sont les études d'association génome
entier appelées GWAS (Genome Wide Association Study) en anglais.

Apres avoir décrit les différents types d'études possibles (familiale : étude de liaison,
ou sur des individus non apparentés : études d'association), et le type de récolte d'informations
sur notre cohorte (transversale ou longitudinale), nous aborderons alors la question de la

région du génome a étudier.

a. Btudes de liaison

Les études de liaisons sont les premieres €tudes a avoir vu le jour. Elles étudient la co-

ségrégation d'un phénotype et d'un génpotype au sein de familles en d'autres termes en
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cherchant un polymorphisme qui se transmette de la méme facon que le phénotype (figure 8).
Ce type d'étude permet d'identifier des facteurs génétiques liés a des traits monogéniques tels
que la mucoviscidose [36, 37] ou la chorée de Huntington [38-40].
Les études de liaisons sont particulierement efficaces pour trouver des traits dits
mendéliens, mais sont soumises a quelques limitations :
= les arbres généalogiques sont parfois incomplets ou insuffisants ou encore on
peut ne disposer que d’un seul membre de la famille touchée ;
= efficacité limitée dans les maladies multifactorielles ou chaque facteur
n'explique qu'une fraction du génotype, ou bien lorsque les traits étudiées ont

des composantes externes.
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Figure 8 : Exemple de pédigree tiré d'une étude sur la chorée d'Huntington

Cas d'une famille vénezuellienne [40), les ronds représentant les femmes et les carrés les
hommes,les blancs représentant les individus non atteints et les noirs les individus atteints,les

barrés représentant les individus décédés,les génotypes sont sous les individus.

Ces études ont été les premicres a avoir vu le jour et elles restent encore d'actualité

comme en attestent les récentes études pour l'autisme [41, 42] ou bien pour la schizophrénie

[43, 44].
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b. Etudes d'association

Les études d'association comparent la répartition des alleles en fonction du trait étudié
entre les individus qui portent le trait et ceux qui ne le portent pas. Plus la répartition est
différente, plus le SNP est susceptible d'étre impliqué avec le trait étudié. Elles sont
réalisables aussi bien sur des individus apparentés que sur des non apparentés mais nous
n'allons décrire uniquement les études d'association sur des individus non apparentés. Dans ce
cas, on cherchera alors a disposer d'une population homogene et non apparentée.

Ces études se sous-divisent en deux catégories : les études transversales et les études
longitudinales selon le type de données et la logistique disponible en termes de recueil des

données.

Les études transversales se focalisent sur un moment donné et s'apparentent a un
"cliché" de la situation. On recherche une corrélation entre le trait et une variable explicative
(figure 9), dans notre cas un SNP, se traduisant par une différence de répartition des variables

explicatives (génétiques) vis a vis des variables a expliquer (trait phénotypique).

Population de Population de
Cas Témoins
Fréquence
d’allele 1
III![IIIIIIIII
DELTA
. sssdesnEnmnnm
Frequence
d’allele 2

Figure 9 : Représentation schématique d'une étude d'association

dans une étude transversale 'Cas/Témoins.

Delta représentant l'écart de fréquences observé entre les Cas et les Témoins.
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Les études longitudinales suivent 1'évolution d'un trait sur une période donnée. Une
étude longitudinale s'apparente a un "film" par son suivi régulier des patients afin d'avoir le
plus "d'images" possibles pour obtenir une définition plus précise de I'évolution du trait au
cours du temps.

Les courbes de survie (figure 10) permettent de visualiser la survenue d'un éveénement
(apparition d'un trait phénotypique, par exemple la mort) au cours du temps pour les différents
groupes étudiés a risque supposés différents. Dans le cas d'études génomiques, les différents

groupes étudiés sont alors les génotypes.

100

GROUPE
—1

Figure 10 : Représentation d'une courbe de survie

Courbe de survie avec en abscisse le temps et en ordonné le pourcentage de survie au sein

des groupes

Les études longitudinales nous permettent de suivre 1'évolution de groupes de sujets
jusqu'a ce qu'ils atteignent I'état étudié (apparition du trait). Cela suppose une logistique de
collecte de données importante car il faut que les sujets soient suivis régulierement afin
d'avoir une estimation précise de la survenue de 1'évenement, en particulier 'apparition des
maladies. De par leur construction, ce type d'études permet de mettre en évidence des genes
associés a des maladies longues telles que des cancers [45-47] ou des maladies coronaires [48,
49] plus précisément dans la survenue d'évenements (mort, rechute, arrivée d'un accident) ou
bien de réponse aux traitements (survie, temps avant rechute) une fois que la maladie a été

diagnostiquée.

Les représentations schématiques (figures 9 et 10), montrent que l'on peut

visuellement discriminer les deux groupes et supposer qu’un des groupes est effectivement
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corrélé a I’état étudié ou a une survenue du trait étudié. Nous décrirons plus loin les moyens

permettant de quantifier ces différences observées.

c. Etudes génes candidats

Si le trait phénotypique est bien renseigné et que nous avons déja des informations
concernant les mécanismes moléculaires ou génétiques entrant en jeu, nous pouvons nous
restreindre a 1'étude d'une ou des régions bien définies, le plus souvent centrées sur des genes
(expliquant ainsi le nom de ce type d'analyses). Dans ce type d'analyse, on se focalise donc
sur une région prédéfinie par des a priori biologiques, ce qui nous permet de concentrer nos
moyens et donc d'obtenir une cartographie tres fine via le séquencage de la région.

Dans ce cas de figure, nous pouvons travailler sur une liste de polymorphismes
génomiques caractérisés de maniere exhaustive sur la région étudiée, tels que les
insertion/délétions, les séquences répétées en tandem, les SNPs de fréquence commune ou
rare (MAF <1%) voire des singletons (un seul porteur de l'allele au sein de toute la
population). Enfin, cette cartographie fine peut permettre d’identifier des polymorphismes qui
n'étaient pas encore connus.

Malgré les avantages indéniables de I'approche gene candidat au niveau des
polymorphismes caractérisés, elle souffre d'un écueil notable : sa nécessité de connaissances
sur le role possible du gene a priori. Les études genes candidats permettent en revanche
d'approfondir des connaissances déja acquises et de valider ou non des hypotheses préalables,
mais rarement de découvrir des mécanismes ex nihilo. Pour ces études, il est possible d'utiliser
le séquencage direct ou des puces de génotypage a facon (dont le principe va étre décrit juste

apres) qui impliquent d'avoir une connaissance préalable des polymorphismes de la région.

d. Etudes génome entier

Lorsque l'on cherche a découvrir de nouveaux mécanismes biologiques, il est
important de partir sans hypotheése génétique a priori sur les traits étudiés. Les progres de la
biochimie ont permis de franchir cette barricre et de génotyper (caractériser le génotype d'un
sujet) le génome entier par le biais de puces de génotypage.

Il y a principalement deux sociétés qui proposent actuellement des puces de
génotypage reposant sur deux méthodes biochimiques différentes mais aussi sur deux
approches différentes dans le choix de SNPs. Affymetrix a choisi ses SNPs a un intervalle

régulier sur le génome, faisant abstraction du déséquilibre de liaison. Illumina a choisi ses
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SNPs en sélectionnant des TagSNPs afin de maximiser 1'information du génome en utilisant le
moins de marqueurs possibles. Les premicres puces Affymetrix renseignaient environ une
centaine de milliers de SNPs répartis sur tout le génome. Elles contiennent aujourd'hui jusqu’a
2,5 millions de SNPs, ainsi que des polymorphismes de types CNVs.

Les puces permettent de cartographier finement le génome entier et d'identifier des
régions d'intérét. Néanmoins, de par le choix des polymorphismes présents sur la puce, seule
une fraction (méme grande) du génome est renseignée, étant considérée comme intéressante
par les sociétés fabricantes. 1l faut aussi ajouter que les SNPs ayant une MAF de fréquence
faible sont difficilement génotypés et que les indels sont aussi absents des puces. Ces puces ne

font encore une fois que repousser la limite de I'ex nihilo mais ne sont pas exhaustives.

Les progres en terme de densité ainsi que la réduction de leur colit ont tout de méme
fait des puces de génotypage 1'outil standard d'identification de nouveaux genes impliqués
dans des maladies humaines comme en témoigne la base de données GWAS catalog

( www.genome.gov/gwastudies)[S0] répertoriant plus de 1200 publications référencant pres de 6200

SNPs significativement associés. De plus ceci ne concerne que les études d'association, il est
possible aussi de mener une étude de liaison a travers le génome entier.

Outre les questions du type d'études et de phénotypes observées, les études génome
entier ont eu pour conséquence l'accroissement de la quantité des données a traiter. Les
centaines de milliers ou les millions de SNPs ne peuvent €tre analysés manuellement et
nécessitent l'intervention de bioinformaticiens et biostatisticiens pour prendre en charge toute

la logistique des données informatiques mais aussi pour I'analyse de ces mémes données.
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4. Analyse d'association sur génome entier

Dans cette partie, je vais décrire en détail les techniques permettant I'analyse
d'association sur génome entier qui a constitué la majeure partie de mon travail de these, ce
travail est le cceur du savoir-faire de notre équipe dans le but de trouver de nouvelles pistes
diagnostiques et thérapeutiques et de confirmer des hypotheses. Tout d'abord, je vais présenter
le génotypage qui fournit les données pour l'analyse, des méthodes de contrdle de qualité du
génotypage, les méthodes de comparaison des distributions et de contréle de qualité de

I'analyse et enfin les méthodes de recherche post-association.

a. Génotypage

1. Puces de génotypage

Les progres de la biochimie associés aux cartographies de SNPs de plus en plus
renseignées ont permis de tirer profit des redondances au sein du génome en identifiant des
SNPs représentatifs de tous les autres, les TagSNPs. Nous pouvons alors par le biais du
génotypage d’un nombre restreint de TagSNPs déterminer le génotype d'un plus grand
nombre de SNPs connus. La quantité croissante d'information observable couplée a la
réduction des colits du génotypage ont permis l'explosion du nombre de GWAS avec pres

d’un millier d'études publiées en seulement quelques années.

La technologie Illumina, utilisée au sein du laboratoire, repose sur 1'hybridation
d'ADN génomique (apres amplification et fragmentation) avec des oligomeres de 50 bases
couplées a des billes. 1l s'ensuit alors une extension spécifique de lI'oligomere avec une base
marquée. Chaque bille est spécifique d'un SNP et chaque base nucléotidique possede son
fluorophore spécifique ce qui permet de relever des intensités de fluorescences différentes
selon les deux alleles possibles pour chaque SNP. Pour chaque SNP, les intensités obtenues
pour I’ensemble des échantillons de la population sont traitées par un programme qui va

inférer les génotypes de chaque individu (figure 11).
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Figure 11 : Présentation du protocole expérimental de la technologie Illumina

2. Inférence des génotypes

Bien que le concept soit simple en apparence, une couleur pour chaque génotype,
I'inférence des génotypes se révele en pratique plus complexe. En effet, de nombreux biais
expérimentaux peuvent influencer les intensités de fluorescence et troubler les mesures. Pour
y remédier I[llumina propose son propre logiciel d'inférence de génotype afin de normaliser les
intensités sur la population et de déterminer quels génotypes seront attribués a quelles
intensités. L'algorithme d'inférence population reste de 1'ordre du savoir-faire secret de la
compagnie Illumina. Toutefois, il peut arriver que l'algorithme n'arrive pas a décider, et

méme parfois, que I'algorithme se trompe et que certains SNPs soient mal inférés.

C’est pourquoi le fabricant propose deux scores de contrdle qualité appelé "call rate"
qui correspond a la fréquence de SNPs inférés par individus et "call frequency" qui

correspond a la fréquence de SNPs inférés par locus.
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b. Controle de qualité du génotypage

Plusieurs types de scores permettent de filtrer la qualité de I'inférence des SNPs :

» Fréquence allélique mineure MAF : cette fréquence sert de filtre pour le
controle de la qualité car pour un algorithme d'inférence il est tres difficile de génotyper un
SNP de fréquence faible. En effet, dans l'espace de représentation des intensités lors de
I'inférence des génotypes, les fréquences faibles produisent de petits ilots d'un ou deux
individus pour les homozygotes portant 1'allele mineur, de ce fait ils risquent d'étre assimilés a
tort au groupe le plus proche, a savoir les hétérozygotes. Plusieurs seuils peuvent Etre utilisés
selon les effectifs de la population a 1'étude, mais les valeurs sont en général fixées entre 1%
ou 5%. De plus, il est possible de vérifier a I'eeil nu les groupes d’intensités et donc de valider
visuellement la qualité du génotypage. C'est ce que nous avons fait dans une des études de
notre équipe sur les SNPs fréquences faibles impliqués dans la progression vers le SIDA
[51];

. Equilibre d'Hardy-Weinberg HWE : L'équilibre d'Hardy-Weinberg est aussi
utilisé comme garant de la bonne tenue du génotypage. Dans la mesure du possible, le filtre
est appliqué dans la population témoin afin d'étre sir que des SNPs liés a des écarts au modele
d'Hardy-Weinberg ne viennent perturber 1'analyse. Il est aussi utilisé pour vérifier qu'il n'y ait
pas d'erreurs expérimentales.

Bien qu'aucun seuil universel n'ait été établi, un consensus s'est assemblé autour d'un
seuil de p-value (notion définie par la suite) de 5*10-3 pour le test d'adéquation a la loi
d'Hardy-Weinberg en dessous duquel le SNP est écarté ;

* Données manquantes : A partir d'un certain seuil de données manquantes
(génotype pour lequel 1'algorithme d'inférence n'a pu trouver de solution acceptable selon ses
propres criteres), on peut considérer qu'il y a eu un souci sur la puce au niveau de plusieurs
SNPs ou bien une erreur expérimentale sur plusieurs individus. Lorsque qu'un souci se produit
sur une puce, l'individu génotypé présente une proportion trop importante de données
manquantes et sera écarté lors du filtrage des données manquantes par individu. Lorsqu'il y a
un défaut dans les puces, alors certains loci étudiés présenteront une proportion trop
importante de données manquantes. Le locus sera donc écarté lors du filtrage par données
manquantes par SNP.

Bien qu'aucun seuil universel n'ait été établi, un consensus s'est assemblé autour de 2%

comme seuil de rejet pour les données manquantes par individu et pour les SNPs génotypés.
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c. Association entre un SNP et un phénotype

Une fois les différentes étapes du contrdle de qualité effectuées, il est ensuite possible
d'étudier l'association d'un SNP avec phénotype étudié. Afin de déterminer si notre SNP est
associé au phénotype étudié, nous allons déterminer si la répartition allélique ou génotypique
de notre SNP est corrélée a la dichotomie de nos populations cas et témoins. Plusieurs
modeles génétiques peuvent étre utilisés afin de définir la répartition des alleles ou des

génotypes et ainsi identifier une association potentielle.

Par la suite et hors mention contraire, nous considérerons que nous somme dans le
cadre d'une dichotomie cas/témoins avec un phénotype binaire de type (atteint/non atteint).
Nous considérerons un SNP A d'allele a; et a, et de génotypes aja; (appelés homozygote
aia), aiap (appelés hétérozygote) et l'homozygote a,. Sauf mention contraire, nous

considérerons que 1'allele al causal du phénotype (atteint).

1. Répartition allélique
Sans se baser sur un modele génétique, nous pouvons tester si l'allele al est associé au
phénotype sans prendre en compte les individus mais simplement les alleles en présence.
Nous pouvons alors diviser nos populations cas et témoin par leurs comptes d'allele a; (N, =
2 * Nhomozygote al + Nhétérozyeote) que 1'on opposera a leur compte d'allele a> (Na2 = Nhsi¢rozygote + 2

* Nhomozygote aZ) .

2. Répartition génotypique et modele génétique
Nous pouvons diviser nos populations de cas et de contrdles selon leurs génotypes en
suivant des modeles génétiques qui sont des hypotheses de fonctionnement des deux alleles a;
et a, et de leur impact sur le phénotype. Ils permettent de partitionner les populations en

fonction des génotypes.

% modele additif : On suppose que porter une seule copie de 1'allele al a un effet moitié
moindre sur le phénotype que de porter deux copies. Le nombre d'allele a; portés
produit donc un effet dose sur le phénotype. Nous sortons alors du cadre d'un
phénotype strictement binaire. Nous pouvons donc répartir nos populations de cas et
de témoins selon leur nombre de copie de l'allele a; tout en gardant a l'esprit l'effet

dose de celui-ci.
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% modele dominant : On suppose que le simple fait de porter une copie de l'allele
suffit a entrainer le phénotype (atteint). Nous pouvons donc diviser nos populations de
cas et de témoins selon le fait qu'ils portent au moins une copie de l'allele a;

(homozygote a; et hétérozygote) ou non (homozygote a).

X/

* modele récessif : On suppose alors qu'il faut porter deux copies de l'allele al pour
entrainer le phénotype (atteint). Nous pouvons donc diviser nos populations cas et
témoins selon le fait qu'ils portent deux copies de 1'allele al (homozygote a;) ou non

(hétérozygote et homozygote a,).

X/

* modele codominant : On suppose cette fois ci que les deux alleles (a; et a;) possedent
chacun leur propre effet sur le phénotype. Les deux homozygotes ont donc leurs
phénotypes propres et 1'hétérozygote a un phénotype différent des deux précédents.
Nous sortons alors du cadre du phénotype binaire. Il n'inclut pas d'effet dose notre

phénotype est donc divisé en trois classes sans hiérarchisation.

¢ répartition génotypique : Sans supposition d'un modele génétique a priori, nous

considérons chaque génotype comme étant une modalité de notre répartition de SNPs.

d. Test d'hypotheses

= Rappel de la problématique
Notre problématique est de déterminer si pour un SNP donné la répartition de nos
alleles ou de nos génotypes est différente selon notre phénotype (atteint/non atteint). Le
principe du test statistique consiste a supposer que la distribution n'a pas d'influence sur le

phénotype et que la probabilité d'observer la distribution est donc le simple jeu du "hasard".

= Hypothéses
Un test d'hypothese revient donc a opposer deux hypotheses Hy contre Hj, avec un

critere de décision permettant de choisir entre ces deux hypotheses.

Hy hypothese nulle

Elle constitue I'hypothese de prudence si les résultats du test ne sont pas concluants.
Le fait de ne pas rejeter Hy, ne permet pas de prouver qu'elle soit vraie, elle est "acceptée par
défaut" car les résultats n'ont pas été suffisants contre elle, elle est simplement présumée

vraie.
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H, hypothese alternative

Elle constitue l'autre hypothése. On dit que l'on teste Hy contre H; Différentes
formulations sont possibles pour H; pour mieux préciser cette différence, dont je vais vous

présenter deux cas utilisé en biologie :

Dans ce qui suit, @est un parametre relatif & une population, donc inconnu et &, est le
parametre observé. Deux situations sont possibles : lorsque 1'on n'a pas d'idée privilégiée d'un

sens de la différence le test est bilatéral sinon unilatéral.

=  Testbilatéral

H019=90VSH1197590

Dans ce cas on teste la différence au sens stricte du terme, comme par exemple un test

de conformité de la taille moyenne d'un échantillon par rapport a celle de la population.

=  Testunilatéral

H029290V8H129>90

Dans ce cas, on s'attend un effet supérieur, comme par exemple un médicament qui

aurait un effet supérieur comparé a celui du placebo.

= Niveau et puissance
On détermine alors la loi de distribution de la variable aléatoire sous Hy qui représente
alors toutes les valeurs possibles de notre distribution. Cette distribution comprend alors deux
zones : la zone d'acceptation, ou Hjest admise (ou non rejetée) et la zone de rejet ou région
critique, ot Hj est rejetée au profit de 1'hypothese alternative H; en fonction d'un seuil de

significativité.

Toutefois, le hasard de 1'échantillonnage peut fausser les conclusions et quatre cas sont

observables (Tableau 2).
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Réalité

H ,vraie H, fausse

erreur de deuxiéme|

Non Rejet de H, ok 5
espéce

Décision ~
erreur de premiére

N ok
espece

Rejetde H

Tableau 2 : Tableau de décision et erreurs possibles

Si I'hypothese retenue correspond a la réalité alors la conclusion est correcte, mais il y
a deux cas ou l'on conclut a tort :
= L'erreur consistant a rejeter a tort I'hypothese vraie Hy est appelé erreur de 1%
espece, l'affirmation de quelque chose qui ne l'est pas, dans notre cas un faux
positif et sa probabilité de survenue appelée risque «;
= L'erreur consistant a accepter a tort I'hypothese fausse Hjest appelée erreur de
pime espece, le fait de ne pas déceler ce qui est présent, dans notre cas un faux
négatif et sa probabilité de survenue appelée risque f.

Le risque de peme espéce permet aussi de calculer la puissance d'un test (P =1 - f) qui
correspond a la capacité d'un test a différencier la distribution de I'échantillon de celle de la
population. La puissance d'un test est liée a la taille de 1'échantillon, plus I'échantillon est
petit, plus le risque de passer a c6té d'une association est grande.

Le risque o est aussi appelé risque de premiere espece. Il correspond donc pour un test
a un seuil de rejet de Hy tout en acceptant le risque de la rejeter a tort.

= Construction d'un test d'hypothese
Pour comparer une hypothese Hy a I'hypothese alternative H;, nous devons établir un

critere de décision permettant de choisir entre les deux hypotheses. Pour cela nous procédons

par étapes :

(1) On pose I'hypothese Hy I'hypothese nulle, dans notre cas que notre SNP n'est pas
associé a notre phénotype, et H; I'hypothese alternative, notre SNP est associé a notre

phénotype ;

(i) On détermine la statistique liée a I'hypothése Hy dont on connait la loi de

distribution ;

(ii1) On détermine la zone de rejet en fonction de H; et du seuil de significativité ;
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(iv) On évalue la statistique de I'échantillon a partir de la loi de distribution ;
(v) Conclure sur le test en fonction de la statistique et de la zone de rejet.

= Exemple d'un test d'association entre un SNP et un phénotype
Dans cette partie, nous allons voir I'illustration d'un test d'hypothese dans le cadre d'un
exemple. On cherche a savoir si notre SNP A sous le modele génétique dominant pour 'allele
a; est associé a notre phénotype binaire (atteint/non atteint) dans nos populations cas et
témoins.

Nous pouvons alors construire un tableau de contingence représentant notre exemple :

Cas Témoins
Cas Cas Témoins Témoins
Porteurs a1 Nalal + Na]az Na]a] + Na]az
Non Porteurs a; N N\ Témoins
a,a, a,a,

Tableau 3 : Exemple de tableau de contingence cas/témoin sous un modele dominant

Etape 1 : On pose I'hypotheése nulle H, la répartition de nos porteurs d'alleles a; est
identique dans nos population cas et témoins. On pose 1'hypothese Hj, la répartition de nos

porteurs d'allele a; est différente entre nos populations cas et témoins.

Etape 2 : Nous avons donc une distribution qui suit une loi du %2 a un degré de liberté

sous Hj.

Etape 3 : On détermine alors la zone de rejet de notre distribution en fonction de H; et

de notre seuil de significativité.
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Figure 12 : Fonction de distribution d'une courbe de }? a 1 degré de liberté dans le cadre

d'un test bilatéral

Etape 4 : Nous pouvons donc calculer la statistique de notre échantillon avec la

formule suivante

7= z (0, ;Ez’j)z
ij ij
avec i les modalité de la premicre variable a savoir le fait de porter oui ou non l'allele
al
avec j les modalités de la seconde variable a savoir le fait d'étre un cas ou un témoin

avec O la valeur observée

avec E la valeur attendue obtenue par le produit des sommes marginales divisée par la

NCas X N
somme totale par exemple E, ... /cus =
l NCas + NT

émoins

Porteurs a,

Etape 5 : A partir de seuil de rejet établi a l'aide du risque a choisi, on peut alors
conclure pour le test. Deux cas sont possibles.
Soit la valeur du Y2 calculée est en dessous du seuil de rejet et alors on ne rejette pas

Hy. Hyj est alors "acceptée par défaut" sans pour autant qu'il ait été prouvée qu'elle soit vraie,
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faute de preuve suffisante pour la rejetée. On conclurait donc que la distribution de notre SNP
sous le modele dominant n'est donc pas associée a notre phénotype dans notre échantillon.
Soit la valeur du 2 calculée est au-dela de la zone de rejet et alors on rejette Hy. On
rejette donc Hp au profit de H; au risque de commettre une erreur de type I établi. On
conclurait donc que la distribution de notre SNP sous le modele dominant est associée a notre

phénotype avec un risque o de se tromper dans notre échantillon.

Ceci n'est qu'un exemple d'un test de comparaison de distribution. Il appartient a
I'expérimentateur de vérifier si les conditions de validité du test sont remplies. Ce test
s'applique a notre échantillon, de part sa structure (phénotype binaire et répartition de notre
SNP par classe). Des situations différentes telles que des phénotypes autres que binaire ou
bien d'autres structures de répartition de SNP entrainerons des statistiques différentes. Le cas
représenté n'en est qu'une des possibilités les plus simples.

= P-value

Apres avoir décidé ou non du rejet de Hy, nous pouvons déterminer la p-value de notre
observation qui correspond a la probabilité d'observer une conformation au moins aussi
extréme que celle observée sous I'hypothese Hy. La p-value constitue donc une mesure de
significativité pour un test : plus la p-value est petite, moins le hasard semble avoir eu d'effet

dans notre observation.

La p-value permet donc de trier les différents tests en fonction de leur significativité.
La p-value permet de décider du rejet de Hy pour le test d'un SNP. Elle permet aussi de trier

les SNPs testés en fonction de leur éloignement par rapport a la distribution attendue sous Hy.

Néanmoins, la p-value n'informe que sur la distance vis a vis d'une distribution
attendue sous Hy, elle n'en précise pas toujours l'effet, a savoir si notre SNP dans son mode
étudié possede un effet protecteur ou aggravant vis a vis de notre phénotype (dans le cadre

d'un test bilatéral).

= (Odds Ratio (rapport de cotes)

Bien qu'un simple coup d'eeil aux fréquences alléliques ou génotypiques suffit a nous
renseigner sur le sens (protecteur/aggravant) d'une association, nous pouvons aussi chercher a
ordonner ces associations en fonction de leur intensité. L’Odds Ratio (OR) correspond
comme son nom l'indique a un rapport des chances dans notre tableau de contingence 2vs2

(tableau 2). Il n’est pas en lui-méme un test statistique mais une unité de mesure de l'intensité
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de I’association ou tout comme son nom l'indique encore 1'0Odds Ratio entre notre SNP et

notre trait. En reprenant les notations introduites dans le tableau 2, on a :

A
A+B
Odds Ratio = C A+B  _ 22 défini sur[0,+00[
C+D
D
C+D

avec un intervalle de confiance a 95% définit par :

1 1 1 1 1 1 1 1]
exp(102(OR)) —1.96% . |— + — + — +—: exp(102(OR)) —=1.96 % . |— + — + — + —| .
pllog(OR)) \/A B C D p(log(OR) \/A B C D{

L'Odds Ratio pour un SNP sans effet est égal a 1. Plus 1'OR se rapprochera des bornes
de définition, plus I'effet sera important, prévenant le trait étudié€ lorsqu'il tend vers O et le
favorisant lorsqu'il tend vers+ . A noter que I'OR n'a de significativité que si son intervalle

de confiance ne comprend pas 1, sans quoi il est impossible de conclure.

= Régression linéaire

Lorsque nous avons un phénotype quantitatif, nous sortons alors du cadre de
l'exemple décrit dans le tableau 2. Nous pouvons toutefois chercher une association entre
notre variable a expliquer (notre phénotype quantitatif) et notre variable explicative (nos
génotypes ou nos alleles selon le modele génétique utilisé). L'idée étant de représenter la
relation entre nos deux éléments comme une fonction affine :

Y= f(X)
avec Y notre variable a expliquer

et X notre variable explicative.

Nous possédons alors n couples d'observation y; et x; disponibles ou il faudra
ajuster f (notre fonction) parmi F (une classe de fonctions) dans laquelle nous supposerons
que se trouve la vraie fonction inconnue. Le probléme peut donc se résumer comme un

probleme de minimisation de coft :
argmin ) coit(y;, — f(x;
g fEF ; ( 1 f( 1 ))

La classe de fonction F la plus naturelle est la fonction affine de 1'ensemble des

réels vers l'ensemble des réels appelée régression linéaire simple.
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On peut alors représenter 'ensemble des n observations par I'équation suivante :
Viedl,...,n} v, =B+ B.x +&
avec y; notre variable a expliquer considérée comme une variable aléatoire
avec x; notre variable explicative considérée comme une variable non aléatoire
avec & un terme d'erreur supposé centré, de méme variance, non corrélées entre
elles et aléatoires
avec f et [ sont les coefficient de la régression linéaire, ils sont les paramétres

inconnus (mais non aléatoires) du modele que nous allons donc estimer.

On peut alors estimer les coefficients £ et > avec la méthode des moindres carrés
ordinaire. Il est a noter que 1'on peut inclure d'autres variables explicatives (dans notre cas
nous les appellerons covariables) dans la fonction de régression, on parle alors de régression
linéaire multiple. Chacune des covariables seront alors des variables explicatives (non

aléatoire) avec leur coefficient de régression (inconnu mais non aléatoires).

= B coefficient de régression linéaire

Le coefficient de régression apparait lors des régressions utilisées selon les
données disponibles ainsi que des hypotheses testées. Chacune des variables utilisées pour
prédire notre trait posséde donc son propre coefficient et nous obtenons aussi un coefficient B
qui correspond a un état basal sans implication de nos variables.

Il se définit sur | —oo;+oo[ , il est considéré comme sans effet lorsqu'il est proche

de 0, protecteur lorsqu'il est négatif et aggravant lorsqu'il est positif.

1. Facteurs de confusion

Lorsque l'on teste l'association entre un SNP et un trait, d'autres variables (covariables)
peuvent avoir une influence sur cette association, ces covariables doivent alors étre prises en

compte lors des analyses.

= Covariables
Plusieurs facteurs extrinseques peuvent influencer le trait étudié. Ainsi des facteurs
environnementaux, comportementaux peuvent avoir un impact sur le phénotype étudié sans
avoir de lien avec le SNP. Par exemple dans les études sur le cancer, des facteurs tels que le
tabac, 1’alimentation, ou 1’exposition aux radiations peuvent entrer en jeu et doivent étre pris

en compte lors des tests d'association entre les SNPs et le cancer.
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= Stratification

En génétique, la stratification est un nom qui permet de désigner un phénomene de
"différenciation” di a des phénomenes de migrations ancestrales. Par exemple, deux
populations avec deux histoires de migrations ancestrales distinctes seront différentes méme
si elles partagent le méme trait (cas/controle). Ces différences peuvent étre observées a
I'échelle continentale mais aussi a celle des pays voisins comme 1'Europe[52] (figure 13). Ces
différences doivent étre prises en compte lors de 1'analyse car elles peuvent devenir un facteur
de confusion, les associations observées n'étant pas liées au phénotype étudié mais a une

structure migratoire différente au sein de notre population.

\

Figure 13: Représentation des deux premiers axes de l'analyse par composantes principales
Source: Novembre et al. 2008 PMC©

En pratique, cette histoire migratoire peut étre déterminée par des programmes tels que
STRUCTURE [53, 54] ou bien EIGENSTRAT [55]. Par la suite, les sujets considérés comme

étant atypiques, c'est-a-dire loin des autres, sont retirés de I'étude et les individus restants sont
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alors analysés en prenant en compte les axes principaux comme covariables associées a leur

histoire migratoire.

e. Contrdle de qualité de I'analyse : Q-Q plot

Apres avoir obtenu une p-value pour chacun des SNPs, il faut s’assurer que lors de
I'analyse, des facteurs de confusion inconnus n’aient pas été oubliés. Pour cela, on utilise le
Diagramme Quantiles-Quantiles qui revient a comparer la distribution des p-values observées
par rapport a la distribution théorique des p-value attendues (sous I'hypothese Hy, les p-values
selon une loi uniforme sur [0,1]). Les p-values observées doivent se superposer a la droite
représentant la distribution théorique hormis bien entendu des signaux d’association qui
devraient s'éloigner de cette droite. Une dissymétrie peut signifier qu'il y a un facteur de
confusion qui n’a pas été pris en compte lors de 1'analyse. Néanmoins, il n'est pas toujours
possible d'identifier ce facteur de confusion. On peut alors réajuster les p-values en utilisant le

facteur d'inflation génomique [56, 57] basée sur la médiane de la statistique du 2.

f. Recherches post-association

Méme si un SNP a été déclaré associé au trait étudié, il n’est peut-€tre pas pour autant
le SNP causal. Bien que seule I'expérimentation (tests in vitro, tests animaux, tests cliniques)
puisse répondre a cette question, plusieurs approches peuvent apporter de la lumiere sur cette
question : la recherche bibliographique, les analyses haplotypiques, les techniques

d'imputation ainsi que les éventuelles réplications ou méta-analyses.

1. Bases de données

A la découverte d'un SNP associé significativement avec un phénotype, nous pouvons
rechercher plus d'information sur ce SNP. Le premier point est la bibliographie, chaque SNP
étant renseigné dans la base de données dbSNP, il peut €tre décrit par divers éléments tels que
sa localisation sur un gene, son impact sur un ARN ou sur une protéine. De plus, il faut
prendre en compte le fait que ce SNPs ne soit qu'un TagSNP qui marque éventuellement le

SNP causal absent sur la puce de génotypage.

Nous pouvons ensuite déterminer s'il appartient a un gene et plus précisément s'il
correspond a une mutation de la protéine ou toute autre modification pouvant influer sur la

fonction du gene. Ces informations sont référencées dans la base de données dbSNP
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). De plus méme si un SNP n'impacte pas

directement sur la structure du gene il peut toutefois impacter sur I'expression de genes de par
sa localisation dans des régions promotrices [58, 59]. Enfin, il ne faut pas oublier que le SNP

d'intérét peut aussi étre en déséquilibre de liaison avec des SNPs fonctionnels.

2. Analyse des haplotypes

L'analyse des haplotypes est importante car en réalité plusieurs SNPs peuvent impacter
le trait, étant transmis sur le méme chromosome. Deux alleles de deux SNPs peuvent donc
avoir un effet combiné bien plus important que les deux SNPs considérés isolément comme

dans le cas du récepteur 2-adrénergique beta (ADRB?2) [60].

Les haplotypes présentent un probléme dans les GWAS : I’inflation combinatoire. En
effet, il y a une combinaison quasi infinie de SNPs possibles pour les haplotypes, méme si on
se limite aux SNPs voisins d’un méme chromosome. De nombreuses études génome entier
sont consacrées aux haplotypes [61, 62] mais elles sont le plus souvent limitées aux
haplotypes de régions contenant des SNPs a effet individuel tres fort. Toutefois, 1'analyse des
haplotypes permet aussi de répondre aux questions plus générales sur 'origine des genes [63]

et de retracer I'histoire migratoire de diverses populations [64].

3. Imputation

Plus récemment, les progrés de la bioinformatique ainsi que l'augmentation des
ressources génomiques disponibles (panels de génomes de référence), ont permis d'imputer
les génotypes des SNPs absents des puces a partir des données disponibles. Le procédé vise a
reconstruire les haplotypes des sujets et a les aligner sur un panel d'haplotypes de référence

afin de reconstituer les génotypes manquants.

Plusieurs programmes permettent d'imputer les génotypes tels que MACH [65] et
IMPUTE [66, 67]. Par expérience, I’'imputation ne permet pas, en général, de trouver de
nouvelles régions, mais affine et précise les niveaux d’association dans les régions les plus
fortes déja identifiées. L'imputation sert principalement a pouvoir mélanger des données
génotypiques issus de protocoles différents et ne comprenant pas forcément les mémes jeux
de SNPs. L'imputation peut aussi servir a préciser les signaux d'une région avec un SNP

d'intérét en reconstituant les SNPs de la région qui ne sont pas présents dans notre jeu de
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donnée en espérant identifier un SNP dont l'impact potentiel sur notre phénotype soit plus

flagrant que celui de notre SNP d'intérét.

4. Réplication & méta-analyse

Pour confirmer un résultat d’association dans une GWAS, on peut tenter de le
répliquer dans une autre étude. Cela consiste a rechercher si la p-value de notre SNP d'intérét
se révele aussi significative dans une étude impliquant sur des traits similaires. Néanmoins, il
est souvent tres difficile de répliquer une étude de par le fait de trouver une population
satisfaisant des criteres d’inclusion identiques ou bien tout simplement de retrouver le SNP
dans une autre étude déja réalisée. Par exemple, les jeux de SNPs sont différents entre
[Mlumina et Affymetrix, méme si l'imputation peut combler cette lacune en tentant de
reconstruire artificiellement le SNP manquant. Enfin si I'étude est novatrice, il sera bien

entendu impossible de répliquer le signal tant que d'autres études n'ont pas été menées.

Il est aussi possible d'approfondir la comparaison des études en effectuant une méta-
analyse, a savoir calculer une p-value globale sur plusieurs études pour chaque SNP. Apres
avoir vérifié que nos données sont homogenes et donc comparables entre différentes études,
on peut ensuite estimer une p-value globale. Plusieurs méthodes existent permettant soit de
calculer la probabilité que ces SNPs apparaissent ainsi dans les différentes études par une
Statistique de Fisher [68] soit de prendre en compte le sens de 1'association (OR ou Beta) par
le biais d’'un Z score [69]. Ces méta-analyses permettent parfois d’identifier des signaux
intéressants sans qu’ils aient été nécessairement significatifs dans chacune des études

individuelles.
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5.Redondance de I'information et tests multiples

Dans ce chapitre, seront présentés la problématique du contrdle du risque de premiere
espece dans le cadre des tests multiples et différentes solutions apportées pour ce probléme.
Nous introduirons ensuite l'entropie de Shannon ainsi que son application sur la redondance

de l'information.

a. Correction des tests multiples

1. Problématique

Nous avons vu précédemment comment construire une étude génome entier ainsi que
la procédure pour tester une association entre un SNP et le phénotype étudié (cf. chapitre 4 :
Analyse d'association génome entier). Nous avons vu que lors d'un test, nous avons un risque
de rejeter 2 tort Ho, appelé risque ¢ ou bien probabilité d'erreur de 1% espece. Lors d'un test

unique, ce risque est généralement fixé a 5%.

Cependant, ce risque & n'est valable que pour un seul test. Si 'on répete ce test pour
plusieurs SNPs, nous ne pouvons garder ce méme seuil pour tous les SNPs car nous aurons
alors une inflation du nombre de faux positifs. Par exemple, si l'on teste 100 SNPs
indépendants dont nous savons qu'ils n'ont aucune association avec notre phénotype, avec ce

méme seuil de 5% nous nous attendons a rejeter Hy a tort pour 5 SNPs.

Le nombre de faux positifs pour un seuil donné augmente bien entendu avec le nombre
de tests effectués. Le risque « doit étre corrigé afin d'avoir un niveau de risque étendu a
I'ensemble des tests acceptable. Plusieurs corrections dites des "tests multiples" ont vu le jour

afin de palier ce probleme.

2. Méthodes de correction pour la problématique des tests
multiples

Plusieurs méthodes ont été développées afin de corriger ce probleme de tests

multiples. Nous allons voir tout d'abord les méthodes qui permettent de contrdler le risque
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sur l'ensemble de l'expérimentation. De plus, lorsque nous travaillons sur des données
génomiques, nous avons l'intuition que le déséquilibre de liaison rend les tests dépendants
entre eux. Nous verrons ensuite les différentes méthodes qui permettent de déterminer le

nombre de SNPs indépendants pour un jeu de données génomiques.

Sidak - Bonferroni

La correction de Sidak-Bonferroni est la correction la plus utilisée car la plus robuste
mais elle est réputée trés conservatrice. Pour un test, nous pouvons déclarer que la probabilité

de ne pas rejeter a tort Hy s'écrive :
I-o.

Pour N évenements indépendants, nous pouvons alors déclarer que la probabilité de ne

pas commettre d'erreur de premiere espece dans aucun des N tests est :
(1-a)".

La probabilité de faire au moins une erreur premiere espece sur ces N tests est donc le

risque e pour N tests, ou appelé aussi & pour la famille de test, s'écrit donc :
N
a'Ntesrs = 1 - (1 - al tesr) .

Qui peut aussi se réécrire : «,,,,, =1—(1—-ay,,, )%\’ .

Ce qui correspond a la correction de Sidak et permet donc de réajuster le seuil o pour
un test afin de garder un seuil & étendue a toute la famille. Néanmoins cette formule a pour
inconvénient de nécessiter le calcul d'une puissance fractionnelle ce qui était moins aisé avant

les progres de 1'informatique. C'est pourquoi Bonferroni a approximé cette expression en :

al test aN tests

a

Ntests N soit dOnC al test = N

C'est cette derniere expression qui est appelée correction de Bonferroni. Elle est la plus
utilisée de par sa simplicité de mise en oeuvre et permet aussi de corriger les p-values. Il est

important de noter que pour 2 tests ou plus nous avons :
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aN tests

< 1_ (1_aNrests)}{v :
Cela signifie que la correction de Bonferroni via son approximation produit un seuil
plus stringent que celui de la correction de Sidak. De plus, il est aussi important de noter que

ces corrections supposent I'indépendance des tests ce qui n'est en général pas le cas au sein du

génome a cause du déséquilibre de liaison existant entre les SNPs.

Néanmoins, I’hypothese erronée d'indépendance entre les tests peut entrainer a tort le
rejet de certains SNPs. C'est pourquoi plusieurs alternatives ont été proposées afin de pallier

cette correction sur-conservatrice.
Taux de fausse découverte FDR

La méthode du taux de faux positifs (False Discovery Rate en anglais, FDR) permet
d'évaluer parmi les tests considérés comme les meilleurs, le taux de tests que nous déclarons a
tort comme étant significatifs [70]. Cette méthode est moins contraignante que la correction
de Bonferroni car elle nous permet de controler le taux de faux positifs parmi les résultats
intéressants mais ne passant pas le critere de Bonferroni. Elle produit alors pour chaque test
une valeur appelée g-value qui correspond donc au taux de faux positifs parmi les p-values
meilleures ou égales a celle testée, i.e. les SNPs dont la p-value est plus basse ou égale. Le
seuil de 25% est couramment utilisé ce qui signifie qu'en dessous de ce seuil, on considere
qu'un quart des signaux est déclaré significatif a tort mais aussi que les trois quarts sont
déclarés significatifs a raison, ce qui peut fournir des informations potentiellement

intéressantes pour les biologistes.

Cette méthode connait de nombreuses déclinaisons [71] en ne se focalisant que sur une
fenétre locale de tests [72, 73]. Néanmoins, ces déclinaisons sont intrinsequement liées a la
distribution des p-values de I’étude considérée. Elles souffrent donc de leur absence de
portabilité d’une étude a I’autre ce qui peut €tre un frein a la réplication des signaux, méme si

elles peuvent étre recalculées dans le cas d’une méta-analyse.
Test de permutations

Cette méthode revient a calculer la probabilité d'observer une conformation similaire
ou plus extréme sous I'hypothese Hj a savoir qu'il n'y ait pas d'association entre la variable

explicative et la variable a expliquer, i.e. la probabilité d'observer le tableau de contingence
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entre le SNP et le trait par hasard. Pour cela, la méthode va construire aléatoirement des
conformations respectant les sommes marginales. En pratique, cela revient a permuter les
statuts, par exemple cas et témoins, au hasard. Pour chaque test aléatoire nous allons donc
obtenir une statistique de test. Il suffit alors de compter le nombre de statistiques équivalentes
ou plus extrémes que celle observée et de diviser ce nombre d'observations par le nombre de

permutations.

Ceci permet donc d'obtenir une p-value empirique. Concretement pour un SNP
donné, nous allons donc mélanger les sujets des populations cas et contrdle pour retirer au
hasard une population cas et une population controle, et pour chaque permutation recalculer
une statistique de test. Il suffit alors de comptabiliser le nombre de p-values équivalentes ou
plus extréme que la p-value de base et de le diviser par le nombre de permutations pour
obtenir la p-value empirique du SNP. Le nombre de permutations au moins aussi important
que le nombre de variables testées afin de franchir le seuil de Bonferroni. Ces permutations

permettent de s'affranchir de la non-indépendance des tests.

Cette méthode nécessite de recalculer un nombre aussi important de p-values que de
permutations et ce pour chaque SNP testé afin de parvenir au seuil de Bonferroni. De
nombreux logiciels ont implémenté cette technologie avec le calcul des statistiques usuelles
[74-76]. Avec les progres en informatique, la méthodologie est applicable mais nécessite de
longs temps de calcul surtout pour des statistiques complexes a calculer. Ces permutations

restent cependant tres intéressantes pour vérifier un résultat.

Ces différentes méthodes se sont focalisées sur la correction du seuil o pour
I'ensemble des tests effectués ou bien sur une meilleure définition des signaux comme le taux
de fausses découvertes ou bien le re calcul des p-values empiriques par permutations.
Toutefois, ces méthodes ne s'attardent pas sur la non-indépendance des tests comme on peut
intuitivement le supposer lorsque l'on traite des données génomiques et a fortiori lorsque des
SNPs sont en déséquilibre de liaison. Une seconde catégorie de méthodes ont été développées
afin de déterminer le nombre de tests indépendants pour un jeu de données génomiques.
L'idée de ces méthodes est donc de déterminer le Meff qui correspond au nombre de tests

indépendants effectués et ainsi pouvoir s'en servir pour la correction de Sidack-Bonferroni.
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Calcul du Meff

L'idée du Meff est qu'un SNP en déséquilibre de liaison total avec un autre SNP est
un poids mort pour l'analyse statistique puisque nous allons tester deux fois les mémes SNPs
(au point de vue variable et modalités). En 2008, Duggal [77] propose une méthode basée sur
le déséquilibre de liaison, plus précisément la mesure du D'. En se reposant sur elle, ils
définissent des blocs de SNPs corrélés ou chacun des SNPs est reliés aux autres avec un seuil
de D' > 0,70. Le Meff s'obtient alors par sommation du nombre de blocs obtenus. Toutefois
cette méthode est dépendante du seuil de D' utilisé faisant presque passer du simple au double

le Meff obtenu.

D'autres méthodes sont basées sur des matrices de déséquilibre de liaison entre toutes
les paires de SNPs possibles ou bien de corrélation sur les comptes d'alleles entre les paires de
SNPs, ce qui est une méthode approximative et rapide de calculer le déséquilibre de liaison.

Ces méthodes suivent toutes le méme modele :

Etape 1 : calcul d'une matrice de corrélation

Dans cette étape, on calcule donc le déséquilibre de liaison pour chaque paire de
SNPs. Selon les études et les besoins les mesures de corrélations/déséquilibre de liaison
peuvent étre différentes. La méthode la plus courante est celle du déséquilibre de liaison
composite [78] qui correspond a la prise en compte des SNPs en fonction de leur compte

d'alleles et de calculer le coefficient de corrélation de Pearson entre les deux SNPs.

Etape 2 : calcul du Meff

A partir de la matrice des corrélations, on peut extraire les valeurs et vecteurs propres
de la matrice. Ces valeurs propres sont utilisées pour calculer le Meff suivant différentes
formules. Les valeurs propres peuvent €tre utilisées en tant que telles ou bien pour leur

variance dans ce cas, on suppose que les valeurs propres ont pour moyenne 1.

Etape 3 : calcul du nouveau seuil

Enfin, apres avoir défini le Meff, le nouveau seuil est calculé soit par la correction

de Sidack soit par celle de Bonferroni
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Le tableau ci-dessous résume les différences entre les différentes méthodes :

Méthode Corrélation pour une paire | Calcul du Meff
de SNPs
Gao et al.[79- | Composite LD seuil C fixé a 95%
81]
Corrélation de Pearson x M
Zi:l /11' / Zi:/ti >C
Meff = x
Cheverud et | Composite LD Meff =M (1— (M -1, )
al.[82] Mz
Corrélation de Pearson u (A —1)
avecV , , = Zi:l (1\[4 — 1)
Li et al.[83] Composite LD _\M
P Meff = Zizl f(M’tD

avec f(x)zl(x21)+(x—\_xj),x20
avec I(x)=1 pour x 21 et I(x) =0 pour x <1

Corrélation de Pearson

Nyolt et al.[83]

A= falhl a2b2 _fath a2bl Meﬁ=l+(M—l)(l—VM")
\/fal a2fh1fb2 M

A —1)
avecV,, = Zj‘:ﬁ
Galwey et | Composite LD My
o
al.[84] ZM
Corrélation de Pearson i=1""

Tableau 4 : Récapitulatif des différentes méthodes de détermination des Meff

M correspond au nombre de SNPs total
A correspond a une valeur propre obtenue par décomposition spectrale
D'autres méthodes existent pour corriger le probléme des tests multiples. En dehors
du calcul du nombre de tests indépendants, nous pouvons définir des seuils universels selon la
technologie utilisée. En procédant a des simulations de données et des permutations, plusieurs
études [85, 86] ont réussi a déterminer de nouveaux seuils de significativité selon la puce
utilisée. Toutefois ces seuils ne sont valables que si la puce ou bien la technologie utilisée est

présente dans leurs études et aussi que la population testée est similaire a celle utilisée ou
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simulée dans leurs études. Ces seuils sont donc de bonnes indications toutefois elles

deviennent trés vite obsoletes au vu des périodes de commercialisation des puces de

génotypage.

Par la suite, une méthode pour estimer la liaison de dépendance globale entre
différents SNPs sera détaillée. Auparavant, différents concepts issus de la théorie de

l'information seront présentés.

b. Entropie

1. Définition
L'entropie de Shanon [87] est un concept introduit pour la théorie de l'information en
1948 pour caractériser 1'information entre un transmetteur et un receveur d'informations au
début de l'informatique. Par exemple, si le message est redondant l'information apportée par
chacune des répétitions est nulle. L'entropie permet alors de quantifier le désordre, ou

incertitude, associée a une variable dont 'unité de mesure est le bit.

Pour une variable X = {xj, x2, ..., x,} de probabilité d'observation p;, p>, ..., pn

l'entropie se calcule par la formule suivante :
H(X)==) p;log, p;.
i=1

L'entropie d'une variable est une fonction dépendant de ses modalités et de leurs
probabilités d'observation. Dans le cas d'un SNP, en faisant abstraction des bases
nucléotidiques, nous pouvons résumer les modalités d'un SNP A a ses deux alleles a; et a,

dont les probabilités d'observations sont les fréquences alléliques f, et f, . L'entropie du

SNP A se calcule grace a la fonction suivante :

H(A) =-fa, log,( fa,)— fa,log,(fa,).
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A noter que l'entropie peut étre déclinée pour tout polymorphisme, tant que nous

connaissons ses fréquences alléliques.

Entropie du SNP A
0.4 0.6 0a 1.0
| | |

0.2
1

oo
1

T T T T T T
0.0 02 04 06 08 1.0

Fréguence de l'alléle a1

Figure 14 : Courbe d'entropie d'un SNP bi-allélique en fonction de la fréquence allélique

L'entropie possede quelques propriétés intéressantes dont je vais présenter une liste ci-

dessous :

- L'entropie est non négative, H(A) >0 est nulle si et seulement si la probabilité d'une
des modalités est égale a 1 et donc que toutes les autres modalités ont une probabilité nulle,
soit donc que notre SNP A est un SNP monomorphique et qu'un seul allele est présent ;

- L'entropie est symétrique, ceci revient a dire que 1'on peut permuter les modalités
sans changer l'entropie de la variable tant que chaque modalité garde sa probabilité
d'observation (figure 14) ;

- L'entropie est maximale, lorsque toutes les modalités de la variables sont
équiprobables ;

- Cas particulier d'une variable binaire, la probabilité d'observation d'une des modalités

conditionne la probabilité d'observation de l'autre modalité f, =1—f, on peut donc écrire
que H(f,.f,)=H(f,.f,)=H(f,,1-f,) . Cette symétrie dans la distribution des

probabilités d'observation explique la symétrie de la courbe (figure 14). Du fait que la
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variable n'a que deux modalités observables, l'entropie est maximale lorsque les modalités

sont équiprobables, soit lorsque f, = f, = % =0.5, son entropie est alors égale a 1.

2. Déclinaison

On peut aussi utiliser I'entropie de Shannon sur plusieurs variables en connaissant
leurs modalités et leurs probabilités d'observations respectives. Dans le cadre d'un couple de
variables, les modalités du couple correspondent au produit cartésien des modalités des
variables. Dans le cas de deux SNPs A et B, le couple formé (A, B) a alors pour modalités
ab,,ab,,a,b, €t a,b, et leur probabilité¢ d'observation respective fab,, fab,, fa,b, €t fa,b, -
L'entropie du couple (A, B) peut donc se calculer suivant la méme formule énoncée pour une

simple variable.

Avant d'aborder l'entropie conditionnelle, je vais rappeler quelques éléments de

probabilités conditionnelles :

On a X={xi, x2, ..., xa} et Y= {y1, y2, ..., ym} deux variables discretes aléatoires avec des
probabilités d'observations jointes et individuelles on peut donc écrire pour le couple de

variables :

p('xi’yj):P{X =x3Y = yj}

p(x,y;)20
S p(xny) =1
i=1 j=1
Et pour chaque variable :
p(x)=P{X =x} p(y)=Plr=y,]
p(x)=20 et p(y;)20
> p()=1 > =1
i= =
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Nous pouvons alors écrire les probabilités conditionnelles

suivantes p(y;/x)= P{Y =y, /X = xi}, p(y;/1x)20 pour chaque i avec

> p(y,/x)=1,Yi=12,..n.

J=1

Et inversement pour p (xi/y;), nous pouvons alors écrire :

p(x,y;)=px)p(y;/x)=p(y,)p(x;/y;);
PE)=3 P,y
=
r(y;) =2p(xi,yj)-
En découle alors 1'entropie conditionnelle de la variable Y pour une modalité de la variable

X:HY/X =x,.)=—Z:p(y,./xi)log2 p(y;/x;) , ainsi que l'entropie conditionnelle de la
j=1

variable Y sachant la variable X comme H(Y / X ) = z px)HY /X =x,).

i=1

L'entropie d'un couple de variables possede des propriétés liées auxvariables qui le
composent, pour la suite pour un souci de lisibilité et bien que les propriétés soient aussi

applicables pour X et Y, nous nous recentrerons vers notre couple de SNPs (A, B):
- H(A,B)=H(A)+H(B/A)=H(B)+H(A/B) ;

-H(A/B)<H(A), et est égale lorsque A et B sont indépendants a savoir que

p(a,"bj): P(a,)p(bj)’Vl’]’

- H(A,B)<H(A)+ H(B) et est égale lorsque A et B sont indépendants a

savoir p(a;,b;) = p(a,) p(b,). Vi, j

Nous pouvons alors nous focaliser sur un des cas particuliers des couples de SNPs, a
savoir I'haplotype AB.

La théorie de l'information est principalement utilisée dans le traitement de signal mais
a connu quelques déclinaisons récentes en génomique notamment dans 1'analyse des données

[88] afin de sélectionner des SNPs non redondants, mais aussi dans la comparaison de

61



distribution entre cas et témoins [89] ou bien pour tester les interactions entre genes [90]. Elle
est principalement utilisée pour comparer des distributions ou bien comme critere pour

estimer les conformations les plus vraisemblables.

3. Information mutuelle

L'information mutuelle correspond a l'entropie présente dans une variable a laquelle on
enleve 1'entropie conditionnelle a une seconde variable. Dans le cas de notre couple de SNPs,
elle correspond a la part d'information contenue dans un SNP déja présente dans le second
SNP. Elle correspond au déséquilibre de liaison évoqué précédemment et se calcule avec la

formule suivante :

I(AAB)=H(A)—H(A/B)
= H(B)- H(B/A)
= H(A)+ H(B)— H(A,B).

Cette information mutuelle est nulle lorsque nos deux variables sont indépendantes.
Cette mesure est équivalente au D et permet de mesurer un écart entre une distribution
attendue sous hypothese d'indépendance et une distribution observée. Elle mesure donc le
déséquilibre de liaison entre nos deux SNPs. Néanmoins, comme le D cette mesure est
sensible aux fréquences alléliques.

Plusieurs normalisations ont été proposées pour s'affranchir de cette sensibilité aux

fréquences alléliques. En 2002, Nothnagel [91] en introduisait une premiere avec :

£(A;B) = Md.éﬁm‘.e sur [0:1].
H(A)+ H(B)

C'est cette mesure que j’utilise par la suite dans mes travaux.

En 2009, Zhang[92] introduit une autre normalisation de l'information mutuelle avec
l'information minimale entre les deux SNPs. Cette normalisation rappelle le D' et permet donc
de mesurer une relation de redondance imparfaite a savoir qu'un SNP permet de déterminer le
second mais que le second ne permet pas de déterminer le premier (cas de seulement 3

haplotypes observables) :

I1(AAB)
min(H (A); H (B))

MIR(A;B) = définie sur [0;1].

Il nous faut aussi introduire un autre concept qui est celui de la redondance. Elle
correspond a la fraction d'information redondante et donc superflue par rapport a I'information

de nos variables considérées de maniere indépendante :
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_ I(AAB)
T HA)+H(B)'

C'est cette redondance qui correspond donc a 1'e de Nothnagel définie précédemment
que nous utiliserons comme mesure de déséquilibre de liaison car elle nous permettra de
déterminer la fraction indépendante de nos SNPs. Elle nous permettra alors de déterminer la

fraction indépendante de la région génomique afin de mieux évaluer le seuil de Bonferroni.
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6. Objectifs de ma these

Je suis arrivé dans 1'équipe de recherche du Pr. Zagury comme stagiaire en 2007 pour
développer un outil de visualisation des données génomiques et participer a l'analyse des
études génomes entiers sur le projet de Génomique de la Résistance a I'Infection par le VIH-1
(GRIV). A Theure ou les premieres analyses génome entier étaient réalisées, j'ai décidé de
m'engager sur une theése portant sur l'exploitation des données génomiques dite de "haut

débit", afin d'acquérir et d'appliquer cette méthodologie.

J’ai pu bénéficier de l'expertise forte en haplotypage de I'équipe, ce qui m’a conduit a
développer un logiciel mesurant la quantité réelle d’information d'un jeu de données

génomiques pour la correction des tests multiples.
Au cours du temps, mon projet de these s'est donc profilé sur 2 axes :

1. Développer une méthodologie afin de déterminer la fraction d’information réellement
indépendante d'un jeu de données génomique (un ensemble de SNPs dans une
population donnée) dans le but d'obtenir une meilleure estimation des seuils de

correction statistique ;

2. Exploiter le savoir-faire acquis dans le cadre de 1'analyse étude génome entier portant

sur l'identification de genes ayant un impact sur photo-vieillissement.
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Matériel & méthodes
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1. Données utilis€es dans le cadre du développement

du logiciel Genetropy

a. Cohortes utilisées

Les cohortes témoins constituent les données réelles que j'ai utilisées pour tester la
méthodologie développée. Les données génomiques concernant les cohortes GRIV ainsi que
celles de la cohorte DESIR ont été filtrées selon les mémes criteres de qualité que ceux
utilisés pour la cohorte SU.VLMAX. Je n'ai procédé a aucun controle de qualité pour les
données issues du projet 1000 génomes car nous avons considéré qu'ils avaient déja été

réalisés.

1. Cohorte GRIV

La cohorte GRIV (Génomique de la Résistance face a l'Infection du VIH) est
composée de patients présentant un profil extréme dans la résistance au VIH-1 et est
composée de 86 sujets Progresseurs Rapides (PR) et 300 Non-Progresseurs a Long Terme
(NPLT). Les PR sont définis par une chute de cellules T CD4+ a moins de 300 cellules/mm’®
moins de 3 ans apres le dernier test séronégatif. Les NPLT sont des individus séropositifs et
asymptotiques depuis plus de 8 ans, et présentant un taux de cellules T CD4+ supérieur a 500

cellules/mm®.

Le génotypage de la cohorte GRIV a été effectué avec des puces Illumina HumanHap
300 permettant de génotyper les individus sur 317 000 SNPs. Elles ont été élaborées d'apres la
phase I du projet HapMap. Il avait été estimé que l'ensemble des SNPs fréquents dans la
Phase I du projet HapMap pouvait étre représenté par environ 240 000 TagSNPs avec un seuil

de R% > 0,8, de plus elles ont été enrichies par environ 8 000 SNPs exoniques.

2. Cohorte DESIR

L'étude DESIR (Data from Epidemiological Study on Insulin Resistance syndrom)

consiste en un suivi de 9 ans du développement du syndrome d'insulinorésistance. Le groupe
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controle utilisé lors des études génome entier avec la cohorte GRIV est composé de 697
participants a ce programme, tous non-obeses, normo-glycémiques, d'origine européenne
vivant en France et séronégatifs pour le VIH-1. Elle regroupe 281 hommes et 416 femmes
agés entre 30 et 40 ans. Le génotypage est effectué suivant le méme protocole utilisé dans la

cohorte GRIV.

3. Projet 1000 génomes

Le projet 1000 génomes est le premier projet avec la volonté de séquencer 1'intégralité
du génome sur un grand nombre de sujets afin de fournir une source plus détaillée de
renseignement sur le génome humain. Il a été rendu possible par les progres dans les
technologies de séquencage qui ont permis de réduire leurs colts. Le séquengage d'un
individu se fait par fragmentation et séquencage de ces mémes fragments. Pour I'heure, la
phase 1 comprend 1 092 individus séquencés avec une basse couverture (2-4X) sur le génome
entier ainsi qu'une couverture accrue (50X) sur les régions contenant un gene et comprend
36,6 millions de SNPs, 3,8 millions d'insertions/délétions ainsi que 14 000 délétions larges sur
14 populations dont 379 individus d'ascendance européenne. L'objectif du projet est de

séquencer 2 500 individus sur 28 populations différentes.

Dans le cadre du projet Genetropy, j'ai utilisé la version juin 2011 du projet 1000
génomes. Nous avons utilisé leurs haplotypes afin de valider 1'algorithme d'EM utilisé pour la

phase d'haplotypage du logiciel.

b. Algorithme de Kruskal

L'algorithme de Kruskal nous permet de rechercher un arbre recouvrant de poids
minimum dans un graphe connexe valué et non orienté. Dans notre cas, les feuilles
correspondent a des SNPs et les arcs au déséquilibre de liaison entre deux SNPs. L'idée est
donc de rechercher un arbre de SNPs qui maximise la redondance et donc qui minimise

I'information nécessaire a la représentation de l'arbre.
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Algorithme :
G: graphe
v: une feuille dans notre cas un SNP
E: l'arbre
E=0
pour chaque sommet v de G
faire créer ensemble (v)
trier les arétes de G par ordre décroissant de poids w

pour chaque aréte (u, v) de G prise par ordre décroissant de poids w et tant que
E ne recouvre pas G

faire si ensemble représentatif (1) # ensemble représentatif (v)
alors ajouter 1'aréte (u, v) a I'ensemble (E)
union (u, v)

renvoyer £

A noter qu'a l'origine, 1'algorithme a été crée pour trouver l'arbre recouvrant minimal,
mais nous l'avons modifié afin qu'il puisse trouver l'arbre maximal recouvrant étant donné que
avons pour but de maximiser la redondance au sein de notre graphe. Cet algorithme nous a
donc permis de reconstruire un arbre maximal recouvrant permettant ainsi de maximiser le

déséquilibre de liaison entre nos paires de SNPs.
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Recalcul des corrélations entre
I'haplotype SNP 1 — SNP 2 et les
autres polymorphismes

Haplotype

SNP 1 -SNP 2

Méthode d’agglomération Méthode d’agglomération
classique étendue

Figure 15 : Méthodes d'agglomération des SNPs

Dans la méthode d'agglomération classique, 1'étape de fusion des SNPs n'entraine pas
un recalcul des pondérations d'arétes entre les SNPs. Dans la méthode d'agglomération
étendue, 1'étape de fusion des SNPs 1 et 2 entraine un calcul des pondérations des arétes entre
I'haplotype SNP 1 - SNP 2 et les autres polymorphismes. Ceci explique pourquoi il y a deux
couleurs différentes lors des secondes étapes.

Nous pouvons distinguer deux méthodes de reconstitution de I'arbre. La premiere est
celle que nous appelons la méthode d'agglomération classique ou les pondérations des arétes
ne changent pas. Nous considérons alors que les distances entre nos blocs de SNPs sont
équivalentes a celles des SNPs. La seconde méthode est celle que nous appelons méthode
d'agglomération étendue ou les pondérations des arétes sont recalculées apres chaque fusion

de SNPs. Cette seconde méthode n'est possible que sur des données phasées intégralement.

c. Calcul des mesures utilisées

Dans notre méthode, nous utilisons plusieurs mesures et introduisons notamment le

gain d'information.

Le gain d'information correspond a la compression obtenue entre 1'entropie d'un bloc
de SNPs pris individuellement par rapport a I'entropie de ce méme bloc de SNPs auquel on a

0té sa redondance (de déséquilibre de liaison). L'entropie d'un bloc de SNPs est définie par la
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somme des entropies des SNPs qui le compose. La redondance est I'information mutuelle des
SNPs en présence. C'est pour cela que l'algorithme de Kruskal a été modifié pour maximiser
du bloc de SNPs, HMST), il nous reste alors l'information indépendante contenue dans ce
bloc, noté¢ Ind. Le nombre de SNPs estimés indépendants (Meff appelé EIS dans la
publication), est alors obtenu par une simple regle de 3. Pour des contraintes de charges
informatiques, nous avons procédé a un découpage par blocs de SNPs consécutifs pour le jeu
de données testé. Nous procédons a deux "passes" décalées puis nous procédons a la moyenne

des résultats afin de minimiser les effets de bords.

H(SNPs) = i H(SNP)

i=1

Ind(SNPs) = H(SNPs)— H(MST)

Gain = (1 —M) x100
H (SNPs)
Meff = M * Ind (SNPs)
H (SNPs)

Le gain est une mesure développée pour comparer les performances du logiciel sous
différentes conformations telles que des densités de SNPs, effectifs de population, ethnicité de

population ou la taille des blocs de SNPs.
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2. GWAS sur le photo-vieillissement

a. Vieillissement de la peau

La méthodologie d'analyse génome entier a été utilisée pour identifier des genes
pouvant influencer le photo-vieillissement de la peau. 1l est donc important de présenter le

contexte de cette étude.

Le vieillissement de la peau est influencé par différents facteurs dont 1'age,
lI'exposition au soleil et le statut hormonal [93]. Mis a part I'aspect esthétique évident et les
conséquences sociales et psychologiques qui lui sont associées, les effets du vieillissement
cutané peuvent aussi se traduire par une fréquence augmentée de pathologies cliniques telles
que des cancers cutanés. Phénotype visible, le vieillissement de la peau est donc mesurable

sans intervention invasive.

Le photo-vieillissement correspond donc a un vieillissement cutané accru li€é a des
facteurs extrinseques, par rapport au vieillissement cutané "naturel" uniquement li€é quant a lui
a des facteurs intrinseque : age, phototype (sensibilité naturelle de la peau au soleil)... Parmi
les facteurs extrinseques, on peut noter 'exposition aux ultraviolets [94] (aussi bien au niveau
du bronzage solaire que dans les instituts de bronzage artificiel) et la consommation de tabac

[95].

Le but de cette étude est donc de caractériser des genes ayant un impact sur le photo-
vieillissement. Le photo-vieillissement est mesurable cliniquement a partir d'une appréciation
de l'aspect de la peau en comparaison a une €chelle photographique établie en 1994 [96]
(figure 15). Dans cette échelle, chaque grade est représenté par trois photographies de
référence afin d'illustrer la diversité et la variété des troubles pigmentaires, des rides et du

reldichement.
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Grade 2 3 | I

Figure 16 : lllustration photographique de l'échelle du photo-vieillissement

Source : D'apres Larnier et al. 1994

b. La cohorte SU.VI.MAX

L'étude SU.VILMAX [97, 98] (SUpplémentation en VItamines et en Minéraux
AntioXydants) est une étude longitudinale conduite en France sur une population adulte d'age
moyen. L'étude SU.VILMAX avait été initialement développée pour évaluer l'effet d'une
supplémentation nutritionnelle quotidienne sur la réduction des problemes de santé publique,
tels que les cancers ou maladies cardio-vasculaires dans les pays industrialisés. La cohorte
inclut 13017 volontaires d'4ge moyen avec un spectre représentatif de situations
sociodémographiques [98]. Le protocole de I'étude SU.VL.MAX a été approuvé par le Comité
d'éthique de 1I'Hopital Paris-Cochin (CCPPRB n° 706) ainsi que par le "Comité National
Informatique et Liberté" (CNIL n°334641). L'étude a été menée conformément aux principes

de la Déclaration d'Helsinki.

c. Description de la cohorte des femmes étudiées

L'étude a été conduite sur la période automne - hiver 2002/2003 sur des femmes
appartenant a 1'étude SU.VLMAX vivant en région parisienne. Parmi elles (n=2 257), 570
femmes agées entre 44 et 70 ans ont accepté de participer a cette étude et ont fourni leur
consentement éclairé. Les criteres d'inclusion étaient les suivants : absence de pathologies

connues dermatologiques et absence d'antécédents de procédures esthétiques anti-age au
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niveau du visage. Ces femmes ont été invitées a suivre des consignes spécifiques de soins
cutanés notamment l'interdiction d'application de produit de nettoyage ou cosmétiques pour le
visage sur les 12 heures avant la visite pour 1'étude.

Pour le jour de la visite, elles ont rempli un questionnaire concernant leurs habitudes
d'exposition au soleil. Trois photographies haute résolution (2008 x 3032 px) standardisées
ont été prises pour chaque participante (une vue frontale de leur face et chacun de leurs
profils) avec un appareil photo numérique Kodak DSC 760 avec un objectif 105 mm.
L'appareil avait été monté sur un monopode avec une chaise spécialement congue pour
permettre une normalisation de la position du sujet. Les conditions d'éclairage étaient aussi
normalisées au moyen de deux lampes symétriques fournissant un spectre de lumiere diurne

continue, placées a 45° de chaque coté du visage.

Chaque série de photographie a ensuite été¢ examinée par un dermatologue qui a évalué
la sévérité des différents signes de vieillissement au niveau du visage, dont le photo-
vieillissement global développée par C. Larnier [96]. Dans cette échelle, chaque grade est
représenté par trois photographies de référence afin d'illustrer la diversité et la variété des

troubles pigmentaires, des rides et du relachement.
Sur les 570 femmes qui ont participé a 1'étude, 68 ont été exclues de I'analyse :
= 18 ont eu une intervention invasive anti-vieillissement ;
= 10 ont été écartées pour €tre d'ascendance non caucasienne ;
= ] aété exclue pour cause de quantité insuffisante d'ADN dans le prélevement ;
= 12 ont été exclues parce que leur ADN a été endommagé ;
= 9 ont été exclues apres controle qualité du génotypage ;

= enfin 18 ont été exclues pour avoir été déclarées atypiques pour la

stratification.

Nous restant alors un total de 502 femmes pour l'analyse génomique dont nous

possédons les renseignements pour différentes covariables impactant notre phénotype.
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d. Covariables

Nous possédons pour nos 502 femmes, des informations dont l'impact a déja été

démontré sur notre trait :
= ['age renseigné en années ;

* l'indice de masse corporelle en 3 classes (insuffisance et normalité - IMC <

25kg/m?2, surpoids - 25 < IMC < 30kg/m? et obésité IMC > 30 kg/m?) [95] ;

= J'exposition au soleil en variable défini comme un score issu de d'une
combinaison linéaire de 5 variables (exposition volontaire au soleil, exposition
du corps et ou du visage, exposition durant les heures les plus chaudes de la
journée, auto-évaluation de l'intensité de 1'exposition au soleil tout au long de

la vie et importance accordée aux bains de soleil) [95] ;

= la survenue ou non de la ménopause et le cas échéant la prise ou non d'un

traitement hormonal de substitution ;

= et le statut tabagique défini en 3 classes (jamais, ancien fumeur, fumeur

actuel).

e. Génotypage

Sur les 570 femmes ayant accepté de participer dans 1'étude génétique, 529 ont été
génotypées avec la puce Illumina Infinium HumanOmnil-Quad contenant 1 140 419
marqueurs. L'ADN génomique (250 ng) a été amplifié, fragmenté, dénaturé et hybridé sur une
puce HumanOmnil-Quad pendant au moins 16 heures a 48°C. Les fragments hybridés de
maniere non spécifique ont ét€ éliminés apres lavage et les 795 063 SNPs restants ont été
labellisés par fluorescence par extension d'une simple base et ensuite lus avec un scanner
IScan (Illumina). Les intensités de fluorescence ont ensuite été normalisées et I'inférence des
SNPs a été effectuée a 1'aide du logiciel GenomeStudio (v 1.6.3;Illumina). Pour la suite de
cette analyse nous nous sommes focalisés uniquement sur les SNPs, les CNVs (n=91 706) ont
donc été retirés. De plus, les 2 182 SNPs du chromosome Y ont aussi été retirés puisque la

population étudiée est uniquement composée de femmes.
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f. Controle de qualité du génotypage

Lors du controle qualité de l'inférence des SNPs, 9 échantillons ont été éliminés par
GenomeStudio (v 1.6.3;Illumina) a cause de leur trop faible taux d'inférence par individu
(call rate < 95%). Apres quoi les SNPs avec un taux d'inférence par locus (call frequency
<99%) trop faible ont été ré inférés. Finalement, les individus dont le taux d'inférence par
individu était inférieur a 98 % ont été éliminés de 1'étude. Ceci correspond au protocole
recommandé par [Nlumina

(http://www.illumina.com/Documents/products/technotes/technote _infinium_ genotyping dat

a_analysis.pdf) afin de minimiser les erreurs d'inférence permettant ainsi d'inférer

manuellement les génotypes quand cela était nécessaire.

Toutefois par mesure de précaution, nous avons procédé a un controle de qualité
supplémentaire afin de palier aux éventuelles défaillances de GenomeStudio. Pour I'analyse,
nous avons appliqué les seuils standards de contrdle qualité a savoir :

= données manquantes par individu: inférieur a 2% ;

= données manquantes par marqueur: inférieur a 2% ;

= fréquence allélique mineure par marqueur : inférieur a 1% ;

= seuil au test d'équilibre d'Hardy-Weinberg par marqueur: pvalue < 5 * 10~.

Le controdle qualité se fait lors de 1'analyse statistique a 1'aide du logiciel PLINK [99].

g. Stratification

Afin de corriger une éventuelle stratification au sein de la cohorte, les génotypes ont
été analysés en utilisant le logiciel EIGENSTRAT issu de la suite EIGENSOFT [55], utilisant
la méthode d'analyse par composantes principales. Les deux premieres passes
d'EIGENSTRAT nous ont permis de mettre en évidence 18 individus atypiques qui ont été
retirés pour la suite de I'analyse. Une troisieme passe nous a alors permis de déterminer les
vecteurs propres des individus qui seront par la suite utilisés en tant que covariables, seuls les
deux premiers vecteurs propres ont été utilisés afin de ne pas avoir de stratification comme

facteur de confusion lors des analyses.

75



Nous avons aussi utilisé le logiciel STRUCTURE [53, 54] afin de déterminer des
individus atypiques néanmoins, nous avons identifié 4 individus atypiques, qui €taient déja

inclus dans ceux identifiés dans les 18 individus atypiques retenus avec EIGENSTRAT.

h. Autres phénotypes

En plus de la détermination du grade de photo-vieillissement établie grace a I'échelle
de Larnier[96], les photos prises lors de la collecte de données ont aussi permis le calcul de
scores d'autres phénotypes plus ciblés. Nous avons donc pour chacun de nos sujets, des scores

de rides, de lentigines ainsi que de relachement de la peau au niveau des visages.

Les lentigines correspondent a une hyperpigmentation de la peau avec un contour tres
bien défini avec une taille variant que quelques millimetres a quelques centimetres de
diametres de couleur allant de marron clair a marron foncé [100]. Les lentigines apparaissent

le plus souvent apres 50 ans et une exposition chronique au soleil [101].

La sévérité des rides, du relachement ainsi que des lentigines ont été quantifiée par 3
scores en utilisant les méthodes d'analyse en composantes principales et de régression
linéaire[102]. Les valeurs de chaque individu pour chacun des scores ont été transformées

pour étre comprise entre 0 et 10.

1. Logiciels de traitement des données

L'extraction et le reconditionnement des fichiers de données sont des étapes fréquentes
afin de répondre a des questions et besoins ponctuels mais surtout afin d'adapter les fichiers
aux différents standards de format des différents logiciels utilisés. Aucun consensus ne s'est
imposé en termes de langages de programmation, ni de protocoles. Leurs choix dépendent
donc des ressources informatiques disponibles ainsi que des besoins. Mon choix s'est

principalement porté sur deux langages de programmation :

= perl, langage interprété relativement simple d'utilisation de par son absence de
gestion de la mémoire machine, il est répandu dans la communauté biologique et
propose de nombreux outils pour la manipulation de texte. Il est portable entre
différents systemes d'exploitation et permet donc une transmission simple de ses

scripts. Néanmoins il est bien plus lent qu'un langage interprété et son absence de
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gestion de la mémoire machine peut poser probleme pour de gros volumes de

données ,

=  C++, langage compilé plus austere que "perl" mais qui autorise la gestion de la
mémoire machine, le rendant plus performant en termes de temps de calcul. Il est
aussi adaptable au niveau de la mémoire machine permettant la gestion de gros
volumes de données. Il est en revanche dépendant du systeme d'exploitation ainsi

que de l'architecture du microprocesseur ce qui freine sa diffusion et transmission.

A titre d'information et d'expérience personnelle, pour un méme "besoin simple", le
script perl sera plus rapide a mettre en place par rapport a une application en C++, mais le
temps d'exécution est 10 fois plus long. Mais la différence entre 10 secondes et 1 seconde

reste encore acceptable lors d'une utilisation ponctuelle.

J. Logiciels d'analyse des données

Les données de génotypage ont été traitées et analysées avec le logiciel PLINK [99],
boite a outils de la génomique nous permettant le contréle qualité des données ainsi que le

calcul de différentes statistiques en fonction des données disponibles et du phénotype étudié.

L'haplotypage des données a été effectué a l'aide du logiciel Shape It [28] qui permet
le phasage des chromosomes entiers. Le protocole de controle qualité utilisé est identique a
celui de l'analyse et les options utilisées sont les options décrites dans la notice explicative

présente sur le site internet (http://www.shapeit.fr/). L'imputation a été faite a l'aide du

logiciel IMPUTE [67] sur les données haplotypées et des panels de références de 1000

génomes [6].

Néanmoins, PLINK ne permet pas l'analyse de données probabilistes comme celles
issue de I'imputation. Nous utilisons alors le logiciel SNPTEST [103] qui nous permet alors
d'effectuer les analyses standards sur les génotypes probabilistes. SNPTEST propose un score
de qualité pour l'imputation ainsi qu'un score de qualité pour le calcul de la statistique pour
chaque SNP testé. Nous avons utilisé un seuil de 90 % aussi bien pour la qualité de
lI'imputation que pour le calcul de la statistique. Ceci nous a permis préciser certaines régions
d'intérét en espérant trouver un polymorphisme (SNP/indel) présentant éventuellement plus

d'intérét plus évident.

77



Résultats
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1. Genetropy

Genetropy est le logiciel que j'ai développé au cours de la theése et qui permet de
quantifier la part de données réellement indépendantes au sein dun jeu de données
génomiques, typiquement une cohorte génotypée a l'aide d'une puce de génotypage. La
quantification de la part de redondance peut étre utile notamment lors de la correction des
tests multiples. Pour développer ce logiciel, j'ai utilisé I'entropie de Shannon qui permet de

quantifier l'information ainsi que sa fraction indépendante.

Ce logiciel a fait I'objet d'une publication soumise au journal BMC Genomics qui est
présentée comme résultat ci-apres. Un résumé en francais est aussi donné avant le texte de la

publication.
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a. Calcul par lentropie de Shannon de la quantité
d'information indépendante dans un jeu de données
génomique

Résumé de la publication

A T'aide de travaux précédents dans lesquels I'entropie avait été utilisée comme mesure
de déséquilibre de liaison [91, 92] et dans lesquels les auteurs ont démontré son aptitude a
quantifier le déséquilibre de liaison (redondance d'information) aussi bien pour une paire de
loci, mais aussi sur un plus grand nombre de /oci, nous avons donc mis en ceuvre un logiciel
permettant d'estimer le nombre de SNPs indépendants au sein d'un jeu de données

génomiques.

Pour ce faire, nous avons donc implémenté un phasage par paires de SNPs a 1'aide d'un
algorithme EM [25] afin de déterminer la redondance et ainsi donc la fraction indépendante
de chaque paire de SNPs. Le logiciel se focalise alors sur une fenétre de SNPs consécutifs
dans laquelle toutes les paires de SNPs sont haplotypées et rassemble alors les SNPs de
maniere a ce qu'ils maximisent la redondance au sein de cette fenétre de SNPs. Comme
pendant a la redondance d'information, nous avons introduit une mesure de gain

d'information. Elle correspond au rapport entre l'information de notre jeu de données sans

redondance et 1'information avec redondance.

Les résultats ont été encourageants, car avec un nombre minimal d'individus dans la
population (n=60) et un nombre minimal de SNPs choisis dans la fenétre de criblage (n=100),
la quantité d'information indépendante calculée était stable et par conséquence le gain
d'information aussi. Nous avons observé qu'un élargissement de la fenétre de SNPs était
accompagné d'un meilleur gain en information (stabilis€ a partir de n=100 SNPs). Ceci
s'explique par une plus grande fenétre de SNPs et permet la capture de plus de déséquilibre de
liaison (redondance d'information). De plus, le gain d'information est positivement corrélé
avec la densité de SNPs présents au sein du jeu de données. Ceci s'explique par le fait qu'une
grande partie des SNPs supplémentaires entre les différentes puces de génotypage sont

redondants avec ceux déja présents.

Nous avons calculé la quantité d'information indépendante pour plusieurs populations

génotypées sur puces Illumina, les cohortes de 1000 génomes ainsi que pour des genes
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génotypés individuellement. Le gain d'information obtenu par notre logiciel varie entre 50 et
80%. A titre d'exemple, a partir des 21,5 millions de SNPs de la population européenne (381
individus), nous avons obtenu un gain d'information de 73,61% avec un nombre estimé de
SNPs indépendant de 5,7 millions. Pour finir, nous avons testé une amélioration du logiciel en
prenant en compte des données pré haplotypées et en adaptant l'algorithme, nous obtenons des
résultats similaires ou meilleurs. Ces résultats préliminaires sont conformes aux propriétés de

I'entropie de Shannon et sont encourageants pour le logiciel Genetropy.
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Abstract

Background
We have developed a new method to determine the effective guantity of non

redundant information stored in a genomic dataset (SNPs analyzed in a genetic region for a
given population). This allows us to estimate the equivalent number of truly independent
SNPs corresponding to this genomic dataset

This method computes the entropy and uwses the mutual information (MI), based on
the linkage disequilibrium (LD level between SNPs in the genetic region, to simply evaluate
the effective non-redundant information in other words, an estimated number of independent
SNPs contained in the genetic region. This method works at the genome level by including
progressively each pair of SNPs that maximize the MI until covering all the elements of a
defined window of SNPs.
Results

We developed a software, Genetropy, that computes the entropy and the MI in a
genomic dataset. The redundancy of information depended mainly on the level of LD within
the dataset, the population size, the genotyping density and on the SNP window size tested.
Importantly, in genomic datasets from Caucasian (Europe) and Yoruba (Africa) ancestry, the
redundancy reached an asymptote when dealing with population sizes larger than 75 or when
using SNP windows larger than 200 SNPs. We thus applied this approach to compute the
effective quantity of independent information in European genomic datasets derived
respectively from the 300K and 1M Nlumina beadchips and from the 21.5 M non
monomorphic SNPs of the 1000 genomes Project (European population), and we obtained
respectively 152,348 289,393 and 5,667,633 estimated independent SNPs. Similar gain of

information (50 to 80%) were also observed at the level of single genotyped gemes. The
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running time of the program was very rapid, for instance less than 10 minutes for 350

subjects genotyped in a 300K SNP chip.

Conclusion
At a time of large-scale sequencing/genotyping of populations, this approach provides

a simple and precise description of the information and redundancy (ie. LD level) found in
genomic datasets. This approach could also help refine the Bonferroni significance threshold
by providing the true number of independent tests performed on the dataset but in our

experience the impact was minor.
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Background
In the past few years, the availability of powerful genotyping chips has allowed the

completion of numerous genome-wide association studies (GW AS). These chips rely both on
the technical progress and on the increased knowledge gained from the HapMap project [1-3]
and more recently from the 1000 genomes project [4]. The number of SNPs in one chip has
increased from 120,000 in 2003 to 2.5 million oday (new Ilumina technology) expanding
the resolution by a factor 10 within a few years. With the progress of sequencing technology,
it is likely that GWAS will soon handle most of the human genetic variations, in particular
the 404 million suspected SNPs of the genome [4].

Concomitant to these technological achievements, statistical issues linked to multi-
testing have arisen. Scientists generally use a 5% false positive p value threshold when
making a statistical test, in other words, if the probability (p value) of observing the tested
conformation is below the 5% threshold, the HO hypothesis (no association between a SNP
and the tested phenotype) is rejected and there is an association. However, this 5% threshold
must be adapted for genotyping chip analysis since for 1 million SNPs, one could expect
50,000 SMPs exhibiting a p value below 5% due to the uniform distribution of the p values,
and thus declare positive results even if they are false. To alleviate the lack of confidence
caused by multi-testing, several methods have been introduced to comrect the p-values. The
Bonferroni correction, based on the assumption that all the tests are independent, is the most
widely used and divides the raw p values by the number of tests perfformed. This
approximation is however over-conservative and not always adapted for a regular GWAS.

For instance, for a GWAS on one million SNPs, the threshold becomes 5 x 102 1t
will be very difficult to match this threshold for any study unless it involves thousands of
cases and controls, or the impact of the tested gene variant on the phenotype is strong

{typically odds ratio greater than 3).
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Alternative methods have been developed to assess the proportion of false-positives

among the rejected null hypotheses. For instance, the False Discovery Rate [5] assesses the
proportion of false positive signals among the N best p values of a study, or the random
permutation of patient labels looks for empirical p value distributions [6]. In all these
comections, one assumes that the SNPs are independent.
The assumption of SNP independency is key in the issue of over-comrecting the p values.
SNPs in the genome are usually locally correlated [7-8] and some SNPs may exhibit a high
level of linkage disequilibrium (LD measured by the R” coefficient) leading to correct the
type 1 ermor for 2 or more tests when one should not. The inflation on the comrected threshold
also occurs when the correlation between SNPs is only partial, consequently diminishing the
power to detect true signals.

Manufacturers of genotyping chips have tried to limit this issue by selecting only
representative SNPs called Tag SNPs and also by maximizing the coverage of the genome
thanks to the HapMap and 1000 genomes projects. The use of Tag SNPs has increased the
power of genotyping chips, but numerous SNPs still exhibit a substantial cormrelation (r'>0.7).
Several computational methods can be applied to take into account the correlation between
SNPs. The Principal Component Analysis, widely used in data analysis, can help identify
several axes of independent SNPs [9]. Alternatively re-computation of really independent
Tag SNPs for each genotyping chip could also be considered. A recent study has compared
these approaches which appear rather time-consuming [10]. Another study has put forward a
universal p value threshold of 7.2 x 10-8 for standard GWAS [11], however it did not take
into account the surprisingly high density of SNPs curmently depicted by the 1000 genomes
project [4]

In the present work, we have developed an original method to rapidly and precisely

compute the amount of non redundant information in a genomic dataset yielding an estimated
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number of equivalent independent SNPs that should help apprehend the issue of over-
conservation. Its principle is 1. To compute an entropy for the dataset -equivalent amount of
information bits (the bit is the elementary unit for information) comesponding to the SNPs-,
2. To determine the possible compression of information thanks to the mutual information
computed through the knowledge of the LD between SNPs, 3. One can then estimate the
equivalent number of independent SNPs in the genomic dataset by a simple rule of three and

the corresponding gain of information can also be computed.
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Implementation
Rationale and algorithm

Let be a group of SNPs genotyped in a population over a given genomic region (a
gene, a chromosome fragment, or the whole genome). The idea of the method is to create a
minimal set of SNPs spanning the maximum of information, by adding the SNPs
progressively one by one and computing the real information according to the level of LD, in
order to get finally the real independent information derived from all these SNPs. By
comparing this compacted information with the entropy cumulated from each individual
SNP, the level of compression of information will be found. From the initial number of SNPs,
it will thus be possible to estimate the equivalent number of independent SNPs for the
genomic region by a simple rule of 3. We present hereafter the 6 detailed steps to perform
this computation.
1. Entropy of a single SNF.

Considering a SNP A with two alleles al and a2 with allelic frequencies fal and fa2,
its entropy (information) can be computed from its alklic frequencies:

E(A)=—f,log, f,, ~ filoga £,

For a SNP with a 0.5 minor allele frequency (MAF), the entropy value will be maximal with
a value of 1 bit As the MAF decreases, the entropy will decrease to reach O for a
monomorphic SNP.
2 Pair wise SNP haplotyping

The aim of this step is to infer haplotypes in order to messure the linkage
disequilibrium between two SNPs. We used the rapid well-known Expectation-Maximisation
glgorithm [12]. It is not the most accurate haplotype inference method but as shown in the
results section, it provides satisfying results while being extremely fast.

3. Compuration of SNP pair entropy
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Let’s consider bwo SNPs A, with two alleles al and a2, and B, with two alleles bl and
b2. Through step 2, we can determine the four possible haplotypes, and the haplotype entropy

associated with these 2 SNPs as a locus will be as follows:

E(A_B) = - fylog,; fiy
= fon 108 fop,
= fon 1082 fun,
= fop, 108: fop,

The entropy of the haplotvpe is maximum when the two SNPs are fully independent

{ fop, =X, xfy, foralliand j) and in that case. its value is the sum of the entropy of each

SNP.
4. Compuration of the mutual information berween 2 SNPs.
If two SNPs are not fully independent we can use the mutual information (MI) as a
measure of the correlation between the two SNPs [13-14] as follows:
MIR=E(A)+E(R)-E(A_B)
Interestingly, when dealing with two independent SNPs (D=0), the MI will be equal to O
whatever their respective frequencies.
5 8NP pair aggregation based on the mutual information, using a Kruskal algorithm
As seen in steps 1 to 4, it is possible to compute the entropy of each SNP, of each
haplotype of two SNPs, as well as their ML A genomic region can be then represented by a
graph defined as follows:
< each node is a SNP
% Each possible pair of nodes are connected by edge whose weight is their MI
(measure of their correlation)
The method uses a Kruskal algorithm [15] to cover optimally all the SNPs, so that they can
be all connected by a path. This algorithm provides a set of non cyclic edges that regroup all

the SNPs in the region and that maximise the comelation between each SNP (ie.

&
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maximisation of the mutual information), this set being called the maximum spanning tree
(MST). The principle of the Kruskal algorithm is reminded in Figure 1.
6. Computation of the independent information and of an estimated number of independent
SNP3 in the region.

In our case we can compute the number of independent bits for the genomic region by
generalizing the M1 formula:

1 genomic region) =" E(sNPs)- E(MST)

By construction this formula provides the number of independent bits necessary to

capture the genomic region information. We can thus determine a ratio of redundancy and

estimate an equivalent number of independent SNPs as follows:

Estimated independent SNPs = Nb SNP3x 1lgenomic region)
E|SNFPs)

The ratio between the independent information of the genomic region and its entropy

1
measures the information redundancy (1 = no redundancy, Nb SV = full redundancy).

This estimated number of independent SNPs could be used for the multitesting comections.
7. Possible generalization of our approach,

Interestingly; this approach could be generalized to larger haplotypes (three and more
SNPs) and also to multi-allelic polymorphisms (three alleles and more). This could be done
simply by modifying the mode of aggregation in the Kruskal algorithm, but it requires pre-
phased data (data not shown). This should be more precise than limiting oneself to SNP pairs,
however the pre-phasing step is too restrictive. An example of the results is provided in table
3 for single genes. We could not use this approach at the whole genome level since we did

not have the pre-phased data at the whole genome level.

Adaptation for genomic data
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In order to program the previous algorithm, we need to work with a SNP window that
could range from the size of a single gene (a few SNPs) to a whole chromosome (thousands
of SMPs). The latter approach is not adapted since 1) most of the LD (ie. loss of information)
is generally contained in neighbouring SNPs within the 250 kb range and 2) the matrix size
would heavily slow down the computation speed for the haplotype meconstruction. As an
example, there are 3.5 M SNPs in the sequenced chromosome 2 of the 1000 genomes project,
and we would have to compute and store about 6.2x10' possible edges.

For that reason, a window of reasonable size is better suited for genome-wide data As
shown in the Results section, window sizes of 100 to 500 consecutive SNPs are easy to deal
with. In a one million SNPs genotyping chip, the space between 2 consecutive SNPs is in
average 3 kb, and 300 SNPs would thus span over a 1 Mb region, which is generally large
enough to include most SNPs with a significant LD level In order to take into account the
LD between SNPs close to the boundary of two neighbouring windows, we will simply need
to perform a second pass over the chromosome, shifted by half a window size. The number of
estimated independent SNPs in the chromosome is then simply obtained as the mean number
between the two passes.

Material and Methods

To assess the overall linkage disequilibrium between SNPs, the speed and the stability
of our method, we used two types of genomic datasets: 1. genotypes obtained by high
throughput genotyping (Ilumina, Affymetrix) from several cohorts, 2. haplotypes datasets
obtained by sequencing from 1KGP for several ethnic groups especially several genes in the
GRIV cohort[16-18].

The GRIV cohart
The GRIV (Genomics of Resistance to Immunodeficiency Wirus) cohort has been

established in France in 1995 to generate a large collection of DNA for genetic association
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studies to identify host genes associated with extremes response to AIDS. Only subjects of
European descent living in France were eligible for enrolment to reduce confounding effects
linked to population stratification. The cohort is composed of 359 subjects and GWAS results
obtained from Mumina HumanHap300 beadchips have been previously published [19-21].
All the patients gave their informed consent and the study was approved by the Institutional
Review Board of Saint-Louis hospital (Paris, Fance).
The DESIR cohort

The D.ES.LR. cohort (Data from an Epidemiclogical Study on Insulin Resistance
Syndrome) is a cohort of 697 non-obese, normoglycemic, HIV-1 seronegative French
subjects recruited from 1994 to 1996 as negative controls for the DUE.S.LR. trial [22]. This
cohort was genotyped with Mlumina HumanHap 300 beadchips. All the patients gave their
informed consent and the study was approved by the Institutional Review Board of Kremlin-
Bicétre hopsital {Kremlin-Bicétre, France).
The CTR cohort

A cohort of healthy Caucasian subjects (n=502) was genotyped on the 1M Ilumina
Omni quad beadchips to serve as control in a GWAS and these genotypes weme tested with
our method. All the patients gave their informed consent and the study was approved by the
Institutional Review Board of Cochin hospital (Paris, France) [23].
The 1000 Genomeas Project

The 1000 Genomes Project was launched in 2008 by an international research
consortium with the aim of creating a new map of the human genome with a increased
resolution [4]. The June 2011 release of the 1000 Genomes Project has yielded the genotypes
of 1094 individuals for 37,426,733 SNPs including singletons (only one variant allele
observed among the whole population). We have focused our analysis on the population of

European descent composed of CEU (87 subjects Utah resident of Northern and Western
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European ancestry), FIN (93 Finnish subjects from Finland), GBR (89 British subjects from
England and Scotland), IBS (14 Iherian subjects from Spain) and TSI (98 Toscani subjects
from [talia) for a total of 381 subjects of European ancestry covering 21,688,871 non-
monomorphic SNPs. We also used the YRI population (98 Yoruba subjects from Kenya) to
assess the behaviour of our method on a non Caucasian population.
Quality Control of the genotyping chips

In spite of the standard quality controls set in both Affymetrix and Illumina platforms,
some genotyping errors may remain. Additional filtlers were thus used for quality control at
the level of both SNPs and individuals. The MAF threshold used in the present work was set
at 5%. The p value threshold for the Hardy Weinberg equilibrium test to keep a SNP
genotyped in the population was set at 107, For each genotyped subject, the threshold for
missing data was set at 2%. The 1000 Genomes Project data are not filtered since they are
used as reference data for the haplotyping validation.
Validation of haplotyping

Out first priority was to validate the EM algorithm that we used in our method to infer
the haplotypes, since this step is critical for the evaluation of the LD between SNPs. We used
the genotyped data from the 60 subjects of the 1000 Genomes Project, focusing on
chromosome 1. We sliced chromosome 1 into windows of 300 SNPs and for each pair of
SNPs within a window, we compared the haplotvpe frequencies obtained by the reference
software Phase 2.1 [24] with the frequencies obtained by SNPs base pair haplotype EM
calling. We defined a score based on the absolute value of the difference between our EM
and Phase 2.1 4 haplotype frequencies and computed the mean of this score among the SNP

pairs derived from the 300 SNP-windows, covering the entire chromosome.

L P —— =§|Faaw.q!{”_frw{ﬁ]

n comesponding to the four possible haplotypes in a pair of SNPs.
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Computation of the estimated number of independent SNPs and gain of information
obtained through the Genetropy software.
As shown in step 6 of the algorithm, the estimated number of independent SNPs was

computed as follows:

Independent Rits

Estimared Independert SNPs = Number af SNPsx —— . .
Initial Equivalent Bits

We also defined the gain of information (%) obtained when comparing the equivalent number
of bits {obtained by computing the entropy of the genomic region) and the number of
independent bits (obtained after aggregating SNPs and computing MI) by the following
formula:

Independent Bits

Initial Equivalent Bits

Gain of information =[I - ]:-: 100

This simple measure enabled us to compare data from different cohorts genotyped on various
platforms.
Tests performed for the measure of the SNP entropy

We first assessed the haplotyping quality. We then evaluated the impact the SNP
window size which is the main parameter of the entropy- computing program. We ran our
method on three different samples, the whole GRIV cohort, the whole CTR cohort, and the
Chromosome 2 of the 1000 Genomes project for different SNPs window sizes ranging from
25 to 300 SNPs by 25 SNPs increment. We then investigated on the impact of population
size: random samples of size ranging from 25 to 600 subjects (with 25 subject increments)
were extracted from the GRIV, DESIR, and CTR and tested. We also tested the impact of
population size in the 1000 Genomes EUR population by extracting sample populations with
sizes ranging from 10 to 380 subjects (with 10 subject increments). We then investigated if
ethnicity or some biological phenotypes could influence the result of our program. For that,

we compared the gain of information obtained in the 1000 Genomes CEU population, the
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1000 Genomes YRI project and the merged cohorts, and we also compared 2 Caucasian

cohorts, the GRIV cohort and the DESIR control cohort [19-21].
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Results

Haplotyping quality
The comparison of the SNP pair haplotype frequencies obtained by the EM algorithm

and by the reference software Phase 2.1 from the 1000 Genomes project data yielded an
average absolute error of 1 to 2 % over the whole chromosome 1. This difference appears
negligible for the computation of linkage disequilibrium over a genetic region and confirms
that the rapid EM algorithm should be relevant for the entropy computation.
As discussed in the Methods, the quantity of information contained in various sets of SNPs
may depend on several parameters: window size, population size, SNPs density in the region,
ethnicity and phenotype. We thus explored the effect of these parameters. In the following,
the results are presented indifferently either under the form of an estimated number of
independent SNPs or under the form of a gain compared to the initial number of genotyped
SNPs, since it is equivalent.
Window size effect

We first studied the effect of the SNP window size, the main parameter of the
entropy-computing program, on the gain of information. We tested several window sizes
ranging from 10 to 300 consecutive SNPs covering the 22 autosomes in the GRIV (n=260)
and DESIR (n=697) cohorts genotyped with the Numina 300k beadchip and in the CTR
cohort (n=502) genotyped with the Numina 1M beadchip, or covering the chromosome 2 in
the 381 European subjects from the 1000 Genomes project. For the genomic chip data, we
observed a similar curve with a guasi-plateau reached after 50 SNPs (Figure 2A). For the
1000 genome data, the density of SNPs (in average 1 SNP every 300 bp) makes the curve less
asymptotic since you may still get LD information at 300 SNPs (corresponding to a 100 kb

span), however the curve gets much flatter after 200 SNPs.
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The gain of information is very slightly increasing with larger SNP window sizes, but
the increase of 1% observed between windows of 100 and 400 SNPs for sample size bigger
than 75 individuals in the GRIV data is associated with a much longer running time (Table
1}. In the following, we have thus used a window size of 100 SNPs.

Population size effect

To determine the impact of population size on the gain of information, we took
random subgroups of various sizes from the GRIV, DESIR, CTR cohorts testing subgroups
ranging from 25 up to 700 subjects. We observed that the gain decreased for growing
population sizes and reached a plateaw for subgroups larger than 60-75 individuals (Figure
2B). We also performed the same analysis on the chromosome 2 of the 1000 Genomes
project European population for different sizes ranging from 10 to 380 people by increments
of 10 individuals (each size was sampled 10 times).

Owverall, Table 1 shows that the population size may have slightly more impact on the
gain of information than the SNPs window size, however this impact remains minor {about
2% between 60 and 200 subjects).

Effect of the population origin and phenotype

We looked at the impact of the origin of the cohort by comparing the gains of
information between European cohorts such as Finish, British, Toscan, CEU, and Therian
populations. They exhibited a similar behaviour with a similar gain of information of 80 %
{data not shown). For instance, for the 87 CEU with 11,16 M non monomorphic SNPs, the
gain observed (about 80%) keads to 2,160,617 estimated independent SNPs. When merging
the 1000 Genomes project European population (n=321) the gain of information was lower at
73% yielding 5,667,633 estimated independent SNPs from the 21,47 M initial SNPs. This

lower gain likely results from the diversity of Finish, British, Toscan, CEU, and Iberian
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populations, reflecting the increase in singletons specific of each origin. Interestingly, the
African YRI population (n=65) also exhibited an 80% gain of information.

We also looked at the impact of a particular phenotype on our results by comparing the gain
obtained in HIV-1 infected subjects from the GRIV cohort and in control subjects from the
D.ES.LE. cohort. These groups are of Buropean descent and were analyzed in GWAS to
look for genetic factors involved in AIDS progression or infection [19-21]. There was hardly
any difference between these two groups (Figure 2A and 2B). This can be explained by the
fact that the potential differences are localized on relatively few SNPs and their impact is
minor over the whole genome.

Impact of the SNP density

The entropy computation involves the level of LD among the SNPs. When the SNP
density is high (ie. suggesting more LD among the SNPs) there should be a global decrease
of information relatively to the number of SNPs. When the SNP density is low (ie.
sugpesting a lower LD} there should be a global increase of information relatively to the
number of SNPs. This is indeed what is observed in Figure 2A where the gain of information
is max imum for the very dense 1K genome data, then for the OmniOne beadchip (1M SNPs),
then for the 300 K Mumina beadchip.

For the 300K Mumina beadchip we found 152,430 estimated independent SNPs for
the DESIR cohort (47% gain of information) and 152,347 estimated SNPs for the GRIV
cohort (47 % gain of information). For the Mumina 1M OmniOne beadchip we found 289,393
independent SNPs (63% gain of information). For the sequenced data of 1KGP we found
2,160,617 estimated independent SNPs (80.6 % gain of information) for the CEU cohort (N =
&7) from the 11,16 M known non monomorphic SMNPs. These observations confirm the
expected positive comelation between the density of SNPs in the genotyped data and the gain

of information.
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Impact of the SNP minor allele frequencies (MAF)
We also looked at the impact of the considered SNP MAFs in the European

population from 1KGP (Figure 3). We observed a similar gain of 83% with a MAF of 3%
(going from 6,444 254 SNPs to 1,095,729 estimated independent SMNPs) and a MAF of 10%
(going from 5,091,085 SNPs to 530,657 estimated independent SNPs). Since singletons
represent 9 % of the 1K.GP SNFPs for the whole European populations (N = 381) and are by
essence independent, the gain was lower when considering all the SNPs (73%).
Analysis at the gene-level

Since many published works deal with a single gene (candidate gene studies), it was
dlso interesting to evaluate the estimated number of independent SNPs in localized gene
regions. We tested candidate genes previously analyzed in the GRIV cohort [16-18]. Table 3
presents the gain of information and estimated number of independent SNPs for those genes.

We have also tested the generalized method based on the data directly phased over the
whole gene (this method could not be implemented over the whole genome due to complexity
issue, see the algorithm description) and recomputed the Estimated Independent SNPs from
the genotypes of 1KGP. The results in Table 3 show that the generalized method yields a
better compression, but it is not so much better than the method using the simple SNP pair
aggregation.
Running time

Table | presents the running time and gain obtained in the GRIV cohort according to
the population sample size and according to the window size chosen. Logically, the running
time increases with the sample size and the window size. The gains became rather stable with
a window size starting at 100 and a population size at 60-75 (Table 1). For 300,000 SNPs,
the gain could be computed in 4 mn.
For the 87 CEU subjects of the 1000 Genomes project, the ninning time was also quite rapid
with 50 minutes for the whole genome.
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Discussion and Conclusion
We have presented a new methodology based on entropy and mutual information to

estimate the equivalent number of independent SNPs in a genomic dataset and a putative gain
of information. The gain of information depends on very few parameters: the number of
genotypes, the number and density of SNPs, and the window size chosen to analyze the
dataset and to a lesser exient on the ethmicity of the population. Owerall, the gain of
information reached a plateaw for populations larger than 60-75 individuals, it also reached a
plateau when screening with window sizes larger than 100 SNPs (i.e. comesponding to a span
of 500kB in 300K chips). One must be cautious regarding the size of the cohort since the
haplotype frequencies can be indeed biased when dealing with less than 30 subjects. An
important observation was the higher gain of information obtained for a higher SNP density
(Table 2). This is simply explained by the fact that the SWNPs added to increase the density are
more likely to be in LI with already present SNPs. This observation constitutes an additional
evidence that the diversity among human genomes may reach a limit and this is in agreement
with the idea of using a universal p value threshold for GWAS [11].

The gain of information was slightly similar among Caucasian populations but a bias
was introdueced when combining them due to singleton SNPs. Interestingly, the gain was
similar for the African YRI group.

In light of this gain of information, we reanalyzed the data published in our previous AIDS
GWAS [20-22] using the newly estimated number of independent SNPs for the 300K
Genomic beadchip (Table 2), but it did not reveal any new association (data not shown).

Finally the MI has proven to be a relevant measure of linkage disequilibrium [13-14]

and could be generalized for multi-allelic polymorphisms (such as haplotypes or copy

number variation) or for multiple locus polymorphism. We indeed computed the gain of
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information at the gene level using a generalized haplotype-haplotype aggregation method
and preliminary results showed a slight increase in precision.

In conclusion, we have presented a new and rapid way to compute independent
information derived from SNP datasets and the results found were robust for large enough
population and large enough screening SNP windows. The software is available to the
scientific community and it should be a wseful tool for genomic applications. Beyond the
estimation of the number of independent SNPs, one can foresee the rapid characterization of

the LD level of a genomic region as an important application of this approach.
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Tables

SNP Window Size
100 200 300 400
30 | 39 511%|8,7 52,6% | 12 53,1% | 14 53,3%
o 40|42 506%|88 51.1% |13 514% | 16 51.3%
':.% 60 | 5,1 492% |98 495% | 16 50,2% | 17 50,2%
é 75 | 59 485% | 10 492% | 18 495% | 18 49,6%
3 150 6,3 47,7% | 15 483% | 22 48,5% | 24 48,3%
2251 84 471% |18 47,7% | 26 479% | 30 48,0%
3001 93 474% |18 47,7% | 26 479% | 35 48,0%

Table 1 — Computation time (mn) and gain (%) obtained according to the sample size
and the window size on the GRIV cohort

Description of gain of information and computation time on the G.R.LV. cohort dataset

(300K IMumina beadchip) for several sample and window sizes.

Mumber of Estimated number of
Technology SNPs Independent SNPs
lllu. 300k (GRIV) 287.919 162.347
llu. 300k (DESIR) 287.804 152.429
lllu. 1M (CTR) 788 778 289,393
1K Genomes Project CEU 11,160,516 2,160,617
1K Genomes Project YRI 11,181,516 2,158,705
1K Genomes Project EUR 21,474,139 5,667,633

Table 2 — Estimated Independent SNPs obtained in several common genetic datasets

Estimated independent SNPs computed with one hundred SNPs window size, based on our

several datasets,
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Estimated

Estimated
GENE SNPS Independent gNp |Mdependent SNP
regular method generalized
method
TNFRSFIA i i i
FASLG 2 16315 167
IFNG 2 1.48929 1.48074
IFNGR1 2 1.08343 197
IL1B 3 26919 259
IL4 3 166936 166911
ZAP70 3 2.07055 2.06
IFNART 4 3.10817 3.02
LTA 4 3.13422 3.13
CXCR2 5 2 62059 D EE
GPR15 5 3.00258 .82
CXCRE 6 410998 .93
FAS 6 5.12038 467
IL10RA 6 4.2659 355
TNF 7 46207 4.0025
ILE 8 416706 37
IL10 9 203956 290737
IL1RN 9 360723 3.503
IL1A 10 275727 2717
TRIMS 10 6.47223 53

Tableau 3 - Application to interest genes with regular method and generalzed method
Application of our method on several gene datasets with a classical approach on genotype

data and with a generalized methodology on phased data. The classical approach infers SNP
pair haplotypes using EM and gathers SNPs by pairs; the generalized method gathers the
SNPs progressively beginning with simple pairs up to one block recovering all the dataset,

using the pre-phased data (see Methods).
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Figures

Figure 1 — lllustration of the aggregation process by the Kruskal's algorithm.
The scheme describes the behaviour of the Kruskal's algorithm for a given set of SNPs. The

aim of the algorithm is to determine the Maximal Spanning Tree that allows to maximize the
linbkage disequilibrium among a set of SNPs, which corresponds to the weight marked on
each edge. The algorithm progressively merges sets of SNPs exhibiting the highest LD found
between them, until there is only one set of SNPs. The tree which has been produced through
this process has no cycles.

In step A: Computation of mutual information between all possible pairs of SNPs. The dotted
lines have been mmoved because thev represent full independency (MI=0) between two
SNPs. Each SNP constitute its own set of SNPs.

In step B: The pair of SNPs exhbiting the highest LD is merged into one set. Here, there is
equality between two pairs of SNPs, and one is chosen arbitrarily.

In step D: The pair of SNPs with highest LD (SNP 5 - SNP &) includes an already merged
SNP (SNP 5). Then the SNP 6 is merged with the previously built set of SNPs (SNP 1-SNP
3).

In step E: The following pair of SNPs with highest LD (SNP 1 - SNP 2) is merged. The
algorithm then bans the cyclic edges (SNP 5 - SNP 2).

In step F: The algorithm bans the cyclic edges (SNPs 2-3; 4-3; 4-6).

In step G: The Maximum Spanning Tree recovers all the SNPs of the graph. There is only
one set of SNPs and the algorithm stops.

Figure 2 - Assessing the gain of information by SNP window sze or by sample size.
The gain of information was computed in the GRIV cohort (n=260) and the DESIR cohort
(n=597) genotyped on the 300K Illumina beadchip, on the CTR cohort (n=502) genotyped on

the IM OmniOne Mumina beadchip, and on the chromosome 2 from the 1000 Genomes
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project corresponded to 1,863,376 SNPs in 381 European subjects (see Methods) The blue
and green curves for GRIV and DESIR are completely overlapping

A effect of various SNP window sizes. Each computation was made on the whole cohort.

B. effect of various sample sizes. Each sample size was tested ten times and only the mean

value was presented, the square deviation was less than 1% and is not shown,

Figure 3 - Assessing the gain of information on European panel using different MAF
threshold

The gain of information was computed on 381 European genotypes from 1KGP and the
numbers of SNPs and estimated independent SNPs are presented according to the MAF
(0%, »5%, »10%). The initial number of SNPs is in deep blue, the number of estimated

independent SNPs is in light blue.
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Référencé comme la figure 1 dans le manuscrit de la publication.
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Référencé comme la figure 2.A dans le manuscrit de la publication.
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Référencé comme la figure 2.B dans le manuscrit de la publication.
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b. Résultats complémentaires

1. Tableau avec les nouveaux seuils de Bonferonni

Mert Seuil Seuil Gao et
Cohorte SNPs Agglomeration | Meff Gao | Agglomeration al
Classique Classique
GRIV 205122 94356 147903 5,30E-07 3,38E-07
DESIR 188162 92304 146841 5,42E-07 3,41E-07
CTR 512590 192931 297779 2,59E-07 1,68E-07

Tableau 5 : Comparaison entre notre méthode et celle de gao et al. sur des données de puces

de génotypage

Application de ma méthode d'agglomération classique ainsi que celle de Gao et al. sur des
données issues de puces de génotypage. Les données ont été filtrées de telles sorte qu'il n'y ai
aucune données manquantes ce qui explique le nombre de SNPs différents par rapport au

tableau présenté dans la publication.

. Meff seuil seuil .
GENE SNPS seuil GAIN Meff . Meft Gao et | aggoleration | aggoleration seuil Gao
(M) (alpha=5%) classique | étendue . et al
al classique etendue

FASLG 2 2,50E-02 60,38% 1,63 1,67 2 3,06E-02 2,99E-02| 2,50E-02
IFNG 2 2,50E-02 66,98% 1,49 1,48 2 3,36E-02 3,38E-02| 2,50E-02
IFNGR1 2 2,50E-02 73,08% 1,98 1,97 2 2,52E-02 2,54E-02| 2,50E-02
IL1B 3 1,67E-02 63,45% 2,69 2,59 3 1,86E-02 1,93E-02| 1,67E-02
IL4 3 1,67E-02 72,48% 1,67 1,66 3 3,00E-02 3,01E-02] 1,67E-02
ZAP70 3 1,67E-02 80,43% 2,07 2,06 3 2,41E-02 2,43E-02| 1,67E-02
IFNARH1 4 1,25E-02 75,04% 3,11 3,02 4 1,61E-02 1,66E-02| 1,25E-02
LTA 4 1,25E-02 75,70% 3,13 3,13 4 1,60E-02 1,60E-02] 1,25E-02
CXCR2 5 1,00E-02 78,92% 2,62 2,55 5 1,91E-02 1,96E-02| 1,00E-02
GPR15 5 1,00E-02 73,08% 3,90 3,82 5 1,28E-02 1,31E-02] 1,00E-02
CXCR6 6 8,33E-03 79,76% 4,11 3,93 5 1,22E-02 1,27E-02| 1,00E-02
FAS 6 8,33E-03 78,85% 5,12 4,67 5 9,76 E-03 1,07E-02] 1,00E-02
IL10RA 6 8,33E-03 77,18% 4,27 3,53 7 1,17E-02 1,42E-02| 7,14E-03
TNF 7 7,14E-03 86,84% 4,62 4,01 6 1,08E-02 1,25E-02| 8,33E-03
IL6 8 6,25E-03 83,48% 4,17 3,7 6 1,20E-02 1,35E-02| 8,33E-03
IL10 9 5,56E-03 88,02% 2,94 2,9 7 1,70E-02 1,72E-02| 7,14E-03
IL1RN 9 5,56E-03 86,69% 3,61 3,5 5 1,39E-02 1,43E-02] 1,00E-02
IL1A 10 5,00E-03 88,35% 2,76 2,7 5 1,81E-02 1,85E-02| 1,00E-02
TRIM5 10 5,00E-03 75,65% 6,47 5,3 9 7,73E-03 9,43E-03| 5,56E-03
IL4R 21 2,38E-03 80,99% 11,49 7,5 18 4,35E-03 6,67E-03] 2,78E-03

Tableau 6 : Calcul des nouveaux seuils de Bonferroni avec les Meff sur des genes candidats

Application de notre méthode sur des genes candidats. Les calculs ont été faits sur les

données haplotypiques du projet 1000 génomes. La méthode d'agglomération classique et
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celle de Gao et al. ont considéré les données haplotypiques comme des données génomiques.

Seule la méthode d'agglomération globale tire partie des haplotypes.

On remarque qu'il y a écart net entre les Meff obtenus par Gao et al et les notres aussi

bien pour la méthode d'agglomération classique que la méthode d'agglomération étendue.

2. Ilustration de la méthode étendue et comparaison avec Gao et

al.
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Figure 17 : Dendrogramme du gene candidat IL4R obtenue par les données intermédiaires de

la méthode d'agglomération étendue et comparaison avec celle de Gao et al

En abscisse, les SNPs du gene IL4R
En ordonnée, les Meff obtenus par notre méthode d'agglomération étendue. Le

nombre de Meff estimé par notre méthode est de 7,5.
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Les rectangles rouges sont les Meff obtenus par la méthode de Gao et al. Ils sont
supposés car la méthode ne fournit pas de données intermédiaires entre les fichiers d'entrée et
les Meff calculés.

A partir des données intermédiaires de la méthode d'agglomération étendue nous
pouvons reconstruire un dendrogramme des Meff intermédiaires pour mieux caractériser les
motifs de déséquilibre de liaison dans le gene. Les rectangles rouges sont les Meff supposés
de Gao en partant du principe que sa mesure de déséquilibre de liaison est équivalente a la

notre et que les regroupements de SNPs sont similaires.
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2. Etude génome entier sur le photo-vieillissement

a. Travail en cours de publication

Au cours de ma these, j'ai analysé les données génomiques obtenues par puce de
génotypage sur 502 femmes issues de la cohorte SU.VIL.MAX. Le but de cette étude était
d'identifier des variants génétiques impliqués dans le photo-vieillissement [96]. J'ai donc
réalisé l'analyse "bioinformatique" de cette étude a travers la gestion des données, les
controles qualité ainsi que les différents tests statistiques. Cette analyse s'est montrée
fructueuse puisque nous avons trouvé un signal significatif dans le SNP rs322458 dans le
mode de comptage génotypique dont la p-value est p:1.53xlO'8 en prenant l'allele A comme
l'alléle de référence, avec un seuil de Bonferroni de 1.7x10™® lors de cette analyse. En
analysant sous le modele génétique additif, on observe un coefficient de corrélation négatif
(B=-0.3) entre notre compte d'allele et notre grade. L'all¢le A est donc protecteur vis-a-vis du
grade de Larnier. Les coefficients de corrélation et pvalue des autres covariables sont pour
l'age (B=0.09, p-value 6.67x10™), la classe d'IMC (B=-0.17, p-value 3x10), I'exposition au
soleil ($=0.007, p-value 0.35), la ménopause ($=0.07, p-value=0.24), le tabac (f=0.07, p-
value=0.21), le premier axe de la stratification (B=-1.56, p-value=0.07) et le second axe de la

stratification (B= 0.83, p-value = 0.34).

Ce travail est en cours de publication dans la revue Journal of Investigative

Dermatology et il vous est présenté ci-apres, précédé d'un résumé en francais.
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Résumé de la publication

Nous avons voulu identifier les variants génétiques du photo-vieillissement. Pour cela,
nous avons génotypé 502 femmes caucasiennes sur des puces de génotypage Illumina
Omnione. Apres les contrdles qualités, il restait pres de 795 000 SNPs a analyser pour
rechercher une association avec le photo-vieillissement. Des covariables comme ['age,
I'exposition au soleil, l'exposition a la cigarette, le statut hormonal et la stratification ont été

prises en compte lors de I'analyse.

Apres correction pour test multiple, le SNP rs322458 s'est montré significatif
(p=1.53x10") en mode récessif. Ce SNP est situé en amont du géne STXBPS5L (Syntaxin
binding protein 5-like), il est en déséquilibre de liaison (R? > 0.8) avec 5 SNPs (rs470647,
1s612545, rs617332, rs645045 et rs1795413) localisés dans les parties introniques de ce méme
gene et 2 SNPs intergéniques (rs377374 et rs450614). STXBP5L intervient dans les processus
d'exocytose et est exprimé dans la peau. Une analyse haplotypique de la région a aussi été
effectuée. Il est important de noter que le SNP rs470647 (R? = 0.83 selon HapMap pour la
population CEU) influe sur I'expression d’un géne voisin, FBX0O40 (F-box protein 40) [95],

qui intervient dans le processus de différenciation des muscles.
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ORIGINAL ARTICLE

A Genome-Wide Association Study in Caucasian
Women Points Out for a Putative Role of the
STXBP5L Gene in Facial Photoaging

Sigrid Le Clerc™"", Lieng Taing™"", Khaled Ezzedine™, Julie Latreille®", Olivier Delaneau’, Toufik Labib’,
Cédrie Coulonges’, Anne Bemand® 12, Safa Melak!, Wassila Carpentied, Denis Malw®”, Randa )did®2,
Pilar Galan®, Serge H A, Frederque Morzat®'?, Chrstiane Guinot**'2, Erwin Tschachler® 18112
and Jean- Frangois Zagury™

A penome-wide association study (GWAS) was conducted on 502 French middlesaged Caucasian women to
identify genetic factors that may affect skin aging severity. A high-throughput 1llumina Human Omnil-Cuad
beadchip was used. After single-nucleotide polymorphism (SMP) quality controls, 795,063 SMPs remained for
analysis purposes. Possible stratification was first examined using the Eigenstrat method, and then the relation-
ships between pgenotypes and four skin aging indicators (global photoaging lentigines, wrinkles, and sapgging)
were investigated separately by linear regressions adjusted on age, smoking habits, lifetime sun exposure,
hormonal status, and the two main Eigen vectors. One signal passed the Bonferroni threshold (P=153 = 10—%
and was significantly asscciated with global photoaging. It was also correlated with the wrinkling score and the
sapping score. Acoording to Haphap, this SNP rs322458, was inlinkage disequilibrium (LD} with intronic SMPs of
the STXBFSL gene, which is expressed in the skin. In addition, it was also in LD with another SMP that increases the
expression of the FEXO40 gene in the skin. These two genes, which were not previously described in the context

of aging, may constitute good candidates for the investigation of molecular mechanisms of skin photoaging
Joumal of inves gafive Damatagy (012) 0, 000-000. doi:10. 10344 2 012458
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Similar to ofver argans, skin ages owing o passage of time.
Skin aging &k influenced both by inherited intrinsic facions. and
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2007). Intrinsic aging is an inelctable process and & due to
the genetically determined natural degeneration of the cell
functioning and los of edracellular matrix with age (Yaar and
Cilchrest, 194}, I clinical phenotype on the skin & mainly
characterized by fine wrinkles and dry, thin, and pale skin
{Fisher ef &, 2002; Malrantonald and Zouboulis, 2007).

The main facior responsible for extrinsic aging of the skin &

UWVE. Uv-induced skin aging or photoaging is defined a5 the

ure ooorrence of 5 of aging on the skin, and
present with characteristic mombological changes of bath the
epidermal and dermal {Rabe o &, 2006; Yaar
and Gilchrest, 2007). A number of hereditary phenctypic
features influence the severity of photoaging, most notah by
skin caolor (Kligman and Kligman, 1999 Mahy et al, 2000,
and skin phototype (Fitzpatrick, 1968). Individuals with dark
phototypes. JII-N) commonly exhibit more “hypertrophic
responses’’ such as deep wrinkling, coarseness, and lenti-
gines, whereas fair pholotype individuals {1-1) generally show
fewer wrinkles with epidemnal atrophy, focal depligmentation,
& well as dysplastic changes, such as actinic keratsis,
nonmelanoma, and melanoma skin cancers (Rabe ef al,
2006; Yaar and Gilchrest, 2007; Pulzina-hié 2008).

Uip 1o now, the exploration of the genes affecting skin aging
ha remained limied to MCTR gene (Biakir er al, 2010;
Suppa et al, 2011}, or o genes Involved in genetic
pathologies with accelerated skin aging (Roorvck et al,

wa jidonlineorg
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2008; Soufir et al, 2010). A candidate gene approach
has previously establibhed assodations between MCTR gene
variants, particularly loss-offunction variank, with an
increzsed risk of severe phoicaging (Efakir et al, 2010). In
addition, a few swdies conduded in twin cobors have
explored the msodations between environmental faciors,
skin aging, and gene expresion (Plomin o al, 1994; Shekar
a al, 2005, 2006; Christersen ef al, 2009).

To unravel new genetic assodations with skin aging In a
systematic way, we have undertaken a genome-wide sudy on
a wel|-defined sample of Caucasian women from the SULVI -
MAX (SUpplémentation en Vikamines et Mindrax Anfi-
adants Aniticed dant Vitannin and Min ezl Supplementation))
cohon (Hercherg et &, 2004). To the best of our knowledge,
no genome-wide asoclation swudy (CWAS) tangeting skin
aging in middie-aged women of Furopean-derived ancestry
has been previously reported.

RESULTS

Usimg the Ilunina HumanOmnil-Cuad BeadChips, we con-
duced a GWAS by iesting assodations between single-
nudeqitide polymonph sms (SNPs) and glohal skin photoaging
on a large sanple of French middle-aged women from
the SUVIMAX cohort. After the variows quality-control s
Bee Materials and Methods), 795,063 genotyped SNPs were
avallable for 502 women.

Table 1 describes the sample of women according to the
severity of pholnaging. We ako compuied the corelations
between the age and the outcome variables (Table 2. We
found that the comelations with age were all statistically
significant (P< 00001k 056 for the grade of pholnaging,
061 for the score of wrinkling and the scone of sagging, and
027 for the score of lentigines. Similarly, the comelations
between the grade of photoaging and the oter oucome
variables were ako gatistically significant (P<0,0001): 0.78
for the score of wrinkling, 0L66 for the soore of sagging, and
031 for the score of lenfigines; the comelation between the
scare of wrinkling and the score of sagging reached 0.71
{P=0.0001 ; Table 2).

Chur core a550C | ation a.nal}nslsfl;l;l.u.ednn genolypic assoda-
tions obtained wsing linear regressions, after comedion
for stratification and nongenetic skin aging faciors. Figure 1
presenis the distribution of the Pvalues obtained for each SNP
along the chromosomes Manhatian plofl. Cne SNP located
an the chromosome 3 {locus 3q13.33), 322458, pased the
Bonferrani threshold (6283 10 %) with P=153 x 1075,
According to HapMap, this SNP s in linkage disequilibrium
(LD} with five SNPs positioned in intronic regions of the
STXBPSL gene (5470647, 13612545, rsh17332, rsb45045, and
s1795413), and with two intergenics SNPs 5377374 and
rsd50614; Fgure 2. A more refined analysk suggested that
the effect was likely recessive. Indeed, when regrouping the
individuals according to thelr grade of skin phoaging,
the frequency of the homozygous 3224587 -AA genotype
was dearly Imvesely proportional  with  photoaging
severity (Agure 3} from 26% of homozygous subjecs amaong
grade 1 to 4% among grade 5. To further imestigate the
rs322458 SNP, we msessed IB putative impact on each

Joumal of Imvestigative Demmatology (2012), Violume 00

phenatype: lentigines, wrinkling, and sagging. No relationship
was found with the lentigines score (P=0.63), whereas
significant links were found with wrinking and ing scores
frespectively, P=5.6: 10 “*and P=1.76 %107 .

Mareover, bioinformatics databases were investigated for
possible associations between SMPs and mRNA expression,
regulation splicing, polyadenylation, and miRNA), and ako
for putative ranscription hinding sites. Accarding o Cenavar
Mica et al, 2011}, the genotype rsd 706 47-AA (rsd7 0647 is in
LD with the rs322 458, see Figure 2) incCreases the expression
in skin of a nel FBXOM0 (P=6x 10"
Fgure 4], The rs47 0647 SNP and FEXORO are at a disance
of BE3 K.

To further investigate other possible assoclations, we ako
computed all the haplotypes based on two SNPs derived from
both STXBPSL amd FEXOS0 gemes. Cmly three haplotypes
were strongly associated with photoaging (Figure 4) and they
implicated the 15322458 SHNP. These haplotypes imvohed
one exonic SMNP and one 3-untranslated region of the
STXBPSL gene (respedtively, rsl 7740066, P=627 10"
and rs6TEH033, P=3.96:10"%, and one intronic SNP
of the FENOH0 gene WS67F589D, P=952:x10~"). The
517740066 and rsB7E2033 SNPs were In parial LD with
322458 (F =1); in other wards, the G allele frequency of
15322458 SMPwa identical with that of the haplotpes GG
irs322458-4517740066) and GA (rs322458-1s6782033). Infer-
estinghy, the rs17 740066 SNP comesponds to the ValB55lle

n variation and rsBFEN033 SNP 5 o oa
putathve binding site for a miRNA hsa-mir-92h; Figure 4).
There was mo LD hetwesn the two SKPs, sA775899
and ra322458 (F=0014 and ¥ =02). However, the GA
haplatype (rs322458-167 75899 ako eshibiled a significant
Poalue (P=952x 107", suggesting it might also be a
haplotype of interest

DISCILUSSION

We have described here a2 GWAS investigating posible
assoclations betwesn SNPs and global skin photnaging. This
resgarch yielded an assoclation for the s322458 SNP con-
nected to the STXBPSL gene with severity of skin phoinaging,
the =322458-A4 genotype being imersdy linked with the
severity of skin aging This SMP was also asodated with the
wrinke and sagging scores that are defined independenthy
from the grade of pholoaging, but it was not associated with
the lentigines score, suggesting that (1) its rake in photoaging
does not indude plgmentary disorders; and ) moleoular
mechankms might be shared by sagging and wrinkding.
According to the HapMap datahase, this SNF is also paly-
morphic in the Aslan and African populations, and thus It
would ako be worth imvestigating these populations. As for
anry CWAS, addifional genetic studies will be needed to affirm
this assodation.

Another alias for STXBPSL is LLGLY, as it is homokogous to
the Lethal giant larvae (Lgll dresophila gene {Katoh amd
Katoh, 2004). The pratein oded by STXEPSL contains five
WDW) repeats (or fransducin repeats) and a C-emuinal
syntain-binding (STXBl domain. Lgl regulates epithelial
polarity and, when mutated, may lead to  tumor-like
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Tahle 1. Description of the population according to photoaging severity

Photoaging severity

Grade 1 Gurade 2 Grade 3 Grade 4 Gade 5/6 '

N=43 N=86 N=174 N=150 N=49 Total, N=502 Foalue of teat
Age (years) sieazrt 1250 SEHESSE H19E5E BIEEET STEL 64 «<n.o001"
Lot s Coposare (o ) 53434 E18315 5¥E16 55415 55415 5318315 LE:FY
Bl clamificaion 049"
Moarmal 8 a4 57 (17.0 121 361) 94 ZAT) 15 (104 335 66 T)
Uizt LX) 19 (156 I7 (Y 45 (369) 12 122 (34.3)
Ol 6 (123) [ e del] 16 (356 1 245 P71 45 (9.0)
Hormaonal stans il 0T
Horman opausal 7 (28T M IEE 37 34m X1 e MIET)
Menopaueal wish HRT 9 14 40 (15.3) 98 (37.4) o9 (351) 1388 P vl ]
Menopauesal without HRT 7 | (50 44 30 49 (33.5) 4 (16.4) 146 (29.1)
Smaking hahits e
Nawer 3 (R 45 (157 100 (350 86 (301) ey ] TB6 (57.00
oo amokes 15 @3 ML 0313 47 (195) 14 a7 160 (31.9)
Cuman amoloar 5 A TOLE Mo 17 (0.4) 354 56 (1113
Eyr cokor ot
Hlucigmy 14 (103 1\aLy 50 (168) 16 (263) TR ER]] 136 27.3)
i aze b mervhilace I8 (7 E) &8 (187 122 (33.6) 114 314 I {85 353 (F2E)
Hair color af 20 pms oog!
Hlandired 43 0 (186 40 (37.0 8 259 16 (14.5) 108 (21.6)
Light and daske becesrvblace I8 @7 &6 (16T 132 338 122 313 33 84 391 (FeL4)
Skin anfor withaut Eanning ors
Fair 35 3 &5 (16.5) 136 350 13 @9 39 (10 388 (77.8)
Drark TR naes 36 (324 7333 10 magen
History of farial frockies o
Ha 5 A5 55 (18.7) 104 (35.4) &7 (29.5) 7.8 4 (389
Yes 17 83 ELNER &8 (331 &3 (M07) 6 (127 05 (4113
Suntan inkeniy ot
ronaslighelighe BN 49 (16.3) 1m 337 96 (32.0) 31 (103 NI (60 1)
Darkvery dasc 19 @5 T (A& 71 350 = Y] 18 (=m 199 39.9)
Sunbirn ovnt Faponcy o7’
Nandfras: 8 (7.8 &1 (17.0 123 344 13 315 13 @ 358 (7.7
Freqpuarnicomtant 14 @9 (7.7 49 (348 I7 (26T 16{11.4) 141 (28.3)

Abbmstagione: B, body mas indeg HET, hormonal roplacament sharapy.
'As a single woman had grade 6, she had beon geouped with gade 5 individuake

“hdean 2500

Fanalysis of varianoe (ANOVA) ist

*The 1¥ st

SFroquency and (M), baraue of poedble missing values, the sum of the coll frquancies can be smaller shan ghe: wotall indicated in ghe top of the columns.

phenatype development. According to bioinformatics analysis
{UniProt, 2011), STXBPSL seems to be implicated in veside
trafficking and could have a role in exocytesis | (Kaioh and
Katoh, 2004; UniProt, 2011). Imerestingly, STXBFPSL has
previowsly been ssodated with lher fibrosls risk in
Caucaslars and with chronic hepatits C infection (U et al,

2004). STABPSL Is expressed in several tissues, inchuding the
skin (Safran et &, 2010}, and is ako expresed in lung
carcinoid and germ cell tumars (Katoh and Katoh, 2004).
Bioinformatics dahase exploration pointed out the
possible role of the SNP ra322458 in the skin expression of

a neighboring gene, FBXOM0. Haplotype analysk of the
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Table 2. Correlation coefficients between age and
outonme variables
Smreof Smreof Smoreof Gradeof
Agp wrinlfing wgging lemtigines photaging
Age 1 &l &l 0I7 ass
Lo of 1 arl 031 arFs

Lo of 1 [l a&h

oo of 1 aun

Cirade of 1

20 xoRe2 g RR"

Figure 1. Manhatian plot of the association shdy with the pholag ng score.
Diwribamion of — logl iF ohtained fior the asuncial one wesood betaen the

genoryps ard shoin phosoaging, acomrding o e Lamiers saly along the
Fesman checemcsnmes (Manhazan plog.

STXEPSL amd FEXOMO gene region ako revealed positive
signals (P~ tﬂ"], M::ghﬁ;p a second hypathesis in which
53322458 G allkele in the dominant mode, possbly in
combination with other alldes ‘might be inplicated inm the

Fﬂ?g:imds a proein characterized by a 40 aming-
ackd F-box motif. This gene Is expressed specifically in the
nmuscle (Ye o &, 2007), may function as a regulator invohed
in the postnatal B (Ye etal, 2007), and has a role in
nmuscle hyperrophy (Shi & &, 2011). Fbox proteins ane
involved in the SCF {Sgp, Cullin, F-box containing) comples,

known to ad as proten-ublquitin ligases Skowyra et al,
19457}, and a recent siudy demonsirabed that the SCF-Fbaoost

lex prevented skeletal musde hyperrophy by limiting
the IGF1 pathvway in the musde Shi et al, 2011).

Both STXEPSL and FEXOHO were not known befare for amy
skin function. How could they affea skin aging? FEXOEO0 is
limke=d with the IGF1 pathway known for is role in inflanma-
tion, and i direct link with nvyogenesis could ako explain is
impad on wrinkling and sagging severity. Knowing that
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photoaging is intimately ssodated with the occurmence of
dysplastic skin changes, such as actink leraisk a5 well
& nonmelanoma and malanoma skin cancer, it is striking to
see that STXBPSL has been linked to cancer (Katoh and
Katoh, 2004; Li et al, 2009). Therefare, the search for gene
polymorphisms imvolved in photoaging may also hep to
identify movel risk factors for skin carcinogenesis.

MATERIALS AND METHODS
A com-gectional study wes conducied i investigaie skin aging
in the: confe of the SUVLMAX cohort, a kngitudinal oohost sy,
comaiucted in French middle-aged adults (Hescherg of al,, 1998). The
profoco] wes appaved by the Hospital Medicals Bhics Committes of
Paris<Ciochin ({CCPPRE no 7046) and the *Commission Mariomie de
ﬂi‘:m'n.'lﬁqued‘ds Libedes® (CMIL no. 3346411 The studly wars
conaiusted acoonding o the Declaration of Hebinskd Principles. All
parficipants gave their written, infrmed consent. The SLLWVLMAX
oot included 13,017 voluniees who were repeesentative of the
Feench adult middeaged popubtion & most sockedemogragrhic
fraiby res {Hu’dugl.-rzi 200

This study was conducied in the autwmn/winter of 2002-2003. All
WAHTRE |'r|.'irﬁ in the Pars area were requesied i parficipate in this
msearch. Among them {n=2257), 570 woamen, aged 44-70 years,
agreed i ke part in this sudy and peovided informed cmnsent.
The: pasticipants were asbed i follow specific skin cam insructions;
rotbly, application of detergents or cosmetics to the face wes nat
authorized for at lexst 12 hours before the study visit. On the day
of the visit, they were firt shed o complete a seli-admini ered
questionmaire: related w0 liktime wn opewe behovion, Subse
quently, three sandondized, highrsoltion  digital  image
(2,008 x 3,082 pivelk) of the G were wlen for each padicipant
feane ronta| views of the Boe and ane of each peofile), using a Kok
DCS 760 digital camera with 3 105 mm camera lers: Kodak, Paris,
Fane). The camen was mounied on a monopod and 2 qznfidh.-
devekped chair wes used to allow sandardized positions of the
camera with: respect i the foee L#ll'ma ooneditions wesne standar.
dized by meas of two symmetical lamps, which peovided a
cminucus day light specirum, placed 3t 45 ko each side of the o
Finally, a blood sample wes. ool lected for Fenetic ana hysis.

Ausessment of shin aging feature

The fcial phaographs was eamined for ech woman by a
dermainlogist, and the sverity of global skin photoaging was aied
wsing a sixg@de: ondinal scal {Lamier of al, 1994), each grade: being
depicted by thres reference photographs that illustrate she diversity
and range of pigmenttion discrdes, weinkling, and sgging. in
adkdition, the y of 12 age | kin feaums was abo
awemed on forehead and on cheds using specific  ordinal
phatographic scales (Morizot of al, 2002).

Outcome variables: phenoty pes analyzed

The: prrimary outcome variable & the globol photaging gode (1-68
and the secondary owcomes variablks are the thee independent
scores: wrinkling, sagging, and lentigines scores. On the basis of the
12 :F-dtisl:'m fetums;, t:ahln] ety l:fwri'l:|'l15. SR,
and slar lenfigines was estimated by shree soores bail tusing principal
N '. is and linear meshods {lobson, 1993

b
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Then, each individhal's soone values were tonsormed to fit 2 ange
Iestwresesn 0 and 100

The: solar lentigines soone is computed 2 follows: 125 x severity
on cheeds + 1,25 5 severity on feyredhes el fwigh Eﬁt D=0 Fﬂt
1=1, grae: 2=2, grace 3 =3, and grade: >3 =4 for enchskin ane).
The sagging scone i sed on o festures: (7 when pesence of
bogs under the eyes + 078 % severity of nasolabial kol fwith grade
<i=1, gnlt I=2, Eﬁt 4=73 and g:de wd =)+ 097 x
severity of timue :hdcuﬁ5+1.ﬂ?x. senveity nfﬁ'mprﬁ eyelids
with grade <3=1, gode 3=2 and gede =3=3 for the two
preceding featums). Finally, the: waink l'mgm is compated wsing the
s resr@ining fotures: — 006+ 042 x severity of wrink ks above
the uppes lip twith grade 0=10, grade 1 =1, grade 2 =2, grade 3=3,
and gode 4=4) + 064 x severity of wiinkles under the eyes (with
gade <3=0, grade 3=1, grade 4=2, and grade 5=31+0.70x
severity of fine lines on chesk (with grade 0=0, grade 1=1, and
g 2=2)+ 04 severity of fumowes between eyebrows + 0054 x
mﬂ'i'pdtl:wl‘: et 1 106 mﬂmm:uﬁ&:nﬂ cheek
fwith grade <2 =0, gode 2= 1, grade 3=2, grade: 4 = 3, and grade
S=4 i the thee preceding ).

Covariables wed for the statitical analysic general and
henotpic dita
Tex foxuss e spescifically on the genetic facion afiecting skin aging,
several g haractersdics known i afiect aging had o be taken inio
avcoani: age fin years), boedy moss indesc {Bbl; inIgm"].. nnnl:'mﬁ
habits fnesves, femes, and currend], and honmonal sttus nonmeno-
pausal, menopausal with hormone mplacement therapy, and meno.
pousal withoat hosmone ephcement thempy). B was categorized
= underweightnormal  BMI <25kgmTY,  overweigh
255 BMI<3I0kgm™7), or ches: (Bl 230kgm —7) xxonding o
the Wirkd Healh Dq:rl'ziinn fAWHD) recommendafions WHO,
19495). In addifion, phenotypic data such 2 natural hair cokr at the
demq!cdu’ skin color in winter, snbum event
ey, suntan i v, and history of fcial freckdes were albo
ol lectesd. Mkrescwv e, lidefime sun engosure intersity was estfimaied by
a soore hesed on data colleced by a selieposted questionnaire. This
soome s a linear combin fien of five fems weighted acoending to sheir
el i ver ot bution o the: soores val W SN e = of
ther by and ther dacial skin, esqosure dusing the I'nlﬂ I'l:lul: of the
day, inensity of :E-rqn'hd liktime sun  espumure, and
consideration  for mnl:ﬂlirﬁ. The b'@h 'm]'lﬂlnn,. and
desoviption of this score have been desoribed  peeviowsly (Guina
o al,, 2001,

Coenotyping, method

The: 529 weamen wene genofyped using lllumina infinium Huma-
nmnil {Quad BeadChips (llumina, San Driesgs, CA) that contain
1140419 markers. Genomic DNA (250ng) wes w‘l‘nh-Fm
amplified, fagmented, denotured, and  ybridiced on peepaned
HumanCimnil Cusd  BesdChips for a minimum of 16hous at
48°C. Nenspecifically hybaicized fogments were nemoved by wash-
ing, and the: remaining specific 795,063 SMPs ally hybridized DMNA
war furescently bbeled by a single bose extension resction and
et wsing a Scan scamner {lllumina). Nosmalized bead-ingensity
data obtined for each sample were baded inlo GenomeStudio
siftwar vesin 163; lluminal, which anveried fluoescence
intensities: intn SMP genotypes. For the hysis, woe corsi dered only

wa jidonlineorg
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SNPs, omssquently exclding the copynumber variafions that
mpresented 91,706 markers on she Human O 1-Cuad BeadChips.
Momover, 2182 SHPs were mmoved because they were located on
the ¥ chromosome: and they could not be hyzed 2 the: paopl afi
wan comgumed of women.

Cuality control
Lking the CenomeSudo soffwane (version 163 lllumina), we
amallyred the cude Fenotyping data, and SMP% woere fil teresd aconed-
ing, 1 the: folkowing parameters. Fird, nine samples with a call rage
(e it g of SMPs genatyped by sample) of «<95% in the lllumina
clusters wese removed. Second, the SMPs with a call fequency
pereniage of samples gendyped by SMP) of <99% were rechus-
tered. Third, after mclustering, samples with 3 call rate <98% were
deleted. This method hes been already wed in seven| sudies (Le
Cler: ot al, 2008 Limou of al,, 2009, 20100, The chstering step can
cmae SNP genotyping enrars, which can be prevented by illowing
the  llumina  pmcedue  hfpofereon lluminacomDor uments’
prouctsischnotes Aechnate_infinium_genaotyping, data_amalysis pf).
This meshad evahaes the quality of the newly created cuses
:u:n-:l'nﬁ fo several critedia, which can be manually chedoed and
correciedas necessany. In total, afer all the quality control seys were
camied out, 56479 SHPs with a call i'u:pmq- of < 0% (%
of misming data) were excluded. This pescedure enmures reliable
genotyping data with ligtk: missing data. Hardy-We inberg equilirium
aalysis was perknmed for eachSNP in exch grup by wing an e
stati i cal test implemented in PLINK software (Purcedl of al, 20071
Deviaffion freem Hardy-Wisinbesg, exquilisium in a goup of patiens
AggEess an ey in genotyping. Thas, 3 866 5NPs, which wes not in
e Hardy-Wiinbesg squilbrium (P10 107, were ssjocted in
this way. We removed 191,123 SNPs with minar allele frequency
<1% i avoid emar of genciyping, kaving a kial of 795,063 SN

Identification of population tratification

To oot for possible popubstion stratification, genatypes were
amlyzed using EIGENSTRAT wility of the EIGENSOFT package
wversion 200 {Price :I'zf.‘. . The two 'ﬁutpﬂn with he
Eigensirat sodtware pointed out 18 outliers, which werne removed
frowm furgher :1:]1.-5. Then, a thisd s without outliers wes
perinmed & determine the Eigen vecirs: in the stfistical amlysis,
we used the op wo Egen vecons = cwaribles o oomect
for population substucture in the asociafion analyses Price o al,
2006

Statistical analysls

O the: 570 women who parficipated in the sudy, 68 wee eocl uded
fram the anabysis: 18 had a hiswwy of recent anfiaging invesive
procedures, and 10 wer observably non-Caucasian. In addition, one
:-qi: was removed becuse of imufficent DNA oonc entofion,
12 samples wesne: resmcrved bescouse the DNA was damaged, and nine
samiples; were: remioved after quality contral . Fusthermos:, 18 outlies
apeared  during the siratification. analysis. Thus, the population
of 502 individua k.

The populstion wes fist described sccording & the severity of
phatoaging, using a sesies of analyses of variance for quantitafive
variables and wing 3 sk b qualittive varisbles. In addition,
Kendall rank correlation cosfficients wem: caloulated between e

Joumal of | mvestigative Demmatology (2012), Volume (0

and each outcome variable, and between each pair of cutoome
\Iﬂrhﬂh'mivr 19711 Then, hﬁlrmhhamlm] SMPs and
502 women, the ssociations between the genotypes and skin
phutosging wes: fested. The statistical analysis was pesiommed by a
mutivariat: linear regression (PLINK software; Purcell et al,, 2007) in
the: genctypic mode, tking = covarishles the two fist Eigenstrat
principal components and the potential conkunding Ectors {smoking
habits, BMI, hormonal status, lifefime un exposurne l1h1:'.i1,', and

The Pval were i by the Bonk Conmection
isatitical threshold=628x 10-%. Finally, f&r the secondary
outcome variahles, addifional analyses were perlormed using the

Haplotype inference and LD

Haplotype inkerence was obtained using the rapid and acourate
ShaypeIT :]Eril'mﬂ.l:dna.l efal, 208, 2012). Then, for each S WP
enchibiifing a significant amociafion we koked for other SNPs in LD
{F =08 in the Hapdap pogulafion. of Western Fumpean ancesiry
(CEL), HapMap data Rel esse 24phase 1| Movernber 2008, on MBI
B36 aseminly, dbSNP126; available at hapivww hapmapong) o
idu'liplmFlu pan].- invphved with the: amociafions. A SMP was
arosig e oy 2 gesne it wias locatesd in she geneor in the: 2k flanking
qiﬂ:#pﬁﬂ rq.l‘u-p sequencel otherwise, it was amsidened
intergenic. I iy impodtant o note that LD in Hapdap population of
Westerni European ancesiry s very similar in our group of potienis.

Biginirmatics exploration
Ty fursherr e sl ares the: signaiks obmesrved by the GWAS, we tried 1o look
o madifications in mENA expresion level (Genevar (Yang of al,
M0, Mica o al, 2011}, Dixan {Dixan of al., 2007) databmzes and
GHSExpaess (Zeller of al, 20100 datahores), splicing (NetGene2,
bdw'nl'l,. quuﬁlmﬂ sty combreny. phimiogicepehyah&group
witer and polyApred, hapoferve imtech.
nissicmn.haml), transcrpsion fcior binding
:.h SIE'EIJSE'I hwmhmmhpfnﬂnw:k TESS,
betp v v, chiLupenn_edufegi binfess Ae=s RO=WELCOME, and TF
Search,  hapéwwwshre rresmmhdBTPSEARCHBam),  derivesd
from TRAMSFAL dataimse], and miRMA Femes or mikA gt
imifBAss, bty ferww miteseom mikTarBae,  hapotimitarkmee.
i nciuedu e, Micolosm Tagets, hiyrdfoww ehiac uldennighs-
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b. Etude génome entier sur le photo-vieillissement : analyses

complémentaires

1. Utlisation du Meff

Apres calcul du Meff selon notre méthode, nous obtenons un seuil a 2 1.7 x 107 ce qui

n'a malheureusement pas été suffisant pour déclarer de nouveaux signaux significatifs.

2. Autres phénotypes

D'autres analyses ont été faites sur les autres phénotypes disponibles a savoir un score
de ride, un score de relachement cutané et un score de lentigines. Aucun signal n'a été
significatif avec la correction de Bonferroni. Nous avons donc décidé d'appliquer la correction
du taux de faux positifs [70] pour ces autres analyses. Aucun signal n'est ressorti significatif
lors de l'analyse du score des rides, néanmoins des signaux sont ressortis pour les autres
phénotypes. Je vais présenter les résultats les plus pertinents a savoir ceux dont une recherche
bibliographique ont permis de relever l'implication potentielle de genes. Les SNPs non
présentés étant des SNPs intergéniques que seulement des analyses expérimentales pourraient

expliquer leur mode d'action.
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Reldchement

Le SNP 1516931414 est ressorti sous le modele génétique dominant avec une p-value
de 5.84x10" ainsi qu'une g-value de 22.6 % (figure 16). Il se trouve en région 3' (en aval) du
gene PRRX2 (paired related homebox 2). La protéine codée par PRRX?2 est exprimée dans les
fibroblastes foetaux et dans les couches dermiques en développement avec une diminution de

l'expression dans la peau chez l'adulte. Ce motif d'expression suggere un rdle dans le

développement de la peau chez le feetus.

©rs16931414

~logyo(p)

Chromosome

Figure 18 : Manhattan plot de l'analyse du score de reldchement
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Lentigines

Le SNP rs25240609 est ressorti en mode de comptage génotypique avec une p-value de
2,53x107 ainsi qu'une g-value de 8,36 % (figure 17). Le SNP est localisé dans le géne inféré
DHFRP2 (dihydrofolate reductase pseudogene 2) dont aucune fonction n'est connue.
Néanmoins, le SNP est connu pour influencer des genes du complexe majeur

d'histocompatibilité a savoir HLA-DRBI, HLA-DQB1, HLA-DQAI et HCG22 [59].

De plus, un autre SNP 152853949 est aussi ressorti en mode de comptage génotypique
avec une p-value de 6,24x10” ainsi qu'une g-value de 8,36% (figure 17). 1l est situé en aval

du gene HLA-C appartenant lui aussi au complexe majeur d'histocompatibilité.

@ rs2524069
rs2853949 ]

~logis(p)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 13 14 15 16 17 18 19202122 23
Chromosome

Figure 19 : Manhattan plot pour l'analyse du score de lentigines
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1. Discussion sur le logiciel Genetropy

a. Bilan de I'entropie et comparaison aux autres méthodes

Nous avons vu la possibilité de quantifier la fraction indépendante et donc aussi la
fraction redondante de l'information contenue dans un jeu de données génomique. Cette
fraction indépendante nous a servi comme mesure afin de déterminer le nombre de tests

indépendants a considérer pour la correction des tests multiples.

Nous avons mis au point une méthode et un logiciel qui aboutissent a une mesure
consistante de l'information contenue dans un jeu de données génomiques, pour une taille de
population supérieure a 60 individus et a une fenétre d'observation supérieure a 100 SNPs.
Globalement, la méthode permet de gagner un facteur allant jusqu'a 80% de redondance sur
des données a grande échelle, dans le cas, par exemple, des données du projet 1000 génomes.
L'objectif de mon travail de bioinformaticien était en premier lieu de fournir un logiciel
opérationnel utilisant I'entropie, en validant sa fiabilité informatique et la consistance des
résultats obtenus. Ce logiciel est aujourd'hui opérationnel et disponible pour la communauté

scientifique (http://www.griv.org/genetropy/).

Notre méthode permet d'obtenir des seuils moins stringents que celle développée par
Gao et al., aussi bien sur les données de genes candidats que sur les données de puces. Afin de
voir si c'est notre correction qui est trop libérale ou celle de Gao qui est trop conservatrice, il
faudrait recourir a des méthodes de permutations sur données réelles que sur données
simulées, ce qui n'a pas pu étre fait compte tenu du temps limité et ce n'était pas 1'objectif
premier de mon travail (qui était de faire un logiciel utilisable par la communauté). On peut
noter que notre logiciel est moins rapide que celui de Gao (de 1'ordre d'un facteur 3), mais il
est plus puissant car nous avons pu traiter les données de 1000 Génomes, ce que le logiciel de

Gao ne peut faire sur une machine standard.

Concernant les autres méthodes citées dans l'introduction, nous n'avons pas pu les
incorporer dans cette comparaison faute de logiciels disponibles et de temps. Nous pouvons

toutefois émettre certaines observations les concernant.
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Ces méthodes sont basées sur une analyse par composantes principales ou plus
précisément sur la décomposition spectrale. Cette méthode a un inconvénient majeur, elle
n'accepte pas de données manquantes. Ceci n'est pas un handicap lorsque 1'on travaille sur des
données de geénes candidats mais peut étre bien plus problématique lorsque 1'on travaille sur
des données de puces de génotypage. La moindre données manquante rends inexploitable le
SNP pour l'ensemble des individus. Gao et al. utilise la méthode des K-voisins les plus
proches pour reconstituer les données manquantes qui semble étre une approximation
suffisante pour sa méthode. A ce niveau, notre logiciel permet le calcul d'une mesure de
déséquilibre de liaison avec seulement les données présentes ce qui lui permet donc d'accepter

des données manquantes.

Un autre point a souligner concerne les méthodes utilisées pour calculer la matrice de
corrélation plus précisément la mesure utilisée. Le déséquilibre de liaison composite permet
de s'affranchir de la phase car il ne considere que les comptes alléliques de chacun des SNPs.
Lors du calcul du déséquilibre de liaison composite, les fréquences sont celles des génotypes
des deux SNPs et non pas celles des haplotypes (tableau 1). En tant que telle, la mesure est
une approximation du déséquilibre de liaison qui n'est observable que sur des haplotypes. En
comparaison a notre méthode, nous ne pouvons offrir mieux puisque la reconstitution des
haplotypes par un algorithme EM donne sensiblement les mémes résultats, c'est pourquoi
nous nous efforcons d'adapter notre méthode sur des données phasées. Le fait de ne pas
travailler sur les haplotypes et de ne pas prendre en compte les doubles hétérozygotes peut
introduire un biais. Deux SNPs peuvent présenter les mémes comptes génotypiques qu'ils
soient en déséquilibre de liaison total ou bien en équilibre de liaison alors qu'ils devraient étre

considérés comme redondants dans le premier cas et pas dans le second.

De plus, le fait de considérer les SNPs uniquement par leur compte d'allele n'est
valable que dans le cadre de polymorphismes bi alléliques. Le fait de n'avoir que deux alleles
impliquent que la connaissance de 1'un détermine la connaissance de 1'autre le compte d'allele
permet alors de renseigner le génotype dans son intégralité. Toutefois, le compte d'allele ne
permet plus de renseigner un polymorphisme multi allélique, ni de reconstruire le génotype.
La mesure du déséquilibre de liaison composite n'est donc plus adaptée pour ce cas de figure.
Pour ce point 1a, notre mesure de corrélation semble plus adaptée a des données génomiques
puisqu'elle permet de prendre des polymorphismes multi alléliques en considérant chacun des

alleles comme une classe et non plus comme un compte.
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La méthode de Gao et al. ainsi que les autres méthodes ne semblent pas prendre en
compte les effets de bord, a savoir que deux blocs consécutifs sont considérés comme étant
indépendants, en d'autres termes, ces méthodes ignorent le déséquilibre de liaison entre les
derniers SNPs d'un bloc et les premiers SNPs du bloc suivant. Notre méthode propose une
approximation avec la moyenne de ses deux passes décalées. Ceci pourrait expliquer en partie

la différence de résultats observée.

b. Perspectives : applications sur données d'haplotypes

La phase du chromosome entier, aujourd'hui possible [28], nous permettrait de nous
affranchir de I'étape de phasage par paire de SNPs que nous utilisons dans notre logiciel et
cette fois-ci de travailler directement sur des données pré-phasées. Dans notre travail, nous
mettons en évidence que l'utilisation de données pré-phasées nous permet d'agréger non plus
cette fois des paires de SNPs mais des paires de polymorphismes au sens large du terme donc
entre SNPs mais aussi entre haplotypes de SNPs. Ceci nous as donc permis de caractériser un
déséquilibre de liaison entre deux haplotype de 2 SNPs (fig 16 haplotype rs1805015-
rs1805011 et haplotype rs1805016-rs3024676). Les résultats préliminaires utilisant des
données pré-phasées ont été prometteurs. De plus, suivant les propriétés de l'entropie de
Shannon, la redondance mesurée sur des haplotypes de plus de deux SNPs est supérieure ou
similaire sur des haplotypes de paires de SNPs. Enfin, avec l'algorithme de Kruskal, nous
pouvons alors reconstituer des blocs haplotypiques qui maximisent la redondance dans ce
systeme en choisissant un seuil de redondance. Nous pourrions donc déterminer des blocs de
redondance qui permettraient alors d'obtenir de nouveau TagSNPs en fonction d'un seuil de

redondance choisi.

c. Perspectives : applications en analyse de données

N 2

L'entropie a déja été utilisée comme critere d'analyse aussi bien pour caractériser les
interactions entre SNPs dans le cadre de leur association avec un phénotype étudié [104] mais
aussi comme mesure de distance entre deux distributions de fréquences alléliques ou
génotypique, comme dans le cas d'un méme SNP dans deux populations différentes [105]. Les
données pré-phasées nous permettraient alors de caractériser des différences concernant les
motifs de déséquilibre de liaison entre différentes populations. Ces différentes populations

pourraient avoir des histoires migratoires différentes dans le cadre de la génétique des
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populations ou bien différer sur un phénotype comme dans le cadre des études cas/controle.
Elle permettrait de résumer avec une seule variable le déséquilibre de liaison d'une région
génomique. Nous pourrions alors discriminer pour des populations a comparer et pour une
région génomique des motifs de déséquilibre de liaison différents. Toutefois, le fait que
l'entropie de Shanon dépende des fréquences observées entraine la possibilité d'avoir des
régions génotypique avec des motifs de déséquilibre de liaison totalement différents mais en

ayant la méme entropie.

Enfin, au vu des nouveaux seuils a obtenus, nous restons dans le méme ordre de
puissance ce qui a été insuffisant aussi bien pour nos études de geénes candidats que pour nos

études génome entier.
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2. GWAS sur le photo-vieillissement

a. Les signaux significatifs

La GWAS sur le photo-vieillissement a pu identifier un nouveau signal sur le SNP
1s322458 associé au gene STXBPSL, exprimé dans la peau. Il est aussi intéressant de noter
que ce SNP ressort aussi dans 1'analyse des phénotypes de score de rides ainsi que de score de
relachement cutané, mais pas pour le score des lentigines (respectivement 5.6x10°, 1.76x10™
et 0.63). Ceci nous permet de suggérer qu'il y'a un mécanisme moléculaire commun entre ces

deux phénomenes.

L'utilisation de la base de données GENEVAR [106], reliant les polymorphismes
alléliques et 1'expression des protéines, a montré que le SNP rs322458 était aussi associé a un
changement du niveau d'expression d'un gene voisin, FBX040, exprimé dans les muscles.
Seules des études fonctionnelles permettront de confirmer 1'implication du SNP dans les
mécanismes moléculaires liés au photo-vieillissement et des équipes collaboratrices ont déja
commencé a explorer l'expression du géne STXP5L dans différents types cellulaires cutanés.
Il est aussi a souligner que le gene STXBPS5L a aussi été retrouvé associé a des cancers tels
que la fibrose du foie ou bien le carcinome pulmonaire [107]. Enfin STXBP5L est un

homologue d'un oncogene de la drosophile LLGL4 [107].
La GWAS a porté ses fruits puisqu'elle a permis d'identifier un signal de novo.

L'analyse des autres phénotypes a aussi révélé d'autres genes potentiels tels que

PRRX?2 dans les mécanismes de relachement cutané, ainsi que le HLA-C pour les lentigines.

L'implication potentielle de PRRX2 dont l'expression se fait dans les premiers stades
du développement humain puis devient sous régulée au stade adulte, ainsi que son implication
dans les mécanismes de cicatrisation en font une cible de choix pour d'autres études
fonctionnelles. Encore une fois, son implication restait jusqu'alors inconnue dans le
mécanisme du relaichement cutané. L'implication potentielle du HLA-C ainsi que d'autres
genes du complexe majeur d'histocompatibilité dans le score des lentigines sous-entend que le

systeme immunitaire est impliqué dans le mécanisme d'apparition des lentigines ce qui était
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chose insoupgonnée jusqu'alors. L'absence de signaux pour l'étude du score de ride peut
s'expliquer par le fait que le score est en fait une synthese de plusieurs types de rides distincts.
Nous allons donc procéder a l'analyse de chacun de ces types de rides afin de préciser le

phénotype.

b. Vue globale des associations identifiées

De tous ces signaux nous pouvons souligner la proximité entre nos genes et le trait
étudié. Bien que l'implication de ces genes ne puisse étre validée que par une expérimentation
fonctionnelle et qu'il n'est pas impossible d'exclure un biais d'observation, ils présentent tous
une proximité avec la dermatologie. En effet, ils sont exprimés dans la peau ou bien entrent
dans le fonctionnement musculaire. Je tiens a mettre cela en parallele avec les résultats
obtenus au sein de Laboratoire GBA dans le cadre de 1'étude GRIV montrant l'implication du
chromosome 6, plus précisément la région du complexe majeur d'histocompatibilité, dans le
cadre de la réponse au VIH. Une implication du systtme immunitaire dans le cadre d'une
maladie infectieuse ayant pour cibles les cellules de ce dit systeme ne semble pas dénuée de
sens. De maniere pragmatique et superficielle, il est rassurant que les principaux résultats
obtenus a l'aide des puces de génotypage aient un sens biologique lié a la problématique

posée.

c. Perspectives : réplication et méta-analyse

La suite a donner classique de cette GWAS est, si possible expérimentalement, de
procéder a des analyses fonctionnelle afin de confirmer nos hypotheses. Nous pouvons aussi
corroborer ces résultats par le biais d'une autre GWAS étudiant les mémes phénotypes.
L'utilisation d'une autre GWAS peut se faire par réplication en se focalisant sur les p-values
de SNPs d'intérét obtenues dans d'autres GWAS comme des SNPs candidats ou bien par méta
analyse en calculant une p-value combinée pour chaque SNPs communs avec une ou
plusieurs autres GWAS. Cette p-value combinée pour les SNPs étudiés peut s'obtenir soit par

la méthode de Fisher soit par le calcul du Z-score.

Cette réplication peut étre difficile a mettre en place en fonction du phénotype étudié.
En effet, plus un phénotype est défini précisément moins il est évident de le retrouver dans
une autre étude. De plus, selon la construction de 1'étude et plus précisément le type de puce

utilisée, les SNPs communs a toutes les puces peuvent étre limités et donc ne pas inclure nos
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SNPs d'intérét. Grace a I'imputation, nous pouvons toutefois tenter de reconstruire ces SNPs
manquants afin de procéder a une méta-analyse. Dans notre cas, la méta-analyse reste pour
l'instant impossible puisque notre étude est la premiere a se focaliser sur le photo-
vieillissement dans le cadre d'une GWAS et qu'il n'existe pas encore de cohorte de

vérification.
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3. Perspectives des GWAS

La méta-analyse ou bien la réplication ne sont pas les seules possibilités de poursuite
d'une GWAS. Plusieurs méthodologies sont disponibles pour explorer de maniere plus
approfondie les données génomiques, que qu'on peut diviser en deux catégories : celles qui se
focalisent sur des polymorphismes simples et celles qui s'attardent sur les polymorphismes

multiples.

a. Polymorphismes simples

L'imputation permettant donc de reconstituer des SNPs absents des puces de
génotypage a partir d'un panel de référence, permettant d'augmenter considérablement le
nombre de polymorphismes analysables. De plus, le panel de référence de 1000 génomes s'est
récemment étoffé d'insertions/délétions dont I'impact sur le plan biologique est plus important
qu'un SNP a cause du décalage du cadre de lecture qu'il peut engendrer : protéines tronquées,

sites transcriptionnels modifiées, etc.

De surcroit, les progres concernant les puces de génotypage nous ont permis la
caractérisation des CNVs. Les CNVs ont d'ailleurs déja montré leur impact sur différentes
maladies telles que la schizophrénie [108], I'autisme [109] ou bien l'obésité [110]. Toutefois,

aucun consensus ne s'est constitué pour leur inférence rendant plus difficile leur analyse.

Les méthodes d'inférence reposent sur les intensités de fluorescence des SNPs présents
sur les CNVs et dont l'intensité varie donc en fonction du nombre de copies portées. De
nombreuses méthodes ont été développées en plus des logiciels propriétaires [111-113].
Toutefois en comparant ces méthodes avec des données réelles, on constate que les CNVs
inférés sont a considérer avec précaution et qu'ils nécessitent une vérification manuelle et

individuelle de ceux-ci [114].

Ces polymorphismes simples obtenus par inférence (CNVs) ou par imputation
(insertions/délétions, SNPs de panels de référence) s'analysent avec la méme méthodologie
que les SNPs déja présents sur les puces et ne nécessitent qu'une logistique d'inférence ou

d'imputation le cas échéant.
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Dans le cadre de notre étude sur le photo-vieillissement, nous avons commencé a
entreprendre 1'étude de l'impact de ces polymorphismes "simples". Compte-tenu de la
lourdeur informatique et de la complexité des données a gérer, les résultats ne sont pas encore

disponibles et ne seront donc pas intégrés dans la soutenance de mon doctorat.

b. Polymorphismes multiples

Il est aussi possible d'utiliser des méthodes exploratoires afin de prendre en compte
plusieurs SNPs en méme temps pour analyse. Je vais donc par la suite présenter quelques

méthodes et leurs postulats biologiques sous-jacents a ces méthodes.

1. Haplotypes

Pour rappel, un haplotype est un méta locus de plusieurs polymorphismes localisés sur
le méme chromosome. L'impact d'un haplotype provient notamment du fait que les alleles des
polymorphismes individuels n'aient pas d'impact sur le phénotype alors qu'une ou plusieurs
combinaisons d'alleles de ces différents polymorphismes en aient un. Par exemple, si deux
SNP ont des alleles impactant sur la séquence d'une protéine, chaque SNP peut ne pas avoir
d'impact sur la fonctionnalité de cette protéine, par exemple dans le cas d'un récepteur donc la
modification serait insuffisante pour modifier la liaison avec son ligand ; alors que la présence
simultanée des deux mutations sur le récepteur vont impacter la fonctionnalité de cette
protéine, pour reprendre l'exemple précédent, la liaison récepteur-ligand serait rompue ou

bien altérée.

L'analyse des haplotypes souléve quelques problemes au niveau méthodologique. Pour
rappel, un haplotype constitué de n polymorphismes bi-allélique posséde 2" alleles possibles.
Est ce que chacun de ces alleles possede un effet distinct sur notre phénotype ou bien
seulement 1'un d'entre eux ? De plus, comment définir I'haplotype que nous allons étudier ?
Pourquoi inclure un polymorphisme dans I'haplotype et pas un autre ? Enfin, I'application de
ces analyses en systématique sur tout le génome pose un probleme sur la correction des tests
multiples. Néanmoins, certaines approches ont été développées pour analyse systématique de

ces haplotypes [61, 62] sur la totalité du génome.
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2. Composé hétérozygote

Le composé hétérozygote est un cas particulier observable avec des haplotypes
composés de deux SNPs agissant tout deux en mode récessif. 1l correspond au double
hétérozygote avec une mutation récessive sur chacun des chromosomes rendant ainsi les deux
occurrences du geéne inutilisables (figure 18). 11 a fallu attendre les progres liés au séquencage
ainsi qu'a I'haplotypage pour le confirmer. Néanmoins, 1'idée semble faire ses preuves comme

en témoignent les quelque 680 références affiliées sur Pubmed.

AT

Malade Malade Non Non Non lMalade

Malade Malade Malade

Figure 20 : Schéma descriptif d'un composé hétérozygote.

Les deux SNPs 1 et 2 présentent des polymorphismes causaux agissant en mode récessif. a)
homozygote récessif SNP I b) homozygote récessif SNP 2 c) hétérozygote SNP 1 d)
hétérozygote SNP 2 e) hétérozygote SNP 1 SNP 2 avec les alleles causaux sur le méme
chromosome f) hétérozygote SNP I et SNP 2 avec les alleles causaux sur deux chromosomes

différents, appelé aussi composé hétérozygote

3. Interactions entre SNPs

Les interactions constituent l'effet de deux alleéles de deux SNPs (ou plus) sur notre
phénotype alors que l'effet de chacun des alleles pris indépendamment est nul ou moindre.
Bien entendu le probleme qui se leve assez vite correspond au probleme des tests multiples
puisque l'on passe au carré (grossierement) le nombre de tests. Pourtant, de récentes études
sur la maladie d'Alzheimer [115, 116] ou bien dans le cadre du diabete de type I [117] ont

réussi a mettre en évidence de telles interactions ; il nous faut néanmoins souligner qu'elles se
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sont restreintes a un nombre limité de SNPs, ceux liés aux processus de l'inflammation dans le
cadre de I'Alzheimer et ceux du complexe majeur d'histocompatibilité pour 1'étude sur le

diabete.

Pour l'heure, ces approches sont donc difficilement envisageables a 1'échelle du
génome entier. En revanche, s'appuyer sur des a priori biologiques et cibler des voies de
signalisation spécifique pourrait nous permettre de mettre en évidence de telles interactions.
De nombreuses approches ont été proposées a cette effet utilisant soit 1'entropie [90, 118], soit
des modeles Bayesiens [119, 120], soit des arbres de décisions [121, 122]. Toutefois, la
communauté [123-125] s'accorde sur le fait que le probleme des tests multiples est un obstacle
majeur pour la détection des interactions SNP SNP et qu'il est préférable reproduire les

résultats d'interactions avec différentes méthodologies a cause de leurs spécificités propres.

4. Voies de signalisation

Bien plus qu'une simple interaction entre deux SNPs, l'analyse de voies de
signalisation tire parti d'informations biologiques pré-existantes. L'idée est donc de se
focaliser non pas sur l'intégralité du génome mais sur des fractions de celui-ci dont nous
savons qu'elles interagissent dans une voie de signalisation. Plusieurs bases de données

répertorient ces voies de signalisation comme par exemple l'encyclopédie des genes et

génomes de Kyoto (KEGG) [126] ou bien le projet BioCarta (http://www.biocarta.com). La
question est donc de déterminer si une voie de signalisation est sur-représentée au niveau des

résultats.

Plusieurs méthodologies ont été développées dans ce sens [127-129] présentant des
différences au niveau des données d'entrée mais aussi des hypotheses testées. Deux

hypotheses sont possibles :

» TJhypothése compétitive, comparant les statistiques des génes dans la voie de

régulation testée a celles d'autres genes dans le génome ;

= l'hypothese autonome, comparant les statistiques des genes dans la voie de

signalisation testée a celles attendues sous hypothese de non association.

De récentes analyses ont montré 1'implication de la voie de signalisation des interleukines

dans la maladie de Crohn [130, 131]. Ces voies de signalisation constituent donc 1idée que
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des défaillances situées sur des genes appartenant a la méme voie sont responsables d'un

méme phénotype.

5. Interactions gene environnement

Au-dela des interactions directement entre nos SNPs menant a un phénotype
particulier, nous pouvons aussi étudier les interactions entre nos SNPs et un facteur
environnemental dont l'action combinée impacterait notre phénotype. Pour cela, il faut donc
que notre étude propose a la fois des données génomiques mais aussi des données
environnementales, ce qui n'est parfois pas possible. Toutefois, quelques études ont fait état
de telles interactions comme dans le cas ou l'utilisation d'une hormone de substitution avec un
allele du SNP rs889312 a été associée a un léger effet protecteur [132], ou bien dans le cadre
d'une étude sur la dépression [133] entre le géne 5-HTTLPR et le stress. Néanmoins, dans ces
deux cas aucune p-value n'a été déclarée significative apres correction des tests multiples et le

nombre de polymorphismes testés est somme toute assez restreint.

c. Paradigme "variants communs, maladies communes"

Nous ressentons une certaine déception vis a vis de la GWAS, puisque nous espérions
trouver davantage de signaux significatifs et aussi répliquer les signaux déja connus et étudiés
sur des études de genes candidats. Aussi bien pour la GWAS sur le photo-vieillissement que
dans le cadre du projet GRIV menée aussi au sein de mon équipe, tres peu de signaux sont
déclarés significatifs et les genes dont I'implication vis a vis du phénotype était déja connue
ne sont pas ressortis. Et ce ne sont pas deux cas isolés comme en témoignent les nombreuses

revues [134-138].

Bien entendu, nous ne pouvons nier les difficultés liés a la statistique notamment les
problemes de puissances li€és au nombre de tests que nous effectuons. Ce probleme de
puissance permet entre autre d'expliquer pourquoi certains genes dont l'association est déja
connue avec notre phénotype, ne ressortent pas dans le cadre des GWAS. Au terme de pres de
cinq années d'exploitation des puces de génotypage et apres avoir acquis le recul nécessaire,
des doutes sont soulevés vis a vis des GWAS notamment sur la capacité des polymorphismes

fréquents a expliquer les maladies communes [139, 140].
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L'idée donc que le variant commun est la cause d'une maladie commune est donc en
train d'€tre remise en question [141, 142] et le dogme semble se porter sur le fait que les
maladies communes soient causées par de multiples variants aux fréquences faibles avec de
tres fort effets proches d'un effet mendelien [143]. Cependant, ces SNPs de fréquences faibles
(inférieure a 1%) ne sont pas caractérisables par les puces puisqu'ils n'en font pas partie. On

N

comprend alors que les puces de génotypage ne peuvent apporter de réponses convenables a
ce nouveau paradigme. D'une part, ces polymorphismes rares auront quelques difficultés a
étre caractérisés, d'autre part, il faudrait que ces mémes polymorphismes soient déja
référencés sur ces puces. Des lors, il nous faut nous tourner vers de nouvelles technologies

permettant de caractériser ces SNPs de fréquence faible.

d. Avancées technologiques

Les progres dans les technologies de séquencage ont permis de déterminer le génotype
de SNPs fréquences rares, et d'indels sur l'intégralit¢ du génome. De plus, cette avancée
technologique s'est accompagnée d'une baisse des cofits et constitue ce qui est appelé la
prochaine génération du séquencage, "Next Generation Sequencing” en anglais et abrégé en
NGS. Pour I'heure, elle se divise principalement en deux "courants" qui different au niveau de

la cible du séquencage.

1. Séquencage intégral

Le séquencage peut se faire sur l'intégralité du génome, on parle alors séquencage
intégral du génome ou "whole-genome sequencing" en anglais. Quelques études ont appliqué
ce séquencage intégral afin d'identifier les variants causaux comme dans le cadre d'une
analyse de liaison chez une famille atteinte du syndrome de Miller [144] mettant en évidence
un gene (DHODH) correspondant aux contraintes de fréquences attendues ainsi qu'un motif
de ségrégation compatible avec celui du trait au sein de la famille. Une autre étude de liaison
a mis en évidence un gene (ABCG)5) susceptibles d'entrer dans le cadre de l'hyper-
cholestérolémie sévere [145]. Enfin, une troisieme étude de liaison a mis en évidence une
mutation non synonyme dans le géne SH3TC2 dans la neuropathie Charcot-Marie-Tooth

[146].

Il est a noter que les études citées sont des études de liaison qui permettent de cibler de

maniere plus efficace les genes se ségrégeant avec la maladie, et permettant aussi de travailler
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avec un nombre bien plus restreint de patients. Le séquencage génome entier reste encore peu
efficace sur des maladies polygéniques a cause du nombre impressionnant de variants dans le

génome humain et du manque de puissance pour les analyses.

2. Séquencage de I'exome

Le séquencage de 1'exome se focalise sur une partie restreinte du génome humain, sa
partie fonctionnelle. Elle est donc moins onéreuse et propose une couverture (au sens de la
fiabilité des séquences) bien plus importante que son homologue génome entier [147, 148].
De surcroit, le fait de se restreindre a une partie fonctionnelle et annotée du génome permet
une interprétation plus simple des résultats obtenus. Ce sont les raisons pour lesquelles le
séquencage de 1'exome semble constituer le successeur des GWAS et jouit d'une treés grande

popularité.

Bien que relativement récentes, les études sur 1'exome ont eu quelques succes tels que
I'identification de nouvelles cibles de novo dans le cadre de la schizophrénie [149-151] ou
bien de l'autisme [149, 152-155]. Ces succes sont principalement des études de liaisons mais
le séquencage de 1'exome connait aussi quelques succes dans le cadre des études d'association

notamment dans le cancer [156, 157].

Néanmoins, ces nouvelles technologies sont aussi accompagnées de leur défis sur

différents plans tels que la bioinformatique, I'informatique, la statistique et enfin le colt :

= la bioinformatique concernant le séquencage a haut débit doit prendre en compte la
lecture de reads (fragments de génomes amplifiées et séquencés), 1'alignement de
ce ceux-ci sur le génome et enfin I'annotation de ces reads avant de pouvoir obtenir

les génotypes ;

= les ressources informatiques nécessaires pour prendre en charge les données de
séquencage que ce soit en génome entier ou bien au niveau de I'exome n'ont plus
aucun rapport avec les données de puces de génotypage. La ou le giga octet était
suffisant pour stocker les données d'une cohorte entiere, il est insuffisant pour
stocker les informations d'un seul individu. De plus les besoins nécessaires aux

nouveaux programmes bioinformatiques ont aussi augmenté ;
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= Au niveau des statistiques, en changeant de dogme, nous ne nous focalisons plus
sur des SNPs individuellement mais sur les unités fonctionnelles que sont les genes

ce qui nécessite le développement (ou bien I'application) de tests plus adaptés ;

= Enfin d'un point de vue financier, bien que les colts du séquengage aient baissé (de
100 millions a 10 milliers de dollars en moyenne par individu en 10 ans), ils
restent bien plus chers que pour une puce de génotypage (de 1'ordre d'un pour dix)

sans compter les ressources informatiques.

Toutefois, le séquencage et les variants rares ne sont pas la panacée de la génomique.
De récentes études remettent en cause l'hypothese selon laquelle les maladies fréquentes
seraient liées a des variants [158, 159] et penchent plus vers un modele mixte comprenant a la

fois des variants rares mais aussi des variants fréquents [138, 158].

e. Autres technologies

Au-dela de la génomique au sens strict du terme, il ne faut pas oublier que le génome
n'est pas simplement limit€é a une succession de nucléotides. Il comprend aussi d'autres
variations au niveau de sa structure, notamment la méthylation des cytosines ou bien des
histones que 'on nomme épigénétique. Encore peu connu a I'heure actuelle, 1'épigénétique est
transmissible de maniere héréditaire mais peut aussi apparaitre spontanément aux conditions

environnementales.

De plus, bien au-dela de la génomique, il faut aussi considérer la transcriptomique
ainsi que la protéomique qui sont respectivement 1'étude a haut débit des ARNs et celles des
protéines produites. De surcroit, le transcriptome partage lui aussi les progres technologiques
permettant désormais une couverture exhaustive de tout les ARNs, 1a ot il s'appuyait sur des
puces auparavant. Enfin, ces deux méthodes présentent deux intéréts par rapport a la

génomique :

= elles sont localisées, a savoir que selon le tissu étudié, les résultats ne seront

pas les mémes contrairement au génome pour lequel ils restent identiques ;

= elles sont temporelles, a savoir que 1'observation est dépendante du moment ou

elle a été réalisée.
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L'étude des produits du génome permet donc un dosage plus fin des produits et ainsi
donc d'avoir une meilleure idée de 'impact qu'ils peuvent avoir sur le phénotype. Toutefois,

elles nécessitent plus de prélevements que pour la génomique.

Quoi qu'il en soit, malgré les relatives déceptions qui lui sont liées, la GWAS reste une
étape incontournable de la génomique. Peu onéreuse, avec une méthodologie solide elle
constitue le premier coup de sonde permettant de déterminer une région d'intérét. La GWAS a
prouvé de par ses résultats l'efficacité de l'interdisciplinarité. La convergence de plusieurs
disciplines telles que la génétique, l'informatique et bien entendu la statistique constitue

désormais un progres irréversible promis a un avenir des plus engageants.
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Conclusion
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Depuis mon arrivée au sein de 1'équipe GBA, il y a de cela pres de 5 ans, j'ai pu
assister a l'essor des analyses de données génomiques a haut débit. J'ai pu suivre les progres
constants concernant le nombre de polymorphismes caractérisables passant d'une centaine de
milliers aux millions d'aujourd’hui. La combinaison des besoins informatiques, des
méthodologies statistiques adéquates, et des problématiques biologiques sous-jacentes, font

de la bioinformatique une discipline récente, encore a ses premiers balbutiements.

Les travaux exposés dans cette thése correspondent a une maitrise de méthodes ainsi
qu'a un travail de méthodologie exploratoire. Ils sont tous les deux les reflets de la discipline,
a savoir pour la GWAS une application d'un protocole établi et éprouvé. Concernant le
logiciel Genetropy nous proposons une approche novatrice et exploratoire face aux

problématiques des analyses de demain.

L'application des méthodologies établies m'ont permis l'identification d'un SNP
rs322458 associé au photo-vieillissement, situé pres du gene STXBP5SL et aussi influengant
I'expression du gene FBXO040. Ces résultats ont permis de formuler deux hypotheses
concernant le photo-vieillissement : en premier, l'indépendance avec le phénotype du score
des lentigines avec le photo-vieillissement et en second, que des mécanismes moléculaires
communs seraient partagés entre les mécanismes de formation des rides et ceux liés au

relachement cutané.

La méthodologie développée pour le logiciel Genetropy a permis de quantifier
précisément la redondance dans un jeu de données génomiques. Bien qu'a 'heure actuelle son
utilisation pour les problemes de tests multiples reste sans impact dans la ré-analyse de nos
résultats, nous restons confiants quant a son apport pour l'analyse des données génomiques.
Ses perspectives d'utilisation nous incitent a poursuivre dans cette voie en l'adaptant pour
traiter directement des données phasées car nous pensons que cela permettra de répondre aux

problématiques de demain concernant le déséquilibre de liaison.
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Pour conclure, cette these m'aura permis d'élargir mes connaissances sur différentes
disciplines qui, il y a encore quelques années, restaient encore cloisonnées entre elles. Mon
travail au coeur de cette synergie a été plaisant, formateur et particulierement enrichissant. Il
m'a donné l'impression d'étre en plein milieu d'une voie rapide ou les découvertes s'enchainent
aussi bien au niveau méthodologique que technologique et ol ce qui était encore impensable
quelques années auparavant est en passe de devenir le standard. Tout ceci pour conclure sur le
fait que la bioinformatique est une discipline en pleine expansion et promise a un avenir des

plus radieux.
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Lieng TAING

Approches bioinformatiques pour
I'exploitation des données génomiques

Résumé

Les technologies actuelles permettent d'explorer le génome entier pour identifier des variants
génétiques associés a des phénotypes particuliers, notamment de maladies. C’est le role de la bioinformatique

de répondre a cette problématique.

Dans le cadre de cette these, un nouvel outil logiciel a été développé afin de mesurer avec une précision
le nombre de marqueurs génétiques effectivement indépendants correspondant a un ensemble de marqueurs
géntotypés dans une population donnée en utilisant I'entropie de Shannon. Ce calcul peut avoir de nombreuses

applications pour I’exploitation des données génomiques.

Ce travail de recherche porte aussi sur une étude génome-entier sur le photo-vieillissement. Dans cette
étude, réalisée sur 502 femmes génotypées deux genes (STXBPSL et FBX040) associés a un SNP passant le

seuil de Bonferroni ont été identifiés, dont I'implication dans le photo-vieillissement était jusqu'alors inconnue.

Mots clés : études d'association, entropie de Shannon, photo-vieillissement, SNP, tests multiples

Résumé en anglais

New technologies allow the exploration of the whole genome to identify genetic variants associated

with verious phenotypes, in particular diseases. Bioinformatics aims at helping to answer these questions.

In the context of my PhD thesis, I have first developed a new software allowing to measure with a good
precision the number of really independent genetic markers present in a set of markers genotyped in a given
population using Shannon's entropy. This computation may have several applications for the exploitation of

genomic data.

I have also completed a genome-wide association study on photo-ageing. In this study of 502 women
genotyped with OmniOne Illumina chips (1M SNPs), I have identified two genes (STXBPSL et FBX040)
associated with a SNP that passes the Bonferroni threshold, whose implication in photo-ageing was not

suspected until now.

Keywords: GWAS, multitesting, photoageing, Shannon's entropy, SNP




