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Résumé 

Introduction. La bicuspidie valvulaire aortique (BVA) est la malformation congénitale cardiaque la plus 

fréquente. Les causes et les origines génétiques de la BVA sont actuellement inconnues. 

Objectif. Ce projet de recherche vise à identifier des variations génétiques impliquées dans le 

développement de la BVA chez les Canadiens français. 

Méthodes. Neuf gènes candidats pour la BVA ont été séquencés chez 48 patients atteints. Des 

variations génétiques sélectionnées ont été génotypées chez 323 patients atteints de BVA et 584 

contrôles et les fréquences alléliques ont été comparées entre les deux groupes. 

Résultats. Une variation dans le gène EGFR (rs17290301) démontre une association avec la BVA. 

Différentes variations sont associées à la BVA spécifiquement chez les hommes (EGFR rs533525993 

et TEX26 rs12857479) et les femmes (NOTCH1 rs61751489, TGFBR2 rs1155705 et NKX2-5 

rs2277923). 

Conclusions. Ces résultats supportent pour la première fois l’implication de variations génétiques 

spécifiques au genre dans le développement de la BVA.  
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Abstract 

Introduction. Bicuspid aortic valve (BAV) is the most frequent congenital heart disease. Its etiology 

and genetic origins are still largely unknown. 

Objective. This study sought to identify genetic variants associated with BAV in a French Canadian 

population. 

Methods. Nine candidate genes for BAV were sequenced in 48 BAV patients. A selection of genetic 

variants was genotyped in 323 BAV patients and 584 controls and their allelic frequencies were 

compared between the two groups. 

Results. A EGFR variant (rs17290301) was associated with BAV in this population. Gender-specific 

variants were also significantly associated with BAV (EGFR rs533525993 and TEX26 rs12857479 in 

men and NOTCH1 rs61751489, TGFBR2 rs1155705 and NKX2-5 rs2277923 in women).  

Conclusions. These results suggest for the first time a possible implication of gender-specific variants 

in the development of BAV. 
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Avant-propos 

Les travaux de recherche réalisés dans le cadre de cette maîtrise ont été effectués à l’Institut 

universitaire de cardiologie et de pneumologie de Québec – Université Laval (IUCPQ). Les résultats 

découlant de ces travaux font l’objet d’un manuscrit scientifique intitulé «Identification of Gender-

specific Genetic Variants in Patients with Bicuspid Aortic Valve» accepté pour publication le 11 

novembre 2015 par l’American Journal of Cardiology. Ce manuscrit est inclus dans le présent mémoire 

et consiste en une copie conforme de la version acceptée pour publication.  

L’auteure du mémoire est également le premier auteur du manuscrit. Cette dernière a effectué la 

sélection des patients, a participé à la préparation des échantillons biologiques et des expériences de 

séquençage et de génotypage, a assuré l’analyse et l’interprétation des résultats et a rédigé le 

manuscrit. Maxime Lamontagne, étudiant au doctorat sous la supervision du docteur Yohan Bossé, a 

participé à l’analyse et à l’interprétation des résultats et a conçu la figure présentée dans le manuscrit. 

Nathalie Gaudreault, professionnelle de recherche pour le docteur Yohan Bossé, a contribué à la 

préparation des échantillons biologiques et des expériences de séquençage et de génotypage. Laura 

Sbarra et Cyndi Henry, professionnelles de recherche pour le docteur Yohan Bossé, ont participé à la 

préparation des échantillons biologiques et des expériences de séquençage. Les docteurs Patrick 

Mathieu et Philippe Pibarot sont tous deux professeurs titulaires de la Faculté de médecine de 

l’Université Laval et chercheurs à l’IUCPQ. Ils ont collaboré à la conception et à l’élaboration de l’étude 

ainsi qu’au recrutement des patients. Le docteur Yohan Bossé est professeur agrégé au département 

de médecine moléculaire de l’Université Laval et chercheur à l’IUCPQ. Il a conçu et assuré la 

coordination de l’étude ainsi que la collecte des échantillons biologiques et a également participé à la 

rédaction du manuscrit. Tous les coauteurs ont lu, révisé et approuvé le manuscrit accepté pour 

publication. 
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 Chapitre 1 Introduction 

1.1 Survol de l’embryogenèse du cœur et de la valve aortique 

chez l’humain 

Battant normalement de 60 à 100 fois par minute au repos, le cœur humain assure l’éjection du sang 

dans la circulation pulmonaire et systémique. L’accomplissement de cette fonction essentielle est 

possible grâce au réseau de cavités musculaires, de valves, de vaisseaux et autres structures qui 

composent le cœur (Figure 1.1). 

 

Figure 1.1. Schéma représentant les structures principales du coeur humain en coupe frontale 
Figure adaptée de la Anatomy and Physiology Visual Librairy 6.0 (edugen.com, copywright John Wiley 
and Sons Inc., 2012) 
 

La valve aortique, qui sépare le ventricule gauche du cœur de l’aorte, fait partie des éléments 

indispensables au fonctionnement du système cardiovasculaire. Avec la valve pulmonaire, elle forme le 

groupe des valves dites semi-lunaires, qui sont composées de trois feuillets (ou valvules) (Figure 1.2). 

Les feuillets de la valve aortique sont attachés à l’anneau aortique par l’une de leurs extrémités. En 

réponse à la pression du ventricule gauche, la valve aortique s’ouvre et se ferme de façon cyclique afin 

de permettre l’expulsion du sang dans la circulation systémique et d’empêcher sa régurgitation dans le 

ventricule gauche (Figure 1.3). 
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Figure 1.2. Vue supérieure de la valve aortique montrant ses trois feuillets (ou valvules) 
Figure adaptée de la Anatomy and Physiology Visual Librairy 6.0 (edugen.com, copywright John Wiley 
and Sons Inc., 2012, dissection Shawn Miller, photographie Mark Nielsen) 
 

 

Figure 1.3. Schéma représentant le coeur sans les oreillettes en vue supérieure 
A. Les valves mitrale et tricuspide sont ouvertes, les valves aortique et pulmonaire fermées B. Les 
valves mitrale et tricuspide sont fermées, les valves aortique et pulmonaire ouvertes 
Figure adaptée de la Anatomy and Physiology Visual Librairy 6.0 (edugen.com, copywright John Wiley 
and Sons Inc., 2012) 
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Sans surprise, la formation du cœur débute très tôt chez l’embryon humain. Il prend origine au niveau 

de la région cardiogénique située à l’extrémité qui deviendra ultimement la tête de l’embryon (Figure 

1.4A)1. Dès le 20e jour de gestation, cet amas de cellules mésodermiques forme deux tubes 

endocardiques latéraux (Figure 1.4B) qui se fusionnent au 21e jour afin de créer une seule entité : le 

tube cardiaque primitif (Figure 1.4C). Le jour suivant, le tube cardiaque primitif se compartimente en 

cinq régions distinctes qui donneront naissance au cœur à quatre chambres tel qu’on le connait (Figure 

1.4D). Ainsi, le sinus veineux formera entre autres l’oreillette droite et le nœud sinusal, l’oreillette 

primitive deviendra les oreillettes gauche et droite, le ventricule primitif se spécifiera en ventricule 

gauche, le bulbe primitif du cœur se transformera en ventricule droit et le tronc artériel évoluera en 

aorte ascendante et en tronc pulmonaire. Du 23e au 28e jour de gestation, le tube cardiaque primitif 

s’allonge et se replie (Figure 1.4E et F) pour atteindre sa conformation finale (Figure 1.4G).  

 

Figure 1.4. Schéma représentant le développement embryonnaire du coeur 
A. Emplacement de la région cardiogénique B. Formation des tubes endocardiques latéraux C. 
Formation du tube cardiaque primitif D. Développement des régions du tube cardiaque primitif E et F 
Repliement du tube cardiaque primitif G. Conformation du cœur suite au repliement. Les flèches à 
l’intérieur des vignettes indiquent la direction de la circulation sanguine 
Figure adaptée de la Anatomy and Physiology Visual Librairy 6.0 (edugen.com, copywright John Wiley 
and Sons Inc., 2012) 
 

La formation des cavités, des septa entre ces dernières et des valves cardiaques a lieu du 28e jour à la 

9e semaine de grossesse. Une surproduction de matrice extracellulaire et une transition épithélio-
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mésenchymateuse des cellules endocardiques fait apparaitre deux replis (ou coussins) endocardiques 

dans le canal auriculoventriculaire et le tronc artériel (Figure 1.5)2. Ces replis croissent jusqu’à 

fusionner, ce qui crée les valves mitrale et tricuspide au niveau du canal auriculoventriculaire et les 

valves aortique et pulmonaire au niveau du tronc artériel. Le développement des quatre valves 

cardiaques se termine par la formation des feuillets valvulaires, une étape impliquant la prolifération 

cellulaire, la transition épithélio-mésenchymateuse et l’apoptose. 

 

Figure 1.5. Schéma représentant le début de la division du coeur en quatre cavités au 28e jour 
de gestation 
Figure adaptée de la Anatomy and Physiology Visual Librairy 6.0 (edugen.com, copywright John Wiley 
and Sons Inc., 2012) 

1.2 Bicuspidie valvulaire aortique 

La bicuspidie valvulaire aortique (BVA) est une malformation congénitale fréquente qui affecte la valve 

aortique. Résultant d’une défectuosité survenant lors de l’embryogenèse, la BVA se traduit par une 

valve formée de deux feuillets (bicuspide) au lieu de trois (tricuspide) (Figure 1.6). De sévères 

complications valvulaires et aortiques affectent la majorité des patients atteints de BVA. La 

présentation et l’évolution clinique qui en découlent sont extrêmement hétérogènes et imprévisibles. De 

surcroît, son étiologie et ses fondements génétiques sont actuellement inconnus. 
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Figure 1.6. Schéma représentant une valve aortique tricuspide et une valve aortique bicuspide 
A. Valve aortique tricuspide (à trois feuillets) B. Valve aortique bicuspide (à deux feuillets) 
Figure adaptée de la page Bicuspid Aortic Valve Disease du site web de la Cleveland Clinic 
(http://my.clevelandclinic.org/) 

1.2.1 Prévalence 

De nombreuses études d’autopsies des années 1920 à 2000 ont estimé que 0,5 à 2,2% de la 

population mondiale est atteinte de BVA3. Cependant, il est possible que les cas de figure les plus bas 

sous-estiment la prévalence de la BVA en excluant les cas de nécropsie présentant plus d’une forme 

de malformation cardiaque. À l’inverse, les références démontrant les prévalences les plus élevées 

surestiment sans doute la présence de la BVA en incluant les valves remaniées suite à une atteinte 

rhumatismale de la valve. 

Plus récemment, des études d’échocardiographie ont revu la prévalence de la BVA à la baisse, la 

situant entre 0,46 et 0,70%4–7. La BVA est considérée comme la cardiopathie congénitale la plus 

fréquente, loin devant les communications interventriculaires (la seconde malformation congénitale 

cardiaque la plus commune)8. La prévalence de la BVA est constante selon les régions géographiques 

et les origines ethniques, à l’exception des Afro-Américains, chez qui elle tend davantage vers 0,1 à 

0,3%9,10.  

Les hommes constituent la majorité des individus atteints de BVA (environ 70 à 80% des cas). Certains 

chercheurs ont postulé une surreprésentation masculine dans les études échocardiographiques, mais 

le dépistage de la BVA chez les nouveau-nés et les enfants d’âge scolaire a également démontré un 

ratio de trois garçons pour une fille5,6. 
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1.2.2 Diagnostic 

Bien que la BVA soit une malformation congénitale, elle est asymptomatique en l’absence de 

complications valvulaires ou aortiques. À l’exception de quelques patients démontrant une dysfonction 

valvulaire ou aortique durant les premières années de vie, la présence de la BVA est constatée pour la 

première fois chez les patients dans la quarantaine ou la cinquantaine. De plus, comme les symptômes 

de la BVA sont non-spécifiques, son diagnostic est souvent le résultat d’une découverte fortuite. 

Évidemment, le gold standard pour le diagnostic de la BVA consiste en l’observation visuelle directe de 

la valve lors d’une chirurgie de remplacement de la valve aortique ou de l’aorte ascendante11. 

Cependant, il s’agit d’une approche pour le moins invasive, coûteuse et risquée. La BVA est donc 

habituellement diagnostiquée par échocardiographie transthoracique ou transoesophagienne12 suite à 

la détection d’un souffle d’éjection systolique lors d’un examen de routine. Dans la majorité des cas, 

ces techniques d’imagerie médicale permettent une visualisation optimale de la valve aortique en court 

axe parasternal. 

L’échocardiographie transthoracique et transoesophagienne ont été exhaustivement étudiées quant à 

leur habileté à diagnostiquer la BVA13–15. Comparativement à la méthode transthoracique, 

l’échocardiographie transoesophagienne est plus sensible, spécifique et précise pour détecter la 

BVA16. Toutefois, l’échocardiographie transthoracique est plus fréquemment utilisée en raison de son 

caractère moins invasif, la méthode transoesophagienne requérant l’insertion d’une sonde dans 

l’œsophage du patient. Il importe de noter que la précision de ces techniques est aussi diminuée chez 

les patients démontrant une calcification modérée ou sévère de la valve aortique15. Dans les cas où les 

images transthoraciques sont de mauvaise qualité, l’usage de la technique transoesophagienne ou 

d’autres méthodes plus performantes éprouvées chez les patients atteints de BVA (telles que l’imagerie 

par résonnance magnétique cardiaque11,17–19 et la tomodensitométrie cardiaque19–21) est recommandé. 

1.2.3 Sous-types morphologiques 

Une valve aortique normale est composée de trois feuillets : le feuillet coronaire droit, le feuillet 

coronaire gauche et le feuillet non-coronaire. Les deux feuillets coronaires sont nommés ainsi car les 

artères coronaires prennent origine dans l’aorte ascendante, juste au-dessus de ces feuillets. Selon les 

feuillets impliqués dans la fusion, on dénote trois grands types de BVA (Tableau 1.1 et Figure 1.7).  
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Tableau 1.1 Principaux types de BVA 

Type de BVA Feuillets fusionnés Prévalence 

R-L Coronaire droit (R) et coronaire gauche (L) 50 à 80% 

R-NC Coronaire droit (R) et non-coronaire (NC) 15 à 30% 

L-NC Coronaire gauche (L) et non-coronaire (NC) 1 à 15% 

 

 

Figure 1.7. Schéma représentant les trois principaux types de BVA 
A. Fusion des feuillets coronaires droit (R) et gauche (L) B. Fusion des feuillets coronaire droit et non-
coronaire (NC) C. Fusion des feuillets coronaire gauche et non-coronaire 
Figure adaptée de Michelena et al., Circulation 2014 Jun 24;129(25):2691-704. 
 

Les différents types de BVA semblent être des entités indépendantes causées par des défectuosités 

distinctes. Alors que la BVA R-L découlerait d’une fusion anormale du tronc artériel, la BVA R-NC serait 

le résultat d’une erreur dans la transition épithélio-mésenchymateuse au niveau des replis 

endocardiques22.  

Il a été postulé que les divers types de BVA engendrent des altérations hémodynamiques différentes 

qui sont responsables des phénotypes valvulaires et aortiques hétérogènes observés chez les patients 

atteints de BVA23–25. Selon les feuillets impliqués dans la fusion, le flot sanguin irrégulier éjecté dans 

l’aorte produit un stress mécanique substantiel au niveau de l’aorte et de la valve elle-même qui 

prédispose les patients à développer une insuffisance aortique, une sténose aortique calcifiante ou 

encore une dilatation de l’aorte. En effet, bien que le sujet fasse encore l’objet de controverse, la BVA 

R-L semble d’avantage associée à la dilatation de l’aorte ascendante26–31 tandis que la BVA R-NC 

serait reliée à un phénotype d’insuffisance et de sténose aortique calcifiante26–28,30–32. Il ne semble pas 

y avoir un type de BVA affectant plus spécifiquement les hommes ou les femmes. 
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1.2.4 Évolution clinique 

L’évolution clinique de la BVA est extrêmement hétérogène, allant du nouveau-né nécessitant une 

intervention durant les premières semaines de vie dû à des complications valvulaires ou aortiques 

sévères à l’octogénaire resté asymptomatique toute sa vie. Cependant, dans la majorité des cas de 

BVA, des complications affectant la qualité de vie se manifestent à l’âge adulte et nécessiteront une 

intervention médicale. 

1.2.4.1 Sténose aortique calcifiante 

Consistant en un rétrécissement de l’ouverture de la valve aortique causé par une accumulation de 

calcium sur les feuillets valvulaires, la sténose aortique calcifiante affecte approximativement 3% de la 

population occidentale âgée de 65 ans ou plus33. Il s’agit de l’indication la plus commune pour le 

remplacement valvulaire aortique dans les pays développés. 

La sténose aortique calcifiante est initiée par la présence de lipoprotéines au niveau de la valve 

aortique suivie d’une réaction inflammatoire et une oxydation des lipoprotéines34. Il y a alors production 

de protéines inflammatoires et pro-calcifiantes, créant ainsi de la fibrose et de la calcification. Les 

feuillets valvulaires se rigidifient et l’ouverture de la valve s’en trouve diminuée (Figure 1.8). Les 

patients en viennent à éprouver de la dyspnée, de l’angine et des étourdissements, ce qui réduit 

considérablement leur qualité de vie. La combinaison de facteurs de risque classiques des maladies 

cardiovasculaires (sexe masculin, hypertension artérielle, hyperlipidémie, etc.) et de facteurs 

génétiques (gènes VDR, NOTCH1, APOB et IL-10)35–37 semble causer la pathologie. 

 

Figure 1.8. Schéma représentant une valve aortique normale et une valve aortique avec sténose 
aortique calcifiante 
Valve aortique normale ouverte (A) et fermée (B). Valve aortique avec sténose aortique calcifiante 
ouverte (C) et fermée (D) 
Figure adaptée de Monica Schroeder (http://schroederillustration.com/) 

http://schroederillustration.com/
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La sténose aortique calcifiante est sans contredit la complication retrouvée le plus fréquemment chez 

les patients atteints de BVA38–41. Parmi les individus subissant une chirurgie de remplacement 

valvulaire aortique dû à la sténose aortique calcifiante, jusqu’à 60% des patients présentent une BVA42–

45. Bien que le processus de calcification semble être le même indépendamment de la morphologie de 

la valve aortique34, la sténose aortique calcifiante se développe beaucoup plus tôt chez les individus 

atteints de BVA que chez les individus ayant une valve aortique à trois feuillets42,43,46. En moyenne, 

l’âge des patients atteints de BVA et de sténose aortique calcifiante nécessitant un remplacement de la 

valve aortique se situe dans la soixantaine comparativement à la soixante-dizaine chez les individus 

ayant une valve aortique tricuspide. Cette calcification précoce semble être le résultat de l’important 

stress mécanique et hémodynamique subi par la valve aortique bicuspide34. L’augmentation de ce 

stress chez les individus présentant une BVA de type R-L et une sténose aortique calcifiante 

concomitante par rapport à des individus ayant une valve aortique à trois feuillets exempte de 

calcification vient appuyer cette hypothèse47. De plus, l’étude de patients souffrant de sténose aortique 

calcifiante révèle que les individus atteints de BVA ont une inflammation, une calcification et une 

néovascularisation de leur valve aortique beaucoup plus marquée comparativement aux individus 

ayant une valve aortique à trois feuillets48,49. Chez les patients atteints de BVA, la sténose aortique 

calcifiante est également associée à la mortalité cardiovasculaire, au développement d’anévrismes et 

de dissections aortiques et aux interventions chirurgicales ou percutanées de la valve aortique ou de 

l’aorte ascendante38,50. L’inefficacité des agents pharmacologiques à retarder ou empêcher la 

progression de cette atteinte de la valve aortique fait du remplacement valvulaire aortique la seule 

option permettant de restituer la qualité de vie des patients.  

1.2.4.2 Insuffisance aortique 

Quoique moins fréquente que la sténose aortique calcifiante, l’insuffisance aortique (aussi appelée 

régurgitation aortique) est une complication souvent associée à la BVA. Cette dysfonction valvulaire se 

traduit par un manque d’étanchéité de la valve aortique, ce qui permet au sang de régurgiter dans le 

ventricule gauche. À long terme, le ventricule gauche s’hypertrophie pour compenser la fuite et cause 

ultimement une insuffisance cardiaque gauche qui peut être fatale51. 

Chez les individus présentant une BVA, l’insuffisance aortique peut être isolée ou retrouvée en 

combinaison avec d’autres complications valvulaires ou aortiques, particulièrement la sténose aortique 

calcifiante. Contrairement à la sténose aortique calcifiante, l’insuffisance aortique est plus commune 

chez les jeunes patients atteints de BVA, affectant 20 à 70% des patients âgés de moins de 50 

ans34,38,39,46,52,53. Plus de 15% de ces jeunes patients devront éventuellement subir un remplacement 
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valvulaire aortique attribuable à la progression de leur insuffisance aortique46. Chez les patients de plus 

de 50 ans, c’est environ 10 à 45% des individus qui souffrent d’insuffisance aortique32,41,54. La très 

grande majorité des patients souffrant d’insuffisance aortique sur une valve bicuspide sont de sexe 

masculin53,54. 

Au-delà de sa prévalence considérable chez les patients atteints de BVA, l’insuffisance aortique est 

aussi associée à des diamètres aortiques plus importants chez ces individus34,55,56, ce qui représente 

un facteur de risque pour la dissection aortique. De plus, l’insuffisance aortique est considérée comme 

un prédicteur indépendant des évènements graves (décès cardiovasculaires, interventions sur la valve 

aortique ou l’aorte ascendante et anévrismes ou dissections aortiques) pouvant survenir chez ces 

individus38. 

1.2.4.3 Endocardite infectieuse 

L’endocardite infectieuse est une affection relativement rare mais grave de la couche interne du cœur 

causée par un agent bactérien, le plus souvent par le staphylocoque doré (Staphylococcus aureus). 

Son incidence augmente avec l’âge : de 15 à 30 cas par 100 000 individus sont rapportés chaque 

année chez les personnes âgées de plus de 60 ans par rapport à 5 cas chez la population de moins de 

50 ans. Deux fois plus d’hommes que de femmes en sont atteints.  

L’endocardite infectieuse affecte tout particulièrement les valves cardiaques. Lorsqu’elle n’est pas 

traitée rapidement à l’aide d’antibiotiques, l’endocardite infectieuse peut entrainer l’apparition de 

végétations valvulaires (des excroissances mobiles sur les feuillets), la perforation ou la destruction des 

valves et même l’altération du système de conduction cardiaque. Chez les cas les plus sévères, la 

valve est trop gravement atteinte et doit être remplacée par une prothèse. 

Les anomalies valvulaires, qu’elles soient congénitales ou acquises, constituent un facteur de risque 

important de l’endocardite infectieuse. La BVA est présente chez 12 à 43% des patients souffrant 

d’endocardite infectieuse, ce qui en fait la pathologie valvulaire la plus fréquemment identifiée chez ces 

derniers57–61. La presque totalité des individus présentant une endocardite infectieuse sur une valve 

bicuspide sont des hommes. Ils sont également plus jeunes (âge moyen dans la trentaine) que leurs 

homologues ayant une valve aortique à trois feuillets, qui peuvent être plus âgés de 10 à 30 ans57–59. 

Certaines complications reliées à l’endocardite infectieuse (comme les abcès péri-annulaires) sont plus 

fréquemment répertoriées chez les patients atteints de BVA. Malgré tout, la sévérité de l’infection 

(définie par la nécessité de réparer ou remplacer chirurgicalement la ou les valves atteintes) et la 

mortalité ne diffèrent pas entre les patients atteints de BVA et ceux ayant une valve aortique à trois 

feuillets58,59.  
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1.2.4.4 Dilatation et anévrisme de l’aorte thoracique ascendante 

Les complications les plus fréquentes impliquant l’aorte ascendante chez les patients atteints de BVA 

sont assurément la dilatation et l’anévrisme (Figure 1.9). Alors que la dilatation aortique est définie 

comme un élargissement du vaisseau sanguin de plus de 1,1 fois son diamètre normal, l’anévrisme 

consiste en une dilatation plus prononcée (élargissement de plus de 1,5 fois)62. En clinique, une aorte 

ascendante est habituellement considérée anévrismale si son diamètre est égal ou supérieur à 45mm. 

La dilatation et l’anévrisme de l’aorte ascendante peuvent progresser et éventuellement mener à la 

dissection aortique et à la rupture de l’artère, des complications qui sont graves et mortelles. 

 

Figure 1.9. Schéma représentant différents types de dilatation de l'aorte ascendante chez les 
patients atteints de BVA 
A. Dilatation de la portion tubulaire B. Dilatation de l’aorte ascendante entière, incluant la jonction sino-
tubulaire et les sinus de Valsalva C. Dilatation restreinte aux sinus de Valsalva 
Figure adaptée de Michelena et al., Circulation 2014 Jun 24;129(25):2691-704. 
 

Comparativement aux individus ayant une valve aortique à trois feuillets, la dilatation et l’anévrisme de 

l’aorte ascendante sont retrouvés plus fréquemment chez les patients atteints de BVA62,63. En effet, 

environ 55% des patients atteints de BVA âgés de moins de 30 ans et 85% des patients âgés de plus 

de 80 ans ont une aorte ascendante dilatée ou anévrismale62. Ces complications aortiques affectent les 

patients présentant une BVA à un plus jeune âge que les personnes qui ont une valve aortique 

tricuspide, soit approximativement 10 ans plus tôt62,64. Les diamètres de la portion ascendante de 

l’aorte des individus présentant une BVA sont aussi plus larges que ceux de leurs homologues ayant 

une valve aortique tricuspide65. Ces plus grands diamètres engendrent une progression de la dilatation 

aortique de 0,2 à 1,9 mm/année, ce qui est plus rapide que chez les patients ayant une valve 
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tricuspide65. Il est important de noter que le remplacement valvulaire aortique ne prévient pas la 

progression de la dilatation aortique chez les patients atteints de BVA66. 

La cause de cette atteinte fréquente de l’aorte ascendante chez les patients souffrant de BVA est mal 

comprise, mais plusieurs options sont mises de l’avant. Tout d’abord, l’origine embryonnaire commune 

de la valve aortique et du segment ascendant de l’aorte pourrait expliquer la concomitance entre ces 

deux pathologies62. La présence marquée de dilatation du segment ascendant de l’aorte chez les 

proches au premier degré de patients atteints de BVA laisse croire à une défectuosité génétique65. La 

pression et le stress occasionné à la paroi aortique par le flot sanguin irrégulier expulsé par la valve 

aortique bicuspide suggèrent également l’implication d’altérations hémodynamiques. D’ailleurs, les 

caractéristiques hémodynamiques distinctes engendrées par les divers sous-types morphologiques de 

BVA semblent causer différents profils de dilatation de l’aorte ascendante. 

1.2.4.5 Dissection aortique 

À cause de son taux de mortalité important, la dissection aortique est la complication la plus redoutée 

chez les patients atteints de BVA. Elle consiste en une déchirure de la paroi interne de l’aorte qui induit 

un flot sanguin entre les différentes tuniques de l’artère. Cet afflux sanguin anormal peut ultimement 

résulter en une rupture de l’aorte, ce qui cause une hémorragie souvent fatale. Heureusement, la 

dissection aortique est un évènement cardiovasculaire rare, son incidence étant de 2,9 à 4,3 cas par 

100 000 personnes par année dans la population générale67. Cette incidence semble être à la hausse 

depuis les dernières décennies mais tout porte à croire que cette augmentation est due en partie à 

l’amélioration des méthodes diagnostiques.  

Les dissections aortiques sont classées selon la section de l’aorte affectée. Deux systèmes de 

classification, ceux de Stanford68 et de De Bakey69, sont fréquemment utilisés afin de caractériser les 

dissections aortiques (Figure 1.10). Alors que le système de Stanford classe les dissections selon 

l’atteinte (type A) ou l’absence d’atteinte de l’aorte ascendante (type B), celui de De Bakey est plus 

précis. En effet, ce dernier fait la distinction entre une dissection aortique affectant uniquement l’aorte 

ascendante (type II), l’aorte descendante (type III) ou les deux (type I). Environ les deux tiers des cas 

de dissection aortiques impliquent l’aorte ascendante (Stanford type A, De Bakey types I et II)67. Pour 

ce type de dissection, c’est l’intervention chirurgicale qui est associée au plus bas taux de mortalité 

hospitalière, soit 23% par rapport à 59% chez les cas traités de façon pharmacologique67.  
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Figure 1.10. Schéma représentant les classifications des dissections aortiques selon les 
systèmes de De Bakey et de Stanford 
A. Dissection de l’aorte ascendante B. Dissection de l’aorte descendante C. Dissection de l’aorte 
ascendante et descendante 
Figure adaptée de LeMaire et al., Nat Rev Cardiol 2011 Feb;8(2):103-13. 
 

La relation entre la dissection aortique et la BVA a d’abord été évaluée dans des séries de nécropsies. 

Une large étude70 incluant plus de 21 000 cadavres a noté que 6,1% des 293 individus présentant une 

BVA avaient également une dissection aortique, ce qui correspondait à un risque neuf fois plus élevé 

que celui de la population présentant une valve aortique tricuspide. Dans cette même étude, les 

patients atteints de BVA comptaient pour 11% des 161 cas de dissection aortique. Des publications 

additionnelles de type post-mortem ont corroboré cette dernière constatation, enregistrant une 

prévalence de 7 à 15% de BVA chez les individus atteints de dissection aortique71. Présentement, 

l’association entre la dissection aortique et la BVA est réalisée en évaluant la morphologie valvulaire 

aortique de patients souffrant d’une dissection aortique ou en dénombrant l’occurrence de dissections 

aortiques chez des patients atteints de BVA. De récentes études ont revu à la baisse les résultats des 

séries de nécropsies, estimant que 4 à 8% des patients souffrant de dissection aortique sont également 

porteurs d’une BVA72–74. D’autres publications recensent un risque de dissection aortique de 0 à 1,0% 

chez les patients atteints de BVA suite à un remplacement valvulaire aortique39,71, ce qui représente 

tout de même un risque plus élevé que celui observé dans la population générale39. 

Par rapport aux individus ayant une valve à trois feuillets, les patients atteints de BVA sont 

systématiquement plus jeunes lors de la dissection aortique. Alors que l’âge moyen au moment de la 

dissection aortique chez les individus ayant une valve à trois feuillets se situe aux environs de 60 ans, il 
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tend davantage vers 50 ans chez les patients atteints de BVA73–76. Chez ces derniers, il semble que la 

dissection aortique soit plus fréquente chez les individus qui présentent une insuffisance aortique isolée 

ou prédominante71 en comparaison avec un phénotype de sténose aortique calcifiante. Des différences 

dans la dilatation et l’élasticité aortique pourraient expliquer la prédisposition de ces derniers à 

développer des dissections aortiques. 

1.2.5 Interventions médicales 

La BVA étant une malformation congénitale, il n’est pas possible de traiter cette cardiopathie de façon 

définitive. De plus, une valve aortique à deux feuillets demeure fonctionnelle en l’absence de 

complications valvulaires et/ou aortiques. En conséquence, ce sont ces dernières qui font l’objet d’une 

surveillance et d’efforts médicaux accrus. 

Il faut savoir que le recours aux agents pharmacologiques est limité chez les patients atteints de BVA 

et qu’ils empêchent rarement la progression de la plupart des complications. Une intervention 

chirurgicale impliquant la valve aortique et au besoin l’aorte est donc nécessaire chez la majorité des 

patients lorsque les complications deviennent trop sévères et que leur qualité de vie est affectée. Pour 

certains patients non éligibles à la chirurgie à cause de risques trop élevés, il est maintenant possible 

de considérer une intervention réalisée par voie percutanée afin de remplacer la valve aortique.  

1.2.5.1 Interventions de type pharmacologique 

Autre que pour le traitement de l’endocardite et la normalisation de la tension artérielle, l’usage 

d’agents pharmacologiques pour la BVA est controversé, particulièrement pour ralentir la progression 

de la dilatation aortique et de la sténose aortique calcifiante. Une baisse de la progression de la 

dilatation aortique a été notée chez les patients atteints du syndrome de Marfan traités avec des bêta-

bloquants77, des inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine (IECA)78 ou des antagonistes 

des récepteurs de l’angiotensine (ARA)79. Cependant, il existe très peu de renseignements concernant 

l’efficacité de ces traitements chez les patients atteints de BVA, si ce n’est qu’ils ne semblent pas 

exercer d’effet bénéfique80. Dans le cas de la sténose aortique calcifiante, il a été postulé que les 

statines (des molécules utilisées pour réduire les niveaux de cholestérol) pourraient ralentir la 

progression de la calcification et conséquemment diminuer le recours à la chirurgie de remplacement 

valvulaire aortique81. Cette hypothèse provient de l’observation de similarités entre la sténose aortique 

calcifiante et l’athérosclérose, notamment au niveau de leurs facteurs de risque et de leur 

pathogenèse. Malgré les résultats encourageants de quelques études, rétrospectives pour la 

plupart82,83, de larges essais cliniques randomisés n’ont relevé aucune diminution de la progression de 

la sténose aortique calcifiante chez des patients traités avec des molécules hypolipidémiantes84–88. 
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1.2.5.2 Interventions de type chirurgical 

En 2010, près de 106 000 chirurgies valvulaires cardiaques (toutes valves confondues) ont été 

réalisées aux États-Unis89, les remplacements de valves aortiques comptant pour environ la moitié de 

ces interventions90. Au Canada, la plus récente estimation du nombre de chirurgies valvulaires 

cardiaques réalisées annuellement date de 2006, où près de 9 000 opérations ont été recensées91. Le 

nombre de chirurgies valvulaires aortiques est à la hausse90,92–94 et leur coût moyen est estimé à 75 

000$ CAN95. 

Le remplacement de la valve aortique consiste en une chirurgie à cœur ouvert durant laquelle la valve 

malade du patient est excisée et remplacée par une prothèse mécanique ou biologique (d’origine 

porcine, bovine ou humaine) (Figure 1.11). Le taux de mortalité et les complications associées à la 

chirurgie sont très bas, ce qui en fait l’intervention de choix pour les patients atteints de sténose 

aortique calcifiante ou d’insuffisance aortique sévères, indépendamment de leur morphologie 

valvulaire.  

 

Figure 1.11. Différents types de prothèses valvulaires 
A. Valve mécanique à ailettes (St-Jude) B. Valve mécanique à disque (Medtronic Hall) C. Valve 
mécanique à bille (Starr-Edwards) D. Bioprothèse porcine avec armature (Medtronic Mosaïc) E. 
Bioprothèse péricardique avec armature (Carpenter Edwards Magna) F. Bioprothèse porcine sans 
armature (Medtronic Freestyle) 
Figure adaptée de Pibarot et al., Circulation 2009 Feb 24;119(7):1034-48. 
 

Il faut toutefois savoir que le remplacement valvulaire aortique n’est pas une option permanente ni 

curative. Le remplacement de la valve malade par une prothèse est bénéfique pour le patient, mais ne 

traite pas sa pathologie valvulaire. Il y a donc transition de la pathologie de la valve native en 

pathologie de la valve prosthétique, ce qui rend cruciale la sélection de la prothèse qui convient le 

mieux à chaque patient96. À cause de leur plus grande durabilité, les prothèses mécaniques sont 

recommandées pour les candidats âgés de moins de 60 ans et ceux pour qui le remplacement d’une 
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prothèse dysfonctionnelle après quelques années s’avèrerait trop risquée12. Cependant, la pose d’une 

prothèse mécanique requiert la prise d’anticoagulants (warfarine) à vie, ce qui augmente les risques de 

saignements et d’hémorragies97. Le cliquetis constant causé par le mouvement d’une prothèse 

mécanique peut aussi être incommodant pour le patient98. Les prothèses biologiques sont quant à elles 

conseillées pour les individus de plus de 60 ans, les femmes en âge de procréer et les patients ayant 

une contre-indication à l’anticoagulothérapie12. Ce type de prothèse est particulièrement sujet à la 

dégénération dûe à la sténose aortique calcifiante, une complication qui réduit substantiellement la 

durée de vie de la prothèse99. À titre d’exemple, jusqu’à 50% des prothèses biologiques se détériorent 

à un point tel qu’elles ne fonctionnent plus adéquatement et doivent être remplacées après 15 ans97. 

Des risques de thromboembolie et d’endocardite infectieuse sont présents, mais ils sont similaires 

entre les deux types de prothèses si l’anticoagulothérapie est adéquatement contrôlée dans le cas des 

prothèses mécaniques. 

Les patients atteints de BVA comptent pour 30 à 50% des individus subissant un remplacement 

valvulaire aortique43,100. En dépit de cette importante proportion, les indications pour la chirurgie de 

remplacement valvulaire dues à une sténose aortique calcifiante ou une insuffisance aortique sévère 

ne tiennent pas compte de la distinction entre les valves aortiques à deux et à trois feuillets12. La 

présentation beaucoup plus précoce de ces complications valvulaires, la fréquence des complications 

aortiques et les particularités cliniques et hémodynamiques des différents sous-types morphologiques 

valvulaires des individus atteints de BVA requiert des directives chirurgicales distinctes. 

Le manque de traitements pharmacologiques efficaces pour la sténose aortique calcifiante et 

l’insuffisance aortique explique le recours fréquent à la chirurgie de remplacement valvulaire aortique 

chez les patients atteints de BVA. Il s’agit d’une intervention coûteuse, invasive et temporaire qui peut 

occasionner des complications rares mais graves. Dans un système de santé public comme celui du 

Canada, la BVA représente un fardeau médical, économique et social non négligeable. 

1.2.5.3 Interventions de type percutané 

Jusqu’à tout récemment, le traitement des patients atteints de sténose aortique calcifiante sévère 

inopérables (âge trop avancé, présence de comorbidités ou score de risque opératoire trop élevé) était 

limité à des interventions pharmacologiques essentiellement palliatives. La valvuloplastie aortique 

percutanée, qui consiste en le gonflement d’un ballonnet au niveau de la valve aortique inséré via la 

circulation sanguine, était aussi utilisée afin d’élargir la valve aortique calcifiée101. Malgré une 

diminution du taux de mortalité et une amélioration de la qualité de vie dans les 6 premiers mois 

suivant la valvuloplastie par rapport aux patients sans valvuloplastie, ces bénéfices n’étaient plus 
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significatifs au-delà de 6 mois102. Suivant cette période, la mortalité était approximativement de 25% 

tant chez les patients avec ou sans valvuloplastie. 

Aujourd’hui, le développement de l’implantation de valve aortique par voie percutanée (TAVI, de 

l’anglais transcatheter aortic valve implantation) représente une option intéressante pour les patients 

inopérables. Le TAVI est semblable à la valvuloplastie en ce sens qu’une prothèse aortique est guidée 

jusqu’au cœur à l’aide d’un cathéter inséré dans la circulation sanguine du patient et déployée au 

niveau de la valve aortique (Figure 1.12). La procédure est principalement réalisée en utilisant l’artère 

fémorale, mais les voies transapicales et transaortiques peuvent aussi être utilisées. Employées pour la 

première fois chez l’humain en 2002 par le docteur Alain Cribier103, les prothèses valvulaires 

percutanées ont depuis été homologuées dans plusieurs pays. Le Canada a d’ailleurs approuvé 

l’usage de ces prothèses en 2011 pour les patients non éligibles à la chirurgie de remplacement 

valvulaire ou atteints de sténose aortique calcifiante sévère.   

 

Figure 1.12. Différents types de prothèses valvulaires percutanées 
Source: Site web de la compagnie d’instruments médicaux Medtronic (www.medtronic.com) 
 

Le TAVI a fait l’objet de nombreuses études afin d’évaluer son coût, son efficacité par rapport aux 

autres interventions et l’incidence des complications qui y sont associées. Par rapport au suivi 

traditionnel chez les patients jugés inopérables, le TAVI est maintenant reconnu comme avantageux en 

termes de coûts ajustés pour la qualité de vie104. Chez ces patients, la mortalité suite au TAVI est 

également diminuée comparativement au suivi traditionnel95. En revanche, chez les patients opérables, 

le TAVI n’est pas avantageux en termes de survie par rapport à la chirurgie. Malgré l’observation d’une 

réduction des saignements majeurs et du séjour hospitalier, le TAVI cause plus d’insuffisance aortique 

et de complications vasculaires que la chirurgie95. L’intervention percutanée est également plus 

coûteuse que la chirurgie104,105, ce qui explique le fait que le TAVI soit réservé aux patients chez qui 

l’option de la chirurgie est exclue. 
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Quoique le premier TAVI ait été réalisé chez un homme atteint de BVA, la malformation congénitale a 

été exclue de la plupart des études et essais cliniques ultérieurs investiguant cette nouvelle technique. 

La calcification irrégulière, le large diamètre de l’anneau aortique et les complications aortiques 

inhérentes aux patients atteints de BVA affectent la durabilité de la prothèse et résultent en une 

incidence de dissection aortique et d’insuffisance aortique modérée et sévère plus élevée106. Toutefois, 

la poignée d’études sur le TAVI chez des patients atteints de BVA ne remarque aucune différence dans 

la mortalité à 30 jours (~8%) et à 1 an (~18%) comparativement aux patients ayant une valve aortique 

à trois feuillets106.  

À ce jour, le manque de suivi s’étalant sur plus d’un an chez les patients atteints de BVA ayant subi un 

TAVI ne permet pas d’établir hors de tout doute que cette intervention est bénéfique pour les patients 

ayant une valve aortique à deux feuillets. La sélection rigoureuse des patients atteints de BVA 

effectuée dans le cadre de ces études limite aussi l’extrapolation des résultats à l’ensemble de la 

population BVA. Suite à ces constats, le TAVI est présentement restreint aux patients avec BVA qui 

sont inopérables.  

1.2.6 Étiologie 

Tel que rapporté plus haut, la ou les causes de la BVA ne sont pas connues. Toutefois, la BVA est 

associée à plusieurs syndromes et affections cardiaques congénitales, ce qui suggère que la BVA a 

une origine commune avec ces pathologies. 

Une forte prévalence de BVA est détectée chez des patients atteints de syndromes génétiques 

multisystémiques comportant une atteinte cardiovasculaire marquée (Tableau 2).  
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Tableau 1.2. Syndromes génétiques incluant une prévalence de BVA plus élevée que celle de la 

population générale 

Syndrome Gène impliqué Manifestations cardiovasculaires 
Prévalence de 

la BVA 

DiGeorge Délétion région 22q11.2 CIV, tétralogie de Fallot, IAA, BVA ~50-75%107 

Loeys-Dietz TGFBR1 et TGFBR2 
Anévrisme et dissection vasculaires, 

CIA, PCA, BVA 
~15%108 

Marfan FIBRILIN1 

Dilatation et dissection aorte 

ascendante, dégénération des valves 

mitrale et aortique, BVA 

~5%109,110 

Turner 
Monosomie chromosome 

X 
Coarctation de l’aorte, IM, BVA ~20-35%111,112 

William Délétion région 7q11.23 

Sténose aortique supravalvulaire, 

dégénération des valves mitrale et 

aortique, BVA 

~10%113 

BVA, bicuspidie valvulaire aortique; CIA, communications interauriculaires; CIV, communications 
interventriculaires; IAA, interruption de l’arc aortique; IM, insuffisance mitrale; PCA, persistance du canal artériel. 

La BVA a particulièrement été caractérisée dans les syndromes de Marfan et de Turner. Chez le 

syndrome de Marfan, qui résulte d’une anomalie des tissus conjonctifs, approximativement 80% des 

patients présentent des manifestations cardiovasculaires114. Bien que la BVA et le syndrome de Marfan 

aient des particularités en commun (risque important de dilation et de coarctation de l’aorte 

ascendante, par exemple), l’expression protéique de la matrice extracellulaire de l’aorte ascendante 

des individus BVA se distingue de celle observée chez les individus Marfan115. Cette disparité pourrait 

expliquer la différence des patrons de dilatation de l’aorte chez ces deux groupes116. Dans le cas du 

syndrome de Turner, les anomalies cardiovasculaires sont recensées chez 20 à 40% des 

patients111,117. La prévalence de la BVA, en particulier de type R-L118,119, est très élevée chez les 

patients atteints de ce syndrome (~20-35%)111,112.  

La BVA est aussi observée en concomitance avec des malformations congénitales cardiaques. Par 

exemple, la BVA est retrouvée chez 50 à 75% des patients souffrant de coarctation de l’aorte120,121. Les 

individus atteints de ces deux pathologies démontrent un plus haut taux de complications de l’aorte 

ascendante et d’anomalies non cardiaques120,122. Un lien entre les régions génétiques associées au 

syndrome d’hypoplasie du cœur gauche et à la BVA a aussi été observé123.  

La BVA partage de nombreuses caractéristiques avec diverses pathologies génétiques et anomalies 

cardiaques congénitales. Ces similarités laissent présager que la BVA est le résultat d’une altération 

génétique complexe qui se manifeste dès le début de l’embryogenèse.  
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1.3 Génétique de la BVA 

1.3.1 Brève introduction à la génétique 

1.3.1.1 Structure et fonction du génome humain et degré de similitude intra- et inter-

espèces 

Souvent comparé à un livre de recettes ou un manuel d’instructions, le génome contient la totalité des 

informations indispensables au fonctionnement et à la reproduction d’un organisme vivant. Chez 

l’homme, le génome réfère aux molécules d’acide désoxyribonucléique (ADN) nucléaire et 

mitochondriale, composées de deux brins complémentaires qui s’entrelacent afin de former une double 

hélice. Malgré la complexité de ses fonctions, l’ADN est composé de seulement quatre types de 

nucléotides constitués d’un sucre, d’un groupement phosphate et d’une base azotée (adénine, thymine, 

cytosine ou guanine). Chaque type de nucléotide a la capacité de former des paires avec un autre type 

par le biais de ponts hydrogène (adénine-thymine et cytosine-guanine), ce qui mène à la construction 

de brins d’ADN complémentaires (Figure 1.13). Le génome humain est le résultat de l’enchainement de 

plus de trois milliards de ces paires de nucléotides dans un ordre bien précis condensées en 23 paires 

de chromosomes124.   

 

Figure 1.13. Schéma représentant les principales composantes de l'ADN 
A. En conformation double brin linéaire B. En conformation double hélice 
Figure adaptée de Molecular Biology of the Cell 5th edition, 2008 (Garland Science) 
 
Le génome humain est composé de séquences d’ADN codantes et non-codantes. Constituant 

approximativement 3% du génome125, les séquences d’ADN codantes sont les régions occupées par 

les 25 000 gènes transcrits en ARN et subséquemment traduits en protéines126. La majorité du génome 
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est donc composé de séquences d’ADN non-codantes qui ont longtemps été étiquetées comme inutiles 

(en anglais junk DNA). On sait maintenant que ces régions de l’ADN abritent entre autres des 

séquences régulatrices, des ARN non-codants et des séquences répétées qui contribuent à la stabilité 

du génome, à la réparation de l’ADN127 et à la régulation de l’expression des gènes128. 

Malgré l’étendue du génome humain, sa séquence varie peu entre deux individus. Il est estimé que 

l’ADN de deux humains diffère de 0,1% seulement129. C’est donc dire que quelques trois millions de 

variations génétiques contribuent à créer la diversité génétique observée chez l’humain. Le génome 

humain présente également une homologie de séquence avec les génomes des autres espèces 

vivantes. Par exemple, 99% de l’ADN humain est identique ou similaire à celui du chimpanzé130. Ces 

homologies de séquences inter-espèces permettent d’inférer l’impact dommageable des variations 

génétiques. En effet, comme une région conservée du génome à travers l’évolution est probablement 

essentielle à l’homéostasie, une variation génétique détectée dans une telle région risque d’engendrer 

des altérations fonctionnelles importantes. 

1.3.1.2 Variations génétiques 

Les variations génétiques ponctuelles (affectant un seul nucléotide) sont les modifications les plus 

fréquemment retrouvées dans le génome humain129. Pour les caractériser, les termes «mutations» et 

«polymorphismes» sont souvent employés dans la littérature scientifique. Par définition, une mutation 

représente une modification permanente dans la séquence nucléotidique tandis qu’un polymorphisme 

consiste en une variation génétique dont la fréquence dans la population est plus grande ou égale à 

1%131. Les mutations ont souvent été exclusivement associées à des effets plus délétères et les 

polymorphismes à des conséquences davantage bénignes, ce qui est inexact. Ces deux termes ont 

aussi été employés de manière interchangeable. Afin d’éviter la confusion, de récentes 

recommandations131 ont suggéré de regrouper les mutations et les polymorphismes sous une seule et 

même appellation, les «variations génétiques», qui peuvent être précisées en ajoutant un qualificatif 

(par exemple pathogénique ou bénigne). 

Les variations génétiques peuvent être localisées dans une région codante de l’ADN. Les variations 

faux-sens, non-sens et silencieuses (ou synonymes) font partie de cette catégorie (Figure 1.14). Les 

variations faux-sens et non-sens sont des modifications ponctuelles résultant en la substitution d’un 

acide aminé par un autre. Les variations génétiques silencieuses sont des variations ponctuelles qui 

n’affectent pas la séquence de la protéine encodée par cette région. Elles sont cependant reconnues 

pour affecter la conformation tridimensionnelle et donc la fonction protéique132. Une délétion ou une 

insertion d’un ou de plusieurs nucléotides consécutifs peut également décaler le cadre de lecture de 

l’ADN, ce qui peut occasionner l’apparition d’un codon stop prématuré dans la séquence de la protéine.  
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Figure 1.14. Différents types de variations génétiques ponctuelles 
A. Non-sens B. Faux-sens C. Silencieuse 
Gln, glutamine; Glu, acide glutamique; Ile, isoleucine; Stop, codon d’arrêt; Val, valine. 
Figure adaptée de la page Mutations Génétiques du portail web Wikipedia 
(https://fr.wikipedia.org/wiki/Mutation_(génétique) 
 

La majorité des variations génétiques retrouvées dans le génome humain sont toutefois localisées 

dans les régions ne codant pas pour une protéine (promoteur, intron, régions intergéniques et régions 

3’ et 5’ non traduites)133. Comme ces portions de l’ADN ont des fonctions régulatrices, la présence 

d’une variation à ces endroits peut affecter la liaison de facteurs de transcription, d’activateurs ou de 

répresseurs134. L’expression des gènes régulés par ces régions est alors modifiée et la fonction 

biologique des protéines codées par ces gènes peut être perturbée. 

La composante génétique hétérogène de la BVA, comme celle des autres maladies complexes, semble 

être le résultat de l’interaction entre plusieurs gènes. Il semble que la combinaison de nombreuses 

variations génétiques retrouvées dans ces gènes cause la pathologie ou augmente la susceptibilité de 

la développer. Bien que la majorité des variations génétiques impliquées semblent contribuer 

modestement au risque de développer la maladie, il est postulé qu’un petit nombre de variations 

génétiques ont des effets plus importants.  

1.3.1.3 Détection de variations génétiques par séquençage d’ADN 

Le séquençage d’ADN de type Sanger est une innovation qui a transformé la façon d’analyser les 

acides nucléiques et ainsi révolutionné le monde de la science. Il a depuis fait place aux méthodes de 

séquençage nouvelle génération. Progressant sans cesse, elles permettent maintenant de séquencer 

rapidement les génomes entiers de plusieurs espèces et de les comparer à des fins phylogénétiques, 
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d’étudier l’épigénétique (la méthylation de l’ADN ou l’état de la chromatine, par exemple) et de 

comprendre l’impact des variations génétiques sur la santé humaine. 

1.3.1.3.1 Séquençage de type Sanger 

Le séquençage à terminaison de chaîne a été élaboré par Frederick Sanger en 1977135 et porte 

maintenant son nom. Considérée comme la première génération de séquençage d’ADN, cette 

technique a entre autres été utilisée dans le cadre du Human Genome Project136, une initiative visant à 

séquencer la totalité du génome humain (à l’exception des régions d’hétérochromatine) complétée en 

2003. 

Le concept du séquençage à terminaison de chaîne de Sanger est relativement simple. À partir de 

fragments d’ADN simple brin, la réaction de séquençage permet la reconstitution du brin 

complémentaire à l’aide d’une enzyme ADN polymérase et des quatre types de nucléotides137. Des 

didéoxynucléotides, qui sont des nucléotides avec un groupement hydroxyle (OH) manquant, sont 

également incorporés en petite quantité dans le mélange de réaction. Chaque type de nucléotide 

modifié (ddA, ddT, ddC ou ddG) est aussi étiqueté à l’aide d’un marqueur fluorescent différent. Pour 

former le brin d’ADN complémentaire, la polymérase ajoute des nucléotides normaux ou des 

didéoxynucléotides, sans faire la distinction entre les deux. Toutefois, quand un didéoxynucléotide est 

incorporé, la synthèse du brin d’ADN complémentaire s’arrête car l’absence du groupement hydroxyle 

empêche la liaison d’un nucléotide supplémentaire. La réaction de séquençage engendre donc la 

formation d’un grand nombre de fragments d’ADN double brin de longueurs différentes qui se terminent 

tous par l’un des quatre types de didéoxynucléotides. La détermination de la séquence d’ADN est 

possible en ordonnant les fragments selon leur taille et en identifiant le didéoxynucléotide qui termine 

chacun d’entre eux. La séparation des fragments est effectuée par une électrophorèse par capillaire 

dans lequel les fragments les plus courts migreront plus loin que les plus longs. Les fragments sont 

ensuite passés dans un détecteur où un laser identifie les didéoxynucléotides grâce à leur signal 

fluorescent distinct. La génération d’un chromatogramme (Figure 1.15) permet la visualisation de la 

séquence finale. 
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Figure 1.15. Section d'un chromatogramme d'un fragment d'ADN suite au séquençage de type 
Sanger 
Chaque nucléotide séquencé est représenté par un pic coloré indiquant la nature du nucléotide (bleu 
pour une cystéine, noir pour une guanine, rouge pour une thymine et vert pour une adénine), ce qui 
permet de déterminer la séquence du fragment. 
Source : Natasha Dargis, généré à l’aide du logiciel Sequence Scanner v.1.0 (ABI) 
 

La méthode à terminaison de chaîne de Sanger peut analyser un nombre restreint de séquences de 

façon simultanée. Cette limitation représente un inconvénient important considérant l’essor de la 

génétique et l’intérêt croissant pour le séquençage de très larges portions du génome, voire du génome 

entier. Jumelé au coût élevé par paire de base, ce désavantage a entraîné le développement d’une 

nouvelle génération de techniques de séquençage d’ADN. Toutefois, la simplicité, la fiabilité et la 

capacité du séquençage Sanger à séquencer de longs fragments d’ADN (~900 pb) font de cette 

méthode une technique de choix pour la détermination de séquences d’ADN ciblées138. 

1.3.1.3.2 Séquençage de type nouvelle génération 

Mises en marché au début des années 2000, les technologies de séquençage d’ADN nouvelle 

génération permettent la production simultanée de milliards de réaction de séquençage139. De ces 

méthodes massivement parallèles résultent d’immenses quantités de données à un coût plus 

avantageux que le séquençage Sanger. D’ailleurs, le prix du séquençage d’un génome entier réalisé à 

l’aide d’une de ces méthodes ne cesse de diminuer. Le premier génome à être séquencé en entier sur 

un appareil nouvelle génération, celui du scientifique James Watson, a coûté 1 million de dollars 

américains en réactifs seulement139. À l’heure actuelle, plusieurs plateformes offrent le séquençage du 

génome humain dans son intégralité pour aussi peu que 10 000 dollars américains140. 

Bien que plusieurs appareils de séquençage d’ADN nouvelle génération soient présentement 

disponibles, les techniques de préparation et d’amplification de l’ADN matrice, d’assemblage et 

d’alignement des séquences varient entre les appareils, rendant ainsi leur comparaison ardue139. Ainsi, 
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le choix de l’appareil s’avère crucial et doit être réfléchi en regard de l’expérience planifiée et des 

avantages et des limitations inhérentes à chaque méthode.  

Dans le cadre des travaux de recherche présentés dans ce mémoire, l’appareil de séquençage 

nouvelle génération Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM) (Life Technologies) a été utilisé. Ce 

dernier est indiqué pour l’identification de variations génétiques dans des gènes ciblés141. Le Ion 

Torrent PGM utilise les variations de pH causées par l’incorporation d’un nucléotide au brin 

complémentaire pour déterminer la séquence d’ADN140. Chaque fragment d’ADN simple brin est fixé 

sur une bille et amplifié plusieurs fois. Ces billes sont ensuite déposées sur une puce contenant des 

millions de puits, à raison d’une bille par puits. Tour à tour, la puce est submergée par des solutions 

contenant l’un des quatre nucléotides. Quand un nucléotide est incorporé au brin complémentaire d’un 

fragment suite au passage d’une solution, un ion H+ est libéré dans le puits. Comme chaque puits est 

doté d’un minuscule pH-mètre, la variation de pH due à la libération de l’ion H+ est détectée, envoyée à 

un ordinateur et enregistrée. La séquence de l’ADN peut donc être résolue en assemblant les données 

provenant de tous les puits contenus sur la puce. 

Le Ion Torrent PGM est le premier appareil de séquençage nouvelle génération à utiliser une autre 

unité de mesure que la lumière afin de définir une séquence d’ADN. Il est également plus rapide et 

moins coûteux que plusieurs autres appareils142. Trois puces peuvent être utilisées avec le Ion Torrent 

PGM selon le type d’étude réalisé et la couverture des fragments d’ADN requise, ce qui assure une 

flexibilité dans le coût qui n’est pas présente chez les autres appareils. Le Ion Torrent présente 

cependant des inconvénients qui doivent être pris en compte par l’utilisateur, comme sa performance 

réduite lors du séquençage d’ADN ayant un contenu en GC supérieur à 65% et son taux d’erreur plus 

élevé143. 

1.3.1.4 Caractérisation de variations génétiques par génotypage d’ADN 

Comme son nom l’indique, le génotypage est une méthode d’analyse des acides nucléiques qui permet 

de déterminer le génotype, c’est à dire la composition en allèles, d’un individu pour une ou plusieurs 

positions génétiques données. Le génotypage peut être utilisé à des fins diverses. Lorsqu’utilisé en 

pharmacogénomique, il permet de personnaliser les traitements pharmacologiques en fonction de la 

présence de variations génétiques précises chez les patients144. En se basant sur l’hypothèse que les 

variations génétiques impliquées dans une pathologie sont présentes à une fréquence différente chez 

une population de patients atteints par rapport aux individus sains, le génotypage peut également servir 

à associer des variations génétiques à une pathologie particulière. Dans ce cas, le génotypage permet 

de calculer la fréquence allélique des variations génétiques chez des individus atteints de la maladie et 

des individus contrôles et de comparer ces fréquences133.  
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Comme dans le cas du séquençage nouvelle génération, il existe plusieurs appareils de génotypage 

sur le marché, chacun d’eux utilisant une technique de discrimination des allèles et de détection des 

génotypes différentes144. Pour ce projet de maîtrise, la méthode GoldenGate utilisant l’appareil de 

génotypage BeadXpress (Illumina) a servi à déterminer les génotypes des individus atteints de BVA et 

des individus contrôles provenant d’une population canadienne-française. Le BeadXpress utilise la 

fluorescence rouge et verte afin de déterminer la composition allélique de chaque individu pour une 

variation génétique testée145. Pour ce faire, la région de l’ADN contenant la variation génétique testée 

est tout d’abord amplifiée à l’aide de trois amorces à ADN (Figure 1.16). Deux amorces allèle-

spécifique ayant une séquence se terminant au niveau du nucléotide impliqué dans la variation 

génétique s’hybrident à l’ADN. Chacune de ces deux amorces est couplée à une fluorescence de 

couleur différente. Une troisième amorce contenant une séquence de reconnaissance s’hybride de 

l’autre côté de la variation génétique. Suite à l’amplification, les fragments d’ADN sont liés à des billes 

grâce à leur séquence de reconnaissance. Les billes sont finalement reconnues par un lecteur et un 

laser détecte la couleur de la fluorescence. La détection d’une forte fluorescence rouge ou verte 

indique que l’individu est homozygote pour l’allèle commun ou rare, tandis qu’une fluorescence mixte 

(rouge et verte) représente un individu hétérozygote pour la variation génétique. 

 

Figure 1.16. Schéma représentant l'hybridation des trois types d'amorces à l'ADN matrice du 
génotypage à l'aide de la technologie GoldenGate et de l'appareil BeadXpress 
ASO, amorce allèle-spécifique; LSO, amorce locus-spécifique contenant la séquence de 
reconnaissance (adress); P1, amorce 1; P2, amorce 2; P3, amorce 3. 
Figure adaptée de Technical Note: SNP genotyping – GoldenGate genotyping with VeraCode 
technology de la compagnie Illumina  
(http://www.illumina.com/documents/products/technotes/technote_veracode_goldengate_genotyping.p
df) 
 

http://www.illumina.com/documents/products/technotes/technote_veracode_goldengate_genotyping.pdf
http://www.illumina.com/documents/products/technotes/technote_veracode_goldengate_genotyping.pdf
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1.3.2 Arguments en faveur de l’existence d’une composante génétique dans 

le développement de la BVA 

1.3.2.1 Études de jumeaux 

Les études de jumeaux sont utilisées fréquemment en génétique et sont basées sur le concept que les 

jumeaux monozygotes (ou identiques, provenant du scindement d’un seul ovule fécondé) ont un 

génome pratiquement identique en tous points. Les études de jumeaux dites «classiques» permettent 

de vérifier si une pathologie ou un trait est retrouvé plus fréquemment chez les jumeaux monozygotes 

que chez les jumeaux dizygotes (ou fraternels, dont les génomes diffèrent tout autant que ceux 

d’individus non-jumeaux d’une même fratrie). Ces études visent à démontrer l’existence d’une 

composante génétique causant le trait étudié ou augmentant les risques de le développer. 

Tout en ne perdant pas de vue que les grossesses multiples sont plus sujettes aux complications 

gestationnelles, l’incidence des anomalies cardiaques congénitales est plus élevée chez les jumeaux 

monozygotes que chez les jumeaux dizygotes, les enfants issus de grossesses mono-fœtales ainsi que 

la population générale146,147. Quelques études de cas faisant état de jumeaux monozygotes (en 

majorité de sexe masculin) tous deux atteints de BVA et présentant des manifestations cliniques et des 

types de bicuspidie similaires sont également recensées148–150, ce qui constitue un argument en faveur 

d’une composante génétique pour la BVA.  

Toutefois, une discordance dans le phénotype est observable chez les jumeaux monozygotes et la 

BVA n’y fait pas exception; une paire de jumeaux américains, l’un atteint de BVA et l’autre du 

syndrome d’hypoplasie du cœur gauche ont été décrits151. Dans le cadre de certaines pathologies, 

telles que l’obésité ou l’Alzheimer, la discordance chez les jumeaux monozygotes permet d’évaluer 

l’impact de l’environnement sur le développement de la maladie. Dans le contexte d’anomalies 

congénitales comme la BVA, la signification de la discordance est incertaine; on attribue ces rares 

évènements à des mutations chez l’un des jumeaux ou à un degré différent de méthylation de l’ADN 

survenus in utero152.  

1.3.2.2 Études de familles 

Si peu de jumeaux monozygotes atteints de BVA sont répertoriés, les études de familles démontrant 

une agrégation de cas de BVA sont en revanche beaucoup plus abondantes. En 1972, alors que le 

docteur Victor McKusick rapporte pour la première fois le cas d’un père et de son fils tous deux atteints 

de BVA, il présume que la prévalence relativement élevée de la malformation congénitale explique 

l’occurrence de la pathologie chez deux membres d’une même famille153.  
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La validité de cette hypothèse est toutefois mise en doute quelques années plus tard, lorsque 

l’investigation de 41 patients avec BVA et leurs quelques 200 proches au premier degré révèle une 

prévalence de maladies valvulaires aortiques de 21%154. Au moins six des 41 familles examinées 

(14,6%) présentaient plus d’un membre affecté. Bien qu’il soit improbable que tous les individus 

considérés comme atteints dans cette étude soient porteurs d’une valve aortique bicuspide, cette 

observation représente un point tournant en génétique de la BVA. 

Les études de familles subséquentes sur la BVA155–163, certaines examinant une seule famille et 

d’autres jusqu’à 100, corroborent les résultats précédents en observant une prévalence familiale de la 

BVA allant de 18 à 29%. Ces études démontrent ainsi une évidente agrégation familiale de la 

pathologie. Chez 50 familles regroupant plus de 300 individus, l’héritabilité de la BVA a même été 

estimée à 89%, signifiant que dans cette étude, la pathologie semble majoritairement se transmettre de 

façon génétique160. La BVA affecte particulièrement les proches au premier degré d’un patient atteint. 

En effet, 4 à 9% des parents, frères, sœurs et enfants d’un individu atteint de BVA en sont également 

touchés158,160,163, ce qui représente une prévalence beaucoup plus élevée que celle observée dans la 

population générale (environ 1%). 

Manifestement, la BVA semble présenter une étiologie en partie génétique mais son mode de 

transmission n’est pas encore élucidé. Le modèle autosomal dominant a été évoqué par plusieurs 

études de familles154,158,162 mais à ce jour, aucun gène ne peut à lui seul expliquer l’héritabilité de la 

BVA. L’hétérogénéité phénotypique et le patron d’héritabilité à pénétrance incomplète de la BVA 

constituent des obstacles à l’élucidation de son mode de transmission. 

1.3.3 Gènes candidats pour expliquer la composante génétique de la BVA 

1.3.3.1 NOTCH1 

Le gène NOTCH1 encode l’un des quatre récepteurs transmembranaires faisant partie de la voie de 

signalisation cellulaire Notch. Suivant la liaison d’un ligand, le récepteur NOTCH1 subit deux clivages 

enzymatiques qui libèrent son domaine intracellulaire. Ce dernier est relocalisé dans le noyau cellulaire 

et y forme un complexe avec des protéines nucléaires afin de réguler la transcription génique. Selon 

les types cellulaires, NOTCH1 et la voie de signalisation à laquelle il appartient sont impliqués dans 

plusieurs processus essentiels au développement et au maintien de l’organisme tels que la 

prolifération164,165, l’apoptose164,166, la différenciation cellulaire164,165 et la transition épithélio-

mésenchymateuse167. Lors de la cardiogenèse, le récepteur NOTCH1 assure notamment la 

prolifération et la différenciation des cardiomyocytes168,169 et la transition épithélio-mésenchymateuse 

qui amorce la formation des valves cardiaques170,171 172–174. Des variations génétiques dans le gène 



 

 29 

NOTCH1 ont d’ailleurs été associées au syndrome d’hypoplasie du cœur gauche175  et à la coarctation 

de l’aorte176.  

Le récepteur NOTCH1 est également impliqué dans le processus menant à la calcification des feuillets 

valvulaires aortiques. En effet, les différentes composantes de la voie Notch sont exprimées au niveau 

des feuillets et leur réduction ou leur suppression accélère le processus de calcification177–179. Une 

diminution de l’expression protéique de NOTCH1 est aussi enregistrée dans les foyers de calcification 

de valves aortiques humaines par rapport aux régions non calcifiées179. Des variations génétiques 

localisées dans le gène NOTCH1 chez des patients atteints de sténose aortique calcifiante sévère ont 

également été identifiées180.  

Le gène NOTCH1 est présentement le candidat le plus sérieux permettant d’expliquer la BVA et sa 

progression en dysfonction valvulaire et aortique. NOTCH1 a été associé à la BVA pour la toute 

première fois en 2005, alors que le docteur Vidu Garg identifie deux variations génétiques (R1108X et 

H1505del) dans ce gène chez deux larges familles multigénérationnelles161. Dans chaque famille, les 

variations génétiques d’intérêt ségrégaient avec la présence de calcification valvulaire et de 

cardiopathies congénitales (incluant la BVA) alors qu’elles étaient absentes chez les membres non 

affectés et chez plus de 1000 patients contrôles. Depuis, de nombreuses variations génétiques dans le 

gène NOTCH1 ont été identifiées chez des familles ainsi que chez des individus non apparentés 

atteints de BVA avec ou sans phénotypes concomitants tels que la sténose aortique calcifiante176,181,182, 

l’insuffisance aortique181,182, l’anévrisme de l’aorte thoracique181–184 et la coarctation de 

l’aorte176,182,185,186. Cependant, les variations génétiques localisées dans ce gène ne sont pas 

systématiquement retrouvées chez tous les individus ou les familles atteintes de BVA162, ce qui 

témoigne de la complexité de la pathologie et qui suggère l’implication de gènes additionnels dans la 

pathogenèse de la BVA. 

1.3.3.2 AXIN1/PDIA2 

La protéine axis inhibitor 1 (AXIN1), encodée par le gène du même nom, est une composante 

importante de la voie de signalisation cellulaire Wnt qui contrôle la prolifération et la différenciation 

cellulaires. Comme la signalisation Wnt est fréquemment altérée dans le cancer et que AXIN1 est un 

régulateur négatif de cette voie, AXIN1 est considérée comme une protéine suppresseur de tumeurs. 

Des variations génétiques localisées dans ce gène sont d’ailleurs associées aux cancers du cerveau187, 

colorectaux188, hépatiques189,190 et gastro-intestinaux191. Des études menées chez les animaux ont 

démontré que la voie Wnt, et plus spécifiquement Axin1, régulent entre autres la formation de l’axe 

dorsal-ventral192 et du cœur lors de l’embryogenèse193,194. Des altérations dans Axin1 mènent 
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notamment à une prolifération anormale des replis endocardiques (les précurseurs des valves), à des 

défectuosités de plicature du tube cardiaque ainsi qu’à l’absence de valves cardiaques chez des 

embryons de poissons-zèbre195–197. 

Le gène protein disulfide isomerase family A, member 2 (PDIA2) code pour une enzyme résidente du 

réticulum endoplasmique qui contribue au repliement des protéines. D’abord identifiée dans le 

pancréas murin et humain, on sait maintenant que la protéine PDIA2 est présente dans le système 

digestif, les glandes surrénales et le système reproducteur mâle chez la souris197 et au niveau du 

cerveau chez l’humain198. Outre sa fonction de protéine chaperonne, on lui reconnait un rôle dans 

l’auto-immunité199,200 et dans la réponse au stress oxydatif du réticulum endoplasmique201. En effet, la 

conformation et l’activité enzymatique de la protéine PDIA2 sont régies par l’oxydoréduction. Lors d’un 

stress oxydatif, le niveau de PDIA2 en conformation dimérique augmente et l’activité chaperonne de la 

molécule est décuplée par rapport à sa forme monomérique, la conformation prédominante dans un 

milieu réducteur. À l’exception d’une augmentation marquée des niveaux protéiques de PDIA2 dans 

des artères coronaires humaines contenant des plaques d’athérosclérose202, très peu d’information 

concernant l’implication de PDIA2 dans le développement et le maintien du système cardiovasculaire 

ont été recensées. Toutefois, une expression plus élevée du gène PDI a été enregistrée dans les 

régions de cœurs humains touchées par un infarctus du myocarde par rapport aux régions non 

affectées par l’infarctus203. Une corrélation inverse entre l’expression protéique de PDI et les niveaux 

d’apoptose des cardiomyocytes autant chez l’humain que chez des modèles murins et cellulaires a 

aussi été remarquée203,204. Considérant que le gène PDI fait partie de la même famille que PDIA2 et 

qu’il existe une forte homologie de structure et de fonction entre les protéines encodées par ces 

gènes205, ces études suggèrent que PDI (et possiblement PDIA2) protège le cœur en situation de 

stress. 

À ce jour, la seule indication permettant de relier les gènes AXIN1 et PDIA2 à la BVA consiste en un 

haplotype de neuf variations génétiques identifié dans une étude pangénomique206 couvrant la région 

chromosomique occupée par ces deux gènes. Les auteurs de cette étude ont mis à profit quatre 

stratégies d’analyse distinctes afin d’identifier les variations génétiques les plus pertinentes chez 68 

patients atteints de BVA et plus de 800 patients contrôles. Grâce à ces stratégies intégrant entre autres 

des données génétiques provenant de publications antérieures sur la BVA et les anévrismes de l’aorte 

thoracique ascendante, les auteurs ont pu associer ce bloc haplotypique à la BVA. Bien que la majorité 

des variations génétiques de l’haplotype soient localisées dans le gène AXIN1, les variations dans le 

gène PDIA2 démontraient une association plus forte avec la BVA, rendant difficile l’identification du 

gène dirigeant cette association. Un important déséquilibre de liaison entre les variations génétiques et 
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les régions régulatrices des deux gènes a également compliqué l’analyse plus précise de cette région 

d’intérêt. 

1.3.3.3 EGFR 

En tant que l’un des quatre récepteurs transmembranaires impliqués dans la voie de signalisation 

cellulaire portant son nom, le epidermal growth factor receptor (EGFR) est un élément pivot de 

l’homéostasie cellulaire. La liaison d’un ligand à ce récepteur de type tyrosine kinase engendre une 

cascade de phosphorylation menant à l’expression de gènes favorisant la prolifération et la survie 

cellulaire207. D’ailleurs, des niveaux élevés de EGFR sont retrouvés dans plusieurs types de cancer et 

le dérèglement de la voie de signalisation est associé à la formation de métastases208.  

Si aucune association directe entre le gène EGFR et la BVA n’a été identifiée à ce jour, on sait 

toutefois que ce gène est essentiel à la morphogenèse de la valve aortique car la diminution ou 

l’absence de son expression chez la souris cause systématiquement une hyperplasie des feuillets des 

valves semi-lunaires36,209,210. Des défectuosités similaires sont retrouvées chez les souris présentant 

une absence de heparin-binding EGF-like growth factor (un ligand de EGFR)211 ou une inactivation de 

la phospholipase C epsilon (un effecteur de la cascade EGFR)212. Cet épaississement des feuillets 

valvulaires, dû à une prolifération inhabituelle des cellules mésenchymateuses, est souvent 

accompagné de sténose aortique calcifiante, d’insuffisance aortique, de fibrose et/ou d’hypertrophie 

cardiaque selon le modèle murin. 

1.3.3.4 ENG 

Codant pour un récepteur transmembranaire faisant partie de la voie de signalisation cellulaire 

transforming growth factor beta (TGF-β), le gène endoglin (ENG) est responsable de plus de la moitié 

des cas de télangiectasie hémorragique héréditaire de type 1213. Aussi connue sous le nom de maladie 

de Rendu- Osler- Weber, cette pathologie se caractérise par des anomalies vasculaires se traduisant 

en hémorragies et saignements fréquents. Le gène ENG a été abondamment étudié dans le 

développement vasculaire et cardiaque chez le poulet214, la souris215,216 et l’homme217,218. Notamment, 

on sait que ENG contribue à la transition épithélio-mésenchymateuse, un processus essentiel de 

l’embryogenèse au niveau du cœur et des valves cardiaques219. Des embryons de souris exprimant 

seulement une version tronquée de la protéine ENG décèdent in utero et présentent des anomalies 

cardiaques telles que des ventricules élargis et un tronc artériel anormalement dilaté215. La protéine 

ENG est présente dès les premières semaines de l’embryogenèse chez l’humain et est localisée au 

niveau du cœur et de l’endothélium des vaisseaux sanguins217. Dans la région cardiaque, les niveaux 

de ENG s’élèvent graduellement jusqu’à atteindre leur apogée vers la sixième semaine de gestation 

(au moment de la formation des valves) dans les cellules de l’endocarde et les cellules 
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mésenchymateuses des replis endocardiques. Suite à la maturation des valves, une diminution de 

ENG est enregistrée.  

Le rôle de ENG dans les maladies cardiaques congénitales est encore incertain. D’une part, le patron 

d’expression protéique de ENG chez des fœtus humains atteints de malformations cardiaques semble 

diminué et même absent dans certains tissus cardiaques par rapport à des fœtus non atteints218. 

D’autre part, une augmentation des niveaux d’ENG dans le sang de cordon est observée chez des 

fœtus atteints de maladies cardiaques congénitales par rapport à des fœtus non atteints220. 

Relativement à la BVA, une région composée de huit variations génétiques dans le gène ENG a aussi 

été associée à la BVA et ce, dans la même étude ayant décelé un lien entre les gènes AXIN1 et PDIA2 

et la BVA206. Ce locus est principalement mené par la variation génétique T343T (rs3739817) qui 

démontre une forte association avec la BVA. Malgré le fait que cette variation génétique n’altère pas la 

séquence protéique de ENG, les auteurs émettent l’hypothèse qu’elle pourrait affecter la structure 

secondaire de la molécule ou être en forte corrélation avec une variation non incluse dans leur étude. 

1.3.3.5 GATA5 

La protéine générée par le gène GATA5 est un facteur de transcription essentiellement exprimé dans le 

cœur en développement de nombreux modèles animaux221. Il est présent très tôt durant 

l’embryogenèse au niveau de l’endocarde et contribue à sa morphogenèse222–224. D’ailleurs, la 

réduction de Gata5 dans des cellules murines en culture mène à l’interruption de la différenciation des 

précurseurs cardiogéniques en cellules de l’endocarde223. De façon similaire, la délétion de deux exons 

du gène Gata5 chez la souris résulte en une défectuosité de différenciation des cellules endocardiques 

sans toutefois porter atteinte à leur prolifération225. D’abord considéré comme spécifique à 

l’endocarde226, on sait maintenant que GATA5 est également retrouvé dans le myocarde de l’embryon. 

Dans ce tissu, GATA5 permet l’expression adéquate des gènes assurant la morphogenèse du 

myocarde227. Il contribue également à la différenciation228,229 et la prolifération230 des cardiomyocytes. 

Malgré son rôle essentiel dans le développement cardiaque, l’absence de Gata5 chez les animaux 

n’est pas létale230,231 car Gata5 interagit étroitement avec Gata4 et Gata6, deux autres membres de la 

famille de facteurs de transcription GATA. Ces trois facteurs sont exprimés dans la région cardiaque 

chez l’embryon et partagent des fonctions similaires et des patrons d’expressions qui se 

chevauchent228. Par contre, la réduction ou la perte simultanée de deux de ces facteurs cause des 

anomalies cardiovasculaires et vasculaires sévères qui entrainent fréquemment la mort des 

embryons225,228,230. Chez l’humain, près d’une quinzaine de variations génétiques localisées dans le 

gène GATA5 ont été identifiées chez des patients Chinois atteints de diverses affections cardiaques 
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congénitales, dont les communications interauriculaires232 et interventriculaires232–234, la fibrillation 

auriculaire235,  la tétralogie de Fallot236,237 et la coarctation de l’aorte232. 

L’association entre le gène GATA5 et la BVA a été mise en évidence chez des souris porteuses d’une 

délétion du gène225. En effet, la BVA était retrouvée chez 25% des animaux atteints de cette délétion, 

par rapport à 3% chez les animaux normaux. Un examen plus détaillé a permis de détecter que la BVA 

était toujours de type R-NC chez ces animaux. Chez l’humain, un peu moins d’une dizaine de 

variations génétiques dans GATA5 ont été reliées à la BVA185,238,239. Cependant, ce ne sont pas toutes 

les études qui rapportent la présence de variations génétiques dommageables dans le gène GATA5182. 

1.3.3.6 NKX2-5 

Tout comme les autres candidats pressentis pour expliquer la BVA, le gène codant pour le facteur de 

transcription NK2 transcription factor related, locus 5 (NKX2-5) est impliqué dans la formation du cœur 

et des vaisseaux sanguins240. Chez les souris, l’absence de ce facteur de transcription se traduit par 

une cardiogenèse et un développement du système vasculaire anormaux qui mènent à la mort de 

l’embryon241,242. Son altération ou sa diminution chez la souris, le poisson-zèbre et le xenopus résulte 

en un large éventail de phénotypes cardiaques comprenant les communications interauriculaire243–245 et 

interventriculaire245, les défectuosités de conduction244 et les anomalies des valves atrio-

ventriculaires244,245. Bien que relativement rares (de 3 à 5% environ), les variations génétiques 

localisées dans le gène NKX2-5 ont été exhaustivement décrites chez l’humain et sont associées à des 

phénotypes similaires à ceux observés chez les modèles animaux246–250. Par contre, ce ne sont pas 

toutes les études impliquant des individus atteints de malformations cardiaques congénitales qui ont 

identifié des variations génétiques causales dans NKX2-5175,251. 

Les souris ayant des niveaux de NKX2-5 diminués présentent une fréquence de BVA beaucoup plus 

élevée (11,0%) que celle observée chez des souris contrôles (1,4%)243. Une première étude examinant 

des patients atteints de BVA avec anévrisme de l’aorte ascendante n’a relevé qu’une seule variation 

génétique dans la séquence codante du gène (E21E, rs2277923)252. Cette variation était présente 

autant chez les patients atteints de BVA (5,3%) que les contrôles (33,3%). Bien que cette variation ait 

été identifiée à plusieurs reprises lors d’études sur les maladies cardiaques congénitales, 

particulièrement chez les Chinois249,253,254, elle n’avait pas spécifiquement été détectée chez des 

patients atteints de BVA auparavant. Suivant cette première étude, deux autres variations génétiques 

dans le gène NKX2-5 ont été identifiées chez des patients atteints de BVA, soit R25C chez une 

patiente présentant une BVA et une coarctation de l’aorte255 et K192X chez une famille multi-

générationnelle composée de plusieurs membres affectés par la BVA, certains additionnés de sténose 

aortique calcifiante ou d’autres affections cardiaques256. 
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1.3.3.7 NOS3 

Sécrété par plusieurs types cellulaires, l’oxyde nitrique est une molécule considérée comme protectrice 

du système cardiovasculaire grâce à son rôle dans la régulation du rythme cardiaque, sa capacité à 

limiter le remodelage suite à un infarctus257 et son rôle dans la réparation des lésions tissulaires258. La 

production de l’oxyde nitrique à partir de L-arginine est assurée par trois isoformes de l’enzyme oxyde 

nitrique synthase. L’oxyde nitrique produit par le gène nitric oxide synthase 3 (NOS3) au niveau des 

cellules endothéliales est un vasodilatateur qui participe activement à la croissance cellulaire, à 

l’apoptose et à l’angiogenèse259. Chez l’embryon de souris, Nos3 est entre autres exprimé dans le 

myocarde ainsi que dans les cellules endothéliales des feuillets de la valve aortique en 

développement260. Chez la souris mature, l’expression de Nos3 est limitée aux cellules endothéliales. 

Dans un modèle murin, l’absence de cette enzyme résulte en une augmentation marquée de la 

mortalité post-natale et une incidence élevée des communications interauriculaire et 

interventriculaire261. À ce jour, seulement quelques variations génétiques dans le gène NOS3 ont été 

associées aux malformations cardiaques congénitales chez l’homme262–264. Selon des études 

impliquant des cellules valvulaires aortiques de porc en culture, Nos3 et l’oxyde nitrique semblent 

davantage associés au processus de calcification survenant chez la valve aortique qu’à la présence de 

défectuosités cardiaques265–267. L’inhibition de Nos3 ou de l’oxyde nitrique accélère la calcification alors 

que leur présence dans les cellules ou le milieu de culture contribue à prévenir la transformation 

ostéogénique268. 

Le lien entre le gène NOS3 et la BVA a tout d’abord été postulé suite à la détection d’une BVA chez 

plus de 40% des souris déficientes pour ce gène260, puis corroboré par des études supplémentaires 

répertoriant une prévalence similaire de BVA chez le même modèle murin22,269. Chez l’homme, NOS3 

semble surtout être un marqueur de la dilatation et de la formation d’anévrismes de l’aorte ascendante 

chez les patients atteints de BVA. La majorité des études détectent une diminution de l’expression 

génique et protéique de NOS3 au niveau de la paroi de l’aorte ascendante chez les patients atteints de 

BVA ayant de larges diamètres aortiques270–272. De la même façon, une hausse plasmatique de 

diméthylarginine asymétrique, un inhibiteur de l’enzyme oxyde nitrique synthase, est enregistrée chez 

les patients atteints de BVA et est reliée à plusieurs paramètres prédicteurs de la dilatation de l’aorte 

ascendante273. Une variation génétique localisée dans le gène NOS3 a d’ailleurs été associée au 

risque d’anévrismes chez une population souffrant de BVA274.  

1.3.3.8 TGFBR2 

Le gène transforming growth factor beta type 2 receptor (TGFBR2) code pour un récepteur 

transmembranaire de type sérine/thréonine kinase jouant un rôle clé au sein de la voie de signalisation 
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cellulaire TGF-β. Suite à la liaison des ligands TGF-β1, 2 ou 3 à un complexe formé des récepteurs 

TGFBR1 et 2, cette voie favorise l’arrêt de la croissance cellulaire et l’apoptose et contribue à la 

suppression de tumeurs275. Cette cascade de signalisation cellulaire participe aussi à plusieurs étapes 

de la cardiogenèse, notamment la transition épithélio-mésenchymateuse, une étape importante de la 

formation des valves cardiaques276. Le gène TGFBR2 a été associé plus spécifiquement à la 

séparation entre le tronc pulmonaire et l’aorte, la formation de l’arc aortique277 et le développement de 

l’endothélium vasculaire278. Chez des modèles murins, son absence se traduit par des défectuosités 

embryonnaires létales du système vasculaire279, alors que sa suppression spécifique dans divers tissus 

cardiaques est caractérisée par des hémorragies278, des anomalies de séparation des ventricules280 et 

des défauts de l’aorte descendante281. Chez l’homme, les variations dans le gène TGFBR2 sont 

principalement reconnues pour leur rôle causal dans les syndromes de Marfan282,283 et de Loeys-

Dietz283–288 ainsi que dans les anévrismes de l’aorte thoracique ascendante et abdominale289–292. Elles 

ont également été associées aux arrêts cardiaques spontanés293, aux communications 

interventriculaires294 et aux maladies cardiaques congénitales295. 

Tel que mentionné précédemment, la fréquence élevée de la BVA chez les individus diagnostiqués 

avec le syndrome de Loeys-Dietz suggère un fondement commun reliant ces deux pathologies. 

Certaines investigations enregistrent une hausse de TGF-β1 dans les cellules musculaires lisses de 

l’aorte et le sérum de patients atteints de BVA par rapport aux individus non atteints de cette 

anomalie296,297, mais ces constats ne font pas l’objet d’un consensus. D’autres études ne relèvent pas 

de différences de concentration de TGF-β1 entre des valves bicuspides et tricuspides calcifiées298. Une 

baisse de TGF-β1 est même détectée dans la couche musculaire de l’aorte de patients atteints de BVA 

comparativement aux patients ayant une valve aortique tricuspide272. L’investigation du gène TGFBR2 

chez des patients atteints de BVA a permis d’identifier une poignée de variations génétiques dont la 

majorité n’a que peu ou pas d’impacts fonctionnels pouvant expliquer la pathogenèse de la BVA182,299. 

Une variation génétique modifiant la séquence protéique de TGFBR2 a été répertoriée chez une 

femme et son père présentant tous deux une BVA ainsi qu’une importante dilatation de l’aorte 

nécessitant une intervention chirurgicale300. Quelques variations génétiques ont aussi été identifiées 

chez un patient atteint de BVA et d’un anévrisme de l’aorte, et chez des individus présentant une 

sténose aortique calcifiante sévère sur une valve aortique à trois feuillets301. Ces résultats laissent 

croire que la signalisation cellulaire engendrée par TGF-β varie selon le tissu et le phénotype des 

patients étudiés et que le gène TGFBR2 pourrait, dans une faible mesure, contribuer au 

développement des complications valvulaires et aortiques chez les patients atteints de BVA. 



 

 36 

1.3.3.9 Autres gènes 

Il va sans dire que les neuf gènes détaillés ci-haut ne constituent pas une liste exhaustive des acteurs 

impliqués dans la morphogenèse de la valve aortique et du cœur. D’autres gènes sont très 

probablement impliqués dans la pathogenèse de la BVA, comme les gènes A disintegrin and 

metalloproteinase 17 (ADAM17)302 et t-box 20 (TBX20)303, qui sont connus pour leur régulation de la 

formation des valves semi-lunaires chez des modèles murins. Une hausse de la fréquence de la BVA a 

été observée lorsque les gènes activin receptor-like kinase-2 (ALK2)304 et matrin 3 (MATR3)305 sont 

supprimés dans le cœur de souris en développement. Finalement, des études récentes investiguant la 

totalité des exons du génome de patients atteints de BVA ont également identifié de nombreux gènes 

candidats additionnels qui devront être considérés dans le futur185,306. Parmi celles-ci, Martin et 

collègues306 se sont intéressés à l’exome complet de 17 individus d’une famille multigénérationnelle, 

dont trois étaient atteints de BVA et trois autres de diverses autres malformations cardiovasculaires. À 

l’aide de quatre stratégies d’analyse génétique (étude des conjoints, étude des cousins, étude de 

famille nucléaire et association familiale) les auteurs ont identifié trois variations mise en évidence par 

au moins deux de ces stratégies qui pourraient potentiellement augmenter la susceptibilité de 

développer la BVA dans cette famille. 

1.3.4 Limitations des études précédentes en génétique de la BVA et 

obstacles à l’avancement des connaissances 

Malgré le fait que les connaissances sur la BVA et sa composante génétique se soient précisées au 

cours des dernières années, de nombreux facteurs ont compliqué le travail des chercheurs. Le plus 

important de ces facteurs est certainement le manque de puissance statistique, intrinsèquement lié à la 

faible prévalence de la BVA dans la population. En effet, les études antérieures en génétique de la 

BVA ont souvent été réalisées avec des tailles d’échantillon inférieures à 50 patients, ce qui a limité la 

découverte de gènes et de variations génétiques associés à cette malformation. L’hétérogénéité des 

phénotypes associés à la BVA et son mode de transmission compliquent davantage l’interprétation des 

résultats obtenus et comptent parmi les plus grandes difficultés à surmonter. Le manque flagrant de 

modèles animaux pour la BVA constitue également une limitation qui affecte la progression des 

connaissances. Heureusement, les études les plus récentes comportent un plus grand nombre de 

patients et les efforts de collaboration internationale du Bicuspid aortic valve Consortium 

(http://www.bav-con.org, dont notre équipe de recherche fait partie) permettront de pallier certaines 

limitations décrites ci-dessus en constituant une cohorte composée de milliers de patients atteints de 

BVA exhaustivement caractérisés qui sera utilisée afin de mener des études génétiques futures. 
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Chapitre 2 Objectifs et hypothèses 

Considérant que la cause de la BVA est inconnue et que sa composante génétique est incertaine, 

l’objectif général visé par ce projet de maîtrise consiste en l’identification de variations génétiques 

associées à la BVA dans la population canadienne-française. Cet objectif général sera spécifiquement 

atteint en détectant des variations génétiques potentiellement pathogéniques dans neuf gènes 

précédemment associés à la BVA chez l’humain ou les modèles animaux (NOTCH1, AXIN1, PDIA2, 

EGFR, ENG, GATA5, NKX2-5, NOS3 et TGFBR2). Les fréquences de ces variations ainsi que d’autres 

provenant d’études précédentes sur la BVA seront comparées dans une étude de type cas-contrôle. 

De plus, considérant que la BVA affecte trois fois plus d’hommes que de femmes, les fréquences des 

variations génétiques seront également comparées entre les deux sexes afin d’identifier des 

différences génétiques pouvant expliquer cette disproportion. 

L’hypothèse à l’origine de ces travaux de recherche repose sur trois énoncés, soit : 

1) des variations génétiques seront associées à la BVA chez les Canadiens français; 

2) certaines variations génétiques associées à la BVA chez les Canadiens français auront déjà 

été identifiées chez des patients atteints de BVA dans différentes populations alors que 

d’autres n’auront jamais été associées à la maladie auparavant et seront uniques aux 

Canadiens français; 

3) les variations génétiques associées à la BVA chez les hommes ne seront pas mêmes que 

celles associées à la BVA chez les femmes. 
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Chapitre 3 Matériel et méthodes 

3.1 Sujets à l’étude 

Ce projet de recherche fut réalisé avec des échantillons sanguins provenant de 945 Canadiens français 

non apparentés avec ou sans BVA admis en chirurgie à l’Institut universitaire de cardiologie et de 

pneumologie de Québec – Université Laval (IUCPQ) entre 2000 et 2014. Le consentement libre et 

éclairé de tous les patients fut recueilli par écrit et le projet fut approuvé par le comité d’éthique de la 

recherche de l’IUCPQ. 

3.1.1 Sujets atteints de BVA 

Trois cent trente-neuf individus atteints de BVA admis en vue de subir leur première chirurgie de 

remplacement valvulaire aortique furent recrutés dans le cadre de ce projet de recherche. La présence 

de BVA fut confirmée par le chirurgien cardiaque au moment de la chirurgie. Les individus atteints de 

BVA ayant subi une chirurgie cardiaque antérieure furent exclus de l’étude. 

3.1.2 Sujets contrôles 

Un total de 606 patients présentant une valve aortique à trois feuillets furent recrutés pour ce projet de 

recherche. De ceux-ci, 480 ont été admis pour un pontage aorto-coronarien et démontraient une valve 

aortique morphologiquement normale exempte de sténose calcifiante à l’échocardiographie 

préopératoire. Les 126 autres sujets contrôles ont été recrutés suite à leur admission pour un 

remplacement valvulaire aortique électif dû à une sténose aortique calcifiante sévère. Les individus 

ayant des antécédents de chirurgie cardiaque, de pathologie touchant les autres valves du cœur ou 

atteints d’insuffisance aortique modérée ou sévère ne furent pas inclus dans ce projet de recherche. 

3.2 Extraction d’ADN à partir du sang 

La couche leucocytaire des échantillons sanguins fut collectée et conservée à -80°C par la banque de 

tissus de l’IUCPQ. L’ADN génomique des 945 participants fut extrait à partir de cette fraction sanguine 

à l’aide de la trousse commerciale QIAamp DNA Blood Midi Kit (QIAGEN). La concentration et la 

qualité (ratio d’absorbance 260/280nm) de l’ADN furent par la suite évaluées aux ultraviolets avec le 

spectrophotomètre Nanovue Plus (GE Healthcare). Pour plus de précision, la quantité d’ADN double 

brin fut mesurée par fluorescence Picogreen (Invitrogen) à l’aide du fluorimètre Synergy HT (Biotek). 

Les échantillons ayant une concentration d’ADN inférieure à 45ng/μL furent évaporés en utilisant le 

CentriVap (LabConco) jusqu’à l’obtention d’une concentration minimale de 45ng/μL. Les ADN furent 

entreposés à une température de -80°C. 
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3.3 Détection de variations génétiques par séquençage d’ADN 

de type nouvelle génération 

L’identification de variations génétiques localisées dans les neuf gènes d’intérêt a été effectuée chez 

un sous-groupe homogène de 48 patients atteints de BVA. Ces patients ne présentaient pas de 

coarctation de l’aorte, d’anévrisme de l’aorte ascendante et/ou d’insuffisance aortique modérée ou 

sévère et étaient représentatifs de l’ensemble des 339 patients atteints de BVA. Des amorces couvrant 

la séquence d’ADN codante, les régions 3’ et 5’ non traduites (UTR) et les 1000 paires de nucléotides 

de la région promotrice en amont de chacun des neuf gènes ont été développées en utilisant l’outil 

informatique Ion AmpliSeq Designer v.3.0 (version du génome hg19, Life Technologies). Le 

séquençage d’ADN a été réalisé avec l’appareil Ion Torrent PGM (Life Technologies) disponible au 

Centre d’innovation Génome Québec et Université McGill. Dans le cadre de ce projet de recherche, les 

variations génétiques ont été considérées comme nouvelles si elles n’étaient pas répertoriées dans les 

bases de données suivantes : Single nucleotide polymorphisms database (dbSNP, version 138), 1000 

Genomes Project (phase 3), Exome Aggregation Consortium (ExAC, v.0.3) ou Exome Variant Server 

(EVS, version ESP6500 SI-V2). 

3.4 Estimation de l’impact des variations génétiques à l’aide 

d’outils bio-informatiques 

Afin d’estimer les perturbations fonctionnelles potentiellement engendrées par les variations génétiques 

identifiées par le séquençage d’ADN nouvelle génération, ces dernières ont été évaluées in silico 

(c’est-à-dire à l’aide d’outils bio-informatiques). 

3.4.1 Combined Annotation Dependant Depletion 

Combined Annotation Dependant Depletion (CADD)307 est un outil bio-informatique récent (2014) qui 

intègre l’information fonctionnelle, structurale et évolutive provenant de 63 outils ou combinaisons 

d’outils génétiques et bio-informatiques. Suite à la compilation de ces informations, CADD fournit un 

score qui renseigne sur le caractère délétère de chaque variation génétique, qu’elle soit située dans 

une région codante du génome ou non. Plus ce score est élevé, plus la variation génétique est 

considérée comme étant potentiellement délétère. Par exemple, une variation génétique ayant un 

score CADD supérieur ou égal à 10 fait partie du 10% des altérations les plus délétères pouvant 

survenir dans le génome humain, alors qu’une variation génétique à laquelle on attribue un score 

supérieur ou égal à 20 est comprise dans le 1% des altérations les plus dommageables. Bien que le 

seuil du score CADD permettant de séparer les variations génétiques inoffensives de celles 

potentiellement dommageables soit arbitraire et laissée à la discrétion de l’utilisateur, les développeurs 



 

 40 

de CADD recommandent d’utiliser une valeur entre 10 et 15. Conformément à ces recommandations, 

les variations génétiques ayant un score CADD plus grand ou égal à 10 ont été considérées comme 

potentiellement délétères dans le cadre de ce projet de recherche.  

3.4.2 Polymorphism Phenotyping v2 

L’outil bio-informatique Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2)308 permet d’estimer l’impact 

fonctionnel des variations génétiques faux sens (qui changent un acide aminé dans la séquence d’une 

protéine). Pour chaque variation génétique faux-sens, PolyPhen-2 analyse l’homologie de séquence 

inter-espèces et le changement de structure occasionné par la variation pour attribuer un score situé 

entre zéro (inoffensif) et 1 (probablement dommageable). Malgré le fait que PolyPhen-2 soit inclut dans 

l’outil CADD, il est encore fréquemment utilisé de façon indépendante dans plusieurs publications 

scientifiques. De plus, il est recommandé d’employer plus d’une méthode in silico afin d’avoir un portrait 

complet de l’impact fonctionnel d’une variation131. L’utilisation de PolyPhen-2 dans le présent projet de 

recherche a donc servi à appuyer les résultats de CADD et à fournir un point de référence pour les 

scientifiques qui ne sont pas familiers avec CADD. 

3.5 Validation des variations génétiques par séquençage 

d’ADN de type Sanger 

Une sélection de 66 variations génétiques identifiées par le séquençage nouvelle génération a été re-

séquencée par la méthode Sanger afin de valider les résultats obtenus grâce au séquenceur Ion 

Torrent PGM. Les nouvelles variations génétiques identifiées par le séquençage nouvelle génération, 

les insertions, délétions et variations faux sens ainsi que les variations silencieuses ou non codantes 

présentant un score CADD supérieur ou égal à 10 ont été inclues dans cette sélection. Les amorces 

permettant le séquençage des variations génétiques ont été développées à l’aide des outils bio-

informatiques Oligo Analyzer (v.3.1, Integrated DNA Technologies) et Primer 3 (v.0.4.0) et ont été 

créées par Integrated DNA Technologies. La validation a été réalisée à l’aide du séquenceur 3730xl 

DNA Analyzer (ABI) de la plateforme de séquençage et de génotypage des génomes du Centre 

Hospitalier de l’Université Laval (CHUL). Chaque variation génétique a été re-séquencée chez un à 

trois patients atteints de BVA, soit un homozygote pour l’allèle commun, un hétérozygote et un 

homozygote pour l’allèle muté. 

3.6 Caractérisation de variations par génotypage d’ADN 

Une sélection de variations génétiques provenant des résultats du séquençage d’ADN nouvelle 

génération (n=44) ou d’études antérieures en génétique de la BVA (n=45) fut génotypée par la 

méthode GoldenGate sur la plateforme VeraCode BeadXpress (Illumina) de notre laboratoire chez les 
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339 participants atteints de BVA et les 606 patients contrôles. Les données de génotypage ont été 

visualisées à l’aide du logiciel Genome Studio v2011.1 (Illumina). 

Divers contrôles de la qualité ont été appliqués aux données de génotypage. Les variations génétiques 

pour lesquelles un génotype a été déterminé chez moins de 90% des échantillons d’ADN testés, celles 

déviant de l’équilibre d’Hardy-Weinberg sur la génétique des populations et celles ayant une 

distribution des génotypes impossible à analyser ont été retirées suite à ces contrôles de la qualité 

(Tableau 3). De façon similaire, les patients pour lesquels un génotype a été déterminé pour moins de 

90% des variations génétiques testées ou qui démontraient une discordance entre le sexe inscrit au 

dossier médical et celui évalué lors du génotypage ont également été exclus des analyses (Tableau 4). 

Les contrôles de la qualité ont été réalisés avec le logiciel PLINK v.1.07309, à l’exception de la 

discordance de sexe, qui fut évaluée avec Genome Studio. 

Tableau 3.1. Sommaire des contrôles de la qualité du génotypage relatifs aux variations 

génétiques 

Paramètres 
Nombre de variations génétiques 

exclues 

Détermination du génotype chez ˂90% des individus testés 

(taux de détection)1 
7 

Déviation de l’équilibre de Hardy-Weinberg (p˂0.0001) 4 

Distribution des génotypes impossible à analyser 2 

Total 13 
1 call rate en anglais 

Tableau 3.2. Sommaire des contrôles de la qualité du génotypage relatifs aux échantillons 

d'ADN 

Paramètres Nombre d’échantillons d’ADN exclus 

Détermination du génotype pour ˂90% des variations 

génétiques testées (taux de complétion)1 
34 

Discordance au niveau du sexe 4 

Total 38 
1 completion rate en anglais 

Suite aux contrôles de la qualité, les fréquences d’allèles mineurs de 76 variations génétiques ont été 

comparées entre 323 patients atteints de BVA et 584 patients contrôles en utilisant un test du chi-carré. 

Les analyses ont également été réalisées chez les hommes et les femmes séparément. Les variations 

génétiques ayant une valeur-p inférieure ou égale à 0,05 ont été considérées statistiquement 

significatives. 
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Résumé 

La bicuspidie valvulaire aortique (BVA) est la malformation congénitale cardiaque la plus fréquente 

mais son étiologie est inconnue. Afin d’identifier des variations génétiques associées à la BVA, neuf 

gènes précédemment reliés à la malformation (NOTCH1, AXIN1, EGFR, ENG, GATA5, NKX2-5, 

NOS3, PDIA2 et TGFBR2) ont été séquencés chez 48 patients atteints de BVA. Une sélection de 89 

variations identifiées par séquençage ou provenant d’études précédentes a été génotypées chez 323 

patients avec BVA et 584 contrôles. Une variation intronique dans le gène EGFR (rs17290301) est 

associée à la BVA. Différentes variations génétiques sont également associées à la BVA chez les 

hommes (EGFR rs533525993 et TEX26 rs12857479) et les femmes (NOTCH1 rs61751489, TGFBR2 

rs1155705 et NKX2-5 rs2277923). Ces résultats constituent la première association entre le gène 

EGFR et la BVA chez les humains et supportent pour la première fois l’implication de variations 

génétiques spécifiques au sexe dans le développement de la BVA. 
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Abstract 

Bicuspid aortic valve (BAV) is the most frequent congenital heart defect and has a male predominance 

of 3 to 1. A large proportion of patients develop valvular and aortic complications. Despite the high 

prevalence of BAV, its etiology and genetic origins remain elusive. The goal of this study was to identify 

genetic variants associated with BAV. Nine genes previously associated with BAV (NOTCH1, AXIN1, 

EGFR, ENG, GATA5, NKX2-5, NOS3, PDIA2 and TGFBR2) were sequenced in 48 BAV patients using 

the Ion Torrent PGM. Pathogenicity of genetic variants was evaluated with the Combined Annotation 

Dependant Depletion (CADD) framework. A selection of 89 variants identified by sequencing or in 

previous BAV genetic studies was genotyped and allele frequencies were compared in 323 patients 

with BAV confirmed at surgery and 584 controls. Analyses were also performed by gender. Nine novel 

and 19 potentially pathogenic variants were identified by next-generation sequencing and confirmed by 

Sanger sequencing, but they were not associated with BAV in the case-control population. A significant 

association was observed between an in silico-predicted benign EGFR intronic variant (rs17290301) 

and BAV. Analyses performed by gender revealed different variants associated with BAV in men 

(EGFR rs533525993 and TEX26 rs12857479) and women (NOTCH1 rs61751489, TGFBR2 rs1155705 

and NKX2-5 rs2277923). In conclusion, these results constitute the first association between EGFR 

genetic variants and BAV in humans and support for the first time a possible role of gender-specific 

polymorphisms in the development of BAV. 

Keywords: Bicuspid Aortic Valve, Calcific Aortic Valve Disease, Aortic Valve Stenosis, Next-Generation 

Sequencing 
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Introduction 

Bicuspid aortic valve (BAV) is the most common congenital heart defect with a prevalence estimated at 

1%.1 Valvular and aortic complications such as calcific aortic valve stenosis (AVS) are frequent in BAV 

patients2 and usually occur earlier in life compared to tricuspid aortic valves (TAV) patients.3 Between 

30 to 50% of all patients undergoing surgical aortic valve replacement for AVS are affected by BAV.4 

BAV is therefore a significant medical and economic burden that must be addressed. Despite the high 

prevalence of BAV, our understanding of its etiology and genetic origins is still fairly limited.5 NOTCH1 

is known as the most well-proven candidate gene for BAV and has been associated with both familial 

and sporadic forms of the defect in humans.6–9 However, deleterious genetic variants in NOTCH1 are 

only detected in a minority of BAV patients.10 The contribution of additional genes including AXIN1,11 

EGFR,12,13 ENG,11 GATA5,14,15 NKX2-5,16 NOS3,17,18 PDIA211 and TGFBR219,20 have been suggested. 

The purpose of the present study was to identify potentially pathogenic genetic variants in these 9 

genes and to assess the frequencies of these variants as well as other previously identified BAV-

related variants in a case-control series of patients with and without BAV. This approach will 

complement other types of genetic studies to elucidate the inherited component of BAV. 

Methods 

A flowchart diagram outlining the main stages of this study is provided in Figure S1. Nine hundred and 

forty-five unrelated French Canadians with either BAV or TAV were recruited at the Institut universitaire 

de cardiologie et de pneumologie de Québec (Quebec City, Canada) between 2000 and 2014. The 

BAV subset consisted of 339 patients who underwent their first surgical aortic valve replacement. BAV 

phenotype was confirmed by the cardiac surgeon during the procedure and confirmed by pathological 

analyses of explanted tissues. BAV patients with previous cardiac surgery were excluded from the 

study. The TAV subset consisted of 606 patients including 480 that underwent isolated coronary artery 

bypass grafting with no signs of AVS at pre-operative echocardiography and 126 with severe AVS 

requiring aortic valve replacement. TAV patients with a history of previous cardiac surgery, disease 

involving other cardiac valves or presenting with moderate or severe aortic insufficiency were excluded. 

The study was approved by the local Research Ethics Board and all participants gave their written 

informed consent (REB #20771). 

Genomic DNA was extracted from buffy coat using QIAamp DNA Blood Midi Kit (QIAGEN). Total DNA 

concentration was measured by UV with Nanovue Plus spectrophotometer (GE Healthcare) and DNA 

quality was evaluated by the 260/280 nm absorbance ratio (≥1.8). Double stranded DNA quantification 
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was assessed by Quant-iT PicoGreen fluorescence (Invitrogen) with the Synergy HT fluorometer 

(Biotek). 

Variants were identified by next-generation sequencing (NGS) in a homogeneous and representative 

sample of 48 participants from the BAV subset. These patients were not affected by coarctation of the 

aorta, ascending aortic aneurysm and moderate to severe aortic insufficiency. DNAs were sequenced 

at McGill University and Génome Québec Innovation Centre (Montreal, Canada) using the Ion Torrent 

Personal Genome Machine (PGM) (Life Technologies). An Ion AmpliSeq custom panel of primers 

covering the entire coding DNA sequence, 1,000 bp of the promoter region and both 3’ and 5’ 

untranslated regions (UTR) was designed for the 9 genes of interest (Ion AmpliSeq Designer version 

3.0, reference genome hg19). The final panel covered 90% (53 kb) of the regions included in the initial 

design for a total of 333 amplicons ranging from 125 to 275 bp in length in 2 pools of 168 and 165 

primer pairs, respectively. The Ion Torrent DNA libraries were prepared according to the manufacturer’s 

instructions. Quantification of the libraries was performed using a Bioanalyzer High Sensitivity DNA kit 

(Agilent) and Quant-iT PicoGreen. Purification was achieved with Agencourt AMPure XP (Beckman 

Coulter). Libraries were loaded on three 316 chips, each supporting 16 of the 48 BAV samples. The 

data generated was mapped to the hg19 genome. Variants were considered previously characterized if 

reported in dbSNP (build 138), 1000 Genomes Project (phase 3), Exome Aggregation Consortium 

(v.0.3) or Exome Variant Server (release ESP6500 SI-V2). Variants were considered novel if not listed 

in any of these databases. 

To assess their pathogenicity, scaled scores from Combined Annotation Dependant Depletion (CADD) 

framework (C-scores) were obtained for all variants identified by NGS. CADD ranks single nucleotide 

variants, insertions and deletions (indels), coding or not, according to their deleteriousness.21 A C-

score≥10 indicates that a particular variant is part of the top 10% most deleterious changes in the 

human genome and a C-score≥20 indicates the top 1%. The cut-off value to separate potentially 

pathogenic from harmless variants is arbitrary, but a C-score threshold value between 10 and 15 is 

recommended. In this study, variants with C-scores≥10 were considered potentially pathogenic. 

Missense variants were further evaluated with PolyPhen-2, a bioinformatics tool estimating the 

functional impact of variants according to their sequence homology throughout evolution.22 For any 

given variant, a score ranging from 0 (benign) to 1 (probably damaging) is generated by PolyPhen-2. 

Sixty-six variants were selected for validation using Sanger sequencing. The selection consisted of 

every novel genetic variant identified by the NGS experiment (n=14 single nucleotide variants, 15 

indels), previously characterized indels (n=9) and missense variants (n=20) as well as synonymous or 
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non-coding variants with C-scores≥10 (n=8). For each selected variant, at least 1 and up to 3 BAV 

patients were sequenced if available: 1 homozygous for the common allele, 1 heterozygous and 1 

homozygous for the rare allele. Sequencing was performed using a 3730xl DNA Analyzer (ABI) at the 

Centre Hospitalier de l’Université Laval sequencing and genotyping platform (Quebec City, Canada). 

Primer sequences designed to validate the selected DNA variants are provided in Table S1. Non-

validated variants were discarded from subsequent analyses.  

The frequencies of 44 variants identified by NGS and 45 additional variants identified in previous BAV 

genetic studies were genotyped in 339 cases and 606 controls using the Illumina GoldenGate 

genotyping assay on the Illumina VeraCode and BeadXpress platform. All variants and the rationale for 

their selection are listed in Table S2. Clusters of genotyping data were generated by Illumina Genome 

Studio v2011.1 and quality controls were carried out with PLINK v1.07.23 Clustering accuracy was 

assessed for the 37 variants for which Sanger sequencing data was available in the 48 BAV patients 

and clusters were manually adjusted as needed. Thirteen variants were excluded from further analyses 

following the quality controls; 7 had a genotype call rate<90%, 4 deviated significantly from Hardy-

Weinberg equilibrium (p-value<0.0001) and 2 had poor genotyping clusters. Thirty-eight patients were 

excluded because of low completion rate (<90%, n=34) or sex mismatch (n=4). A total of 323 cases 

and 584 controls were considered after all quality control filters. A rare NOTCH1 missense variant 

resulting in an amino acid change from glycine to serine at position 152 (G152S, g.139417590 C>T) 

failed quality controls but was genotyped in 339 cases and 606 controls using an allele-specific PCR 

assay. Primer sequences created for this assay are listed in Table S3. 

Minor allele frequencies of genotyped variants were compared between BAV and TAV patients using 

chi-square tests. Given the 3 to 1 male predominance in BAV, additional analyses were performed by 

gender. P-values≤0.05 were considered statistically significant. 

Results 

Demographic and clinical characteristics of the study populations following genotyping quality controls 

are presented in Table 1 (see Table S4 for characteristics stratified by gender). BAV patients were 

younger, had a higher proportion of men and a lower proportion of diabetes and hypertension than their 

TAV counterparts. BAV patients showed a larger aortic valve area compared to calcific AVS TAV 

patients. AVS was the most predominant valvulopathy in BAV patients. 

A total of 217 genetic variants were identified across the 9 candidate genes using the Ion Torrent PGM, 

including 29 novel variants (mean coverage of 340x across all amplicons) (Figure S2; Table 2; Table 
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S5). Eighty-two variants were located in introns, 68 in exons (47 synonymous and 21 missense), 25 in 

3’UTR, 14 in promoter regions, 3 in 5’UTR and 1 in downstream gene region. Seven indels were found 

in introns, 6 in 3’UTR, 9 in coding regions and 2 in promoter regions.  

Forty-six of the 66 genetic variants (70%) selected for re-sequencing were validated (Table 2). All 

previously known variants (n=37) sent for re-sequencing were validated. Out of the 29 novel variants 

originally identified by NGS, 9 were confirmed. Novel variants were identified in EGFR, GATA5, NKX2-

5, NOS3, NOTCH1 and TGFBR2, but they were not considered deleterious (Table 3). 

Nineteen previously characterized variants validated by Sanger sequencing were evaluated as 

potentially pathogenic by CADD (Table 4). The highest burden of deleterious variants was found in 

NOTCH1, where 7 variants identified by NGS had a C-score≥10. Among these was rare missense 

variant G152S, identified in 1 heterozygous BAV patient by NGS. This variant was evaluated as 

probably damaging by PolyPhen-2 (score of 0.969) and had a C-score of 19.74. AXIN1, EGFR, ENG, 

GATA5 and PDIA2 also carried previously known variants evaluated as potentially pathogenic (Table 

4). 

In this case-control population, EGFR intronic variant rs17290301 was the only genetic variant 

associated with BAV (Table 5). Originally identified in 1 BAV patient by NGS, this particular variant was 

evaluated as benign by CADD. The rare and potentially pathogenic NOTCH1 G152S missense variant 

detected in 1 BAV patient by NGS was not associated with BAV (MAF=0.004 in BAV and 0.002 in TAV, 

p-value=0.357). 

Gender-specific genetic variants associated with BAV were observed (Table 5). In men, rs12857479, a 

common and potentially damaging TEX26 splice acceptor variant was associated with BAV. 

Rs533525993, a rare EGFR synonymous variant originally identified in 2 BAV patients by NGS and 

considered benign by CADD also reached significance in men. Both variants were more frequent in 

BAV compared to TAV male patients. In women, the most significant association was observed for 

NOTCH1 rs61751489, a missense variant identified in 3 BAV patients by NGS. Although not evaluated 

as potentially pathogenic, this variant resulting in a V2285I substitution was more frequent in BAV 

compared to TAV patients. Two additional common variants were also more frequent in BAV compared 

to TAV women including the predicted benign intronic TGFBR2 variant rs1155705 and the synonymous 

NKX2-5 variant rs2277923 with a borderline C-Score. Both variants were identified in BAV patients 

(n=28 and 29, respectively) by NGS. 
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Discussion 

In this study, 9 candidate genes previously associated with BAV in rodents or humans were sequenced 

in 48 surgically confirmed cases of BAV. Novel genetic variants were identified in EGFR, GATA5, 

NKX2-5, NOS3, NOTCH1 and TGFBR2. Previously known variants in AXIN1, EGFR, ENG, GATA5, 

NOTCH1 and PDIA2 were evaluated as potentially pathogenic. Selected variants from this work and 

from the literature were genotyped in 323 BAV cases and 584 TAV controls to test for association with 

BAV. One EGFR variant was associated with BAV and gender-specific variants were identified in 

TEX26 and EGFR in men and NOTCH1, TGFBR2, and NKX2-5 in women. These results suggest a 

possible gender disparity in the pathophysiology of BAV. 

Mice hypomorphic for epidermal growth factor receptor (Egfr) allele are characterized with a thickening 

of aortic valve cusps often leading to AVS.12,13 In the present study, we report for the first time genetic 

variants in EGFR associated with BAV in humans. The intronic EGFR variant (rs17290301) associated 

with BAV in this French Canadian study population has not been previously linked to BAV or any other 

pathology and is thought to have minimal regulatory function according to TRANSFAC.24 The 

synonymous Y626Y EGFR variant (rs533525993) associated with BAV in men was only reported in a 

handful of healthy individuals from the Exome Aggregation Consortium. Located in exon 15, this variant 

falls within the extracellular portion of the receptor. Genetic variants in this exon have been identified in 

human gliomas and are shown to increase receptor phosphorylation levels and cell growth in vitro.25 

NOTCH1 is the most robust candidate gene associated with BAV.6 NOTCH1 variants have been 

detected in sporadic BAV patients and families.7–9 In this case-control population, the most significant 

association was observed with a NOTCH1 missense variant V2285I (rs61751489) in women. This 

variant was previously identified in BAV patients by Mohamed et al.,7 but was overlooked because of its 

presence in unaffected individuals. The gender of the carriers was not reported. The rare and 

potentially pathogenic NOTCH1 missense variant G152S was not significantly associated with BAV in 

this case-control population. To date, this variant was only reported in 2 apparently healthy individuals 

of African descent from the Exome Aggregation Consortium. The present study constitutes the first 

evidence of the existence of this potentially damaging variant in individuals of European descent and 

suggests a potential contribution of this variant in BAV. 

Genetic variants in transforming growth factor receptor type II (TGFBR2) have been reported in 

conditions associated with BAV such as Marfan and Loeys-Dietz syndromes.26 The investigation of 

TGFBR2 in BAV patients in previous studies led to the detection of a small number of genetic variants, 

most of which are thought to be non-causal.8,19,20 The intronic TGFBR2 variant (rs1155705) associated 
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with BAV in women in this case-control population is considered benign by CADD and has minimal 

regulatory function according to TRANSFAC.24 However, it exhibited an intriguing gender-specific 

effect: the risk allele in women was the protective allele in men. This variant was reported in BAV 

patients by Foffa et al.,8 but the variant was not further analyzed because of its high prevalence. The 

gender of the carriers was not reported. 

NK2 transcription factor related locus 5 (NKX2-5) is associated with a wide range of congenital heart 

defects, including BAV.27 The synonymous E21E NKX2-5 variant (rs2277923) associated with BAV in 

women in the present study was previously reported in 1 BAV patient with ascending aortic aneurysm 

by Majumdar et al.28, but the gender of this patient was not reported. The variant was also identified in 

studies investigating congenital heart diseases, where it is thought to reduce the transactivation activity 

of NKX2-5 by 20%.29 

Very little is known about testis expressed 26 (TEX26) other than its high expression in testis. The 

splice acceptor variant (rs12857479) associated with BAV in men in this case-control population was 

identified as a susceptibility variant for BAV in a recent whole exome sequencing of 1 pedigree 

including 3 members affected with BAV.30 However, due to its high prevalence, it was not further 

analyzed. The high C-Score assigned to this variant and its greater minor allele frequency in BAV 

compared to TAV patients could indicate a possible role for TEX26 in the development of BAV and 

related valvular and aortic disease in men. 

This study has limitations. The heterogeneity of BAV phenotypes (calcific stenosis, insufficiency, 

dilatation) included in this study might have impaired the detection of BAV-related variants. On the 

other hand, the French Canadian population is known to be genetically homogenous. In addition, BAV 

phenotype was assessed by the cardiac surgeon and pathological analyses, which provide a more 

precise BAV diagnostic compared to cardiac imaging alone. The low frequencies of novel and 

potentially pathogenic variants detected in our study may explain their lack of association with BAV. 

Larger sample sizes of BAV patients will be required to assess the contribution of these rare variants.5 

Finally, this study evaluated genetic variants in a small number of genes previously associated with 

BAV. More studies are warranted to evaluate a larger number of genes as well as the whole genome. 

Using NGS and bioinformatics tools, we identified and evaluated the deleteriousness of genetic variants 

in 9 candidate genes for BAV. We investigated the most promising variants in a case-control series and 

discovered different genetic variants associated with BAV in men and women. Although functional 

studies must be conducted to determine if and how these variants are implicated in the molecular 

mechanisms underlying BAV, these results support for the first time a possible role of gender-specific 
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polymorphisms in the development or progression of BAV. In future case-control studies, researchers 

should consider stratifying BAV patients by gender and clinical phenotype to accurately reflect the 

genetic particularities inherent to each group. Ultimately, a better understanding of the genetic 

determinants of BAV will confirm whether routine genotyping screening for close relatives of affected 

individuals is indicated and in the long term may also help to predict disease progression and 

personalize treatments. 
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Tables and figures 

Table 4.1. Demographic and clinical characteristics of the bicuspid aortic valve and tricuspid 

aortic valve study populations 

 

Continuous variables are expressed as mean ± SD and categorical variables as n (%). Missing values are indicated in 

brackets. *In the TAV subset, peak and mean aortic gradient and aortic valve area values were only available for the AVS 

patients (n=122). Aortic stenosis was defined by a mean aortic gradient > 25.0 mm Hg and/or an aortic valve area < 1.0 cm2. 

Aortic insufficiency was defined by an insufficiency score ≥ 3 (moderate or severe insufficiency). BAV, bicuspid aortic valve; 

TAV, tricuspid aortic valve.  

  

Variable BAV (n=323) TAV (n=584) p-value 

Age (years) 62.8 ± 10.2 71.3 ± 8.6 2.20x10-16 

Male gender 235 (72.8%) 333 (57.0%) 3.86x10-6 

Body mass index (kg/m2) 27.6 ± 4.8 [1] 27.7 ± 4.5 0.69 

Diabetes mellitus 53 (16.4%) 171 (29.3%) 2.40x10-5 

Hypertension 178 (55.1%) 417 (71.4%) 1.09x10-6 

Peak aortic gradient (mm Hg) 73.1 ± 28.6 [35] 73.9 ± 26.4 [9]* 0.80 

Mean aortic gradient (mm Hg) 44.8 ± 18.2 [30] 44.9 ± 17.3 [7]* 0.96 

Aortic valve area (cm2) 0.81 ± 0.43 [28] 0.74 ± 0.21 [1]* 0.02 

Ascending aorta replacement 96 (29.7%) N/A N/A 

Predominant aortic valve disease    

   Aortic stenosis 235 (72.8%) N/A N/A 

   Aortic insufficiency 22 (6.8%) N/A N/A 

   Mixed 37 (11.4%) N/A N/A 

   None 27 (8.4%) N/A N/A 

   Missing 2 (0.6%) N/A N/A 
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Table 4.2. Number of genetic variants identified by next-generation sequencing and validated by 

Sanger sequencing 

Gene 
Total variants 

(novel) 
Variants considered for validation 

  
Total 

Validated 

(novel) 

Validated 

with C-score 

> 10 

AXIN1 26 (0) 6 6 (0) 1 

EGFR 34 (5) 8 6 (3) 2 

ENG 15 (2) 4 2 (0) 1 

GATA5 20 (5) 10 6 (1) 2 

NKX2-5 10 (3) 4 2 (1) 0 

NOS3 22 (3) 5 4 (2) 0 

NOTCH1 56 (6) 15 10 (1) 7 

PDIA2 22 (2) 10 8 (0) 6 

TGFBR2 12 (3) 4 2 (1) 0 

Total 217 (29) 66 46 (9) 19 
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Table 4.3. Identification of 9 novel genetic variants in 48 patients with bicuspid aortic valve 

Gene Genomic position Function Exon 
cDNA 

position 

Protein 

position 

Minor 

allele 

MAFBAV 

(n=48) 

Number of 

patients 
C-score 

EGFR g.55211066 C > T synonymous 3 c.555 C>T p.N103N T 0.010 1 (2.1%) 9.07 

 
g.55238316 G > C intronic 

   
C 0.010 1 (2.1%) 3.29 

 
g.55241789 T > G intronic 

   
G 0.010 1 (2.1%) 5.51 

GATA5 g.61050015 C > T intronic 
   

T 0.010 1 (2.1%) 7.11 

NKX2-5 g.172659219 C > T 3'UTR 
   

T 0.010 1 (2.1%) 6.61 

NOS3 g.150700993 T > A intronic 
   

A 0.010 1 (2.1%) 8.36 

 
g.150704101 C > T intronic 

   
T 0.010 1 (2.1%) 0.48 

NOTCH1 g.139405287 AC > A deletion (intronic)    A 0.010 1 (2.1%) 4.09 

TGFBR2 g.30733726 G > A 3'UTR 
   

A 0.010 1 (2.1%) 9.38 

3’UTR, 3’ untranslated region; MAF, minor allele frequency; BAV, bicuspid aortic valve. MAFBAV was calculated according to Ion Torrent PGM data. 
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Table 4.4. Identification of 19 potentially pathogenic genetic variants in 48 patients with bicuspid aortic valve 

Gene Genomic position rs number Function Exon cDNA position Protein position 
Minor 

allele 

MAFBAV 

(n=48) 

Number of 

patients 

PP2 

score 
C-score 

AXIN1 g.348222 C > T rs214250 synonymous 6 c.1673 C>T p.S428S T 0.292 23 (47.9%)  12.33 

EGFR g.55240803 C > T rs55669340 synonymous 17 c.2293 C>T p.L683L T 0.021 2 (4.2%)  10.54 

 
g.55249063 G > A rs1050171 synonymous 20 c.2607 G>A p.Q787Q G 0.437 39 (81.2%)  17.35 

ENG g.130588091 C > T rs41322046 missense 5 c.990 C>T p.G191D A 0.021 2 (4.2%) 0.999 16.95 

GATA5 g.61041653 G > C rs6061244 intronic 
   

C 0.365 28 (58.3%)  10.05 

 
g.61039662 T > C rs73149261 3'UTR 

   
C 0.010 1 (2.1%)  10.28 

NOTCH1 g.139440852 A > G rs3013307 promoter    A 0.312 44 (91.7%)  10.08 

 g.139440845 G > A rs3013306 promoter    G 0.333 42 (87.5%)  10.66 

 g.139417590 C > T N/A missense 4 c.454 C>T p.G152S T 0.010 1 (2.1%) 0.969 19.74 

 g.139413908 C > T rs2229975 synonymous 5 c.852 C>T p.P284P A 0.146 14 (29.2%)  10.25 

 g.139401233 C > T rs61751543 missense 23 c.3836 C>T p.R1279H T 0.021 2 (4.2%) 0.019 16.23 

 g.139400320 G > A rs183156491 missense 25 c.4028 G>A p.A1343V A 0.010 1 (2.1%) 0.944 17.59 

 g.139399876 G > A rs369915496 missense 25 c.4472 G>A p.T1491M A 0.010 1 (2.1%) 0.870 17.68 

PDIA2 g.334543 C > G rs45614840 missense 7 c.1464 C>G p.T119R G 0.094 8 (16.7%) 1.000 13.79 

 g.336377 C > G rs45529833 missense 13 c.2252 C>G p.P382A G 0.010 1 (2.1%) 0.999 13.08 

 g.336381 CCT > C rs375604412 nonsense 13 c.1148_1149delCT p.P383R (p.V390X)* C 0.010 1 (2.1%)  14.35 

 g.336701 ACT > A rs201624048 nonsense 14 c.1388_1389delCT p.L464Q (p.I476X)* A 0.010 1 (2.1%)  14.94 

 g.336731 G > A rs116969376 missense 14 c.2526 G>A p.R473A A 0.010 1 (2.1%) 0.839 12.48 

 g.336916 C > T rs1048786 missense 15 c.2612 C>T p.P502S T 0.135 12 (25.0%) 0.002 10.80 

3’UTR, 3’ untranslated region; BAV, bicuspid aortic valve; MAF, minor allele frequency; PP2, PolyPhen-2. MAFBAV was calculated according to Ion Torrent PGM data * position of the premature stop 

codon.  
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Table 4.5. Genetic variants associated with bicuspid aortic valve in a case-control population 

Gene rs number 
Minor 

allele 
All 

 
Men 

 
Women C-Score 

   
MAFBAV 

(n=323) 

MAFTAV 

(n=584) 
p-value OR 

 MAFBAV 

(n=235) 

MAFTAV 

(n=333) 
p-value OR 

 MAFBAV 

(n=88) 

MAFTAV 

(n=251) 
p-value OR  

EGFR rs17290301 A 0.017 0.036 0.022 0.46  0.013 0.030 0.056 0.42  0.028 0.044 0.364 0.64 4.29 

TEX26 

(C13orf26) 
rs12857479 A 0.408 0.367 0.082 1.19  0.417 0.355 0.035 1.30  0.385 0.382 0.943 1.01 22.50 

EGFR rs533525993 A 0.009 0.003 0.106 2.73  0.011 0.002 0.036 7.15  0.006 0.006 0.965 0.95 8.50 

NOTCH1 rs61751489 A 0.025 0.015 0.119 1.72  0.015 0.017 0.829 0.90  0.051 0.012 0.002 4.46 0.50 

TGFBR2 rs1155705 G 0.328 0.337 0.703 0.96  0.295 0.350 0.052 0.78  0.415 0.319 0.016 1.53 1.84 

NKX2-5 rs2277923 G 0.330 0.289 0.071 1.21  0.323 0.318 0.841 1.03  0.347 0.251 0.021 1.52 9.50 

BAV, bicuspid aortic valve; MAF, minor allele frequency; OR, odds ratio; TAV, tricuspid aortic valve. Statistically significant associations are in bold.  
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Supplemental material 

Supplementary Table 4.1 Primer sequences and corresponding amplicon size designed for validating 66 genetic variants detected by next-generation 

sequencing 

Fragment name Forward primer sequence Reverse primer sequence Amplicon size (pb) 

AXIN1_EXON-4_F1_R1 5' AGGAGCTCTATTGGCACGGT 3' 5' GTTGCTGGGATCACACGCTT 3' 311 

AXIN1_EXON-6_F1_R1 5' GCAGAGCTCTGCCCACAG 3' 5' AGTCCACTCCCTCCAGCAGA 3' 914 

AXIN1_EXON-7_F1_R1 5' CAGACAGCACCAGGACAGC 3' 5' ACACACTGAAGCTGCACACA 3' 468 

AXIN1_EXON-11_F2_R2 5' GTGTACCACCCATCCCTGTG 3' 5' CCAGTGTGCCCTCCTTTACC 3' 658 

EGFR_PROM_F1_R1 5' CACGGCTGTTTGTGTCAAGC 3' 5' TGCCCTGAGGAGTTAATTTCCG 3' 558 

EGFR_EXON3_F1_R1 5' GGCTCCCTGGACCCATTTTA 3' 5' ACGATTCCTGCTCAGCTTGT 3' 575 

EGFR_EXON13_F1_R1 5' GCCCAGTCTGTGTCCTCCTC 3' 5' CCTCAGAGCATTCACAAACTGCAC 3' 853 

EGFR_EXON15_F1_R1 5' TGCCACCTTCCTGTCACTGG 3' 5' CTACTGGCATGGCTGTGGGG 3' 746 

EGFR_INTRON-15_F1_R1 5' CCCAGCTGCTCAGGAGTCAT 3' 5' TAGAAGCATGGACTGGGGCC 3' 417 

EGFR_EXON17_F1_R1 5' GGACTGGGGAGAGCTTGAG 3' 5' GACATTGAAGGGTGCAGCC 3' 560 

EGFR_EXON18_F1_R1 5' AGGCGTACATTTGTCCTTCCA 3' 5' CCCCATGGCAAGGTCAATGG 3' 545 

EGFR_EXON20_F1_R1 5' CTGGGCCTCTCTGTCATGGG 3' 5' TGGCCTGGCTTGCTTACCTT 3' 811 

EGFR_EXON28_F1_R1 5' ACCTCGGGCACATTTTGGGA 3' 5' GGGGTTGGGGTGATGGCTAA 3' 889 

ENG_EXON 3_F1_R1 5' TGGAAGCATCCAAATCATCACTGC 3' 5' GCACATCAACCTGACTCCCA 3' 471 

ENG_EXON 5_F1_R1 5' ACTTGGCAGGTGAGTGGTG 3' 5' GGCTTTATAAGGGACCGGAGAG 3' 432 

ENG_EXON 6-7_F1_R1 5' CCAGTCCCATCCCTATCCCA 3' 5' TCCCATTGTTCCCATGTGCAG 3' 839 

ENG_EXON 8_F1_R1 5' GAGCCAAGATCGTGCCACT 3' 5' TAAGTGACCAGCCAGCTCAG 3' 596 

ENG_EXON 15_F2_R2 5' AGTGGGTCTGGGATATGGCT 3' 5' TGCTGTCGAGTGGGTGAATG 3' 648 

GATA5_PROM_F2_R2 5' CCTCCTACCCACACGCATTTC 3' 5' GGCCGAAGACTGGAAGCC 3' 736 

GATA5_EXON2_F1_R1 5' ATCCCCGCGGTTCCTCTC 3' 5' ACCCAGGTTTACTCGTCTCGCC 3' 870 
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Fragment name Forward primer sequence Reverse primer sequence Amplicon size (pb) 

GATA5_EXON4_F1_R1 5' GAGCTCACGACCTTCTCACC 3' 5' GTGCCGTGAGTGTAACAGGA 3' 450 

GATA5_EXON5-6_F1_R1 5' ACAGCCAGCTCCAGGAGT 3' 5' ATGGGATCTGACTTGGCGGA 3' 767 

GATA5_EXON7_F1_R1 5' GGGCAAATACCGGTCATGGG 3' 5' TGTGGGCAATGAAGGACAGC 3' 770 

GATA5_EXON7_F2_R2 5' TGAGGGAAGGGCTCAGCTTC 3' 5' ACATCACCGGCCATTCACAG 3' 773 

GATA5_EXON7_F3_R3 5' GTAGCCCTGTCCTGACCCAT 3' 5' ATCGCTAGGAGGGTGGTGAC 3' 807 

NKX2-5_EXON2_F2_R2 5' GGCCTCAATCCCTACGGTTA 3' 5' GCCACCTCTCTCCTGCTTC 3' 762 

NKX2-5_INTRON_1-2_F1_R1 5' AACAAATTCGGGCGGGCA 3' 5' TTGTAGAAAGTCAGGCTGGCTCA 3' 450 

NOS3_EXON-8-9_F1_R1 5' ACGGAGACCCAGCCAATGAG 3' 5' GGCTGGCATTTTGGGGATGG 3' 621 

NOS3_EXON-11-12_F1_R1 5' TGCTTGTTGCATGTTGAACCTG 3' 5' CCCCCTCACAACAGGGTTT 3' 740 

NOS3_INTRON-14_F1_R1 5' CTCCCTGCCAGAAGTGTCTG 3' 5' TGCACAGATGTTAAAGGGCAGT 3' 749 

NOS3_EXON-16-17_F1_R1 5' ACCTGCCTGCTTCTGAGAGC 3' 5' AGGGCCATGTCATCCTCTGC 3' 797 

NOTCH1_PROM_F1_R1 5' CCATCCCTCGCGGTCAAGT 3' 5' GGCGCCTGGGACTACTTCTC 3' 396 

NOTCH1_EXON-4_F1_R1 5' GGAGGTGTCAGCTCTGGGAA 3' 5' CTTCCCAACTCCCCGCCAT 3' 684 

NOTCH1_EXON-5_F1_R1 5' ACTGGAGTGAGGCAGGGGA 3' 5' TTGTCCTTCTCGGCCAACCC 3' 417 

NOTCH1_EXON-7-8_F1_R1 5' CCAAGTGTCACGGGATGCCC 3' 5' TGGCCTCAGTTTCCCCATGC 3' 831 

NOTCH1_EXON-10_F1_R1 5' CCTTCTGTGGGAGCGAGGG 3' 5' CACCTGTGCCAACCTGAGGA 3' 517 

NOTCH1_EXON-14_F1_R1 5' CCCCACTAAAGGACTCTGCGA 3' 5' CCCTCCTCATCTCCAAGAGCC 3' 442 

NOTCH1_EXON-16-17_F1_R1 5' AGACGGCACTCTGATGGC 3' 5' CACCCTGGCCATCCCTCAG 3' 884 

NOTCH1_EXON-23-24_F1_R1 5' TCACAGCTGCCCAGGGAAAG 3' 5' GGAGGATGAAGGCCGGGAG 3' 754 

NOTCH1_EXON-25_F1_R1 5' AAAGGGTTTTGCTGCTGGGG 3' 5' CCCCTGAGCAGAGCCTTAGA 3' 822 

NOTCH1_EXON-28-29-30_F2_R2 5' GGCGGGATGGAGGAGAGT 3' 5' ATCAACTGTACCCCAGCCTCG 3' 968 

NOTCH1_EXON-32-33_F1_R1 5' GTGCCGATCTCAGGAGGGTC 3' 5' GTCAGGCCCTTGTGTCCCT 3' 588 

NOTCH1_EXON-34_F1_R1 5' GCTGCTTCCTCTGGTGATGGA 3' 5' GCCTACCATGCCATGCTGC 3' 949 

PDIA2_EXON6_F2_R2 5' ACCTCCCTCAGTTGTTGCAC 3' 5' GGCAAGGTGGTGACTCTGG 3' 811 
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Fragment name Forward primer sequence Reverse primer sequence Amplicon size (pb) 

PDIA2_EXON7-8_F1_R1 5' CCTTACTGGTCCCTGTGCTG 3' 5' AGAGAACCACAGTGTCCTTGG 3' 802 

PDIA2_EXON13-15_F1_R1 5' ACCTCCTGAACCCTGCAGA 3' 5' TGCCAGCCCTGTGTAAAGAG 3' 711 

TGFBR2_EXON5_F1_R1 5' CCCACTTCCTGACAGTACTTACCT 3' 5' CACAGGCAGCAGGTTAGGTC 3' 799 

TGFBR2_EXON8_F1_R1 5' AGGCACTCAGTCAGCACATG 3' 5' ATGCTGTCATGGGTCCCTTC 3' 788 

TGFBR2_EXON8_F2_R2 5' GAGAACTCCAGAACCAAGCAGAG 3' 5' GCAATCAGGAGCCCAGAAAGA 3' 656 

Primers were ordered from Integrated DNA Technologies (IDT) and all amplicons were amplified by Touchdown PCR as follows:  

 15 min. at 95°C, followed by 17 cycles (15 sec. at 94°C, 60 sec. at 64°C and lowering by 0.5°C/cycle, 60 sec. at 72°C), 18 cycles (15 sec. at 94°C, 60 sec. at 55°C and 60 sec. at 72°C) 

and 7 min. at 72°C. 

The primers used for sequencing reaction are indicated in bold. Primer pairs were often used to validate more than one genetic variant. 
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Supplementary Table 4.2 Selection of 89 genetic variants genotyped in 339 BAV patients and 606 control patients 

Gene 
Genomic 
position 

Function 
cDNA 

position 
Protein 
position 

rs number 
(Build 138)* 

Reason 
for 

selection 
References 

Identified 
in the 48 

BAV 
cohort? 

Sent 
for re-
seq? 

Validated 
by re-
seq? 

Passed 
genotyping 

QC? 

ENG g.130614912G>A Intronic 
  

rs4837192 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A No 

GATA5 g.61050015C>T Intronic 
  

GATA5_6105
0015 

F 
 

Yes Yes Yes Yes 

PLA2G2C g.20501582G>A Nonsense c.106G>A p.R36Ter rs12139100 A 
2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 

TGFBR2 g.30691881delA 
Deletion 

(frameshift) 
c.458delA p.L153Sfs rs79375991 A 

2013 BMC Med Genet, 
Foffa et al. 

No No N/A Yes 

NOTCH1 g.139396690C>T Intronic 
  

rs75842134 E 
 

Yes Yes Yes Yes 

NOTCH1 g.139400320G>A Missense c.4028C>T p.A1343V rs183156491 D 
2007 J Thorac 
Cardiovasc Surg, 
Mckellar et al. 

Yes Yes Yes Yes 

TGFBR2 g.30733726G>A 3'UTR 
  

TGFBR2_307
33726 

F 
 

Yes Yes Yes Yes 

GATA5 g.61050570T>C Missense c.8A>G p.Q3R rs113068438 A 

2012 J Mol Cell Cardiol, 
Padang et al., 2014 
Pediatrics Res, 
Bonachea et al., 2014 
Heart, Francis et al. 

No No N/A Yes 

ENG g.130581723A>G Intronic 
  

rs10819309 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A No 

ENG g.130598125G>A Intronic 
  

rs11792480 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

TOR1AIP1 g.179858444G>A 
Intronic 
(splice 

acceptor) 
  

rs2245425 A 
2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 

ENG g.130588091C>T Missense c.572G>A p.G191D rs41322046 D 
 

Yes Yes Yes Yes 

PDIA2 g.336381CCT>C 
Deletion 

(frameshift) 
c.1148_1149

delCT 
P383Rfs rs375604412 D 

 
Yes Yes Yes No 
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Gene 
Genomic 
position 

Function 
cDNA 

position 

Protein 
position 

rs number 
(Build 138)* 

Reason 
for 

selection 

References 

Identified 
in the 48 

BAV 
cohort? 

Sent 
for re-
seq? 

Validated 
by re-
seq? 

Passed 
genotyping 

QC? 

AXIN1 g.348222C>T 
Synonymou

s 
c.1284G>A p.S428S rs214250 D 

 
Yes Yes Yes Yes 

NOS3 g.150700993T>A Intronic 
  

NOS3_15070
0993 

F 
 

Yes Yes Yes Yes 

PDIA2 g.335373C>T Missense c.857C>T p.T286M rs2685127 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

NKX2-5 g.172662024T>C 
Synonymou

s 
c.63A>G p.E21E rs2277923 B 

2006 J Thorac 
Cardiovasc Surg, 
Majumdar et al. 

Yes No N/A Yes 

ENG g.130618377T>C Promoter 
  

rs10987759 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

ENG g.130607518T>G Intronic 
  

rs11789185 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

NKX2-5 g.172662014G>A Missense c.73C>T p.R25C rs28936670 A 
2013 J Cardiovasc Med, 
Beffagna et al. 

No No N/A No 

AXIN1 g.341079G>A Intronic 
  

rs12925669 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

EHMT1 g.140648742C>T 
Synonymou

s 
c.1368C>T p.L456L rs45450992 A 

2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 

AXIN1 g.362638T>G Intronic 
  

rs7359414 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

NOTCH1 g.139399286C>G Nonsense c.4856C>G 
p.Y1619Ter 
(previously 
p.Y1619X) 

NOTCH1_Y16
19Ter 

A 
2013 BMC Med Genet, 
Foffa et al. 

No No N/A Yes 

NOTCH1 g.139402690G>A Nonsense c.3319C>T 
p.R1107Ter 
(previously 
p.R1108X) 

rs41309764 A 2005 Nature, Garg et al. No No N/A Yes 

PDIA2 g.336916C>T Missense c.2612C>T p.P502S rs1048786† D 
 

Yes Yes Yes Yes 

EGFR g.55238316G>C Intronic 
  

EGFR_55238
316 

F 
 

Yes Yes Yes Yes 

AXIN1 g.359953A>G Intronic 
  

rs2301522 C 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

Yes Yes Yes Yes 
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Gene 
Genomic 
position 

Function 
cDNA 

position 

Protein 
position 

rs number 
(Build 138)* 

Reason 
for 

selection 

References 

Identified 
in the 48 

BAV 
cohort? 

Sent 
for re-
seq? 

Validated 
by re-
seq? 

Passed 
genotyping 

QC? 

NOTCH1 g.139391338C>T Missense c.6853G>A p.V2285I rs61751489 C 

2006 Biochem Biophys 
Res Commun, 
Mohamed et al., 2013 J 
Heart Valve Dis, 
Ducharme et al. 

Yes Yes Yes Yes 

NOTCH1 g.139417590C>T Missense c.454C>T p.G152S 
NOTCH1_139

417590 
D 

 
Yes Yes Yes No 

PDIA2 g.334543C>G Missense c.356C>G p.T119R rs45614840 D 
 

Yes Yes Yes Yes 

NOTCH1 g.139390585C>T Missense c.7606G>A p.V2536I rs111627256 A 
2008 Hum Mol Genet, 
McBride et al. 

No No N/A Yes 

AXIN1 g.375782C>T Intronic 
  

rs9921222 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

EGFR g.55241789T>G Intronic 
  

EGFR_55241
789 

F 
 

Yes Yes Yes Yes 

NOTCH1 g.139413908C>T 
Synonymou

s 
c.852G>A p.P284P rs2229975 D 

2006 Biochem Biophys 
Res Commun, 
Mohamed et al., 2013 
BMC Med Genet, Foffa 
et al., 2013 J Thorac 
Cardiovasc Surg, Kent 
et al. 

Yes Yes Yes Yes 

PDIA2 g.336396G>A Missense c.1163G>A p.R388Q rs400037 C 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

Yes Yes Yes Yes 

ANKH g.14741984T>C 
Synonymou

s 
c.963A>G p.A321A rs2288474 A 

2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 

EGFR g.55249063G>A 
Synonymou

s 
c.2361G>A p.Q787Q rs1050171 D 

 
Yes Yes Yes Yes 

FBX07 g.32875190G>A Missense c.345G>A p.M115I rs11107 A 
2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 

GATA5 g.61050522G>C Missense c.56C>G p.S19W rs200383755 A 
2014 Heart, Francis et 
al. 

No No N/A Yes 

NOTCH1 g.139409775C>T Missense c.1981G>A p.G661S rs201077220 A 
2008 Hum Mol Genet, 
McBride et al. 

No No N/A Yes 
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Gene 
Genomic 
position 

Function 
cDNA 

position 

Protein 
position 

rs number 
(Build 138)* 

Reason 
for 

selection 

References 

Identified 
in the 48 

BAV 
cohort? 

Sent 
for re-
seq? 

Validated 
by re-
seq? 

Passed 
genotyping 

QC? 

TGFBR2 g.30686414A>G Intronic 
  

rs1155705 B 
2013 BMC Med Genet, 
Foffa et al. 

Yes No N/A Yes 

EGFR g.55240803C>T 
Synonymou

s 
c.2047C>T p.L683L rs55669340 D 

 
Yes Yes Yes Yes 

PDIA2 
g.336701_336702d

elCT 
Deletion 

(frameshift) 
c.1388_1389

delCT 
p.L464Qfs rs201624048 D 

 
Yes Yes Yes Yes 

NOTCH1 g.139440845G>A Promoter 
  

rs3013306 D 
 

Yes Yes Yes No 

AXIN1 g.347063C>T Missense c.1948G>A p.G650S rs117208012 E 
 

Yes Yes Yes Yes 

NOTCH1 g.139399836delG 
Deletion 

(frameshift) 
c.4512delC 

p.C1505Vfs 
(previously 

p.H1505del) 
rs41309766 A 2005 Nature, Garg et al. No No N/A Yes 

NOTCH1 g.139399876G>A Missense c.4472C>T p.T1491M rs369915496 D 
 

Yes Yes Yes Yes 

PDIA2 g.334890G>A Missense c.553G>A p.E185K rs419949 C 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

Yes Yes Yes Yes 

ENG g.130586688G>A 
Synonymou

s 
c.1029C>T p.T343T rs3739817 B 

2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

Yes No N/A Yes 

NOTCH1 g.139400180G>T Missense c.4168C>A p.P1390T rs191645600 A 
2007 J Thorac 
Cardiovasc Surg, 
Mckellar et al. 

No No N/A No 

TRAF2 g.139794100C>T 
Synonymou

s 
c.243C>T p.G81G rs148192660 A 

2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 

ENG g.130576597A>C Downstream 
  

rs4451422 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

OR56A3 g.5969255C>T Nonsense c.679C>T p.R227Ter rs188845678 A 
2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 

GATA5 
g.61039913G>T (or 

C) 
Missense 

c.1235G>T 
(or C) 

p.W391C 
GATA5_pW39

1C 
A 

2014 Heart, Francis et 
al. 

No No N/A No 

TGFBR2 g.30713834G>A Missense c.1234G>A p.V387M rs35766612 A 
2011 Ann Thorac Surg, 
Girdauskas et al. 

No No N/A Yes 

CENPM g.41940168G>A Nonsense c.7C>T p.R3Ter rs5758511 A 
2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 
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Gene 
Genomic 
position 

Function 
cDNA 

position 

Protein 
position 

rs number 
(Build 138)* 

Reason 
for 

selection 

References 

Identified 
in the 48 

BAV 
cohort? 

Sent 
for re-
seq? 

Validated 
by re-
seq? 

Passed 
genotyping 

QC? 

GATA5 g.61048460A>G Missense c.698T>C p.L233P rs116164480 A 
2014 Pediatrics Res, 
Bonachea et al., 2014 
Heart, Francis et al. 

No No N/A Yes 

NOTCH1 g.139401233C>T Missense c.3836G>A p.R1279H rs61751543 D 

2008 Hum Mol Genet, 
McBride et al., 2013 J 
Heart Valve Dis, 
Ducharme et al. 

Yes Yes Yes Yes 

NOTCH1 g.139402740C>G Missense c.3269 C > G p.T1090S 
NOTCH1_T10

90S 
A 

2013 J Thorac 
Cardiovasc Surg, Kent 
et al. 

No No N/A Yes 

GATA5 g.61039662T>C 3'UTR 
  

rs73149261 D 
 

Yes Yes Yes Yes 

GATA5 g.61039308G>A 3'UTR 
  

rs41284978 E 
 

Yes Yes Yes Yes 

NOS3 g.150704101C>T Intronic 
  

NOS3_15070
4101 

F 
 

Yes Yes Yes Yes 

AXIN1 g.372597A>G Intronic 
  

rs3916990 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

NOTCH1 g.139396538A>C Missense c.5463A>C 
p.P1796H  
(previously  
p.P1796H) 

NOTCH1_P17
97H 

A 
2006 Biochem Biophys 
Res Commun, 
Mohamed et al. 

No No N/A No 

GATA5 g.61041653G>C Intronic 
  

rs6061244 D 
2012 J Mol Cell Cardiol, 
Padang et al. 

Yes Yes Yes Yes 

EGFR g.55238253G>A Intronic 
  

rs17290225 E 
 

Yes Yes Yes Yes 

GATA5 g.61040951C>T 
Synonymou

s 
c.852G>A p.K284K rs6587239 B 

2012 J Mol Cell Cardiol, 
Padang et al., 2013 
BMC Med Genet, Foffa 
et al. 

Yes No N/A No 

GATA5 g.61050154A>G Missense c.424T>C p.Y142H rs111554140 A 
2012 J Mol Cell Cardiol, 
Padang et al. 

No No N/A Yes 

PDIA2 g.336731G>A Missense c.1418G>A p.R473A rs116969376 D 
 

Yes Yes Yes Yes 

AXIN1 g.337871T>C 3'UTR 
  

rs394128 E 
 

Yes Yes Yes Yes 

PDIA2 g.333284C>T Missense c.115C>T p.P39S rs45455191 E 
 

Yes Yes Yes Yes 
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Gene 
Genomic 
position 

Function 
cDNA 

position 

Protein 
position 

rs number 
(Build 138)* 

Reason 
for 

selection 

References 

Identified 
in the 48 

BAV 
cohort? 

Sent 
for re-
seq? 

Validated 
by re-
seq? 

Passed 
genotyping 

QC? 

AXIN1 g.349221T>C Intronic 
  

rs214247 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

EGFR g.55233128C>T 
Synonymou

s 
c.2124C>T p.Y626Y rs533525993 G 

 
Yes No N/A Yes 

ENG g.130602408G>A Intronic 
  

rs10121110 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

GATA5 g.61039958T>C 
Synonymou

s 
c.1128A>G p.P376P rs6061550 B 

2012 J Mol Cell Cardiol, 
Padang et al., 2013 
BMC Med Genet, Foffa 
et al. 

Yes No N/A Yes 

NOTCH1 g.139405181G>A 
Synonymou

s 
c.2664C>T p.H888H rs61751548 E 

2006 Biochem Biophys 
Res Commun, 
Mohamed et al., 2013 
BMC Med Genet, Foffa 
et al. 

Yes Yes Yes Yes 

SSPO g.149530894G>A Intronic 
  

rs6960187 A 
2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 

NOTCH1 g.139410051G>A Missense c.1787C>T p.T596M rs61755997 A 
2006 Biochem Biophys 
Res Commun, 
Mohamed et al. 

No No N/A No 

GATA5 g.61048549G>A 
Synonymou

s 
c.671G>A p.D203D rs41305803§ A 

2012 J Mol Cell Cardiol, 
Padang et al., 2013 
BMC Med Genet, Foffa 
et al. 

No No N/A No 

AXIN1 g.356689G>A Intronic 
  

rs1981492 A 
2010, PLoS One, 
Wooten et al. 

No No N/A Yes 

NKX2-5 g.172659511C>A 3'UTR 
  

rs703752 A 
2006 J Thorac 
Cardiovasc Surg, 
Majumdar et al. 

No No N/A Yes 

NOTCH1 g.139413909G>A Missense c.851C>T p.P284L rs376104770 A 
2013 BMC Med Genet, 
Foffa et al. 

No No N/A Yes 

EGFR g.55240882G>A Intronic 
  

rs17290301 E 
 

Yes Yes Yes Yes 
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Gene 
Genomic 
position 

Function 
cDNA 

position 

Protein 
position 

rs number 
(Build 138)* 

Reason 
for 

selection 

References 

Identified 
in the 48 

BAV 
cohort? 

Sent 
for re-
seq? 

Validated 
by re-
seq? 

Passed 
genotyping 

QC? 

C13orf26 
(TEX26) 

g.31531009G>A 
Splice 

acceptor   
rs12857479 A 

2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 

TGFBR2 g.30713126T>A Intronic 
  

rs11466512 B 

2008 Am J Cardiol, 
Arrington et al., 2013 
BMC Med Genet, Foffa 
et al. 

Yes No N/A Yes 

EGFR g.55211066C>T 
Synonymou

s 
c.555C>T p.N103N 

EGFR_55211
066 

F 
 

Yes Yes Yes Yes 

AMPD1 g.115236057G>A Nonsense c.133C>T p.Q45Ter rs17602729 A 
2014 Circ Cardiovasc 
Genet, Martin et al. 

No No N/A Yes 

GATA5 g.61038853G>A 3'UTR 
  

rs73149254 E 
 

Yes Yes Yes No 

 

*Variant identified as GENE_POSITION if rs number not available. † rs34665498 was used instead of rs1048786 (LD= 1 in CEU) in the genotyping panel because of design limitations. § rs6061246 was 

used instead of rs41305803 (LD= 0.831 in TSI and 0.914 in FIN) for the same reasons. A, in previous literature but not in the 48 BAV; B, In previous literature and in the 48 BAV but not re-sequenced; C, In 

previous literature and in the 48 BAV (re-sequenced); D, Known variants validated and potentially pathogenic (C-score>10); E, Known variants validated and potentially pathogenic (freq in the 48 BAV 

cohort); F, Novel variants validated; G, Rare synonymous variant with borderline C-Score. 
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Supplementary Table 4.3 Allele-specific primer sequences and corresponding amplicon size designed for genotyping NOTCH1 g.139417590C>T 

(G152S) 

Fragment name Forward primer sequence Reverse primer sequence Amplicon size (pb) 

NOTCH1_EXON-4_F2_R2_AS1 

(for major alleles) 
5' GTGGCCTGAAGGGAGGGAAGGC 3' 5' TGATTAAGGGCAGGCACTGGCTACC 3' 151 

NOTCH1_EXON-4_F2_R2_AS2 

(for minor alleles) 
5' GTGGCCTGAAGGGAGGGAAGGC 3' 5' TGCGTTCCACTTCGAAAGGGCAGGCACTGGCCGCT 3' 161 

Primers were ordered from Integrated DNA Technologies (IDT) and all amplicons were amplified by PCR as follows:  

 15 min. at 95°C, followed by 35 cycles (15 sec. at 94°C, 30 sec. at 62°C, 60 sec. at 72°C) and 7 min. at 72°C. 
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Supplementary Table 4.4 Demographic and clinical characteristics of the bicuspid aortic valve and tricuspid aortic valve study populations stratified by 

gender 

  BAV (n=323)    TAV (n=584)  

Variable 
Men 
(n=235) 

Women (n=88) p-value 
 Men 

(n=333) 
Women (n=251) p-value 

Age (years) 61.5 ± 10.3 66.6 ± 9.0 1.98x10-5  
70.1 ± 9.3 73.1 ± 7.4 2.06x10-5 

Body mass index (kg/m2) 27.7 ± 4.8 27.5 ± 5.0 0.71 
 

27.9 ± 4.4 27.6 ± 4.7 0.63 

Diabetes mellitus 40 (17.0%) 13 (14.8%) 0.75 
 

89 (26.7%) 82 (32.7%) 0.14 

Hypertension 122 (51.9%) 56 (63.6%) 0.08 
 

226 (67.9%) 191 (76.1%) 0.04 

Peak aortic gradient (mm Hg) 72.6 ± 29.4 [20] 74.5 ± 26.4 [15] 0.61 
 

71.9 ± 25.6 [6]* 76.4 ± 27.5 [3]* 0.34 

Mean aortic gradient (mm Hg) 44.2 ± 18.6 [18] 46.7 ± 17.0 [12] 0.29 
 

43.3 ± 16.7 [4]* 47.3 ± 18.3 [3]* 0.24 

Aortic valve area (cm2) 0.88 ± 0.48 [25] 0.65 ± 0.20 [3] 1.63x10-8 
 

0.80 ± 0.21 [1]* 0.66 ± 0.18 1.53 x10-4 

Ascending aorta replacement 76 (32.3%) 20 (22.7%) 0.12 
 

N/A N/A N/A 

Predominant aortic valve disease   6.57x10-3 
 

   

    Aortic stenosis 160 (68.1%) 75 (85.2%)  
 

N/A N/A N/A 

    Aortic insufficiency 22 (9.4%) 0 (0%)  
 

N/A N/A N/A 

    Mixed 29 (12.3%) 8 (9.1%)  
 

N/A N/A N/A 

    None 23 (9.8%) 4 (4.6%)  
 

N/A N/A N/A 

    Missing 1 (0.4%) 1 (1.1%)  
 

N/A N/A N/A 

Continuous variables are expressed as mean ± SD and categorical variables as n (%). Missing values are indicated in brackets. *In the TAV subset, peak and mean aortic gradient and aortic valve 

area values were only available for the AVS patients (n=122). Aortic stenosis was defined by a mean aortic gradient > 25.0 mm Hg and/or an aortic valve area < 1.0 cm2. Aortic insufficiency was 

defined by an insufficiency score ≥ 3 (moderate or severe insufficiency). BAV, bicuspid aortic valve; TAV, tricuspid aortic valve.  
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Supplementary Table 4.5 Identification and assessment of pathogenicity for 217 DNA variants detected by next-generation sequencing of 9 genes in 48 

patients with BAV 

Gene Chr Genomic position Function 
rs number 

(Build 138) 
Exon 

cDNA 

position 

Protein 

position 

PP2 

score 

48 

BAV 

MAF 

CADD 

scaled 

score 

Sent 

for re-

seq? 

Validated 

by re-

seq? 

AXIN1 16 g.337421A>C 

Downstream 

gene rs377220 

    

0,000 3.260 No N/A 

AXIN1 16 g.337492ATAAT>A 

Deletion 

(3'UTR) 

rs370513758 

(or 

rs34131715, 

build 137)  

   

0.313 5.790 Yes Yes 

AXIN1 16 g.337548G>GC 

Insertion 

(3'UTR) rs3833914 

    

0.313 3.406 Yes Yes 

AXIN1 16 g.337613G>A 3'UTR rs9939865 

    

0.042 4.864 Yes Yes 

AXIN1 16 g.337655A>G 3'UTR rs45530432 

    

0.042 7.007 No N/A 

AXIN1 16 g.337678T>G 3'UTR rs393521 

    

0.302 3.538 No N/A 

AXIN1 16 g.337691C>T 3'UTR rs34665498 

    

0.135 6.843 No N/A 

AXIN1 16 g.337750C>G 3'UTR rs395545 

    

1.000* 2.457 No N/A 

AXIN1 16 g.337871T>C 3'UTR rs394128 

    

0.063 2.393 No N/A 

AXIN1 16 g.339415G>T Intronic rs387467 

    

0.229 0.111 No N/A 

AXIN1 16 g.339499C>T Synonymous rs113073289 10 c.2792C>T p.R801R 

 

0.021 2.213 No N/A 

AXIN1 16 g.341120C>T Intronic rs55886111 

    

0.052 5.188 No N/A 

AXIN1 16 g.341136G>T Intronic rs375608945 

    

0.021 2.047 No N/A 

AXIN1 16 g.341182G>A Intronic rs118063900 

    

0.031 2.435 No N/A 

AXIN1 16 g.341476T>C Intronic rs2685119 

    

0.469 3.772 No N/A 

AXIN1 16 g.343481G>A Intronic rs189357878 

    

0.010 5.201 No N/A 
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Gene Chr Genomic position Function 
rs number 

(Build 138) 
Exon 

cDNA 

position 

Protein 

position 

PP2 

score 

48 

BAV 

MAF 

CADD 

scaled 

score 

Sent 

for re-

seq? 

Validated 

by re-

seq? 

AXIN1 16 g.347063C>T Missense rs117208012 7 c.2337C>T p.G650S 

0.256 

(Benign) 0.021 0.034 No N/A 

AXIN1 16 g.347184A>G Synonymous rs214252 7 c.2216A>G p.A609A 

 

0.292 6.161 No N/A 

AXIN1 16 g.347257G>T Intronic rs117820439 

    

0.115 3.976 No N/A 

AXIN1 16 g.348021G>C Missense rs146947903 6 c.1874G>C p.D495E 

0.101 

(Benign) 0.031 5.690 Yes Yes 

AXIN1 16 g.348222C>T Synonymous rs214250 6 c.1673C>T p.S428S 

 

0.292 12.330 Yes Yes 

AXIN1 16 g.354287C>T Intronic rs62032881 

    

0.167 0.504 No N/A 

AXIN1 16 g.359953A>G Intronic rs2301522 

    

0.885* 5.371 Yes Yes 

AXIN1 16 g.396264A>G Synonymous rs1805105 2 c.1151A>G p.D254D 

 

0.323 0.013 No N/A 

AXIN1 16 g.397044G>T 5'UTR rs758033 

    

0.292 3.632 No N/A 

AXIN1 16 g.403497G>A Promoter rs7198290 

    

0.229 6.548 No N/A 

EGFR 7 g.55086210CCGA>C 

Deletion 

(promoter) Novel 

    

0.042 7.485 Yes No 

EGFR 7 g.55086212A>C Promoter rs759171 

    

0.146 7.418 No N/A 

EGFR 7 g.55211066C>T Synonymous Novel 3 c.555C>T p.N103N 

 

0.010 9.066 Yes Yes 

EGFR 7 g.55214348C>T Synonymous rs2072454 4 c.720C>T p.N158N 

 

0.417 8.281 No N/A 

EGFR 7 g.55214443G>A Intronic rs7801956 

    

0.083 6.776 No N/A 

EGFR 7 g.55218903T>C Intronic rs2075109 

    

0.417 2.405 No N/A 

EGFR 7 g.55221655G>A Intronic rs4947986 

    

0.240 2.715 No N/A 

EGFR 7 g.55228053A>T Intronic rs1558544 

    

0.240 6.702 No N/A 

EGFR 7 g.55229202C>T Synonymous rs17336800 13 c.1755C>T p.G503G 

 

0.031 5.233 No N/A 

EGFR 7 g.55229232AG>A 

Deletion 

(coding) Novel 13 

   

0.042 38.000 Yes No 

EGFR 7 g.55229255G>A Missense rs2227983 13 c.1808G>A p.R521K 

0.000 

(Benign) 0.313 1.353 Yes Yes 
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Gene Chr Genomic position Function 
rs number 

(Build 138) 
Exon 

cDNA 

position 

Protein 

position 

PP2 

score 

48 

BAV 

MAF 

CADD 

scaled 

score 

Sent 

for re-

seq? 

Validated 

by re-

seq? 

EGFR 7 g.55233080C>T Synonymous rs115350205 15 c.2076C>T p.Y610Y 

 

0.010 2.532 No N/A 

EGFR 7 g.55233089C>T Synonymous rs17290169 15 c.2085C>T p.A613A 

 

0.042 1.845 No N/A 

EGFR 7 g.55233128C>T Synonymous rs533525993 15 c.2124C>T p.Y626Y 

 

0.021 8.503 No N/A 

EGFR 7 g.55237977T>C Intronic rs17336974 

    

0.021 2.232 No N/A 

EGFR 7 g.55238087C>T Intronic rs10258429 

    

0.073 1.118 No N/A 

EGFR 7 g.55238147G>A Intronic rs17336988 

    

0.010 2.675 No N/A 

EGFR 7 g.55238253G>A Intronic rs17290225 

    

0.010 0.246 No N/A 

EGFR 7 g.55238268G>A Intronic rs10228436 

    

0.365 0.438 No N/A 

EGFR 7 g.55238316G>C Intronic Novel 

    

0.010 3.287 Yes Yes 

EGFR 7 g.55238464T>G Intronic rs10277413 

    

0.354 1.098 No N/A 

EGFR 7 g.55238874T>A Synonymous rs2227984 16 c.2133T>A p.T629T 

 

0.354 6.015 No N/A 

EGFR 7 g.55240803C>T Synonymous rs55669340 17 c.2293C>T p.L683L 

 

0.021 10.540 Yes Yes 

EGFR 7 g.55240882G>A Intronic rs17290301 

    

0.010 4.290 No N/A 

EGFR 7 g.55240891C>T Intronic rs79499564 

    

0.010 0.829 No N/A 

EGFR 7 g.55241755G>A Intronic rs17337107 

    

0.021 8.339 No N/A 

EGFR 7 g.55241789T>G Intronic Novel 

    

0.010 5.513 Yes Yes 

EGFR 7 g.55248926T>C Intronic rs10241451 

    

0.240 8.025 No N/A 

EGFR 7 g.55249063G>A Synonymous rs1050171 20 c.2607G>A p.Q787Q 

 

0.437 17.350 Yes Yes 

EGFR 7 g.55266417T>C Synonymous rs1140475 23 c.2709C>T p.T903T 

 

0.125 7.276 No N/A 

EGFR 7 g.55268916C>T Synonymous rs2293347 25 c.3228C>T p.D994D 

 

0.094 9.664 No N/A 

EGFR 7 g.55269520A>G Intronic rs41446045 

    

0.042 0.359 No N/A 

EGFR 7 g.55273868G>A 3'UTR N/A 

    

0.010 3.759 No N/A 

EGFR 7 g.55274084T>C 3'UTR rs884225 

    

0.104 9.616 No N/A 

ENG 9 g.130617585C>G Promoter rs45514697 

    

0.031 2.291 No N/A 



 

 

76 

Gene Chr Genomic position Function 
rs number 

(Build 138) 
Exon 

cDNA 

position 

Protein 

position 

PP2 

score 

48 

BAV 

MAF 

CADD 

scaled 

score 

Sent 

for re-

seq? 

Validated 

by re-

seq? 

ENG 9 g.130617258T>G Promoter rs4836586 

    

0,000 5.559 No N/A 

ENG 9 g.130605472G>A Synonymous rs41522944 2 c.538G>A p.G40G 

 

0.031 7.327 No N/A 

ENG 9 g.130605385C>T Synonymous rs11545664 2 c.625C>T p.L69L 

 

0.073 9.504 No N/A 

ENG 9 g.130605348C>A Intronic rs7847860 

    

0.073 5.300 No N/A 

ENG 9 g.130591972C>T Synonymous N/A 3 c.772C>T p.L118L 

 

0.010 1.782 No N/A 

ENG 9 g.130588151C>T Intronic rs142841129 

    

0.010 8.201 No N/A 

ENG 9 g.130588091C>T Missense rs41322046 5 c.990C>T p.G191D 

0.999 

(Probably 

damaging) 0.021 16.950 Yes Yes 

ENG 9 

g.130587053A> 

AGGGAGG 

Insertion 

(intronic) Novel 

    

0.031 1.779 Yes No 

ENG 9 g.130586758G>A Intronic Novel 

    

0.479 6.198 Yes No 

ENG 9 g.130586688G>A Synonymous rs3739817 8 c.1447G>A p.T343T 

 

0.063 8.817 No N/A 

ENG 9 g.130586657G>A Synonymous rs36092484 8 c.1478G>A p.L354L 

 

0.010 5.308 No N/A 

ENG 9 g.130578404A>G Intronic rs10760503 

    

0.427 1.661 No N/A 

ENG 9 

g.130577493CAGTT>

C 

Deletion 

(3'UTR) rs41514846 

    

0.042 8.251 Yes Yes 

ENG 9 g.130577470G>A 3'UTR rs190129922 

    

0.010 4.396 No N/A 

GATA5 20 g.61051424CG>C 

Deletion 

(promoter) rs113383838 

    

0.031 8.126 Yes Yes 

GATA5 20 g.61050392CG>C 

Deletion 

(coding) Novel 2 

   

0.052 13.130 Yes No 

GATA5 20 g.61050379T>G Missense rs6142775 2 c.261T>G p.T67P 

0.000 

(Benign) 0.146 4.589 Yes Yes 

GATA5 20 g.61050015C>T Intronic Novel 

    

0.010 7.113 Yes Yes 

GATA5 20 g.61048549G>A Synonymous rs41305803 3 c.671G>A p.D203D 

 

0.448 9.718 No N/A 
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Gene Chr Genomic position Function 
rs number 

(Build 138) 
Exon 

cDNA 

position 

Protein 

position 

PP2 

score 

48 

BAV 

MAF 

CADD 

scaled 

score 

Sent 

for re-

seq? 

Validated 

by re-

seq? 

GATA5 20 g.61048443 C>T Intronic rs377441586 

    

0.010 0.705 No N/A 

GATA5 20 g.61041653 G>C Intronic rs6061244 

    

0.365 10.050 Yes Yes 

GATA5 20 g.61040951 C>T Synonymous rs6587239 5 c.914C>T p.K284K 

 

0.490 7.281 No N/A 

GATA5 20 g.61040529C>CG 

Insertion 

(intronic) Novel 

    

0.010 3.690 Yes No 

GATA5 20 g.61040453C>G Synonymous rs6061243 6 c.1043C>G p.S327S 

 

0.010 0.045 No N/A 

GATA5 20 g.61039958 T>C Synonymous rs6061550 7 c.1190T>C p.P376P 

 

0.385 2.549 No N/A 

GATA5 20 

g.61039951GCCTG>

GCCT 

Deletion 

(coding) Novel 7 

   

0.010 16.340 Yes No 

GATA5 20 

g.61039948GCCTG>

GCTG 

Deletion 

(coding) Novel 7 

   

0.021 15.360 Yes No 

GATA5 20 g.61039662T>C 3'UTR rs73149261 

    

0.010 10.280 Yes Yes 

GATA5 20 g.61039343T>C 3'UTR rs7344065 

    

0.260 5.441 No N/A 

GATA5 20 g.61039308 G>A 3'UTR rs41284978 

    

0.010 2.092 No N/A 

GATA5 20 g.61039068G>A 3'UTR rs41284976 

    

0.188 1.134 No N/A 

GATA5 20 g.61038900T>C 3'UTR rs6089386 

    

0.083 5.097 No N/A 

GATA5 20 g.61038853G>A 3'UTR rs73149254 

    

0.010 3.777 No N/A 

GATA5 20 g.61038673AC>A 

Deletion 

(3'UTR) rs34652033 

    

0.240 3.578 Yes Yes 

NKX2-5 5 g.172662024T>C Synonymous rs2277923 1 c.292T>C p.E21E 

 

0.385 9.502 No N/A 

NKX2-5 5 g.172660535T>A Intronic rs56265301 

    

0.021 0.723 No N/A 

NKX2-5 5 g.172660527AT>A 

Deletion 

(intronic) rs55880439 

    

0.333 0.639 Yes Yes 

NKX2-5 5 g.172660526AAT>A 

Deletion 

(intronic) Novel 

    

0.021 0.617 Yes No 

NKX2-5 5 g.172660523T>A Intronic rs3095871 

    

0.188 1.480 No N/A 
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Gene Chr Genomic position Function 
rs number 

(Build 138) 
Exon 

cDNA 

position 

Protein 

position 

PP2 

score 

48 

BAV 

MAF 

CADD 

scaled 

score 

Sent 

for re-

seq? 

Validated 

by re-

seq? 

NKX2-5 5 g.172660522AAT>A 

Deletion 

(intronic) Novel 

    

0.010 0.431 Yes No 

NKX2-5 5 g.172660294 G>C Intronic rs183405705 

    

0.042 4.019 No N/A 

NKX2-5 5 g.172660004C>T Synonymous rs72554028 2 c.772C>T p.Q181Q 

 

0.010 9.591 No N/A 

NKX2-5 5 g.172659511C>A 3'UTR rs703752 

    

0.260 5.656 No N/A 

NKX2-5 5 g.172659219C>T 3'UTR Novel 

    

0.010 6.614 Yes Yes 

NOS3 7 g.150687687C>T Promoter rs11771443 

    

0.115 4.511 No N/A 

NOS3 7 g.150688085C>T Promoter rs77017676 

    

0.031 4.113 No N/A 

NOS3 7 g.150688109C>T Promoter rs117810632 

    

0.010 0.894 No N/A 

NOS3 7 g.150692444G>A Intronic rs1800781 

    

0.146 8.155 No N/A 

NOS3 7 g.150695425C>T Intronic rs142683800 

    

0.010 8.661 No N/A 

NOS3 7 g.150695726T>C Synonymous rs1549758 7 c.1070T>C p.D258D 

 

0.333 3.530 No N/A 

NOS3 7 g.150696008A>G Intronic rs1007311 

    

0.344 2.343 No N/A 

NOS3 7 g.150696066C>T Synonymous rs79468462 8 c.1145C>T p.N283N 

 

0.010 2.561 No N/A 

NOS3 7 g.150696111T>G Missense rs1799983 8 c.1190T>G p.D298E 

0.000 

(Benign) 0.844* 0.198 Yes Yes 

NOS3 7 g.150698349G>A Missense rs150935488 11 c.1560 G>A p.A422T 

0.098 

(Benign) 0.010 2.648 Yes Yes 

NOS3 7 g.150698745TG>T 

Deletion 

(intronic) Novel 

    

0.250 0.522 Yes No 

NOS3 7 g.150698879A>G Intronic rs1800780 

    

0.490 8.702 No N/A 

NOS3 7 g.150699250G>T Intronic rs1800782 

    

0.094 0.551 No N/A 

NOS3 7 g.150700637A>G Intronic rs73167652 

    

0.094 3.136 No N/A 

NOS3 7 g.150700946C>A Intronic rs3918227 

    

0.104 6.376 No N/A 

NOS3 7 g.150700993T>A Intronic Novel 

    

0.010 8.357 Yes Yes 
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Gene Chr Genomic position Function 
rs number 

(Build 138) 
Exon 

cDNA 

position 

Protein 

position 

PP2 

score 

48 

BAV 

MAF 

CADD 

scaled 

score 

Sent 

for re-

seq? 

Validated 

by re-

seq? 

NOS3 7 g.150704101C>T Intronic Novel 

    

0.010 0.477 Yes Yes 

NOS3 7 g.150706177G>A Intronic rs3730006 

    

0.031 4.707 No N/A 

NOS3 7 g.150706190G>T Intronic rs143037297 

    

0.010 2.997 No N/A 

NOS3 7 g.150706383C>A Intronic rs753482 

    

0.302 1.074 No N/A 

NOS3 7 g.150709571G>T Intronic rs7830 

    

0.427 6.843 No N/A 

NOS3 7 g.150711505C>G 3'UTR rs117078328 

    

0.010 7.489 No N/A 

NOTCH1 9 g.139389184A>G 3'UTR rs6563 

    

0.635* 3.822 No N/A 

NOTCH1 9 g.139390397C>T 3'UTR rs3124591 

    

0.458 0.046 No N/A 

NOTCH1 9 g.139391338C>T Missense rs61751489 34 c.6853C>T p.V2285I 

0.004 

(Benign) 0.031 0.501 Yes Yes 

NOTCH1 9 g.139391636G>A Synonymous rs2229974 34 c.6555G>A p.D2185D 

 

0.469 5.818 No N/A 

NOTCH1 9 g.139393162G>A Intronic rs3124592 

    

0.573* 0.836 No N/A 

NOTCH1 9 g.139393175A>G Intronic rs3124593 

    

0.437 5.643 No N/A 

NOTCH1 9 g.139393307A>G Intronic rs9632944 

    

0.052 2.000 No N/A 

NOTCH1 9 g.139440848C>T Promoter N/A 

    

0.010 9.694 No N/A 

NOTCH1 9 g.139396113T>A Intronic rs11574906 

    

0.948* 3.968 No N/A 

NOTCH1 9 g.139396408A>G Intronic rs3124594 

    

0.427 0.208 No N/A 

NOTCH1 9 g.139396690C>T Intronic rs75842134 

    

0.010 3.006 No N/A 

NOTCH1 9 g.139397557C>G Intronic rs34383263 

    

0.052 5.166 No N/A 

NOTCH1 9 g.139397707G>A Synonymous rs10521 27 c.5094G>A p.D1698D 

 

0.375 7.914 No N/A 

NOTCH1 9 g.139399641G>A Intronic rs13300218 

    

0.052 0.016 No N/A 

NOTCH1 9 g.139399876G>A Missense rs369915496 25 c.4472G>A p.T1491M 

0.870 

(Possibly 

damaging) 0.010 17.680 Yes Yes 
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Gene Chr Genomic position Function 
rs number 

(Build 138) 
Exon 

cDNA 

position 

Protein 

position 

PP2 

score 

48 

BAV 

MAF 

CADD 

scaled 

score 

Sent 

for re-

seq? 

Validated 

by re-

seq? 

NOTCH1 9 g.139400219G>A Missense rs61751542 25 c.4129G>A p.P1377S 

0.000 

(Benign) 0.031 0.224 Yes Yes 

NOTCH1 9 g.139400320G>A Missense rs183156491 25 c.4028G>A p.A1343V 

0.944 

(Possibly 

damaging) 0.010 17.590 Yes Yes 

NOTCH1 9 g.139400904C>T Intronic rs4880098 

    

0.427 2.649 No N/A 

NOTCH1 9 g.139417590C>T Missense N/A 4 c.454C>T p.G152S 

0.969 

(Probably 

damaging) 0.010 19.740 Yes Yes 

NOTCH1 9 g.139401233C>T Missense rs61751543 23 c.3836C>T p.R1279H 

0.019 

(Benign) 0.021 16.230 Yes Yes 

NOTCH1 9 g.139401646T>C Intronic rs11574902 

    

0.052 1.758 No N/A 

NOTCH1 9 g.139402663T>C Intronic rs3124597 

    

0.510* 0.150 No N/A 

NOTCH1 9 g.139402715G>A Synonymous rs61751546 20 c.3294G>A p.S1098S 

 

0.010 3.725 No N/A 

NOTCH1 9 g.139402876G>A Intronic rs201733983 

    

0.010 1.982 No N/A 

NOTCH1 9 g.139402908T>C Intronic rs3812603 

    

0.510* 1.388 No N/A 

NOTCH1 9 g.139403554T>C Intronic rs3124598 

    

0.500 1.010 No N/A 

NOTCH1 9 g.139405093G>A Intronic rs36119806 

    

0.063 3.683 No N/A 

NOTCH1 9 g.139405154G>A Synonymous rs11574895 17 c.2691G>A p.A897A 

 

0.010 1.584 No N/A 

NOTCH1 9 g.139405181G>A Synonymous rs61751548 17 c.2664G>A p.H888H 

 

0.010 1.145 No N/A 

NOTCH1 9 g.139405261C>T Intronic rs3125001 

    

0.396 1.591 No N/A 

NOTCH1 9 g.139412553C>A Intronic Novel 

    

0.010 1.621 Yes No 

NOTCH1 9 g.139405350G>A Intronic rs117063264 

    

0.031 3.105 No N/A 

NOTCH1 9 g.139405361A>G Intronic rs3125002 

    

0.448 2.553 No N/A 

NOTCH1 9 g.139405584C>T Intronic rs148381982 

    

0.031 1.630 No N/A 

NOTCH1 9 g.139407932A>G Synonymous rs2229971 14 c.2265A>G p.N755N 

 

0.021 0.070 No N/A 
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rs number 

(Build 138) 
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48 
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seq? 
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by re-

seq? 

NOTCH1 9 g.139408952C>T Intronic rs191892426 

    

0.010 6.087 No N/A 

NOTCH1 9 g.139410177T>C Intronic rs3124603 

    

0.396 4.623 No N/A 

NOTCH1 9 g.139410424A>G Intronic rs3125006 

    

0.333 1.136 No N/A 

NOTCH1 9 g.139410437C>T Synonymous rs148331061 10 c.1665C>T p.T555T 

 

0.031 8.010 No N/A 

NOTCH1 9 g.139410467G>A Synonymous rs11574889 10 c.1635G>A p.D545D 

 

0.010 7.847 No N/A 

NOTCH1 9 g.139412385G>T Synonymous Novel 8 c.1260G>T p.A420A 

 

0.021 10.220 Yes No 

NOTCH1 9 g.139410560G>A Intronic Novel 

    

0.031 5.448 Yes No 

NOTCH1 9 g.139410559A>G Intronic Novel 

    

0.083 1.141 Yes No 

NOTCH1 9 g.139411880G>A Intronic rs9411254 

    

0.344 2.273 No N/A 

NOTCH1 9 g.139412197G>A Intronic rs9411208 

    

0.490 4.929 No N/A 

NOTCH1 9 g.139410536GC>G 

Deletion 

(coding) Novel 10 

   

0.219 34.000 Yes No 

NOTCH1 9 g.139405287AC>A 

Deletion 

(intronic) Novel 

    

0.010 4.085 Yes Yes 

NOTCH1 9 g.139412884C>T Intronic rs3125009 

    

0.344 0.975 No N/A 

NOTCH1 9 g.139412885G>C Intronic rs149384840 

    

0.010 0.921 No N/A 

NOTCH1 9 g.139413908C>T Synonymous rs2229975 5 c.852C>T p.P284P 

 

0.146 10.250 Yes Yes 

NOTCH1 9 g.139401148C>T Intronic N/A 

    

0.010 9.209 No N/A 

NOTCH1 9 g.139417612G>A Synonymous rs373713957 4 c.432G>A p.C144C 

 

0.010 8.736 No N/A 

NOTCH1 9 g.139418260A>G Synonymous rs4489420 3 c.312A>G p.N104N 

 

0.531* 3.339 No N/A 

NOTCH1 9 g.139440845G>A Promoter rs3013306 

    

0.333 10.660 Yes Yes 

NOTCH1 9 g.139393586G>A Synonymous N/A 32 c.6060G>A p.D2020D 

 

0.010 0.783 No N/A 

NOTCH1 9 g.139440852A>G Promoter rs3013307 

    

0.312 10.080 Yes Yes 

PDIA2 16 g.329578G>A Promoter rs421123 

    

0.063 0.884 No N/A 
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PDIA2 16 g.329671T>C Promoter rs373271 

    

0.052 3.857 No N/A 

PDIA2 16 g.329710C>T Promoter rs2858001 

    

0.052 1.322 No N/A 

PDIA2 16 g.333138T>C 5'UTR rs28365941 6 

   

0.188 6.927 No N/A 

PDIA2 16 g.333146C>T 5'UTR rs421195 6 

   

0.177 0.020 No N/A 

PDIA2 16 g.333284C>T Missense rs45455191 6 c.1223C>T p.P39S 

0.630 

(Possibly 

damaging) 0.010 5.055 No N/A 

PDIA2 16 g.334543C>G Missense rs45614840 7 c.1464C>G p.T119R 

1.000 

(Probably 

damaging) 0.094 13.790 Yes Yes 

PDIA2 16 g.334577A>AC 

Insertion 

(coding) Novel 7 

   

0.104 9.224 Yes No 

PDIA2 16 g.334580G>C Synonymous rs432925 7 c.1501G>C p.P131P 

 

0.177 0.088 No N/A 

PDIA2 16 g.334732C>T Synonymous rs45593734 8 c.1588C>T p.D160D 

 

0.156 0.097 No N/A 

PDIA2 16 g.334809G>T Intronic rs182466191 

    

0.010 0.163 No N/A 

PDIA2 16 g.334890G>A Missense rs419949 9 c.1661G>A p.E185K 

0.024 

(Benign) 0.260 6.194 Yes Yes 

PDIA2 16 g.335185G>A Synonymous rs45503892 10 c.1888G>A p.T260T 

 

0.031 0.902 No N/A 

PDIA2 16 g.336377C>G Missense rs45529833 13 c.2252C>G p.P382A 

0.999 

(Probably 

damaging) 0.010 13.080 Yes Yes 

PDIA2 16 g.336381CCT>C 

Deletion 

(frameshift) rs375604412 13 

c.1148_1149

delCT 

p.P383R 

(causing 

p.V390X) 

 

0.010 14.350 Yes Yes 

PDIA2 16 g.336396 G>A Missense rs400037 13 c.2271G>A p.R388Q 

0.005 

(Benign) 0.229 0.021 Yes Yes 

PDIA2 16 g.336421G>A Synonymous rs45519635 13 c.2296G>A p.K396K 

 

0.010 7.660 No N/A 
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PDIA2 16 g.336596G>T Missense Novel 14 c.2391G>T p.W428L 

0.995 

(Probably 

damaging) 0.010 23.200 Yes No 

PDIA2 16 g.336660G>A Synonymous rs11647490 14 c.2455G>A p.T449T 

 

0.469 1.354 No N/A 

PDIA2 16 g.336701ACT>A 

Deletion 

(frameshift) rs201624048 14 

c.1388_1389

delCT 

p.L464Q 

(causing 

p.I476X) 

 

0.010 14.940 Yes Yes 

PDIA2 16 g.336731G>A Missense rs116969376 14 c.2526G>A p.R473Q 

0.839 

(Possibly 

damaging) 0.010 12.480 Yes Yes 

PDIA2 16 g.336916C>T Missense rs1048786 15 c.2612C>T p.P502S 

0.002 

(Benign) 0.135 10.800 Yes Yes 

TGFBR2 3 g.30647160A>G Promoter rs3087465 

    

0.219 4.964 No N/A 

TGFBR2 3 g.30686414A>G Intronic rs1155705 

    

0.333 1.835 No N/A 

TGFBR2 3 g.30713126 T>A Intronic rs11466512 

    

0.302 1.125 No N/A 

TGFBR2 3 g.30713370GC>G 

Deletion 

(coding) Novel 5 

   

0.010 37.000 Yes No 

TGFBR2 3 g.30713737C>T Synonymous rs113194608 5 c.1519C>T p.L379L 

 

0.010 8.580 No N/A 

TGFBR2 3 

g.30733401TTTATA>

TTA 

Deletion 

(3'UTR) Novel 

    

0.115 7.723 Yes No 

TGFBR2 3 

g.30733402TTTATA>

TTTA 

Deletion 

(3'UTR) rs35934901 

    

0.438 0.892 Yes Yes 

TGFBR2 3 g.30733726G>A 3'UTR Novel 

    

0.010 9.380 Yes Yes 

TGFBR2 3 g.30733838C>G 3'UTR rs11466531 

    

0.063 4.881 No N/A 

TGFBR2 3 g.30733926C>A 3'UTR rs17026332 

    

0.021 8.804 No N/A 

TGFBR2 3 g.30734924A>C 3'UTR rs1803446 

    

0.052 3.306 No N/A 
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TGFBR2 3 g.30735156C>T 3'UTR rs11466536 

    

0.094 8.436 No N/A 

UTR: untranslated region; MAF: minor allele frequency; BAV: bicuspid aortic valve; CADD: Combined Annotation Dependant Depletion; N/A: information not available; PP2: PolyPhen-2. 

*Variant alleles having a frequency > 0.500 
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Supplementary Figure 4.1 Flowchart diagram illustrating the major steps of the study 

Flowchart diagram describing the main stages of the study with the number of genetic variants included in each stages and the criteria used for their 

selection/rejection. BAV, bicuspid aortic valve; CADD, Combined Annotation Dependant Depletion; NGS, next-generation sequencing; PP2, PolyPhen-2.
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Supplementary Figure 4.2 DNA variants detected by targeted next-generation sequencing of 9 
genes in 48 patients with BAV 

A total of 217 DNA variants were detected. The exon-intron structure of each gene is illustrated on the 

left side of each graph. DNA variants are color-coded in red (missense), green (synonymous), blue 

(insertion), orange (deletion) and black (promoters, 3’ and 5’ UTR). Variants with an asterisk were 

validated by Sanger sequencing. Reference (R) and variant (V) alleles are shown on the right side of 

each graph. A) NOTCH1, B) AXIN1, C) EGFR, D) ENG, E) GATA5, F) NKX2-5, G) NOS3, H) PDIA2 

and I) TGFBR2. 
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Chapitre 5 Conclusions et perspectives 

Affectant approximativement 1% de la population mondiale3, la bicuspidie valvulaire aortique (BVA) est 

la malformation cardiaque congénitale la plus fréquente. Bien que quelques patients nécessitent une 

intervention durant les premiers mois de vie, la valve aortique à deux feuillets est fonctionnelle jusqu’à 

l’âge adulte chez la plupart des patients, ce qui explique son diagnostic généralement tardif. 

L’évolution clinique des patients atteints de BVA est imprévisible et hétérogène. La grande majorité 

d’entre eux développent des complications qui nécessiteront ultimement le remplacement chirurgical de 

leur valve aortique34,38,50. Cette intervention est cependant coûteuse95, temporaire et ne constitue pas 

un traitement curatif96. Considérant l’inefficacité des agents pharmacologiques à ralentir ou traiter les 

complications survenant chez les patients atteints de BVA80,86, le développement de nouvelles 

stratégies thérapeutiques devient maintenant critique. 

L’observation d’une agrégation de cas familiaux de BVA représente un argument de taille en faveur de 

l’existence d’une composante génétique de la BVA160. Malgré cela, la pénétrance incomplète et 

l’impressionnante hétérogénéité phénotypique constatée chez ces familles compliquent l’élucidation de 

son patron d’héritabilité. La BVA est donc manifestement une pathologie complexe impliquant une 

combinaison de variations génétiques localisées dans plusieurs gènes. 

Dans un effort visant à identifier l’étiologie génétique de la BVA, le gène NOTCH1 et plusieurs autres 

ont été associés à la morphogenèse de la valve aortique ou à la BVA chez des modèles animaux ou 

des patients atteints36,176,181–186,206,225,238,239,243,252,256,260,274,300,301. Toutefois, dans des familles présentant 

plus d’un membre affecté par la BVA, une variation génétique identifiée comme causale chez un 

individu atteint ne ségrégue pas toujours avec la présence de la malformation au sein de la famille. Ce 

constat s’applique aux études investiguant plusieurs familles ou cas sporadiques de BVA. Il est 

également important de préciser que certains gènes (tel que EGFR) ont été associés à la formation de 

la valve aortique uniquement chez des modèles animaux et que leur implication potentielle dans le 

développement de la BVA chez l’humain reste à confirmer. Finalement, des études regroupant un plus 

grand nombre de patients sont nécessaires afin de préciser l’état des connaissances en génétique de 

la BVA, car le manque de puissance statistique a jusqu’alors limité les progrès dans ce domaine.   

L’objectif du présent projet de recherche consistait à identifier des variations génétiques associées à la 

BVA chez les Canadiens français afin de préciser l’étiologie génétique de cette malformation cardiaque 

congénitale. Pour ce faire, 339 patients avec une BVA confirmée lors de la chirurgie de remplacement 

valvulaire aortique et 606 individus contrôles présentant une valve aortique morphologiquement 
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normale ont été recrutés via la banque de tissus de l’IUCPQ. La détection de variations génétiques 

dans neuf gènes candidats pour la BVA (NOTCH1, AXIN1, PDIA2, EGFR, ENG, GATA5, NKX2-5, 

NOS3 et TGFBR2) a été réalisée par séquençage d’ADN nouvelle génération chez un sous-groupe de 

48 patients atteints de BVA. Suite à l’évaluation in silico de l’impact délétère de chaque variation 

génétique identifiée par le séquençage nouvelle génération, un grand nombre de variations ont été 

validées par séquençage d’ADN Sanger. L’association de variations génétiques avec la BVA a été 

réalisée en comparant les fréquences alléliques de l’ensemble des patients atteints et des contrôles. 

Ces fréquences alléliques ont été obtenues lors du génotypage de 89 variations provenant des 

résultats du séquençage nouvelle génération ou de la littérature précédente sur la BVA. 

Neuf nouvelles variations génétiques jamais caractérisées auparavant ont été identifiées par le 

séquençage nouvelle génération et confirmées par séquençage Sanger dans le cadre de ces travaux 

de recherche. Toutefois, aucune de ces variations n’était considérée comme potentiellement délétère 

par CADD (score CADD≥10). Un total de 19 variations génétiques ont été évaluées comme 

potentiellement délétères par CADD lors de cette étude, dont sept localisées dans le gène NOTCH1. 

La majorité des 19 variations génétiques potentiellement délétères étaient également situées dans les 

régions codantes des gènes (variations génétiques silencieuses, faux ou non-sens). 

Une seule variation génétique (EGFR rs17290301) a été associée à la BVA dans cette étude. Des 

variations additionnelles ont également été associées à la pathologie exclusivement chez les hommes 

(EGFR rs533525993 et TEX26 rs12857479) et chez les femmes (NOTCH1 rs61751489, TGFBR2 

rs1155705 et NKX2-5 rs2277923), suggérant une étiologie de la BVA différente selon le genre.  

Comme décrit dans l’introduction, le gène EGFR a jusqu’alors été relié à la formation de la valve 

aortique chez des modèles murins seulement. Lorsque ce gène est diminué ou absent chez ces 

modèles animaux, une hyperplasie des feuillets valvulaires aortiques parfois accompagnée de sténose 

aortique calcifiante ou d’insuffisance aortique est observée36,209,210. L’association entre la variation 

intronique rs17290301 et la BVA dans le cadre de ces travaux de recherche n’a donc jamais été reliée 

à la BVA ou à quelque malformation cardiaque que ce soit chez l’humain. Cependant, comme cette 

variation génétique a un faible score CADD (score CADD=4,29) et qu’elle ne semble pas située dans 

une région de l’ADN liant un facteur de transcription, il est probable qu’elle n’ait que peu d’impact sur la 

protéine encodée par le gène EGFR ou sur l’expression d’autres gènes avoisinants. Chez les hommes, 

la variation génétique silencieuse rs533525993 dans le gène EGFR est localisée dans le 15e exon du 

gène, qui code pour une partie du domaine riche en cystéine de la portion extracellulaire du récepteur 

transmembranaire. Bien que cette variation génétique particulière n’ait jamais été associée à une 
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pathologie quelconque, des variations génétiques dans cette région du gène ont été recensées chez 

des patients atteints de gliomes. Ces variations résultent en une augmentation de la phosphorylation 

du récepteur, ce qui augmente la croissance cellulaire in vitro. Ceci suggère que la variation associée à 

la BVA chez les hommes pourrait causer un phénotype valvulaire semblable à celui rencontré chez les 

modèles animaux. 

Cette étude a permis de révéler la présence d’une association entre la variation génétique rs12857479 

du gène testis expressed 26 (TEX26) et la BVA chez les hommes. Bien que située dans un gène 

méconnu, cette variation génétique altérant l’épissage a été associée à la BVA dans une étude 

évaluant l’exome complet de trois patients atteints de BVA306. Toutefois, elle n’a pas été investiguée 

davantage dû à sa grande fréquence dans la population. Le score CADD associé à cette variation 

(score CADD=22,50) suggère que cette dernière pourrait jouer un rôle dans le développement de la 

BVA chez les hommes. 

Comme décrit ci-haut, le gène NOTCH1 est le gène candidat le plus sérieux permettant d’expliquer la 

composante génétique de la BVA et de multiples variations génétiques dans ce gène ont été associées 

à des cas familiaux et sporadiques de la maladie. L’association entre la variation faux-sens rs61751489 

et la BVA chez les femmes consiste en l’association la plus significative détectée lors de la présente 

étude. Elle résulte en une substitution de l’acide aminé valine pour une isoleucine à la position 2285 de 

la protéine encodée par le gène. Cette variation a été identifiée dans une étude précédente chez des 

patients non apparentés mais les sexes des patients atteints n’ont pas été divulgués et la variation n’a 

pas été analysée davantage en raison de sa présence chez les individus contrôles181. D’autres travaux 

antérieurs ont également détecté cette variation chez des patients atteints de sténose aortique 

calcifiante sévère sur valve tricuspide180.  

Particulièrement associées aux syndromes de Marfan et de Loeys-Dietz, les variations dans le gène 

TGFBR2 ont également été identifiées chez une poignée d’individus atteints de BVA. La variation 

intronique rs1155705 associée à la BVA chez les femmes dans cette étude a été identifiée dans une 

publication précédente chez deux patients non apparentés atteints de BVA dont les sexes n’ont pas été 

divulgués182. Cette variation n’a pas été investiguée davantage à cause de sa prévalence importante 

dans la population. Cette variation est considérée bénigne, n’étant pas située dans une séquence 

d’ADN liant un facteur de transcription et ayant un faible score CADD. 

Chez la souris, la diminution de l’expression du gène NKX2-5 engendre une fréquence de BVA 

beaucoup plus importante que celle observée chez les rongeurs ayant une expression normale de ce 

gène243. Pourtant, seulement quelques études ont identifié des variations génétiques dans NKX2-5 
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chez des patients atteints de BVA. Dans l’une de ces études252, la variation silencieuse rs2277923 

associée à la BVA chez les femmes dans le présent projet de recherche a été identifiée chez un patient 

atteint de BVA et d’anévrisme de l’aorte ascendante et un patient contrôle. Cette variation a aussi été 

détectée chez des patients atteints de diverses malformations congénitales cardiaques249,250,254. Cette 

variation semble réduire l’activité transactivationnelle de la protéine NKX2-5 de 20%, ce qui pourrait 

expliquer son score CADD situé juste en-dessous du seuil séparant les variations génétiques bénignes 

de celles potentiellement délétères (score CADD=9,50). 

Il est important d’adresser les limitations de ce projet de recherche. Tout d’abord, l’approche gène 

candidat utilisée dans le cadre de ces travaux, bien qu’indiquée pour étudier les maladies 

complexes310, est limitée par les connaissances relatives à l’étiologie de la pathologie. En effet, la 

sélection de gènes candidats a été basée sur la fonction ou l’association avec des voies de 

signalisation vraisemblablement impliquées dans le développement de la pathologie. Ainsi, dans ce 

projet de recherche, certains gènes importants pour le développement de la BVA ont pu être omis de la 

sélection car ils n’ont pas été associés à la cardiogenèse ou aux mécanismes cellulaires reliés à la 

BVA dans la littérature scientifique antérieure. Malgré cet inconvénient, l’approche gène candidat a une 

puissance statistique plus élevée que les études d’association et elle réduit substantiellement la 

proportion du génome à étudier, ce qui facilite l’analyse. De plus, dans le cadre de ce projet de 

maîtrise, une sélection rigoureuse des gènes et des variations génétiques testés a été réalisée afin 

d’assurer des résultats optimaux. Les neuf gènes candidats ont été sélectionnés suite à une revue de 

littérature exhaustive sur la génétique de la BVA. Les nouvelles variations génétiques identifiées par le 

séquençage nouvelle génération et validées par re-séquençage, les variations considérées comme 

potentiellement délétères ainsi que celles provenant de la littérature précédente sur la BVA ont été 

priorisées pour le génotypage. 

L’hétérogénéité phénotypique des patients atteints de BVA recrutés dans le cadre de cette étude peut 

être considérée comme une limitation additionnelle. En effet, il est plus ardu d’identifier les fondements 

moléculaires d’une maladie complexe si les patients étudiés sont hétérogènes. Les effets des 

variations génétiques causales peuvent être «dilués», ce qui a pour conséquence de minimiser leur 

importance. Dans le présent projet de recherche, des patients atteints de BVA présentant divers profils 

phénotypiques (sténose aortique calcifiante, insuffisance aortique, dilatation et anévrisme de l’aorte 

ascendante, etc.) ont été étudiés. Considérant que ces différentes complications valvulaires et 

aortiques ont possiblement des origines génétiques distinctes, la capacité de cette étude à identifier 

des variations génétiques associées à la BVA peut avoir été limitée. De plus, l’information concernant 

le type de fusion de la valve aortique des patients atteints de BVA n’était pas disponible dans le cadre 
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de ce projet. Il n’a donc pas été possible de vérifier la présence d’une association entre des variations 

génétiques et les différents types de BVA, ce qui aurait potentiellement supporté l’hypothèse voulant 

que les types de BVA ont des origines étiologiques distinctes22. 

L’évaluation de l’impact délétère des variations génétiques à l’aide d’outils bio-informatiques comporte 

des faiblesses. La prédiction effectuée par ces outils in silico peut guider la sélection des variations 

génétiques à investiguer dans le cadre d’une pathologie, mais il ne s’agit pas d’une méthode sans 

failles. Par exemple, la sensibilité et la spécificité de l’outil Combined Annotation Dependant Depletion 

(CADD)307 utilisé dans ce projet de recherche sont estimés à 80 et 75%, respectivement311. C’est donc 

dire qu’environ 20% des variations génétiques potentiellement dommageables ne sont pas considérées 

comme telles et que 15% des variations bénignes sont étiquetées comme potentiellement 

dommageables. Dans les travaux de recherche rapportés dans ce mémoire, le seuil de score CADD 

utilisé pour dissocier les variations bénignes de celles potentiellement délétères (≥10) a permis 

l’inclusion d’un maximum de variations tout en respectant les recommandations des développeurs de 

CADD. Il est également pertinent de mentionner que l’utilisation d’une méthode combinée comme 

CADD est plus performante qu’une méthode utilisant une seule technique d’évaluation comme 

PolyPhen-2 ou SIFT pour séparer les variations potentiellement délétères des variations bénignes311. Il 

existe de nombreux outils in silico permettant d’évaluer l’impact dommageable des variations 

génétiques comportant des forces et des faiblesses distinctes. L’utilisation de plusieurs de ces outils 

est donc recommandé afin d’avoir un portrait plus complet de l’impact d’une variation donnée. 

Comme décrit ci-haut, les faibles fréquences alléliques des variations génétiques nouvelles ou 

potentiellement délétères identifiées contribuent à expliquer l’absence d’association entre ces dernières 

et la BVA. Une étude rassemblant un nombre plus important de patients atteints de BVA et de 

contrôles pourrait permettre d’investiguer davantage ces variations.  

L’une des principales forces de ce projet de recherche est l’important nombre de patients atteints de 

BVA recrutés comparativement à la majorité des études précédentes portant sur la génétique de la 

BVA. Cette plus grande taille d’échantillon permet la détection de variations génétiques rares chez les 

patients atteints de BVA. Elle assure également une meilleure puissance statistique pour la détection 

d’association entre des variations et la BVA.  

La confirmation de la BVA par le chirurgien cardiaque lors de la chirurgie de remplacement valvulaire 

aortique représente également un avantage important de ces travaux de maîtrise. La majorité des 

études antérieures sur la BVA évaluent la morphologie de la valve aortique par des méthodes 

d’imagerie médicale. Il s’agit d’une technique moins invasive, mais également moins fiable, 
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particulièrement lorsque la valve aortique du patient est sévèrement calcifiée15. Confirmer la BVA au 

moment de la chirurgie permet d’assurer l’homogénéité de l’échantillon étudié. 

Le caractère innovant de ce projet de recherche réside d’abord et avant tout dans la possibilité que des 

variations génétiques spécifiques au genre soient impliquées dans le développement de la BVA. 

Jusqu’alors, l’investigation de la disparité génétique existant entre les hommes et les femmes atteints 

de BVA n’a jamais été exploitée. Toutefois, quelques différences associées au genre chez la BVA et 

ses complications valvulaires et aortiques concomitantes ont été récemment observées. 

Lorsqu’appariés pour la sévérité de la sténose aortique calcifiante sur valve tricuspide, les hommes 

sont sujets à un fardeau de calcium plus élevé que les femmes312. Le remodelage aortique diffère 

également entre les hommes et les femmes atteints de BVA et d’anévrismes de l’aorte thoracique 

concomitant313. Les dissections aortiques de type De Bakey I sont plus fréquentes et affectent une plus 

grande portion de l’aorte chez les femmes atteintes de BVA314. Par conséquent, l’existence de profils 

génétiques, moléculaires et cellulaires spécifiques au genre est de plus en plus apparente dans la BVA 

et ses complications valvulaires et aortiques.  

Cette étude a également permis d’identifier des associations entre la BVA et des variations génétiques 

localisées dans le gène EGFR. Jusqu’à présent, ce gène avait seulement été associé à la formation de 

la valve aortique chez des modèles murins.  

Quoique largement utilisé dans tous les domaines des sciences de la vie à l’heure actuelle, l’emploi du 

séquençage nouvelle génération lors de cette étude constitue aussi un avancement par rapport à la 

littérature précédente sur la BVA. En effet, une seule étude en génétique de la BVA a fait usage du 

séquençage nouvelle génération préalablement aux présents travaux de recherche185. Les auteurs de 

cette publication ont réalisé le séquençage en combinant l’ADN de 78 patients non apparentés atteints 

de BVA dans des pools d’ADN. Cette technique leur a permis de séquencer 97 gènes associés à la 

cardiogenèse ou aux malformations cardiaques congénitales à moindre coût tout en obtenant des 

résultats satisfaisants. Il s’agit d’une méthodologie économique différant substantiellement de celle 

utilisée dans le cadre des travaux rapportés dans ce mémoire. Toutefois, l’élaboration des pools d’ADN 

est fastidieuse et il est crucial que tous les ADN d’un même pool y soient représentés en proportion 

équivalente pour assurer l’exactitude des résultats315. Une première étude investiguant l’exome entier 

de patients atteints de BVA a été récemment publiée306, mais elle a été réalisée chez trois patients 

seulement. 

Afin d’appuyer l’existence de différences génétiques relatives au genre dans la BVA, les résultats 

obtenus lors de ce projet de maîtrise devront tout d’abord être répliqués dans des cohortes 
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indépendantes de patients atteints de BVA. L’introduction de ces variations génétiques dans des 

modèles cellulaires ou animaux constitue un autre objectif en lien avec ce projet. Il sera ainsi possible 

de confirmer la capacité de ces variations génétiques à induire la BVA ou des signes cliniques lui étant 

reliés, par exemple la surexpression de gènes ou de protéines pro-calcifiants chez des modèles 

cellulaires et la calcification ou la dilatation chez les modèles animaux. 

Les résultats de cette étude ouvrent la voie à de multiples perspectives quant aux recherches à propos 

de la BVA. Les études antérieures, composées d’un faible nombre de patients en grande majorité de 

sexe masculin, ne possédaient pas la puissance statistique nécessaire permettant de détecter des 

distinctions génétiques ou cliniques entre les hommes et les femmes. À la lumière des résultats 

obtenus lors de ce projet de maîtrise, la caractérisation du développement et de la progression de la 

maladie chez les deux sexes s’avère maintenant cruciale. En retour, ces informations pourraient 

permettre un suivi optimal et des traitements ajustés à chaque patient. L’investigation des disparités 

entre les sexes masculin et féminin, tant au niveau de la distribution des types de BVA que des 

complications valvulaires et aortiques, doit également être adressée dans les études futures sur la 

BVA.  

Finalement, les technologies de génomique à grande échelle telles que le séquençage de l’exome ou 

du génome complet ainsi que les études pan-génomiques doivent être mises à profit dans l’étude de la 

BVA. Cependant, outre les coûts considérables associés à l’utilisation de ces technologies, 

l’élaboration de telles études nécessite le recrutement d’un grand nombre de familles affectées ou de 

patients atteints de BVA phénotypés avec précision. Cela dit, il y a fort à parier que l’accessibilité 

grandissante de ces technologies et les efforts de collaboration internationale présentement déployés 

permettront de surmonter ces limitations. Assurément, les découvertes qui résulteront de ces études 

permettront de mieux comprendre les origines génétiques de la BVA ainsi que son mode de 

transmission. 
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