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Résumé

Après 25 ans de recherche intensive, il n’y a pas de vaccin contre le SIDA ni de traitement 

définitif face à la maladie. Les technologies génomiques permettent aujourd’hui d’explorer la quasi-

totalité  du  génome  humain,  ceci  afin  d’identifier  les  facteurs  génétiques  influençant  le 

développement de la maladie. Elles peuvent ainsi permettre de mieux comprendre les mécanismes 

moléculaires  de  l'infection  par  VIH-1,  ce  qui  devrait  favoriser  le  développement  rationnel  de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. La bioinformatique joue un rôle central dans le traitement des 

données génomiques à l’interface de l’informatique, des statistiques, et de la biologie.

Ma thèse a porté sur l’exploitation des données issues de puces de génotypage dans le cadre 

du SIDA, et en particulier de la cohorte GRIV (Génétique de la Résistance au VIH-1) de patients à 

profil  extrême  du  SIDA composée  d’une  part  de  patients  non-progresseurs  à  long  terme  (NP, 

n=275) et pour une autre part de patients progresseurs rapides (PR, n=86).

L’analyse simple marqueur « classique » des NP de la cohorte GRIV a révélé le rôle majeur 

de la région HLA dans la non progression à long terme, associée à un contrôle fort de la charge  

virale. Nous avons donc recherché si des associations génétiques particulières pouvaient expliquer 

le  sous-groupe  des  NP  dits  “non  elite“(i.e.  avec  une  charge  virale  >100  copies/mL)  et  un 

polymorphisme du gène CXCR6 a été mis en évidence. Cette association avec l'infection VIH-1 est 

le seul résultat répliqué issu d'études d'association « génome entier », en dehors du locus HLA.

Il  a  aussi  fallu  que  je  me  familiarise  avec  des  concepts  de  bioinformatique  allant  de 

l’haplotypage, ce qui m’a conduit à développer le logiciel SUBHAP, jusqu’à l’imputation à grande 

échelle  qui  est  devenue aujourd’hui  une  étape  obligée.  Récemment  la  mise  en  place  du  projet 

international IHAC (International HIV-1 Acquisition Consortium) a nécessité la conception d'un 

« pipeline » d'analyse complexe mais efficace et des résultats encore préliminaires pointent vers un 

nouveau gène, KIF26B, potentiellement associé à l’acquisition du VIH-1.

Il reste encore beaucoup de progrès à faire dans l’exploitation bioinformatique des données 

génomiques. Les avancées de biologie moléculaire actuelles permettant le séquençage massivement 

parallèle  (Next  Generation  Sequencing)  des  génomes  vont  soulever  de  nouveaux  défis 

probablement aussi difficiles à gagner que notre espoir d'arriver au développement de nouvelles 

stratégies diagnostiques et thérapeutiques.

Mots  clés :  étude  d'association  « génome  entier »,  VIH-1,  SNP,  haplotypes,  imputation,  méta-

analyse



Résumé en anglais

After 25 years of intensive research, there is no vaccine and no definitive cure against AIDS. 

The genomic  technologies  allow today to explore most  of  the human genome and identify  the 

genetic  factors  impacting  disease  progression.  They  could  thus  lead  to  the  understanding  the 

molecular mechanisms of HIV-1 infection, which should contribute to the rational development of 

new therapeutic strategies. Bioinformatics plays a central role in the treatment of genomic data at 

the interface of computer science, statistics, and biology.

My PhD thesis has dealt with the exploitation of data from genotyping chips in AIDS, in 

particular  in  the  GRIV (Genetics  of  Resistance  against  Infection  by  HIV-1)  cohort  comprising 

patients with extreme profiles of progression to AIDS, on the one hand long term non progressors  

(NP, n=275) and on the other hand, rapid progressors (RP, n=86).

The traditional ‘individual marker' analysis revealed the major role of the HLA region in 

long term non progression, correlated with the strong control of viral load. We have thus looked for 

genetic associations that could explain the subgroup of NP called “non elite“ (i.e. NP with a viral 

load > 100 copies/mL) and a polymorphism in the CXCR6 gene was found. This new association 

with HIV-1 infection is the sole replicated result stemming from a “genome wide“ association study 

outside of the HLA locus.

I have become familiar with various bioinformatics concepts, ranging from haplotyping, that 

led me to develop the software SUBHAP, to large-scale imputation which is now a mandatory tool.  

Recently,  the  setting-up  of  the  IHAC  international  project  (International  HIV-1  Acquisition 

Consortium)  has  required  the  design  of  a  complex  but  efficient  analysis  « pipeline »,  and  still 

preliminary results point to the possible association of the KIF26B gene with HIV-1 acquisition.

Much progress remains to be done for the bioinformatics exploitation of genomic data. The 

current technological breakthroughs allowing the large-scale parallel sequencing (Next generation 

sequencing)  of genomes will raise new challenges likely as difficult to overcome as our hope to 

develop new diagnostic and therapeutic strategies.

Keywords : GWAS, HIV-1, SNP, haplotypes, imputation, meta-analysis  
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Introduction à la génétique épidémiologique

I. Introduction à la génétique épidémiologique

Depuis longtemps, l'homme s’intéresse au fonctionnement de la nature et de son corps. Dans 

un but d'auto-préservation, nous cherchons à contrôler et comprendre les maladies afin d'en atténuer 

les conséquences. Depuis la découverte des premiers médicaments jusqu'à la compréhension des 

mécanismes biologiques sous-jacents, nous n'avons cessé de progresser dans notre connaissance des 

pathologies.  La  démarche  historique  pour  découvrir  des  médicaments  et  des  vaccins  -  encore 

utilisée dans l'industrie pharmaceutique aujourd'hui - est d’évaluer expérimentalement les effets de 

milliers de composés pour choisir les meilleurs candidats à tester par des essais cliniques. En 1953 

Watson et Crick allaient mettre à jour une nouvelle molécule, l'ADN, base de notre hérédité qui 

allait permettre l'avènement de la génétique médicale. Aujourd'hui on sait que toutes les maladies 

ont  une  composante  génétique  du  fait  des  réponses  inégales  des  individus.  Comprendre  cette 

composante génétique c'est commencer à comprendre les mécanismes pathogènes de ces maladies 

et cela devrait permettre ainsi d’envisager rationnellement de nouvelles stratégies thérapeutiques ou 

diagnostiques.    

I.1 Notions de génétique

La génétique est la science qui étudie les gènes et leur transmission. L'ensemble du matériel 

génétique - appelé génome - est contenu dans chacune des cellules d'un individu sous la forme de 

chromosomes.  Leur nombre est  de 23 paires chez l'homme, pour chaque paire un chromosome 

venant  de la  mère et  l'autre  du père.  Il  y a 22 paires  d’autosomes (chromosomes non sexuels) 

numérotés de 1 à 22 par taille  décroissante,  et une paire de chromosomes sexuels (XX pour la 

femme, XY pour l’homme). Chaque chromosome est constitué d'une molécule d'ADN sur laquelle 

se succèdent 4 nucléotides différents : adénine, cytosine, guanine et thymine aussi notées A,C,G,T. 

On peut considérer chaque chromosome comme un texte composé de 4 lettres. Certaines séquences 

d'ADN permettent de coder pour la synthèse de protéines – constituants de base du vivant – au 

niveau des gènes. 

Depuis Mendel au 19e siècle, pionnier de la génétique, jusqu'au séquençage complet des 3 

milliards de bases du génome humain en 2003, la génétique n'a cessé de prendre de l'importance 

dans  la  compréhension  des  maladies  et  une  branche  de  celle  ci,  la  génétique  humaine,  s'est 

particulièrement intéressée aux différences qui peuvent exister entre les individus.
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I.1.1 Polymorphismes et diversité génétique

Le polymorphisme génétique est défini comme l'existence, au sein des individus d'une même 

espèce,  de  formes  distinctes  (appelées  allèles)  au  niveau  d'un  locus  chromosomique.  Chaque 

polymorphisme est le produit d'un événement de mutation provoquant une modification soudaine et 

transmissible d'un fragment de l'ADN lorsque cet événement se produit dans une cellule germinale. 

Les polymorphismes moléculaires dans un gène donné peuvent être simplement neutres ou bien 

affecter la fonction du gène selon trois modalités : perte de fonction, maintien partiel de la fonction 

avec interférences, gain de fonction. Ces variations sont transmissibles d'une génération à l'autre. 

On définit comme haplotypes la combinaison de plusieurs allèles situés sur des locus différents d'un 

même chromosome.  Chaque individu possédant  22 paires  d’autosomes,  on trouvera  à  un locus 

donné une combinaison de deux allèles appelée génotype.

a) Les polymorphismes chromosomiques

Les polymorphismes chromosomiques sont des variations structurales liées ou non à des 

anomalies phénotypiques. Ces variations sont le résultat d’événements de translocation, inversion, 

fusion, ou fission de fragments chromosomiques. On peut aussi observer des anomalies portant sur 

le nombre de chromosomes (par exemple figure 1 avec la trisomie 21). 

Figure 1 : Représentation schématique des 23 paires de chromosomes chez l’homme, avec une 
anomalie du nombre d’exemplaires au niveau du chromosome 21
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b) Les séquences répétées en tandem 

Les séquences répétées en tandem (ou VNTR pour Variable Number of Tandem Repeat), 

sont de taille variable et constituées de répétitions en tandem d’un motif unitaire de taille également 

variable. Selon la taille du motif et de la répétition on distingue les satellites, les mini-satellites et 

les micro-satellites : les micro-satellites sont des motifs de 1 à 5 nucléotides répétés 2 à 50 fois 

(taille totale < 300 pb). Les mini-satellites sont des motifs de 15 à 100 nucléotides répétés 15 à 50 

fois (taille totale entre 1 et 5kb) ; les satellites sont des grands motifs (α : 171, β : 168, et γ : 220 

nucléotides respectivement) répétés les uns à la suite des autres.

c) Les indels

Les  indels correspondent à une insertion ou une délétion de nucléotides dans la séquence 

d'ADN (figure 2).

Figure 2 : Représentation d’une insertion de deux nucléotides chez un individu

d) Les SNPs

Les  SNPs  (Single  Nucleotide  Polymorphism)  sont  des  variations  ponctuelles  d’un  seul 

nucléotide (figure 3). Ils sont répartis sur l’ensemble du génome humain et constituent la forme la 

plus  abondante  de  variation  génétique.  Selon  les  dernières  données  connues  du  projet  1000 

Génomes [1], leur nombre est estimé à environ 40 millions et ils représentent ainsi plus de 90% des 

différences  entre  individus.  Du  fait  de  leurs  propriétés,  ils  permettent  de  dresser  des  cartes 

génétiques très denses (e.g. dbSNP) et représentent le marqueur génétique actuel de prédilection. Ils 

peuvent servir de marqueurs génétiques pour identifier un individu [2]. Pour la suite de cette thèse, 

je vais me focaliser exclusivement sur ce type de marqueur.

Figure 3 : Représentation du polymorphisme d’un nucléotide entre 2 individus
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e) Les CNV

Les  CNV  (Copy  Number  Variation)  sont  définis  comme  des  segments  d’ADN  d’une 

longueur supérieure à 1 kb et présents dans le génome un nombre de fois variable en comparaison 

avec  un  génome  de  référence.  Plus  de  12%  du  génome  humain  serait  concerné  par  le 

polymorphisme  de  nombre  de  copies  géniques.  Cette  forme  de  polymorphisme  découverte 

récemment connaît  un intérêt  croissant et  ouvre de nouvelles perspectives dans la recherche de 

prédisposition ou de susceptibilité à des maladies. 

I.1.2 Équilibre de Hardy-Weinberg

L'équilibre de Hardy-Weinberg est un principe fondamental en génétique des populations 

qui  établit  que  les  fréquences  alléliques  dans  une  population  restent  constantes  au  fil  des 

générations, sous certaines conditions : 

1. Population de grande taille

2. Générations non chevauchantes

3. Panmixie, c'est-à-dire dans une population où le croisement des individus est pris au hasard.

4. Non sélection, non mutation et non migration des populations

Dans le cas d'un locus bi-allélique (A, a) 

avec les fréquences f A et f a=1− f A , on a l'équilibre:

{
f AA= f A

2

f Aa=2 f A f a

f aa= f a
2

Lorsque l'équilibre de Hardy-Weinberg n'est  pas respecté et  qu'on observe une déviation 

significative, il convient de chercher les causes qui ont pu engendrer ce déséquilibre. Celui-ci peut 

être dû à des problèmes de génétique des populations (dérive, sélection, consanguinité...).

I.1.3 Déséquilibre de liaison

Il  faut  introduire  la  notion  de  recombinaison  qui  est  un  phénomène  qui  se  produit  par 

enjambement des chromosomes homologues durant le processus de formation des gamètes qu'on 

appelle  méiose.  La  probabilité  qu'un  événement  de  recombinaison  se  produise  entre  deux  loci 
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chromosomiques  augmente  avec  la  distance  qui  les  sépare.  Le  déséquilibre  de  liaison  est 

l’association  non  aléatoire  des  allèles  de  deux  ou  plusieurs  loci  polymorphes  sur  le  même 

chromosome.  Lors  de  la  formation  des  gamètes,  les  loci  d'un  chromosome  peuvent  être 

indépendants  du  fait  de  la  recombinaison  et  ces  loci  peuvent  donc  être  transmis  de  manière 

indépendante.  Cependant,  plus  les  loci  sont  proches  plus  la  recombinaison  est  faible.  Si  nous 

considérons  des  loci polymorphes  indépendants,  les  fréquences  des  combinaisons  d’allèles 

possibles sur un chromosome dans une population, correspondent alors au produit des fréquences de 

ces allèles, c’est l’équilibre de liaison. On peut formaliser cet équilibre entre de 2 loci bi-alléliques:

Locus A d'allèles A et a de fréquences respectives f A  et f a

Locus B d'allèles B et b de fréquences respectives f B  et f b

Il existe 4 combinaisons possibles entre les allèles, les fréquences de ces combinaisons sont 

les suivantes:

{
f AB= f A f B

f Ab= f A f b

f aB= f a f B

f ab= f a f b

Si nous considérons des loci polymorphes qui ne sont pas indépendants, les combinaisons 

entre les allèles de ces loci ne se font plus au hasard. Les fréquences des combinaisons d’allèles  

possibles sont alors différentes du produit des fréquences alléliques, c’est le déséquilibre de liaison. 

Le déséquilibre de liaison peut se mesurer par la valeur du coefficient  D de déviation entre les 

fréquences des combinaisons observées et celles attendues sous l’hypothèse d’indépendance entre 

les loci. On peut formaliser ce déséquilibre entre 2 loci bi-alléliques:

{
f AB= f A f B−D
f Ab= f A f bD
f aB= f a f BD
f ab= f a f b−D

Le déséquilibre de liaison se mesure également par une valeur de D normalisée : D' variant 

entre -1 et 1 ; et par un coefficient r² de corrélation variant entre 0 et 1 :
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D '={
D

min  f AB , f ab
pour D≥0

D
min  f Ab , f Ba

pour D≤0
r 2

=
D2

f A f B f a f b

Pour résumer,  r² = 0 traduit une indépendance entre les allèles des deux SNPs, alors que 

lorsque r² = 1, les allèles des deux SNPs sont parfaitement corrélés et systématiquement co-transmis 

:  c'est  le  déséquilibre  de  liaison  total  (e.g. A  et  B  sont  systématiquement  co-transmis  -et 

parallèlement  a et b-, et seules les combinaisons AB et ab existent). 

I.1.4 Notion d’haplotype

Un haplotype correspond à la combinaison d’allèles de 2 ou plusieurs loci polymorphes sur 

le même chromosome. Les haplotypes ont été crées au cours de l'évolution au gré des mutations. 

Ces combinaisons sont le résultat dans la plupart des cas de l’émergence de polymorphismes au sein 

d’une population et de la recombinaison entre ces loci polymorphes. Le maintien des haplotypes 

peut aussi être influencé par la sélection naturelle, la dérive génétique et la migration (figure 4).

L'étude  des  haplotypes  est  biologiquement  pertinente,  puisqu'ils  constituent  un  reflet  de 

l'évolution et correspondent à une information plus complexe que les polymorphismes individuels. 

La problématique des haplotypes réside dans leur reconstruction car les données expérimentales ne 

permettent pas toujours de déterminer la phase entre allèles des polymorphismes, en d’autres termes 

déterminer la combinaison d’allèles au sein d’un chromosome.
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(a)

(b)

Figure 4 : Représentation schématique de la genèse des haplotypes de deux SNPs (a) et de 3 SNPs 
(b) au cours de l'évolution prise à 6 temps précis (t0-t5). Les événements successifs de mutation et 

de recombinaison  permettent la création de nouveaux SNPs et de nouveaux haplotypes. Les 
phénomènes de pression de sélection ou de dérive génétique sont à l'origine de la disparition de 

deux haplotypes au cours des générations entre les temps t3 et t4, et t4 et t5
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Dans certaines régions du génome, on a pu mettre en évidence des blocs de marqueurs en 

fort déséquilibre de liaison appelés blocs d'haplotypes [3, 4]. En d'autres termes on a découvert que 

la  recombinaison  se  faisait  dans  des  régions  préférentielles.  Cependant  ce  découpage  des 

chromosomes n'est pas absolu, plusieurs méthodes basées sur le déséquilibre de liaison proposent la 

définition des limites de ces blocs mais ne sont pas toujours concordantes entre-elles. En effet il a 

été montré que les limites des blocs étaient très sensibles aux paramètres de la méthode utilisée (par 

exemple le seuil du déséquilibre de liaison) et des fréquences alléliques des SNPs aux limites des 

blocs.

I.2 Structure des populations

La structure des populations (ou stratification) est la présence de différences de fréquences 

alléliques entre des sous populations dont l'origine ancestrale diffère. Les causes de la structure des 

populations reposent sur la séparation physique de groupes d'individus sur plusieurs générations. 

S'ensuit alors la dérive génétique de certains marqueurs conduisant à la variation des fréquences 

alléliques dans chacun de ces groupes jusqu'à fixation.  Dans les populations humaines, les trois 

grands groupes ancestraux sont les Européens, les Africains et les Asiatiques. 

Dans des populations  homogènes,  comme en Europe,  on peut modéliser  la  structure des 

populations en fonction de leur éloignement géographique (figure 5), les fréquences alléliques ayant 

tendance à varier en fonction de la distance séparant les groupes d'individus.

Récemment  sont  apparus des mélanges  de populations  dont les  individus ont  différentes 

origines ancestrales (comme les Afro-américains par exemple). La représentation des individus en 

fonction de leurs origines géographiques devient impossible. 
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Figure 5 : Représentation par Analyse en Composante Principales (ACP) des différences alléliques 
entre les individus de plusieurs pays européens. On peut observer la représentation géographique 

des populations en fonction de leurs fréquences alléliques. Extrait de anthropology.net

I.3 Épidémiologie génétique

L'épidémiologie génétique concerne l'étude de la diffusion des gènes dans les populations et 

l'impact des facteurs génétiques sur les phénotypes. L'étude des facteurs génétiques impliqués dans 

les  maladies  est  rapidement  devenu  l'enjeu  majeur  de  l'épidémiologie  génétique  et  amène  de 

nombreux défis. Un facteur n'apporte qu'une prédisposition ou une vulnérabilité pour développer la 

pathologie. Ainsi être porteur d'une mutation de susceptibilité ne signifie pas nécessairement que le 

patient développera la pathologie. De plus, l'intervention de facteurs environnementaux va jouer un 

rôle prépondérant dans le déclenchement de ces maladies. Ainsi deux vrais jumeaux n'auront pas 

nécessairement les mêmes maladies même s'ils disposent des mêmes facteurs de prédisposition. La 

transmission de ces maladies est non mendélienne, la pénétrance est incomplète et nécessite donc 

une  analyse  à  grande  échelle  portant  sur  un  très  grand nombre  de  cas  afin  de  statistiquement  

reproduire plusieurs fois le même effet.

Aujourd'hui, les connaissances concernant les gènes prédisposant ne sont que parcellaires, 

on ne connaît pas encore précisément le nombre de gènes impliqués, ni leur degré d'implication 

dans la plupart des maladies actuellement étudiées. De plus lorsqu'un facteur est identifié, on ne sait 

souvent pas encore expliquer le rôle fonctionnel véritable. Ainsi concernant par exemple le VIH, le 
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variant génétique  CCR2-64I a été clairement identifié comme impliqué dans la progression de la 

maladie [5] sans pour autant savoir quel en est le mécanisme biologique sous-jacent. 

Un des enjeux actuels de la recherche médicale est donc d'identifier des gènes impliqués 

dans les maladies multi-factorielles, d'en comprendre les mécanismes avec pour objectif d’aboutir 

enfin  à  l'élaboration  de  traitements  ou  tests  diagnostics  permettant  d'intervenir  dans  ces 

mécanismes.  Une  des  branches  de  la  génétique  épidémiologique  s'intéresse  au  rôle  de  la 

composante génétique dans les maladies. Des marqueurs génétiques spécifiques font l'objet d'études 

d'association afin de savoir s'ils sont impliqués ou non dans la maladie étudiée. Le risque associé est 

ensuite  estimé  en  prenant  en  compte  éventuellement  les  interactions  avec  d'autres  facteurs 

génétiques (GxG) ou des facteurs environnementaux (GxE).

Historiquement,  les  premiers  facteurs  génétiques  causaux  identifiés  portaient  sur  des 

maladies  rares  à  transmission  mendélienne,  dont  une  mutation  présente  sur  un  seul  gène  était 

l'unique  responsable  de  la  maladie.  L'étude  de  ces  maladies  dites  monogéniques  telles  que  la 

Myopathie de Duchenne ou la chorée de Huntington a ouvert  la voie de l'analyse génétique en 

médecine.  Cependant  la  plupart  des  maladies  sont  dites  multi-factorielles  car  elles  sont  dues  à 

l'interaction de multiples événements environnementaux et génétiques. Ces maladies, parmi les plus 

courantes,  regroupent  aussi  bien  le  diabète,  l'asthme,  la  polyarthrite  rhumatoïde,  les  maladies 

cardiovasculaires ou encore des maladies infectieuses comme le SIDA. 
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II. Exploration des génomes

II.1 Historique

1865
Mendel pose les bases de la génétique moderne 

(notions d'allèles, de dominance, d'hétérozygote...)

1910
Morgan découvre la méiose et la recombinaison 

(base de la théorie chromosomique de l'hérédité)

1913 Première carte génétique

1953
Watson et Crick utilisent la diffraction pour 

découvrir la molécule d'ADN

1965
Monod, Jacob et Lwoff découvrent les ARNs et la 

régulation de l'expression génique

1972
Le premier séquençage d'une séquence d'ARN 

d'un bactériophage est réalisé.

1977 Séquençage d'un organisme entier

1980 Découverte des marqueurs polymorphiques

1983 Découverte de la PCR

1990 Lancement du projet génome humain

1992-1996 Publication des premières cartes du génome

2000
Fischer publie les premiers résultats de thérapie 

génique sur l'homme

2004 Assemblage complet du premier génome humain

Figure 6 : Repères historiques dans l'exploration des génomes

Depuis les années 1970 et jusqu'à aujourd'hui, la cartographie du génome, afin de localiser 

les loci ayant un impact sur les maladies,  constitue un enjeu colossal (figure 6). La découverte 

durant cette  période des enzymes de restriction, capables de découper précisément l'ADN, donne 

aux chercheurs un outil précieux dans l'exploration des génomes. Couplé à la technologie de l'ADN 

recombinant, il va devenir possible de pratiquer la transgenèse permettant l'insertion d'une portion 
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d'ADN dans un autre ADN et en étudier leurs fonctions.

Plus  tard,  durant  les  années  1980,  la  découverte  des  marqueurs  polymorphiques,  des 

techniques  de  RFLP  (Restriction  Fragment  Length  Polymorphism),  des  micro-satellites  et  les 

grands progrès du génie génétique commencent à permettre une cartographie intensive du génome 

humain.  Le séquençage de l'ADN devient  également  possible  grâce  notamment  aux travaux de 

Sanger au Royaume-Uni et de Gilbert aux États-Unis aboutissant en 1977 au séquençage du premier 

organisme  vivant,  le  bactériophage  φX174.  Ils  obtiendront  le  prix  Nobel  de  chimie  pour  ces 

travaux.

L'amplification en chaîne par polymérase (PCR)  constituera au début des années 1990 une 

avancée majeure pour le clonage et le séquençage des ADNs par la méthode de Sanger. En effet 

cela a permis de multiplier la quantité d'ADN disponible et d’en obtenir une quantité suffisante pour 

le clonage ou le séquençage direct.

En 1992, le Généthon publie dans Cell la première carte physique couvrant la moitié du 

génome humain  [6] et la première carte d'un chromosome [7]. Entre 1993 et 1996, les premières 

cartes  physiques  du  génome  humain  sont  dévoilées  par  le  Généthon  et  le  Centre  d’Étude  du 

Polymorphisme  Humain  (CEPH)  dans  la  revue  Nature  [8-10]  qui  en  fera  même  une  édition 

complète. Parallèlement  le projet  génome humain est  lancé dans le  monde entier et  en 2001 la 

séquence brute du génome est dévoilée [11] . Finalement en 2004 le consortium international public 

publie la séquence complète du génome d'un humain [12].

A partir  des années 2000, la recherche des polymorphismes s'intensifie,  la recherche des 

variations  génétiques  par  le  génotypage  haut-débit  aboutit  à  l'élaboration  de  bases  de  données 

publiques internationales. Le dernier saut technologique actuel repose sur la possibilité,  pour un 

prix de plus en plus faible et dans un temps de plus en plus court, du séquençage complet d'un 

individu. Cela ouvre la voie à la découverte toujours plus exhaustive des polymorphismes humains 

existants dans les populations humaines.

De  par  leurs  propriétés,  les  SNPs  sont  devenus  les  marqueurs  les  plus  utilisés  dans  le 

développement des études d'association. En effet, comme nous l'avons vu, les SNPs sont répartis sur 

l'ensemble du génome, ce qui constitue un avantage comparé aux autres polymorphismes. De plus, 

ils  sont  très  nombreux  et  représentent  directement  ou  indirectement  une  grande  partie  de  la 

variabilité du génome humain, enfin, ils sont très faciles à analyser expérimentalement.  Dans la 

suite de mon travail de thèse, je vais ainsi m'intéresser exclusivement à ce type de marqueurs.
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II.2 Ressources bioinformatiques en génomique

II.2.1 dbSNP

La base de données « SNP database » est une base de données publique qui répertorie les 

variations  génétiques  découvertes  dans  différentes  espèces  animales  dont  évidemment  l'Homo 

sapiens.  Malgré  son nom,  cette  base  de donnée  répertorie  non seulement  les  SNPs  mais  aussi 

d'autres variants génétiques comme les indels ou les micro-satellites. Les données sont composées 

aujourd'hui  pour  l'homme  de  près  de  20  millions  de  polymorphismes  validés. 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_summary.cgi). 

Cette base de données qui permet à l'ensemble de la communauté scientifique d'avoir accès à 

tous les variants découverts à travers le monde est un outil très important. DbSNP regroupe des 

applications en  pharmacogénomique, en génomique fonctionnelle, dans les études d'évolution et 

enfin dans les études d'association à grande échelle qui vont m'intéresser tout particulièrement.

II.2.2 HapMap

En  2002,  le  projet  HapMap  [13] a  été  mis  en  place,  il  vise  à  référencer  les  variants 

génétiques communs que sont les SNPs (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Ce projet s’est déroulé 

en trois phases :

Lors de la  phase I du projet,  environ 1 million de SNPs chez 270 individus issus de 4 

populations d'origines africaine, asiatique et européenne ont été génotypés :

• 90 nigériens (Yoruba d'Ibadan) composés de 30 trios,

• 45 japonais (région de Tokyo) non apparentés,

• 45 chinois (région de Beijing) non apparentés,

• 90 résidents des États-Unis originaires d'Europe du Nord et de l'Ouest recrutés par le CEPH, 

composés de 30 trios.

Lors de la phase II, la densité de la carte génétique a été augmentée en génotypant environ 5 

800 000 de SNPs supplémentaires chez les mêmes individus [14].  

Lors de la phase III, la densité de la carte génétique a encore été augmentée, de nouveaux 

individus issus de nouvelles populations ont été inclus [15] :

• Pour les populations originelles du projet HapMap, le nombre de participants a été augmenté 

26

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_summary.cgi
http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/


Exploration des génomes

à 180 individus pour les populations ancestrales africaine et européenne, et à 90 individus 

pour les populations asiatiques. Le nombre de SNPs génotypés sur l'ensemble de ces sujets 

est de ~4 millions.

• Pour les 7 populations additionnelles (afro-américains, chinois des USA, indiens Gujarati 

des  USA,  kenyans  Luhya,  kenyans  Masaï,  mexicains  des  USA,  et  toscans  italiens),  les 

participants sont au nombre de 90-100 (excepté pour les kenyans Masaï au nombre de 180) 

et le nombre de SNPs génotypés dans chacune de ces populations est de ~1 400 000.

A l'heure actuelle, ce projet a permis de constituer un catalogue des SNPs communs (MAF> 

5%) qui décrit la nature des SNPs avec leur localisation dans le génome, ainsi que la manière dont 

ils sont distribués dans les populations et entre les populations dans différentes parties du monde. 

L'autre objectif du projet HapMap était de décrire les relations de dépendance entre les SNPs en 

utilisant l'information du déséquilibre de liaison et ainsi répertorier les haplotypes communs (>5%). 

En effet dans le génome humain, il existe des régions (ou blocs) riches en déséquilibre de liaison et 

caractérisées  par  une  diversité  haplotypique  limitée,  ainsi,  de  nombreux  SNPs  du  génome  se 

retrouvent corrélés au sein de ces blocs d'haplotypes. Cette propriété permet de cerner la diversité 

du  génome  humain  en  se  limitant  à  un  nombre  de  SNPs  suffisants  pour  différencier  tous  les 

haplotypes communs, appelés SNPs marqueurs ou « tagSNPs » (figure 7) [16, 17] .  Il s’agit d’une 

forme de compression de l’information consistant à extraire un sous-ensemble de SNPs qui capture 

l’essentiel  de l’information  génétique.  De cette  façon,  on estime que seuls  300 000 à 600 000 

tagSNPs sont suffisants pour couvrir les ~10 millions de SNPs représentant l'essentiel de la diversité 

du génome humain.
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Figure 7 : Illustration de la notion de « tagSNP ». (a) Portion de chromosome séquencée dans 4 
individus différents. Les SNPs sont représentés en couleur. (b) A partir des SNPs, détermination des 

haplotypes de la région composée ici de 20 SNPs, dont les 3 SNPs du panel a. (c) Le génotypage 
des 3 tagSNPs, ou SNPs marqueurs, est suffisant pour identifier de façon unique les 4 haplotypes de 

la population. Par exemple, un profil A-T-C pour ces 3 tagSNPs correspond à l'haplotype 1. 
Extrait de hapmap.org

II.2.3 1000 genomes

Dans le but de faciliter l’analyse et la recherche des SNPs de faible fréquence, un nouveau 

projet a vu le jour : le projet 1000genomes  (http://www.1000genome.org) [1] avec pour objectif de 

séquencer la totalité du génome de 2500 individus originaires de 28 populations différentes.

Ces  données  sont  en  cours  de  production  et  devraient  permettre  bientôt  d'avoir  une 

cartographie plus complète des variants humains, de leurs haplotypes et des déséquilibres de liaison 

qui existent entre eux. Le degré de définition des polymorphismes a pour but de déterminer tous les 

variants dont la MAF est inférieure à 1% dans le génome et de 0,1% à 0,5% dans les gènes (figure 

8).  Le projet HapMap ayant été axé sur les SNPs avec des MAF > 5%, l’implication des SNPs de  

faible fréquence dans les maladies complexes est aujourd’hui fortement soutenue [18]. De ce fait 

de nouvelles puces de génotypage, plus denses, basées sur les données du projet HapMap et sur une 

partie  des  données  du  projet  1000genomes  ont  été  développées.  La  cartographie  plus  fine  des 

polymorphismes existants dans les populations et leur exploitation dans l'analyse des maladies est 

en marche.
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Cette  couverture  plus  fine  de  la  diversité  génétique  apporte  son  lot  de  défis  à  relever. 

L'analyse  des  données  de  séquençage  tout  d'abord.  Aujourd'hui,  la  couverture  du  projet  1000 

génomes n'est que de 4X (un locus est lu en moyenne quatre fois), les génotypes des individus ne 

sont que sous la forme d'une probabilité. La multiplication des marqueurs, qui plus est de faible 

fréquence,  pose  des  problèmes  statistiques  qui  pourront  être  insolubles  dans  certains  cas  (par 

exemple un marqueur indépendant très rare impactant une maladie sera très difficile à identifier).

  Les versions successives publiques de ce projet sont les suivantes :

• 1000 génomes Pilot en juin 2010,

• 1000 génomes 2010 interim en décembre 2010 avec 13 Millions de SNPs,

• 1000 génomes phase I interim en juin 2011 avec 37 millions de SNPs.

Figure 8 : Histogramme de la distribution des SNPs suivant leurs fréquences alléliques dans 
1000genomes phase 1 interim (37M SNPs). On voit que la majorité des SNPs ont des MAFs très 

faibles
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II.3 Puces de génotypage

Le développement de HapMap a permis aux généticiens de tirer profit de l’organisation des 

SNPs  au  sein  des  chromosomes.  Depuis  lors  les  chercheurs  peuvent  examiner  l'ensemble  du 

génome à partir d'un nombre restreint de tagSNPs [19, 20] au lieu d'étudier les 10 millions de SNPs 

qu'il contient.

Dans  cette  optique,  les  entreprises  Illumina  et  Affymetrix  ont  développé  des  puces  de 

génotypage permettant l’analyse de 300 000 à 1 000 000 tagSNPs basées sur les premières données 

du projet HapMap. Ces technologies permettent ainsi l'étude simultanée d’une partie importante de 

la diversité du génome humain à un coût raisonnable. La grande différence entre les puces Illumina 

et  Affymetrix  repose sur  la  sélection  des tagSNPs,  le  but  étant  de minimiser  les  coûts  tout  en 

capturant le maximum d’information. C’est pourquoi ces deux entreprises ont mis sur le marché des 

puces contenant des panels de SNPs différents.  Dans les deux cas, ces technologies ont permis 

l’essor des études d’association « génome entier », avec près de 1000 publications en seulement 

quelques années (figure 9). Ainsi, des gènes jusqu’à présent insoupçonnés ont pu être associés à des 

maladies complexes comme par exemple la dégénérescence maculaire liée à l'âge [21], la sclérose 

en plaques [22], ou l’obésité [23].

Figure 9: Evolution jusqu'en juin 2011 du nombre de publications pourtant sur les analyses 
d'association « génome entiers » (GWAS). Extrait de www.genome.gov/gwastudies/
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Les puces de génotypage de l'entreprise Illumina sont de tailles différentes intégrant des 

SNPs et parfois des CNVs:

• HumanOmni2.5-Quad avec environ 2.5 millions de marqueurs

• HumanOmni1S-8 avec environ 1.25 millions de marqueurs

• HumanOmni1-Quad et Human1M-Duo avec environ 1 million de marqueurs

• Human660W-Quad avec environ 658,000 marqueurs

• HumanCytoSNP-12 avec environ 300,000 marqueurs

La stratégie d'Illumina est essentiellement basée sur la sélection des tagSNPs à partir  de 

Hapmap2, avec une composante gène centrée afin de capter au maximum l'information génétique 

des individus et assurer ainsi une bonne couverture (figure 10).

Figure 10 : Représentation de la couverture du génome (HapMap2 > 2,3 millions de SNPs) en 

fonction du seuil de déséquilibre de liaison choisi dans les 3 grandes populations ancestrales (CEU : 

Européens, CHB+JPT : Asiatiques, YRI : Africains) pour une puce Human660W-Quad. On voit par 

exemple qu'en prenant un r2 > 0,8, on capte avec cette puce 90% de l'information génétique en 

moyenne. Extrait de Illumina.com
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III. Études génétiques des maladies

Il existe deux grandes stratégies d’identification de facteurs de risque génétiques : les 

analyses de liaison sur des familles et les analyses d’association impliquant des individus sans lien 

de parenté.

III.1 Analyses de liaison

Les  analyses  de  liaison  génétique  ont  pour  but  de  localiser  une  région  chromosomique 

présentant  une  co-ségrégation  avec  le  phénotype  étudié.  En  d’autres  termes,  ce  type  d’analyse 

consiste  à  rechercher  des loci  polymorphes  dont  la  transmission au sein des  familles  n’est  pas 

indépendante  de  la  transmission  de  la  maladie.  Ces  analyses  de  liaison  se  sont  révélées 

particulièrement  efficaces  dans  le  cas  de  l’étude  de  maladies  monogéniques telles  que  la 

mucoviscidose ou la Chorée de Huntington. Ce type d’approche s’est aussi avéré fructueux dans le 

cas de maladies infectieuses comme la lèpre [24]. En revanche, ces études sont plus limitées pour la 

détection  des  facteurs  génétiques  impliqués  dans  les  maladies  multi-factorielles  où  des  effets 

familiaux sont moins évidents : 

• chaque facteur n'explique qu'une fraction du phénotype

• ces pathologies ne touchent pas nécessairement plusieurs membres d'une même famille (par 

exemple dans le SIDA). 

III.2 Analyses d’association 

Les études d'association cherchent à déceler une association entre un variant génétique et la 

maladie,  au  niveau  d’une population  et  non  plus  seulement  d'une  famille.  On  cherche  donc  à 

identifier  les polymorphismes dont la distribution d'allèles  est associée avec la maladie étudiée. 

Classiquement  ce  type  d'étude  se  réalise  à  l'aide  d'un  groupe de  cas  comparé  à  un  groupe de 

contrôles  dans  une  étude  dite  « cas-contrôles ».  Les  études  cas-témoins  sont  des  études 

dichotomiques  pour  lesquelles  on  compare  deux  groupes  de  sujets  qui  ont  été  sélectionnés  en 

fonction  d'un  phénotype  précis.  Ce  phénotype,  qui  les  différencie,  doit  être  très  précis  et  la 

connaissance des différences externes à ce phénotype doit être la plus exhaustive possible. Ce type 

d'étude est particulièrement adapté pour comparer un phénotype dit « cas » relativement rare avec le 

reste de la population dite « contrôle » [25].
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Les principaux risques inhérents à ce type d'étude sont la mauvaise définition des groupes, 

soit par le phénotype observé soit de la population d'où sont tirés les échantillons composant ces 

groupes. De prime abord, le recrutement de cas et de contrôles peut paraître plus facile que celui de 

familles,  du  fait  de  la  contrainte  imposée  dans  ce  dernier  cas  par  l'obtention  des  génotypes 

d'individus  apparentés.   Les  études  d'association  étaient  initialement  utilisées  sur  des  gènes 

candidats. Depuis quelques années, les avancées techniques de la génomique permettent de réaliser 

les études d’association sur le génome entier [26, 27] (Genome Wide Association Study).

III.2.1 Approche « gène candidat »

Les approches « gènes candidats » consistent à sélectionner un ensemble de gènes qui sont 

pertinents pour intervenir dans l'étiologie de la maladie à étudier et à évaluer leurs polymorphismes 

directement par association. Le choix des gènes peut être guidé par des a priori biologiques tels que 

la fonction ou l'appartenance à une voie métabolique associée à une maladie, ou encore sur la base 

de la localisation dans une région chromosomique d'intérêt, suggérée par une précédente étude de 

liaison ou d'association. Ce type d'approche repose donc sur des a priori et n’est pas adaptée pour 

explorer de manière exhaustive les causes génétiques d’une maladie.

Du fait des limitations du séquençage et du génotypage, ce fut longtemps la seule source 

d’exploration  génétique  des  maladies.  Elle  reposait  donc sur  une  connaissance  préalable  de  la 

maladie et une connaissance approfondie des mécanismes moléculaires associés. Par exemple, mon 

laboratoire s'intéressait à la génomique de l'hote du VIH-1 dans le SIDA. L'approche initiale a été 

de  génotyper  des  gènes  de  l'immunité,  des  gènes  connus  ou  suspectés  d'avoir  un  rôle  dans  la 

pathogenèse du VIH-1.

III.2.2 Approche « génome entier »

Une étude d'association « génome entier » (ou systématique) explore une grande partie du 

génome sans aucun a priori sur l'identité des loci génétiques impliqués. Cette approche représente 

une stratégie ouverte et assez complète, pouvant être mise en place en l'absence d'indices sur la 

fonction ou la position des loci de susceptibilité. Elle a d'abord été appliquée pour des études de 

liaison  à  l’aide  des  micro-satellites  et  a  permis  de  mettre  en  évidence  la  plupart  des  gènes 

responsables  des  maladies  monogéniques  connues.  Malheureusement,  cette  approche  a  eu  des 

difficultés à s'étendre aux maladies multi-factorielles, l'excès de transmission chez des apparentés 
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atteints étant plus faible pour des effets modérés. Les études d'association « génome entier » sont 

donc  apparues  comme  une  alternative  de  choix  et  devaient  constituer  dès  1996 pour  Risch  et 

Merikangas [28] l'avenir des études génétiques des maladies complexes.

Cependant il n'est pas interdit de réintroduire une notion de «candidat» [29] dans un second 

temps en ne sélectionnant que certains SNPs en y ajoutant un a priori biologique [30-32]. Pour cela 

il existe une multitude d'angles d'approches:

• On peut par exemple ne s'intéresser qu'aux gènes impliqués dans la maladie, on s'approche 

alors d'une approche gène candidat globale.

• On peut s'intéresser à plusieurs types de SNPs en fonction de leur position chromosomique 

(exoniques, régions promotrices...)

• On peut aussi croiser les informations des bases de données. On a à disposition des bases de 

données cherchant à identifier des régions eQTL (expression Quantitative Trait Loci), c'est à 

dire des SNPs qui sont associés à une expression d'ARNm différentielle d'un ou plusieurs 

gènes [33, 34]. Par exemple, la base de données GENEVAR met à disposition pour tous les 

gènes du génome humain la valeur d'expression de ceux-ci pour chaque patient de Hapmap2 

et Hapmap3.

• On  peut  croiser  l'information  basée  sur  les  siRNA  ou  ARN  interférents  [35-37],  qui 

cherchent à établir une liste de gènes candidats dans la maladie étudiée.

• Des informations sont également disponibles sur des données d'épissage, de polyadénylation 

et de sites de fixation de facteurs de transcription.

• On peut s'intéresser à l'enrichissement des voies de signalisation (« pathways ») [38].

Durant ma thèse, je n'ai pas eu l'occasion de travailler sur des données familiales et je vais 

me concentrer dans la suite de ma rédaction sur l’étude génétique de sujets sans lien de parenté 

connu.
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IV. Méthodes bioinformatiques d'analyse de données 

génomiques

IV.1 Contrôle qualité

Le contrôle qualité dans les études d'association « génome entier » est fondamental car il 

peut éviter de mauvaises interprétations et de faux résultats [39].

IV.1.1 Données manquantes

Lorsqu'un SNP présente un fort taux de données manquantes, on peut penser que la fiabilité 

de  la  caractérisation  des  génotypes  (« SNP  calling »)  sur  la  plate  forme  de  génotypage  a  été 

défectueuse. Cette notion est très largement empirique mais reste néanmoins un filtre assez fiable de 

contrôle qualité. 

De  la  même  façon,  lorsque  les  données  d'un  patient  présente  beaucoup  de  SNPs  non 

renseignés, cela peut laisser penser que l'ADN extrait est de mauvaise qualité et que ce patient doit 

être enlevé de l’étude.

IV.1.2 Déviation de l'équilibre de Hardy-Weinberg

En dehors  des  déviations  de l'équilibre  dues  à  la  consanguinité,  la  sélection  ou d'autres 

concepts de génétique des populations, cela peut être le symptôme d'une erreur de génotypage ou 

d'une contamination. En effet dans certains cas, un génotype peut être détecté préférentiellement à 

un autre, ce qui induit une rupture de l'équilibre de Hardy-Weinberg sur un site neutre. Lorsque cela 

dévie avec une p-value < 10-3 ou 10-4 on élimine ce locus de l'analyse.

Il faut bien garder en tête cependant que la déviation de Hardy-Weinberg, surtout quand elle 

s'affiche uniquement dans les cas, peut être le témoin d'une association avec la maladie. Le test le 

plus simple est un χ2, cependant pour les faibles fréquences il convient plutôt d'utiliser un test exact 

de Fisher [40, 41].

IV.1.3 Liaison entre les patients

Lors de l’inclusion dans des études, il peut arriver que le même patient soit inclus deux fois, 

que des tubes aient été inversés par erreur pendant la collecte, qu'il y ait eu une contamination ou 
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que deux individus soient apparentés. Pour vérifier que deux individus issus d'une même population 

ne  soient  pas  trop  proches  par  rapport  à  ce  qu'on  pourrait  attendre  s'ils  avaient  été  tirés 

aléatoirement dans la population, on réalise un test « Identical By State » (IBS) entre chaque couple 

d'individus pour évaluer le nombre de génotypes qu'ils ont en commun.  A condition de prendre un 

nombre  important  de  SNP,  généralement  plusieurs  milliers,  on  peut  détecter  les  éventuelles 

contaminations d'échantillons ou des liaisons familiales inconnues (dans le cas le plus extrême deux 

échantillons qui se révèlent venir du même patient).

IV.2 Localisation des sites de susceptibilité: le problème de la 

puissance statistique 

La puissance du test, c'est-a-dire la capacité à détecter l'association lorsque celle-ci est vraie 

va dépendre de la localisation exacte du site de susceptibilité : 

– Soit le marqueur testé est directement responsable de l'association auquel cas la puissance 

sera maximale.

– Soit le marqueur est en déséquilibre de liaison avec le site de susceptibilité auquel cas la 

puissance sera d'autant moins forte que le déséquilibre de liaison avec celui-ci sera faible. 

Dans tous les cas, la capacité à détecter une association dépendra :

– De la pénétrance de la maladie au site de susceptibilité, observée par l'odd-ratio. Plus celui-

ci sera faible et plus il sera difficile de détecter le signal.

– De la fréquence allélique du marqueur testé. Plus celle-ci sera faible et plus il sera difficile 

de déterminer l'association.

Pour un cas donné la puissance va dépendre du nombre de patients testés, d’où la nécessité 

avant toute étude d'évaluer le nombre de patients nécessaires – en fonction par exemple des odd- 

ratio attendus – pour pouvoir obtenir des signaux significatifs.

IV.3 Stratification et le rôle des variables externes

Lorsque les contrôles ne sont pas issus de la même population, ce qui est rarement le cas en 

pratique, on risquera d'interpréter faussement une association entre la maladie et le polymorphisme. 

On peut citer l'exemple de Lander et Schork [42] : un généticien qui voudrait étudier l'habilité de 
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manger  avec  des  baguettes  dans  la  population  de  San  Fransisco  trouvera  certainement  une 

association avec le  HLA-A1, non pas parce-que des déterminants immunologiques jouent un rôle 

dans la dextérité à se servir des baguettes mais parce-que l'allèle HLA-A1 est plus fréquente chez les 

asiatiques  que  chez  les  caucasiens.  Il  convient  donc de  prendre  des  précautions  concernant  le 

mélange sous-jacent de populations dans les études sur génome entier. Outre la sélection préalable 

des individus, il existe différentes méthodes de correction de la stratification. 

Méthode du « genomic control »

Il  s'agit  d'une  méthode  statistique  qui  utilise  l'information  du  Q-Q  plot  et  l'éventuelle 

déviation  de la  courbe théorique  des  données  observées  (figure  11)  [43].  On utilise  un facteur 

d'inflation λ calculé par rapport à l'ensemble des valeurs du χ2 entre tous les tests de marqueurs non 

associés à la maladie. Ce facteur λ peut être estimé par: λ = médiane(x1,x2,...,xn)/0,456 quand x suit 

une loi de distribution du χ2.  On utilise alors ce facteur pour corriger la statistique obtenue. La 

faiblesse de cette approche réside dans le fait que tous les marqueurs sont corrigés avec un poids 

équivalent alors que la stratification est représentée par un nombre limité de SNPs. Lorsque λ  est 

supérieur à 1,10 on considère que la stratification est trop importante, il  convient de vérifier les 

données, et le cas échéant la stratification ne peut être ignorée.

Figure 11 : Exemple de Q-Q plot où le facteur de dispersion λ  = 1.33 ce qui représente une 
stratification forte
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Méthode « STRUCTURE »

Cette méthode permet de détecter des groupes de patients appartenant à la même population 

(figure 12).

Ce logiciel est basé sur la méthodes des moyennes mobiles (K-means) et sur le fait que la 

stratification fait dévier de l'équilibre de Hardy-Weinberg plusieurs populations mélangées. Cela va 

permettre  soit  de  prendre  en  compte  dans  l'étude  ces  «clusters»  soit  d'éliminer  les  patients 

marginaux n'appartenant pas à la population générale étudiée.

Figure 12 : Représentation des groupes d'individus issu de Hapmap2 grâce au logiciel 

STRUCTURE [44]. Quelques SNPs hautement informatifs (environ 500) permettent de décomposer 

chaque point (individu) pour le placer dans son groupe ethnique ancestral
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Analyse en Composantes Principales (ACP)

Cette méthode permet d'identifier des axes de variations génétiques pour chaque individu.

1. On fait une ACP pour identifier les composantes principales et réduire ainsi l'information. 

Ainsi  on  «résume»  les  différences  génétiques  entre  les  individus  sur  plusieurs  axes 

(exemple figure 13).

2. Les individus sont placés les uns par rapport aux autres grâce à ces axes de différentiation. 

On pourra également repérer les SNPs qui différencient préférentiellement les groupes de 

populations en contribuant plus ou moins à l'élaboration des axes.

3. Les patients qui sont trop différents des autres sont écartés de l’étude 

4. Enfin on pourra ensuite utiliser les composantes principales comme covariables pour ajuster 

les statistiques d'association et prendre en compte la stratification résiduelle.

 

Figure 13 : Représentation des deux premiers axes de l'analyse en composantes principales réalisée 
à partir de plusieurs dizaines de milliers de SNPs grâce au logiciel EIGENSTRAT. On peut 

observer sur les données hapmap3 les différents groupes ethniques et leur degré de rapprochement.
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IV.4 Tests multimarqueurs

L'analyse individuel de chaque SNP n'est pas le seul angle d'analyse possible. En effet il 

convient de s'intéresser à des approches globales qui permettent de prendre en compte plusieurs 

marqueurs et qui ont souvent, en plus de l'approche statistique, une réalité biologique.

IV.4.1 Haplotypes: le problème de l'haplotypage

A partir des données actuelles issues du génotypage ou du séquençage, l'information de la 

phase (i.e. combinaison allélique sur un même chromosome) est perdue. Les logiciels d'haplotypage 

ont  pour  objectif  de  reconstruire  cette  information  à  partir  de  l'ensemble  des  génotypes  d'une 

population pour pouvoir attribuer une paire d'haplotypes à chaque individu (figure 15).

L'haplotype  étant  défini  comme  la  combinaison  d’allèles  sur  un  même  chromosome  à 

différents  loci,  l'haplotypage  va  consister  à  passer  de  l'information  des  génotypes  à  celle  de 

l'haplotype correspondant. 

Concernant n loci bialléliques :

• On a en théorie 2n haplotypes possibles. En pratique, à cause des déséquilibres de 

liaison, on en observe généralement moins.

• Quand n= 2 (2 SNP d’allèles Aa et Bb) :

◦ r2 = 1 signifie que le déséquilibre de liaison est total on a alors que 2 haplotypes 

possibles.

◦ D' = 1 signifie qu'il n'y a pas de recombinaison entre les marqueurs, il y a donc 

au maximum 3 haplotypes possibles

SNP2

SNP1

AA Aa aa

BB AB/AB AB/aB AB/aB

Bb AB/Ab AB/ab ou Ab/aB AB/ab

bb Ab/Ab Ab/ab Ab/ab
Figure 14 : Répartition des haplotypes théoriquement possibles pour 2 SNPs bi-alléliques

On voit (figure 14) que l'ambiguïté se situe sur les doubles hétérozygotes, il va falloir utiliser 

des méthodes statistiques basées sur les déséquilibres de liaison pour déterminer la probabilités des 
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haplotypes dans ces cas.

Figure 15 : Problématique de l'haplotypage
Il existe différentes méthodes pour reconstruire les haplotypes.

1) Les  méthodes  combinatoires qui  ont  pour  principe  de  tester  toutes  les  combinaisons 

possibles d'haplotypes pour ensuite fixer un critère de choix parmi toutes ces combinaisons. 

Ce critère peut être un critère de parcimonie [45] ou un critère de phylogénie [46].

2) Les méthodes d’inférence statistiques

1. Méthode basée sur la vraisemblance

L'algorithme d'Espérance-Maximisation (EM) est un algorithme itératif qui se décompose  

ainsi:

Soit k haplotypes possibles dans la population, de fréquences respectives fk

• On part avec des fréquences aléatoires fk(0)

• On pratique une étape d'évaluation de l'espérance (E), où l'on calcule l'espérance de 

la  vraisemblance  en  calculant  pour  chaque  individu  la  fréquence  des  paires 

d'haplotypes. 

• Ensuite  vient  une  étape  de  maximisation  (M),  où  l'on  estime  le  maximum  de 

vraisemblance en se basant sur l'équilibre de Hardy-Weinberg.
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• On utilise  ensuite  les  paramètres  trouvés  comme  point  de  départ  d'une  nouvelle 

phase d'évaluation de l'espérance, et l'on itère ainsi jusqu'à convergence et jusqu'à 

ce que les fréquences fk(t+1) ≈ fk(t)

La première méthode d’inférence statistique des haplotypes fondée sur la vraisemblance a 

été introduite par Excoffier et Slatkin en 1995 [47] puis développée ensuite par Fallin et al. 

[48].

2. Méthodes basées sur des algorithmes bayésiens ou pseudo-bayésiennes (MCMC)

Ces  méthodes  se  servent  à  la  fois  de  l'information  a  priori  concernant  les  fréquences 

haplotypiques  et  l'information  des  génotypes  pour  calculer  la  distribution  a  posteriori  des 

haplotypes  sachant  les  génotypes  observés.  Le  modèle  de  distribution  des  haplotypes  utilise  le 

modèle  de  coalescence  et  prend  en  compte  la  recombinaison.  Un  échantillonneur  de  Gibbs 

(algorithme MCMC) est utilisé pour approximer cette distribution à partir des génotypes observés. 

Des auteurs ont essayé de mesurer la différence de performance des différents algorithmes 

[49]. Il semblerait que cette dernière méthode, appliquée dans différents logiciels dont PHASE [50] 

et SHAPEIT [51, 52] , soit la plus précise dans la reconstruction des haplotypes [53].

Une revue détaillée des méthodes d'haplotypage a été publiée cette année [54].

IV.4.2 Test haplotypiques

Intérêt

Les haplotypes se révèlent être un axe d’étude de la variabilité génétique de plus en plus 

important dans les études d’association. Le premier intérêt des haplotypes tient à leur capacité à 

capturer  les  structures  de  déséquilibre  de  liaison sur  des  vastes  régions  chromosomiques  et  de 

calculer les coefficients de corrélation (D, D’ et r2) robustement. D’autre part, ceci permet aussi de 

résumer l’essentiel de la diversité génétique humaine en seulement quelques centaines de milliers 

de SNP, par l’intermédiaire des tagSNPs.

Le second intérêt des haplotypes tient à leur utilité en tant que marqueurs multi-alléliques 

sur plusieurs SNPs. En regroupant l’information portée par plusieurs SNP et en modélisant de façon 

implicite  les  corrélations  qui  existent  entre  les  SNP qu’ils  regroupent,  ils  permettent  de  tester 

simultanément  leur  association  avec  la  maladie.  En effet,  dans  l'exemple  d'une  région codante, 
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plusieurs polymorphismes peuvent conjointement modifier la conformation d'une protéine et donc 

être responsables du phénotype observé. Cependant, l’avantage de cette approche par rapport aux 

méthodes SNP par SNP est un sujet très débattu dans la communauté [55]. En effet, certaines études 

montrent que les tests haplotypiques sont plus puissants que les tests « simple marqueur », alors que 

d’autres affirment le contraire. 

Le troisième intérêt des haplotypes concerne cette fois-ci leur signification biologique. Ils 

correspondent  à des  combinaisons  d’allèles  transmises  de génération  en génération,  ils  peuvent 

donc être  corrélés  à  un facteur  héréditaire  de risque,  composé  d’une  combinaison de plusieurs 

allèles, impliquant une expression (allèles dans le promoteur) et/ou une structure (allèles dans les 

introns) particulière  d’une protéine donnée.  De plus, leur complexité les rend certainement  plus 

adaptés pour se corréler et décrire la diversité des mécanismes biologiques [56]. 

Plusieurs  exemples  d’haplotypes  ayant  un  effet  chez  l’homme  ont  été  décrits  [57-62]. 

Cependant, pour illustrer toutes ses notions sommairement décrites, on peut reprendre l’exemple 

dans GRIV du rôle du variant de  CCR5 dans la progression de l’infection par le VIH-1  [60]. En 

analyse simple SNP, la mutation dans CCR5 ressort avec une valeur de significativité p-value=10-3 

alors qu’au sein d’un haplotype couvrant 3 SNP de la région, elle ressort à 4x10-5 . De plus, un autre 

haplotype défini  sur ces trois  mêmes SNP révèle  une combinaison de mutations  sur  CCR5 qui 

favorise cette fois-ci l’infection, alors qu’en analyse simple SNP cet effet reste totalement muet.

Méthodes

Lorsque les marqueurs sont indépendants,  une idée consiste à tester l’homogénéité  de la 

distribution des haplotypes entre les cas et les contrôles. La méthode la plus simple consiste à tester 

l’homogénéité en utilisant un test de χ2 dont le nombre de degrés de liberté sera égal à k − 1.

On peut également tester les haplotypes individuellement pour observer l'effet spécifique 

d'un haplotype  avec  la  maladie.  On va  alors  tester  cet  haplotype  versus  tous  les  autres  allèles 

d'haplotypes. 

Les  données  issues  des  logiciels  d'haplotypage  se  présentent  sous  la  forme  de  données 

probabilisées. Pour traiter ces données, on peut prendre en compte pour chaque individu sa paire 

d'haplotypes la plus probable. Le désavantage est que cela ne prend pas en compte la distribution de 

probabilité  introduisant  un  biais  statistique  et  pouvant  conduire  à  des  conclusions  erronées. 
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Heureusement il est possible de prendre en compte cette incertitude dans des régressions basées sur 

les données probabilisées pour chaque patient.

Choix des haplotypes

Le  nombre  potentiel  d'allèles  d'haplotype  augmente  exponentiellement  en  fonction  du 

nombre de SNPs (2n-1 en théorie), et le nombre d'haplotypes à tester augmente en fonction du sous-

groupe choisi.

Par exemple  pour une région composée de 200 SNPs, il  faudrait  tester  C2
200=2×104

combinaisons  d'haplotypes.  Pour  un  chromosome  entier  de  20000  SNPs,  il  faudrait  tester 

C2
20000≈2×108 combinaisons.

Il est donc nécessaire de faire un choix sur le nombre de SNPs composant les haplotypes et 

sur les régions ciblées afin de limiter le nombre de tests.

Une  première  idée  largement  répandue  est  d'utiliser  une  fenêtre  coulissante  d'une  taille 

définie et d'ensuite la faire glisser SNP par SNP le long du chromosome.

La deuxième idée est de se servir des blocs d'haplotypes comme défini précédemment ou 

des zones d'intérêt sur lesquelles on ne gardera que les haplotypes « tagSNP » (htSNP).

Enfin,  on  peut  tester  plus  exhaustivement  des  régions  données  en  testant  toutes  les 

combinaisons  possibles  de  2  ou  3  SNPs  (en  tester  plus  risquerait  d'augmenter  de  manière 

exponentielle le nombre de combinaisons possibles).

Dans tous les cas, il convient de prendre des précautions avec la redondance d'information 

représentée par le déséquilibre de liaison.
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IV.4.3 Épistasies

Méthode de régression logistique

Les méthodes de régression sont également utilisées de manière très classique pour estimer 

les interactions entre plusieurs variables explicatives.

La méthode de la régression logistique permet de tester la relation entre une variable par 

exemple dichotomique (malade – non malade) et des variables xi , qui peuvent être qualitatives ou 

quantitatives.  On va  ensuite  pouvoir  calculer  la  probabilité  P(x)  d'être  malade  en  fonction  des 

variables étudiées.

logit P  X =1 x1 2 x23 x1 x2e

avec x1 génotype pour un SNP1, x2 le génotype pour un SNP2.

Approche « Multiple Dimensionary Reduction » 

Il s'agit d'une méthode combinatoire. En pratique, les méthodes combinatoires cherchent à 

déterminer toutes les combinaisons possibles de génotypes pour expliquer la maladie. Il existe donc 

des méthodes dont la plus connue est le « Multiple Dimensionary Reduction » (MDR) qui permet 

de réduire le nombre de combinaisons à explorer [63]. Elle a été mise en application dans l’étude 

d'interaction entre des gènes du métabolisme des estrogènes dans le cancer du sein [63]. Cependant 

cette technique présente le désavantage d’être très lente et non applicable en « génome entier ».

IV.5 Méta-analyses

La multiplicité des études à grande échelle « génome entier » sur la même maladie permet 

souvent  de  pouvoir  en  confronter  les  résultats.  Le  but  principal  est  d'augmenter  la  puissance 

statistique de découverte d'un locus impliqué dans la maladie ou de valider un résultat déjà obtenu. 

Le but principal d'une méta-analyse est d'estimer l'effet  combiné d'un signal trouvé dans 

plusieurs  études.  Si  toutes  les  études  sont  d’égale  importance,  on  peut  simplement  calculer  la 

moyenne de l'effet. Si au contraire certaines études sont plus importantes que d'autres, il faut faire 

une moyenne pondérée des effets en assignant plus de poids à une étude et moins à une autre. La 

question  est  de  savoir  comment  ces  poids  sont  assignés  et  qu'est  ce  que  signifie  un  « effet 
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combiné ». Il y a deux modèles utilisés en méta-analyse, le modèle fixe et le modèle aléatoire.

Il convient de vérifier que les résultats sont homogènes entre les études. On peut mesurer ces 

différences à l'aide du test de Cochran :

 Q=∑
i

w i(θi−θ)2

Un résultat statistiquement significatif signifie que l’écart entre les études est plus important 

que leur effet.

L'indicateur I2  est une alternative au test: il mesure la proportion d’hétérogénéité dans les 

études qui ne peut pas être expliquée par le hasard seul mais en tenant compte du nombre d’études 

analysées.  Les  valeurs  de  I2 égales  à  25%,  50%,  et  75%  représentent  respectivement  une 

hétérogénéité basse, modérée et forte.

Une approche historique est d'utiliser les p-values des différentes études, les seules valeurs 

souvent disponibles. On peut  pour cela utiliser la méthode de Fisher :

χ2=−2∑
i=1

k

ln( pi) pour ddl = 2k

Le principal défaut de cette méthode est qu'elle ne prend pas en compte le sens de l'effet 

dans les différentes études. De plus chaque étude a la même importance que les autres.

 Lorsque plus d'informations sont disponibles, on peut également utiliser la méthode des z-

score qui peut prendre en compte le nombre d'individus et le sens de l’association - c'est-à-dire 

l’allèle associé - dans chaque étude.

Pour cela nous devons convertir les p-values Pi de chaque étude en z-score Zi puis 

Z=

∑
i=1

k

wi Z i

√∑
i=1

k

w i
2

Il existe enfin des méthodes dites « inverse de la variance » qui prennent en compte l’écart 

type dans chaque étude. Par exemple l’écart-type du beta de la régression.

Il convient enfin de mesurer l’hétérogénéité entre les résultats à l'aide des tests de Cochran 

Q. Une très forte hétérogénéité dénote souvent une différence significative dans la constitution des 

cohortes et doit avertir l’expérimentateur d'un potentiel problème.
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Lorsque les  études  présente  une  bonne homogénéité  d'effet  on  va  privilégier  le  modèle 

« fixe » qui prend comme hypothèse que toutes les études, ont de manière sous-jacente, la même 

force de l'effet tandis que le modèle « aléatoire » va permettre de considérer que l'effet peut varier 

d'une  étude  à  l'autre.  Par  exemple,  si  un  groupe  d’étude  est  plus  vieux  ou  ne  présente  pas 

exactement le même phénotype, l'effet mesuré ne sera pas exactement le même.

Cette étape de méta-analyse est indispensable pour confirmer les résultats obtenus et peut 

souvent permettre  de découvrir  de nouveaux signaux associés à la maladie.  Pour la publication 

d'une  étude « génome entier » aujourd'hui, il est devenu absolument nécessaire de passer par cette 

étape  [64]. Généralement pour pouvoir publier un résultat il faut impérativement que la p-value 

issue de la méta-analyse soit inférieure à 5.10-8  [65].

Malheureusement, la réplication d'un résultat est souvent difficile à cause de la diversité des 

différentes  études  (population  d'origines  différentes,  différences  liées  à  l'expérimentation, 

complexité de la maladie ou encore les différences d'analyse).

IV.6 Imputation

Figure 16 : Représentation schématique de l'imputation à partir des haplotypes d'un large panel de 
référence. L'information du panel à inférer va servir de base pour reconstruire les données 

manquantes.
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Les puces de génotypage ont une couverture du génome bien définie suivant la technologie 

utilisée (de 300K à 1M de SNPs). L'imputation permet de déterminer les génotypes des marqueurs 

non typés en s'appuyant sur la structure du déséquilibre de liaison et sur l'information des taux de 

recombinaisons des haplotypes  du panel de référence contenant  un très grand nombre de SNPs 

phasés (figure 16).

Ce processus d'imputation permet notamment  [66-71]:

• D'augmenter la puissance statistique.

• D'augmenter la couverture du génome des données de puces de génotypage déjà 

existantes et de permettre de caractériser des variations non génotypées initialement.

• De permettre les méta-analyses entre plusieurs jeux de données issus de différentes 

plate-formes de génotypage.

• De compléter les éventuelles données manquantes.

Il existe de nombreux logiciels permettant d'inférer les génotypes et d'estimer la distribution 

de probabilité des SNPs non-observés à partir d'haplotypes déjà connus [67, 72, 73]. Ces approches 

sont assez similaires aux méthodes d'haplotypage et tentent d'estimer la distribution a posteriori des 

génotypes en utilisant un modèle de Markov caché (MMC).

IV.6.1 Panels de référence

On peut  théoriquement  prendre  n'importe  quelles  données  haplotypées  comme panel  de 

référence  présentant  une  couverture  supérieure  à  sa  puce  de  génotypage.  Ces  données  sont 

généralement issues des données publiques de 1000genomes et de Hapmap.  L’amélioration des 

techniques  de  séquençage  et  de  génotypage  ont  augmenté  rapidement  la  taille  des  panels  de 

référence.

Nom
NCBI 
build

Date de 
publication

Nombre de 
SNPs

Nombre 
d'individus

1000 Genomes 
Phase I

b37 Juin 2011 37M 1094

1000 Genomes Pilot b36 Juin 2010 11,9M 179

HapMap 3 b36 Février 2009 1,4M 165

HapMap 2 b36 Octobre 2008 3.1M 90
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IV.6.2 Pré haplotypage

 Plus le panel de référence est grand, plus la qualité de l'imputation sera bonne. En général la  

complexité de l'imputation augmente quadratiquement en fonction des données, rendant le calcul 

difficile sur les grappes de calculs courantes, existant dans la plupart des laboratoires. 

Il peut être avantageux de passer par une étape dite de pré-haplotypage (figure 17). L'idée 

est que le processus d'imputation sur des données déjà phasées est considérablement plus rapide que 

sur des données non phasées. L'autre avantage réside dans le fait que ces données phasées pourront 

être  utilisées  avec  des  panels  de  référence  différents  à  mesure  que  ceux-ci  sont  publiés  et 

disponibles. Cette approche a été décrite comme ne faisant perdre que très peu de précision dans 

l'imputation et donnant des résultats très similaires à l'approche standard [74].

Figure 17 : Ordre de grandeur du temps de calcul pour imputer un génome sur une machine 
standard avec la méthode classique et avec la méthode de pré-haplotypage
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V. Projet GRIV et génomique du SIDA

V.1 La maladie

Le premier cas de Syndrome d'Immuno-Déficience Acquise (SIDA) fut découvert aux États-

Unis en 1981. Le Docteur Michael Gottlieb décrit la découverte de symptômes rares chez quatre 

jeunes homosexuels de Los Angeles :  pneumocystoses (pneumonies à  Pneumocystis  cariniii)  et 

candidoses buccales [75]. Ces symptômes sont associés à une perturbation du système immunitaire 

(amaigrissement, fièvre...). Dès 1982,  les examens biologiques révélèrent chez tous les malades 

une immunodépression caractérisée par une chute significative du taux de lymphocytes T CD4+. 

Cette caractéristique donna naissance à l'appellation « syndrome d'immuno-déficience acquise » ou 

SIDA. 

Le virus du SIDA fut isolé pour la première fois en 1983 par l'équipe du Pr Montagnier à 

partir de lymphocytes T provenant d'un ganglion de patient atteint de lymphadénopathie généralisée 

[76]. Ce virus a été initialement dénommé LAV (LymphAdenopathy Virus),  le terme VIH-1 (Virus 

de l'Immuno-déficience 1 Humaine) sera adopté par la communauté scientifique en 1986. Le test de 

dépistage sérologique mis au point par l'équipe du Pr Gallo en 1984 a permis d'établir que le VIH-1 

était  l'agent  étiologique du SIDA, en démontrant  que tous les patients atteints  du SIDA étaient 

porteurs  d'anticorps  dirigés  contre ce virus [77]. Ce test  a permis d'éviter  la  contamination des 

banques de sang, sauvant ainsi des millions de vies.

Un virus proche du VIH-1 fut découvert en 1986 par l'équipe du  Pr Clavel. Ce virus, appelé 

VIH-2  [78], existe essentiellement à l'état  endémique en Afrique de l'ouest, mais il  existe aussi 

d'autres sites de présence sporadique ailleurs dans le monde, notamment les pays entretenant des 

liens commerciaux avec les pays d'Afrique de l'ouest. Très apparenté sur le plan morphologique au 

VIH-1, le VIH-2 est cependant décrit comme moins pathogène que le  VIH-1 : un temps de latence 

plus long avant l'apparition du syndrome d'immuno-déficience,  une charge virale plus faible, un 

taux de progression vers le SIDA plus faible,  et des risques de transmission (notamment mère-

enfant) plus faibles [79, 80].
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V.1.1 Le SIDA, épidémie mondiale

Depuis le début de la pandémie, plus de 25 millions de personnes sont décédées des suites 

d'une infection par le VIH. Elle représente un véritable fléau qui touche plus de 33,4 millions de  

personnes dans le monde (figure 18). En 2008, on estime à 2,7 millions le nombre de personnes 

nouvellement contaminées  et  2 millions le nombre de personnes décédées du SIDA (estimation 

datant  du  dernier  rapport  de  l'ONU-SIDA  en  2009).  Les  données  épidémiologiques  montrent 

clairement l'importance des progrès dans la prévention de nouvelles infections et la diminution du 

nombre annuel de morts. Cependant, l'accès au traitement reste coûteux, limitant de ce fait leur 

accès aux personnes les plus pauvres qui sont les personnes les plus touchées par l'infection. Il est 

donc urgent de rechercher de nouvelles pistes thérapeutiques efficaces et accessibles à tous.

Figure 18 : Estimation globale entre 1990 et 2008 du nombre de personnes vivant avec le VIH, de 
la prévalence du VIH chez les adultes, du nombre de personnes nouvellement infectées par le VIH 

et du nombre d'enfants et d'adultes décédés des suites du SIDA

51



Projet GRIV et génomique du SIDA

V.1.2 Virus de l'immuno-déficience humaine 1 : VIH-1

Le VIH-1 est un rétrovirus appartenant à la sous-famille des lentivirus, caractérisée par une 

longue période d'incubation. Les rétrovirus se distinguent par la présence de la transcriptase inverse, 

enzyme virale responsable de la rétrotranscription (ou transcription inverse) de leur génome d'ARN 

en ADN. Ainsi, l’ADN viral est intégré sous forme de provirus dans le génome de la cellule hôte.  

Le provirus est stable et se réplique grâce à la machinerie cellulaire en même temps que l'ADN de 

l'hôte. 

Sur  le  plan  évolutif,  les  rétrovirus  sont  générateurs  de  diversité,  du  fait  des  fréquentes 

erreurs commises lors de la rétrotranscription  [81] et de leur intégration dans le génome de l'hôte 

[82-84]. Cette dernière étape peut conduire :

• à l'incorporation de portions du génome de l'hôte lors de la génération de nouveaux virus

• à l'altération de l'activation/inactivation des gènes situés à proximité du site d'intégration 

(fort pouvoir oncogène des rétrovirus)

• à leur cooptation complète ou partielle dans les cellules germinales hôtes (HERV, Human 

Endogenous Retrovirus).

Le cycle de réplication virale  [85, 86]

Figure 19 : Cycle de réplication du VIH-1. Extrait de HIVwebstudy.org
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Les cellules sensibles à l'infection VIH sont essentiellement celles exprimant à leur surface 

les  molécules  CD4,  CCR5  et  CXCR4,  nécessaires  à  l'entrée  du  virus.  Ces  cellules  incluent 

notamment : 

• la sous-population CD4 (dont la déplétion progressive au cours du temps est caractéristique 

de l'infection VIH)

• les cellules de la lignée monocytaire-macrophagique (réservoir principal du virus)

• les cellules dendritiques

• les cellules de Langerhans de l'épiderme, du sang et des muqueuses. 

De même les lymphocytes B, T CD8+  et les cellules NK peuvent être infectés par le VIH, 

mais  la  démonstration  in  vivo  reste  à  confirmer  [87].  Cependant,  l'expression  en  surface  des 

molécules nécessaires à l'entrée du VIH n'implique pas forcément une infection, les adipocytes par 

exemple, expriment CD4, CCR5 et CXCR4 et ne sont pas sensibles à l'infection in vivo [88, 89].

Des cellules telles que certains précurseurs hématopoïétiques, les fibroblastes et certaines 

cellules intestinales et nerveuses, ne présentent pas les récepteurs nécessaires à l'entrée du VIH à 

leur  surface  et  s'avèrent  pourtant  sensibles  à  l'infection.  Il  existe  donc  des  mécanismes  de 

pénétration du virus dans la cellule différents de ceux dont nous avons parlé jusqu'ici, mais ils sont 

mal connus.
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V.1.3 Evolution clinique

La progression de l'infection par le VIH-1 en l'absence de traitement anti-retroviraux peut 

être suivie à l'aide de deux indicateurs biologiques évoluant en sens opposé : la charge virale et le  

nombre de lymphocytes  T CD4+ dans le sang. Elle  se découpe en trois  phases successives : la 

primo-infection, la phase de latence clinique et la phase symptomatique ou phase SIDA (figure 20).

Figure 20 : Profil d'évolution de l'infection par le VIH-1

1) Phase de primo-infection

Elle peut être asymptomatique ou symptomatique. Lorsqu'elle est symptomatique (50% à 

70% des cas), elle se manifeste par des signes généraux peu spécifiques : fièvre, pharyngite, fatigue, 

myalgies, courbatures, éruptions cutanées... Dans certains cas, des symptômes plus évocateurs de 

l'infection  VIH,  tels  qu'une  lymphodénopathie  généralisée  ou  éruption  fébrile,  peuvent  être 

constatés.  Les  premiers  signes  de  primo-infection  apparaissent  en  moyenne  20  jours  après  la 

contamination.  La  primo-infection  peut  durer  3  à  6  semaines,  cette  phase  correspond  à  une 

multiplication intense du virus provoquant alors une chute brutale du nombre de cellules CD4+. Par 

la suite le nombre de CD4+ augmente et la charge virale diminue. Cet événement reflète l'activation 

du système immunitaire et des réponses humorales et cellulaires, caractérisées par l'apparition dans 

le sang d'anticorps dirigés contre les protéines du virus et de lymphocytes T cytotoxiques (CTL, 

Cytotoxic T Lymphocyte) : le sujet est alors séropositif pour le VIH.
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2) Phase de latence clinique

Une période de latence clinique suit la primo-infection, cette phase est caractérisée par un 

équilibre entre la production virale et son élimination. En conséquence, le sujet infecté ne présente 

pas de signe clinique lié à l'infection  [90]. La durée de cette phase est variable, pouvant aller de 

quelques mois à plusieurs dizaines d'années, avec une moyenne entre 7 et 10 ans sans traitement. La 

période précédant la phase SIDA est définie par une augmentation de la virémie et une détérioration 

progressive du système immunitaire attestée par la chute du taux de lymphocytes T CD4+.  Selon la 

classification CDC1993, lorsque le seuil de 200 cellules CD4+/mm3 de sang est atteint, le sujet 

entre dans le stade symptomatique.

3) Phase symptomatique

La phase symptomatique, qui correspond à la phase SIDA à proprement parler, se manifeste 

principalement  par  des  infections  opportunistes  sévères.  La  moyenne  de  survie  des  patients 

parvenus au stade SIDA est brève, de l'ordre de deux ans.

V.1.4 Les traitements actuels

Depuis l'introduction de l'AZT en 1987 [91], de nombreux progrès ont été réalisés dans la 

thérapie anti-rétrovirale notamment avec l'utilisation de la trithérapie (HAART).

Lors du développement de médicaments antiviraux, il est important d'interrompre le cycle 

viral sans tuer la cellule hôte. Ainsi, le premier médicament anti-VIH visait la transcriptase virale, la 

transcription  inverse  étant  un  processus  absent  des  cellules  eucaryotes.  Les  inhibiteurs  de 

transcriptases  virales  sont  séparés  en  deux  classes  :  NRTI  (Nucleoside  Reverse  Transcriptase 

Inhibitor)  et  NNRTI  (Non  Nucleoside  Reverse  Transcriptase  Inhibitor);  les  NRTI  sont  des 

inhibiteurs  compétitifs  de  la  transcriptase  inverse,  ils  se  fixent  au  niveau  du  site  actif  et  sont 

reconnus comme des nucléotides. Ils sont donc incorporés dans l'ADN et provoquent l'arrêt de la 

synthèse  provirale.  L'AZT  (Zidovudine®)  et  l'Abacavir  (Ziagen®)  font  partis  de  cette  famille 

d'inhibiteurs NRTI. Les NNRTI sont des inhibiteurs non compétitifs de la transcriptase virale c'est à 

dire qu'ils ne ciblent pas le site actif. 

Par la suite, sont apparus les inhibiteurs de la protéase virale. Ces molécules  anti-VIH, telles 

que le Rinatovir (Norvir®) ou l'Indivanir (Crixivan®), sont des analogues mimant un peptide de 

liaison au niveau du site actif de la protéase.
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Pour ces deux classes d'inhibiteurs, il a été rapidement constaté une pression de sélection, 

avec l'émergence de virus mutants résistants à ces molécules antivirales (entre quelques semaines et 

quelques  mois)  aboutissant  à  l'échec  des  monothérapies.  Cette  observation  a  mené  au 

développement  de thérapies  combinées  dès le  début  des années  1990 avec les  trithérapies.  Les 

trithérapies actuelles sont composées de deux NRTI combinés à un NNRTI ou à un inhibiteur de 

protéase.

Plus  récemment,  de  nouvelles  classes  d'anti-rétroviraux  sont  apparues.  Le  Maraviraoc 

(Celsentri®) est une petite molécule bloquant l'interaction entre le corécepteur de chimiokine CCR5 

[92] et la protéine virale gp120, qui inhibe ainsi l'infection des cellules par les virus R5. Le T20 

(Fuezon®) bloque les changements conformationnels de la protéine gp41 nécessaire à la réalisation 

de l'étape de fusion entre le virus et la cellule cible. Enfin, des anti-intégrases ont vu le jour tels que 

l'Insentress (Raltégravir®) (80 Riordan 2009).

Tous ces  traitements  ont permis  d'améliorer  la  qualité  et  l'espérance  de vie  des patients 

infectés par le VIH. Cependant, comme évoqué précédemment, ils ne permettent pas l'éradication 

du virus. De plus, ces traitements sont à l'origine de nombreux effets secondaires indésirables, de 

virus résistants, et enfin, ces traitements sont très onéreux. Toutes ces considérations encouragent le 

développement de nouvelles thérapies anti-VIH, le graal étant ici bien entendu la mise en place d'un 

vaccin prophylactique ou curatif.

V.1.5 Profils d’évolution particuliers

1) Les non-progresseurs à long terme

Le  recul  au  niveau  de  l'épidémie  du  SIDA  a  permis  d'observer  différents  profils  de 

progression  vers  la  phase  SIDA.  En  effet,  certains  individus  infectés  par  le  VIH-1  depuis  de 

nombreuses années ne présentent aucun signe de progression. Ces sujets appelés « non-progresseurs 

à long terme » (LTNP) , ils sont asymptomatiques et présentent un taux de lymphocytes T CD4+ 

stable sans prise de traitement anti-rétroviral. Ils représentent moins de 1% des patients séropositifs 

[93]

Il  existe  un  sous-groupe  particulier  de  LTNP,  les  « elite  controllers »  [94,  95] , qui  ne 

présentent aucune charge virale (ou une charge virale très faible selon les définitions). Bien qu'ayant 

un phénotype précis, leurs profils immunologique et génétique sont hétérogènes [96].
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2) Les exposés non infectés

Il  existe  un autre  profil  particulier  d'individus  face  à  l'infection  par  le  VIH-1:  en  effet, 

certains  sujets,  après  des  expositions  répétées  au  VIH-1,  ne  sont  pas  infectés  :  les  HEPS  [97] 

(Highly Exposed Persistently Seronegative). Jusqu'ici ce type de résistance a pu être observé chez 

les prostituées, les usagers de drogue par voie intraveineuse, les enfants nés de mères infectées... 

L'étude  de  ce  type  de  résistance  face  à  l'infection  présente  un  grand  intérêt  car  elle  pourrait 

permettre de développer de nouvelles voies dans l'élaboration d'une thérapie ou d'un vaccin.

Un facteur génétique important permettant d’expliquer cette résistance est la délétion de 32 

bases au niveau du co-récepteur CCR5 [98-100] (mutation CCR5-Δ32). Il y a trois ans, un patient 

sidéen atteint d’une leucémie a reçu une greffe de moelle osseuse provenant d’un sujet porteur de 

cette mutation homozygote, et depuis sa charge virale est devenue indétectable [101]. Ce résultat a 

justifié la mise en œuvre de traitements visant à bloquer le récepteur CCR5-Δ32 dans le SIDA. De 

tels  traitements  sont expérimentés  aujourd’hui,  soit  sous  forme de petites  molécules  anti-CCR5 

[102], soit sous forme de thérapie génique où les cellules de moelle osseuse sont traitées de façon à 

détruire le gène CCR5 ex-vivo et sont ensuite réinjectées au patient séropositif [103].
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V.2 Approches génétiques du SIDA par gènes-candidats.

Figure 21 : Listes des gènes candidats testés dans le cadre de la cohorte GRIV avant 2007
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Au début de ma thèse en 2006, plusieurs études d’association génétique avaient été réalisées 

en France et à l’étranger au travers de l’approche gène-candidat (figure 21).

Les principaux résultats d’association portaient sur les variants du locus des corécepteurs du 

VIH-1 avec les variants CCR5-Δ32 [104-106], CCR5-P1 [107, 108] et CCR2-64I [5], ainsi que sur 

les variants du HLA avec notamment HLA-B35 [61, 109] et HLA-B57 [110, 111].

De nombreuses autres études ont appréhendé les gènes candidats ciblant  notamment des 

cytokines.  J'ai   par  ailleurs  eu  la  chance  d’être  en  charge  de  l'analyse  statistique  de  plusieurs 

publications portant sur des gènes candidats dans le SIDA [112-117].

On peut  noter  l’excellente  revue de An et al.  qui répertorie  tous les variants  génétiques 

étudiés [118].

V.3 Projet Génétique de la Résistance à l'Infection par le VIH-1 

(GRIV)

L'observation de profils d’évolutions particuliers est à la base du projet GRIV (Génétique de 

la  Résistance face à l’Infection  par  le  VIH)  [119] qui  a pour but  de déterminer  quels  sont  les 

facteurs  génétiques  de  l’hôte  qui  entrent  en  jeu  durant  l’infection.  Ce  projet  est  soutenu  par 

Sidaction depuis 1995 et permet une compréhension plus approfondie des mécanismes impliqués 

dans la pathogenèse du virus. 

La cohorte est constituée de deux populations à profil extrême de progression : 

• Les  non-progresseurs composées  d'environ  300  personnes  qui  ont  la  particularité  de 

résister longtemps à l'infection par le virus (voir la partie matériels et méthodes pour leur 

description plus complète).

• Les progresseurs rapides composées d'environ 100 personnes qui ont la particularité d'aller 

très rapidement dans la phase SIDA.

La cohorte GRIV constitue ainsi la plus grande cohorte d'individus VIH+ à profil extrême de 

progression au monde. L'étude des extrêmes confère une grande puissance statistique [119, 120], et 

représente un outil de travail exceptionnel pour l'identification de facteurs génétiques associés à la 

progression de l'infection VIH-1.
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Le projet GRIV se place dans un contexte d'étude génétique « cas-contrôles » : les individus 

extrêmes PR et LTNP sont comparés à des sujets séronégatifs de même origine ethnique (cohortes 

contrôles SU.VI.MAX et DESIR).

L'analyse de ces patients a commencé par l’étude de gènes candidats [119] depuis 1996 puis 

ensuite sur des puces de génotypage Illumina 317K.

V.4 Autres études « génome entier » dans le SIDA

V.4.1 Étude Euro-CHAVI

Cette cohorte a été la première à avoir été étudiée par approche « génome entier » dans le 

SIDA,  en 2007  [121], et réunit 486 patients séropositifs d'origine européenne suivis depuis leur 

séroconversion  (consortium de 9 cohortes  provenant  d'Angleterre,  Australie,  Danemark,  Suisse, 

Espagne et Italie).  Les génotypes obtenus sur ces patients ont été étudiés selon deux phénotypes, la 

charge  virale  plasmatique  stable  au  cours  de  la  phase  asymptomatique  et  le  phénotype  de 

progression défini par la durée avant l'initiation d'un traitement ou par la durée avant la chute du 

taux de cellules T CD4+ sous 350/µL de sang. 

Cette  étude  a  permis  de  révéler  deux  signaux  passant  le  seuil  de  significativité  de 

Bonferroni, les SNPs rs2395029 du locus HCP5/HLA-B*57 et rs9264942 du gène HLA-C associé 

au contrôle de la charge virale ainsi que l'association du locus ZNRD1/RNF39 avec la progression 

de l'infection.

V.4.2 Étude PRIMO

Parallèlement à notre analyse « génome entier » sur la non progression à long terme, une 

autre  étude  d'association  de ce  type  a  été  réalisée  sur  la  cohorte  française  PRIMO de patients 

séroconvertis composée de 605 patients [122]. 

L'analyse sur la cohorte PRIMO est basée sur deux phénotypes distincts : le niveau d’ARN 

viral  plasmatique  et  le  niveau  d’ADN viral  dans  les  PBMC (Peripheral  Blood Monononuclear 

Cells). Pour les SNPs significatifs selon le FDR≤25%, la fréquence allélique au sein de la cohorte 

PRIMO a été comparée avec celle observée dans une population de  controllers du VIH (charge 

virale <400 copies/mL après 10 ans d'infection, n=45).

Au niveau de l'ARN viral,  le seul SNP passant le seuil de Bonferroni est le  rs10484554 

(3,58x10-9) localisé dans une région intergénique proche des gènes HLA-C et HLA-B. Sur 15 SNPs 
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appartenant  au  locus  6p21  et  passant  le  seuil  statistique  FDR≤25%,  4  SNPs  (rs2395029, 

rs13199524,  rs12198173  et  rs3093662)  présentent  des  différences  significatives  au  sein  de  la 

cohorte  de  controllers.  Dans  les  régions  en  dehors  du  chromosome 6,  seul  le  polymorphisme 

rs11725412 du chromosome 4 (p=5,97x10-6) est répliqué dans la cohorte de  controllers du VIH : 

p=6,58x10-4.  Ce polymorphisme est  intergénique et  les gènes les  plus proches sont  TBC1D1 et 

KLF3. TBC1D1 pourrait être impliqué dans la régulation de la prolifération et la différenciation 

cellulaire [123] alors que KLF3 coderait pour un facteur de transcription [124].

Au niveau de l'ADN viral,  le meilleur résultat concerne le SNP rs2395029 (p=6,72x10-7) 

localisé dans le gène HCP5. Ce signal ne passe pas le seuil de significativité classique, mais il est 

tout de même supporté par l’approche statistique du FDR avec un taux d’erreur de seulement 1,4%.

Cette étude « génome entier » a souligné l'importance de la région HLA pour le contrôle de 

la  charge  virale  ARN  plasmatique  et  ADN  cellulaire  et  a  également  soulevé  de  nouvelles 

associations potentielles pour le contrôle des charges virales.

V.4.3 Étude MACS156

En 2009 une GWAS a été conduite sur un sous-groupe de la cohorte américaine d'origine 

européenne  MACS  [125],  enrichi  en  patients  à  profil  extrême  de  progression  (n=156)  :  51 

progresseurs rapides, 57 progresseurs modérés et 48 non-progresseurs à long terme. 

Cette  étude a mis en évidence la  région du gène  PROX1 (chromosome 1) .  PROX1 est 

impliqué dans des fonctions biologiques liées à l'infection VIH, en particulier en tant que régulateur 

négatif  de  l'expression IFNγ par  les  cellules  T  [126] .  L'IFNγ joue  un  rôle  important  dans  la 

progression vers le SIDA via ses activités d'immunorégulation et d'activation de l'inflammation. 

Cette  étude  « génome  entier »  a  ainsi  dévoilé  un  nouveau  candidat  potentiel  pour  les 

mécanismes moléculaires de pathogenèse de l'infection VIH. Il est important de préciser que le SNP 

rs2395029 n'est pas ciblé par les puces Affymetrix utilisées dans cette étude.

V.4.4 Étude sur une cohorte afro-américaine

Toujours en 2009 est  parue la  première étude « génome entier » sur une cohorte  d'afro-

américains composée de 515 individus [127]. Les génotypes obtenus sur ces patients ont été étudiés 

selon un phénotype : charge virale plasmatique stable au cours de la phase asymptomatique. 

Aucun signal n'a atteint le seuil de significativité « génome entier ». L'association la plus 
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forte  obtenue  dans  la  région  HLA concerne  le  SNP  rs2523608 localisé  dans  le  gène  HLA-B 

(p=2,3x10-6). L'analyse fine des allèles du HLA-B au sein de 285 participants a permis de déceler un 

fort  déséquilibre de liaison entre  ce polymorphisme et l'allèle  HLA-B*5703 (r²=0,075 et  D'=1). 

Individuellement, cet allèle  HLA-B*5703 exprime une très forte association avec la charge virale, 

respectant même le seuil de significativité « génome entier » (p=5,6x10-10), et explique ~10% de la 

variabilité de la charge virale au sein de cette cohorte afro-américaine. De façon similaire à ce qui a  

été observé dans les populations d'origine européenne, un allèle HLA-B*57 a été identifié dans les 

individus  afro-américains  comme l'association  majeure  impliquée  dans  le  contrôle  de la  charge 

virale suggérant un mécanisme commun.

De faibles associations sont observées pour les polymorphismes rs2395029 (très rare dans 

les populations d'origine africaine -0,8% ici- ; p=0,030) et rs9264942 (p=0,018), ne suggérant donc 

pas  de rôle  majeur  de  ces  SNPs  pour  le  contrôle  de  la  charge  virale  dans  la  population  afro-

américaine, contrairement à ce qui est observé dans les populations d'origine européenne.

De précédentes études avaient déterminées que l'allèle  HLA-B*5703 pouvait être impliqué 

dans le contrôle de la charge virale au sein de populations d'origine africaine [128] mais cette étude 

« génome entier » a mis en avant cet allèle comme l'association la plus significative affectant le 

contrôle viral dans cette population.

V.4.5 Étude génome entier à partir de phénotypes cellulaires

Des études  « génome entier »  ont  également  été  réalisées  pour  caractériser  de nouveaux 

gènes comme DYRK1A localisé sur le chromosome 21 codant pour une kinase qui serait impliquée 

dans la réplication de VIH-1 in vitro [129].
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V.5 Projet International HIV Acquisition Consortium (IHAC)

En octobre 2009, sous l’égide du NIH américain,  une réunion a eu lieu entre  différents 

groupes internationaux travaillant sur la génétique du SIDA et ayant utilisé des études à grandes 

échelles (GWAS) sur des patients séropositifs. Ceux-ci se sont réunis pour mettre en commun les 

données  de  leurs  patients  et  étudier  le  phénotype  d’acquisition  du  VIH-1.  Une  collaboration 

internationale  (International HIV Acquisition Consortium) a débuté donnant l'accord de plusieurs 

groupes  à  travers  le  monde  pour  collecter  les  données  “genome  entier”  de  SNPs  de  patients 

seropositifs. En corrolaire il fut également recolté  un grand nombre de patients contrôles, c'est-à-

dire non infectés par le virus du VIH. Le but de la collaboration est de comparer les génotypes des 

patients pour tenter de détecter une éventuelle association génétique avec la contamination par le 

virus.

L’ensemble de ces équipes est décrit dans le tableau ci-dessous et détaillé dans les Matériels 

et Méthodes. Cette collaboration a abouti à la constitution de six cohortes de patients caucasiens 

cas-contrôles regroupant 13785 individus. Ces six cohortes ont été construites en fonction de la 

plate-forme  de  génotypage  utilisée  à  l'origine  (Illumina  ou  Affymetrix)  et  de  l’homogénéité 

génétique des patients afin d’éviter au maximum les biais de stratification.

Le phénotype étudié est celui de l'infection par le virus (« HIV-1 acquisition »), les seules 

informations disponibles étant l'infection ou non des patients par le virus VIH-1, leur sexe et leur 
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origine  ethnique  (Européenne,  Africaine  ou  Afro-américaine).  Ce  projet  est  constitué  d'une 

première  étape importante  au cours de laquelle  les  équipes  de ce consortium vont  apprendre à 

travailler ensemble sur le phénotype d’acquisition du virus.

Ensuite,  une  deuxième  étape  de  mise  en  commun des  données  cliniques  aura  lieu  afin 

d'étudier les facteurs génétiques de progression vers la maladie (charge virale ou clinique).

VI. Objectifs de thèse

Je  suis  arrivé  dans  l’équipe  de  recherche  du  Pr  Zagury  comme  stagiaire  en  2005 pour 

développer des outils bioinformatiques d’exploitation des polymorphismes identifiés au niveau des 

gènes candidats de la cohorte GRIV. 

Avec  l’avènement  des  données  génomiques  haut-débit  des  puces  en  2007,  l’Agence 

Nationale de Recherches sur le SIDA et les Hépatites (ANRS) a décidé de lancer un projet  de 

génomique sur deux cohortes françaises, la cohorte PRIMO et la cohorte GRIV. 

J’ai décidé de m’engager sur une thèse pour l’exploitation de ce nouveau type de données 

haut-débit issues de puces Illumina dans la cohorte GRIV.

Au cours du temps, mon projet de thèse s’est dessiné sur 3 niveaux:

1. Mettre en place des outils pour exploiter l’information issue des haplotypes, ce qui a conduit 

au logiciel SUBHAP.

2. Mettre en place les outils bioinformatiques et statistiques d’exploitation  des données de 

puces de génotypage. Ce travail  a conduit à plusieurs publications dont notamment celle 

portant sur le phénotype non-progresseur non « elite », qui a conduit à l’identification d’un 

nouveau locus associé à ce phénotype..

3. Utiliser  le  savoir-faire  précédemment  acquis  sur  la  cohorte  GRIV pour  servir  de  centre 

d’analyse européen de référence pour le projet de méta-analyse IHAC.
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Description des cohortes

I. Description des cohortes

I.1 Populations françaises

I.1.1 Étude GRIV

La cohorte  GRIV [119] est  composée  de  patients  présentant  un  profil  extrême  dans  la 

résistance aux VIH-1 et est constituée de 85 progresseurs rapides (PR) et 275 non-progresseurs à 

long terme (LTNP). Les PR sont définis par une chute du taux de cellules T CD4+ à moins de 

300/mm3 moins de 3 ans après le dernier test séronégatif. Les LTNP sont des individus séropositifs 

et asymptomatiques depuis plus de 8 ans, et présentant un taux de cellules T CD4+ supérieur à 

500/mm3 en absence de tout traitement antirétroviral. 

Les groupes PR et LTNP étudiés dans le cadre de ce travail de thèse sont respectivement 

composés de 73 hommes et 12 femmes âgés à l'inclusion entre 21 et 55 ans (médiane=32), et de 201 

hommes et 74 femmes âgés à l'inclusion entre 19 et 62 ans (médiane=35). A l'inclusion, la médiane 

du taux de cellules T CD4+ était  de 230/mm3 pour la population PR (min.-max.=20-297), et de 

706/mm3 pour la population LTNP (min.-max.=501-2298). Divers autres paramètres phénotypiques 

à l'inclusion ont été mesurés comme la charge virale plasmatique.

Le projet GRIV se déroule en 4 phases successives :

1. Le  prélèvement  d’un  échantillon  de  sang  sur  chaque  sujet  satisfaisant  aux  critères 

d’inclusion sus-mentionnés (taux de CD4, etc). Les patients retenus proviennent d’hôpitaux 

de toute la France et sont tous de type Caucasien afin de limiter la diversité génétique.

2. Le génotypage des sujets  inclus  afin  de déterminer  leurs  variations  génétiques.  Jusqu'en 

2006 par la technique du séquençage, puis en 2007 par la méthode SNPlex permettant de 

sélectionner une région précise d’intérêt (la région 21q22). Enfin, plus récemment,  par le 

biais de puces de génotypage Illumina de 317K SNPs.

3. L’analyse et  l’exploitation des données ainsi  récoltées  par des outils  bioinformatiques  et 

biostatistiques.

4. L’interprétation biologique des résultats obtenus.
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I.1.2 Population contrôle SU.VI.MAX

L'étude SU.VI.MAX [130] (Supplémentation en Vitamines et Minéraux Antioxydants) a été 

initialement  développée  pour évaluer  l'effet  d'une supplémentation  nutritionnelle  quotidienne en 

vitamines et minéraux antioxydants sur la réduction de problèmes de santé publique, tels que les 

cancers et maladies cardio-vasculaires. Le groupe contrôle SU.VI.MAX dont nous avons disposé 

pour  réaliser  nos  études  « génome  entier »  est  composé  de  1352  individus,  tous  d'origine 

européenne vivant en France et séronégatifs pour le VIH-1. Cette population regroupe 525 hommes 

et 827 femmes, âgés en moyenne respectivement de 53,1 et 48,5 ans.

I.1.3 Population contrôle DESIR

L'étude DESIR [131] (Data from an Epidemiological Study on Insulin Resistance syndrome) 

consiste  en  un  suivi  de  9 ans  du développement  du syndrome d'insulino-résistance.  Le  groupe 

contrôle utilisé dans nos études « génome entier » est composé de 697 participants à ce programme, 

tous non obèses, normo-glycémiques, d'origine européenne vivant en France et séronégatifs pour le 

VIH-1. Cette cohorte regroupe 281 hommes et 416 femmes, âgés entre 30 et 64 ans.

I.2 Autres populations étudiées

I.2.1 Cohorte hollandaise ACS

L’étude ACS [132, 133](Amsterdam Cohort Study) regroupe 335 hommes homosexuels et 

toxicomanes infectés par le virus VIH-1. La moyenne d'age des participants au moment de leur 

contamination est estimée à 31,5 ans (entre 19 et 55 ans) . Les phénotypes étudiés sont des données 

de survie parfois censurées concernant le temps d'apparition du SIDA suivant la définition du CDC 

1993 (Centers for Disease Control) et la durée de survie avant le décès du patient. Divers autres 

paramètres sont longitudinalement mesurés comme la charge virale plasmatique.

I.2.2 Cohortes américaines MACS156

L’étude  MACS  (Multicenter  AIDS  Cohort  Study)  est  constituée  de  156  patients 

homosexuels américains blancs infectés par le virus VIH-1 [125]. C'est un groupe de patients issus 

d'une cohorte plus importante choisi pour leurs profils dans la progression vers le SIDA, parmi 

ceux-la 51 sont des progresseurs rapides et 59 sont des non-progresseurs suivant la définition de 

GRIV. Il s'agit là encore d'une étude longitudinale observant la durée entre la séroconversion et 
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l'apparition du SIDA et le délai de survie avant décès principalement.

I.2.3 Cohortes du projet IHAC 

Les cohortes inclues dans le projet IHAC sont diverses et regroupent en partie les cohortes 

déja décrites précédemment. Elles incluent des patients contaminés par usage de drogue, par voie 

sexuelle ou par transfusion sanguine ainsi que des cohortes avec des profils particuliers comme dans 

le cas de GRIV. Les phénotypes associés à chacun des patients en dehors du sexe ne sont pas pour 

l'heure communiqués au consortium.

Après un contrôle qualité effectué pour chaque cohorte (IBS pour détecter les doublons et 

les  individus  apparentés)  il  résulte  34  jeux  de  données  distincts  issus  de  8  plate-formes  de 

génotypage différentes (voir figure 24). Au total 9978 patients cas VIH+ et 9504 patients contrôles 

VIH- furent collectés (avec une grande proportion de patients ayant une origine européenne, figure 

22).

Phénotype Nombre

Européens
6556

Contrôles 7253
Total 13809

2542
1416

Total 3958

Africains
880
835

Total 1715

Origine
Cas

Afro-Americains
Cas

Contrôles

Cas
Contrôles

Figure 22 : Nombre total de patients inclus dans le projet IHAC intial

Le nombre de patients infectés par le virus VIH-1 étudiés dans ce projet est sans précédant. 

Néanmoins, l’hétérogénéité des cohortes rend impossible le regroupement de tous les patients dans 

une seule analyse. Il fallut donc regrouper les patients par plate-forme et par origine ethnique pour 

diminuer les biais de stratification. 

La stratégie d'analyse choisie par le consortium fut d'abord d’étudier les cohortes dont les 

patients sont d’origine européenne puis d’éventuellement confirmer les résultats à travers les autres 

origines ethniques (Afro-américaine et Africaine).

Deux pôles d'analyse ont été choisis :
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• Le Broad Institute à Boston aux États-Unis

•  Le Conservatoire National des Arts et Métiers (CNAM)

Les analyses sont réalisées en parallèle afin de s'assurer de la concordance des résultats et 

d’évaluer  les  stratégies  d'analyse  (utilisation  de  logiciels  différents,  approches  différentes  ou 

complémentaires). A l'issue d'un travail de contrôle qualité et d'homogénéisation des populations 

dans l'analyse cas-contrôles, un consensus s'est dégagé en Juillet 2011 pour analyser six cohortes 

distinctes d'origine européenne (figure 23).

Phénotype Nombre SNPs Plate-Forme

DUTCH
401

297 364Contrôles 998
Total 1399

FRENCH
850

282 612672
Total 1522

ILLUMINA 1
2759

393 4142759
Total 5518

ILLUMINA 2
986

281 865Contrôles 513
Total 1499

USA 1
1185

383 6981190
Total 2375

USA 2
357

393 4011115
Total 1472

Nom
Cas

Illumina

Cas
IlluminaContrôles

Cas
IlluminaContrôles

Cas
Illumina

Cas
AffymetrixContrôles

Cas
AffymetrixContrôles

Figure 23 : Détail des six cohortes cas-contrôles obtenues après correction de la stratification 

étudiées dans le projet IHAC
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Phenotype Puces Nb SNPs
713803 22
651432 839

550_calls_095conf.EUR 681432 283
920_calls_095conf.EUR 691531 421

IHCS.phase2.eur 877698 578
IHCS.phase3.eur 819058 580

MACS_Duke_1204whites_1M 792119 768
MACS_Duke_1204whites_550 487406 422

IHCS.phase1.eur 526384 505
300916 346

PRIMO 306828 581
305191 408

Other_EuroCHAVI2 484825 436
SHCS_EuroCHAVI2 489007 829

Additional_SHCS 555981 242
690614 5802
494344 3050

GRIV_CTR_GRP1 798283 518
GRIV_CTR_GRP2 299208 678

ACS_CTR 307304 1011
GWA-RS3-v1 546038 1604

762441 775
920_calls_095conf.AfrAm 659308 44
550_calls_095conf.AfrAm 648647 32

924938 464
IHCS.phase2.aa 951928 379
IHCS.phase3.aa 885158 412

MACS_Duke_144AA_1M 875640 123
MACS_Duke_144AA_550 480003 9

IHCS.phase1.aa 593194 380
510199 1476
389339 358
841068 522

MALAWI_neg_4 842171 835

Nom de la cohorte Origine Nb Individus
407_lgd_cel_calls Européens Cas Affy_6.0

LGD_eur_gwas_ihac2 Européens Cas Affy_6.0
Européens Cas Affy_6.0
Européens Cas Affy_6.0
Européens Cas Illumina_1M
Européens Cas Illumina_1M
Européens Cas Illumina_1M
Européens Cas Illumina_550
Européens Cas Illumina_650

GRIV_Cas Européens Cas Illumina_300
Européens Cas Illumina_300

ACS_Cas Européens Cas Illumina_370
Européens Cas Illumina_550
Européens Cas Illumina_550
Européens Cas Illumina_650

MIGen Européens Contrôles Affy_6.0
iControlDB_Europeans Européens Contrôles Illumina_550

Européens Contrôles Illumina_1M
Européens Contrôles Illumina_300
Européens Contrôles Illumina_370
Européens Contrôles Illumina_610

LGD_aa Afro Americains Cas Affy_6.0
Afro Americains Cas Affy_6.0
Afro Americains Cas Affy_6.0

Duke_DOD_AfrAmer Afro Americains Cas Illumina_1M
Afro Americains Cas Illumina_1M
Afro Americains Cas Illumina_1M
Afro Americains Cas Illumina_1M
Afro Americains Cas Illumina_550
Afro Americains Cas Illumina_650

iControlDB_Afro Americains Afro Americains Contrôles Illumina_550
Pumwani.HIV.infected Africain Cas Affy_5.0

Duke_Africains_4 Africain Cas Illumina_1M
Africain Contrôles Illumina_1M

Figure 24 : Détail des différentes cohortes utilisées dans le projet IHAC
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II. Puces de génotypage

Les puces Illumina HumanHap300 permettent de génotyper les individus sur 317 000 SNPs. 

Elles ont été élaborées d'après la Phase I du projet HapMap. Il a été estimé que l'ensemble des SNPs 

fréquents de la Phase I du projet HapMap pouvait être capturé par ~294 000 tagSNPs avec un seuil  

r²  >  0,8.  Dans  cette  optique,  les  puces  Illumina  HumanHap300  ciblent  surtout  des  tagSNPs 

fréquents (>5%) de la Phase I de HapMap avec un seuil de  r² >  0,8 pour les régions génétiques 

situées dans les gènes à ±10kb et pour les régions génétiques conservées au cours de l'évolution et 

avec un seuil de r² > 0,7 pour les autres régions génétiques. Ces puces ont également été enrichies 

avec  ~8  000  SNPs  exoniques  non  synonymes  et  avec  ~1  500  SNPs  de  la  région  génétique 

complexe, mais importante, du HLA.

La technologie des puces de génotypage offre de nombreux avantages:

• l'ensemble du protocole est standardisé et automatisé (utilisation de kits et de robots), ce qui 

offre une grande robustesse et reproductibilité des résultats.

• la consommation d'ADN est faible (750ng) pour la quantité de SNPs génotypés.

• les SNPs ciblés sont répartis sur l'ensemble du génome de façon gène-centrée, ce qui facilite 

la  découverte  et  l'interprétation  de  nouvelles  associations  génétiques  dans  le  cadre  de 

pathologies.

Les puces de génotypage Illumina HumanHap300 se présentent sous la forme de lames de 

verre, sur lesquelles sont fixées des micro-billes de verre de 3µm de diamètre, qui permettent le 

génotypage simultané de deux individus grâce à une séparation centrale hermétique (figure 25). 

Chaque  micro-bille  est  recouverte  d’oligonucléotides  (50mères)  spécifiques  d'un  SNP  et  est 

présente en une vingtaine d'exemplaires sur chaque puce afin d'assurer la réplication et la robustesse 

des résultats.

N.B.  : Dans le procédé HumanHap300, seuls deux fluorochromes sont utilisés : les bases  A et T 

sont couplées au dinitrophényl (DNP) qui est reconnu par un anticorps anti-DNP fluorescent (Cy-5 

rouge),  et  les  bases  C  et  G  sont  couplées  à  la  biotine  qui  est  reconnue  par  la  streptavidine 

fluorescente (Cy-3 verte). De fait, dans cette technologie, les SNPs A/T et C/G ne peuvent pas être 

ciblés directement sur les puces. Cette considération est prise en compte par l'utilisation de tagSNPs 

de HapMap.
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(a) 

(b) 

Figure 25 : (a) Schéma des étapes successives nécessaires au génotypage sur plate-forme Illumina 
Infinium. (b) Sortie de fluorescence du logiciel Beadstudio. On voit clairement les 3 groupes 

correspondant aux 3 génotypes sur un SNP.
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III. Traitement des données

III.1 Contrôle qualité

III.1.1 Données manquantes

Les données brutes  issues du génotypage ont  été  analysées  à  l'aide du logiciel  Illumina 
BeadStudio v3.1. Les filtres sur les données de fluorescence sont:

• Le « call rate » (pourcentage de SNPs génotypés par individu). S'il est inférieur à 95%, les  

individus sont éliminés.

• Le « call frequency » (pourcentage d'individus génotypés par SNP). S'il est inférieur à 98%, 

les  SNPs  sont  supprimés  ce  qui  correspond  à  tous  les  SNPs  dont  le  taux  de  données 

manquantes est supérieur à 2%.

L'ensemble de ces  étapes assure des données de génotypage fiables avec peu de données 

manquantes.

III.1.2 Déviation de l’équilibre de Hardy-Weinberg

On vérifie pour chaque SNP que l’équilibre d'Hardy-Weinberg est bien respecté, en partant 

de l'hypothèse qu'un écart important de cet équilibre résultera plutôt d'une erreur de génotypage que 

d'un réel déséquilibre dû à un concept de génétique des populations comme la sélection, la mutation 

ou la migration. 

En général  une erreur  de génotypage résulte  d'une erreur  sur  un génotype  particulier  et 

l’équilibre  de Hardy-Weinberg  ne sera pas du tout  respecté.  Il  n'est  donc pas nécessaire  d’être 

fortement stringent dans ce contrôle pour éliminer les SNPs mal génotypés. 

Lorsque les cas-contrôles ont été génotypés sur la même plate-forme il est préférable de 

n’éliminer  que  les  SNPs  échouant  pour  ce  test  uniquement  dans  la  population  contrôle,  une 

variation de cet équilibre chez les cas pouvant résulter d'une association avec le phénotype étudié.

On réalise un test exact [41] testant la déviation de cet équilibre. Une p-value  inférieure à 

10-4 ou 10-5 est généralement utilisée comme seuil.
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III.1.3 Faible fréquences

L'élimination des SNPs de faible fréquence est une étape classique du contrôle de qualité 

assurant la fiabilité des données de génotypage et facilitant l'analyse statistique postérieure.  Les 

SNPs dont la fréquence de l'allèle mineur est inférieure à 1% dans la population globale sont donc 

éliminés pour des cohortes de faible taille.

IV. Correction de la stratification

 Dans  le  cadre  des  études  « génome  entier »,  un  critère  de  jugement  essentiel  sur 

l’homogénéité  des cohortes repose sur l'analyse du Q-Q plot permettant  de calculer  un  facteur 

d'inflation λ. La technique dite du « genomic control » peut utiliser ce facteur lambda pour ajuster 

les  p-values  en prenant  en compte  la  stratification  sous-jacente  [43].  Cependant  cette  méthode, 

même si elle peut dans certains cas s’avérer efficace, a plutôt tendance à sur estimer la stratification 

en corrigeant trop fortement les p-values résultants d'une baisse significative de puissance. Tandis 

que lorsque peu de marqueurs sont porteurs de la stratification, cette technique aura tendance à ne 

pas corriger la stratification [134].

Pour corriger l'éventuelle  stratification de nos populations au niveau intercontinental,  les 

génotypes  de  tous  les  individus  (cas  et  contrôles)  ont  été  analysés  en  utilisant  le  logiciel 

STRUCTURE. 

Pour cela, un jeu de 328 SNPs informatifs de l'origine ancestrale  (index de fixation FST 

>0,2) d'après  les données  Perlegen et  distants  de plus  de 5Mb (afin d'éviter  le  déséquilibre  de 

liaison)  a été  sélectionné.  Les génotypes des individus non apparentés  issus des populations du 

projet HapMap ont également été inclus dans notre analyse, afin de séparer au mieux les individus 

cas et contrôles selon leur origine continentale, et d'exclure ceux d'origine non européenne.

Enfin la méthode par Analyse en Composantes Principales (ACP) en utilisant le logiciel 

Eigenstrat permet également de détecter et corriger la stratification d'une population en modélisant 

sur des axes continus de variations les différences génétiques entre les individus. 

Par cette méthode on peut :

• Déterminer les patients étant génétiquement trop éloignés des autres qui seront par la suite 

retirés de l'analyse.

• Inclure les axes de variation en tant que covariables dans les modèles de régression et ainsi 
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de corriger les p-values du biais de stratification.

IV.1 Analyse d'association

Le  type  d'analyse  centrale  à  réaliser  sur  la  cohorte  GRIV  est  une  analyse  simples 

marqueurs sur un phénotype binaire cas versus contrôles (non-progresseurs versus contrôles par 

exemple). Les tests réalisés sont, au choix, soit un test classique du χ2 , le test exact de Fisher [40] 

soit la régression logistique. L'approche de la régression logistique permet d'inclure des covariables 

comme les axes provenant de l'analyse ACP mais aussi le sexe, d'autres phénotypes externes, ou 

encore un autre marqueur. Le but étant de tester l'effet spécifique du SNP et de vérifier qu'il est bien 

indépendant des covariables.

Les  tests  multiples ont  été  pris  en  compte  en  appliquant  les  corrections  de  Bonferroni 

comme principalement demandé par les grands journaux scientifiques. Afin d'identifier des signaux 

supplémentaires tout en contrôlant le risque de fausses découvertes, nous avons également calculé 

les q-values par la technique du FDR (False-Discovery Rate). Cette technique étant plus puissante 

tout en contrôlant le nombre de faux positifs. Cependant l'approche est plus complexe, les méthodes 

assez diverses et la confiance accordée à ce type de correction est de ce fait moindre. Cependant  

dans le cadre de maladies multifactorielles -comme le SIDA- dans lesquelles plusieurs gènes sont 

impliqués, le FDR offre une meilleure perspective sur les résultats « génome entier » que la loi du 

« tout ou rien » du seuil de Bonferroni. La méthode de FDR d' « estimation locale » (local base 

estimating) a été appliquée dans nos études avec un seuil de 25%.

Pour chaque SNP passant  le  seuil  statistique  de  significativité,  le  contrôle  qualité  a été 

intégralement  re-vérifié.  Puis,  pour chaque signal identifié,  nous avons vérifié  que la fréquence 

allélique  dans une population  séropositive  était  similaire  à  celle  de la  population  contrôle  (e.g. 

vérification dans la population PR pour un signal de LTNP), afin de confirmer que l'association 

observée reflète bien la progression vers le SIDA et non l'infection VIH-1.

Enfin, nous avons eu l'opportunité de combiner nos données génomiques avec celles d'autres 

équipes (Euro-CHAVI, ACS, MACS…) et de réaliser des méta-analyses. Pour chaque SNP, les p-

values  obtenues  dans  les  différentes  études  ont  été  combinées  en  une  p-value  unique  selon  la 

méthode Fisher,  la  méthode des  z-score ou enfin  la  méthode inverse de la  variance  suivant  le 

modèle fixe ou aléatoire (fixe s'il n'y avait pas trop d'hétérogénéité entre les cohortes et aléatoire  

sinon).
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Une excellente revue sur les méthodes statistiques pour l'analyse d'association a été faite par 

Balding [27] en 2006 et reprend la démarche complète.

IV.2 Infrastructures informatiques

IV.2.1 Bases de données

Figure 26 : Représentation schématique des différentes sources d'information nécessaires en même 
temps pour l'analyse bioinformatique des données génomiques « génome entier »

L'immense masse de données provenant des individus et  de leur génotype,  des bases de 

données  publiques  (Hapmap,  dbSNP, Genevar...)  ainsi  que la  masse de résultats  provenant  des 

analyses nécessite la mise en place d'une base de données structurées pour permettre à tous les 

utilisateurs du projet de consulter les informations qui lui sont nécessaires (figure 26). Une base de 

données  a  été  construite  de  plus  de  20  tables  à  l'aide  du  logiciel  open-source  mysql  [135] et 

l’interrogation de la base fut interfacée via php et des script cgi en perl ou en C. 

Ainsi, cela permet de faciliter le traitement de requêtes comme :
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« Je veux tous les SNPs :

1. ayant une p-value inférieure à 10-4 dans la comparaison des non-progresseurs de GRIV avec 

les contrôles DESIR

2. ayant une p-value inférieure à 10-2 dans la base de données d'expression Genevar

3. qui sont placés dans le promoteur d'un gène donné d'après la base de données dbSNP

IV.2.2 Grappe de calcul

Les nombreux calculs nécessaires (haplotypage et imputation notamment) sont rapidement 

devenus impossibles sur un seul ordinateur personnel, j'ai donc du mettre en place une grappe de 

calcul de plusieurs machines en partenariat avec le service informatique du CNAM.

Le but  étant  de centraliser  la gestion des ressources  et  le  traitement  des lancements  des 

différents programmes  lancés  par  les  différents  utilisateurs  composant  l’équipe.  Pour  cela  la 

soumission de traitement au «cluster» de calcul est gérée par le gestionnaire Torque (issu du projet 

original PBS). Torque fournit à la fois un gestionnaire de ressources qui permet de contrôler la 

charge de chacun des nœuds de la grappe, un gestionnaire de «batch» qui est chargé de transmettre 

les traitements soumis par les utilisateurs et un ordonnanceur qui permet de programmer l’exécution 

des traitements sur chacun des nœuds en fonction des ressources disponibles.

Le système NFS constitué de 8To d'espace disque a parallèlement été mise en place.

Le cluster est actuellement constitué de 7 nœuds de calcul représentant l'équivalent de 64 

processeurs, toutes ces machines étant basées sur des architectures multiple-processeurs multiple-

cœurs INTEL 64 bits. Plus précisément la grappe est constituée de :

• bioinfo10 (8coeurs,32Go de RAM) où se localise le serveur NFS

• bioinfo13 (8coeurs,32Go de RAM)

• bioinfo21 (8coeurs,16Go de RAM)

• bioinfo22 (8coeurs,16Go de RAM)

• bioinfo23 (8coeurs,16Go de RAM)

• bioinfo04 (12coeurs,24Go de RAM)

• bioinfo08 (12coeurs,24Go de RAM) 
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L’accès aux serveurs se fait via bioinfo10 à l'aide de la commande qsub. De nombreuses 

autres commandes permettent de suivre l’évolution des jobs, leurs niveaux de priorité, etc.

V. Logiciels utilisés

Tout au long de ma thèse j'ai  du utiliser  ou programmer de nombreux logiciels  pour le 

traitement des données, pour l'analyse statistique, pour la représentation et l'analyse des résultats et 

enfin pour la mise en place des infrastructure informatiques.

Contrôle qualité

BEADSTUDIO

PLINK 1.071 [136]

QCTOOL7

GENABEL [137]

HAPLOVIEW [138]

Stratification

EIGENSTRAT 4.2 [139]

STRUCTURE [44]

PLINK 1.071

GENABEL [137]

Tagging SNPs

HAPLOVIEW (TAGGER) [19]

TAGSTER [140]

FASTTAGGER [141]

Haplotypage

SHAPEIT2

PHASE 2.1 [50]

FASTPHASE [142]

PL-EM

HAPLOVIEW [138]

PLINK [136]

Voies de signalisation « Pathways »
INTERSNP [143]

MAGENTA [144]

Imputation
IMPUTE4 [73]

MACH [67]

Analyse simples marqueurs

PLINK

SNPTEST [73]

PROBABEL [145]

SCAGEN5
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Analyse multi marqueurs

INTERSNP

PLINK

WHAP [146]

SCAGEN5

BOOST [147]

Graphiques LOCUSVIEW

HAPLOVIEW

1PLINK est un logiciel libre et « open-source » permettant principalement de réaliser des 

tests d'association sur génome entier, développé par  Shaun Purcell au Center for Human Genetic 

Research (CHGR), au  Massachusetts General Hospital (MGH), et au  Broad Institiute  of Harvard 

and MIT. Le nombre de fonctions présentes dans PLINK est très impressionnant et complet. Ce fut 

vraiment le logiciel de référence pour le traitement et l'analyse des génomes entiers.

Il possède non exhaustivement des fonctions :

• De gestion des données (retirer/ajouter des SNPs, mise à jour, reformatage...)

• De statistiques sommaires de contrôle qualité (Hardy-Weinberg, données manquantes...)

• D'estimation d'IBD/IBS

• D'analyse d'association simples marqueurs

• De calcul du déséquilibre de liaison

• D'analyse d'association multi-marqueurs (haplotypes, épistasies)

• De méta analyse

2SHAPE-IT (http://www.griv.org/shapeit/)  est un logiciel développé en C++ au CNAM par 

Olivier Delaneau sous la supervision de Jean-François Zagury (CNAM) permettant de phaser des 

données  issues  du  génotypage.  Il  utilise  de manière  efficace  le  modèle  de  Markov caché.  Les 

caractéristiques notables de ce logiciel sont :

• La complexité linéaire avec le nombre d'individus/SNP
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• La possibilité d’haplotyper de très grandes régions en une seule fois sans recourir au découpage 

arbitraire des chromosomes.

• Le mélange des données de trios (parents-enfants) et sans relation est possible

• L'incertitude est captée dans des graphes d'incertitude réutilisables.

• L'haplotypage est multi-thread pour encore plus de rapidité d’exécution.

R  est  un  tableur  open-source  permettant  de  réaliser  la  plupart  des  tests  statistiques 

nécessaires à l'analyse des génomes. En plus des outils internes au logiciel très étoffés, de nombreux 

packages R sont développés spécifiquement pour l'analyse génétique comme Genabel  [137] (qui 

présente des caractéristiques proches de plink) ou la représentation graphique des résultats comme 

LocusView. J'ai  également  utilisé  des  packages  spécifiques  aux tests  multiples  comme le  FDR 

(figure 27).

 

Package Type de FDR Données d'entrée Auteurs
fdrtool FDR et local FDR p-values, z-scores, t-scores K. Strimmer
mixfdr FDR et local FDR Z-scores O. Muralidharan, B. Efron

BUM / SPLOSH FDR et local FDR P-values S. Pounds
SAGx FDR et local FDR P-values P. Broberg
qvalue FDR P-values A. Dabney and J. D. Storey
nFDR FDR P-values M. Guedj and G. Nuel

multtest FDR P-values K. S. Pollard, Y. Ge, S. Taylor, S. Dudoit
LBE FDR P-values C. Dalmasso

FDR-AME FDR P-values Y. Benjamini, E. Kenigsberg, D. Yekutieli
locfdr Local FDR Z-scores B. Efron, B. B. Turnbull and B. Narasimhan
nomi Local FDR Z-scores G. McLachlan, R. W. Bean

LocalFDR Local FDR P-values J. Aubert
kerfdr Local FDR P-values M. Guedj and G. Nuel

twilight Local FDR P-values S. Scheid
localFDR Local FDR P-values J.G. Liao

Figure 27 : liste des packages R permettant de calculer le False Discovery Rate (FDR)

3Impute  version 2  est un logiciel  d'imputation et d'haplotypage de génotypes conçu par Bryan 

Howie.  Il  phase les  données  de génotypes  (si  elles  ne sont  pas  déjà  préalablement  phasées)  et 

impute les génotypes manquants présent dans les haplotypes de référence comme 1000genomes ou 

Hapmap.  En  sortie,  il  donne  des  probabilités  pour  chaque  genotype  (dosage)  et  un  score 

d'imputation (info). 
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On peut ensuite analyser les associations simples marqueurs de ces données de dosage avec 

le programme 6Snptest. Les tests implémentés permettent de prendre en compte entre autres:

• De  multiples  données  de  phénotype  (cas-contrôles,  simple  ou  plusieurs  données 

quantitatives).

• Les covariables désirées

• Les modèles génétiques (additive, dominant, récessif, génotypique et hétérozygote)

4SCAGEN est un logiciel développé en 2005 en interne écrit en C/C++ permettant d'analyser les 

données issues des plate-formes de génotypage du CNG à Évry. Il permet:

– De  convertir  et  filtrer  les  données  (données  manquantes,  incohérences...)  issues  du 

séquençage en données de génotypes exploitables.

– D'analyser  les  marqueurs  simples  en calculant  les  odds  ratio,  et  en  testant  l’égalité  des 

distributions alléliques par les tests de χ2 et de Fisher, de tester le respect de l’équilibre de 

Hardy-Weinberg.

–  De faire des analyses de combinaisons de marqueurs.

– De faire de l'haplotypage via le logiciel  PHASE et faire l'analyse sur la distribution des 

haplotypes.
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Comme cela a été indiqué dans mes objectifs de thèse, j’ai d’abord travaillé sur 

l’exploitation des haplotypes dérivés des SNPs et pour cela, j’ai démontré qu’il était plus 

avantageux d’utiliser le maximum d’informations disponibles sur les SNPs pour calculer 

de  larges  haplotypes  et  d’extraire  ensuite  les  sous-haplotypes  pertinents.  Cela  peut 

sembler évident aujourd’hui, mais cela ne l’était pas en 2006 au moment de ce travail. 

L’article publié dont je suis premier auteur est donc présenté dans les résultats obtenus.

J’ai ensuite été le bioinformaticien responsable de l’analyse des données de puces 

de génotypage sur la  cohorte  GRIV. Dans ce cadre,  j’ai  notamment  réalisé  le  travail 

d’analyse  des  facteurs  génétiques  impliqués  dans  le  phénotype  non-progresseur  non 

« elite » observé dans la cohorte GRIV. L’article dont je suis premier co-auteur est aussi 

présenté dans les résultats obtenus pendant ma thèse.

Enfin, depuis un an, je travaille sur le projet  international IHAC (International 

Consortium  for  HIV  Acquisition).  Ce  projet  réunit  une  quinzaine  d’équipes 

internationales  travaillant  en génomique du SIDA qui  ont  accepté  de regrouper  leurs 

données  pour  avoir  plus  de  puissance.  Dans  un  premier  temps,  c’est  le  phénotype 

d’acquisition qui est étudié et je présenterai les résultats préliminaires de cette étude qui 

portent sur plus de 6000 sujets caucasiens infectés et plus de 7000 contrôles non infectés.

Ces  trois  axes  de  résultats  sont  importants  pour  moi  car  ils  illustrent  bien  la 

progression spectaculaire du domaine en matière de traitement des données génomiques, 

ce qui a été mon activité de recherche principale depuis cinq ans.
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I. Évaluations et améliorations des méthodes 

d'haplotypage (SUBHAP)

Résumé de la publication

Les analyses génétiques  d'association  ont  pour but de trouver  des corrélations  entre une 

maladie  et  les  variants  génétiques  comme  les  SNPs  ou  des  combinaisons  de  SNPs  appelés 

haplotypes. Certains haplotypes sont biologiquement très importants car localisés dans le promoteur 

ou dans l'exon d'un gène. Ils peuvent modifier l'expression ou la structure d'une protéine et donc 

être reliés directement à un phénotype de maladie.

Jusqu'à présent la reconstruction des haplotypes par les méthodes d'haplotypage classiques à 

partir  de données  de génotypes  se  faisait  en prenant  en compte l'unique information  des SNPs 

composant l'haplotype. Nous proposons ici une approche dite « globale » permettant de prendre en 

compte toute l'information disponible dans une région pour reconstruire spécifiquement le « sous-

haplotype » voulu.

Nous  avons  démontré  la  pertinence  de  notre  approche  à  l'aide  de  données  d'haplotypes 

expérimentales  issues du promoteur des gènes GH1 et APOE ainsi  que de 10 jeux de données 

simulées. En utilisant le logiciel PHASE, connu comme le plus précis des logiciels d’haplotypage 

en  2006,  nous  avons  montré  par  l’introduction  aléatoire  des  données  manquantes  dans  les 

haplotypes  que  l'approche  « globale »  permettait  de  diminuer  de  manière  substantielle  le  taux 

d'erreur dans la reconstruction haplotypique.

En appliquant cette méthode « globale » sur certains signaux précédemment trouvés dans 

des analyses simples gènes dans la cohortes GRIV, nous avons démontré qu'ils étaient en partie 

erronés.

En  conclusion  nous  avons  démontré  que  la  méthode  « globale »  pouvait  réduire 

significativement  le  taux d'erreur  d'haplotypage.  Cependant  dans  le  cas  où  le  taux  de  données 

manquantes est trop important (>10%) parmi les SNPs en dehors de l'haplotype d’intérêt, il peut 

encore être avantageux d'utiliser la méthode classique dite « locale » de résolution de l'haplotype.
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II. Analyse de la cohorte GRIV

A partir de 2007, le génotypage des patients de la cohorte GRIV par les puces de génotypage 

Illumina 317K a permis de réaliser plusieurs études « génome entier » pour lesquelles j’ai réalisé 

l’analyse  bioinformatique  des  données  génétiques  et  qui  ont  abouti  à  plusieurs  publications  de 

l’équipe  [148-151].  Ces  publications,  ainsi  que  celles  produites  par  les  groupes  internationaux 

compétiteurs  [121, 152], ont toutes pointées vers une seule région statistiquement significative du 

génome : la région HLA du chromosome 6.

Dans  le  cadre  de  la  présentation  des  résultats  de  ma  thèse,  j’ai  choisi  de  présenter  la 

publication sur le phénotype non-progresseur non « elite », non pas parce que j’en suis premier co-

auteur,  mais  surtout  parce  que c’est  le  premier  signal  hors  région HLA qui  a  été  identifié  par 

analyse « genome entier ». Ce signal ne tombe pas dans une région totalement inconnue des experts 

du VIH-1 (région des co-récepteurs du VIH-1) mais il n’en reste pas moins intéressant.

Résumé de la publication

Découverte d'un récepteur de chimiokine   CXCR6   impliqué dans la non-progression à long terme   

Le résultat majeur issu des précédentes études d'association « génome entier » (GWAS) est 

le polymorphisme rs2395029  HCP5/HLA-B*57, impliqué dans le contrôle de la charge virale et 

dans la non progression à long terme (LTNP). Or, seule une minorité des LTNP de la cohorte GRIV 

porte l'allèle protecteur rs2395029-G et contrôle la charge virale à des niveaux très faibles. Afin 

d'identifier des facteurs génétiques ayant un impact sur le phénotype LTNP sans nécessairement 

contrôler la charge virale, nous avons ré-analysé les données génomiques de LTNP de la cohorte 

GRIV en excluant  au préalable  les individus  « elites  controllers » (contrôlant  leur charge virale 

plasmatique à un niveau <100 copies/mL).

Ainsi,  la  comparaison  des  186  LTNP  non  « elites »  avec  697  individus  contrôles 

séronégatifs a mis en avant le SNP rs2234358 du gène CXCR6 (p=2,5x10-7, OR=0,85). Nous avons 

démontré l'indépendance  de ce signal du chromosome 3 vis-à-vis des polymorphismes du gène 

voisin CCR5, bien connus pour leur rôle dans l'infection VIH-1. Ce résultat a pu être répliqué dans 

3 cohortes indépendantes, et la p-value combinée entre ces cohortes atteint le seuil de significativité 

statistique « génome entier » (pcombinée=9,7x10-10). Enfin, l'extraction et la compilation de l'ensemble 
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des LTNP non « elites » des quatre cohortes, et leur comparaison avec les contrôles séronégatifs a 

permis de souligner la spécificité de ce signal pour la LTNP (p=2,5x10-8).

A ce jour, le SNP rs2234358 est le seul signal identifié et confirmé par étude « génome 

entier »  en  dehors  de  la  région  HLA et  passant  le  seuil  de  significativité  statistique  « génome 

entier ».  CXCR6 étant un co-récepteur mineur dans le cadre de l'infection VIH-1 -contrairement à 

l'infection  SIV-,  son  rôle  de  médiateur  dans  l'inflammation  pourrait  être  impliqué  dans  la 

pathogenèse du SIDA.
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III. Méta-analyse des données IHAC

Le but  du  projet  IHAC (International  HIV Acquisition  Consortium)  est  de  trouver  des 

facteurs génétiques associés à la susceptibilité de la contamination par le virus VIH. Ce projet a 

débuté  en  2009  et  les  analyses  sont  menées  de  manière  conjointe  par  deux  centres  d’analyse 

américain et européen, l’un au Broad Institute (Boston, USA), l’autre au Conservatoire National des 

Arts et Métiers (Paris) et j’en suis le responsable opérationnel sous la direction du Pr. Zagury. Le 

projet n'a pas encore abouti à une publication mais des résultats préliminaires ont déjà été présentés 

aux membres du consortium.

Ce  projet  fait  intervenir  une  vingtaine  de  cohortes  génotypées  sur  des  plates-formes 

différentes et est, à ce titre, impressionnant.

Voici un bilan des étapes réalisées et des premiers résultats.

III.1 Collecte des données et contrôle qualité (2009-2011)

Après l'envoi par chaque intervenant de ses données, j'ai du réaliser un contrôle qualité:

• Éliminer les SNPs avec des données manquantes > 5%, des fréquences alléliques < 1% et 

dont l’équilibre de Hardy-Weinberg n'est pas respecté avec une p-value < 10-5

• Éliminer les individus qui sont trop éloignés des autres par stratification, ceux qui ont des 

données manquantes > 5%, une hétérozygosité avec un coefficient de consanguinité > 0,1.

Une fois les données réunies il fut également nécessaire de vérifier (par le calcul de l'IBS) 

qu'il n'y avait pas de doublons entre les cohortes.

III.2 Constitution des groupes cas-contrôles

Enfin une dernière étape constituait à un « appariement » le plus homogène possible des cas 

et des contrôles stratifiés par origines ethniques et par puce de génotypage (pour ne pas perdre trop 

de SNP dans le regroupement). 

Grâce à des analyses en composantes principales, il fut possible de former 6 groupes cas-

contrôles assez homogènes comme en atteste les Q-Q plots (figure 28).
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Figure 28 : Analyse en composante principale et représentation des patients sur le 1er axe, on 
observe une certaine homogénéité des patients. Le Q-Q plot d'association (sur les SNPs non 

imputés) ne présente pas de déviation conséquente

III.3 Imputation et tests d'association

III.3.1 Approche générale « classique » 

Les  données  de  chaque  groupe cas-contrôles  ont  ensuite  suivi  un  « pipeline »  d'analyse 

comme suit :

1. Détermination des covariables pour prendre en compte la stratification résiduelle [153] entre 

les populations cas et contrôles avec le logiciel EIGENSTRAT [154]

2. Pré-haplotypage des  données de cas  et  de contrôles  ensemble pour  éviter  un biais  dans 

l'algorithme qui pourrait converger vers des résolutions d'haplotypes différentes si les cas 

étaient haplotypés séparément des contrôles avec le logiciel SHAPEIT [51, 52]

3. Dernière  phase  d'imputation  à  l'aide  des  dernières  données  de  référence  1000genomes 

(phase 1 interim) disponibles regroupant 1094 individus et environ 37 millions de SNPs à 

l'aide du logiciel IMPUTE2 [155].

Ce traitement en pipeline sur chaque groupe cas-contrôle a permis d’obtenir en moyenne 8,5 

millions de SNPs bien imputés (info>0.8) par groupe cas-contrôles, dont 6,5 millions de SNPs bien 

imputés (info>0.8) communs à tous les groupes (voir figure 29 pour la qualités d'imputation).

4. L’analyse  des  associations  s’est  faite  d’abord  groupe  par  groupe en  utilisant  le  logiciel 

SNPTEST dans les modes allélique, additif, dominant, récessif et en utilisant une régression 

logistique incluant les composantes principales calculées en 1) ci-dessus.
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Figure 29 : Histogramme sur la qualité d'imputation (info score) suivant les groupes de fréquence 
alléliques mineures (MAF) respectivement <1%, entre 1 et 3%, entre 3 et 5% et supérieur à 5%. On 

observe que l'imputation est très mauvaise pour les SNPs rares inférieurs à 1% mais s’améliore 
rapidement pour devenir excellente ensuite
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Nous avons ensuite procédé à deux approches complémentaires : 

1. Un calcul direct de méta-analyse des 6 cohortes en utilisant le logiciel META [17, 156] et en 

filtrant par la qualité d'imputation représentée par l'info score (info>0,8) par la méthode du 

z-score et de l'inverse de la variance (modèle « fixe » si homogène et modèle « aléatoire » 

sinon). Ceci aboutit à comparer environ 6,5 millions de marqueurs (figure 30).

Figure 30 : Q-Q plot des 6,5 millions de SNPs dans la méta-analyse finale en filtrant les SNPs avec 
un seuil d'info score d'imputation à 0,8 dans chaque cohorte. On voit que le facteur d'inflation λ 

après correction par l'ajout des composantes principales en covariables ne dénote pas une 
stratification notable

2. Un calcul lié au nombre de fois où le signal est répliqué (p<0,05) dans les 6 groupes cas-

contrôles avec un effet allant dans le même sens (avec le même filtre de qualité d'imputation 

à info>0,8). Il est possible de calculer le nombre de signaux prévisionnels satisfaisant de tels 

critères et de voir si le nombre de signaux observés est supérieur.

 Cette deuxième approche a l’avantage de prendre en compte le fait qu’un signal biologique 
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significatif risque de ne pas être fort et qu’il est donc intéressant de rechercher plutôt sa  

réplication éventuelle [157].

III.4 Résultats obtenus

Après méta-analyse, un seul SNP passe le seuil de significativité fixé à 5.10-8 et il est dans la 

région HLA dans le gène MICA (figure 31). Cette région génétique a été plusieurs fois décrite 

comme étant associée au contrôle de la charge virale et à la non progression  [61, 118, 121, 148, 

158]. Cela laisse à penser qu'on pourrait observer un biais dû à une trop forte proportion de patients 

contrôleurs du virus dans les cohortes composant IHAC et cela est suggéré par le fait qu’on retrouve 

le signal très fortement  dans les deux cohortes américaines  composées de sujets  contrôleurs du 

virus.

Figure 31 : Manhattan-plot de la région HLA dans la méta-analyse du projet IHAC et mise 
en avant des blocs de déséquilibre de liaison dans cette région significativement associée avec 
l'acquisition du VIH-1. En abscisse la position sur le chromosome 6 des SNPs et en ordonnée 

-log10(pcombinée)
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Pour la deuxième approche, nous avons recherché pour chaque SNP combien de fois on le 

retrouvait  avec une p-value inférieure à 0,05 dans chacune des 6 cohortes (ou à défaut dans au 

moins 5), ceci avec le même sens de l'effet. Cette approche n’est pas conventionnelle mais il s’agit  

plutôt d'une méthode exploratoire. Un renfort statistique pourrait cependant arriver dans un futur 

proche:

•  Grâce  à  l'analyse  des  autres  cohortes  présentes  dans  IHAC  (Afro  Américaines  et 

Africaines)  dans  le  cas  où les  régions  seraient  retrouvées  significatives.  L'espoir  est  cependant 

faible tant la structure du génome chez les africains est différente (beaucoup plus de diversité et 

moins de déséquilibre de liaison) rendant les analyses « génome entier » difficiles [159].

• Grâce à l’évaluation par permutation du nombre de fois où l'on retrouve au moins 5 fois 

une association dans les 6 cohortes suivant l’hypothèse nulle. En théorie:

P (X ≥k )= C n
k p1 p2

k −1
≃ 2,9 .10−7 avec p1=0,05 p2=0.025 n=6 et k=5

En ayant 6,5 millions de SNPs (en réalité plutôt 8 à 10 fois moins testés réellement du fait 

des forts blocs de déséquilibre de liaison), nous obtenons 3 signaux indépendants passant ce seuil. A 

ce stade, nous avons déjà cherché à identifier une pertinence biologique de ces signaux.

rsid chromosome position P_value MAF
rs76514342 1 245727311 3.71E-06 0.04503 KIF26B
rs55892969 11 245729902 1.29E-05 0.0440356
rs4823317 22 46043466 2.21E-07 0.460209

rsid dutch french ill1 ill2 usA1 usA2
rs76514342 0.015945 0.038628 0.0055815 0.62224 0.019611 0.046509
rs55892969 0.022441 0.049808 0.015106 0.7384 0.03079 0.027622
rs4823317 0.020707 0.029809 0.045634 0.0086757 0.001227 0.44453

Tableau : Nous avons ici la liste des 3 SNPs répondant aux critères de réplication dans la deuxième 
approche avec la pcombinée et la p-value individuelle dans chacune des 6 cohortes (Dutch, French, 

Illumina 1, Illumina 2, USA 1 et USA 2). En rouge le gène « biologiquement » intéressant KIF26B.

Nous avons particulièrement remarqué une  région sur les 3, située sur le chromosome 1, 

dans un gène KIF26B, les deux autres signaux étant situés dans des régions intergéniques. Ce gène 

est  essentiel  au  développement  du  rein  car  la  protéine  produite  régule  l'adhésion  des  cellules 

mésenchymateuses  aux  cellules  adjacentes  des  bourgeons  urétéraux,  possiblement  via  une 

interaction avec MYH10 [160]. Il est intéressant de noter que MYH10 code pour une chaîne lourde 

de la myosine et il a été démontré que les chaînes lourdes de la myosine pouvaient être clivées par 
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une protéase du VIH-1  [161].  La protéine KIF26B est exprimée dans les tissus embryonnaires, 

mais aussi dans les muqueuses, ce qui pourrait suggérer un rôle face à la pénétration du virus dans 

l’organisme.

113



Discussion



Les  trois  chapitres  de  mes  résultats  reflètent  bien  l’évolution  très  rapide  de 

l'analyse génétique des cohortes. Il y a cinq ans, j’étudiais encore quelques dizaines de 

marqueurs sur quelques gènes candidats avec des outils rudimentaires de bioinformatique 

et avec à disposition de faibles bases de données. Petit à petit, avec l'arrivée des puces de 

génotypage,  il  fut  possible  d'obtenir  des  centaines  de  milliers  de  marqueurs  sur  des 

centaines d'individus. Un progrès immense qui arrivait avec son lot de défis à relever.

Le  premier  défi  est  statistique  avec  la  prise  en  main  de  notions  diverses 

notamment  de  comparaisons  de  distribution.  Par  ailleurs,  d'un  point  de  vue 

bioinformatique, il a fallu développer des outils nécessaires aux analyses d'association, 

comprendre des concepts importants comme l'haplotypage ou explorer  la structure du 

génome humain.  L'essor de la technologie a permis l'émergence de bases de données 

publiques  regroupant  des  dizaines  puis  des  centaines  d'individus  à  travers  le  projet 

Hapmap [14, 15] puis le projet 1000 génomes [1] permettant de comparer encore plus de 

marqueurs grâce à l'imputation et permettant les méta-analyses  [162, 163], augmentant 

encore la puissance de découverte de nouveaux signaux associés à des maladies [66].

En seulement quelques années des centaines d’études et des milliers de SNPs se 

sont  retrouvés  associés  aux  maladies  grâce  à  ces  nouvelles  techniques  de  biologie 

moléculaire à haut-débit représentées par les puces de génotypage. Nous sommes au cœur 

d'une révolution sans précédent dans la compréhension des facteurs génétiques pouvant 

influencer les maladies. Rares sont les maladies où les facteurs de risque n'ont pas été 

recherchés,  du  diabète  au  SIDA  en  passant  par  la  schizophrénie,  les  cancers  ou  les 

maladies cardiovasculaires... Il suffit de feuilleter le catalogue des GWAS pour se perdre 

dans les résultats (http://www.genome.gov/gwastudies/).

Malgré cela, la stratégie « génome entier » a atteint ses limites.  En effet, celle-ci 

est basée sur le dogme « variants communs pour maladies communes » qui n'a permis 

d'expliquer qu'une fraction de la variabilité génétique des patients face aux pathologies 

[164]. Il reste encore de nombreuses pistes à explorer comme l'influence des variants 

rares, des marqueurs autres que les SNPs ou l'épigénétique. C'est encore un domaine qui 

évolue très rapidement au gré des technologies toujours plus performantes.
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I. Subhap: un précurseur

Pour se replacer dans le contexte de l’époque, nous avions affaire à des données génomiques 

sur des jeux de données restreints à quelques dizaines de SNPs centrés sur une région ou un gène.  

Les logiciels d'haplotypage étaient déjà relativement fiables, même si depuis, des efforts sensibles 

d'efficacité ont été entrepris notamment au travers du logiciel SHAPE-IT développé au CNAM.

Cependant, il manquait de la pratique sur des données existantes pour évaluer l'impact des 

différentes stratégies sur la qualité de l’inférence des haplotypes. SUBHAP partait de l'idée que plus 

le jeu de données était grand, plus on avait d'informations (notamment de déséquilibre de liaison) et 

plus l’inférence serait exacte. Pour démontrer ceci, nous avions artificiellement inséré des données 

manquantes  à  divers  taux  et  observé  que  l'impact  d'une  approche  « globale »  englobant  toute 

l'information  disponible  sur  la  région  apportait  un  bénéfice  substantiel  dans  la  qualité  de 

l'haplotypage.

En effet, le génome est structuré en blocs de déséquilibre de liaison et les SNPs sont pour la 

plupart  corrélés les uns avec les autres. La totalité de l'information nécessaire à reconstruire un 

haplotype  ne  se  limite  donc pas  aux seuls  SNPs  qui  le  composent.  Cela  peut  paraître  évident 

aujourd'hui mais cela ne l’était pas encore réellement à l’époque.

La  première  application  de  cette  idée  se  retrouve  dans  le  logiciel  SHAPE-IT  capable 

d’inférer l'haplotype sur un chromosome entier sans procéder à un découpage arbitraire préalable, 

améliorant sensiblement la technique.

Aujourd'hui, la méthode SUBHAP apparaît comme un précurseur de l'imputation à grande 

échelle du génome. En effet, la disponibilité des haplotypes de Hapmap puis de 1000genomes sert 

de base à  l’inférence des données manquantes, y compris les SNPs non présents dans le jeu de 

données  initial.  Plusieurs  logiciels  dérivés  des  logiciels  d'haplotypage  [54] sont  spécifiquement 

dédiés à cette tâche d'imputation (MACH, BEAGLE, IMPUTE). SUBHAP apparaît donc comme un 

précurseur  de l'idée suivante,  à savoir  que toute l'information  disponible  doit  être  utilisée  pour 

compléter les données manquantes.

En ajoutant le gain de puissance sur une cohorte unique à la multiplication des méta-

analyses, l'imputation est devenue une étape très utilisée en analyse d'association confirmant la 

pertinence de l'approche que nous avons proposée.
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II. Bilan des études d'association «génome entier» 

sur la cohorte GRIV

L'étude génome entier que j'ai réalisé sur le phénotype non-progresseur non « elite » fait 

suite à deux autres études réalisées sur les phénotypes non-progresseur et progresseur rapide dans 

cette  même cohorte.  Pour  mémoire,  ces  deux études  sont  résumées  dans  les  deux paragraphes 

suivants:

II.1 Étude de la non progression à long terme

Nous avons réalisé  une étude  d'association  « génome entier » à  l'aide de puces  Illumina 

HumanHap300 basée sur la comparaison de 275 non-progresseurs à long terme avec 1352 contrôles 

séronégatifs [148]. La seule association passant le seuil de significativité statistique après correction 

de Bonferroni concerne le polymorphisme rs2395029 du gène HCP5, localisé dans la région HLA 

du chromosome 6 (p=6,79x10-10).

Le  gène  HCP5 codant  pour  un  rétrovirus  endogène  humain  (HERV)  présentant  des 

homologies de séquence avec les gènes pol, il pourrait agir en tant qu'ARN antisens interférant avec 

la  réplication  virale.  Cependant,  rs2395029  se  situe  dans  une  région  génétique  complexe 

caractérisée par de très nombreux déséquilibres de liaison et il existe de nombreux allèles causaux 

candidats (SNPs et haplotypes), impliquant des gènes majeurs de l'immunité (HLA-B*57, MICB,  

BAT1, LTB, TNF), pour expliquer cette association. L'allèle HLA-B*57 est associé au contrôle de la 

réplication du VIH-1 et de la progression vers le SIDA.  MICB est un ligand pour les cellules T 

CD8+ et  NK,  cellules  clés  pour  la  réponse  anti-VIH.  BAT1 est  un  composant  essentiel  de  la 

machinerie d'épissage et d'export de l'ARN et est également un régulateur négatif de cytokines pro-

inflammatoires. LTB est un modulateur essentiel de l'inflammation. Enfin, le TNF est une cytokine 

pro-inflammatoire, ayant été largement explorée dans l'étude de l'infection VIH. D'un point de vue 

biologique, ces gènes sont donc tous de bons candidats pour la pathogenèse du VIH, et d'autres 

études génétiques de la région (séquençage, haplotypage...) et des explorations fonctionnelles seront 

certainement nécessaires pour permettre d'améliorer la compréhension de cette association.

Cette étude constitue ainsi la première étude « génome entier » sur des patients VIH-1 non-

progresseurs à long terme et souligne le rôle majeur des gènes de la région HLA dans ce phénotype 

extrême.
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II.2 Étude de la progression rapide

A l'aide de puces Illumina HumanHap300 nous avons comparé 85 progresseurs rapides avec 

1352 contrôles séronégatifs [149].

Du fait  de l'effectif  réduit  de notre  population de progresseurs rapides,  aucun signal n'a 

atteint le seuil de significativité statistique après correction de Bonferroni. Nous avons cependant 

réalisé  une  approche basée  sur  la  méthode  du False  Discovery  Rate  (FDR) plus  puissante.  En 

prenant un seuil acceptable de 25% (un quart des signaux déclarés associés étant des faux positifs), 

nous trouvons quatre gènes associés.

L'association la plus forte est liée au gène PRMT6 (rs4118325, p=6,09x10-7, OR=0,24) mais 

aussi  le  gène  SOX5 (rs1522232, p=4,29x10-6,  OR=0,45),  RXRG (rs10800098,  p=4,29x10-6, 

OR=3,29)  et  TGFBRAP1 (rs1020064,  p=4,29x10-6,  OR=0,34).  Enfin,  deux  autres  signaux  non 

situés à proximité d'un gène (±100kb) ont été significativement associés à la progression rapide.  

SOX5 est un facteur de régulation impliqué dans la voie de signalisation du TGFβ lors de la 

chondrogenèse, et aucune donnée ne permet de relier aisément cette protéine à la pathogenèse du 

VIH-1.  RXRG, codant  pour  un  récepteur  nucléaire  de  l'acide  rétinoïque,  est  impliqué  dans  la 

répression  de  la  transcription  du  VIH-1.  PRMT6 est  une  arginine  N-méthyltransférase  pouvant 

méthyler  les  protéines  Tat  et  Rev  du  VIH-1,  et  la  molécule  HMGA1,  protéine  non-histone 

notamment impliquée dans la régulation de la transcription et dans l'intégration des rétrovirus dans 

le génome hôte. Ces modifications altèrent les fonctions des protéines virales et pourraient altérer 

l'intégration du provirus dans le génome.  TGFBRAP1 est impliquée dans la voie de signalisation du 

TGFβ, cytokine immunosuppressive pléiotropique.

Ces  signaux  de  progression  rapide  mettent  l'accent  sur  l'importance  du  contrôle  de  la 

réplication virale et sur la voie de signalisation du TGFβ  et offrent de nouvelles perspectives pour 

la compréhension des mécanismes de pathogenèse du VIH-1. La différence complète de résultats 

avec l’étude sur la non progression s'explique par une différence importante  dans le phénotype 

observé. De plus, il tend à nous révéler qu'un signal favorisant la non progression n'aurait pas d'effet 

sur la progression rapide (et inversement).
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II.3 Travaux sur les non-progresseurs à long terme non « elite »

Lors de l'étude sur la non progression à long terme de Limou et al. [148], nous avions 

montré que les sujets porteurs du variant rs2395029-C du gène HCP5 avait une charge virale 

significativement plus faible que les autres. De plus, Fellay et al. [121] avaient aussi identifié ce 

variant comme associé au contrôle de la charge virale. sachant que la plupart des non-progresseurs 

avaient une charge virale non négligeable, nous nous sommes donc intéressés aux facteurs 

génétiques influençant la non progression à long terme sans nécessairement contrôler la charge 

virale.

Pour cela nous avons repris nos données de puces Illumina HumanHap300 et basé notre 

étude « génome entier » sur la comparaison de 186 non-progresseurs à long terme non « elite » (i.e. 

avec une charge virale plasmatique >100 copies/mL) avec 697 contrôles séronégatifs. La plus forte 

association a été obtenue pour le SNP rs2234358 (p=2,5x10-7, OR=1,85). Après avoir contrôlé que 

ce résultat était indépendant à la fois des haplotypes CCR2-CCR5 (∆32, P1, et 64I) et à la fois du 

locus HCP5/HLA-B*57, nous avons pu le répliquer dans plusieurs autres cohortes également 

d'origine européenne et évaluant un phénotype de progression vers le SIDA (pcombinée=9,7x10-10 ). 

Ce signal représente donc une nouvelle association avec la progression à long terme, 

indépendante des résultats précédemment connus des loci CCR2-CCR5 et HCP5/HLA-B*57 et a 

montré l'importance critique de la composition des cohortes et la puissance des phénotypes 

extrêmes pour la découverte de nouveaux signaux. Ce SNP est localisé sur deux gènes: CXCR6 et 

FYCO1. Aucun SNP n'étant en fort déséquilibre de liaison au-delà du locus CXCR6/FYCO1, nous 

pouvons émettre l'hypothèse que ce locus serait impliqué directement dans la pathogenèse de 

l'infection VIH-1. L'étude du profil haplotypique du gène a révélé plusieurs haplotypes du 

promoteur en fort déséquilibre de liaison avec rs2234358. L'exploration des bases de données 

bioinformatiques (expression des ARNm, sites d'épissage, de polyadénylation, de liaison de facteurs 

de transcription) a suggéré d'éventuels sites de fixation de facteurs de transcription au niveau de 

certains SNPs composant les haplotypes du promoteur en déséquilibre de liaison avec rs2234358. 

Des expérimentations approfondies sont nécessaires pour déterminer précisément le variant causal 

[165] et le mécanisme biologique en jeu.

Le travail que nous avons réalisé présente la première association répliquée en dehors de la 

région HLA obtenue par une approche « génome entier ». Le risque attribuable de cette association 

rs2234358  est  très  élevé  puisqu'elle  explique  12%  de  la  LTNP.  Par  comparaison,  le  risque 
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attribuable de CCR5-∆32 est de 5,1% et celui de HCP5 est de 15% dans la cohorte GRIV de LTNP. 

Un autre variant génétique de  CXCR6, présent dans la population afro-américaine et absent de la 

population  européenne,  a  été  précédemment  associé  à  la  progression  de  la  pneumonie  à 

Pneumocystis carinii intervenant dans le SIDA [166] suggérant le rôle potentiel de CXCR6 dans la 

pathogenèse  du VIH-1. Compte-tenu du rôle  documenté  de  CXCR6 dans  le  SIDA, nous avons 

considéré que le signal avait plus de chances d’être lié à CXCR6 qu’à FYCO1.

L'implication de CXCR6 dans la progression à long terme n'est pas vraiment une surprise. 

En effet ce gène est un récepteur de chimiokines connu comme étant un co-récepteur majeur du 

SIV, et mineur dans le cadre du VIH-1 [167]. Il est également connu pour être un médiateur de 

l'inflammation, pour être impliqué dans la régulation des cellules T dans l'inflammation [168] et 

dans l'activation de l'homéostasie des lymphocytes T « Natural Killer » [169].

Cette étude montre aussi qu'un effet faible ou modéré, lorsqu'il est répliqué dans plusieurs 

cohortes, peut aboutir à l'identification d'une association significative avec la maladie. La puissance 

des méta-analyses ainsi révélée permet d’insuffler un grand espoir d'identifier de nouveaux signaux 

associés au SIDA en combinant de nombreuses cohortes, ce qui a été entrepris dans le projet IHAC 

dont je rediscute un peu plus loin.

III. Comparaison des associations obtenues avec les 

autres études génétiques sur le SIDA

III.1 Comparaison avec les approches « gènes candidats »

Les approches « gènes  candidats » ont apporté une grande quantité d'informations sur les 

gènes  de  l’hôte  pouvant  jouer  un  rôle  dans  l’infection  par  le  VIH-1  (voir  Introduction).  Ces 

méthodes  ont  permis  de  confirmer  ou  d'infirmer  par  réplication  sur  différentes  cohortes 

l’implication  des  gènes  étudiés,  permettant  ainsi  d’éclaircir  certains  des  mécanismes  de 

pathogenèse. Lorsque l’on compare les résultats obtenus par l’approche « gène candidat » à ceux 

des études d’association « génome entier », on retrouve essentiellement la région HLA en commun 

et particulièrement l’allèle HLA-B*57. Pour ces deux types d’approches, la complexité de cette 

région due au déséquilibre de liaison, rend encore difficile, à ce jour, la discrimination du ou des 

variants causaux.
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L'approche « génome entier » sur les progresseurs rapides de la  cohorte GRIV a mis en 

lumière des signaux dans des loci peu soupçonnés jusqu'à présent dans la progression rapide  avec 

les gènes PRMT6, SOX5, RXRG et TGFBRAP1 [149] ou dans la non-progression avec le gène 

RICH2 [150]. Ces résultats soulignent l’intérêt des études « génome entier » dans la découverte de 

nouveaux  signaux  associés  à  la  progression  vers  le  SIDA   en  s’affranchissant  des  a  priori 

biologiques.

Le cas de CXCR6 est un cas particulier car ce gène avait été séquencé en « gène candidat » 

par notre équipe en 2004. Nous nous étions focalisés, à l’époque, sur les régions exoniques, et nous 

n'avions pas trouvé d'association aussi forte que celle trouvée dans l’étude génome entier.  Sans 

l’étude « génome entier », cela aurait pu conduire à une conclusion erronée sur l'absence de signal 

associé à la maladie dans GRIV.

Il faut également souligner que des signaux comme le CCR5-∆32, retrouvés par la plupart 

des équipes, n’ont pas été vus par l’approche « génome entier ». Cela s’explique simplement par le 

fait que le variant CCR5-∆32 n’est pas représenté sur les puces. Ceci présente un point faible des 

puces car les insertions/délétions génotypées sur les gènes candidats sont souvent responsables de 

maladies ou à défaut des facteurs de risque [105, 106, 115, 170, 171]. 

III.2 Comparaison avec les autres études « génome entier » 

publiées

Cette première vague d'études « génome entier » - menées dans le cadre du SIDA - a mis en 

lumière l'importance des régions du HLA du chromosome 6, et des récepteurs de chimiokines du 

chromosome 3 (locus CCR2-CCR5 et gène CXCR6) dans l'évolution différentielle de l'infection par 

le  VIH-1.  Ces  deux  régions  génétiques  sont  les  seules,  à  ce  jour,  présentant  des  associations 

répliquées  ayant  atteint  le  seuil  de  significativité  « génome  entier ».  A  noter  que  les  signaux 

rs2395029  et  rs9264942  ont  également  été  confirmés  dans  des  études  SNP  candidats  sur  des 

cohortes indépendantes  [133, 172, 173].  Il est important de souligner que plusieurs signaux ne 

passant pas les seuils statistiques classiques, représentent malgré tout de bons candidats pouvant 

intervenir dans la pathogenèse du SIDA.

Toutes les cohortes étudiées dans ces études « génome entier » ont été collectées selon des 

critères différents (charge virale, cellules T CD4+, trithérapie, séroconvertis, séroprévalents, profils 
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extrêmes,  hommes/femmes,  mode  d'infection  homosexuel,  consommateur  de  drogues  en 

intraveineuse...),  ciblent  des  phénotypes  différents  (qualitatifs  avec  les  phénotypes  extrêmes  : 

LTNP, PR,  « elite  controllers »  et  quantitatifs  :  charge virale,  cellules  T CD4+,  temps  jusqu'au 

développement  du SIDA...),  sont  de  tailles  diverses  (45  à  2554  individus),  concernent  des 

populations  d'origines  variées  (européenne  :  Angleterre,  Australie,  France,  USA...  ;  afro-

américaine), et ont été génotypées sur différentes plate-formes (Illumina, Affymetrix, à l'aide de 

puces ciblant de 300K à 1M de SNPs). 

Toutes  ces  différences  ne  représentent  pas  uniquement  une  faiblesse  pour  l'étude  de 

l'infection par le VIH-1. En effet, toutes ces cohortes sont complémentaires. Elles permettent de 

cibler un spectre plus large de facteurs génétiques impliqués à différents moments, dans différents 

compartiments ou contextes de l'infection par le VIH-1. Il est donc important de continuer à étudier 

et  comparer  l'ensemble  de  ces  cohortes,  et  de  développer  de  nouvelles  cohortes  bien  définies, 

ciblant de nouvelles populations (africaines, asiatiques...), de nouveaux phénotypes...

Malgré ces disparités, le signal HCP5/HLA-B*57 a été identifié dans toutes les études pour 

lesquelles le SNP était génotypé (i.e. plates-formes Illumina), accentuant l'importance capitale de ce 

locus pour le contrôle de l'infection par le VIH-1.

De nombreux gènes découverts grâce au études « génome entier » se révèlent souvent être 

de potentiels gènes candidats, même si cela est parfois fait a posteriori, d’où l'idée de réduire le 

nombre de marqueurs à étudier (et diminuer la baisse de puissance qu'impliquent les tests multiples) 

ou l'enrichissement en p-values de certaines voies de signalisation (« pathways ») spécifiques  [38, 

144, 174, 175].

Enfin,  l'analyse  du  signal  de  non-progression  CXCR6 présent  dans  la  cohorte  GRIV et 

répliqué avec de faibles  p-values dans les cohortes ACS et MACS156 démontre la pertinence et la 

puissance de l'utilisation des phénotypes extrêmes. Cette même étude révèle l'importance des méta-

analyses pour trouver de nouveaux signaux expliquant la variabilité phénotypique dans le SIDA. 

Ainsi, dans un but de gagner en puissance statistique, l'augmentation du nombre de patients apparaît 

comme étant l’étape naturelle.
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IV. Le projet IHAC

 Comme nous l'avons vu précédemment,  les méta-analyses peuvent se révéler très utiles 

pour  trouver  de  nouveaux  signaux  expliquant  la  variabilité  phénotypique  dans  le  SIDA.  Cette 

approche a par ailleurs été validée dans de nombreuses autres pathologies [22, 65, 163, 176, 177]. 

Dans  ce  contexte,  le  projet  international  IHAC  (International  HIV-1  Acquisition  Consortium) 

suscite un espoir important dans la communauté génomique du SIDA. Ce projet est réalisable grâce 

à l’imputation des marqueurs qui permet la comparaison de plusieurs études sur différentes plates-

formes. Il accroît dans certains cas la force d'un signal observé sur un SNP génotypé.

Pour  pouvoir  mener  à  bien  ce  projet,  il  a  fallu  mettre  en  place  une  infrastructure 

informatique sans précédent capable d'imputer cette masse d'information correspondant à plus de 

13000 patients avec un panel de référence de 1000 individus sur 37 millions de SNPs disponibles 

issu de la base de données 1000genomes. Le premier problème à surmonter fut le temps de calcul,  

par la méthode classique et via les logiciels d’imputation existants, il aurait fallu plusieurs mois 

voire plusieurs années pour arriver à nos fins. Il a donc fallu utiliser les dernières recherches dans le 

domaine qui suggéraient de passer plutôt par une étape de pré-haplotypage des données permettant 

en quelques semaines d'obtenir les résultats que nous voulions.

La première déception fut de n'obtenir qu'un seul signal passant les seuils de significativité 

(de Bonferroni), représenté par un SNP situé dans la région HLA non loin du rs2395029 retrouvé 

dans  presque  toutes  les  études  « génome  entier »  sur  des  cohortes  européennes.  Bien  que  le 

phénotype étudié soit  l’acquisition du virus VIH-1, on peut observer  que la sur-représentation de 

patients  non-progresseurs dans plusieurs cohortes est  la cause de cette  association apparente,  et 

donc que ce signal ne n’est a priori  qu'un faux positif dû à ce biais.

Il  y a donc lieu de chercher  une autre  heuristique et  nous avons pensé à  une deuxième 

approche complémentaire consistant à chercher les signaux répliqués, même faiblement, dans au 

moins cinq cohortes. Sur les trois découverts, deux sont intergéniques mais l'un d'eux est dans un 

gêne KIF26B qui peut être un candidat intéressant puisqu'il pourrait intervenir dans la pénétration 

du virus dans les muqueuses.

Néanmoins au bilan global, les résultats sont assez faibles. L'espoir repose désormais sur 

l'arrivée de nouveaux panels de référence regroupant à la fois des SNPs et des insertions/délétions 

(indels) au sein des patients de 1000genomes. De nombreux indels étant associés à des maladies, 
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comme celui déjà bien connu de CCR5-Δ32 dans le SIDA, on peut penser qu'ils nous aideront a 

déterminer des variants réellement causaux et au mieux nous révélerons un nouveau signal. Une 

autre stratégie envisageable est de tester l'effet de plusieurs marqueurs à travers l'épistasie, les voies 

de signalisation ou les effets haplotypiques.

Une autre perspective que constitue la mise en commun prochaine des données cliniques 

pourrait être plus prometteuse. L’étude d'association sur la progression clinique et sur la charge 

virale pourrait en effet être plus informative car elle caractérise mieux  la relation hôte/virus. Le 

choix des cohortes et  des phénotypes  étudiés  sera critique  et  plusieurs  possibilités  devront être 

envisagées :

• profil clinique extrême comme les LTNP, les progresseurs rapides, les non-progresseurs non 

« elite », les non-progresseurs « elite »

•  l'analyse  de  données  de  survie  sur  le  temps  avant  SIDA selon CDC1993 ou chute  de 

CD4<400, charge virale, etc. 

V. Critiques des analyses « génome entier »

Le succès des analyses d'association « génome entier » dans l'identification des facteurs de 

risques associés aux maladies a été massif : depuis cinq ans, il ne se passe pratiquement pas une 

semaine  sans  qu'une  nouvelle  publication  vienne  s’ajouter  à  la  liste  des  marqueurs  liés  à  la 

susceptibilité  face  aux  maladies.  Pour  la  première  fois,  dans  l'histoire,  nous  avons  le  pouvoir 

d'identifier  précisément  les  variations  génétiques  entre  les  individus  contribuant  aux  variations 

phénotypiques liées aux maladies ouvrant l’ère de la médecine personnalisée.

Cependant,  en  dépit  des  succès  indéniables  qui  ont  coûté  des  centaines  de  millions  de 

dollars, certaines failles apparaissent aussi [178]. En effet, beaucoup de variants génétiques associés 

aux maladies et notamment au SIDA restent inconnus. Au delà de l'approche « classique » d'analyse 

il convient d'aller plus loin [179] et de trouver de nouvelles technologies.

V.1 Indels

Ce type de variants a été peu exploré à grande échelle alors qu’ils ont le potentiel biologique 

de porter une part non négligeable de la variabilité génétique. Ils sont certainement fondamentaux 

dans la recherche d'association avec les maladies [180]. Les puces de génotypage ne permettent pas 

124



Critiques des analyses « génome entier »

de caractériser directement les indels même s'ils ont de bonnes chances d’être causaux dans de très 

nombreux cas (près de la moitié des SNPs du GWAS catalogue sont en déséquilibre de liaison total 

avec un indel). Cependant, les indels ont été séquencés sur les patients du projet 1000genomes et 

devraient pouvoir être partiellement imputés à partir des données de puces dans un avenir proche. 

Le séquençage des  indels  constitue  donc une approche complémentaire  aux analyses  de 

SNPs.

V.2 Allèles avec des effets faibles

L'analyse de centaines de milliers de variants est à la fois la force et la faiblesse des études 

«génome entier». La masse de résultats impose des corrections statistiques pour les tests multiples 

qui noient les vrais positifs dans la masse des exclus. 

La solution repose sur  l'augmentation  du nombre d'individus  dans les  cohortes.  Dans le 

SIDA la relative faible taille des cohortes empêche d'observer des effets très faibles (OR<1,5) alors 

que  dans  d'autres  maladies,  comme le  diabète,  les  cliniciens  ont  pu constituer  des  cohortes  de 

plusieurs dizaines de milliers d’individus et observer des effets impliquant des OR aussi petits que 

1,2. 

Multiplier autant que possible les méta-analyses et la mise en commun des patients devient 

plus que jamais indispensable pour aller plus loin.

V.3 Variants rares

Le dogme « maladie commune, variant commun » qui est la base des analyses « génome 

entier » par puces de génotypage part du principe que la majorité des facteurs de risques associés 

aux maladies sont attribuables à un nombre relativement faible de variants communs.

Au  départ  les  informations  disponibles  par  exemple  dans  Hapmap,  reposaient  sur  les 

marqueurs communs plus faciles à identifier que les plus rares. Aussi, dans le but de capter la plus 

grande  proportion  de  la  variation  génétique,  les  concepteurs  de  puces  se  sont  basés  sur  ces 

marqueurs. Malheureusement on s'est aperçu qu'une part importante de la variabilité génétique ne 

pouvait être expliquée par les études « génome entier » dans le SIDA. Néanmoins Le Clerc et al. 

[150], avec une approche pertinente se focalisant sur les SNPs de faibles fréquences  [181]  (MAF 

<5%), a mis en avant un nouveau gène potentiellement associé à la maladie. 
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On peut penser qu'augmenter la taille des cohortes pourrait être une bonne solution, d'autant 

qu'avec le projet 1000genomes, l'information des variants plus rares apparaît. Mais le problème est 

que les SNPs communs des puces de génotypage ne représentent pas toujours bien les variants rares 

et l'imputation peut être difficile. Il conviendrait donc de faire de nouvelles puces qui se baseraient 

non plus sur les SNPs commun de Hapmap mais aussi sur les SNPs plus rares de 1000genomes ou 

plus radicalement de faire du séquençage du génome entier pour obtenir un catalogue complet de 

toutes les variations existantes dans les cas et les contrôles [182]. La vitesse importante de baisse 

des  coûts  de  ces  technologies  rendent  ce  scénario  de  plus  en  plus  faisable.  Néanmoins, 

l’interprétation  s’avère compliquée  et  oblige le  statisticien  à  prendre comme hypothèse que les 

variants rares sont fortement pénétrants voire mendéliens (si on possède l’allèle on présente 

forcement le phénotype).

Une partie de l'explication peut résider dans ces variants rares incluant des CNVs, des indels 

et  des  SNPs rares  (par  convention on appelle  rare  un variant  dont  la  MAF dans la  population 

générale est inférieure à 1%), ils sont aujourd'hui fortement suspectés de jouer un rôle important 

dans les maladies multi-factorielles.  Les méthodes d'analyse actuelles se focalisent sur  l'influence 

collective de plusieurs marqueurs rares dans une même région [183]. En effet il est très difficile de 

lier la maladie à un variant très rare seul du fait de la faible puissance des tests statistiques. On se 

focalise également sur des variants susceptibles d'avoir un rôle biologique important en séquençant 

plus  particulièrement  l'exome  des  patients.  En  effet,  une  mutation  dans  une  protéine  aura 

vraisemblablement un effet fort et un impact important sur la maladie. Les premières études basées 

sur le séquençage de l'exome commencent à paraître, preuve de l'importance de cette approche. On 

peut citer la schizophrénie avec la découverte d'une mutation de novo rare présente chez les malades 

[170], une mutation du gène ZNF644 chez les grands myopes [184], une mutation du gène BCOR 

dans la leucémie myéloïde [185] ou encore une mutation du gène MYH6 dans les maladies des 

sinus [186].
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Figure 32 : Classification des marqueurs génétiques associés aux maladies en fonction de leur 
fréquence et de leur pénétrance dans la maladie

V.4 Épistasies et approche multi-marqueurs

La plupart du temps, on approche les maladies par une analyse simples marqueurs, chaque 

facteur de risque agissant indépendamment des autres. Ainsi la présence de deux facteurs de risque 

chez un individu additionnerait leurs effets [187, 188]. Or on sait bien, qu'en réalité, l'interaction des 

gènes joue un rôle essentielle en génétique humaine [189], dans ce cas la présence de deux allèles 

combinés aurait un effet supérieur. En allant plus loin, la combinaison de plusieurs marqueurs avec 

un faible effet peut aboutir à un grand effet combiné. Cette approche est souvent ignorée dans les 

analyses d'association à cause des restrictions statistiques des tests multiples [190].

Le développement de méthodes statistiques/bioinformatiques intégrant plusieurs marqueurs 

à  la  fois  constitue  sans  aucun  doute  une  voie  de  recherche  prioritaire,  mais  à  ce  jour  aucune 

méthode de ce type ne fait encore consensus.

Il en va de même avec l'analyse des haplotypes qui malgré leur importance ne sont que 

rarement étudiés dans les études « génome entier », il ne faut pas oublier que nous sommes des 

organismes diploïdes [56]. 
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V.5 CNVs

Les avancées dans la connaissance du génome ont mis en lumière l'importance des autres 

marqueurs  de  variabilité  comme  les  CNVs  (Copy  Number  Variation)  qui  sont  des  grandes 

insertions  ou  délétions.  Ces  marqueurs  se  retrouvent  dans  toutes  les  populations  sans  affecter 

nécessairement la santé des patients. De par les publications sorties sur le sujet, il semble probable 

qu'une part non négligeable de la variabilité génétique face aux maladies soit contenue dans ces 

CNVs .

Théoriquement il est possible de retrouver ces CNVs à l'aide des puces de génotypage en 

observant l'intensité de fluorescence des marqueurs [191]. La condition est que la densité de SNPs 

soit  suffisamment  importante,  ce qui  en pratique ne s'est  pas  révélé  être  le  cas avec les  puces 

Illumina 300K utilisées dans la cohorte GRIV. En effet, il est documenté [192] que cette couverture 

est largement insuffisante pour détecter avec précision ces marqueurs.

Le  développement  des  puces  de  génotypage  et  le  séquençage  capable  de  repérer 

spécifiquement ces CNVs constituent l'approche d'avenir dans ce domaine.

V.6 Épigénétique

L'information  contenue  dans  l'ADN  ne  se  limite  pas  à  sa  séquence.  En  effet,  des 

modifications  de méthylation  des cytosines  ou des histones contenues  dans la molécule d'ADN 

modulent l'expression des gènes. Ces caractéristiques épigénétiques sont héritables de ses parents et 

peuvent apparaître spontanément en réponse à l'environnement. On ne sait pas encore formellement 

comment ces variations « épigénétiques » influencent la susceptibilité aux maladies.

Toutes les technologies utilisées en génome entier (y compris le séquençage) ne peuvent 

détecter ce type de variations. Des techniques sont développées pour détecter à grande échelle ces 

variants épigénétiques grâce à des technologies dédiées, il existe même des analyses « épigénome 

entier » [193] (EWAS).

V.7 Transcriptome, protéomes, métabolome

Plus généralement, il existe plusieurs domaines périphériques et descendant à l'analyse du 

génome qui peuvent constituer des pistes complémentaires non négligeables dans la compréhension 

des pathologies. On peut citer :

128



Critiques des analyses « génome entier »

• Le transcriptome représentant l'ensemble des ARNs messagers issus de l'expression d'une 

partie du génome dans une cellule ou un tissu donné. Cela est possible grâce à des puces à 

ADN.

• Son analogue le protéome qui représente l'ensemble des protéines présentes dans la cellule.

• Plus récemment le métabolome qui étudie la présence des petites molécules dite métabolites 

telles que les hormones qui peuvent être trouvées dans un échantillon biologique.

Ces systèmes contrairement au génome ont la particularité d’être dynamiques et de changer 

au cours du temps.

V.8 Hétérogénéité des maladies

Les maladies sont définies principalement  par des catalogues de symptômes qui peuvent 

provenir  de multiples  causes  génétiques  distinctes.  Si,  à l’extrême,  chaque patient  présente des 

symptômes  pour  une  unique  cause  génétique  distincte  des   autres,  la  stratégie  d'analyse 

d'association  sur  cohorte  s'effondre.  Le  statisticien  et  le  généticien  ne  peuvent  pallier  à  cette 

problématique.  C'est  aux  cliniciens et  aux  médecins d'arriver  à  constituer  des  cohortes  au 

phénotype homogène selon des critères bien définis. Dans le projet IHAC nous avons déjà discuté 

du choix fondamental des phénotypes pour l'analyse de la progression vers le SIDA.

VI. Evolution de la recherche en génétique

VI.1 Séquençage « nouvelle génération » (NGS)

Les  avancées  technologiques  récentes  ont  permis  le  développement  du  séquençage  haut 

débit, rendant ainsi possible le séquençage entier du génome humain ou de l’ensemble des exons 

(exome). Ces méthodes permettent d’obtenir les informations génotypiques d’un grand nombre de 

marqueurs, notamment les marqueurs rares avec des  MAF inférieures à 1%. Aujourd'hui, il est 

possible de réaliser une analyse fine sur l’ensemble du génome ou de l’exome et sur un nombre 

assez élevé d’individus. De plus, ce type d’approche offre la possibilité de détecter, en plus des 

SNPs, d’autres polymorphismes comme les CNVs ou les indels, offrant ainsi une couverture plus 

complète de la diversité entre les individus et de nouvelles informations sur la structure du génome 

[194].
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   On considère qu'à partir de 20X, on a une bonne couverture du génome d'un individu et 

qu'à  50-100X  on  atteint  une  couverture  optimale.  Dans  tous  les  cas,  plus  la  couverture  sera 

importante et plus on aura de chances de couvrir au moins une fois chaque région du génome. Ainsi 

on pourra corriger les erreurs des plates-formes et enfin il sera possible de découvrir les variants 

structuraux comme les insertions/délétions.

Il  existe  4  aspects  qui  représentent  un  enjeu  pour  le  développement  et  la  réussite  du 

séquençage haut-débit: bioinformatique, informatique, statistique et financier: 

• La  bioinformatique doit être capable d'identifier à partir des données de séquençage, les 

« reads » de taille variable (quelques dizaines à quelques centaines de paires de bases) et les 

variations entre les patients.

• Les ressources  informatiques afin de gérer les données de séquençage « génome entier » 

sont énormes.  Des améliorations  informatiques  en terme de gestion et  de traitement  des 

données (transfert,  stockage,  capacité  de calcul  pour l’alignement  des séquences…) sont 

nécessaires pour améliorer la qualité des résultats.

• D’un point de vue statistique être capable d'identifier les marqueurs associés aux maladies à 

l'aide de nouvelles approches (tests multiples, variants rares...).

• Enfin le  coût des technologies  de séquençage reste très élevé même si cela  change très 

rapidement. 

Il existe aujourd'hui 3 technologies issues de 3 compagnies capables de séquencer la totalité 

du génome ainsi que l’exome humain : Illumina Solexa, Biosystems Solid et Roche 454. 

Les techniques de séquençage sont différentes entre ces 3 méthodes. En terme de coût par 

mégabase,  les  plates-formes  Illumina  et  Solid  sont  nettement  supérieures.  Roche 454 offre  des 

« reads » beaucoup plus longs ce qui est un avantage ensuite pour l'alignement et la reconstruction 

du génome mais en contrepartie son coût est plus élevé [195].

Actuellement, la machine Illumina Hi Seq peut produire 20 millions de paires de bases pour 

1500$, ce qui signifie que pour une couverture optimale, le séquençage de l'exome coûte environ 

500$ tandis que le génome entier environ 1000-2000$. Il y a encore un an cela coûtait dix fois plus 

cher.  On  peut  imaginer  que  bientôt  cela  reviendra  au  prix  des  puces  de  génotypage  d'il  y  a 

seulement quelques années.
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Figure 33 : Représentation schématique des différentes étapes de séquençage sur Illumina Solexo 
(extrait de Illumina's  Genome Analyser Iix)

Le choix du séquençage de l’exome peut apparaître judicieux eu égard au moindre coût 

même si  le  prix  du  séquençage  du génome entier  diminue  fortement.  Cette  approche  présente 

également  l’avantage  de  permettre  un  meilleur  séquençage  de  chaque  région  ciblée  avec  une 

meilleure  couverture  [196,  197].  L'exome  ne  représente  qu'une  fraction  faible  du  génome,  se 
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focalise sur des régions transcrites dont les variations sont directement interprétables [198, 199]. Il 

permet d’étudier tous les variants fonctionnels, de plus en plus répertoriés dans les bases de données 

telles que dbNSFP [200] et a déjà fait ses preuves notamment dans les maladies mendéliennes [201-

205]. Si l’hypothèse que des variants rares peuvent provoquer des désordres mendéliens dans toutes 

les maladies communes, cette stratégie peut s’avérer payante [206]. Néanmoins, il serait intéressant 

de  développer  une  approche  incluant  d’autres  zones  fonctionnelles  telles  que  les  régions 

promotrices des gènes.

Les puces de génotypage 2,5M Illumina actuelles,  même si elles ne tiennent  pas encore 

compte de toutes les données du projet 1000genomes, peuvent apporter une solution moins coûteuse 

et moins fastidieuse que le séquençage, ainsi qu'une fiabilité des résultats éprouvée. Lorsque l'on 

regarde les SNPs présents dans les exons sur la puce 2,5M Illumina, ils ne sont qu'au nombre de 90 

000. En fait l'approche par puce de génotypage cible les variants avec un effet relativement faible 

tandis que la stratégie de séquençage cible les mutations rares avec un effet fort, elles sont donc en 

réalité complémentaires.  Preuve de cette  complémentarité,  le projet  1000genomes a utilisé cette 

double approche (séquençage et génotypage sur puces Illumina).

Enfin,  une  dernière  approche  plus  récente,  réduisant  fortement  les  coûts,  consiste  à 

séquencer le génome entier avec une faible couverture (0,5X à 4X) tout en utilisant l'information de 

1000genomes pour imputer les données manquantes [207]. Cette technique présente l'avantage de la 

rapidité et du coût sans mettre en péril la fiabilité des résultats. C'est d'ailleurs la stratégie adoptée 

par le consortium 1000genomes [1].

VI.2 Perspectives pour la génomique du SIDA

Dans  la  discussion  des  analyses  « génome  entier »,  nous  avons  évoqué  plusieurs  pistes 

possibles.  Parmi  celles-ci,  le  séquençage  apparaît  prioritaire  permettant  la  caractérisation  des 

variants rares à effet fort. En effet, outre le recrutement de nouveaux patients, la perspective du 

séquençage pourrait permettre d'aller plus loin dans la découverte de variants associés à la maladie.

L'étude de la cohorte GRIV a déjà confirmé l'intérêt des phénotypes extrêmes  [119, 120, 

208], y compris avec des populations de taille réduite, et la cohorte GRIV s'avère donc prometteuse 

dans ce type d'approche.  

Déjà, le groupe Euro-CHAVI a entrepris le séquençage de patients à profils de progression 

extrême  (non-progresseurs  à  long  terme  et  progresseurs  rapides)  ce  qui  pourrait  permettre  la 
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détection de variants rares importants dans la compréhension des mécanismes de pathogenèse [209-

211]. 

Les « elite controllers » du VIH présentent un phénotype très rare dans la population (moins 

de 1% des personnes infectées) avec des effets très forts dans la région HLA notamment sur le 

HLA-B*57 [148]. Une piste possible serait d'explorer par séquençage les « elite controllers » non 

HLA-B*57 qui  pourraient  constituer  une population  de choix pour  ce  type  d’approche dans  la 

même démarche que celle ayant conduit à la découverte du gène CXCR6 [151].

Les progresseurs rapides de GRIV, ayant montré de forts odds-ratio en analyse « génome 

entier » pourraient eux aussi constituer une cohorte intéressante dans la mesure où ce phénotype, 

qui semble très informatif et homogène, n'est que très peu répliqué dans le monde.

Aujourd’hui, si l'on souhaite procéder à du séquençage pour identifier l’effet de variants très 

rares au niveau d’un gène, il semble que l’analyse de l’exome et de populations extrêmes soit le 

bon compromis sur le plan information/coût.

VI.3 Perspective de ces technologies : vers une carte d'identité 

génétique ?

A chaque étape de la découverte des variants associés aux maladies, on se rapproche de la 

compréhension des mécanismes, et ainsi une analyse individuelle des facteurs génétiques associés 

aux  maladies  devient  possible.  Des  sociétés  privées  proposent  déjà  ces  analyses  moyennant 

quelques  centaines  de  dollars  comme  23andMe,  deCODEme  and  Navigenics.  Cependant  la 

pertinence de laisser des sociétés privées dévoiler au grand public des particularités connues de son 

génome suscite  de vifs débats  [212].  En effet,  les modifications  qu'un individu apportera  à son 

mode de vie en fonction de l'analyse de ses données génomiques risquent d’être contre-productives. 

Excepté  pour les  maladies  monogéniques,  la  faiblesse  de la  majorité  des effets  associés 

jusqu'ici envoie un mauvais message au patient. Quel est l'impact de savoir qu'on a 1,5 fois plus de 

chance que la population globale d'avoir telle ou telle pathologie ? Ou à l'inverse 2 fois moins de 

chance ? D'autant que l'impact environnemental sur les risques associés aux maladies est souvent 

bien supérieur. Si un malade sait qu'il a deux fois moins de chance d'avoir un cancer du poumon ne  

risque-t-il pas de continuer à fumer par exemple ?

Cependant, avec l'avancée des technologies notamment de séquençage et leur exploitation 
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bioinformatique, des marqueurs ayant un effet plus fort sur la susceptibilité sont attendus et une 

compréhension plus complète de la composante génétique des maladies devrait devenir réalité. Cela 

ouvre  la  voie  à  une  carte  génétique  individuelle,  clé  de  traitements  mieux  ciblés [213].  La 

diminution  croissante  du  coût  de  l'analyse  du  génome individuel  devrait  permettre  à  terme  de 

personnaliser  les  traitements  [214] en  tenant  compte  des  réactions  aux  médicaments,  au  profil 

d’évolution supposé dans la maladie qui diffère selon les individus. Il est donc probable qu’à terme, 

avec  le  faible  coût  des  analyses  génétiques  et  l’amélioration  des  outils  prédictifs,  une  carte 

d’identité  génétique  puisse  être  proposée  systématiquement.  Le  législateur  devra  certainement 

mettre au point un cadre légal et pratique optimal pour le développement de tels outils.
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Avec l'arrivée de plus en plus massive des données génomiques de la cohorte 

GRIV, d’abord des  données SNPs sur  gènes  candidats  puis  sur  puces  de génotypage 

Illumina, il nous est devenu indispensable d'utiliser la bioinformatique. Comprendre les 

problématiques biologiques, analyser les besoins pour ensuite y répondre est devenu un 

enjeu fondamental dans la réussite de notre projet d'analyse génétique.

Les travaux exposés dans cette thèse correspondent à une approche moderne de la 

bioinformatique, les progrès des technologies m'obligeant à évoluer tout au long de ces 

cinq dernières années.  Au cours de cette  thèse, j’ai  participé aux études d’association 

« gène candidat » puis à l'analyse du « génome entier » réalisées sur les patients de la 

cohorte  GRIV  et  enfin  à  une  méta-analyse  internationale  nécessitant  une  grande 

adaptation.

Pour cela, j'ai été amené tout au long de ma thèse à élaborer de nouveaux outils 

(notamment à travers le logiciel d'haplotypage SUBHAP), à utiliser les logiciels existants 

en bioinformatique et statistique et à mettre en place des infrastructures utiles à tous les 

acteurs du projet.

Les outils que j’ai mis en place ont ainsi permis de mettre en avant l'importance 

de la région HLA, riche en gènes de l'immunité, dans le contrôle de la charge virale et 

dans la non progression à long terme vers le SIDA. Par une approche originale sur les  

phénotypes, j’ai pu trouver le seul signal en dehors du locus HLA, identifié par étude 

« génome entier » et répliqué dans plusieurs cohortes, au niveau du gène CXCR6.

Enfin, dans le cadre du projet IHAC, la mise en place d'un « pipeline » complexe 

d'imputation et de méta-analyse des données génomiques issues de nombreuses cohortes 

m'a permis, en plus d'avoir réussi à appréhender les techniques, de mettre en avant un 

nouveau gène candidat, KIF26B.

Ce  travail  s'inscrit  dans  la  perspective  d'une  meilleure  compréhension  des 

maillons  moléculaires  impliqués  dans  la  pathogenèse  du  VIH-1 qui  sont  encore  mal 

élucidés à ce jour. L’identification de nouveaux mécanismes pourrait permettre de définir 

rationnellement de nouvelles cibles thérapeutiques et ainsi aider au développement d’un
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 traitement efficace du SIDA. Elle permettrait de développer des outils diagnostiques qui 

aideront les médecins à mieux prédire les évolutions de leurs patients.

Pour  conclure,  cette  thèse  aura  constitué  pour  moi  un  apprentissage 

particulièrement enrichissant en abordant un sujet multi-disciplinaire à l'interface de la 

biologie, de la génétique, des statistiques et de l’informatique. J'ai eu la joie de participer 

aux recherches dans un domaine en pleine effervescence qui n’en est encore qu’à ses 

balbutiements  avec encore de nombreuses mutations  technologiques  et  scientifiques  à 

venir.
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Cédric Coulonges

Analyses bioinformatiques dans le cadre de la génomique du SIDA

Résumé

Les technologies actuelles permettent d’explorer le génome entier pour y découvrir des 

variants génétiques associés aux maladies. Cela implique des outils bioinformatiques adaptés à 

l’interface de l’informatique, des statistiques et de la biologie. Ma thèse a porté sur l’exploitation 

bioinformatique des données génomiques issues de la cohorte GRIV du SIDA et du projet 

international IHAC (International HIV Acquisition Consortium).

Posant les prémices de l'imputation, j’ai d’abord développé le logiciel SUBHAP. Notre 

équipe a montré que la région HLA était essentielle dans la non progression et le contrôle de la 

charge virale et cela m’a conduit à étudier le phénotype non-progresseur non « elite ». J’ai ainsi 

révélé un variant du gène CXCR6 qui, en dehors du HLA,  est le seul résultat identifié par approche 

génome-entier et répliqué.

L’imputation des données du projet IHAC (10000 patients infectés et 15000  contrôles) a été 

réalisée et des premières associations sont en cours d’exploration.

Mots clés : étude d'association, VIH-1, SNP, haplotypes, imputation, méta-analyse

Résumé en anglais

Nowadays with  the newest  technologies,  the entire  genome can be explored  to  uncover 

genetic  variants  which may be linked to diseases.  This  requires  bioinformatics  tools which are 

adequate for studies which are at the border between computing, statistics and biology. My thesis 

work focused on the bioinformatical analysis of genomic data from the GRIV AIDS cohort and 

from the IHAC (International HIV Acquisition Consortium) project.

I first laid the foundation for imputation work by developing the SUBHAP software. Our 

team showed that the HLA region was essential in non-progression and viral charge control. This 

led me to study the non progressor non elite phenotype. Thus, I uncovered a variant of the CXCR6 

gene which is, apart from HLA, the only result identified with a GWAS approach so far and which 

has been reproduced.

The imputation of data from the IHAC project (10000 infected patients and 15000 control 

subjects) was also performed and the first associations are now being studied.

Keywords : GWAS, HIV-1, SNP, haplotypes, imputation, meta-analysis
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