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RESUME

Au cours de sa vie, une femme sur 9 sera confrontée personnellement & un cancer du sein.
Que ce soit pour le cancer du sein sporadique (le plus fréquent) ou pour le cancer du sein
familial, il est aujourd’hui indéniable que la génétique influence le risque de développer cette
maladie. Bien que de nombreuses mutations causales et polymorphismes de susceptibilité aient
déja été identifiés, une large part de la composante génétique du cancer du sein reste encore a
expliquer.

Dans ce contexte, j’ai entrepris d’étudier la variabilité du génome mitochondrial, en essayant
de déterminer dans quelle mesure une partie de I’héritabilité manquante du cancer du sein peut
étre liée a des variants localisés sur le génome mitochondrial. En effet, le génome mitochondrial,
présent en plusieurs dizaines voire centaines de copies dans la plupart de nos cellules, est sou-
vent mis de coté lors de 'analyse du génome nucléaire. Ses spécificités, telles que son haploidie,
ont pour conséquence que les études de liaison génétique ne sont pas adaptées a son analyse. De
méme, jusqu’a trés récemment, les puces commerciales disponibles afin de réaliser des études
pangénomiques, ou GWAS, couvraient de maniére trés partielle la variabilité de ce génome. Cer-
tains variants de susceptibilité pourraient donc se situer sur le génome mitochondrial sans pour
autant avoir été détectés jusqu'’ici. De plus, le génome mitochondrial encode pour des génes
majoritairement impliqués dans la production d’ATP de la cellule. Cette production d’ATP
génére des composés mutagéniques appelés espéces oxygénées réactives, pouvant contribuer a
I'instabilité génomique et & terme a la carcinogénése. Cette synthése énergétique est d ’autre
part dérégulée dans de nombreux cancers.

Un premier axe de recherche m’a conduit & m’intéresser a une interaction potentielle entre
certains variants du génome mitochondrial et du génome nucléaire, en conjonction avec I’'expo-
sition a un facteur environnemental lié au style de vie qu’est la consommation d’alcool, et ce
dans la population générale. L’absence d’interaction observée dans notre jeu de données, dont
la taille est pourtant largement suffisante pour nous conférer la puissance nécessaire, laisse a
penser que les résultats antérieurs mettant en évidence de telles interactions ne sont pas ro-
bustes.

Je me suis par la suite plus spécifiquement attachée a 1’étude de la prédisposition au cancer
du sein familial. J’ai tout d’abord étudié dans quelle mesure les variations du génome mitochon-
drial, et plus spécifiquement les haplogroupes mitochondriaux, peuvent étre considérés comme
des modificateurs de 'association entre le risque de cancer du sein et certaines mutations cau-
sales connues, notamment celles situées sur les génes BRCA1 et BRCAZ2. L’haplogroupe T1lal
a été identifié comme modificateur du risque initialement conféré par les mutations pathogénes
localisées sur le géne BRCAZ2. Ces résultats sont cohérents avec certaines hypothéses fonction-
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RESUME vii

nelles basées sur la dérégulation des systémes de correction des dommages de I’ADN.

Enfin, toujours dans 'objectif de localiser des candidats potentiels permettant d’identifier
une partie des variants associés a la proportion non-expliquée de I’héritabilité du cancer du sein,
j’al caractérisé par séquencage a haut débit le génome mitochondrial de plusieurs centaines de
femmes diagnostiquées pour un cancer du sein et présentant de forts antécédents familiaux pour
cette pathologie, mais n’étant porteuses d’aucune des mutations causales connues a ce jour sur
BRCA1 et BRCAZ2. Plusieurs variants, dont certains non-référencés dans la littérature ni dans
les bases de données spécialisées sur la mitochondrie, sont de plus prédits comme dommageables
pour le fonctionnement des protéines dont ils affectent la séquence codante. Deux génes en par-
ticulier MT-ATP6 et MT-CYB, sont spécifiquement enrichis a la fois en nombre de variants
portés, et de par le nombre d’individus porteurs de ces variants dans notre étude. D’autre part,
ces deux génes codent pour des composants structuraux essentiels de la chaine respiratoire
mitochondriale, la premiére source de production d’espéces oxygénées réactives de la cellule.
L’ensemble des éléments présentés ne constitue pas de preuves formelles de I'implication de
ces candidats potentiels dans la susceptibilité du cancer du sein, et des études fonctionnelles
sont requises afin de clarifier leur réle. Il apparait cependant peu probable qu’'une large part
de I'héritabilité manquante du cancer du sein puisse étre expliquée par l'existence de variants
portés par le génome mitochondrial.

L’ensemble du travail réalisé a ainsi contribué a enrichir les connaissances sur les potentielles
associations entre les variations du génome mitochondrial et le risque de cancer du sein, en
intégrant a la fois des aspects liés aux interactions entre variants génomiques, en tenant compte
de certaines expositions environnementales, et en analysant de possibles modifications d’effets
liés aux haplogroupes mitochondriaux.
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INTRODUCTION

I. Notions générales sur le cancer du sein

I.1 Le cancer : une maladie d’origine génomique

Le cancer est une maladie dont les mécanismes déclencheurs trouvent leur origine dans notre
génome. Ce dysfonctionnement est causé par une ou plusieurs mutations qui altérent I'expres-
sion de certains génes impliqués dans la régulation et le controle des cellules qui composent
notre corps.

Une mutation est une modification de 'information génétique portée par notre génome.
Les mutations apparaissent de maniére aléatoire le long du génome. Leur fréquence d’appari-
tion peut étre augmentée suite a l'exposition a certaines substances dites mutagenes. Parmi les
agents mutageénes notoires, on trouve ’exposition aux radiations ionisantes qui peuvent induire
entre autres leucémies, lymphomes, mais également des cancers de la thyroide, du sein et du
poumon'. On trouve également des produits chimiques tels que les composés de type dioxines,
majoritairement synthétisés a partir de procédés de combustion comme l'incinération des dé-
chets ou des feux de foréts, ou encore certains procédés industriels tels que la production de pate
a papier. Cette exposition pourrait étre a 'origine d’une augmentation du risque de lymphome
hodgkinien et non-hodgkinien, de sarcome, ou de la cancer du foie, du poumon, de la peau,
ou de la thyroide?. D’autre part, les mutations intervenant dans les cellules reproductrices ou
gameétes seront transmises a la descendance. Les mutations sont ainsi le principal moteur de
I’'Evolution puisqu’elle favorisent la diversité moléculaire et phénotypique.

Contrairement & l'idée véhiculée par le terme, une mutation n’a au départ aucune conno-
tation positive ou négative, puisque c’est un processus essentiellement aléatoire. Elles n’ont
cependant pas toutes les mémes conséquences. Certaines apparaissent dans des génes ayant
une fonction critique dans la mise en oeuvre et le controle des processus biologiques de notre
corps. Parmi ces génes dont le role est primordial, on trouve trois catégories qui sont les proto-
oncogenes, les génes suppresseurs de tumeurs, et les génes de réparation de ’ADN.

Un géne est appelé proto-oncogene s’il a le potentiel de stimuler le développement dune tu-
meur. Dans une cellule normale, les fonctions des proto-oncogénes sont relatives, entres autres,
a la division et a la prolifération cellulaire, ainsi qu’a la différenciation®. Un proto-oncogéne
peut ainsi étre activé suite a I'apparition d’une mutation qui modifie son expression ou sa
régulation ; a la suite de son activation, un proto-oncogéne est alors appelé oncogéne. Les on-
cogénes vont alors favoriser localement le développement tumoral en stimulant, entre autres, la
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synthése de facteurs de croissance, de facteurs de transcription, et la prolifération des cellules
tumorales. Les proto-oncogénes peuvent étre exprimés dans une large variété de tissus et types
cellulaires. C’est pourquoi on les retrouve mutés dans de nombreux types de cancers. Ainsi,
les trois génes de la famille RAS, appelés respectivement K-RAS, H-RAS, et N-RAS, semblent
étre des acteurs prépondérants au cours du développement tumoral. K-RAS est muté de ma-
niére somatique dans approximativement 90% des cas de cancer du pancréas, mais aussi dans
50% des cancers du colon, et dans 30% des adénocarcinomes du poumon®. H-RAS a été observé

muté dans des tumeurs de la thyroide, de la peau, des cervicales, ou encore de la téte et du cou?.

Les génes suppresseurs de tumeurs ont quant a eux le role de gardien de l'intégrité des
processus cellulaires. Ces génes sont normalement exprimés en cas de stress cellulaire provoqué
par exemple par des dommages sur ’ADN. Ils interviennent sur le controle de la croissance
cellulaire. Dans certains cas, par exemple si les dégats occasionnés a une cellule sont trop im-
portants, certains ont la capacité d’induire le processus de mort cellulaire programmée, appelé
apoptose. Le géne suppresseur de tumeur le plus connu aujourd’hui est stirement p53. Dans un
contexte normal, p53 est exprimé en réponse a un stress cellulaire. Il stoppe alors la croissance
cellulaire, le temps que d’autres mécanismes (de réparation de ’ADN par exemple) se mettent
en place. p53 peut également induire I'apoptose. Les mutations de p53 peuvent altérer ses fonc-
tions. Lorsque pb3 ne peut plus exercer son role, les dégats sur ’ADN cellulaire s’accumulent et
conduisent & un phénotype cancéreux®. p53 a été observé muté dans environ 10% des cancers
hématopoiétiques, et dans 50% & 70% des cancers de P'ovaire, de la téte et du cou, et colorectal®.

L’ADN de nos cellules est soumis a des attaques permanentes qui lui occasionnent des
dommages. Des mécanismes de réparation de ’ADN existent et peuvent étre classés en quatre
catégories” :

— Réparation par excision d’une base, ou Base Fxcision Repair : systéme de réparation qui

prend en charge les dommages les plus simples et les moins étendus.

— Réparation par excision d'un nucléotide, ou Nucléotide Fxcision Repair : systéme de

réparation qui prend en charge les dommages affectant la structure de la double-hélice
d’ADN.

— Réparation des mésappariements, ou Mismatch Repair : systéme qui corrige les erreurs
de réplication.

— Reéparation des cassures double-brins, ou Double Strand Break Repair : systéme de répara-
tion intervenant lorsque les cassures occasionnées affectent les deux brins d’ADN. Ce type
de réparation peut intervenir via différents processus tels que celui de la recombinaison
homologue, ou celui de la ligation non-homologue.

Ces mécanismes sont essentiels au maintien de 'intégrité de 'ADN cellulaire, et font in-
tervenir de trés nombreux génes. Leur altération conduit & une accumulation des erreurs sur
I’ADN, pouvant conduire & une inactivation d’autres génes, ou & une instabilité génomique &
I'origine du développement tumoral.

L’altération des génes appartenant aux trois catégories décrites ci-dessus peut conduire au
développement d’un cancer. Un cancer peut se manifester physiquement de plusieurs maniéres.
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Les cancers caractérisés par une « tumeur solide » peuvent se développer dans la plupart des
tissus, et représentent 90% des cancers humains. On peut les classer en deux types : les carci-
nomes, qui se forment a partir de cellules dites épithéliales (peau, glandes, muqueuses), et les
sarcomes qui se forment a partir de cellules des tissus conjonctifs ( tissus dits de « soutien »,
comme les os et les cartilages). Les cancers sanguins se développent a partir de cellules situées
dans un milieu liquide. Les cancers du sang et de la moelle osseuse sont appelés leucémies, alors
que les lymphomes sont des cancers qui affectent les ganglions et le systéme lymphatique. Enfin,
les cancers métastatiques apparaissent a la suite d'un cancer primaire, alors que des cellules
cancéreuses ont pénétré le systéme sanguin ou lymphatique et ont colonisé d’autres organes
distants, tels que les os, le foie, les poumons, ou le cerveau.

I.2  Statistiques épidémiologiques sur le cancer du sein

Le cancer du sein est une maladie essentiellement féminine, mais elle peut se développer
également chez les hommes. Cependant, la proportion des cancers du sein diagnostiqués chez
des hommes reste trés faible, de 'ordre de 0.5% a 1%®. L’incidence moyenne du cancer du sein
masculin est de 1/100 000 en Amérique du nord et en Europe de I'ouest®. Ce taux d’incidence
aurait tendance a augmenter'?. Le travail de thése qui a été réalisé et qui est présenté dans ce
manuscrit est axé sur le cancer du sein en tant que pathologie féminine.

Le Centre International de Recherche contre le Cancer surveille de maniére continue les
tendances concernant l'incidence, la mortalité et le dépistage de tous les types de cancers a
I’échelle mondiale. Les résultats de ce projet, appelé GLOBOCAN, ont été publiés en 2008 et
en 2012, Ce sont les données les plus récentes et les plus complétes dont on dispose pour
étudier tous types de cancers dans le monde.

D’aprés le Centre International de Recherche contre le Cancer, on estime que 1 676 633 nou-
veaux cas de cancers du sein ont été diagnostiqués dans le monde en 2012 , ce qui représente
11,9% de tous les cancers diagnostiqués, tous sexes confondus. En 2012, 6.3 Millions de femmes
vivent alors qu'un cancer du sein leur a été diagnostiqué dans les cinq derniéres années. Entre
2008 et 2012, I'incidence du cancer du sein a ’échelle mondiale a augmenté de 20%, alors que
la mortalité a augmenté de 14%, tous pays confondus. Le cancer du sein est aussi la premicre
cause de mortalité chez les femmes, avec 522 000 déces en 2012.

En 2012, les taux d’incidence mondiaux les plus élevés sont observés en Amérique du nord, en
Europe occidentale, en Australie. Les taux de mortalité les plus élevés sont quant a eux observés
en Afrique subsaharienne, au Moyen-Orient. Cependant, le taux d’incidence des pays en voie de
développement va probablement rapidement augmenter les prochaines décennies. D’autre part,
le cancer du sein est une des premiéres causes de mortalité due au cancer dans ces pays, les

avancées cliniques les plus récentes et les traitements associés ne s’y démocratisant pas encore!!.

Historiquement, les femmes d’origine asiatique et des iles pacifiques ont le taux d’incidence
pour le cancer du sein le plus faible, puis viennent les hispaniques, les Afro-américaines. Enfin,
les femmes caucasiennes présentent le taux d’incidence le plus élevé!?. Cependant cette répar-
tition évolue, et des distinctions semblent apparaitre entre les différentes éthnies asiatiques.
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Le taux d’incidence chez les Japonais et les Philippins semblent augmenter bien plus vite que
celui des Chinois et des Coréens!'®. Les taux d’incidences des Caucasiens et des Afro-américains

montrent une tendance nette a se rejoindre depuis les derniére années!?.

Le cas des immigrants asiatiques venus s’installer aux Etats-Unis est frappant : bien qu’ayant
un taux d’incidence tres bas dans leur pays natal, celui-ci augmente trés rapidement en seule-
ment quelques générations jusqu’a devenir semblable & celui des Caucasiens. De plus, les femmes
ayant émigré aux Etats-Unis et y vivant depuis au moins 10 ans ont un risque de cancer du
sein plus élevé de 80% en comparaison des femmes arrivées plus récemment 4. Cela démontre
I'importance du style de vie et le role crucial de ’environnement dans le risque de cancer du sein.

En France, le taux d’incidence du cancer du sein a tendance a augmenter, en partie a cause
des campagnes de dépistage systématique mises en place. Sa valeur en 2012 était de 88 pour
100 000 femmes par an, année durant laquelle une trés légére baisse du taux d’incidence a été
enregistrée. A contrario, le taux de mortalité est en baisse, avec une valeur en 2012 de 15.7 pour
100 000 femmes par an. L.’age moyen du diagnostic est de 63 ans. Pour un cancer diagnostiqué
entre 1989 et 2004, le taux de survie est de 97% a 1 an, 86% a 5 ans, et 76% a 10 ans (Chiffres
de I'Institut National du Cancer, juillet 2013).

1.3 Classifications du cancer du sein

1.3 .1 Classifications clinique et moléculaire

Le cancer du sein se manifeste sous la forme d’une tumeur solide. Plus de 95% des cancers
du sein sont des adénocarcinomes, soit des tumeurs qui se développent a partir des cellules de
type épithélial (-carcinome) qui constituent les tissus des glandes (adeno-) mammaires. Une
tumeur mammaire se caractérise au moment du diagnostic et au cours de son évolution par ses
dimensions et sa localisation. Les cancers du sein peuvent se développer dans les canaux de la
glande mammaire - cancer canalaire - ou bien dans les lobules - cancer lobulaire - (voir Fig. 1).
Lorsque la tumeur est située dans ces deux régions, on parle de carcinome in situ. A I'inverse,
lorsque les tissus périphériques sont atteints, le cancer est qualifié d’infiltrant. On parle d’en-
vahissement ganglionnaire lorsque les ganglions axillaires, situés sous le bras, sont également
touchés par la tumeur. Enfin, le cancer du sein est dit métastatique lorsque des cellules cancé-
reuses se sont disséminées depuis la tumeur mammaire jusque dans d’autres organes.

Les tumeurs du sein présentent une forte variabilité au niveau moléculaire. En effet, en plus
des critéres morphologiques tels que la taille et la localisation, une tumeur peut étre décrite
du point de vue moléculaire. De maniére concréte, cela revient a établir si certains génes sont
exprimés et si certaines protéines sont présentes au niveau de la tumeur. Il est important de
savoir si ces génes et protéines sont exprimés ou présents dans la tumeur dans la mesure ou leur
présence ou leur absence permet de classer les tumeurs par sous-types, et de déterminer quels
traitements ont le plus de chance d’étre efficaces.

L’étude des profils d’expression de génes dans la tumeur ont permis de constituer une clas-
sification moléculaire des cancers du sein par sous-type. Un des critéres principaux de cette
classification est 'expression ou non des génes codant pour les récepteurs hormonaux : si la
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FIGURE 1 — Schéma d’un sein en coupe

tumeur exprime les génes ER et/ou PR (on dit que alors que la tumeur est ER+ et/ou PR+),
alors les cellules tumorales présenteront a leur surface des récepteurs aux oestrogénes et a la
progestérone. Un traitement par hormonothérapie pourra alors étre envisagé. Un autre critére
primordial dans cette classification est la recherche de 'expression Human Epidermal growth
factor Receptor 2, ou HER2. Une tumeur HER+ possédera a la surface de ses cellules des récep-
teurs a cette hormone de croissance. Ces biomarqueurs ont de plus une signification prédictive
- comment évoluera la tumeur 7 - et pronostique - le(s) traitement(s) administrés seront-ils effi-
caces ? La classification actuelle, bien qu'imparfaite, est constituée par 5 sous-types principaux :

Luminal A, Luminal B, HER2+, Basal-Like, et Triple-Négatif.

Les sous-types Luminal A et Luminal B expriment des génes codant pour des protéines
caractéristiques des cellules épithéliales situées dans la lumiére des canaux ou dans les lobules
des glandes mammaires. Les tumeurs de type Luminal A sont généralement ER+ et/ou PR+,
et HER2-. Les tumeurs de type Luminal B sont généralement RE+ et/ou PR+, et HER2+. Les
tumeurs Luminales A coexpriment plus fréequemment ER et PR que les tumeurs Luminales B.
Elles sont également associées a un meilleur pronostic!®. Les tumeurs Luminales B présentent
plus souvent une mutation du géne suppresseur de tumeur pb53. L’hormonothérapie appliquée
a des tumeurs Luminal B est souvent peu efficace et requiert plutoét une chimiothérapie.

Le sous-type HER2+ se caractérise par une surexpression du géne HER2. Cet oncogéne
appartient a la famille des génes codant pour les récepteurs aux facteurs de croissance. Il est
surexprimé dans environ 20% des cancers de sein!%!7. La surexpression de HERZ2 et de la
protéine correspondante est associée & une augmentation de la prolifération et de la motilité
cellulaire, une augmentation de I’angiogéneése et du potentiel invasif de la tumeur, et une dimi-
nution de ’apoptose!®.

Les sous-types Basal-Like (BL) et Triple Négatif (TN) se ressemblent. Le sous-type Triple



INTRODUCTION 6

Négatif (TN) est constitué par des tumeurs ER-, PR- et HER2-, il représente environ 15% des
cancers du sein'?. Les tumeurs de sous-type sont souvent de grade plus élevé, et associées a
un phénotype plus agressif, ainsi qu’a un plus mauvais pronostic?®?!. Aujourd’hui il n’existe
pas de thérapie ciblée dédiée au traitement des tumeurs TN. Tout comme celles du sous-type
TN, les tumeurs BL n’expriment que peu ou pas de récepteurs hormonaux (ER-, PR-, HER2-).
Cependant, les profils d’expression génique de ces deux sous-types sont différents. Les tumeurs
BL sont caractérisées par un profil d’expression dans lequel on retrouve des génes exprimés

habituellement au sein de cellules basales ou myoépithéliales de tissus normaux du sein??.

Aujourd’hui cette classification des cancers du sein reste imparfaite, et évoluera certaine-
ment. Elle reste perpétuellement débattue, et bien que les sous-types décrits ci-dessus soient
peu remis en question, d’autres sous-types apparaissent, tels que le sous-type Claudin-Low qui
serait associé a un phénotype de récurrence et a 'apparition de métastases?3. Cette classifica-
tion des tumeurs en sous-types permet d’appliquer dés le diagnostic le principe de médecine
personnalisée, en administrant les traitements les plus susceptibles de fonctionner.

1.3 .2 Traitements classiques et thérapies ciblées

Une tumeur étant formée par un ensemble de cellules sur lesquelles 'organisme a perdu
le controle, il existe peu de moyens d’agir sur elle. Les principaux traitements actuels sont la
chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie, I’lhormonothérapie, ainsi que les thérapies ciblées.

La chirurgie La chirurgie a pour but de faire ’ablation de la tumeur et d’'un maximum de
cellules tumorales. Selon le stade de développement de la tumeur et son niveau d’infiltration,
deux types de chirurgie peuvent étre effectués. Pour une chirurgie dite conservatrice, c¢’est uni-
quement la tumeur et éventuellement quelques tissus périphériques qui sont enlevés, on parle
de tumorectomie. Ce type de chirurgie peut étre précédé par d’autres traitements dans le but
de diminuer la taille de la tumeur afin de rendre son extraction plus facile. Lorsque la tumeur
s’est infiltrée plus profondément dans les tissus, il est nécessaire d’effectuer 1’ablation du sein
entier, on parle alors de mastectomie. L’ablation de certains ganglions a proximité de la tumeur
peut également étre effectuée.

La radiothérapie La radiothérapie est un traitement visant a détruire localement les cel-
lules tumorales par irradiation. La radiothérapie externe est appliquée depuis l'extérieur du
corps, alors que la curiethérapie, moins répandue, consiste a irradier les cellules de I'intérieur en
plagant un implant émettant des radiations a proximité de la tumeur. Dans les deux cas, les ra-
diations appliquées sont dites ionisantes, I’énergie qu’elles portent est transformée en dommages
thermiques et chimiques sur la cellule. L’ADN de la cellule subit alors une tres forte quantité
de dommages. La cellule peut alors rentrer en apoptose si les mécanismes associés sont encore
actifs dans la tumeur. Dans le cas contraire, les dégats occasionnés a '’ADN et aux membranes
cellulaires vont conduire a la mort cellulaire lorsque la cellule tentera de se diviser.
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La chimiothérapie La chimiothérapie vise a ralentir le développement de la tumeur en
empéchant les cellules de se diviser et dans une moindre mesure en induisant leur mort. Les
substances chimiques administrées ont pour role de bloquer la division cellulaire en agissant par
divers mécanismes directs ou indirects sur I’ADN cellulaire, sur sa synthése, sa disponibilité, ou
sa réplication. La chimiothérapie est efficace sur une tumeur lorsque celle-ci est dans une phase
de division cellulaire rapide. Plus les cellules se divisent, plus la chimiothérapie sera efficace. Cela
constitue également son plus gros inconvénient. En effet, la chimiothérapie étant administrée a
I’échelle de 'organisme entier, toutes les cellules a développement rapide subissent également
les conséquences du traitement, et notamment les cellules capillaires, les cellules épithéliales
intestinales, et les cellules sanguines. C’est pourquoi les principaux effets secondaires du traite-
ment sont la perte de cheveux, des difficultés d’alimentation, la baisse de 'immunité et I’anémie.

L’hormonothérapie L’hormonothérapie est un traitement visant a bloquer la stimulation
de la croissance de la tumeur. En effet, certaines tumeurs sont sensibles aux hormones fémi-
nines qui stimulent leur croissance. Chez les femmes atteintes d’'un cancer du sein, le traitement
administré a pour but de diminuer la production d’oestrogénes ou de limiter la sensibilité de la
tumeur a ces hormones. De maniére concréte, cela se traduit par 'administration d’hormones
de substitution qui viennent se fixer sur les récepteurs tumoraux aux oestrogénes, ce qui bloque
la stimulation. On peut également administrer des composés analogues aux hormones hypotha-
lamiques qui exercent un rétrocontrole négatif sur la production d’oestrogénes et limitent leur
synthése.

Les thérapies ciblées Au dela de la caractérisation globale de la tumeur du point de vue
moléculaire, les techniques de génomique actuelles permettent de séquencer tous ou une par-
tie des génes de la tumeur afin de détecter certaines anomalies génomiques précises ayant un
role causal dans le développement ou dans la progression du cancer du sein. En étudiant les
dysfonctionnements cellulaires conduisant & 'apparition du cancer, on a ainsi pu caractériser
ces anomalies. On peut aujourd’hui compenser les effets de certaines de ces anomalies par des
traitements spécifiques, c’est ce qu’on appelle les thérapies ciblées. Les thérapies ciblées sont
I’exemple méme de la médecine personnalisée. Par exemple, les anticorps monoclonaux connus
sous le nom de trastuzumab ont constitué la premiére thérapie ciblant les tumeurs HER2+.
D’autres inhibiteurs sont actuellement en développement afin de cibler une voie de signalisa-
tion dérégulée dans les cancers de type ER+ et HER2+, la voie PIBK-AKT-mTOR?*. De plus,
les différents sous-types tumoraux présenteraient des altérations spécifiques de cette voir mé-
tabolique? . Des thérapies ciblées sont également en cours de développement afin de traiter les
tumeurs présentant une amplification des génes de la famille FGFR. Pour le sous-type Luminal
B, généralement associé a un mauvais pronostic, la fréquence d’amplification de FGFR1 atteint
27%%0. La thérapie ciblée la plus avancée du point de vue du développement clinique est celle
des inhibiteurs de la tyrosine kinase.
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I.4 Facteurs de risque pour le cancer du sein

De trés nombreux facteurs ont été identifiés comme pouvant modifier le risque de cancer du
sein chez les femmes. Les facteurs de risque se classent en deux catégories : les facteurs dits non
génétiques, qui regroupent le style de vie, 'exposition environnementale, ’alimentation ; et les
facteurs génétiques, observés dans le génome de I'individu.

I.4 .1 Composante génétique du cancer du sein

On distingue deux catégories de cancers du sein, les cancers du sein sporadiques, et les
cancers du sein familiaux. Alors que les cancers du sein sporadiques sont des cas « isolés », on
parle de cancer du sein familial lorsque plusieurs cas de cancers du sein sur plusieurs générations
sont observés au sein d’'une méme famille. L.’age au diagnostic des cas de cancer du sein familiaux
est général plus faible, avant 50 ans. Dans ces familles, cette agrégation de cas parmi un ensemble
d’individus apparentés laisse a penser qu’'un facteur génétique intervient dans la susceptibilité.
Les cancers du sein familiaux ne représentent qu’un faible pourcentage de ’ensemble des cas de
cancers du sein, entre 5% et 7% (Figure 2). En se basant sur les chiffres de 'incidence mondiale
du cancer du sein pour 'année 20121, cela représenterait cependant environ 100 000 nouveaux
cas par an.

FIGURE 2 — Composante génétique du cancer du sein - Adaptation de Melchor et al. Human
Genetics, 2015°7
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L’observation de ces familles pour lesquelles le risque de cancer du sein est visiblement
plus élevé que dans la population générale a conduit a rechercher en plus des causes environ-
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nementales, une cause génétique. Aujourd’hui, on estime qu’environ 50 % de la composante

génétique du cancer est expliquée, c’est a dire qu’on a identifié environ la moitié des facteurs
de prédisposition génétique (Figure 2).

Les facteurs de prédisposition génétiques au cancer du sein sont des mutations ou des po-
lymorphismes. Ces variants génomiques sont plus ou moins fréquents dans la population, et on
un effet plus moins fort. Généralement, les variants dont 'effet est le plus important sont les
plus rares. On les classe généralement en trois classes : les variants a effet faible, les variants
dont l'effet est modéré, et les variants de forte susceptibilité. La figure 3 synthétise ’ensemble
des variants et des génes identifiés pour affecter la susceptibilité au cancer du sein en fonction
de leur fréquence allélique et de leur effet estimé. Cette représentation illustre parfaitement a
quel point la composante génétique du risque de cancer du sein est complexe, et a quel point
cette maladie est multifactorielle.

FIGURE 3 — Ensemble des loci de susceptibilité au cancer du sein identifiés représentés en
fonction de leur fréquence allélique et de la force de leur effet sur le risque de cancer du sein
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Adaptation de Ghoussainni et al. The American Journal of Pathology, 2013%%

Une proportion importante des familles présentant une histoire familiale de cancer du sein
allant de 15% a 40 %?°, possédent une mutation pathogéne dans BRCAI ou BRCA2 qui altére
la structure ou la fonction des protéines encodées par ces génes. Ces deux génes sont des acteurs
majeurs de la réparation de ’ADN. Ainsi, une femme porteuse d’'une mutation pathogeéne sur
BRCA1 a 65% a 85% de chances d’avoir un cancer du sein au cours de sa vie3%3!, et cette
mutation augmente le risque de cancer de l'ovaire également. De méme, une femme porteuse
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d’une mutation pathogéne sur BRCAZ2 a un risque de développer un cancer du sein au cours de
sa vie d’environ 40 % a 85%. Aujourd’hui, plus de 100 mutations pathogénes ont été identifiées
sur BRCA1, et chaque famille ayant des antécédents de cancers du sein présente généralement
une mutation unique. Cependant, certaines mutations sur BRCA1/2 ont été observées asso-
ciées a un effet fondateur, c’est a dire qu’elles étaient portées par quelques individus qui, pour
des raisons géographiques, sociales, religieuses ou autres, se sont retrouvés a l'origine de la
formation d’une nouvelle communauté sans qu’il y ait eu de brassage génétique externe. Les
polymorphismes portés par les individus fondateurs ont donc une fréquence plus élevée dans
cette communauté que dans la population générale. C’est le cas par exemple, de la communauté
des juifs ashkénazes. Cette communauté regroupant les individus de confession juive d’Europe
a des origines génétiques diverses provenant entre autres du Moyen-Orient, du Caucase et de
Mésopotamie. Leur migration en Europe de I'est et en Europe Occidentale remonte au ler siécle
de notre ére, et a entrainé un effet fondateur pour certaines mutations. En effet, les 3 muta-
tions suivantes sont observées relativement fréquemment dans cette communauté : une insertion
d’une base C en position 5382 sur BRCA1 (notée 5382insC), et une délétion de deux bases AG
en position 185 de BRCAC1 également (notée 185delAG), ainsi qu'une délétion d’'une base T
en position 6147 sur BRCA2 (notée 6147delT). Alors que la probabilité d’étre porteur de l'une
de ces trois mutations est d’environ 0.02 % dans la population générale, elle a été estimée a
2.5% chez les juifs ashkénazes3?3*. De nombreuses autres mutations spécifiques de certaines
origines géographiques ou communautés ont ainsi été identifices®®. La délétion de 11 paires de
bases en position 3600 de BRCA1 (notée 3600del11), semble étre spécifique de certaines familles
originaires du nord de la France.

Les variants a effet modéré sont principalement des variants localisés dans des génes impli-
qués également dans la réparation de ’ADN. Les protéines encodées par ces génes sont pour la
plupart des partenaires de BRCA1 et BRCA2. Ainsi, des variants dans les génes ATM, BRIP1,
CHEK?2, NSB1, RAD50, RAD51B, RAD51C, RAD51D, PALB2 et XRC(C2 multiplient le risque

de cancer du sein par un facteur compris entre 2 et 3.

Le géne suppresseur de tumeur TP53, encodant le facteur de transcription pb3, a été identi-
fié comme potentiel géne candidat dans le cadre de I’étude des causes génétiques du syndrome
de Li-Fraumeni®®?7, un syndrome rare se manifestant par une incidence élevée de cancer du
sein uni- et bilatéral, de sarcomes des tissus mous chez l'enfant, et d’ostéosarcome chez les
jeunes adultes. La moitié des cancers dus & ce syndrome se manifestent avant ’age de 30 ans.
Plusieurs mutations constitutionnelles ont été décrites®39, principalement entre les exons 5 et
8 du géne, région d’interaction de p53 avec ’ADN, toutes ont pour conséquence d’inactiver le
role protecteur de pb3 qui est de stopper le cycle cellulaire en cas de dommages occasionnés sur
I’ADN, afin d’éviter que la cellule ne se multiplie. Aujourd’hui, il semblerait que I'inactivation
de p53 favorise également 'invasion, le développement métastatique, la prolifération et la survie

cellulaire??.

A la suite de l'identification de BRCA1/2 comme génes de susceptibilité au cancer du sein,
la communauté scientifique a cherché & caractériser ces protéines, leur role, et les protéines
partenaires avec lesquelles elles interagissent in vivo. Cela a mené a l'identification de PALB2
- pour PArtner and Localizer of BRCA2 - qui encode une protéine dont la présence est requise
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pour que BRCA2 puisse assurer son role dans la recombinaison homologue et la réparation des
cassures double-brins. L’analyse des polymorphismes sur PALB24! a conduit & l'identification

de SNPs, majoritairement non-sens, qui augmentent de maniére significative le risque de cancer
du sein - OR = 2.3 (IC95% 1.4-3.9, p-value = 0.0025).

Les protéines encodées par génes CHEK2 et ATM sont deux partenaires de p53. CHECK2
est également un partenaire direct de BRCA1. En tant que tel, les mutations constitutionnelles
sur ce géne ont été étudiées par une approche géne candidat. La mutation 1100delC qui inac-
tive CHECKZ2, a été observée plus fréquemment chez des individus atteints d’'un cancer du sein
familial, mais ne portant pas de mutation sur BRCA1,/2%2.

ATM est un géne codant pour un protéine kinase également impliquée dans le controle et
la réparation des cassures double-brins. Ce géne a été initialement identifié dans le cadre de
la recherche de la cause génétique de 'ataxie télangiectasie, un syndrome sévére se caractéri-
sant par des atteintes neurologiques et immunitaires. Ce syndrome est une maladie génétique
autosomique récessive, et est caractérisé par des mutations homozygotes localisées de maniére
homogéne sur le géne ATM. Plus de 500 mutations ont été répertoriées. Il a été observé au sein
des familles des individus atteints que les femmes porteuses hétérozygotes d’une de ces muta-
tions avaient un risque plus élevé de cancer du sein que le reste de la population générale*®. Dans
I’étude initiale ayant mis en évidence cette observation, les 12 mutations identifiées a I'origine
de l'ataxie télangiectasie étaient homozygotes. Cependant, sans pour autant que cela induise
les symptomes de I'ataxie télangiectasie, porter une de ces mutations de maniére hétérozygote
multiplie par 2.37 (IC95% 1.51-3.78, p-value = 0.0003) le risque de développer un cancer du sein.

BRIP1 a tout d’abord été identifié dans le cadre de ’étude de 'anémie de Fanconi, une
maladie génétique rare se caractérisant par des atteintes neurologiques, des anomalies de crois-
sance, des malformations congénitales, et de sévéres atteintes hématologiques allant jusqu’a la
leucémie. Ce géne, codant pour une ADN hélicase - enzyme capable d’ouvrir la double hélice
d’ADN afin que d’autres protéines, telles que celles impliquées dans la réparation de ’ADN,
puissent effectuer leur réle - qui est un également un partenaire de BRCA1 dans la réparation
de '’ADN. BRIP1 a donc fait 'objet d’une étude géne candidat, et plusieurs mutations consti-
tutionnelles ont été associées avec une augmentation du risque de cancer du sein***5. Porter
une de ces mutations multiplierait ce risque par 2.0 (IC95% 1.2-3.2, p=0.012). La majorité des
mutations ainsi identifiées augmentent le risque de cancer du sein lorsqu’elles sont hétérozy-
gotes, et causent I'anémie de Fanconi lorsqu’elles sont homozygotes.

Certaines mutations sur le géne suppresseur de tumeurs STK11 provoquent le syndrome
de Peutz-Jeghers, atteinte autosomale dominante, qui se manifeste par des atteintes gastro-
intestinales ainsi que par un risque accru de cancers, notamment de cancer du sein?6. Les cas
diagnostiqués pour ce syndrome ont un risque de cancer du sein multiplié par un facteur d’au
moins 1547

Le géne CDH1 code pour une protéine appartenant a la famille des cadherines, des protéines
impliquées dans ’adhésion des cellules par jonctions dépendantes au calcium. Les mutations
pathogénes sur ce géne provoquent en premier lieu un risque trés élevé de cancer gastrique
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diffus, mais prédisposent également au cancer du sein lobulaire*®4°, dont le risque est multiplié
par un facteur 8 environ.

De nombreux polymorphismes d’une seule paire de base, pouvant étre fréquent dans la po-
pulation générale ont été identifiés dans notre génome nucléaire®. Ces 72 loci sont présentés
dans la Table 1. 17 d’entre eux augmentent également le risque de développer d’autres cancers
(cancers de l'ovaire et de la prostate notamment). Alors que les altérations a forte pénétrance
affectent généralement les séquences nucléotidiques dans leur région codante, et ce en parti-
culier dans les génes impliqués dans la voie de réparation de ’ADN, ces polymorphismes sont
majoritairement synonymes, et sont situés dans des régions non codantes. Ils agiraient plus
vraisemblablement au niveau de la régulation des génes au sein de multiples voies de signalisa-
tion.

TABLE 1 — Polymorphismes affectant la susceptibilité au cancer du sein identifiés par des
études pangénomiques

Région SNP Géne probablement lié Année  OR par alléle p-value Fréquence de ’alléle a risque
1pll rs11249433 NOTCH2/FCGRI1B 2009 1.16 (1.09-1.24) 7 x 101 0.39
1pl3 rs11552449 TPN22/BCL2L15 2013 1.07 (1.04-1.09) 1.8 x 108 0.17
1p36 rs616488 PEX1/ 2013 0.94 (0.92-0.96) 2.0 x 10-'° 0.33
1932 rs4245739 MDM}, 2013 1.14 (1.10-1.18) 2.1 x 10°'2 0.26
1932 rs6678914 LGR6 2013 1.10 (1.06-1.13) 1.4 x 108 0.59
2p24 rs12710696 - 2013 1.10 (1.06-1.13) 1.4 x 10® 0.36
2ql4 rs4849887 - 2013 0.91 (0.88-0.94) 3.7 x 10t 0.10
2q31 rs2016394 METAP1D 2013 0.95 (0.93-0.97) 1.2 x 108 0.48
2q31 rs1550623 CDCA7 2013 0.94 (0.92-0.97) 3.0 x 10°® 0.16
2933 rs1045485 CASPS8 2007 0.88 (0.84-0.92) 1.1 x 1077 0.13
2933 rs10931936  CASPS8 2007 0.88 (0.82-0.94) 1.1 x 10°7 0.26
2935 rs13387042 IGFBP2/IGFBP5/TPN2 2007 1.20 (1.14-1.26) 1 x 1013 0.49
2935 rs16857609  DIRCS3 2013 1.08 (1.06-1.10) 1.1 x 10°'® 0.26
3p24 rs4973768 SLC4A7/NEK10 2009 1.11 (1.08-1.13) 4.1 x 1023 0.46
3p24 rs12493607 TGFBR2 2013 1.06 (1.03-1.08) 2.3 x 108 0.35
3p26 rs6762644 ITPR1/EGOT 2013 1.07 (1.04-1.09) 2.2 x 10°'2 0.40
4q24 rs9790517 TET2 2013 1.05 (1.03-1.08) 4.2 x 108 0.23
4q34 rs6828523 ADAM29 2013 0.90 (0.87-0.92) 3.5 x 10°1¢ 0.13
5pl2 rs10941679 MRPS30/HCN1 2008 1.19 (1.13-1.26) 1 x 101t 0.25
5pl2 rs9790879 MRPS30/HCN1 2008 1.10 (1.03-1.17) 1 x 10! 0.40
5pld5 rs10069690 TERT/CLPTMI1L 2011 1.18 (1.13-1.25) 1.0 x 10-1° 0.30
5qll rs889312 MAP3K1/MEIRS 2007 1.13 (1.10-1.16) 1 x 10°1° 0.28
5qll rs10472076  RAB3C 2013 1.05 (1.03-1.07) 2.9 x 108 0.38
5qll rs1353747 PDE4D 2013 0.92 (0.89-0.95) 2.5 x 108 0.10
5q33 rs1432679 EBF1 2013 1.07 (1.05-1.09) 2.0 x 10°4 0.43
6p23 rs204247 RANBP9 2013 1.05 (1.03-1.07) 8.3 x 10°° 0.43
6p25 rs11242675 FOXQ1 2013 0.94 (0.92-0.96) 7.1 x 10° 0.39
6ql14 rs17530068 - 2012 1.12 (1.08-1.16) 1.1 x 107° 0.22
625 rs3757318 ESR1 2009 1.21 (1.13-1.31) 2 x 10°*® 0.07
625 rs2046210 ESR1 2009 1.11 (1.07-1.16) 3.7 x 10°° 0.34
7935 rs720475 ARHGEF5/NOBOX 2013 0.94 (0.92-0.96) 7.0 x 10t 0.25
8pl2 rs9693444 - 2013 1.07 (1.05-1.09) 9.2 x 10°4 0.32
8q21 rs6472903 - 2013 0.91 (0.89-0.93) 1.7 x 1017 0.18
8q21 rs2943559 HNF4G 2013 1.13 (1.09-1.17) 5.7 x 10°*® 0.07
8q24 rs13281615 MYC 2007 1.08 (1.05-1.11) 5 x 102 0.40
8q24 rs1562430 MYC 2010 1.17 (1.10-1.25) 5 x 10'2 0.40
8q24 rs11780156 ~ MIR1208 2013 1.07 (1.04-1.10) 3.4 x 10! 0.16
9p21 rs1011970 CDKN2A/B 2010 1.09 (1.04-1.14) 2.5 x 108 0.17
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Région SNP Géne probablement lié  Année  OR par alléle p-value Fréquence de lalléle a risque
9q31 rs865686 KLF}/RAD23B 2011 0.89 (0.85- 0.92) 1.7 x 1010 0.39
9q31 rs10759243 - 2013 1.06 (1.03-1.08) 1.2 x 108 0.39
10p12 rs7072776 MLLT10/DNAJC1 2013 1.07 (1.05-1.09) 4.3 x 1014 0.29
10p12 rs11814448 DNAJC1 2013 1.26 (1.18-1.35) 9.3 x 10716 0.02
10p15 rs2380205 ANKRD16 2010 0.94 (0.91-0.98) 4.6 x 1077 0.43
10g21 rs10995190 ZNF365 2010 0.86 (0.82-0.91) 5.1 x 107t 0.15
10g22 rs704010 ZMIZ1 2010 1.07 (1.03-1.11) 3 x 108 0.39
10925 rs7904519 TCF7L2 2013 1.06 (1.04-1.08) 3.1 x 108 0.46
10426 rs2981582 FGFR2 2007 1.26 (1.23-1.30) 2 x 1076 0.38
10g26 rs2981579 FGFR2 2010 1.43 (1.35-1.53) 2 x 1077 0.42
10q26 rs11199914 - 2013 0.95 (0.93-0.97) 1.9 x 108 0.32
11p15 rs3817198 LSP1/H19 2007 1.07 (1.04-1.11) 1 x 10 0.30
11pl5 rs909116 LSP1/H19 2007 1.17 (1.10-1.24) 1 x 10° 0.30
11913 rs614367 CCND1/FGFs 2010 1.15 (1.10-1.20) 3.2 x 1015 0.15
11q13 rs3903072 OVOL1 2013 0.95 (0.93-0.96) 8.6 x 1012 0.47
1124 rs11820646 - 2013 0.95 (0.93-0.97) 1.1 x 10°° 0.41
12pl1 rsl0771399 PTHLH 2011 0.79 (0.71-0.87) 4.3 x 10-3° 0.10
12p13 rs12422552 - 2013 1.05 (1.03-1.07) 3.7 x 108 0.26
1222 rs17356907 NTN4 2013 0.91 (0.89-0.93) 1.8 x 10-22 0.30
12q24 rs1292011 TBX3/MAPKAP5 2011 0.92 (0.91-0.94) 5.9 x 10710 0.41
13q13 rs11571833 BRCAZ2 2013 1.26 (1.14-1.39) 4.9 x 108 0.01
14q13 152236007 PAX9/SLC25A21 2013 0.93 (0.91-0.95) 1.7 x 1013 0.21
1424 rs999737 RAD51B 2009 0.94 (0.88-0.99) 2 x 1077 0.24
14g24 rs8009944 RAD51B 2009 0.88 (0.82-0.95) 2 x 107 0.24
14q24 rs2588809 RADSIL1 2013 1.08 (1.05-1.11) 1.4 x 1010 0.16
1432 rs941764 cCcDCssC 2013 1.06 (1.04-1.09) 3.7 x 1010 0.34
16q12 rs12443621 TOX3/LOC643714 2007 1.11 (1.08-1.14) 1 x 1036 0.46
16q12 rs3803662 TOX3/LOC643714 2010 1.20 (1.16-1.24) 1 x 1036 0.26
16q12 rsl7817449  MIR1972-2-FTO 2013 0.93 (0.91-0.95) 6.4 x 104 0.40
16423 rs13329835 CDYL2 2013 1.08 (1.05-1.10) 2.1 x 10716 0.22
1622 rs11075995 FTO 2013 1.07 (1.11-1.15) 4.0 x 108 0.24
17q23 rs6504950 STXBP,/COX11 2008 0.95 (0.92-0.97) 1.4 x 108 0.27
18ql1 rsb27616 - 2013 0.95 (0.93-0.97) 1.6 x 10-1° 0.38
18ql11 rs1436904 CHSTY 2013 0.96 (0.94-0.98) 3.2 x 108 0.40
19p13 rs8170 MERIT0 2010 1.26 (1.17-1.35) 2.3 x 10° 0.18
19p13 rs2363956 MERIT40 2010 0.84 (0.80-0.89) 5.5 x 107 0.50
19p13 rs4808801 SSBP,/ISYNA1/ELL 2013 0.93 (0.91-0.95) 4.6 x 10°t° 0.35
19q13 rs3760982 KCNN4/ZNF283 2013 1.06 (1.04-1.08) 2.1 x 1010 0.46
20ql11 rs2284378 RALY 2012 1.16 (1.01-1.10) 1.1 x 108 0.35
21g21 rs2823093 NRIP1 2011 0.94 (0.92-0.96) 1.1 x 10-1° 0.27
22q12 rs132390 EMID1/RHBDDS3 2013 1.12 (1.07-1.18) 3.1 x 10° 0.04
22q13 rs6001930 MKL1 2013 1.12 (1.09-1.16) 8.8 x 10719 0.11

Ghoussaini et al. The American Journal of Pathology, 20132

I.4 .2 Facteurs non-génétiques

L’agrégation de cas de cancers du sein au sein de familles a conduit & supposer I'influence
d’une composante génétique pour cette maladie. Cependant, alors que la nature et la fréquence
des variants génétiques est restée globalement identique au sein de la population générale depuis
les 50 derniéres années, 'incidence du cancer du sein n’a fait qu’augmenter. Cette augmentation
serait due en partie & la modification de nos conditions de vie, exposition qualifiée d’environ-
nementale par opposition 4 une exposition génétique®!

L’incidence du cancer du sein augmente avec ’age, est maximale aux alentours de 65 ans,
puis diminue progressivement. Cependant, le risque absolu par tranche d’age n’est pas iden-
tique en fonction de l'ethnie d’origine. En effet, les femmes africaines et afro-américaines ont
un risque de cancer du sein supérieur aux femmes d’origine caucasienne jusqu’a 40 ans, alors
que les tendances s’inversent entre les deux populations & partir de 40 ans!352,
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La majorité des facteurs de risque non-génétiques sont liés au style de vie, et ont une inci-
dence a I’échelle de la cellule aux niveaux métabolique et endocrinien®. Ainsi, 22% du risque
de cancer du sein serait imputable & des conditions de vie dévaforables®*.

Aujourd’hui, 'influence du tabac (et notamment de la cigarette) sur le risque du cancer du
sein reste encore incertaine. Bien que de nombreuses études n’aient détecté aucune association
entre la consommation de cigarette et le risque de cancer du sein® 0, d’autres ont détecté
que le risque augmente avec la consommation de cigarette, et d’autant plus avec le nombre
d’années de tabagisme et la précocité de 1'age de commencement %%, Cette hétérogénéité des
résultats entre les études peut étre due a de nombreux facteurs tels que le manque de puissance
statistique et la taille insuffisante des populations analysées, ou bien a cause de 'existence
d’une stratification de population. C’est pourquoi une étude canadienne a analysé les variants
de 36 geénes impliqués dans la métabolisation des carcinogénes dans le but de déterminer ci
ceux-ci peuvent influer sur une éventuelle association entre le tabagisme et le risque de cancer
du sein®. Leur étude inclut environ 1800 cas de cancers du sein et autant de témoins. D’apreés
les conclusions de cette étude, aucune association n’a été détectée entre le tabagisme actif et
le risque de cancer du sein, que ce soit en stratifiant ou non par statut ménopausal. Une as-
sociation significative a été détectée entre le risque de cancer du sein et certains des variants
étudiés situés sur les génes GSTTI1, CYP2FEIL, et UGTI1A7 lorsque 'on considére ’ensemble
des femmes, un variant situé sur CYP2F1 chez les femmes non-ménopausées, et un variant de
CYP1A1 chez les femmes ménopausées. D’autre part, des interactions significatives ont été deé-
tectées entre les diverses variables associées au tabagisme (statut tabagique binaire, nombre de
paquets fumés par année, etc...) et des variants respectivement situés dans les génes CYPI1A1,
SOD2, CYP1B1, NAT1, UGT1A7, certaines de ces associations étant spécifiques des femmes
ménopausées ou non-ménopausées. Il semblerait donc que certains variants puissent modifier le
risque de cancer du sein potentiellement induit par le tabagisme. Enfin, certaines études ayant
détecté une association entre le risque de cancer du sein et le tabagisme actif se sont également
intéressées au tabagisme passif. D’aprés ces études, il semblerait que le tabagisme passif aug-
mente également le risque de cancer du sein et ce dans les mémes proportions, en particulier
chez les femmes non-ménopausées 5467,

L’exposition a des radiations ionisantes est également un facteur de risque pour le cancer du
sein %% qui a été identifié dés les années 1980s. Plus la dose de radiations recues est importante,
plus le risque est élevé. De méme, plus I'individu est jeune au moment de I’exposition, plus il a
de chances de développer un cancer du sein.

La prise d’hormones exogénes, que ce soit dans le cadre de la contraception, ou bien afin de
pallier aux effets secondaires de la ménopause est un facteur de risque dont les effets dépendent
principalement du type d’hormones administré. La contraception orale, dont le risque est tou-
jours sujet a controverse, n’augmenterait que trés faiblement voire n’augmenterait pas le risque
de cancer du sein™. Le traitement par remplacement d’hormones administré pour pallier aux
symptomes génants de la ménopause est quand & lui un facteur de risque avéré, notamment
lorsque celui-ci est long et/ou contient de la progestérone™. De plus, le taux circulant d’oes-
tradiol dans le sang est également un facteur de risque fort72.
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La densité mammaire représente la répartition de la composition du sein entre tissus adipeux
(graisse) et tissus fibroglandulaires (glandes). Plus le tissu mammaire est pauvre en graisses,
plus la densité mammaire est dite élevée. Une densité mammographique élevée est un facteur de
risque fortement associé au cancer du sein™. Aujourd’hui les causes biologiques de I’association
entre densité mammographique et cancer du sein sont encore mal connues, mais il semblerait
que le risque de cancer dépende de la composition du tissu mammaire, mesurée par sa densité, et
de sa sensibilité aux hormones telles que les oestrogénes, qui induisent la prolifération cellulaire.

Le risque de cancer du sein est aussi influencé par I’histoire reproductive, c’est a dire ’age
des premiéres régles, 1'age et le nombre de grossesses, la durée de la période d’allaitement ™.
Plus une femme est jeune lorsqu’elle atteint le terme de sa premiére grossesse, plus le risque de
cancer du sein est réduit. La grossesse génére une poussée d’oestradiol et de progestérone qui en-
gendrent le développement morphologique et fonctionnel des tissus mammaires, et tend a rendre
les cellules mammaires moins susceptibles au cancer du sein. L’allaitement tend également a
protéger du cancer du sein. Or, la tendance actuelle du mode de vie des femmes dans la so-
ciété occidentale est d’avoir leur premier enfant plus tard, et d’allaiter pendant une faible durée.

L’influence de la surcharge pondérale sur le risque de cancer du sein a été analysé dans
de nombreuses études. Parmi les mesures anthropométriques utilisées pour estimer le surpoids
d’un individu, on trouve bien str la taille et le poids, et majoritairement I'indice de masse cor-
porelle (IMC : rapport du poids en kg sur la taille en m élevée au carré). Les associations entre
ces indices anthropométriques et le risque de cancer du sein ont été réalisées en tenant compte
du statut ménopausal. Chez les femmes ménopausées, de nombreuses études ont confirmé 1’as-
sociation entre le surpoids/I'obésité et le risque de cancer du sein de maniére robuste™ 9, le
surpoids entrainant une augmentation du risque de cancer du sein (OR=1.12, intervalle de
confiance a 95% : 1.12-1.16™). Cependant, 1'association entre surpoids et risque de cancer du
sein reste incertaine chez les femmes non-ménopausées® 87, La tendance observée serait plu-
tot une association inverse entre la surcharge pondérale et le risque de cancer du sein chez
les femmes non-ménopausées. Le risque serait ainsi réduit de 50% chez les femmes obéses, et
une augmentation de 5 kg.m =2 de I'IMC diminuerait le risque de cancer du sein de 8% ™. Les
différences observées entre ces deux populations d’étude pourraient étre liées a la différence de
role exercé par les tissus graisseux et ainsi que leur distribution entre les femmes ménopausées
et non-ménopausées. Une méta-analyse récente étudiant le role des facteurs anthropométriques
sur le risque de cancer du sein chez les femmes non-ménopausées®® a déterminé que I'augmen-
tation de 'IMC d’une valeur de 5 kg.m—2 diminue significativement le risque de cancer du
sein ( OR=0.95, Intervalle de confiance & 95% : 0.94-0.97). Aprés stratification par ethnie, cette
association reste significative avec la méme tendance chez les Africains et les Caucasiens. Ce-
pendant, chez les Asiatiques, on observe une association positive entre la surcharge pondérale
et le risque, le surpoids augmentant ainsi le risque de cancer du sein. L’ethnie apparait donc
comme un facteur a prendre en compte dans I’étude du risque de cancer du sein lié a la sur-
charge pondérale chez les femmes non-ménopausées.

La consommation d’alcool est un facteur de risque élevé. 4.5% de 'ensemble des cancers
du sein sont imputables & la consommation d’alcool®. De méme, une alimentation pauvres en
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antioxydants et en folate augmente les risques de cancers du sein en diminuant les capacités de
défense de I'organisme face aux attaques dirigées contre I’ADN 2991,

I.4 .3 Interactions entre facteurs génétiques et non-génétiques

En plus des effets distincts des facteurs de prédisposition génétiques et liés & 'environne-
ment, certains de ces facteurs peuvent interagir entre eux de maniére synergique. D’autre part,
certains facteurs peuvent augmenter la susceptibilité au cancer du sein uniquement en conjonc-
tion avec d’autres. Ainsi, le SNP rs17468277 localisé dans le géne CASPS8 prédispose au cancer
du sein uniquement chez les consommateurs réguliers d’alcool, a hauteur de 20g d’alcool par
jour, soit environ 2 verres de vin“2. De méme, une interaction a été observée entre le SNP
rs3817198 et le nombre d’enfants92. Ainsi, le risque de cancer du sein chez les porteuses de ce
SNP est multipli¢ par 1.08 (1.01-1.16) chez les femmes sans enfants, tombe a 1.03 (0.96-1.10)
chez les femmes ayant un enfant, et atteint 1.26 (1.16-1.37) chez les femmes ayant eu au moins
4 enfants. Ces deux associations ont de plus été répliquées avec succes.
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II. Meéthodes de détection des facteurs de risque
génétiques

Tous les traits phénotypiques, y compris les maladies humaines n’ont pas forcément une
origine génétique. Cependant, des indices peuvent laisser penser que c’est le cas, comme 1'ob-
servation de plusieurs individus atteints dans une méme famille, répartis sur plusieurs généra-
tions, et ne partageant pas forcément les mémes conditions de vie. Dans ce contexte, il devient
intéressant d’envisager une origine au moins en partie génétique de la maladie, et d’explorer
plus en détails le génome des individus atteints.

Notre génome est constitué d’environ 3 milliards de paires de bases, qui supportent entre 22
0000 et 25 000 génes™. Identifier et localiser s’il existe un variant génomique associé a un trait
phénotypique devient alors une tache formidablement complexe. Cependant, il existe a I’heure
actuelle différentes méthodes pour atteindre cet objectif. Ces méthodes reposent sur les grands
principes régissant la biologie cellulaire et la génétique humaine, en particulier la génétique
mendélienne, qui étudie la transmission des caractéres héréditaires au niveau des individus,
et la génétique des populations, qui étudie la transmission de ces caractéres a 1’échelle d’une
population.

II.1 Notions de biologie cellulaire et de génétique des populations

L’unité structurelle de base de notre corps est la cellule. L’Homme est un organisme euca-
ryote. Les cellules des organismes eucaryotes sont délimitées par une membrane plasmique et
possédent un noyau baignant avec d’autres organites dans le cytoplasme (Figure 4).

membrane plasmique

appareil de Golgi mitochondrie péroxysome
vésicule de
sécrétion
exocytose »_ QHD
A = e noyau
- o ¥ -
T nucléole
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endosome ‘ réticulum
lysosome e | endoplasmique
ribosomes

FIGURE 4 — Schéma d’une cellule et de ses principaux organites cellulaires
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Notre corps est principalement composé de matiére organique. Les principaux composants
de la matiére organique sont les glucides, les lipides et les protéines. Ce sont les protéines qui
assurent 'immense majorité des fonctions cellulaires, en étant impliquées dans la structure de
la cellule, la mobilité des composants cellulaires, la transformation chimique d’autres molécules
par certaines appelées enzymes, ou encore 1’accessibilité et ’expression de nos génes. Une pro-
téine est un enchainement d’acides aminés. Il existe 20 acides aminés chez 'Homme dont les
protéines peuvent étre constituées. L’ordre dans lequel ces acides aminés s’enchainent est défini
par nos génes. Ainsi, chaque protéine synthétisée dans nos cellules résulte de I'expression d’un
de nos génes. L’ensemble de nos génes forment notre génome nucléaire, et sont supportés par
une molécule d’ADN;, et par nos chromosomes a plus large échelle. Nos génes sont localisés dans
le noyau de nos cellules (Figure 5). Notre ADN est une macromolécule ayant la forme dune
double hélice, constituée d’un enchainement de nucléotides, des sous-unités composées d’un
sucre, d'un groupement phosphate et d’'une base azotée parmi les quatres existantes : I’adénine
A, la cytosine C, la guanine G, et la thymine T.

FIGURE 5 — En fonction de I’échelle d’observation et du contexte
cellulaire, notre ADN nucléaire se présente sous différents aspects.
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Comme illustré de maniére simplifiée sur la figure 6, afin d’aboutir a la synthése d’une pro-
téine, un géne est tout d’abord transcrit en un intermédiaire appelé ARN messager - ou ARNm
- qui subit une série de transformations avant d’étre traduit en la protéine correspondante au
niveau des ribosomes, des organites cellulaires chargés de recruter et d’assembler les acides ami-
nés dans l'ordre selon le code génétique. En effet, a chaque triplet de nucléotides, appelés aussi
codons, correspond un acide aminé précis. Ainsi, une modification au niveau de la séquence en
bases d’un de nos génes peut entrainer la modification de la protéine correspondante. Cepen-
dant, pour certains acides aminés, il existe plusieurs codons correspondant & un méme acide
aminé, cette propriété est appelée la dégénérescence du code génétique.

FIGURE 6 — Synthése d’une protéine a partir d'un géne
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Au sein de chacune des 23 paires de chromosomes composant notre génome nucléaire, I'un
est d’origine paternelle, et 'autre d’origine maternelle. Chaque chromosome est formé de deux
chromatides identiques accolées. Lors des divisions cellulaires successives, nos cellules alternent
entre un état dans lequel les chromosomes ont une seule chromatide - état appelé haploide- et
un état ou la seconde chromatide est présente a la suite de la réplication a l'identique de la
premiére - état appelé diploide.

Les cellules reproductrices humaines, appelées gameétes, sont le produit d'une division cellu-
laire spécifique appelée méiose, qui a partir d’une cellule diploide, produit quatre gamétes (Fig.
7). Lorsqu’une cellule n’est pas en cours de division, ’ADN baigne dans le cytoplasme sous sa
forme filaire et condensée, lui permettant ainsi d’interagir avec diverses protéines nécessaires a
I’expression et a la régulation génique. Cependant, lorsqu’une cellule entre en division cellulaire,
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FIGURE 7 — Représentation des différentes étapes successives de la méiose
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que ce soit en mitose - division cellulaire classique lors de laquelle une cellule meére se divise
en deux cellules-filles - ou en méiose, la chromatine se condense, donnant ainsi aux chromo-
somes leur structure a simple ou double chromatide. Durant cette division cellulaire particuliére
qu’est la méiose, les paires de chromosomes homologues s’alignent sur I’axe médian de la cellule
(étape Métaphase de ma méiose I) avant que chacun des chromosomes homologues d’une paire
migre a un des poles de la cellule (étape Anaphase de la méiose I). Lorsqu’ils sont ainsi ali-
gnés, un événement essentiel au brassage génétique peut avoir lieu : la recombinaison méiotique.

Lors d’un événement de recombinaison, schématiquement représenté sur la figure 8, les chro-
mosomes homologues de chaque paire sont trés proches physiquement, les bras des chromosomes
peuvent alors former des enjambements - ou crossing-over - et des portions des deux chromo-
somes homologues peuvent étre échangées. A 'issue de la recombinaison, les deux chromosomes
homologues sont donc légeérement différents des deux chromosomes initiaux, et portent des
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combinaisons d’alléles potentiellement différentes des combinaisons portées initialement par les
chromosomes homologues. Ainsi, dans ’exemple présenté sur la figure 8, les combinaisons d’al-
leles parentaux, également appelées haplotypes, étaient ABC' et abe. Aprés recombinaison, deux
des quatre chromatides ont conservé ces haplotypes mais les deux autres portent maintenant
les haplotypes ABc et abC'. Ce brassage allélique interchromosomique est une des principales
sources de variabilité génétique et phénotypique existantes.

Chromosomes Emjambement
Homologues entre deux
alignés chromosomes

Chromatides
recombinées

Chromatides
non-recombinées

FIGURE 8 — Evénement de recombinaison : schématisation d’un enjambement entre
chromosomes homologues

On distingue, pour deux loci situé sur un méme chromosome, la distance physique et la
distance génétique. La distance physique correspond au nombre de paires de bases séparant
ces deux loci. La distance génétique mesure la fréquence a laquelle les alléles de ces deux loci
recombinent entre eux. Cette fréquence de recombinaison se mesure en centimorgan, noté cM.
1 ¢M représente 1% de recombinaison, soit 1 enjambement en moyenne sur la distance séparant
ces deux loci pour 100 méioses. Ce taux de recombinaison varie entre 0, ce qui implique que les
loci considérés sont totalement liés, & 0.5 pour des loci génétiquement indépendants. Sans que la
relation soit parfaitement linéaire, plus la distance physique (mesurée en paires de bases) entre
deux génes situés sur un méme chromosome est élevée, plus le taux de recombinaison associée
le sera également.

Les positions génomiques au niveau desquelles des événements de recombinaison ont lieu
sont appelés points de cassures. La répartition des points de cassures le long des chromosomes
n’est pas homogéne chez 'Homme?”. Dans certaines régions, dont la longueur est de 1'ordre du
milliers de paires de bases, les événements de recombinaison sont jusqu’a 1000 fois plus fréquents
que dans les régions avoisinantes. Les mécanismes de régulation de la recombinaison du génome
humain sont encore trés peu connus. Cependant, le gégne PRDMY9 situé sur le chromosome 17,

a récemment été identifié comme un des acteurs majeurs de la recombinaison chez 'Homme",
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Ce géne code pour la protéine PRDM9 possédant un domaine appelé domaine & doigts de zinc -
ou Zinc finger domain containing protein - ce qui lui confére la possibilité de se lier sur ’ADN.
De plus, elle est également impliquée dans la réparation des cassures double-brins, mécanisme
nécessaire a la recombinaison méiotique. Des prédictions in silico ont révélé que cette protéine
pourrait se lier sur des motifs de ’ADN dont les séquences des points chauds de recombinai-
son sont enrichis. Les variations au sein de PRDM9 ont été corrélées avec des modifications
de la fraction des cross-overs ayant lieu au niveau de points chauds de recombinaison, avec
des différences d’utilisation de ces points chauds, affectant la distribution des événements de

recombinaison au niveau du génome entier®”.

Les éveénements de recombinaison n’étant pas distribués de maniére homogene le long des
chromosomes, les alléles situés entre deux points chauds de recombinaison ont une probabilité
élevée d’étre transmis ensemble a la descendance. Ces alléles étant plus fréquemment cotransmis
a la descendance que ne le supposerait le hasard, on parle alors de déséquilibre de liaison, égale-
ment appelé déséquilibre gamétique - ou Linkage Desequilibrium, souvent noté LD. On dit que
deux alléles de deux loci distincts sont en déséquilibre de liaison si la probabilité d’observer ces
deux alléles chez un méme individu est plus élevée que ce que le hasard supposerait, c’est a dire
si cette probabilité est supérieure au produit des fréquences alléliques respectives de ces deux
alleles dans une population donnée. Les régions séparées par des points chauds de recombinai-
son sont appelés blocs de déséquilibre de liaison. A 1’échelle d’une population, le déséquilibre de
liaison entre deux alléles se mesure a I’aide d’indicateurs dont les plus utilisés sont : D, D’ , et 72,

Soient « et [ deux loci bialléliques, dont les alléles sont respectivement {A;a} et {B;b}. La
fréquence de l'alléle 1 de ces loci est respectivement notée p4 et pg. La fréquence de 'haplotype
constitué par les alleles A et B est notée pag. On appelle D la mesure de la déviation entre le
fréquence haplotypique observée pap et le produit des fréquences alléliques p4 et pp :

D = pap — pa-pn

La gamme de valeurs que peut prendre D dépend des fréquences alléliques des alléles consi-
dérés. 11 est donc parfois plus facile de manipuler D’ qui correspond & D, mais normalisé par

sa valeur théorique maximale en fonction des fréquences alléliques :

D .
D = min{ pa.Pa, PB-Db itD >0
D it D <0

min{ pa.ps, Pa-Db }

D' est alors compris entre -1 et 1. Lorsque |D’| prend une valeur proche de 1, alors les alléles
sont en déséquilibre de liaison. Lorsque les fréquences alléliques des deux alléles considérés

sont comparables, alors une valeur élevée de D’ indique qu’un des alleéles peut étre utilisé
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comme substitut pour 'autre. Un troisiéme indicateur est couramment utilisé : le coefficient de

corrélation au carré entre les alléles des deux loci considérés :
9 D?

= —
PA-Pa-PB-Pb
r? varie également entre 0 et 1. Lorsque 72 est proche de 1, les alléles sont en déséquilibre
de liaison. Une valeur de r? ¢levée indique qu'un alléle peut étre utilisé comme substitut de
'autre. Le seuil communément utilisé est 0.8; si r2 > 0.8, alors on estime qu’on peut légitime-
ment utiliser le génotype d’un des loci pour inférer celui du second.

D’ est 'indicateur le plus couramment utilisé pour représenter les blocs de déséquilibre de
liaison. La figure 9 représente le déséquilibre de liaison entre les marqueurs situés a proximité
des génes CPT1B et CHKB sur le chromosome 22. Un polymorphisme situé entre ces deux
génes a été observé associé a une hausse de la susceptibilité a la narcolepsie®®. Sur ce type de
graphe, le déséquilibre de liaison de tous les couples de marqueurs inclus est indiqué. Le code
couleur est le suivant : en blanc, absence de déséquilibre de liaison ; en rose dégradé et en bleu,
déséquilibre de liaison intermédiaire ; en rouge, fort déséquilibre de liaison. Dans chaque case
est indiquée la valeur de D’ pour le couple de marqueurs correspondant. La valeur est omise
lorsque D’ = 1. Cette représentation graphique révele de maniére explicite ’existence d’un bloc
de déséquilibre de liaison. En effet, on observe un ensemble de 10 marqueurs, positionnés de
maniére consécutive sur le génome, qui sont tous en déséquilibre de liaison trés fort les uns avec
les autres.
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FIGURE 9 — Représentation graphique du déséquilibre de liaison
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II.2 Techniques d’acquisition de données génétiques

Les deux principales technologies d’acquisition de données génétiques évoquées ici sont le gé-
notypage et le séquencage. Ces deux technologies nécessitent d’avoir a disposition un échantillon
biologique a partir duquel il est possible d’extraire ’ADN. Pour I’étude du génome constitution-
nel, ’échantillon biologique le plus couramment utilisé est le sang, et ’ADN est généralement
extrait a partir des lymphocytes, et amplifié.

I1.2 .1 Le génotypage

Le génotypage est I’ensemble des méthodes permettant d’établir le génotype en certains
endroits précis du génome, en particulier au niveau des polymorphismes d’une seule paire de
bases. On utilise pour cela des puces & ADN. Il existe plusieurs techniques différentes de géno-
typage, mais toutes utilisent le principe de complémentarité entre les fragments d’ADN étudiés
et des sondes ciblant les polymorphismes d’intérét, ainsi que 1’émission de fluorescence @Sour
identifier quel allele se trouve a la position étudiée. Le principe de la technique TagMan'Y est
présentée dans la figure 10.

F1GURE 10 — Principe de la technique TaqMan®
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Les sondes employées (Figure 10a) sont longues de quelques dizaines de nucléotides et sont
complémentaires de la région ou se situe le SNP qu’elles ciblent. Plus précisément, les sondes
employées fonctionnent par couples, dont les deux membres sont identiques & I'exception du
nucléotide correspondant au SNP étudié, chacun des deux sondes portant un des deux alléles du
polymorphisme. De plus, elles portent en leur extrémité 5’ un rapporteur émettant un rayon-
nement par fluorescence, et en 3’ un atténuateur, ayant la capacité d’absorber le rayonnement
émis par le rapporteur s’il se situe a une faible distance. Les rapporteurs correspondant aux
sondes associées a chacun des alleles d’'un SNP donné sont couplés a des fluorochores différents.
L’enzyme Taq est une polymérase exonucléase, elle peut donc incorporer des nucléotides et pro-
céder a I'élongation du brin néosynthétisé, tout en exergant sa fonction d’exonucléase a ’autre
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extrémité (Figure 10b). Lorsque 1’élongation atteint la sonde, si Ialléle porté par la sonde est
complémentaire du brin d’ADN et s’est donc effectivement hybridé sur ce brin, la Taq peut
alors cliver le nucléotide correspondant, ce qui relargue le rapporteur. Une fois le rapporteur
relargué et éloigné de 'atténuateur, sa fluorescence peut étre captée. Si ’allele de la sonde n’est
pas complémentaire de la séquence d’ADN, la Taq ne peut effectuer de clivage, et le rapporteur
n’est pas libéré de I'atténuateur. La détection des pics de fluorescence et de leur longueur d’onde
permet de savoir quelle sonde est complémentaire du brin d’ADN étudié, et donc quel allele est
présent au niveau du polymorphisme.

Les technologies de génotypage sont relativement simples, a la fois conceptuellement et
dans leur mise en place. Cependant, elles sont soumises & des biais qui leur sont inhérents.
Par exemple, il peut y avoir hybridation croisée ; certaines sondes ne s’apparient pas avec leur
ADN cible, mais avec un ADN dont la séquence est proche. L’hybridation des sondes, et la
force avec laquelle elles s’hybrident sont en partie dépendantes de la séquence de la sonde. En
effet, la formation d’une liaison entre deux bases complémentaires G et C est plus forte que la
liaison formée entre I'autre couple de bases complémentaires A et T. Cette différence de force
d’hybridation peut également contribuer & I’apparition d’hybridations croisées.

I1.2 .2 Le séquencage

Le séquencage d’ADN est une méthode d’acquisition de données génomiques qui ne vise pas
a connaitre le génotype a une position précise, mais cherche a extraire le génotype de I’ensemble
des positions des fragments d’ADN analysés. Il est possible de séquencer I’ensemble de ’ADN
du génome, on parle alors de séquencgage de génome complet. Il est également fréquent de ne
séquencer que 1’exome, soit les portions du génome codant pour des protéines. Enfin, il est tout
a fait possible de ne capturer que certaines régions d’intérét et de les séquencer. De méme que
pour le génotypage, I’ADN est extrait, amplifié parfois, et fragmenté.

Il existe de nombreuses technologies de séquencgage. Le séquengage Sanger est la premiére
techniques de séquengage a avoir été utilisée dans les années 1970. L’échantillon d’ADN a sé-
quencer est fragmenté en fragments de taille allant jusqu’a 3 kb maximum. Chaque fragment
est alors amplifie par PCR de maniére indépendante. Aprés amplification, le fragment am-
plifié est mis en présence d’'un mélange des 4 désoxyribonucléotides constituant notre ADN
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP, et dont le mélange est noté dNTP). On ajoute également une
faible proportion de ddN'TPs, soit des didesoxyribonucléotides : ce sont des dNTPs privés de
2 groupements —OH. L’absence de ces groupements empéche toute élongation du brin d’ADN
aprés incorporation d’'un ddNTP. Les ddN'TPs introduits sont de plus marqués par un fluo-
rochrome spécifique de chaque base A, C, G, T. Enfin, des amorces et des ADN-polymérases
sont également introduites dans le mélange réactionnel. Ainsi, les amorces s’hybrident sur les
brins d’ADN amplifiés, et ’ADN-polymérase va alors synthétiser le brin d’ADN complémen-
taire de ce fragment en incorporant les nucléotides disponibles. Cependant, lorsquun ddNTP
est incorporé, I’élongation cesse (Figure 11). Ainsi, I'incorporation des ddNTPs qui a lieu de
maniére stochastique aboutit & un ensemble de fragments de taille variable, et dont le dernier
nucléotide incorporé est marqué (Figure 12). On fait ensuite migrer les fragments sur gel par
électrophoreése, ils vont alors s’aligner en fonction de leur taille. Enfin, un laser et un détecteur
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sont ensuite utilisés afin de déterminer quelle base se situe a chaque position de la séquence.

FIGURE 11 — Séquencage Sanger : Polymérisation
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FIGURE 12 — Séquengage Sanger : Détermination de la séquence a partir des fragments
néosynthétisés
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Le séquengage Sanger est tres fiable et reste la technique de séquencgage de référence, pré-
sentant trés peu de faux-positifs. Cependant, cette méthode reste relativement lente, puisque
I’amplification et la PCR de séquencage et la migration sur gel doivent étre faites de maniére
indépendante pour chaque fragment. C’est pourquoi de nouvelles technologies de séquencage
appelées technologies a haut débit ou encore NGS pour Next-Generation Sequencing ont fait
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leur apparition. Ces technologies, indépendemment du principe de séquengage qu’elles utilisent,
ont la propriété d’étre massivement parallélisées, et de pouvoir séquencer un nombre élevé de
fragments d’ADN de maniére simultanée. Elles sont donc beaucoup plus efficace en nombre de
paires de bases séquencées par unité de temps. Cependant, la sensibilité et la spécificité de ces
nouvelles technologies de séquencage n’atteignent pas encore celles de la méthode Sanger. Les
technologies Illumina et Ion Torrent en sont deux exemples.

La technologie d'lllumina est un type de séquencgage par synthése. Une amorce vient s’ap-
parier sur le fragment d’ADN & séquencer. On introduit également des enzymes polymérases
pouvant procéder a I’élongation de 'amorce par complémentarité avec le fragment d’ADN sur
lequel 'amorce est hybridée. On introduit alors des nucléotides libres dans le milieu, chaque
type de nucléotide A, C, T, ou G étant couplé & un fluorochore différent. Ces nucléotides sont
d’autre part munis d’un groupement protecteur qui empéche la polymérase d’incorporer un
second nucléotide & la suite du premier. A chaque cycle d’incorporation d’un nucléotide, la
fluorescence est mesurée, et en fonction de la longueur d’onde émise, on sait quelle base a été
incorporée. On supprime ensuite le groupement protecteur, et un nouveau cycle recommence. A
la fin du processus, on a reconstitué la séquence de I’ensemble des fragments d’ADN analysés.
Ces fragments sont appelés lectures, ou reads.

Ion torrent utilise une autre technologie de séquencage. C’est également une méthode de
séquencage par synthése, mais basée sur la détection de variations de pH. En effet, I'incorpo-
ration d'un nucléotide par la polymérase rejette un ion H™, ce qui fait varier le pH du milieu.
De la méme maniére que la technologie Illumina, des nucléotides sont injectés de maniére suc-
cessive dans le milieu réactionnel par cycle, et a chaque injection d'un type de nucléotide, une
détection de la variation du pH est effectuée. Si le pH varie, il y a eu élongation. Contrairement
a la technologie d’'Illumina, les nucléotides injectés ne possédent pas de groupement protecteur,
la polymérase peut donc incorporer plusieurs nucléotides identiques & la suite. Ainsi, si la sé-
quences du brin d’ADN séquencé contient plusieurs bases A d’affilée, alors autant de T seront
incorporés dans le brin néosynthétisé. Le nombre de nucléotides ainsi incorporés est déterminé
par la variation de pH détectée qui augmente avec le nombre d’incorporations.

L’analyse des données de séquencage nécessite un traitement bioinformatique beaucoup
plus important que celui des données de génotypage. De plus chaque technologie de séquencgage
présente ses propres limites et biais. Le séquencage est a I'heure actuelle encore beaucoup plus
coliteux que le génotypage.

I1.3  Analyse de liaison génétique, ou Linkage Analysis

Le premier type d’analyse généralement effectué dans I'identification d’une éventuelle com-
posante génétique dans ’étude d’une maladie est I’analyse de liaison génétique. Ce type d’ana-
lyse permet en effet de localiser grossiérement au niveau d’une région chromosomique, a quel
endroit se situe I’élément génétique associé au trait phénotypique®. Les analyses de liaison
génétique sont basées sur 'analyse au sein d’une famille des génotypes dont certains sont issus
d’événements de recombinaison.
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I1.3 .1 Principe des analyses de liaison génétique

Pour effectuer une analyse de liaison génétique, on génotype un ensemble des marqueurs
au sein des individus d’'une méme famille dans laquelle certains sont affectés et d’autres pas.
L’étude de la transmission des alléles de marqueurs étudiés au sein de cette famille, en tenant
compte de 'existence du mécanisme de recombinaison lors de la méiose, permet alors d’identi-
fier dans quelle région chromosomique le variant a 'origine de la maladie se situe. L’objectif est
de déterminer pour chaque marqueur étudié si le variant causal est proche de lui en terme de
distance génétique. Plus on a d’individus recombinants et de familles dont le pédigrée est connu,
plus la région identifiée sera de taille limitée, et la localisation précise. L’outil statistique utilisé
dans ce type d’analyse est le LODscore, pour Logarithm of the odds score. C’est le logarithme
du rapport des vraisemblances entre I’hypothése proposée (liaison génétique entre le marqueur
et I’élément causal) et ’hypothése contraire (absence de liaison).

On cherche a localiser la position d’'un marqueur génétique biallélique a l'origine d’une ma-
ladie donnée. Soit M un marqueur dont 6 alléles sont observés au sein d’une famille, notés Al a
A6. Soit 6 le taux de recombinaison entre le marqueur génétique a identifier et M. La figure 13
représente l'arbre généalogique d'une famille dont les individus sont répartis sur 3 générations.
La maladie génétique étudiée est autosomale - il y autant d’individus des deux sexes atteints, le
géne impliqué n’est donc pas porté par un des chromosomes sexuels, mais par un chromosome
autosomique - et dominante - un individu peut étre atteint en ne portant qu’un seul alléle causal.
De plus, cette maladie est supposée étre a pénétrance compléte, c’est a dire qu’un individu por-
teur de l'allele causal & 100% de chances de présenter le phénotype pathologique correspondant.

26 A1A5

AA,
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AA, AA, AA, AA, AA, AA, AA, AA, AA, AA,
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FI1GURE 13 — Exemple de pedigree

Les individus de cette famille, répartis sur 3 générations - I, II, et III - sont représentés selon leur sexe - disque
pour les femmes, carré pour les hommes - et leur statut - forme pleine pour un individu atteint, vide pour
un non atteint. Le génotype biallélique de chaque individu est indiqué, avec des alléles allant de A1 a A6. Le
quatriéme individu de la génération III présente un génotype recombinant, indiqué par une croix rouge.
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Sur cette figure, on peut observer que tous les individus atteints portent l'alléle Al, ex-
cepté l'individu III-4, qui porte le génotype A2A3. Cet individu est trés vraisemblablement
recombinant. En effet, on peut formuler '’hypothése que 1’élément causal et l'alléle Al sont
généralement transmis ensemble, mais que lors de la méiose ayant abouti a la synthése du
gamete a partir duquel l'individu I1I-4 s’est développé, un événement de recombinaison situé
entre Al et ce variant a conduit a séparer les régions chromosomiques portant ces deux alléles.
L’individu III-4 n’a donc pas hérité de 'alléle A1, mais de I’élément causal de la maladie. Sur
les n = 10 individus de la génération III, on observe donc r = 1 recombinant. Ce qui conduit a
une estimation du taux de recombinaison § = = = % = 0.1. On va alors tester statistiquement
les hypothéses suivantes :

Hy : 1l n’y a pas de liaison génétique entre M et le marqueur recherché
=1
2

H, : Le marqueur recherché et M sont liés génétiquement avec un distance génétique de
6+ 1
2

On calcule pour cela la statistique du LODscore Z(0) :

A partir de la valeur estimée de 6 basée sur le nombre d’enfants total et recombinants,
et en appliquant cette formule, on obtient une valeur numérique pour Z(#). Si, pour diverses
raisons, on ne dispose pas d’'une estimation de #, on prend pour Z(#) la valeur correspondant
au maximum de vraisemblance de Z(f) en fonction de toutes les valeurs possibles de 6. Dans
I'exemple présenté, 0 = 1—10, ce qui donne Z(0 = lio) = 1.598. On conclut sur la probabilité
de l'existence d’une liaison génétique entre le trait associé a la maladie et le marqueur M en
comparant la valeur de Z(f) avec des seuils établis :

o Si Z(0) < —2 : il est 100 fois plus probable qu’il n’y ait pas de liaison génétique entre les
deux marqueurs étudiés plutot qu’ils soient liés. On conclut qu’il n’y a statistiquement
pas de liaison génétique entre les marqueurs.

©Si —2 < Z(0) < 3 : zone intermédiaire dans laquelle on ne peut pas conclure sur 'existence
ou 'absence d’une liaison génétique. On ne rejette pas H.

o Si Z(0) > 3 : il est 1000 fois plus probable que les marqueurs soient génétiquement liés plutot
qu’ils ne le soient pas. On rejette Hy, et on accepte H;. On conclut que les marqueurs
étudiés sont génétiquement liés, et ce de maniére statistiquement significative.

Dans le cas de l'exemple ci-dessus, Z(6) = 1.598, et —2 < Z(f) < 3 : on ne peut pas
conclure de maniére statistiquement significative sur 'existence d’une liaison génétique entre
M et I'élément génétique recherché. Cependant, cette valeur nous renseigne sur la tendance
observée, puisque qu'une valeur de 1.598 signifie qu’il est 10199 = 40 fois plus probable que ces
deux marqueurs soient liés plutot qu’ils ne le soient pas.

Dans le cas ol deux marqueurs génétiques sont liés, il existe des méthodes de calcul, appelées
fonctions de cartographie, permettant d’estimer la distance génétique séparant ces deux loci
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en fonction des taux de recombinaison, qui eux ne sont pas additifs. Une des fonctions de
cartographie les plus simples est la fonction de Haldane, qui suppose que les événements de
recombinaison se produisent de maniére aléatoire et indépendamment les uns des autres. Cette
fonction permet d’estimer la distance génétique d séparant les marqueurs en fonction du taux
de recombinaison @ :

1
d=—Z.In(1 - 20)

On sait cependant que les hypothéses sur lesquelles repose la fonction de Haldane ne sont en
réalité pas toutes vérifiées. En effet, la probabilité d’observer un événement de recombinaison
n’est pas identique en tout point du génome, puisque des points chauds de recombinaison ont
été mis en évidence. De plus, ces événements ne sont pas parfaitement indépendants les uns
des autres, puisque mécanistiquement, lorsqu’un événement de recombinaison a lieu, il est trés
peu probable qu’un second ait lieu dans sa proximité immédiate, a cause des contraintes phy-
siques et d’encombrement spatial exercées (phénomeéne appelé interférence). D’autres fonctions
de cartographies plus complexes, telles que la fonction de Kosambi, ont donc été mises au point
afin de tenir compte de ’ensemble de ces parameétres pour estimer de maniére plus précise la
distance génétique séparant les marqueurs étudiés.

I1.3 .2 Avantages et inconvénients

Les analyses de liaison génétique sont un outil optimal afin d’identifier les causes génétiques
de maladies monoalléliques. En effet, si la maladie est relativement fréquente, il sera possible
d’étudier de nombreuses familles, et d’estimer précisément ou se situe le marqueur génétique
causal. La plupart des maladies monoalléliques sont rares. Cependant, les génes impliqués ont
parfois pu étre identifiés a la suite de I'analyse de liaison d’une seule famille, comportant des
malades sur plusieurs générations.

Cependant, la maladie étudiée peut étre rare, et peu de familles sont disponibles pour mettre
en place des analyses de liaison. D’autre part, certaines maladies sont dites a pénétrance in-
compléte : les individus portant la mutation pathogéne n’expriment pas forcément le phénotype
de la maladie, ils ne sont donc pas encore diagnostiqués au moment ou les études de liaison
génétique sont effectuées. Leur statut affecté ou non affecté étant incertain, les analyses s’en
trouvent complexifiées. Le modéle d’expression génique de la maladie peut également étre bien
plus complexe qu’une simple dominance allélique. Un modéle récessif nécessite que le porteur ait
deux alleles défectueux, alors que dans un modéle a codominance, les deux alléles s’expriment.
Pour ce dernier modéle, en fonction des alléles portés, les individus atteints peuvent présen-
ter divers degrés d’expression de phénotype de la maladie. Ces types de modéles nécessitent
d’adapter les méthodes de calcul pour les analyses de liaison génétique. Enfin, ce type d’analyse
n’est pas optimal pour étudier des maladies multifactorielles, impliquant plusieurs génes ou
marqueurs génétiques.

Des analyses de liaison génétique dans les familles atteintes de la forme familliale du can-
cer du sein ont été mises en place et ont tout d’abord permis d’identifier une région d’intérét
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sur le chromosome 17 au niveau de la portion 17q21'% en 1990. En 1994, un premier géne

de susceptibilité au cancer du sein, BRCAI - pour BReast Cancer susceptibility gene 1 - a
été identifie!®!. La méme année, une autre région située sur le chromosome 13 a été locali-
séel®?. L’année suivante, le géne BRCA2 situé sur cette région a été formellement identifié et
précisément localisé 03,

I1.4 FEtudes d’association

I1.4 .1 Principe

Une étude d’association génétique est une étude ayant pour but de détecter une association
entre un facteur d’exposition génétique et la survenue d’un événement, et se base généralement
sur des données de génotypage. A la différence des études de liaison génétique qui sont réalisées
au niveau d’un nombre restreint d’individus apparentés, les études d’association sont effectuées
au niveau populationnel, avec un nombre conséquent d’individus, apparentés ou non. Bien qu’il
existe plusieurs types d’études permettant de faire cela - notamment les études de cohortes -
nous nous focaliserons sur les études de type cas-témoins, de loin les plus fréquentes en épidé-
miologie analytique. Des polymorphismes d'une seule paire de bases sont génotypés a la fois
sur des individus présentant un trait phénotypique d’intérét, et sur d’autres ne le présentant
pas. Ces individus sont communément appelés des cas (ou individus affectés) et des témoins
(individus non-affectés), et ce méme lorsque I’événement étudié est autre que la survenue d’une
maladie. On cherche ensuite a détecter parmi les SNPs génotypés si certains ont une fréquence
différente dans le groupe des cas et dans le groupe des témoins, c’est & dire si certains SNPs sont
plus ou moins souvent observés dans un groupe que dans ’autre. Si un SNP est plus souvent ob-
servé dans le groupe des individus présentant la caractéristique d’intérét, on dit que ce SNP est
associé avec ce trait phénotypique. Dans le cas contraire, lorsque 1’alléle SNP est moins fréquent
chez les individus qui présentent ce trait, on dit que le SNP est inversement associé avec ce trait.

Une étude cas/témoin est une étude observationnelle - on ne contréle pas 'exposition des
cas, contrairement a des études telles que celles utilisées dans les essais cliniques - et rétros-
pective - I'étude commence alors que les cas sont déja déclarés, et on analyse leur exposition
avant le diagnostic uniquement aprés leur inclusion dans I’étude. Une étude cas/témoin peut
étre équilibrée - c’est a dire inclure un nombre égal de cas et de témoins - ou déséquilibrée -
en incluant généralement plus de témoins que de cas. Les témoins peuvent étre appariés aux
cas sur des critéres tels que l'age, le sexe, ’ethnie, ou non. De maniére générale, une étude
cas/témoin est mise en place lorsque l'on cherche & savoir si un facteur d’exposition est associé
a la survenue d’un événement ou la manifestation d’une caractéristique. Dans le cadre d'une
analyse d’association ou I'on étudie 'influence des polymorphismes sur le risque de développer
une maladie, I’exposition étudiée est le fait de porter 'un au 'autre alléle, généralement ’alléle
le plus rare, appelé également alléle alternatif.

Les études cas-témoins présentent certains avantages : elles sont rapides a mettre en place,
et peu cotiteuses. Cependant, elles peuvent présenter plusieurs types de biais qu’il convient de
connaitre, d’anticiper, ou de controler. Ces biais sont de trois types : les biais de sélection, les
biais de classement, et les biais de confusion. Il y a biais de sélection lorsque les sujets choisis
pour constituer I’échantillon analysé ne sont pas représentatifs de la population source ou ne
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sont pas adaptés a la question posée. L’existence d’un biais de sélection est souvent associé a une
définition imprécise, incompléte ou inadaptée des critéres d’inclusion de I’étude. Par exemple,
le biais de survie a pour conséquence d’enrichir I’échantillon étudié en individu atteints, mais
dont la sévérité de la maladie est plus faible que dans la réalité, puisque les cas les plus graves
sont décédés.

Un biais de classement affecte la maniére dont I'exposition et la variable de sortie sont mesu-
rées chez les individus inclus dans I’étude. Ce type de biais est souvent associé a la méthode de
recueil ou a la nature des informations. Par exemple, un biais de mémoire est souvent observé
dans le cadre d’études cas-témoin rétrospectives, dans lesquelles on demande aux individus
inclus, souvent par questionnaire, d’estimer eux-mémes leur niveau d’exposition a un facteur
externe (alimentation, comportements, antécédents familiaux, etc... ). Les individus, bien que
de bonne foi, ne sont pas objectifs du fait de leur inclusion dans ’étude, et fournissent générale-
ment des informations parfois exagérées ou incomplétes sur la mesure de leur exposition. Dans
les études d’association ot le facteur d’exposition est génétique, le biais de mémoire n’intervient
pas, puisque la mesure de l'exposition est établie par génotypage. Cependant, des biais tech-
nologiques - qualité du génotypage, efficacité des sondes variable selon 'alléle, etc... - peuvent
alors influencer le recueil des données.

Un biais de confusion conduit a la détection d’une association statistiquement significative,
mais qui en réalité est le fruit de l'influence d’un facteur externe appelé facteur confondant,
associé respectivement avec le facteur d’exposition et la maladie étudiée, mais n’est pas une
conséquence de ’exposition. D’autre part, la prise en compte du facteur confondant modifie
I'estimation de l'effet du facteur d’exposition. Par exemple, on considére une étude d’associa-
tion qui conclut que la consommation d’alcool augmente le risque de cancer du poumon. Or,
les individus qui fument consomment généralement de 1’alcool, et le tabagisme n’est pas une
conséquence de la consommation d’alcool. Dans ce contexte, il semble pertinent de considérer
le tabagisme comme un potentiel facteur confondant et de le prendre en compte dans le design
de I'étude.

I1.4 .2 Analyse statistique

La table 2 présente les notations utilisées pour désigner les effectifs des individus inclus dans
I’étude en fonction de leur statut - cas M™ ou témoin M- - et de leur exposition - exposé E* ou
non-exposé E-.

Cas M+ Témoins M-

Exposés E* a b
Non-exposés E- c d
Total a-+c b+d

TABLE 2 — Table de contingence contenant les notations des effectifs
des individus inclus dans une étude de type cas/témoins en fonction
de leur statut et de leur exposition
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L’indicateur statistique utilisé dans une étude cas/témoin est 1’'odds ratio, noté OR, appelé
également rapport des cotes. Cet indicateur est le rapport des odds de développer la maladie
lorsque 1'on est respectivement exposé ou non. L’odds - ou la cote - d’'un événement de proba-
bilité p est le rapport de la probabilité que cet événement se produise sur la probabilité qu’il
ne se produise pas, soit Odds = ﬁ. Prenons par exemple le cas du lancement d’une piéce, et
étudions l'odds de I'événement E = « La piéce tombe coté face ». Si la piéce est parfaitement
équilibrée, p = 0.5, et Oddsg = % = 1. Il y a autant de chances que la piéce tombe sur
« pile » que sur « face ».

L’odds ratio de la maladie se calcule d’aprés la formule suivante :

P(M*|EY)
OR — OCIZCZS]];“}—F o p(MfE_ﬂ
o E— P(M~|E—-
Odds?; PEM_E__;
avec

- Odal:s]\Ejr : Rapport des cotes de développer la maladie chez les exposés.

- OddsAE[ : Rapport des cotes de développer la maladie chez les non exposés.

Or, les risques absolus de maladie en fonction de I'exposition, soit les probabilités P(M ™ |E™),
P(M-|E"), P(M*'|E") et P(M-|E"), sont des valeurs biaisées par le choix arbitraire du nombre
de cas et de témoins dans 'étude, et ne doivent pas étre estimées dans une étude cas/témoins.
On peut cependant utiliser le théoréme de Bayes pour exprimer différemment le calcul de ’'OR,
en fonction de probabilités d’exposition en fonction du statut cas/témoin qui ne sont cette fois
pas biaisées par les effectifs arbitraires des cas et témoins.

P(A).P(BJA)
Formule de Bayes : P(A|B) =
(A1) p(B)
Ce qui conduit a :
P(MT|ET PEY|IMT
op - Oddsi POFES  _ per) _ Oddsyt  f ad
= E- = T P(MYE)  PEUM) - T T
Oddsy; PEM_E__g PEE_M__g Odds, b b.c
avec :

~ Odds¥™ : Rapport des cotes d’étre exposé chez les cas

- Odds% ~ : Rapport des cotes d’étre exposé chez les témoins.

L’odds ratio associé & un facteur donné s’interpréte comme un facteur multiplicateur du
risque qu'un individu exposé a ce facteur a de présenter I’événement étudié par rapport a un
individu non exposé. On ne peut pas conclure sur la significativité de I’OR seul, il ne peut
s’interpréter qu’avec son intervalle de confiance a 95%, noté 1C95%. La valeur obtenue pour
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I’OR n’est qu'une estimation, et I'IC95% est I'intervalle dans lequel on est stir & 95% que la
valeur réelle de I’'OR se situe. Le calcul de l'intervalle de confiance de 'odds ratio se fait par
I'intermédiaire de l'intervalle de confiance de son logarithme népérien, car celui-ci est distribué
selon une loi normale et il est possible d’estimer sa variance :

1 1 1 1
Var(In(OR)) = PR R

Ce qui donne pour les bornes inférieures et supérieures de 'intervalle de confiance :

[C95% s = o M(OR)=1.96\/T+1+1+1 1C95% sy = o M(OR)+1.96/T+1+141

On conclut sur la significativité de I’association étudiée en fonction des valeurs de I'odds ratio
et de son intervalle de confiance.

Si 1 € IC95% : on ne peut statistiquement pas dire que OR # 1, on conclut qu’il n’y a
statistiquement pas d’association entre le risque de maladie et le facteur d’exposition.

Sil¢ IC95% et OR > 1 : il existe une association statistiquement significative. OR > 1
signifie que le facteur d’exposition est associé avec une augmentation du risque de voir se réali-
ser I’événement, dans notre cas de développer la maladie étudiée. Un individu exposé voit son
risque de développer la maladie multiplié par OR.

Si1l¢ IC95% et OR < 1 : il existe une association inverse statistiquement significative.
OR < 1 signifie que le facteur d’exposition diminue le risque de voir se réaliser ’événement.
Un individu exposé voir son risque de développer la maladie multiplié par OR, soit - puisque
OR < 1 - divisé par ﬁ.

Cette méthode de calcul de 'odds ratio est utilisé en cas d’analyse univariée, ot I'influence
d’un seul facteur, le facteur d’exposition est pris en compte. Cependant, il est fréquent de vou-
loir estimer un odds ratio tout en tenant compte d’autres facteurs tels que 1’age, le sexe, le
pays d’origine, etc... Cela permet d’ajuster l'effet du facteur d’exposition en s’affranchissant
du potentiel effet qu’ont les autres facteurs sur la probabilité de I'évenement étudié. Ce type
d’analyse est appelé multivarié. L’estimation de I’odds ratio est alors plus complexe, et nécessite
d’utiliser un modele appelé régression logistique.

Un modele logistique représente, a ’aide d’une fonction de lien appelée logit, la probabilité p
d’un événement comme une combinaison linéaire d’une ou plusieurs covariables dont on cherche

A estimer les coefficients :

logit(p) = In <1]0;p> = By + Bix1 + foxo + ... + Buxy,
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avec

— [ : intercept du modéle.
— x1 .. &, : covariables dont on veut tester ou ajuster 'effet sur le risque.

— 1 .. Bn : coefficients des covariables inclues dans le modéle, que I'on cherche a estimer.

On utilise cette fonction de lien car la variable de réponse p ainsi transformée devient linéaire
sur 1’échelle du logarithme népérien. L’'interprétation des coefficients, estimés sur cette échelle
nécessite donc d’en prendre I'exponentielle. ¢? s’interpréte comme 1'odds de la maladie en ab-
sence d’exposition ou dans la catégorie de référence. e’ est 'odds ratio associé & la covariable
x; et son interprétation numérique dépend du codage de la variable x; (numérique, catégoriel,
binaire, etc...).

Prenons pour exemple une analyse dans laquelle on souhaite modéliser le risque p de cancer
du poumon en fonction de I'age et du fait d’étre ou non fumeur, et d’avoir ou non du diabéte.
On dispose des données suivantes : I’age de I'individu en années, son statut tabagique (NF :
non-fumeur, AF : ancien fumeur, ou F : fumeur), et 'éventuelle existence de diabéte chez cet

individu. On construira donc le modéle suivant :

logit(p) = Bo + Baa + Barxar + Brer + Baxa

avec :
x, : Covariable représentant 1’age de 'individu, variable numérique discréte, en années.

rar, xp : Covariables correspondant au statut tabagique de I'individu. Indicatrices de classe valant
1 si 'individu fait partie de la catégorie correspondante, 0 sinon. On n’introduit pas de
covariable pour le statut non fumeur (NF), car cette catégorie est choisie comme catégorie
de référence pour le statut tabagique.

x4 : Covariable indiquant si I'individu a du diabéte ou non. Indicatrice de classe, codée 1 en
présence de diabéte, 0 sinon.

B; . Parameétres du modéle & estimer.

Pour un modéle linéaire classique, on estime les paramétres du modéle par la méthode des
moindres carrés. Or, dans un modéle logistique, les résidus ne suivent pas une loi normale. Pour
estimer les paramétres du modele, on utilise alors la méthode du maximum de vraisemblance.
La vraisemblance d’un modéle est la probabilité que les estimations effectuées des paramétres
de ce modéle refletent la réalité sachant les données que 'on a observé. Prenons un exemple
simple. On lance une piece 1000 fois. Sur ces 1000 lancers, on obtient 745 fois pile, et 255 fois
face. Le nombre de lancers ot la piéce est retombée coté pile se modélise par une loi binomiale
B(n,p) ot n = 1000 puisque 'on réalise n lancers, et ot on cherche a estimer p = ppe. A la
vue de ces résultats, il est peu probable que la piece soit équilibrée, et que ppie = prace = %
Il est cependant beaucoup plus vraisemblable a la vue des données que pp;. = 0.745 et que
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Pface = 0.255. Cette maniére d’estimer les parameétres du modéle est appelée méthode de maxi-
mum de vraisemblance, et consiste & prendre pour estimation des paramétres la valeur des
paramétres la plus probable & la vue des données observées. L’estimation des paramétres par
maximisation de la vraisemblance peut étre effectuée de maniére trés rapide a l'aide de logiciels
de statistiques tels que R, a I'aide de la fonction glm.

Pour notre exemple d’étude sur le cancer du poumon, on suppose avoir effectué ’estimation
des paramétres des covariables ainsi que le calcul de leur intervalle de confiance, et obtenu les
résultats suivants :

Paramétre 3; Estimation de 3; Estimation de OR; = e? I1C95%

Ba 0.006 1.006 1.002 - 1.011
Bar 0.42 1.522 1.136 - 2.054
Br 1.535 4.641 3.265 - 5.945
Ba -0.038 0.962 0.783 - 1.013

Interprétation de 3, : 1 est exclu de l'intervalle de confiance f,. L’estimation effectuée de
e’s est donc statistiquement différente de 1 : le risque de cancer du poumon est multiplié par
1.006 par année d’age supplémentaire. Ainsi, & niveau égal des autres facteurs considérés, un
individu agé de 70 ans a un risque de cancer du poumon multiplié par e'®*% par rapport a un
individu agé de 60 ans.

Interprétation de eP4F et e’F : De la méme maniére, les OR €47 et ePF sont statistique-
ment différent de 1. La classe de référence pour cette variable étant les non fumeurs NF, un
individu fumeur a 4.641 fois plus de chances de cancer du poumon qu’un non fumeur, et un
ancien fumeur a 1.522 fois plus de chances de cancer du poumon qu’un non fumeur, a niveau
égal des autres covariables.

Interprétation de B, : L’intervalle de confiance de e’* n’exclut pas 1, on ne peut pas dire de
maniére statistiquement significative que le diabéte a une influence sur le risque de cancer du
poumon. Il est inutile de conserver ce facteur dans 'expression du modeéle.

On peut également comparer le risque de cancer du poumon entre deux personnes en fonction
des différentes covariables. Par exemple, calculons ’OR d’une personne P, agée de 62 ans et
ancienne fumeuse par rapport a une personne P, de 55 ans, fumeuse :

— Pour P : logit(p)p, = Bo + 62.8, + Bar
— Pour P; : logit(p)p, = Bo + 55.84 + Br
On calcule I'odds ratio de P1 par rapport a P2 :
eloglt(p)Pl 660.662-ﬁa.€ﬁAF‘

_ _ _ J1.Bat+Bar—Br _
ORP]_/P2 - eloth(p)P2 - 6B0655ﬂa65F =c — 0342

Ainsi, d’apres les estimations du modeéle, un ancien fumeur de 62 ans a un risque de cancer du

poumon multiplié par 0.342, soit divisé par ﬁ = 2.92 par rapport & une personne fumeuse
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agée de H5 ans.

Il est possible d’attester de la significativité d’un, de plusieurs, ou de ’ensemble des co-
efficients des facteurs inclus dans un modeéle de maniére plus formelle en utilisant le test de
Wald, le test du score, ou le test du rapport de vraisemblance. Ces trois tests sont équivalents
asymptotiquement. Ils testent les deux hypothéses suivantes :

Hy: 6=0y (=0) avec f=1.. K
Hy: Aumoins 1 § #0

Dans la plus grande partie des cas, on teste si les coefficients 5 sont nuls ou non, mais il est
possible de tester leur égalité a d’autres valeurs de référence.

Expression des statistiques des tests cités pour un modéle multiparamétrique :

— Test de Wald :
(B=po)" 1B (B—fo) = X
— Test du Rapport de Vraisemblance :
2(LV(B) - LV(B)) = Xk
— Test du score :
U (B0)-1(Bo) .U (o) — Xk

ol [ est la matrice d’information de Fisher :

8% in L(B)
op op’ )

La figure 14 représente graphiquement la différence de principe entre les trois tests cités,
tous basés sur 'estimation de la vraisemblance. Le test du score revient a tester que la pente
en [y est nulle, le test de Wald que I'écart entre 3 et f en abscisse est nul, et le test du rapport
de vraisemblance que I'écart entre la log-vraisemblance en 3 et en [y en ordonnées est nul.

I(Bo) = —E (

La réalisation de chacun de ces tests permet d’obtenir une p-value qui permet de conclure
statistiquement en fonction du risque de premiére espéce « toléré. Dans une étude d’association
génétique, il est fréquent que plusieurs dizaines de marqueurs génétiques soit testés. Générale-
ment, un modéle par marqueur est construit, avec o = 5%. Or, lorsque plusieurs modéles sont
estimés, le risque d’obtenir des faux-positifs augmente, phénoméne appelé inflation de . Si on
multiplie le tirage d’une variable aléatoire k fois avec a chaque fois un risque de premiére espéce
alpha = 5%, alors on obtient un risque de faux-positif global ap = 1 — (1 — «a)*. Pour k = 80,
agg > 0.98. Ainsi, en ayant réalisé 80 tests, on a 98% de chances d’obtenir au moins 1 faux
positif. Afin de ne pas conclure a tort a l'effet d’un facteur sans pour autant limiter le design des
études mises en place, il convient d’utiliser des méthodes statistiques afin de controler le risque
a global dans le cadre de tests multiples. Les méthodes de correction les plus connues sont la
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FIGURE 14 — Principe des trois tests usuels permettant de conclure sur la significativité de E

Wald ou maximum de
L(ﬁ ) vraisemblance

o — - = Rapport de vraisemblance

l = (ﬁ ) _________ T~ e Score
I ( B, ) .......

- P
By P

r—

Représentation graphique de la vraisemblance L(S) en fonction de 5. Le principe des tests de Wald, du rapport
de vraisemblance et du score sont représentés schématiquement.

méthode de correction de Bonferroni, et la méthode de correction de Benjamini-Hochberg.

La méthode de correction de Bonferroni est basée sur le controle du Family Wide Error
Rate - ou FWER - et contréle le risque de n’avoir aucun faux-positif. Le principe de cette
correction est d’étre plus stringent sur chaque test unitaire réalisé afin que le risque global &
reste inférieur & 5%. Pour cela, on divise le risque unitaire @ par le nombre de tests réalisés,
pour conserver & = ¢ < 5%. La correction de Bonferroni est trés conservative. Au final, elle
n’est capable de détecter que trés peu de vrais positifs. En terme de p-value, cette correc-
tion s’applique également en calculant les p-values ajustées p, c’est a dire en multipliant les
p-values p obtenues par les tests unitaires par le nombre total de tests réalisés : p = np. Elles
s’interprétent alors de la maniére habituelle, en comparaison du seuil & fixé le plus souvent a 5%.

La méthode de correction de Benjamni-Hochberg!® est basée sur le controle du False dis-
covery Rate - ou FDR, et controle la proportion de faux-positifs. La correction de Benjamini-
Hochberg a tendance a conserver plus de vrais positifs, et & étre moins stringente. Si F'D est
le nombre de faux-positifs détectés par I’expérience, et n le nombre total de tests réalisés, alors
elle garantit : £2 < a.

n
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I1.4 .3 Meéta-analyses

Il est fréquent de grouper plusieurs études cas-témoins effectuées sur des populations in-
dépendantes afin d’augmenter les effectifs pour maximiser la puissance statistique des tests
d’association réalisés, ou de conclure sur l'effet d’un facteur lorsque plusieurs études sont dis-
cordantes ; c’est ce qu’on appelle une méta-analyse. Une méta-analyse consiste a regrouper les
données et/ou les résultats de ces différentes études afin d’estimer au plus juste 'odds ratio
de I'association testée. Cependant, 1'effet des covariables peut étre hétérogéne entre les études
inclues dans la méta-analyse.

Il existe plusieurs maniéres de quantifier I’hétérogénéité dans une méta-analyse. Les statis-
tiques @ et I? permettent respectivement de détecter la présence ou I'absence d’hétérogénéité
entre plusieurs études, et de quantifier celle-ci :

~

sz(ﬂi;—fy — X%, et 12:%“00
i=1 é

avec :
— K : Nombre d’études inclues dans la méta-analyse.

- B . estimation de l'effet conjoint par maximum de vraisemblance basée sur toutes les
études (modele a effets fixes).

— (; : estimation de l'effet 5 dans 1’étude 1.

— o2 : variance au sein de I'étude i.

@ permet d’établir si la variabilité observée dans chaque étude est plus importante qu’at-
tendu par hasard. Si Q s’éloigne trop d’une distribution du X? & K — 1 degrés de liberté, il
existe une hétérogénéité statiquement significative entre les effets estimés dans chaque étude.
Cependant, ) a une puissance statistique faible pour détecter 1'hétérogénéité lorsque K est
faible, comme c’est souvent le cas dans les méta-analyses. A contrario, () est souvent trop
sensible lorsque K est élevé. De plus, () permet de conclure sur I'existence d’'une éventuelle
hétérogénéité, mais pas de la quantifier si elle existe. Pour cela, on utilise I2. I? représente
le pourcentage de la variabilité observée qui est due a 'existence d’hétérogénéité plutdt qu’au
hasard. Si 0 est inclu dans Iintervalle de confiance de I?, alors on peut conserver ’hypothése
d’homogénéité entre les études!®. Dans le cas contraire, on peut qualitativement qualifier le
taux d’hétérogeénéité de faible pour I? < 25 %, de moyen pour 25 % < I? < 75 %, et de fort
pour I? > 75 %19,

Lorsque de l'effet estimé entre les études est hétérogene, il est nécessaire de construire un
modeéle & effets mixtes a la place d’'un modéle a effets fixes. Dans un modéle & effets mixtes,
certains effets sont modélisés selon une variable aléatoire suivant une loi normale de moyenne
nulle et de variance a estimer. Autrement dit, on prend en compte dans la modélisation plus de
variabilité dans 'effet observé de certains facteurs pour certaines études. L’estimation obtenue
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tiendra compte de cette variabilité, I'intervalle de confiance de l'effet combiné sera plus large
qu’avec le modeéle fixe.

Il est fréquent de représenter les résultats d’'une méta-analyse a ’aide d'un graphe appelé
forest-plot ou « graphique en forét ». La figure 15 représente le forest-plot d’'une méta-analyse
testant I’association entre le risque de carcinome hépatocellulaire et 'alléle DQB1*03 %6, poly-
morphisme localisé sur la séquence codante d’'un antigéne leucocytaire humain - ou HLA pour
Human Leukocyte Antigen. 7 études ont été sélectionnées et inclues dans cette méta-analyse.
L’OR de chaque étude est représenté par un carré noir dont la taille est proportionnelle aux
effectifs de ’étude. L’intervalle de confiance de chaque OR est représenté par un segment noir
horizontal. L’OR global estimé est représenté par un losange noir, et s’interpréte avec son in-
tervalle de confiance comme un OR classique. 5 des 7 études inclues n’ont pas permis d’estimer
un OR statistiquement significatif, puisque leur intervalle de confiance contient la valeur 1. La
proportion de variabilité due & une hétérogénéité entre les études a été estimée a I? = 48%.
Un modéle incluant des effets aléatoires a donc été construit, et a conduit a une estimation
de I'OR global de 0.65, pour un intervalle de confiance & 95% de 0.48-0.89. Ainsi, d’apreés les
résultats de cette méta-analyse, les individus porteurs de 'allele HLA-DQB1*03 ont un risque
de carcinome hépatocellulaire multiplié par 0.65, soit divisé par 1.54 environ, par rapport aux
porteurs d’un autre alléle.

FIGURE 15 — Exemple de forest-plot représentant graphiquement les résultats d’une
méta-analyse

Study or subgroup HCC Control Weight (%) Odds ratio Odds ratio

Events Total Events Total M-H, Random, 95% CI M-H, Random, 95% CI
Li et ai™, 1995 42 49 61 78 6.7 1.67 (0.64-4.38) — -
Donaldson et a*", 2001 68 84 106 123 16.3 0.68 (0.32-1.44) -
De Re et al*%, 2004 22 46 35 48 17.8 0.34 (0.14-0.80) .
Lépez-Vazquez et ai**, 2004 12 29 105 144 20.6 0.26 (0.11-0.60) —
Liu et a4, 2007 16 78 25 100 17.3 0.77 (0.38-1.58) —
El-Chennawi et a**, 2008 29 50 31 50 13.0 0.85 (0.38-1.89) —
Pan", 2009 10 62 9 50 8.3 0.88 (0.33-2.36) —
Total (95% CI) 398 593 100.0 0.65 (0.48-0.89) '3
Total events 199 372

J

Heterogeneity: x> = 11.53, df = 6 (P = 0.07), I’ = 48% ' : !
Test for overall effect: Z = 2.71 (P = 0.007) 0.01 0.1 1 10

100

Cette méta-analyse étudie 1’association entre le risque de carcinome hépatocellulaire et I'allele DQB1*03,
polymorphisme de la séquence codante d’un antigéne de leucocytes humain - ou HLA pour Human Leukocyte
Antigen. I’OR combiné est significatif 0.65 (IC95% 0.48-0.89), l'allele HLA-DQB1*03 est statistiquement
inversement associé avec le risque de carcinome hépatocellulaire. D’aprés Xin et. al., World Journal of
Gastroenterology, 201116
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I1.4 .4 Analyse géne candidat

Les analyses dites géne candidat sont un type d’étude dont le principe est de rechercher
une association entre la pathologie et les polymorphismes situés dans et & proximité de génes
qui pourraient étre impliqués de maniére fonctionnelle dans le développement de la maladie.
Cette approche suppose d’avoir des connaissances ou tout du moins des hypothéses solides sur
d’une part, les altérations fonctionnelles conduisant & I'apparition du phénotype pathologique,
et d’autre part sur les génes potentiellement impliqués, leur localisation, leur structure, leur
fonction, et leurs polymorphismes.

Le choix des génes candidats est effectué d’aprés les connaissances déja disponibles pour
I'investigateur de I’étude. Une analyse poussée de la bibliographie peut permettre d’émettre
des hypothéses quant a I’héritabilité du phénotype pathologique, la pénétrance de la maladie.
Des études de liaison génétique peuvent pousser l'investigateur a s’intéresser a certaines régions
génomiques en particulier. L’étude de l'expression génique peut conduire a sélectionner des
genes différentiellement exprimés entre une condition controle et une condition pathologique.
de plus, il est utile de prendre en compte les résultats obtenus sur les génes homologues d’es-
péces proches et qui peuvent potentiellement étre extrapolés a ’Homme. Enfin, on sait que
dans certaines pathologies des mécanismes de régulation complets sont altérés, que ce soit au
niveau des voies de signalisation, des réseaux de régulation métaboliques ou d’expression. Les
génes impliqués dans ces réseaux sont également de bons candidats fonctionnels.

Bien qu'un nombre limité de génes soient sélectionné pour une analyse géne candidat, tous
les SNPs situés a proximité de ces génes ne sont généralement pas génotypés. Il existe peu de ré-
gions génomiques qui soient extrémement conservées et dans lesquelles peu de polymorphismes
ont été identifiés. Une étape de classement hiérarchique par priorité des SNPs connus est sou-
vent effectuée pour aider I'investigateur dans ce choix. Un des premiers critéres utilisés est la
fréquence allélique des SNPs. En effet, les SNPs que l'on cherche & détecter par des études
d’association ont généralement un effet modéré a faible. Or, si ces SNPs ont une fréquence
allélique tres faible, alors de maniére générale, les études mises en place n’incluent pas assez
d’individus pour que ’on soit capable de détecter de maniére statistiquement significative I’as-
sociation si elle existe. Il est donc inutile de les génotyper. Le seuil de fréquence allélique utilisé
dans la sélection des SNPs varie entre 5% et 1%, en dessous duquel les SNPs sont considérés
comme rares. A contrario, les polymorphismes trés fréquents dans la population générale, dont
la fréquence de I’alléle mineur - ou MAF pour Minor Allele Frequency - est proche de 0.5 sont
généralement peu informatifs.

Il également important de sélectionner des SNPs qui soient adaptés a la population dans
laquelle I’étude sera réalisée, en particulier en terme d’appartenance ethnique. En effet, certains
polymorphismes n’ont été observés que dans certaines populations, et sont extrémement rares
dans la population dans laquelle les individus génotypés seront échantillonnés, il est inutile de
les génotyper. Par exemple, d’aprés le projet des 1000 génomes!'®” dont 1'objectif est de ca-
ractériser les polymorphismes du génome humain, et ce dans différents groupes ethniques et
populations, le SNP rs8176312, situé sur le géne BRCA 1, est observé avec une MAF de 0.38
au sein de la population africaine. Cependant, les populations européennes, est-asiatiques, et
américaine d’origine caucasienne, la MAF est respectivement de 0.008, 0, et 0.03. Ainsi, alors
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que ce SNP est présent chez environ 40% de la population africaine, il est observé chez environ
3% des Américains, chez moins de 1% des Européens, et n’est pas présent au sein de la popu-
lation d’origine est-asiatique.

Certains SNPs ont été observés dans I’ensemble des populations étudiées, mais la fréquence
de leurs alléles peut étre trés différente entre ces populations. Ainsi, le snp rs43182741, éga-
lement situé sur le géne BRCA1, a été étudié chez les Africains, chez les Européens, chez les
Américains d’origine caucasienne, et chez les populations d’Asie de l'est. Ce SNP est biallé-
lique, et les alléles observées sont A et T. L’alléle mineur observé dans toutes ces populations
est I'allele A, & I'exception de la population d’origine africaine, pour laquelle I’alléle mineur est
T, avec une MAF de 0.128. La MAF de ce SNPs dans les trois autres populations évoquées
précédemment est respectivement 0.367, 0.456, 0.330. Ainsi, en moyenne 1’alléle A est porté par
87% des Africains, 46% des Américains, 37% des Européens, et 33% des Asiatiques de l'est.

Enfin, un des critéres les plus importants pour sélectionner les SNPs qui seront génotypés
est leur potentiel impact biologique. Comme évoqué précédemment, un SNP situé dans une
région codante peut étre synonyme lorsqu’il n’engendre pas de modification de I'acide aminé
qu’il encode, faux-sens lorsqu’il engendre un changement d’acide aminé, ou encore non-sens
lorsqu’il engendre une terminaison prématurée de ’ARN messager correspondant et conduit
a la synthése d’une protéine tronquée. Ces deux derniéres catégories de SNPs font partie de
celles ayant un impact fonctionnel le plus probable. Les SNPs synonymes ou ceux situés hors
des régions codantes ont moins de chances d’avoir un impact fonctionnel et d’étre associé a
la maladie. En effet, 80% a 90% des mutations pathogénes situées sur BRCA1 et a origine
d’un cancer du sein sont des mutations tronquantes conduisant a la synthése d’une protéine
incompléte ou inexistante!%®. Cependant, des SNPs situés dans des régions régulatrices peuvent
avoir un impact tout aussi fort, en modifiant la régulation de I'expression du géne, ou encore
I’épissage, la stabilité ou la localisation de ’ARN messager. De plus, un SNP situé dans une ré-
gion génomique ultraconservée entre plusieurs espéces a de plus forte chances d’avoir un impact
fonctionnel sous 'hypothése que cette région est soumise a une pression de sélection positive,
et que son rdle confére un avantage évolutif. Il existe des algorithmes tels que SIFT!'% ou Po-
lyPhen % qui prennent en compte ’ensemble de ces paramétres afin d’effectuer des prédictions
sur 'impact fonctionnel qu'un polymorphisme peut avoir. SIF'T qualifie les polymorphismes de
bénins, potentiellement néfaste, ou probablement néfaste. PolyPhen les qualifie de tolérés ou
déléteres. Les deux algorithmes calculent un score qui peut aider a classer ces polymorphismes.
Enfin, il est souvent utile d’avoir au moins un a plusieurs SNPs au sein d’un bloc de déséquilibre
de liaison selon sa taille lorsque la structure du LD est connue pour les génes candidats.

Le principal défaut des études de type géne candidat est le besoin d’avoir déja des éléments
laissant & penser qu'un géne donné pourrait étre impliqué de maniére fonctionnelle dans le
développement de la maladie. Or il existe de trés nombreuses maladies multifactorielles dont
nous commencons tout juste & comprendre les mécanismes de développement les plus simples.

Parmi les génes de prédisposition au cancer du sein identifiés par une approche géne can-
didat, on trouve TP53, PALB2, CHEK2, ATM, et BRIP1. D’autres polymorphismes, ayant

un effet moindre ont également été identifiés comme facteurs de susceptibilité au cancer du
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sein via des approches géne candidat!!!. Parmi I’ensemble des mutations et polymorphismes
identifiés via ce type d’approche, certains sont des variants relativement fréquents dans la po-
pulation, alors que d’autres sont beaucoup plus rare. On distingue généralement les SNPs de
prédisposition, qui ont une fréquence relativement élevée, des variants rares. Les plus récentes
études géne candidat!!?, bien qu’incluant un trés grand nombre d’individus, ont commencé a
obtenir des résultats d’association négatifs, suggérant que cette approche avait atteint sa limite,
et que d’autres types de méthodes étaient requises afin de détecter des polymorphismes dont
la pénétrance et l'effet étaient plus faibles.

I1.4 .5 Etudes pangénomiques, ou Genome Wide Association Studies

Les études pangénomiques - ou GWAS pour Genome Wide Association Study - sont une
méthode de détection d’association publiée pour la premiére fois en 2005. La premiére étude!!?
de ce type réalisée portait sur la susceptibilité génétique a la dégénérescence maculaire liée a
I’age, ou DMLA. Cette approche est une généralisation de 'approche géne candidat. Alors que
les études du type géne candidat ciblent des génes dont la fonction était connue et qui pouvaient
potentiellement étre impliqués de maniére causale et fonctionnelle dans le développement de la
maladie étudiée, les études pangénomiques cherchent a détecter des associations a ’échelle du
génome entier. Ainsi, des polymorphismes répartis sur l'intégralité du génome sont génotypés,
et ce sur un grand nombre de cas et de témoins, afin de détecter quels polymorphismes sont
associés ou inversement associés au phénotype pathologique.

Cependant, bien que 'on analyse les polymorphismes a 1’échelle du génome entier, tous les
polymorphismes connus du génome ne sont pas génotypés pour autant. L’étude de la structure
des blocs de déséquilibre de liaison sur le génome (voir Section II.1 ) permet d’optimiser le
choix des SNPs a génotyper. Du fait de l'existence de ces blocs qui traduisent le fait que
certaines portions chromosomiques sont généralement transmises a la descendance sans subir
de remaniement da a la recombinaison, on estime qu’a partir du génotype d’'un SNP, on peut
inférer le génotype des SNPs qui sont en fort déséquilibre de liaison avec lui, c’est a dire
r?2 > 0.8. Ainsi, comme illustré sur la figure 16, pour détecter un potentiel SNP causal, il suffit
de génotyper au moins un SNP en haut déséquilibre de liaison avec lui.

FIGURE 16 — Détection indirecte d’une association
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Au sein d’un méme bloc de déséquilibre de liaison, le génotype du SNP causal peut étre
inféré a partir de celui d’un autre SNP, qui lui est génotypé, et en haut déséquilibre de
liaison avec le SNP causal.
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Dans une étude GWAS, le génotypage s’effectue généralement sur des puces commerciales
dont les deux principaux fabricants sur le marché sont Affymetrix et Illumina. Toutes les puces
GWAS n’ont pas la méme densité, c’est a dire qu’elles ne permettent pas de génotyper le méme
nombre de SNPs. Parmi les puces les plus récentes, certaines permettent de génotyper beaucoup
plus de SNPs que les premiéres générations de puces GWAS. Alors que la premiére étude pan-
génomique réalisée incluait environ 100 000 SNPs, les puces actuelles ont une densité pouvant
aller jusqu’a 4 millions de SNPs. Contrairement aux puces de densité moyenne, soit environ 700
000 SNPs, les puces les plus denses permettent également de génotyper des SNPs dits rares,
dont la fréquence de ’alléle mineur peut étre inférieure a 1%. Au fil des années, notre connais-
sance de la structure du génome humain s’est également affinée, et les puces actuelles ciblent
beaucoup mieux la variabilité de notre génome que les premiéres puces, méme a nombre égal
de marqueurs génotypés. Les puces les plus récentes sont de plus spécifiquement adaptées aux
diverses populations ciblées (caucasienne, afro-américaine, asiatique, etc...).

L’analyse statistique d’une étude pangénomique est trés similaire a celle d’un étude géne
candidat. Cependant, les niveaux de significativité espérés sont beaucoup plus stringents que
ceux d’une étude d’association classique. En effet, tester simultanément 'effet potentiel de cen-
taines de milliers de SNPs expose au risque d’obtenir un nombre potentiellement tres élevé
d’associations significatives qui ne sont dues en réalité qu’au hasard (Effet des tests multiples,
voir Section II1.4 .2). De ce fait, les associations considérées comme intéressantes a l'issue de
I’analyse d’une étude pangénomique sont celles ayant une p-value inférieure a 1076 voire a 108, 1l
est usuel de représenter les résultats d'une étude pangénomique de maniére visuelle en construi-
sant un graphe de Manhattan, ou Manhattan plot, dont un exemple est représenté dans la figure
17.

Un point représente la p-value de 'association évaluée pour chacun des SNPs inclus dans
I’étude. En abscisse, les points sont positionnés par chromosome et par position chromosomique
sur leur chromosome respectif. En ordonnée est représenté l'opposé du logarithme en base 10
de la valeur de la p-value. Les p-values les plus faibles, c¢’est & dire les plus significatives, sont
donc représentées dans la partie supérieure du graphe. Les points représentés en vert ont une
p-value inférieure a 107

Sur ce graphe, on distingue en plusieurs régions de nombreux points alignés verticalement,
qui traduisent qu’autant de SNPs, situés tous trés proches géographiquement ont des associa-
tions fortement significatives. C’est le cas par exemple, des régions dans lesquelles se trouvent
les génes GCKR, JMJD1C, et SHBG. L’observation de ce profil est cohérent avec 'existence de
blocs de déséquilibre de liaison dans lesquels se trouveraient les SNPs causaux responsables des
associations détectées. Les SNPs génotypés dans ces blocs, en fort déséquilibre de liaison avec
les SNPs causaux, révélent de maniére indirecte ’association avec ceux-ci.

Afin de s’affranchir de la possibilité que les associations détectées dans une étude pangéno-
mique soient dues au hasard, celle-ci doit impérativement étre répliquée dans une population
indépendante. C’est également vrai dans le cadre des études géne candidat, mais le nombre des
SNPs testés étant moindre, le risque de détecter une association due au hasard 'est également.
C’est ce qu’on appelle une étude pangénomique multi-étapes. La premiére étape consiste a gé-
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FIGURE 17 — Exemple de graphe de Manhattan
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Etude des loci associés avec le taux de SHBG (globuline se liant aux hormones sexuelles). Chaque point représente
le résultat d’une association, c’est a dire la p-value obtenue pour chaque SNP testé. L’opposé du logarithme
en base 10 de la p-value de chaque association est représenté en fonction de la position génomique sur leur
chromosome respectif. Les points verts représentent les polymorphismes pour lesquels la p-value d’association
est inférieure & 10-7. Coviello et al. Plos Genet. 2012114

notyper un trés grand nombre de SNPs sur un petit échantillon d’individus. On sélectionne
alors les SNPs suffisamment fréquents dans la population d’intérét. Du fait de 'augmentation
permanente de nos connaissances sur la structure du génome et sur la fréquence des SNPs dans
les populations humaines, cette étape est de moins en moins souvent mise en oeuvre. L’étape
suivante consiste & génotyper les quelques centaines de milliers de SNPs retenus sur un grand
échantillon de cas et de témoins. L’analyse de ces données fournit alors une mesure de I’associa-
tion pour chaque SNP testé a cette étape, qu’il est possible de classer de la plus forte a la plus
faible, c’est a dire en fonctions des p-values croissantes. Enfin, en fonction du budget alloué, on
peut alors répliquer les associations les plus fortes en génotypant ces SNPs dans une population
indépendante. Si I'association est également retrouvée lors de la réplication, alors celle-ci est
estimée robuste et réelle.

Afin de réduire les cotits élevés de génotypage dans une étude pangénomique, une méthode
consiste a imputer une partie des génotypes. Cette technique consiste a génotyper a l'aide de
puces a forte densité une faible partie de la population des individus inclus dans ’étude, tandis
que la majeure partie des individus sont génotypés sur une puce de moyenne densité. L’obser-
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vation des combinaisons alléliques et des haplotypes dans la premiére partie de 1’échantillon
permet alors d’imputer de maniére probabiliste pour la seconde partie de I’échantillon les gé-
notypes des polymorphismes présents uniquement sur les puces a haute densité.

Le principal intérét d’une étude pangénomique est ’absence d’a priori sur la fonction des
polymorphismes testés. On peut ainsi identifier, notamment pour les maladies dont 1’étiologie
est mal connue, quels polymorphismes sont associés avec une modification du risque pour cette
pathologie, et ainsi fournir des pistes de recherches fonctionnelles & explorer. On peut ainsi
identifier des polymorphismes dans des génes qui avaient a priori aucun lien fonctionnel avec
la maladie, que l'on aurait donc jamais étudiés via une approche géne candidat. De plus, les
études pangénomiques permettent d’identifier des effets faibles, avec des odds ratios associés
inférieurs a 2 dans la majeure partie des cas, et souvent inférieurs a 1.5, qu’il était beaucoup
plus difficile de détecter via des approches de liaison génétique.

Cependant cette approche, bien que révolutionnaire, présente également des limites. La ca-
pacité d’identifier de maniére statistiquement significative des marqueurs dont 'effet est faible
nécessite d’avoir suffisamment de données pour pouvoir observer l'alléle alternatif chez suf-
fisamment d’individus. Cela limite donc 1’étude & des polymorphismes ayant une fréquence
allélique minimale, généralement supérieure a 1% voire 5%. Les études pangénomiques n’ont
généralement pas la puissance statistique nécessaire pour détecter des associations avec des
polymorphismes rares. De méme, plus le nombre d’individus inclus dans I’étude est élevé, plus
la puissance statistique l'est également. Or, génotyper un nombre trés élevé de SNPs sur un
grand nombre d’individus représente un investissement considérable.

Les associations détectées par une approche pangénomique sont, comme toutes les études
d’association, soumises a l'influence de potentiels facteurs confondants. Les principaux facteurs
confondants pouvant biaiser les analyses sont I'existence d'une structure génétique dans la popu-
lation qui différencierait les cas et les témoins, et un éventuel apparentement entre les individus
inclus. L’appartenance a un groupe ethnique donné est généralement un des critéres d’inclusion
d’'une étude pangénomique. Cependant, méme au sein d’un groupe d’individus d’ascendance
homogéne tel que les Caucasiens d’origine européenne, il existe des différences subtiles mais fré-
quentes au sein du génome au niveau de certains polymorphismes. Or si les cas et les témoins ne
présentent pas la méme distribution au niveau de ces polymorphismes, les analyses statistiques
concluront a une association entre ces polymorphismes et la maladie, alors qu’elles ne sont
dues qu’a la constitution des deux groupes d’individus étudiés. Prenons ’exemple théorique
d’une étude s’intéressant a la prédisposition génétique au cancer du poumon. Si on ne controle
pas l'origine ethnique des individus inclus, il se peut que, par 'influence de facteurs externes
(efficacité du recrutement dans certains centres, méthodes de recrutement, etc...), le groupe
des cas soient enrichis en individus originaires d’Espagne, alors que le groupe des témoins sera
enrichi en individus d’origine norvégienne. Les analyses statistiques concluront alors a tort que
les polymorphismes situés sur le géne MCI1R, géne codant pour la couleur des cheveux, sont
associés avec le risque de cancer du poumon. Une structure de population basée sur un élément
aussi frappant que la couleur des yeux ou des cheveux est relativement facile a détecter, mais
toutes sont loin d’étre évidentes.
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Pour s’affranchir de toute stratification de population & I’échelle du génome entier, on utilise
une méthode appelée analyse en composantes principales ou ACP, qui permet de maximiser
la variabilité des données observées suivant les variables inclues dans I’étude. Les données sont
projetées dans un repére dont les axes représentent une combinaison linéaire des variables, des
SNPs dans notre cas. On représente généralement les résultats de I’ACP sur un graphe en deux
dimensions avec les premiers axes de ’ACP en abscisses et en ordonnées. La figure 18 illustre
le résultat de 'analyse en composantes principales réalisée sur 1387 individus européens sains
appartenant au projet POPRES!®, dont les origines géographiques sont connues avec fiabilité.
Ces individus ont été génotypés sur une puce SNP Affymetrix 500k.

FIGURE 18 — Projection des données génétiques de 1387 individus sur les deux premiers axes
de ’ACP
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ACP réalisée sur 1387 individus sains dont les origines géographiques sont connues avec fiabilité, génotypés sur
une puce Affymetrix 500k, appartenant a I’étude Population Reference Sample, ou POPRES'?. PC1 et PC2
représentent les deux premiers axes de ’ACP effectuée. Chaque label coloré représente 'origine géographique
d’un individu. Les pastilles colorées représentent la médiane des coordonnées des individus pour chaque pays.
L’indicatif de chaque pays est représenté sur la carte dans le pays correspondant. Une rotation a été appliquée sur
les axes pour souligner la similitude entre le deux représentations graphiques. Novembre et al. Nature. 200816

On remarque une grande similitude entre la projection des individus sur les axes de ’ACP
et l'origine géographique des individus. En construisant ce type de graphe, on peut ainsi vérifier
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I’homogénéité génétique d’une population. Tous les individus inclus sont-ils Caucasiens ? Y a-t’il
des individus qui se distinguent en terme de structure génétique ? Il est trés difficile d’obtenir
une population composée d’un nombre élevé d’individus et qui soit génétiquement homogéne.
Ainsi, afin de ne pas exclure inutilement des individus de I’étude, tout en tenant compte de la po-
tentielle hétérogénéité génétique, on ajuste les modéles d’association construits en introduisant
les coordonnées des individus sur les premiers axes de I’ACP, comme covariables dans le modéle.

Dans ce premier exemple, I’ACP est réalisée uniquement sur des individus européens. Seules
quelques dizaines de SNPs discriminent les individus selon leur origine géographique en Europe.
Mais I’ACP peut également étre réalisée a ’échelle des populations, en discriminant les individus
d’origine africaine, asiatique et européenne par exemple. Ce sont alors des portions entiéres de
chromosomes qui sont utilisées pour distinguer ces populations. A cette échelle, la variabilité
au sein d’une population est négligeable en comparaison des différences observées avec d’autres
populations, ceci est illustré sur la figure 19, sur laquelle les populations d’origine africaine,
européenne, et asiatique sont nettement séparées selon les deux premiers axes de I’ACP.

FIGURE 19 — Projection des données génétiques de 1087 individus sur les deux premiers axes
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Représentation graphique des individus dans le plan des deux premiers axes de I’ACP réalisée. Chaque population
et sous-population est représentée par une couleur différente. Analyse réalisée dans le cadre d’une étude du biais
introduit dans les études GWAS lié a la stratification des populations auquelles appartiennent les individus
génotypés. adapté d’aprés Hao et al, PloS ONE. 201017
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Afin de ne pas surestimer les fréquences alléliques dans le groupe des cas ou des témoins, les
individus inclus dans une étude pangénomique ne doivent pas étre apparentés, car leur données
génétiques ne sont pas indépendantes. Les inclure biaiserait 1’analyse statistique réalisée. De
méme, les SNPs conservés dans ’étude ne doivent pas violer de maniére flagrante 1’équilibre
de Hardy-Weinberg. L’équilibre de Hardy-Weinberg est I’état d’une population dans lequel on
peut prédire exactement les fréquences génotypiques a partir des fréquences alléliques. Soit un
SNP biallélique a/A, dont les fréquences alléliques sont respectivement p et ¢ = 1 —p. Si ce SNP
est a I’équilibre de Hardy-Weinberg, alors : f(aa) = p?, f(aA) = 2pq et f(AA) = ¢*. L’équi-
libre de Hardy-Weinberg est une conséquence de 'appariement aléatoire des partenaires dans
une population en l'absence de mutation, migration, sélection naturelle, ou dérive génétique.
Concretement, c’est I’état dans lequel les alléles hérités maternel et paternel d’un individu sont
génétiquement indépendants. Cet équilibre n’est que trés rarement parfaitement respecté en
réalité, notre génome étant soumis a différentes forces évolutives qui influent sur les fréquences
génotypiques. Par exemple, dans le cadre d’'une maladie monogénique récessive a pénétrance
compléte affectant les enfants dés leur naissance et dont l'espérance de vie ne dépasserait pas
une quinzaine d’années, ces individus n’auront trés vraisemblablement pas de descendants, et
leur génotype ne sera pas transmis, selon le principe de la sélection naturelle. Dans une étude
pangénomique, il est toléré de conserver les SNPs qui ne s’éloignent que faiblement de I’équi-
libre de Hardy-Weinberg. Cependant, le fait que certains s’en éloignent trop peut indiquer un
appariement non aléatoire des gameétes une possible stratification de population, des erreurs
de génotypage non aléatoires, ou des données manquantes dans lesquelles un génotype est plus
souvent absent que les autres. D’autre part, il a été estimé que le test de Hardy-Weinberg n’est
pas trés sensible aux erreurs de génotypage!'®. Afin d’exclure toute possibilité de biais, ces
SNPs ne sont généralement pas inclus dans les analyses.

Toutes les pathologies ne se prétent pas aux études pangénomiques. La nécessité d’avoir a
disposition un nombre élevé de cas et de témoins peut poser probléme dans la phase de recrute-
ment, en particulier pour les pathologies les plus rares. De plus, une maladie qui se caractérise
par des degrés d’atteintes multiples est souvent multifactorielle, et déterminer un phénotype
homogéne parmi les cas peut étre limitant. Enfin, les interactions des facteurs génétiques avec
des facteurs environnementaux peut complexifier la détection des associations.

Dans le cadre du cancer du sein, la trés grande majorité des SNPs identifiés comme loci de
prédisposition 'ont été grace a des approches GWAS.
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I1.5 Le statut particulier du génome mitochondrial

Les méthodes de détection d’association présentées ici sont dédiées a l'identification de
loci portés par le génome nucléaire humain. Cependant, la médecine actuelle doit maintenant
prendre en compte l'influence « des autres génomes », ceux des entités avec lesquelles notre
corps interagit directement. Il est de nos jours clairement établi que certaines souches virales
peuvent favoriser le développement de cancers. Par exemple, I'infection par le virus de I’hépatite
B et C favorise le développement de carcinome hépatocellulaire (cancer du foie)'*, mais cer-
tains polymorphismes a la fois dans le génome nucléaire et dans les génes viraux modifient cette
association. De méme, le papillomavirus prédispose fortement au cancer du col de I'utérus'?°.
Les virus sont les micro-organismes carcinogénes les plus fréquents, mais certains parasites et
bactéries sont également classés comme tels'?'. Ainsi, la variabilité génomique observée au sein
du viriome et du microbiome commence a étre étudiée en tant que potentiel modificateur. De
notre point de vue, il est tout aussi intéressant de s’intéresser a la variabilité du chondriome,
soit I’ensemble des mitochondries de nos cellules. Bien qu’existant en de trés nombreuses co-
pies dans la trés grande majorité de nos cellules, les mitochondries, selon ’hypothése la plus
probable, sont d’anciennes bactéries qui ont développé avec les cellules eucaryotes une associa-
tion endosymbiotique, et qui se sont a terme entiérement intégrées dans nos cellules. De leur
origine bactérienne, elles ont cependant conservé leur génome, qui est indépendant du génome
nucléaire, et posséde ses propres caractéristiques.

Le génome mitochondrial est distinct du génome nucléaire, et est porté par un chromosome
distinct des 22 paires de chromosomes autosomiques et des 2 chromosomes sexuels. Les mé-
thodes de détection d’association génomiques ne sont pas du tout optimisées pour étudier cette
région. En effet, les analyses de liaison familiales se basent sur le mécanisme de recombinaison
et sur 'analyse des blocs de déséquilibre de liaison. Hors le génome mitochondrial n’est pas
sujet a la recombinaison. D’autre part, les puces commerciales nécessaires au génotypage pour
les études pangénomiques ciblent effectivement certains polymorphismes mitochondriaux. Ce-
pendant, ils ne représentent qu’une faible proportion de ’ensemble des polymorphismes connus
au sein du génome mitochondrial. De plus, le principe de détection indirecte d’association sur
lequel est basée 'analyse des études pangénomiques n’est pas utile en ’absence de recombinai-
son. Du fait des limites de ces deux approches dans la détection d’associations génomiques au
niveau du génome mitochondrial, il est 1égitime de s’interroger sur la possibilité que le génome
mitochondrial soit sous-exploré dans la majorité des études de recherches d’association, ce qui
en fait en soi une cible d’étude intéressante. L’étude de cette région génomique nécessite donc
une approche ciblée plutot que pangénomique, que ce soit par génotypage, ou par séquencage.
De plus, la mitochondrie est une structure indispensable au fonctionnement de nos cellules,
et assume des fonctions métaboliques essentielles. L’ensemble de ces considérations justifient
I’étude de la variabilité de son génome dans le contexte du cancer, et dans notre cas dans le
cadre du cancer du sein.
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III. La mitochondrie, un organite essentiel ayant sa
propre histoire

III.1  Structure de 'organite et de son génome

La mitochondrie est un organite présent dans la majorité des cellules de notre corps. On les
trouve en un nombre variable d’exemplaires dans nos cellules, allant de quelques copies dans
les plaquettes sanguines, quelques centaines dans les cellules de la peau, plusieurs milliers de
copies dans les cellules cardiaques, hépatiques, et cérébrales, et jusqu’a plusieurs dizaines de
milliers dans les oocytes!??. Les mitochondries possédent deux membranes, une interne et une
externe, définissant un espace intermembranaire (Figure 20). La membrane interne délimite la
matrice mitochondriale, qui contient notamment les ribosomes mitochondriaux, des granules
contenant du phosphate de calcium, et ’ADN mitochondrial. La membrane interne se replie
vers l'intérieur de la mitochondrie en formant des crétes mitochondriales, appelées également
cristae, augmentant ainsi la surface totale de la membrane interne. Au niveau des crétes se
concentrent un grand nombre de protéines membranaires.

FIGURE 20 — Représentation schématique et principaux composants d’une mitochondrie
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Le diamétre des mitochondries est de 'ordre de quelques micrométres, mais leur forme et
leurs dimensions sont extrémement variables en fonction des tissus observés. Les mitochondries
des cellules musculaires sont caractérisées par une forme en filament et sont trés allongées en
comparaison des mitochondries baignant plus librement dans le cytoplasme de cellules subissant
moins de contraintes, qui auront une forme plus classique sphérique ou ellipsoidale. De plus,
des études ont formulé I’hypothése que la morphologie des mitochondries pourrait étre une
conséquence de leur role fonctionnel dans nos cellules'?¥125, En effet, les mitochondries sont
des composants dynamiques au sein de nos cellules. Elles ont aussi bien la capacité de se scinder
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en plusieurs copies que de fusionner avec d’autres, et ce en fonction des besoins énergétiques
de la cellule et des marqueurs de signalisation qu’elles recoivent!'?®, de maniére complétement
indépendante du cycle de division de la cellule dans laquelle elles se situent.

La mitochondrie posséde son propre génome, qu’on désigne de maniére générale par le chro-
mosome M ou MT. I”ADN mitochondrial - ou ADNmt - se présente sous la forme d'un fragment
d’ADN circulaire et haploide (Figure 21). La plupart du temps, il existe plusieurs copies de cet
ADN dans une mitochondrie, notamment a cause de la dynamique de fusion/fission a laquelle
elles sont soumises. Le génome mitochondrial sous sa forme la plus fréquente mesure 16 569
bases (environ 17kb). Il porte 37 génes, qui ne comportent pas d’introns. La mitochondrie
n’utilise pas les mécanismes de synthése protéique de sa cellule-héte, mais posséde son propre
systéme de synthése protéique. C’est pourquoi 2 des 37 génes portés par le génome mitochon-
drial sont des ARNs ribosomiques (ARNr), respectivement nommés MT-RNR1 et MT-RNR2.
Ils codent pour les ARNr 12S et 16S qui sont des composants structuraux essentiels des ri-
bosomes mitochondriaux, appelés également mitoribosomes. De plus, la mitochondrie utilise
également ses propres ARNs de transfert (ARNt) pour la synthése des acides aminés qu’elle
utilise. On trouve donc 22 génes codant pour ces ARNt. Enfin, la mitochondrie n’utilise pas le
méme code génétique que celui utilisé par le reste de I'organisme humain. Les 13 génes restants
sont des génes codants pour des protéines membranaires mitochondriales ayant un roéle struc-
turel dans les complexes de la phosphorylation oxydative (voir Section I11.2 ).

Génome

Mitochondrial ND?2
Humain
16569 bp

ND5

ATPS/6

ND3 coxin

FIGURE 21 — Structure et génes portés par le génome mitochondrial

Les génes codant pour des protéines sont représentés en italique. Les génes codant pour les ARNs de transfert
mitochondriaux sont représentés par le symbole de 'acide aminé auquel ils correspondent. Les deux génes
ribosomiques MT-RNR1 et MT-RNR2 sont représentés par le nom de 'ARN ribosome qu’ils encodent,
respectivement 125 et 16S. Yoon et al. Anat. Cell Biol. 2010127
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Il est usuellement admis que le génome mitochondrial ne subit pas de processus de recombi-
naison. Dans le cas de la mitochondrie, I’absence de ce mécanisme signifie que les mitochondries
ne peuvent pas échanger des fragments d’ADNmt entre elles, et ne peuvent pas conduire a la for-
mation de mitochondries génétiquement hybrides. De plus, le génome mitochondrial est hérité
par la lignée maternelle!?®. En effet, au moment de la fécondation, a la fois les mitochondries
provenant de ’'ovule maternel et celles provenant du spermatozoide paternel sont présentes dans
la cellule-oeuf. Cependant, les mitochondries paternelles sont aussitot marquées a 'ubiquitine,
et détruites'?. En l’absence de recombinaison, aucun échange entre les mitochondries mater-
nelles et paternelles n’est possible. Des études ont cependant mis en évidence dans de trés rares
cas une potentielle transmission de I’ADNmt paternel a la descendance®®. Une autre est allée
plus loin et a conclu avoir mis en évidence des fragments d’ADN mitochondrial issu de la recom-
binaison entre le génome mitochondrial paternel et maternel dans des cellules somatiques 3!,
Ces études ouvrent de nouvelles perspectives sur la transmission du génome mitochondrial, mais
dans tous les cas les phénomeénes associés semblent se produire a une fréquence trés faible, ce
qui les rend difficilement perceptibles!3%133,

Un individu peut avoir au sein de certaines cellules d’un de ses organes des mitochondries
ayant un génome mitochondrial différent de celui porté par la majorité de ses mitochondries.
Cet état est appelé hétéroplasmie. L’hétéroplasmie est la conséquence de ’apparition d’une mu-
tation au sein du génome mitochondrial, qui est propagée lors de la fission des mitochondries a
plusieurs, voir de nombreuses copies de la mitochondrie dans laquelle la mutation est initiale-
ment apparue. Cet état hétéroplasmique est généralement perpétué lors de la division cellulaire,
en fonction de la répartition des mitochondries de la cellule en division entres ses deux cellules
filles. I’hétéroplasmie peut alors atteindre une fréquence importante au sein d’un organe donné.
L’hétéroplasmie peut également étre héritée si 'oocyte fécondé lors de la conception était éga-
lement hétéroplasmique 4. L’hétéroplasmie peut n’avoir aucune manifestation phénotypique si
la mutation propagée n’a pas de conséquence pathologique. Ainsi, Ramos et al.'®® ont étudié
la fréquence et la distribution des variants hétéroplasmiques du génome mitochondrial sur un
échantillon sanguin chez 101 individus espagnols sains. La méthode utilisée permet de détecter
une hétéroplasmie ayant une fréquence supérieure a 10% de ’échantillon. Les conclusions de
cette étude ont montré qu’environ 61% des individus analysés présentaient un variant hétéro-
plasmique, dont 24% au moins une hétéroplasmie ponctuelle (de type substitution), et 49 %
une hétéoplasmie liée & une variation du nombre de répétitions d’une courte séquence du type
microsatellite. Cependant, une mutation pathogéne propagée de maniére hétéroplasmique peut
avoir de graves conséquences sur l'organisme (voir Section II1.4 ). La degré de gravité des ma-
ladies causées par une mutation hétéroplasmique est souvent lié a la fréquence d’hétéroplasmie
de cette mutation dans un organe, notamment quand cette fréquence dépasse un seuil au dela
duquel certains symptomes se manifestent 136137,
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I11.2 Fonctions de la mitochondrie

Le mitochondrie assume plusieurs roles au sein de nos cellules. La principale fonction de la
mitochondrie est sans aucun doute la synthése de I’Adénosine TriPhosphate, ou ATP, I’énergie
dont nos cellules ont besoin pour fonctionner. L’ATP est utilisé dans tout un ensemble de pro-
cessus de la cellule, tels que le transport actif d’ions a travers les membranes, ou par les cellules
musculaires lors de la transformation d’énergie chimique en énergie mécanique. La synthése
d’ATP est réalisée par un ensemble de réactions chimiques appelée phosphorylation oxydative
(Figure 22).

FIGURE 22 — Mécanisme de synthése de I’ATP par phosphorylation oxydative au niveau de
la membrane interne de la mitochondrie.
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Le transfert d’électrons de la matrice mitochondriale a I'espace intermembranaire au niveau des complexes
protéiques formant la chaine respiratoire engendre un gradient de protons H+. La phosphorylation oxydative
se conclut par la synthése d’ATP par ’ATP-synthétase, une pompe qui utilise I’énergie des protons qu’elle
transfére de 1’espace intermembranaire & la matrice mitochondriale pour phosphoryler TADP en ATP, réaction
impliquant également un Phosphate inorganique. Complexe I :NADH coenzyme réductase. Complexe II : Succi-
nate coenzyme Q réductase. Complexe III : Coenzyme Q cytochrome C réductase. Compleze IV : Cytochrome
C oxydase. @ : Coenzyme Q ou ubiquinone. C' : Cytochrome C.

Au cours de ce processus, des électrons sont transférés d’espéces chimiques réductrices
NADH (NADH — NAD" + H" + 2e, avec NAD" : nicotinamide adénine dinucléotide) et
FADH, (FADH — FAD + 2H" + 2e avec FAD : flavine adénine dinucléotide) vers des es-
péces oxydantes par oxydoréduction, générant ainsi une gradient de protons H+. Ce transfert
d’électrons est effectué par un ensemble de quatre complexes protéiques intégrés a la membrane
interne mitochondriale, formant la chaine respiratoire. Le complexe I a une action NADH coen-
zyme réductase, récupérant les électrons du NADH et permettant le transport de 4 protons de
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la matrice mitochondriale a I’espace intermembranaire. Le complexe II a une action succinate
coenzyme Q réductase, récupérant les électrons du FADHs, et ne transportant aucun proton.
Le complexe III a une action coenzyme Q cytochrome C réductase, et permet le transport de
4 protons de la matrice mitochondriale & I'espace intermembranaire. Le complexe IV a une
action cytochrome C oxydase, et permet le transport de 2 protons de la matrice mitochon-
driale & l’espace intermembranaire. Le coenzyme Q (ou ubiquinone) permet la transition entre
le complexe I/IT et le complexe III. Le cytochrome C permet la transition entre le complexe
IIT et le complexe IV. La majorité des protéines structurelles de la chaine de phosphorylation
oxydative sont encodées par le génome nucléaire, a ’exception de certaines de ses sous-unités :
sept sous-unités du complexe I, une du complexe II, une du complexe III, trois du complexe
IV, et deux du complexe V.

Suite a la chaine de complexes protéiques, le dernier accepteur d’électrons est l'oxygéne
qui sera ainsi a 'origine de la formation d’une molécule d’eau. Le NADH permettra donc le
transport de 10 protons de la matrice mitochondriale & ’espace intermembranaire, tandis que le
FADH; en permettra le transport de seulement 6. Ceux-ci repassent vers la matrice mitochon-
driale via une pompe a protons appelée ATP-synthétase, et qui produit ’'ATP & partir I’ADP
(Adénosine DiPhosphate) et de Phosphate inorganique Pi.

La mitochondrie a également pour fonction de participer a la synthése des hormones sté-
roides générées a partir du cholestérol, par I'intermédiaire du cytochrome P450. En fonction
de l'organe dans lequel elle est effectuée, cette biosynthése peut aboutir a la formation de tes-
tostérone (testicules), d’oestradiol et de progestérone (ovaires), ou de glucocorticoides tels que
le cortisol (glandes surrénales). D’autre part, avec le réticulum endoplasmique, la mitochon-
drie est le principal réservoir cellulaire de calcium. Elle est impliquée dans la régulation de sa
concentration dans le cytoplasme.

Enfin, la mitochondrie est impliquée dans le processus de la mort cellulaire programmeée,
I'apoptose (Figure 23). L’activation de ce processus peut étre provoquée par divers mécanismes,
notamment en cas de stress cellulaire ou de hausse de la concentration de Ca2" 138139 Elle se
manifeste par une hausse de la perméabilité membranaire mitochondriale due a I'activation des
pores de transition de perméabilité mitochondriale - ou MPT pour Mitochondrial Permeability
Transition pore - situés sur la membrane interne de la mitochondrie. L’activation des pores
mitochondriaux provoque l'augmentation de la perméabilité mitochondriale & des molécules
de poids moléculaire inférieur & 1500 Da. L’augmentation de la perméabilité de la membrane
mitochondriale s’accompagne d’une baisse du gradient électrochimique nécessaire a la produc-
tion d’ATP, et diminue les capacités de synthése énergétique de la mitochondrie!?. De plus,
I’activation des pores mitochondriaux entraine le relargage dans le cytoplasme du cytochrome
C. Le cytochrome C participe alors a I’assemblage de I’apoptosome, un complexe protéique im-
pliquant les protéines Apaf et pro-caspase 9. Ce complexe est nécessaire afin d’activer d’autres
protéines caspases, protéines qui détruisent de nombreux composants moléculaires du noyau et
du cytoplasme, conduisant a la mort de la cellule.



INTRODUCTION o7

FIGURE 23 — Initiation de I"'apoptose par relargage du cytochrome C mitochondrial
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L’apoptose peut étre initiée par la mitochondrie en relarguant le cytochrome C dans le cytosol, par U'intermédiaire
des canaux VDAC (Voltage-Dependant Anion Channel). Le cytochrome C est nécessaire a l’assemblage du
complexe apoptotique impliquant les protéines Apaf et pro-caspase-9. Une fois 'apoptosome assemblé, il active
a sont tour d’autres caspases, responsables de la dégradation de composants essentiels du noyau et du cytoplasme,
induisant la mort cellulaire.




INTRODUCTION 58

ITI1.3 Evolution du génome mitochondrial : la notion d’haplogroupe

Comme mentionné précédemment, le génome mitochondrial est haploide, ne subit pas de
recombinaison et est transmis uniquement par la lignée maternelle. Ces caractéristiques en font
un modeéle d’étude de I’évolution des génomes des plus intéressants.

Il a été établi que le taux de mutation intrinséque du génome mitochondrial est beaucoup
plus élevé que celui du génome nucléaire'*! avec une valeur de 10 a 200 fois supérieure, se-
lon les estimationss!#?. Plusieurs facteurs expliquent ce taux de mutation élevé : 'absence de
protection de 'ADN par des histones comme c’est le cas pour le génome nucléaire, un méca-
nisme de correction des erreurs d’incorporation de nucléotides par les polymérases (mécanisme
appelé proof-reading) dont 'efficacité est moindre que le mécanisme s’exercant dans le génome
nucléaire!*3, et enfin I'exposition directe de ’ADN mitochondrial & des composés occasionnant
des dommages a ’ADN.

Le taux de mutation du génome mitochondrial étant élevé, des mutations apparues de
maniére spontanée chez un individu ont été transmises a sa descendance, et de nombreux poly-
morphismes ont été observés sur les quelques 17000 paires de bases qui constituent ce génome.
Comme présenté en Section II.1 , on appelle haplotype une combinaison d’alléles localisés sur
différents loci d’'un méme chromosome. On peut donc caractériser a la fois la variabilité du
génome mitochondrial en termes de polymorphismes, mais également la maniére dont ces po-
lymorphismes sont combinés entre eux en étudiant les haplotypes du génome mitochondrial.

L’évolution du génome mitochondrial a eu lieu en paralléle de 1'expansion des premiers
Homo sapiens hors d’Afrique'**. Certaines des mutations acquises sont donc devenues carac-
téristiques de groupes ethniques existants sur la planéte. Ces mutations sont devenues des cri-
teres de regroupement des haplotypes mitochondriaux en haplogroupes mitochondriaux. Tous
les haplotypes mitochondriaux regroupés sous un méme haplogroupe sont dérivés du méme
ancétre commun. Ces haplogroupes mitochondriaux sont désignés par des lettres de I’alphabet,
actuellement toutes utilisées & I'exception de la lettre O. Ainsi, les principaux haplogroupes
mitochondriaux observés dans la population européenne sont les haplogroupes H, I, J, K, T,
U, V, W, et X. Les haplogroupes asiatiques sont A, B, C, D, F, G, M, Y, et Z. Les haplo-
groupes africains sont principalement représentés par 'haplogroupe L et ses sous-clades. Les
haplogroupes observés actuellement sur le continent américain sont des haplogroupes européens
chez les blancs non-hispaniques, africains chez les noirs non-hispaniques, et d’origine asiatique
chez les Mexicains et les autres Hispaniques'#®. Les ethnies vivant sur le continent américain
avant la colonisation par les européens telles que les esquimaux, différentes tribus indiennes, ou
les aztéques sont toutes caractérisées par des haplogroupes d’origine asiatique également'4®. De
plus, certains groupes ethniques spécifiques présentent un haplogroupe propre. Par exemple,
I'haplogroupe des Inuits vivant au nord de I’Alaska et dans le grand nord canadien est A2146.
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Sur I'échelle de 'Evolution, les haplogroupes les plus anciens sont les haplogroupes origi-
naires d’Afrique, berceau de 'humanité (Figure 24). Les humains ont ensuite gagné le Moyen-
Orient, puis ont colonisé I’Europe, et enfin I’Asie. Les hypothéses sur la colonisation de I’Amé-
rique divergent encore, mais il semblerait que plusieurs flux migratoires successifs soient partis
de différents points d’Asie pour aller coloniser I’Amérique du nord et du sud!#%. L’analyse des
données du génome mitochondrial a contribué a valider, réfuter, ou nuancer les hypotheéses
existantes sur les flux migratoires humains.

FIGURE 24 — Représentation simplifiée des flux migratoires en fonction des haplogroupes
mitochondriaux

La forte variabilité du génome mitochondrial, sa structure haploide, et le fait qu’il ne soit
transmis que par la lignée maternelle sans recombinaison ont permis de reconstruire son évolu-
tion depuis 'expansion des premiers hommes hors d’Afrique. L’arbre phylogénétique du génome
mitochondrial a été reconstitué a partir de ’ensemble des séquences disponibles dans les bases de
données publiques'”. Cet arbre, appelé PhyloTree!*® est actuellement I’arbre phylogénétique
de référence pour le génome mitochondrial. Il formalise la maniére dont les différents haplo-
groupes ainsi que toutes leurs sous-clades ont évolué les uns par rapport aux autres. Chaque
sous clade est définie par un ensemble de mutations dont les alléles sont précisés. Il est accessible
via 'url http://www.phylotree.org/, et est régulierement mis a jour pour prendre en compte
I’ensemble des séquences disponibles publiquement.
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La séquence du génome mitochondrial a été publiée pour la premiére fois en 19814, sous le
nom de Cambridge Reference Sequence, ou CRS. Les principaux génes mitochondriaux ont été
localisés ou prédits de maniére correcte sur CRS. En 1999, une version révisée de la séquence
CRS, appelée rCRS pour revised Cambridge Refarence Sequence a été publice!™® & la suite de
Iidentification d’erreurs au niveau de 11 positions nucléotidiques. En particulier, la position
n° 3107 dans la séquence originale CRS avait été introduite a tort. Afin de ne pas perturber
les habitudes de numérotation des bases sur le génome mitochondrial, et ne pas introduire de
décalage suite a cette correction, la numérotation originale des nucléotides est conservée dans
rCRS; la position n° 3107 est représentée par un « N » dans la séquence de référence sur Gen-
bank (base de données de référence des séquences nucléotidiques). La publication de rCRS a
également permis de confirmer que la séquence initiale CRS porte 1’alléle rare de sept polymor-
phismes, et ne sont pas des erreurs. Cette séquence rCRS est accessible sur Genbank sous le
numéro d’accession NC_012920.1. rCRS est la séquence de référence du génome mitochondrial
utilisée dans ’assemblage GRCh37 du génome complet humain.

L’information portée par le génome mitochondrial est utilisée dans de nombreux champs
disciplinaires. En médecine génétique, le génome mitochondrial est analysé dans le cadre du
diagnostic ou de la recherche de variants de prédisposition de certaines pathologies. En sciences
forensiques, il est utilisé pour identifier ou établir des liens de parenté entre plusieurs individus.
Mais comme évoqué plus haut, le génome mitochondrial est également trés utilisé a la fois
comme support pour étudier les flux de migrations humaines, et comme concept d’étude de
I’évolution des génomes. Certains chercheurs de cette branche trouvaient qu’il était inapproprié
d’utiliser comme séquence de référence rCRS, soir la séquence du génome mitochondrial d’un
individu originaire du Royaume-Uni ayant vécu au vingtiéme siécle, et portant en certaines
positions des alléles non-ancestraux. C’est pourquoi ils ont cherché a reconstituer la séquence
du génome mitochondrial du plus récent ancétre commun de tous les hommes. A partir de
I’ensemble des séquences, ils ont reconstruit par parcimonie la séquence ancestrale du génome
mitochondrial, appelée RSRS, pour Reconstructed Sapiens Reference Sequence'®'. Cette sé-
quence est reconstruite in silico, et n’a pas été observée directement. Elle contient les alléles
ancestraux des polymorphismes identifiés a ce jour.

MITOMAP 192153 est une base de données accessible en ligne regroupant de trés nombreuses
informations sur la variabilité du génome mitochondrial. On y trouve la liste des polymorphismes
et des mutations publiées ou non publiées, ainsi que les références associées, en fonction de leur
localisation dans la région codante ou dans la région régulatrice du chromosome mitochondrial.
On y trouve également les altérations plus importantes du génome (délétions majeures, réar-
rangements simples et complexes), la description de mutations somatiques, et des références sur
les associations entre des variants du génome mitochondrial et des pathologies, ainsi que des
informations sur 'implication des génes nucléaires dans les atteintes mitochondriales.
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II1.4 Pathologies connues liées a des altérations génomiques
mitochondriales

On dénombre a I'heure actuelle plusieurs centaines de pathologies liées a la mitochondrie
dont les symptomes sont extrémement variés. Une partie de ces pathologies a pour origine des
altérations situées au niveau de ’ADN mitochondrial, alors que les autres sont dues a des al-
térations portées par des génes nucléaires, mais ayant un impact sur le nombre, la structure,
et les fonctions des mitochondries. Par exemple, des altérations du géne nucléaire POLG %
se trouvent a l'origine de plusieurs pathologies dites mitochondriales. Ce géne code pour la
seule ADN-polymérase effective dans la mitochondrie, la polymérase-y°°, qui fait partie du
complexe en charge de la réplication de I’ADN mitochondrial. Les altérations de ce géne ont
été reportées dans des cas de syndrome adPEO - Autosomal Dominant chronic Progressive
External Ophthalmoplegia - mais ont également été associées a une incidence accrue de la ma-
ladie de Parkinson, & une ménopause précoce®"1%8  ainsi qu’a la stérilité masculine®?16°. Les
autres pathologies impliquant la mitochondrie, mais trouvant leur origine au sein du génome
nucléaire ne seront pas détaillées ici. Les pathologies dont la cause est une altération du génome
mitochondrial sont généralement caractérisées par des atteintes ophtalmiques, neurologiques et
nerveuses, musculaires, ou affectant ’oufe'61:162,

Syndrome MELAS Le syndrome MELAS'% - Mitochondrial Encephalopathy, Lactic Acido-
sis, and Stroke-like syndrome peut avoir plus d'une douzaine d’origine génétiques ponctuelles.
Cette pathologie se manifeste par un développement cognitif limité et une atteinte de dé-
mence a divers degrés, un taux élevé de lactate dans le sang et dans le liquide cérébro-spinal,
des accidents vasculaires cérébraux, des pseudo-épisodes vasculaires cérébraux, ainsi que des
myopathies. Ce syndrome peut également étre associé a une perte d’audition, du diabéte, des
migraines, des vomissements chroniques, problémes de mobilité, et par le syndrome cardiaque
de Wolff-Parkinson—-White. Les mutations causales du syndrome de MELAS sont principale-
ment localisées dans le géne codant pour ’ARN de transfert mitochondrial de la Leucine - plus
précisément : A3243G (80%), T3271C (7 %), A3260G (environ 5 %), A3252G (< 5 %) - et dans

d’autres génes mitochondriaux, comme la mutation G13513A dans NDJ.

Syndrome MERRF Le syndrome MERRF 6* ou épilepsie myoclonique avec fibres rouges
déchiquetées - Myoclonic Epilepsy and Ragged-Red Fibers - est une encéphalomyopathie mi-
tochondriale caractérisée par des crises myocloniques (contraction bréves et non rythmée des
muscles). Elle est parfois associée a une surdité neurosensorielle, une atrophie optique, une petite
taille ou une neuropathie périphérique. La maladie est progressive avec aggravation réguliére de
I'épilepsie, et apparition de symptomes additionnels comme 'ataxie (déficit de la coordination
des muscles), une surdité, une faiblesse musculaire, ou une dégradation intellectuelle. Les causes
génétiques principales sont les mutations dans le géne codant pour ’ARN de transfert mito-
chondrial Lysine dont A8344G (80 % des cas), et T8356C, G8363A, et G8361A représentant
10 % des cas. Des mutations dans les génes codant pour les ARNs de transfert mitochondriaux
Phénylalanine (G611A) et Proline (G15967A) sont également connues pour causer le syndrome
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MERRF.

Syndrome NARP Le syndrome NARP - ou Neuropathy Ataxia Retinitis Pigmentosa se ca-
ractérise par une progressive apparition de neuropathies, d’ataxie, et de rétinite pigmentaire
(dégénérescence progressive des cellules photosensibles de la rétine), accompagnée par le dé-
veloppement de démence. Ce syndrome est causé par la mutation T8993C lorsque celle-ci est
hétéroplasmique et représente environ 70% a 90% des mitochondries d’un organe, notamment
dans les tissus cérébraux 65166,

Atrophie optique de Leber L’atrophie optique de Leber 67168 ou LHON - Leber hereditary
optic neuropathy - est caractérisée par une perte indolore et progressive de la vue, qui peut étre
associée a des maladies de type sclérose en plaques multiple. Plus de 90% des cas de LHON
portent une des trois mutations primaires G3460A, G11778A, et T14484C. D’autres mutations
causales plus rares sont répertoriées : G3635A, G3700A, G3733A, C4171A, T10663C, G13359A,
C13382A, C13382G, A14495G, T14502C, C14568T

Syndrome Leigh Le syndrome de Leigh, ou encéphalomyopathie nécrosante subaigué 9170,

se caractérise par un déclin progressif des fonctions neurologiques dues a I'apparition de lésions
cérébrales. Les caractéristiques cliniques et génomiques de cette pathologie sont trés hétéro-
génes. Les altérations génomiques a l'origine de ce syndrome sont majoritairement nucléaires,
mais 10% a 30% des syndromes de Leigh sont dus & des mutations portées par I’ADN mito-
chondrial. Le géne mitochondrial le plus fréquemment muté dans ce syndrome est ATP6 qui
code pour une sous-unité de I’enzyme ATPase, ou complexe V de la phosphorylation oxydative,
en charge de la synthése d’ATP. Des altérations dans d’autres génes, tels que les génes ND1 &
ND6, COX3, ou dans ceux codant pour les ARNs de transfert mitochondriaux sont la cause du
syndrome de Leigh.

Syndrome de Kearn-Sayre Le syndrome de Kearn-Sayre!™ ou KSS se caractérise princi-

palement par une paralysie progressive des muscles moteurs des yeux (ophtalmoplégie) et par
une rétinite pigmentaire (dégénérescence progressive des cellules photosensibles de la rétine).
Les symptomes associés peuvent étre la surdité, ainsi que des atteintes cardiaques, cérébrales
musculaires, endocriniennes, et rénales. Ce syndrome a pour cause une large délétion au sein
du génome mitochondrial, dont la taille la plus fréquemment observée est 4977 paires de bases
(dans 30% des cas), et qui se manifeste de maniére hétéroplasmique. La manifestation des symp-
tomes dépend de la proportion des mitochondries portant cette délétion dans un tissu, qui est
de 60% pour les muscles squelettiques.
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IV. Mitochondrie, Stress oxydatif et Cancer

Il existe des pathologies qui trouvent leur origine dans des dysfonctionnements au niveau du
génome mitochondrial. Mais qu’en est-il du réle de la mitochondrie dans le cancer ? Les efforts
soutenus de la recherche contre le cancer ont abouti a la définition de propriétés caractéristiques
du développement tumoral'™. Ces capacités biologiques acquises au cours de ce processus sont :

I’activation de cascades de signalisation favorisant la prolifération cellulaire ;
— une déficience en facteurs d’inhibition de la croissance cellulaire ;

— la résistance a la mort cellulaire programmée (apoptose) ;

— lactivation de la réplication anarchique des cellules ;

— Tlactivation de I'angiogénése (développement et croissance de nouveaux vaisseaux san-
guins) ;
— Pacquisition des mécanismes d’invasion (colonisation de tissus différents au sein d’un

méme organe) et du potentiel métastatique (migration vers d’autres organes par le systéme
sanguin ou lymphatique) ;

— la dérégulation énergétique, en favorisant la glycolyse en situation aérobie (lorsque suf-
fisamment d’oxygéne est a disposition), voie de synthése énergétique bien moins efficace
que la phosphorylation oxydative (effet Wargburg) ;

— l'insensibilité au controle exercé par le systéme immunitaire.

La mitochondrie est impliquée de maniére directe dans au moins deux des mécanismes altérés
lors du développement tumoral : I'induction de 'apoptose et la production énergétique de la
cellule. Cependant, le role exact exercé par la mitochondrie dans le développement tumoral est
aujourd’hui controversé. En particulier la question se pose de déterminer si la mitochondrie est
impliquée dans I’apparition des premiéres néoplasies conduisant au cancer ou si les altérations
de son génome et l'inactivation de certaines de ses fonctions ne sont qu’une conséquence de
I'instabilité génomique tumorale!™.

IV.1 Altérations somatiques du génome mitochondrial dans la
tumeur

Du fait de le 'activation d’oncogénes, de 'inactivation des génes suppresseurs de tumeur, et
des dysfonctionnements des mécanismes de réparation d ’ADN, le génome nucléaire des cellules
tumorales se trouve drastiquement remanié dans la plupart des tumeurs. Les modifications du
génome observées uniquement dans les cellules tumorales et pas dans les cellules normales sont
dites somatiques. On peut ainsi se demander dans quelle mesure le génome mitochondrial est
lui-méme affecté par ses altérations dans les cellules tumorales. Les recherches menées depuis
les deux derniéres décennies ont permis d’identifier de nombreuses mutations somatiques du
génome mitochondrial dans de nombreux types tumoraux, que ce soit des tumeurs solides ou
des cancers hématologiques comme des leucémies ou des lymphomes 2.
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A partir d’analyses effectuées sur un panel d’études récentes comprenant plus de 800 pa-
tients diagnostiqués pour 23 types de cancers différents, Yu et al.'*? ont montré que 57,7 %
des individus étudiés présentaient des mutations ponctuelles au sein du génome mitochondrial
de leur échantillon tumoral. Parmi ces mutations, environ 38% étaient situées au niveau de la
région de controle (D-loop) du génome mitochondrial, 13% au niveau des génes codant pour
les ARNs ribosomiques mitochondriaux, et environ 50% dans les génes codant pour des sous-
unités des complexes formant la chaine respiratoire mitochondriale. Une large proportion des
mutations détectées situées dans des régions non conservées du génome mitochondrial est donc
considérée comme non critique car n’affectant pas la séquence en acides aminés. A I'inverse, les
25% restants affectent directement la séquence codante, et les mutations non-synonymes (celles
induisant des décalages de phase de lecture de ’ADN et celles introduisant ou supprimant des
codons de terminaison) étaient principalement détectées dans des régions conservées du génome
mitochondrial, pouvant ainsi altérer les fonctions des génes localisés sur ces régions.

Des délétions de petite taille (moins de 300 bp) ont été observées de maniére relativement
sporadique dans divers cancers : cancer colorectal'™, de la rate!™, de 'estomac '™, et hépatocar-
cinome cellulaire!?*!7". Une délétion beaucoup plus large de 4977 paires de bases a été observée
fréquemment, et ce dans de nombreux types de cancers : cancer du sein!™'™  cancer de 1’endo-
meétre!®?, de I'oesophage 182 de I'estomac 8317 hépatocarcinome cellulaire!+18¢ cancer de
la région téte/cou'®™1™  cancer oral!®®, de la prostate!'® de la peau', de la thyroide!91:192,
entres autres. Cette délétion est identique a celle observée dans le cadre du syndrome de Kearn-
Sayrel™. Cette délétion supprime sept génes impliqués dans la chaine respiratoire, les génes
ATP6, ATPS, COX3, ND3, ND4L, ND/, et NDJ, ainsi que cinq génes codant pour des ARNs
de transfert mitochondriaux. Cette délétion impacte donc trés fortement le fonctionnement de
la phosphorylation oxydative.

En plus des mutations acquises au sein du génome mitochondrial dans les cellules tumo-
rales, d’'importants changements ont été observés au niveau du nombre de mitochondries par
cellule tumorale, et ce dans de trés nombreux cancers#?. Dans les cancers de 'endométre, de
I'oesophage, colorectal, de la téte et du cou, de l'ovaire, carcinome papillaire de la thyroide, et
cancer de la prostate, le nombre de copies de mitochondries a tendance a étre augmenté, alors
que dans les cancers de l'estomac, du sein, carcinome fibrolamellaire, carcinome hépatocellu-
laire, sarcome d’Ewing, une diminution nette du nombre de mitochondries est observée, et ce
de maniére robuste.

Les altérations génomiques observées dans le cadre du développement tumoral sont la consé-
quence de l'inefficacité ou de I'absence de prise en charge des dommages occasionnés a ’ADN,
que ce soit ’ADN nucléaire ou mitochondrial. Ces attaques peuvent avoir diverses origines,
telles que les radiations ionisantes, mais la plus grande partie des attaques sont perpétrées par
des composés appelés espéces oxygénées réactives, ou ROS - Reactive Oxygen Species.
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IV.2  Espéces oxygénées réactives

IV.2 .1 Description

Les espéces oxygénées réactives, ou ROS, sont des composés dérivés du métabolisme de
I'oxygene, et qui possédent trés souvent des électrons non appariés ce qui les rend extrémement
réactives. En effet, afin d’acquérir plus de stabilité électrochimique, elles réagissent avec de
nombreux composés cellulaires, tels que les membranes lipidiques, les protéines cellulaires, et
les acides nucléiques tels que ’ADN.

Une partie importante de 'oxygéne que nous respirons conduit & la formation de molécules
d’eau en subissant une réduction tétravalente soit par addition de quatre électrons (Equation 1).
Cette réaction est catalysée par la cytochrome oxydase, accepteur terminal d’électrons présent
dans le complexe IV de la chaine respiratoire située dans la membrane interne des mitochon-
driale.

Cependant, cette réduction de I'oxygéne n’est pas parfaitement efficace, et une petite pro-
portion d’électrons s’échappe de la chaine de transport. Ainsi, environ 2% subit une réduction
monoélectronique (ajout d’un seul électron, réaction 2), et conduit a la formation du radi-
cal superoxyde au niveau du coenzyme Q!*3. La NADH-déshydrogénase, située au niveau du
complexe I de la chaine respiratoire au niveau de la membrane interne mitochondriale peut éga-
lement conduire a la formation du radical superoxyde, tout comme I’auto-oxydation (oxydation
par I'oxygeéne) de coenzymes réduits tels que FADH, au niveau du complexe II.

La disparition du radical superoxyde est effectuée par des enzymes appelées superoxyde
dismutases ou SOD, qui catalysent sa dismutation (Equation 3) en une molécule de dioxygéne et
une molécule de peroxyde d’hydrogene, H,O,. Le peroxyde d’hydrogene n’est pas par définition
un radical libre mais une molécule ayant tous ses électrons appariés.

SOD,2H*

Le peroxyde d’hydrogéne est un intermédiaire réduit de l'oxygéne relativement toxique.
Cette toxicité vient la capacité du peroxyde d’hydrogéne a générer le radical hydroxyle “OH en
présence de cations métalliques tels que Fe, ou Cu’, réaction appelée réaction de Fenton :

(4) H,O, + Fe; — ‘OH + Fejy + OH™

Le radical hydroxyl ‘OH et I’anion basique HO™ sont tous les deux formés lors de la réaction
de Fenton. Cependant, alors que le second a tous ses électrons appariés, le premier posséde un
électron célibataire sur sa couche périphérique, ce qui le rend extrémement plus réactif avec les
composés environnants. Les radicaux hydroxyles sont les espéces oxygénées réactives les plus
dommageables en raison de leur extréme réactivité. Ils attaquent tous les composés biologiques
cellulaires : acides nucléiques, protéines, lipides. Ce sont des oxydants puissants qui réagissent
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soit en arrachant un électron (réaction 5), soit en arrachant un atome d’hydrogéne d’un substrat
organique RH (réaction 6), soit en s’additionnant sur les doubles liaisons (réaction 7).

(5) OH + Fe; — Fes + "OH
(6) ‘OH+RH — R+ H,0
(7) OH+ >C=C< — >C-C(OH)”

Paradoxalement, les radicaux superoxydes sont eux-mémes peu réactifs vis-a-vis de la ma-
jorité des biomolécules. Leur toxicité s’exerce de maniére indirecte. En effet, le peroxyde d’hy-
drogéne réagit avec le superoxyde pour générer des radicaux "OH, réaction 8 appelée réaction
Haber Weiss, catalysée par Fey :

e+
(8) H,0,+0; % OH+ 0, + OH"

IV.2 .2 Sources

D’out viennent et comment sont créés ces composés cytotoxiques? Les sources d’espéces
réactives oxygénées peuvent étre classées en deux catégories : les sources endogénes a notre
organisme, et les sources exogénes, provenant de I’environnement.

La mitochondrie est 1'un des premiers contributeurs a la charge cellulaire en espéces oxy-
génées réactives, et ce de par 'activité des complexes I, II et III de la chaine respiratoire
permettant la production d’ATP.

La NAPDH oxydase est une enzyme catalysant la production de radicaux superoxyde a
partir de 'oxygéne et de NAPDH selon la réaction 9. Cette enzyme est active essentiellement
au niveau des phagocytes, des cellules capables de prendre en charge et de dégrader des éléments
pathogénes 194,

(9) NAPDH + 20, — NAPD" + H* + O}

Le réticulum endoplasmique est un organite cellulaire constitué d’un réseau de membranes
interconnectées, dont la fonction est la production de protéines et de lipides. Le réticulum
endoplasmique est également impliqué dans la détoxification cellulaire aprés exposition a des
produits chimiques, et ce par l'intermédiaire d’enzymes mono-oxygénases de la famille cyto-
chrome P4501%.

Les peroxysomes sont un type de compartiment cellulaire contenant des enzymes capables
d’oxyder un grand nombre de molécules organiques, et sont fortement actifs au niveau du foie
et des reins. Parmi ces enzymes, beaucoup générent des radicaux superoxydes ou du peroxyde
d’hydrogéne comme produit de leur activité catalytique normale. De ce fait, ils sont une im-
portante source d’H,0, cellulaire ',

L’exposition a certains facteurs environnementaux organiques ou non organiques active les
voies métaboliques décrites ci-dessus et par ce biais augmentent la quantité d’espéces oxygé-
nées réactives générées. Ainsi, 'exposition a la pollution atmosphérique et en particulier aux
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particules fines favorise la formation de radicaux libres!®"!98. Certains pesticides sont connus
pour induire une cytotoxicité due aux espéces oxygénées réactives!'®. Des composés utilisés
dans l'industrie tels que le chrome et le cadmium sont cytotoxiques?®?. C’est également le cas
pour d’autres métaux tels que le mercure, le plomb, I'arsenic. Les composés appartenant a la
famille des xenoestrogénes, appelés également perturbateurs endocriniens, augmente le taux de
ROS cellulaires en inhibant 'activité des enzymes protectrices régulatrices du niveau d’espéces
réactives oxygénées. Ces composés sont entre autres les phtalates, le paraben, ou le bisphénol
A, et sont présents dans toute une variété de produits, tels que les plastiques, les emballages
alimentaires, ou les produits cosmétiques et pharmaceutiques®’!. L’inhalation de la fumée de
cigarette et le tabac en général sont également une source de ROS?%2,

Par ailleurs, il a été montré que la consommation d’alcool augmente la production d’espéces
réactives oxygénées. Lorsqu’on évoque 'alcool, on parle de I'espéce chimique appelée éthanol.

Il existe plusieurs voies métaboliques de dégradation de I’éthanol au sein d’une cellule (voir
Figure 25).

FI1GURE 25 — Mécanismes de dégradation de I’éthanol
Catalase

NAD* NADH

Ethanol %EH;!- Acetaldehyde =" Acetate

ALDH
NAD* NADH

CYP2E1

0,+NADPH  NADP* + H,0

ADH : Alcool Déshydrogénase
ALDH : Acetaldéhydedéshydrogénase
D’aprés Israel et al., Frontiers in Behavioral Neuroscience, 2013293,

La premiére fait intervenir une enzyme appelée Alcool-Déshydrogénase (ou ADH), active
dans une tres grande majorité de nos cellules, qui dégrade 1’éthanol en acetaldéhyde a partir de
NAD™. C’est la voie de dégradation par défaut, et la plus utilisée. Dans certains organes comme
le cerveau, I’éthanol est dégradé par une enzyme appelée catalase, active dans les peroxysomes
(voir section IV.3 ). Enfin, une consommation chronique et importante d’alcool provoque la
dégradation d’une partie de I’éthanol par le cytochrome P450 CYP2E1, voie également active
dans le cerveau. L’acetaldéhyde est a son tour dégradé en acétate par I'enzyme acetaldéhyde
déshydrogénase dans la mitochondrie. De par leur activité, les enzymes alcool déshydrogénase
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et acetaldéhyde déshydrogénase produisent toutes les deux du NADH, qui est lui méme substrat
de la NADH-déshydrogénase, le complexe I de la chaine respiratoire. Ainsi, afin de conserver un
ratio %ﬁglj a un niveau acceptable dans la cellule, NADH est réduit par la chaine respiratoire,
occasionnant au passage la synthése de ROS.

IV.3 Meécanisme de défense de ’organisme contre les ROS

Notre organisme posséde des outils de défense face a ces espéces oxygénées réactives. Les
principaux moyens de défense sont des enzymes capables de dégrader ces composés, mais il
existe d’autres composés exogénes qui contribuent a limiter 'abondance et les dégats occasion-
nés par les ROS.

Les superoxyde dismutases sont un ensemble d’enzymes capables de catalyser la dismutation
du superoxyde en dioxygéne et peroxyde d’hydrogéne, comme vu précédemment a 1’équation
3. Les superoxyde dismutases sont des métalloprotéines caractérisées par le métal contenu au
niveau de leur site actif et nécessaire a leur activité catalytique. Chez I’'Homme, il existe trois
superoxyde dismutases??*. La premiére identifiée, CuZnSOD, contient du cuivre et du zinc et
est observée dans le cytoplasme cellulaire. La seconde et la plus récemment caractérisée contient
également du cuivre et zinc, mais est localisée exclusivement dans des compartiments extracel-
lulaires, elle est appelée ECSOD pour Eztra-Cellular SuperOzyde Dismutase. Enfin MnSOD, la
troisiéme, contient du manganeése, et est localisée dans la mitochondrie.

Les gluthation perxoydases (GPxs) sont une famille d’enzymes capables de catalyser la
réduction de H,O, en eau en utilisant la forme réduite du glutathion GSH comme réducteur :

FIGURE 26 — Cycle de dégradation de O; et de H,O, par les enzymes antioxydantes
superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, et glutathion réductase.
D’aprés Pinto et al., Down Syndrome Research and Practice, 2002°%.

o.- SUPEROXYDE_ GLUTATHION -
C—— >
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Il existe 8 formes de GPx?% observées chez 'Homme, et certaines d’entre elles (GPx1, 2,
3, 4 et 6) contiennent du sélénium au niveau de leur site catalytique. La premiére forme dé-
couverte?’”, GPx1, est active dans quasiment tous les tissus du corps humain, alors que les
sept autres enzymes sont tissu-spécifiques. Par exemple, GPx2 est principalement trouvée au
niveau de I'épithélium intestinal?®®. GPx5 est elle active au niveau de 'appareil reproducteur
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masculin dans I'épididyme?®. Lors de la transformation du peroxyde d’hydrogéne en eau, les
GPxs oxydent le glutathion en sa forme oxydée GSSG. Afin qu'une quantité suffisante de GSH
soit disponible en permanence, une autre enzyme, la glutathion réductase catalyse la réaction
inverse, soit la réduction de GSSG en GSH?'Y. Ces trois familles d’enzymes, superoxyde dis-
mutase, glutathion peroxydase, et glutathion réductase, constituent la principale voie de prise
en charge des espéces oxygénées réactives que sont le radical superoxyde O; et le peroxyde
d’hydrogéne H,O,.

La catalase (évoquée précédemment dans la détoxification de I’éthanol ) participe également
a la protection de l'organisme contre le peroxyde d’hydrogéne en catalysant sa dismutation en
oxygeéne et en eau, selon la réaction 10. On trouve la catalase dans les peroxysomes. Le site actif
de la catalase possede un cofacteur appelé héme, structure aromatique comprenant un atome
de Fer couramment utilisée pour effectuer un transfert d’électrons.

(10) 2H,0, — O, + 2H,0

Le terme d’antioxydant désigne également 1’ensemble des composés naturels présents dans
notre alimentation, favorisent l'action des enzymes antioxydantes ou neutralisant eux-mémes
certaines espéces oxygénées réactives?1212. Parmi les antioxydants non enzymatiques, plusieurs
classes de composés ont été répertoriés parmi lesquels on peut citer les flavonoides, présents
dans de trés nombreux fruits et légumes mais également dans le chocolat, le vin rouge, et le thé.
Ces composés sont tres riches en polyphénols qui contribuent & la métabolisation des radicaux
libres dans l'organisme. On trouve également parmi les antioxydants : les vitamines C, D et E
dérivées des plantes, 'acide urique, certains minéraux essentiels aux bon fonctionnement des
enzymes concernées comme le cuivre, le manganeése, le fer, le sélénium et le zinc. Enfin, en font
également partie les caroténoides, ces pigments naturels apportant une coloration allant du vert
a l'orangé rouge. Le principal caroténoide connu est le béta-caroténe (carottes), mais la lutéine
et le lycopéne (respectivement dans les épinards et les tomates) sont également de puissants
antioxydants.

IV.4  Mitochondrie, Stress Oxydatif et Cancer

Les espéces oxygénées réactives ont la capacité d’occasionner des dommages chimiques pou-
vant compromettre I'intégrité de nos cellules, et en particulier celle de notre ADN. Notre corps
dispose de moyens de défense pour s’en protéger. Cependant, il arrive que ces moyens soient
insuffisants pour neutraliser ces composés. La cellule est alors dans un état dans lequel ses consti-
tuants et notamment les acides nucléiques comme I’ADN, subissent des attaques chimiques plus
ou moins séveéres, cet état est appelé stress oxydatif. Les types de lésions occasionnées & ’ADN
peuvent étre entre autres, 'oxydation des bases nucléiques, la création de site abasiques - sites
au niveau desquels une base nucléique est manquante - ou encore des cassures simple-brin?!3,
Plus de 20 types de lésions pouvant étre occasionnées sur les bases de 'ADN ont été réperto-
riés214215 La base nucléique guanine est la plus facilement oxydable.
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Pendant longtemps la mitochondrie n’a été que la centrale énergétique de la cellule, mais
aujourd’hui il est évident que cet organite dynamique joue un role dans la carcinogenése. En
effet, les altérations génétiques et métaboliques au niveau de la mitochondrie ont été montrées
comme étant la cause ou un facteur contributeur d’un certain nombre de pathologies humaines,
incluant le cancer?'®2'7. Le stress oxydatif est le biais par lequel le génome mitochondrial pour-
rait contribuer & influer sur le risque de cancer. Comme vu précédemment, une des sources
majeures de ROS dans la cellule est la phosphorylation oxydative. Les espéces oxygénées ré-
actives générées par la mitochondrie peuvent favoriser le développement du cancer par deux
biais : en premier lieu, ils peuvent causer des mutations dans des génes nucléaires d’'importance
capitale (proto-oncogénes, génes suppresseurs de tumeurs, génes de réparation de 'ADN), et
d’autre part, en agissant comme un facteur promoteur du développement tumoral en favorisant
la prolifération cellulaire. En effet, & des taux raisonnables (suffisamment faibles pour ne pas
conduire la cellule a 'apoptose), les ROS interagissent avec une quantité de protéines (notam-
ment les protéines kinases) et de facteurs de transcription, conduisant a la division cellulaire®!®.

Le génome mitochondrial est lui-méme d’autant plus & méme de subir des dommages dus
au stress oxydatif que celui-ci est directement exposé aux espéces oxygénées réactives géné-
rées par la phosphorylation oxydative au niveau de la membrane mitochondriale interne. Dans
I’hypothése ou une tumeur commencerait a se développer et oll ses mécanismes de controle
de l'intégrité et réparation de 'ADN seraient altérés, il n’est pas surprenant d’observer une

instabilité génomique dans la tumeur au niveau de ’ADN mitochondrial comme au niveau de
I’ADN nucléaire.

Des mutations constitutionnelles dans des génes portés par ’ADN mitochondrial ont été
identifiées comme prédisposant au cancer. Certaines mutations affectant le géne mitochondrial
COI et plus précisément les mutations T6253C, C6340T, G6261A, et A6663G augmentent for-
tement le risque de cancer de la prostate?!®. Dans une étude analysant le génome mitochondrial
d’individus males dont 180 atteints d'un cancer de la prostate, 46 controles négatifs agés de
plus de 50 ans, et de 898 génomes mitochondriaux représentant la population générale, ces
mutations du géne COI ont été observées dans 11% des cas de cancer de la prostate, 0% des
controles, et 5.5% de la population générale, avec une fréquence statistiquement différente entre
chacun de ces groupes?'6. Plusieurs études ont d’autre part mis en évidence le role primordial
des mutations constitutionnelles et somatiques dans le développement et la progression du can-
cer de la prostate?'9219 Des cellules d'une lignée de cancer de la prostate ont été déplétées de
leurs mitochondries, puis séparées en deux groupes. On a ensuite injecté au premier groupe des
mitochondries possédant la mutation T8993G dans le géne ATP6, alors que des mitochondries
sans cette mutation ont été injectées au second groupe. Cette mutation avait précédemment
été étudiée pour son role potentiel dans la surproduction de ROS?2°. Ces cellules, possédant le
méme génome nucléaire, mais un génome mitochondrial variable fusionné de maniére artificielle,
sont appelées cybrides, terme provenant de la contraction des mots cytoplasme et hybride. Ces
hybrides ont ensuite été injectés a des souris. Les souris ayant recu les cybrides sans la mutation
T8993G ont eu une croissance normale. Les souris ayant recu les cybrides mutés ont développé
rapidement des tumeurs conduisant a leur mort. De plus, il a été observé que les cellules arbo-
rant cette mutation produisent beaucoup plus de ROS que les cellules ne la présentant pas?29-216,
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Le cancer du sein semble lui aussi étre caractérisé par des dysfonctionnements des fonctions
mitochondriales dus a des altérations génétiques de la phosphorylation oxydative. Les protéines
structurelles impliquées dans la chaine de transport des électrons sont encodées aussi bien par
des génes nucléaires que par des génes portés par le génome mitochondrial. Certaines mutations
affectant la séquence de la D-loop pourraient également favoriser le développement du cancer
du sein.

L’alléele A du polymorphisme situé en 10398 a été montré augmentant le risque de cancer
du sein dans certaines populations : chez les femmes afro-américaines mais pas chez les femmes
caucasiennes??!, et chez les femmes originaires du nord de I'Inde???. Cependant, d’autres études
n’ont pas détecté cette association??32?4 dans ces populations. Cet alléle a également été observé
associé avec le risque de cancer du sein dans des populations européennes, américaines d’origine
caucasienne, polonaises, et malaysiennes??° 22 Cette association est a I’heure actuelle toujours
controversée. De plus, une étude a envisagé une éventuelle modification de 'effet de I'association
de D’alléle 10398A par la consommation d’alcool??. Ce polymorphisme non-synonyme pourrait
altérer l'efficacité et le fonctionnement du complexe I de la chaine respiratoire, et ainsi aug-
menter significativement la quantité d’espéces oxygénées réactives générées?*?, favorisant ainsi
le développement tumoral. La consommation d’alcool accentuerait a un niveau supplémentaire
I'excés de ROS générés.

Le polymorphisme T16189C a été détecté associé avec le risque de cancer du sein??!, tout
comme G9055A, T16519C, T239C, A263G, and C16207T22>232, Les polymorphismes T3197C
et G13708A ont quant a eux été détectés inversement associés avec le risque de cancer du
sein??® alors que les SNPs A73G, C150T, T16183C, T16189C, C16223T, et T16362C ont été
observés avec une fréquence plus élevée chez les cas de cancer du sein que chez des controles
sains?32. Récemment, 69 nouveaux variants ont également été découverts, et ’haplogroupe M5
a été observé associé avec le risque de cancer du sein?33.

Ainsi, la variabilité du génome mitochondrial, en particulier au niveau des génes codant
pour des sous-unités structurelles de la chaine respiratoire, semblerait jouer un role dans la
prédisposition génétique au cancer, notamment au cancer du sein, en influant sur la quantité
d’espéces oxygénées réactives produites.

L’ensemble des éléments présentés dans cette introduction illustre ’existence de données de
nature épidémiologique et biologique selon lesquelles le génome mitochondrial pourrait avoir
une influence sur le risque de cancer, et notamment de cancer du sein. Il existe des syndromes
pathologiques graves causés par des mutations au sein du génome mitochondrial, mutations
ayant un effet dramatique sur le fonctionnement de la mitochondrie et donc de la cellule. Dans
ce contexte, il parait donc légitime de s’interroger sur la possibilité que d’autres mutations
localisées sur le génome mitochondrial puissent contribuer ou influer sur le risque de cancer.
D’autre part, en comparaison du génome nucléaire, le génome mitochondrial n’a été que peu
étudié, et ce principalement parce qu’il présente des spécificités qui font que les technologies
employées pour I'analyse du génome nucléaire ne sont pas optimisées pour son étude. De ce fait,
bien que des études sur les liens entre mitochondrie et cancer aient été publiées, la littérature
sur le sujet est relativement peu fournie. Dans ce contexte, les travaux que j’ai effectués au
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cours de mon doctorat ont pour objectif de contribuer a pallier & ce manque de données et
d’approfondir 1’étude des liens existants entre génome mitochondrial et cancer du sein.

V. Présentation des travaux de thése

La suite de ce manuscrit présente les travaux que j’ai réalisés. Pendant mon doctorat, je me
suis intéressée a la variabilité du génome mitochondrial en tant que facteur de prédisposition
génétique au cancer du sein. J’ai abordé cette question selon trois axes de recherche. Chaque
étude, les données et les méthodes utilisées, ainsi que les résultats obtenus seront successive-
ment présentés. Ils seront commentés de maniére critique et replacés dans leur contexte dans
une discussion a l'issue de chaque analyse. Enfin, une discussion générale faisant le lien entre
les différents axes de recherche mis en oeuvre et les résultats obtenus sera présentée.

Le premier axe m’a conduit a étudier une association entre le risque de cancer du sein et
une interaction potentielle entre des variants du génome nucléaire localisés dans la séquence
codante d’enzymes protectrices contre les espéces réactives oxygénées, et entre un variant du
génome mitochondrial et I'exposition au facteur environnemental relatif au style de vie qu’est la
consommation d’alcool. Ces analyses ont été réalisées sur un jeu de données issu du consortium
international Breast and Prostate Cancer Cohort Consortium, ou BPC3.

Le second axe de recherche que j’ai développé porte sur I'identification de sous-haplogroupes
mitochondriaux ayant un risque modifié¢ de cancer du sein par rapport aux clades avoisinantes
ainsi qu’en comparaison de la population générale, chez des femmes présentant un historique
familial de cancer du sein et portant une mutation pathogéne sur un des deux principaux génes
de prédisposition au cancer du sein a forte pénétrance, BRCA1 et BRCAZ2. Une approche inno-
vante basée sur I’évolution du génome mitochondrial a, de plus, été appliquée afin d’augmenter
la puissance statistique des analyses. Les données analysées dans le cadre de cette étude pro-
viennent du projet COGS, pour Collaborative Oncological Gene-environment Study.

Le troisiéme axe de recherche développé a pour but de caractériser la variabilité du génome
mitochondrial chez des femmes diagnostiquées pour un cancer du sein et ayant un historique
familial pour cette maladie, mais testées négatives pour les mutations pathogénes sur BRCA 1
et BRCAZ2. Le génome mitochondrial de 436 femmes appartenant a ’étude GENESIS a été
séquencé en utilisant la technologie Ion Torrent, et I’analyse bioinformatique de ces données est
présentée.






Chapitre 1

Etude de facteurs associés au stress oxidatif et risque de cancer
dans le cadre du Breast and Prostate Cancer Cohort Consortium

Comme il a été évoqué précédemment, la manganése superoxide dismutase MnSOD et la
glutathion peroxidase GPx1 sont deux enzymes appartenant a la catégorie des antioxydants
et qui, par leur action sur la régulation des espéces oxygénées réactives, protégent les cellules
et 'ADN du stress oxydatif. Des variations dans la séquence des génes associés MnSOD et
GPzl1 peuvent modifier la composition en acides aminés des protéines qu’ils encodent, et les
fonctions et lefficacité de régulation de MnSOD et GPx1 peuvent en étre altérées?3* 236, Une
étude réalisée au sein de la cohorte Nurses’ Health Study®" - ou NHS - a montré que les in-
dividus porteurs homozygotes d’une Alanine en position 16 de la protéine MnSOD (Alal6Ala,
polymorphisme rs4880) et porteurs homozygotes d'une Leucine en position 198 de la protéine
GPx1 (Leul98Leu, polymorphisme rs1050450) ont un risque de cancer du sein multiplié par 1.87
comparé aux porteurs d’au moins une Valine et d’'une Proline aux positions correspondantes
respectives sur MnSOD et GPx1. Les deux polymorphismes étudiés auraient donc un impact
synergique sur le risque de cancer du sein.

Une consommation excessive d’alcool est d’autre part un facteur lié au style de vie qui aug-
mente le risque de cancer du sein. Une étude?®® a cependant observé que 'effet de 1’alcool sur
le risque de cancer du sein était modifié par le polymorphisme A10398G situé sur le géne ND3,
localisé sur le génome mitochondrial. Ce géne code pour la troisiéme sous-unité du complexe
I de la chaine respiratoire mitochondriale. Ce polymorphisme a lui aussi été génotypé dans
I’étude Nurses’ Health Study, et également dans I'étude Women’s Health study. L’analyse des
données a conclu que, alors que I'alcool n’avait pas d’effet sur le risque de cancer du sein chez
les porteurs de l'alléle A du polymorphisme situé au locus 10398 du génome mitochondrial, un
effet était observé chez les porteurs de I'autre alléle. Ainsi, d’aprés cette étude, les porteurs de
'alléle G consommateurs d’alcool ont un risque de cancer du sein multiplié par 1.52 (Intervalle
de Confiance a 95% 1.10-2.08) en comparaison des individus ne consommant pas d’alcool.

En statistiques, lorsqu’on réalise un test, la décision de rejeter I’hypothése nulle Hy est prise
en controlant le risque de 1% espéce o que ’on a de prendre cette décision a tort. Mais méme si
on sait précisément quel risque on prend, et que ce risque est généralement faible, il est possible
que la distribution des données ayant conduit au rejet de Hy soit en réalité observée uniquement
par le fruit du hasard. Les études d’association effectuées dans le domaine de 1’épidémiologie
génétique ne se basent que sur des différences de distribution statistique, et ne s’appuient sur
aucune preuve fonctionnelle. En effet, c’est souvent aprés avoir détecté une association géné-
tique que les mécanismes sous-jacents sont élucidés et que les altérations caractéristiques de
la pathologie étudiée sont identifiées. Ainsi, les études épidémiologiques publiées mettant en
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évidence une association pour la premiére fois ne contiennent généralement pas d’éléments de
validation fonctionnelle étayant les conclusions établies. C’est pourquoi les conclusions dune
étude ne sont généralement considérées comme robustes que lorsqu’elles ont été répliquées avec
succes. La réplication d’une étude consiste a mettre en place une seconde étude ayant le méme
design que I’étude initiale, mais effectuée sur une population indépendante, et présentant des
caractéristiques comparables (ethnie, exposition, age, état de santé...) . Si I’association détectée
initialement est réelle, et que la seconde étude a la puissance statistique suffisante, alors I'asso-
ciation devrait également étre détectée a l'issue de la phase de réplication.

Le travail réalisé dans cette premiére partie a pour but de répliquer les résultats des deux
études présentées??®237 afin de valider d'une part U'interaction entre les deux polymorphismes
non-synonymes contenus dans les enzymes MnSOD et GPx1, et d’autre part la modification
de l'effet de I'alcool en fonction du génotype du polymorphisme mitochondrial contenu situé
sur le gene ND3. Cette réplication a été effectuée dans le cadre du Breast and prostate Cancer
Cohort Consortium, ou BPC3. Comme son nom l'indique, le BPC3 a pour objectif d’étudier
I'implication de facteurs génétiques et de facteurs liés au style de vie dans la prédisposition aux
cancers du sein et de la prostate. Les analyses répliquées dans le cadre du cancer du sein ont
donc été mises en places de la méme maniére dans le cadre du cancer de la prostate, afin de
tester si les associations précédemment détectées étaient également observées dans cet autre
type de cancer. Des analyses de survie ont également été mises en place afin de déterminer
I'influence des facteurs étudiés sur la mortalité des individus apreés leur diagnostic.

I. Matériels et Méthodes

I.1  Le Breast and Prostate Cancer Cohort Consortium

Le Breast and Prostate Cancer Cohort Consortium, ou BPC3 est un consortium interna-
tional financé et piloté par 'institut national de santé américain dédié au cancer, le National
Cancer Institute, ou NCI. Ce consortium mutualise les ressources de neuf études de cohortes
préexistantes : I'étude Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene Cancer Prevention (ATBC), I'étude
American Cancer Society Cancer Prevention Study II (CPS-11) , European Prospective Investi-
gation into Cancer and Nutrition Cohort (EPIC) (elle-méme composée d’études originaires de
France, Danemark, Royaume-Uni, Allemagne, Gréce, Italy, Pays-Bas, Espagne et Suéde), 'étude
Health Professionals Follow-up Study (HPFS), 'étude Multiethnic Cohort (MEC), 'é¢tude Phy-
sicians’ Health Study (PHS), 'étude Nurses” Health Study (NHS), 'étude Women’s Health Study
(WHS), et I'étude Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian Cancer screening trial (PLCO).
Chacune de ces études a été approuvée par les comités d’examens locaux responsables, et tous
les participants ont fourni leur consentement éclairé.

Chacune de ces études posséde des critéres qui lui sont propres que ce soit pour le recrute-
ment des cas, la mesure de I’exposition, ou encore 'appariement des controles?3®. Au total, 13
511 femmes atteintes d’un cancer du sein et 8 490 hommes atteints d'un cancer de la prostate
ainsi que des controles ont été inclus dans une premiére analyse visant a étudier l'interaction
entre deux polymorphismes localisés respectivement dans les génes MnSOD et GPzrl. De méme,
10 726 femmes atteintes d’un cancer du sein ainsi que 7 532 hommes atteint d’un cancer de la
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prostate ainsi que des controles ont été inclus dans une seconde analyse visant a étudier I'interac-
tion potentielle entre le polymorphisme mitochondrial rs2853826/A10398G et la consommation
d’alcool.

Ces deux populations d’études sont globalement représentatives de la population générale
en ce qui concerne le statut tumoral des récepteurs hormonaux. Dans le cas du cancer du sein,
comme l'ont décrit Hendrickson et ses collaborateurs???, le statut tumoral de sensibilité aux
oestrogenes et a la progestérone (statut ER/PR) est connu pour environ 60% a 80% des parti-
cipants. Le statut ER observé suit la distribution générale, avec environ 20% de femmes dont
le cancer est ER négatif - les cellules tumorales ne possédent pas de récepteurs aux oestro-
génes & leur surface - et 80% de femmes dont le cancer est ER positif - les cellules tumorales
possédent des récepteurs aux oestrogénes a leur surface. Le statut des participants concernant
des biomarqueurs tumoraux tels que le taux d’expression du géne EGFR ou 'amplification de
Iexpression géne HER2 n’est pas connu. En effet, une grande partie des cas de cancer du sein
ont été recrutés avant que ces biomarqueurs ne soient introduits dans la batterie d’analyses
réalisés en routine au sein des cohortes analysées.

I.2 Génotypage

Trois SNPs ont été génotypés : rs1050450 et rs4880, situés respectivement sur les génes nu-
cléaires MnSOD et GPX-1, et rs2853826 situé sur le géne mitochondrial ND3. Pour la cohorte
PLCO, le SNP rs8031 sur le géene MnSOD a été génotypé a la place du SNP rs4880. Ces deux
polymorphismes étant en trés fort déséquilibre de liaison (r? = 0.95 d’aprés les fréquences gé-
notypiques issues du projet HapMap), le génotype de rs8031 a été utilisé pour inférer celui de
rs4880.

Le génotypage a été effectué par TagMan. Les SNPs rs4880 et rs1050450 ne dévient pas
de I’équilibre de Hardy-Weinberg chez les controles au sein de chaque étude. Au total, 334
individus ont été exclus des analyses a cause de la mauvaise qualité de leurs génotypes. Les
cohortes pour lesquelles le taux de succés de génotypage d’'un SNP donné n’atteignait pas les
90% ont été exclues des analyses pour le SNP considéré. Ainsi, pour chaque SNP et chaque
cohorte, le taux de génotypage était supérieur a 0.91.

I.3 Analyses statistiques

Les analyses ont été effectuées sous R. Une régression logistique a été effectuée pour chaque
type de cancer et pour chaque interaction testée. On teste donc si une interaction existe entre
les facteurs de risques inclus dans chaque modeéle, c’est & dire si le risque en présence des deux
facteurs de risque est supérieur au produit des risques de chacun des facteurs individuellement.
Sous R, le modéle générique correspondant est le suivant :

model = glm(response ~ factorlxfactor2 + {adjustment_factors})

Dans le cas de l'interaction entre les SNPs situés sur les génes MnSOD et GPX-1, toutes
les analyses ont été conduites sous ’hypothése d'un modéle génétique récessif comme c’était le
cas pour les études précédentes?3?2?. Les facteurs d’ajustement pris en compte pour chaque
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analyse sont présentés dans la Table 3. Les tests de Wald et du rapport de vraisemblance ont
été effectués afin d’établir la significativité statistique des interactions. Les calculs de puissance
statistiques ont été effectués a l'aide du Logiciel Quanto?4°(Table 4).

Les analyses de survie sur les cas en fonction du génotype et des conditions de vie ont été
effectuées en construisant des modeéles de Cox a taux proportionnels avec le package R Survi-
val®*!. Des tests d’hétérogénéité ont été effectués afin d’évaluer la similarité des associations
entre toutes les cohortes inclues, et le modéle a effets mixtes a été retenu lorsque le test d’hé-
térogénéité était significatif (p < 0.05).

Une méta-analyse combinant nos résultats ainsi que les résultats publiés de la littérature
concernant l'effet du polymorphisme rs1050450 (GPz1) sur le risque de cancer de la prostate a
été mise en place. Six études ont été initialement sélectionnées?? 247, Cependant, Steinbrecher
et ses collaborateurs?” ont basé leurs travaux sur des données provenant de la cohorte EPIC,
elle-méme appartenant au BPC3 sur lequel nos propres travaux se basent. A moins d’invali-
der I'hypothése d’indépendance des données, nécessaire a la construction d’'une méta-analyse
correcte, cette étude a du étre exclue de la méta-analyse. Les résultats de I’étude conduite par
Cheng et ses collaborateurs furent également exclus car les informations relatives au statut
homozygote ou hétérozygote des alleles portés n’étaient pas présentées. Les tests de Dixon et
de Grubbs du package R outliers ont été utilisés afin de détecter la présence d’outliers parmi
les études inclues dans la méta-analyse.

II. Reésultats

I1.1 Cancer du sein

L’interaction testée entre les polymorphismes rs4880 Vall6Ala situé dans le géne MnSOD et
rs1050450 Pro198Leu situé dans le géne GPzl est statistiquement non significative (p = 0.34)
et ce polymorphisme ne semble pas avoir d’influence sur le risque de cancer du sein (Table 3).
Cette étude a une puissance statistique supérieure a 95% pour détecter un odds ratio similaire
a celui estimé par I’étude initiale. Cet odds ratio avait une valeur de 1.87, pour un risque de
premiére espéce a = (.05, et dans le cas d’'un modéle récessif impliquant deux polymorphismes
n’ayant aucun effet seuls (Table 4). Le risque de cancer du sein chez les porteurs homozygotes
de I'alléle alternatif pour les deux polymorphismes étudiés n’est statistiquement pas différent
du risque des individus appartenant & la catégorie de référence (odds ratio = 1.03, pour un
intervalle de confiance a 95% de [0.97 - 1.09)]).

De méme, le polymorphisme rs2853826 A10398G ne semble pas modifier I'association entre
le risque de cancer du sein et la consommation d’alcool (p = 0.98). Les 2 études initiales
répliquées ici étant effectuées sur les données provenant des cohortes NHS et WHS, nous avons
vérifié avec succes que les résultats obtenus ne variaient pas en retirant ces deux cohortes de
nos analyses.
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TABLE 3 — Résultats des modéles d’association testés

Interaction Catégorie Cas %  Témoins % OR IC a95%
Prol98 - Vall6 3215  66.3 3685 659 1 Ref.
5;?11(?2%:‘(1]\(425 ())(é )) Prol98 - Alal6Ala 1134 234 1326 23.7 1.00 0.96 - 1.03
Cancer du seins Leul98Leu - Vall6 371 7.6 442 7.9 1.00 0.97-1.02
Leul98Leu - Alal6Ala 132 2.7 139 25 1.03 0.97-1.09
A10398 - Pas d’alcool 1114  33.7 1443 36.2 1 Ref.
A10398§1(M1T'ND3) A10398 - Alcool 1507  45.6 1732 435 113 1.02-1.26
Cancor 1 seiqb G10398 - Pas d’alcool 204 8.9 372 93 103  0.87-1.23
(10398 - Alcool 391 11.8 436 109 1.16  0.99-1.36
Prol98Leu (GPX1) Prol98 6688 89.4 6510 882 1 Ref.
Cancer de la prostate® Leul98Leu 792 10.6 867 11.8 0.87  0.79-0.97
Prol98 - Vall6 4223 66.2 4230 663 1 Ref.
Sg‘l’llgi{“;‘gﬂ(ﬁggé)) Prol98 - Alal6Ala 1473 23.1 1396 21.9 1.06 0.97- 1.15
Camcer de la prostate? Leul98Leu - Vall6 507 7.9 573 89  0.88 0.76- 0.98
Leul98Leu - Alal6Ala 176 28 208 3.3 0.84 0.67-1.02
A10398 - Pas d’alcool 389 10.6 429 111 1 Ref.
A1039821(M IT‘ND‘? ) A10398 - Alcool 2448 66.7 2506 672 1.15 0.99 - 1.33
Cancer de ﬁzoprosmee G10398 - Pas d’alcool 135 3.7 131 34 112 0.85- 148
(10398 - Alcool 698  19.0 706 18.3 1.16 0.97- 1.38

@ P-value d’interaction : 0.34. Données restreintes aux femmes post-ménopause. Régression logistique non conditionnelle controlée
sur ’age au prélévement sanguin, I’age des premiéres menstruations, I’age & la ménopause, I'indice de masse corporelle, ’histoire
familiale de cancer du sein, et la cohorte.

b P_value d’interaction : 0.98. Données restreintes aux femmes post-ménopause. Régression logistique non conditionnelle contrélée
sur ’age au prélévement sanguin, I’dge des premiéres menstruations, I’age a la ménopause, 'indice de masse corporelle, ’histoire
familiale de cancer du sein, et la cohorte d’origine.

¢ Régression logistique non conditionnelle contrélée sur I’age au diagnostic, la consommation d’alcool, et la cohorte d’origine.
P-value : 0.01

@ P-value d’interaction : 0.44. Régression logistique non conditionnelle contrdlée sur I’age au diagnostic, la consommation d’alcool,
et la cohorte d’origine.

¢ P-value d’interaction : 0.50. Régression logistique non conditionnelle contrélée sur I’age au diagnostic, et la cohorte d’origine.

TABLE 4 — Calculs de la puissance statistique de réplication
dans chacune des études mises en place

Interaction Type de Type Remarques Risque Taille de Ratio Puissance
testée Cancer d’analyse q absolu  I’échantillon Témoins/Cas
. N N Pour un OR = 1.87* :
rs4880 X Sein Génex Géne - 0.1 4852 1.152 P — 0.995
rs1050450 P OR — 1.87*
N N our un = 1. :
Prostate Géne x Géne - 0.1 6379 1.004 P — 0.999
.. _ *x .
Alcool x Sein .Facteur Ind1v1.dus G10398 0.1 685 1.179 Pour un OR = 1.52** :
environnemental uniquement P = 0.976
rs2853826 F Individ P o
Prostate . acteur ndividus G10398 0.1 808 1.045 our un OR = 1.52%* :
environnemental uniquement P = 0.83

* OR estimé dans ’étude initiale testant I'interaction entre rs4880 et rs1050450.

ok

OR estimé dans 1’étude initiale testant ’interaction entre rs2853826 et la consommation d’alcool.
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Les résultats des analyses de survie sont présentés dans la Table 5. Aucune différence de
survie n’est observée entre les différentes catégories de génotypes des polymorphismes rs4880 et
rs1050450. Cependant, une différence de survie totale est observée entre les groupes d’individus
d’une part relativement a leur consommation d’alcool (Figure 27a), et d’autre part, en fonction
de leur consommation d’alcool et de leur génotype au polymorphisme rs2853826 (Figure 27b).
On ne retrouve pas cette différence de survie lorsqu’on considére la survie spécifique au cancer
du sein, c’est a dire lorsqu’on étudie spécifiquement les décés dus au cancer du sein (Figure
27c). Par exemple, la survie spécifique au cancer du sein prend en compte les décés a la suite
du développement métastatique du cancer initial, mais n’inclue pas les décés dus aux accidents
de la route.

TABLE 5 — Résultats des analyses de survie

Survie totale Survie spécifique
Cancer Analyse Catégorie R (IC95%) LRT p-value R (IC95%) LRT p-value
Pro198 & Vall6 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Prol198 & Alal6Ala 0.93 (0.79 - 1.10) 1.09 (0.87 - 1.36)
rs4880 x rs1050450 * 0.747 0.508
Leul98Leu & Vall6 0.93 (0.72 - 1.21) 0.85 (0.57 - 1.26)
Leul98Leu & Alal6Ala 0.85 (0.55 - 1.32) 0.74 (0.38 - 1.43)
Sei A10398 & Pas d’Alcool 1 (Ref.) 1 (Ref.)
ein
A10398 & Alcool 9 (0.76 - 1.07) 1.24 (0.97 - 1.57)
Alcool x rs2853826* 0.029 0.103
G10398 & Pas d’Alcool  1.03 (0.77 - 1.36) 0.95 (0.62 - 1.44)
G10398 & Alcool 0.66 (0.49 - 0.88) 0.84 (0.57 - 1.26)
. Pas d’Alcool 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Alcool uniquement™ 0.003 0.104
Alcool 0.84 (0.74 - 0.94) 1.15 (0.97 - 1.36)
Pro198 & Vall6 1 (Ref.) 1 (Ref.)
Prol98 & Alal6Ala 1.00 (0.89 - 1.12) 0.93 (0.77 - 1.14)
rs4880 X rs1050450** 0.855 0.508
Leul98Leu & Vall6 1.00 (0.84 - 1.18) 0.75 (0.54 - 1.04)
Leul98Leu & Alal6Ala 1.13 (0.86 - 1.49) 1.05 (0.64 - 1.70)
Prostate
A10398 & Pas d’Alcool 1 (Ref.) 1 (Ref.
A10398 & Alcool 1.07 (0.87 - 1.32) 1.17 (0.81 - 1.67)
Alcool x rs2853826** 0.558 0.148
(10398 & Pas d’Alcool  0.85 (0.57 - 1.27) 0.49 (0.21 - 1.16)
G10398 & Alcool 1.09 (0.86 - 0.38) 1.13 (0.75 - 1.69)

*Ajustement sur la cohorte d’appartenance et sur I’age au diagnostique de cancer du sein
**Ajustement sur la cohorte d’appartenance et sur ’age au diagnostique de cancer de la prostate
HR : hazard ratio
1C95% : Intervalle de confiance a 95%
LRT : LogRank test
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FIGURE 27 — Graphes de survie totale et spécifique du cancer du sein en fonction de la

consommation d’alcool et du SNP A10398G
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II.2  Cancer de la prostate

Une association inverse entre le risque de cancer de la prostate et I'alléle alternatif du SNP
rs1050450 localisé dans le géne GPzl a été observée (Table 3). D’aprés les analyses effectuées,
les porteurs homozygotes d’une Leucine en position 198 de la protéine GPx1 ont un risque de
cancer de la prostate inférieur aux individus d’une autre classe de génotype, avec un odds ratio
OR = 0.87, pour un intervalle de confiance a 95% de (0.79 - 0.97). L’interaction testée entre ce
polymorphisme et rs4880 situé dans le géne MnSOD n’influe pas significativement sur le risque
de cancer de la prostate. De méme, aucune interaction n’a été détectée entre la consommation
d’alcool et le polymorphisme rs2853826 du géne mitochondrial ND3 dans le cadre de I'étude
du risque de cancer de la prostate.

D’autres études ont déja analysé l'interaction entre rs1050450 et le risque de cancer de la
prostate?42244246 Upe méta-analyse a donc été effectuée afin de comparer nos résultats avec
I’ensemble de ces études. Les résultats de cette méta-analyse sont présentés dans la figure 28.
De I’hétérogénéité a été observée entre les études inclues, avec 12 = 74%, et Q = 15.8; la proba-
bilité que Q < X7 est p=0.0033. Un modéle a effets mixtes a donc été sélectionné pour calculer
'odds ratio global, estimé a OR=1.19, (intervalle de confiance & 95% : 0.79 - 1.80). Cependant,
'application des tests de Dixon et Grubs ont permis d’identifier I'étude de Kucukgergin et al.?4°
comme un outlier. Aprés exclusion de cette étude, une seconde méta-analyse a été effectuée et
ne montre cette fois aucune hétérogénéité entre les études restantes. Le modéle & effets fixes
mis en place dans cette seconde méta-analyse a permis d’estimer ’odds ratio global OR=0.90,
(intervalle de confiance & 95% : 0.81 - 0.99).

ITI. Discussion

L’objectif de cette analyse était d’approfondir I’étude de deux associations génomiques pré-
cédemment détectées?”?2Y impliquant des polymorphismes potentiellement liés & un excés en
espéces réactives oxygénées pouvant conduire a I’état de stress oxydatif dans le cadre des can-
cers du sein et de la prostate. Je me suis tout d’abord intéressée a des variations observés
dans les génes MnSOD et GPx1, 2 génes encodant des enzymes antioxydantes qui proteégent
le contenu cellulaire et notamment ’ADN des dommages oxydatifs. Contrairement a 1’étude
initiale, les résultats obtenus montrent que les porteurs homozygotes des alléles alternatifs des
polymorphismes r4880 Vall6Ala dans MnSOD et rs1050450 Pro198Leu dans GPzl n’ont pas
un risque de cancer du sein ou de la prostate modifié par rapport aux individus appartenant a
une autre catégorie de génotype.

Nous avons cependant observé une faible association inverse entre le génotype homozygote
Leul98Leu du SNP rs1050450 (GPz1) et le risque de cancer de la prostate. Jusqu’a récemment,
ce polymorphisme n’était pas présent sur les puces GWAS les plus fréquemment utilisées, et il
n’a été que récemment génotypé dans le cadre du projet HapMap et du projet 1000 génomes.
Il est donc possible que cette association n’ait pas été détectée jusqu’a présent dans les pré-
cédentes études pangénomiques réalisées. Les approches géne-candidat précédemment mises en
place ont fourni des résultats controversés sur cette association. Bien que certaines études aient
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FIGURE 28 — Méta-analyse étudiant 'effet de rs1050450 sur le risque de cancer de la prostate

(a) Méta-analyse groupant notre étude avec les études déja publiées en incluant 1’étude de Kucukgergin 246
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(b) Méta-analyse groupant notre étude avec les études déja publiées en excluant ’étude de Kucukgergin 24
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]
Fixed effect model 1851 15226 < 0.90 [0.81;0.99] 100% -
Random effects model < 0.90 [0.81;0.99] - 100%
Heterogeneity: l-squared=0%, tau-squared=0, =09, df=3, p=0.8372 !
—t
0751 15
Odds Ratio

Le forest-plot des deux méta-analyses réalisées est représenté, accompagné des effectifs, des odds ratios
de chaque étude ainsi que de ’odds ratio global, accompagnés de leurs intervalles de confiance a 95%.
L’estimation de I’hétérogénéité entre les différentes études inclues est également présentée.

détecté une tendance & une association inverse entre le SNP rs1050450 et le risque de cancer
de la prostate pour les porteurs homozygotes de I’alléle rare?!”, d’autres n’ont observé aucun
effet 244245248 511 encore une association augmentant le risque de cancer de la prostate?®. Notre
étude est la premiére a détecter une association significative au seuil de o« = 5%, mais également
la seule a avoir la puissance statistique suffisante pour détecter un tel effet. De plus, les résultats
de la méta-analyse effectuée renforcent nos observations.

Aucune modification d’effet ou interaction significative entre la consommation d’alcool et le
polymorphisme mitochondrial rs2853826 situé dans le géne ND3 n’a été détectée dans le cadre
de I’étude du risque de cancer du sein ou de la prostate. Cependant, les femmes porteuses de 1’al-
lele G10398 et consommatrices d’alcool ont une durée de survie plus longue lorsque 1’'on étudie
a la fois la survie totale et la survie spécifique au cancer du sein. Etrangement, les femmes por-
teuses de 'allele A10398 et consommatrices d’alcool ont une durée de survie totale plus longue
en comparaison de celles porteuses du méme alléle mais ne consommant pas d’alcool. Une hy-
potheése explicative plausible serait ’existence d’une association inverse entre la consommation
d’alcool et le risque de maladies cardiovasculaires?4?°. Comme la plupart des femmes inclues
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dans I’étude sont ménopausées (72%), et que le temps de suivi est long (en moyenne 8 années
apres le diagnostic), il est possible qu'un certain nombre de participantes a I’étude décédent
des suites d'une atteinte cardiovasculaire, et ce indépendemment du diagnostic de cancer du
sein. Or, une consommation modérée d’alcool semblerait diminuer les risques de maladies car-
diovasculaires. Le fait de ne plus observer de différences entre les courbes de survie spécifiques
du cancer du sein tendrait a renforcer cette hypothése. De plus, un certain nombre de trai-
tements adjuvants tels que bevacizumab?>!, taxane-anthracycline??, and trastuzumab?®? sont
associés avec des complications cardiaques lors du traitement du cancer du sein?**. De plus,
il a été montré qu’il existe des polymorphismes influant sur la cardiotoxicité de certains de
ces traitements adjuvants?>256. De méme, la radiothérapie peut augmenter le risque de mala-
die cardiovasculaire, et certains polymorphismes ont été identifiés comme pouvant augmenter la
susceptibilité aux atteintes cardiovasculaires aprés radiothérapie®®”. Dans notre étude, le besoin
de simplifier la définition des catégories d’exposition et d’homogénéiser les variables mesurant
cette exposition entre les différentes cohortes du BPC3 inclues nous ont conduit & prendre en
compte la consommation d’alcool de maniére binaire, en catégorisant les consommateurs et les
non consommateurs d’alcool. Une prise en compte plus détaillée de la consommation d’alcool,
notamment en termes de quantité et du type d’alcool consommé pourrait permettre de mieux
comprendre cette tendance. Il serait également trés utile d’inclure dans ce type d’analyse les
informations concernant les traitements administrés, information indisponible pour la grande
majorité des femmes dans notre cas.

Ce travail de recherche a fait 'objet d’une publication en Janvier 2014, dans le journal Free
Radical Research®?, dont 'intégralité est présentée en Chapitre I111.2 .









Chapitre 2

Une approche phylogénétique originale de détection d’haplogroupes
associés au risque de cancer du sein chez des porteuses de
mutations sur BRCA1/2

L’axe de recherche développé dans cette seconde partie s’intéresse a I’étude d’une potentielle
modification du risque de cancer du sein en fonction de ’haplogroupe mitochondrial chez des
femmes porteuses d'une mutation pathogéne sur BRCAI ou BRCAZ2.

Comme nous 'avons vu précédemment, la pénétrance du cancer du sein associée aux mu-
tations pathogénes sur BRCA1 et BRCAZ2 est trés élevée, de Uordre de 40% a 85%. Rappelons
également que parmi leurs diverses fonctions, les protéines encodées par ces deux génes sont
toutes deux impliquées dans la réparation des cassures simple-brin et double-brins, un type de
dommage sur ’ADN pouvant étre occasionné par I’exposition a divers agents génotoxiques, et
en particulier par les espéces oxygénées réactives (ou ROS) générées au cours de la produc-
tion d’ATP. La cascade de réactions biochimiques et métaboliques, aboutissant & la production
d’ATP et a la génération de ROS, implique plusieurs protéines structurelles encodées par le
génome mitochondrial. Les variations des génes encodant ces protéines peuvent donc influencer
Iefficacité de la production d’ATP, modifiant au passage I’équilibre de la synthése des espéces
oxygénées réactives. Dans ce contexte, on peut se demander dans quelle mesure des individus
dont les mécanismes de réparation des dommages a ’ADN sont altérés voient leur risque de
développer un cancer du sein modifié sous l'influence de variations localisées sur le génome
mitochondrial.

Il existe de nombreux polymorphismes identifiés sur le génome mitochondrial, et d’innom-
brables combinaisons des alléles correspondants. Ces combinaisons d’alléles - ou haplotypes
- peuvent étre regroupées en haplogroupes selon certaines caractéristiques communes de leur
séquence, chaque haplogroupe étant associé a un groupe ethnique donné. L’évolution la plus
probable du génome mitochondrial ayant été reconstituée, on est capable de positionner les
haplogroupes mitochondriaux les uns par rapport aux autres sur I'échelle de ’'Evolution. La
prise en compte d’informations phylogénétiques dans une étude d’association est une approche
novatrice rendue possible par la relative simplicité du génome mitochondrial en comparaison
du génome nucléaire.

L’étude présentée ici est basée sur I’analyse du génome mitochondrial d’un trés grand nombre
de femmes appartenant & I’étude CIMBA, dans le cadre du projet COGS. Les données analy-
sées sont des données de génotypage d’un certain nombre de polymorphismes connus du génome
mitochondrial. Un algorithme a été mis au point afin d’imputer 'haplogroupe mitochondrial
a partir des données de génotypage en exploitant au maximum les informations disponibles.

86
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Enfin, une approche phylogénétique originale couplée & des méthodes d’analyses statistiques
classiques a été utilisée afin de détecter si, pour certains sous-groupes d’individus, le risque de
cancer du sein est modifié sous I'influence de facteurs génétiques liés a la mitochondrie.

I. Matériels et Méthodes

I.1 L’étude COGS

L’étude Collaborative Oncological Gene-environment Study®?® (ou COGS), est un projet eu-
ropéen développé afin d’améliorer la compréhension de la susceptibilité génétique a trois types de
cancer hormonodépendants : les cancers du sein, de l'ovaire et de la prostate. Ce projet implique
plusieurs grands consortium internationaux : le Breast Cancer Association Consortium 26%261
(ou BCAC), le Owvarian Cancer Association Consortium?%2%3(ou OCAC), le Prostate Can-
cer Association Group to Investigate Cancer Associated Alterations in the Genome?54%%> (ou
PRACTICAL), et le Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/22%6257 (ou CIMBA).
CIMBA est un groupe collaboratif de chercheurs travaillant sur les modificateurs génétiques du
risque de cancer (principalement sein et ovaire) chez les femmes porteuses de mutations sur les
génes BRCA1 et/ou BRCAZ2. En tant que groupe participant au projet COGS, plus de 200
000 SNPs dont 129 SNPs mitochondriaux ont été génotypés chez ces femmes pour lesquelles la
recherche de mutations pathogénes sur les génes BRCA1/BRCAZ2 s’est révélée positive, et ce
a 'aide de la puce iCOGS. La puce iCOGS est une puce de génotypage Illumina™ Infinium a
facon, congue pour tester de maniére ciblée et optimisée les variants génétiques liés aux cancers
du sein, de 'ovaire et de la prostate.

1.2  Description des porteuses de mutation sur BRCA1 et BRCA2

Les femmes inclues dans I’étude sont toutes agées d’au moins 18 ans et portent une mutation
pathogéne sur les génes BRCA1 et/ou BRCAZ. On connait leur année de naissance, leur age
au recrutement dans 1’étude, leur age au diagnostic du cancer du sein, leur ethnie, ainsi que
la description des mutations détectées. Les analyses finales incluent 7432 femmes atteintes
d’'un cancer du sein et 7104 femmes non-affectées mutées sur BRCA 1, ainsi que 3989 femmes
atteintes d'un cancer du sein et 3689 femmes non-affectées mutées sur BRCAZ. Toutes les
analyses réalisées dans le cadre de cette étude ont été effectuées de maniére indépendante sur
la population de femmes porteuses de mutation sur BRCA1 et sur la population de femmes
porteuses de mutation sur BRCA2 (respectivement abrégées popl et pop2 dans la suite du
texte). Les femmes porteuses d’'une mutation a la fois sur BRCA1 et sur RBCA2 sont inclues
dans les deux analyses, sans traitement spécifique.

I.3 Génotypage et filtrage aprés controles qualité

129 SNPs ont été initialement génotypés a la fois pour les populations d’étude pop1 et pop2.
Le génotypage a été effectué sur la puce a facon Ilumina™ Infinium iCOGS. Les génotypes
ont été établis en utilisant I'algorithme GenCall (propriété d’Illumina). Des analyses de controle
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qualité ont été effectuées sur les données brutes. Les SNPs présentant les caractéristiques sui-
vantes ont été exclus de la suite des analyses :

— les SNPs monoalléliques, dont la fréquence observée de 1’allele mineur dans nos données
est nulle,

— les SNPs pour lesquels plus de 5% des génotypes sont manquants,

— les SNPs pour lesquels appel des génotypes a conduit a plus de 5% de génotypes hété-
rozygotes; la mitochondrie étant haploide, ces génotypes ne peuvent pas étre considérés

fiables.

— les SNPs étant annotés comme trialléliques; la puce iCOGS permet d’étudier des mar-
queurs bialléliques uniquement. Pour les SNPs trialléliques, une partie de I'information
est manquante, et les conclusions obtenues sur ces marqueurs peuvent donc étre biaisées.

— les SNPs dont les sondes de génotypage s’hybrident sur le génome nucléaire. On exclut ces
SNPs afin de s’assurer de la spécificité des éléments du génome mitochondrial génotypés.

— enfin, les SNPs représentant des mutations privées. Les mutations privées sont des mu-
tations trop peu répandues dans la population générale pour étre inclues dans l'arbre
phylogénétique mitochondrial de référence (PhyloTree!4”, voir Introduction, section I11.3

). Elles sont souvent spécifiques d’une ou de quelques familles uniquement.

A Tissue de ces étapes de filtration, 93 SNPs pour la population popI, et 92 SNPs pour la
population pop2 validant les critéres de qualité requis ont été inclus dans la suite des analyses.

I.4 Arbre phylogénétique de référence du génome mitochondrial et
haplogroupes mitochondriaux

Les analyses réalisées se basent sur ’arbre phylogénétique de référence du génome mito-
chondrial appelé PhyloTree!4” (Version 15). L’arbre complet est accessible & adresse <http:
//www.phylotree.org/tree/main.htm!4®>. L’arbre est enraciné par une séquence appelée Re-
constructed Sapiens Reference Sequence, ou RSRS. Cette séquence a été établie par reconstruc-
tion de I’arbre évolutif mitochondrial*®! par parcimonie, une méthode couramment utilisée en
phylogénie. Elle reconstruit I'arbre phylogénétique le plus probable en minimisant le nombre de
changements nécessaires a introduire dans les séquences ancestrales afin d’établir une topologie
cohérente avec les données observées. Ainsi la séquence RSRS est la séquence ancestrale com-
mune a ’espéce humaine la plus probable a partir des données utilisées pour sa reconstruction.
L’arbre obtenu inclut tous les haplogroupes connus, chacun d’entre eux étant individuellement
défini par la liste de tous les SNPs qui se sont stabilisés dans la population pour une clade
donnée de 'arbre. Chaque haplogroupe est ainsi entiérement caractérisé par une séquence de
16 569 bases. Cette séquence est le résultats de 'application de ’ensemble des substitutions
correspondant aux SNPs qui définissent cet haplogroupe dans la séquence ancestrale RSRS.
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Chaque haplogroupe correspond a un ensemble de clades, sous-clades, etc... La dénomination
des haplogroupes mitochondriaux suit la logique suivante : chaque niveau de précision supplé-
mentaire, correspondant & un niveau de profondeur de plus dans I'arbre évolutif, est représenté
par un suffixe constitué a tour de réle d’une lettre ou d’un nombre. Par exemple, comme illustré
sur la figure 29, I’haplogroupe J est constitué des sous-clades J1 et J2; J2 de J2a et J2b; J2a
de J2al et J2a2; etc...

FIGURE 29 — Exemple de la clade issue de I'haplogroupe J
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Prenons I'exemple de la séquence déposée sous GenBank ayant pour numéro d’accession
FJ527772.2, qui correspond au génome mitochondrial d'un individu quelconque d’origine espa-
gnole?%®. Cette séquence a pour haplogroupe principal H, mais elle est également classée H2,
H2a, H2ab, H2a5a, H2abal et H2abala par niveau de précision successifs.

Les haplogroupes principaux, tels que les haplogroupes européens H, I, J, K, U, T, V, W
et X, ont été définis bien avant que l'arbre évolutif ne soit reconstitué. C’est pourquoi, afin
de conserver les notations préétablies, certains haplogroupes portent une dénomination qui
échappe a la régle générale. Par exemple, la clade H et la clade V sont regroupées au sein de la
clade HV7, étant elle-méme une sous-clade de la clade HV.

La classification d’une séquence dans ’arbre des haplogroupes revient a positionner cette
séquence dans la branche correcte de I'arbre de référence. Plus les informations dont on dis-
pose sont nombreuses, plus la précision dans la détermination de I’haplogroupe sera élevée.
Concretement, plus on a d’informations sur les génotypes de cette séquence, plus il sera aisé
de positionner précisément la séquence dans 'arbre de référence, soit le plus prés possible des
feuilles de ’arbre.
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I.5 Imputation des haplogroupes

La premiére étape de cette analyse consiste dans la mesure du possible & assigner a chaque
individu son haplogroupe mitochondrial. L’haplogroupe le plus précis correspondant a une
séquence de génome mitochondrial est parfaitement déterminé si on dispose de la séquence
compléte. Or, dans I’étude présentée ici, on ne dispose pas de la séquence dans son ensemble,
mais uniquement d’un sous-ensemble de marqueurs ponctuels de cette séquence. Cet ensemble
restreint de marqueurs permet donc de déterminer I’haplogroupe mitochondrial avec une pré-
cision qui ne sera pas maximale.

Tout d’abord, on travaille uniquement sur 'arbre de référence PhyloTree, en laissant nos
propres données de coté. La séquence du génome mitochondrial peut étre reconstruite a chaque
noeud de ’arbre évolutif mitochondrial de référence, étant donné les substitutions qui se sont
stabilisées dans la séquence RSRS au cours de I’Evolution. Chaque haplogroupe posséde donc
une séquence mitochondriale de pleine longueur qui lui est caractéristique.

FIGURE 30 — Etape 1 : Reconstitution des séquences pleine longueur aux noeud de ’arbre
RSRS RSRS ACTGGGTAACGATCGTGATC AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

L0 ACTGAGTAACGATCGTGATC AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

N N  AGTTGGTAACGATCGTGATC AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

N*  AGTTGGTAACGATCGTGCTC............ AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

R A AGTTGGTAACGATCGTGCTC............ AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

X  AGTTGGTAACGATCGTGCAC............. AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

N* R* R AGTTGGTAACGATCGTGATT.. ..AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

R*  AGTTGGTAACGATCGTGATT... AATGGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

] AGTTGGTAACGATCGTGATT... AATGGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

T  AGTTGGTAACGATCGTGATT.. . TATGGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

H  AGTTGGTAACGATCGTGATT............. AATTGACTTCGACAGCCGGTAACTGGGA

o A X J T H

Cependant, nous ne disposons pas des séquences pleines longueur dans nos données, mais
seulement de 93 et 92 SNPs pour les populations pop! et pop2 respectivement. Pour les 7 864
noeuds de 'arbre évolutif mitochondrial de référence, on définit leur haplotype court, soit leur
séquence haplotypique pleine longueur, mais restreinte aux loci disponibles.

FIGURE 31 — Etape 2 : Définition des haplotypes courts

AGAACGACGTCC...... AATTGGCTTCG
AGAACGACGTCC...... AATTGGCTTCG
AGAACGACGTAT......AATGGGCTTCG
AGAACGACGTAT......AATGGGCTTCG

RL AGAACGACGTAT...... AATGGGCTTCG

— X o
x>

T AGAACGTCGTAT......TATGGGCTTCG
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Certains haplotypes courts sont uniques, et une équivalence entre celui-ci et I’haplogroupe
a ce noeud peut étre faite de maniére simple et directe.

FIGURE 32 — Etape 3 : Assignation d’un haplogroupe a un haplotype court unique
RSRS
N AGAACGTCGTAT...... TATGGGCTTCG
? v
N* R*
Haplogroupe T
lo A X | T H

Cependant la plupart du temps, étant donné le faible nombre de SNPs dont on dispose en
comparaison de la longueur totale du génome mitochondrial, plusieurs haplogroupes portent
le méme haplotype court. Dans ce cas, on ne peut pas assigner un unique haplogroupe a cet
haplotype court. Nous avons donc choisi d’assigner a cet haplotype court 1'haplogroupe cor-
respondant au plus récent ancétre commun des haplogroupes partageant cet haplotype court.
Ainsi, un haplogroupe est assigné a chaque haplotype court.

FIGURE 33 — Etape 4 : Assignation d’un haplogroupe & un haplotype multiple

RSRS AGAACGACGTAT......AATGGGCTTCG

Plus Récent Ancétre Commun de { J, R*, X }

v

Haplogroupe N

Une fois que ces équivalences haplotype court <= haplogroupe ont été établies, on recons-
truit les haplotypes courts pour chaque individu de nos données, et on lui assigne I’haplogroupe
correspondant.

La précision de la méthode d’inférence des haplogroupes décrite ci-dessus a été estimée en
I’appliquant sur un ensemble de 630 séquences complétes de génomes mitochondriaux appar-
tenant aux haplogroupes fréquents européens et caucasiens H, I, J, K, U, T, V, W et X. Ces



CHAPITRE 2. HAPLOGROUPES MITOCHONDRIAUX ET RISQUE DE CANCER DU
SEIN CHEZ DES PORTEUSES DE MUTATIONS SUR BRCA1/2 92

données proviennent de la base de données Human Mitochondrial Genome Database?®, et sont
accessibles publiquement via 1'url http://www.genpat.uu.se/mtDB/.

1.6 Deétection d’association

Dans cette étude, nous utilisons une approche phylogénétique afin d’identifier les clades de
I’arbre évolutif du génome mitochondrial différentiellement enrichies en individus affectés et
non-affectés par rapport aux clades voisines. Nous utilisons un programme appelé ALTree?70:27!
pour effectuer les tests d’association. ALTree - pour Association detection and Localization of
susceptibility sites using haplotype phylogenetic Trees - est un algorithme effectuant des tests
d’homogénéité emboités afin de comparer les distributions des individus affectés et non-affectés
dans les clades d'un arbre phylogénétique donné. Le principe de cette méthode est présenté dans
la figure 34. Il y a autant de tests effectués qu’il y a de niveaux dans ’arbre phylogénétique.

Une p-value est calculée a chaque test effectué selon différentes méthodes :
— par un test de X? classique dans le cas général,
— par un test exact de Fisher lorsque seulement deux clades sont comparées,

— par permutations lorsque plus de deux clades sont comparées et que certains effectifs sont
faibles.

Dans ce dernier cas, avec un nombre de clades élevé et des effectifs faibles, la statistique du
X2 ne suit plus la distribution théorique du X?2. Des permutations sont requises afin d’évaluer
dans quelle mesure la répartition observée des affectés/non-affectés entre les branches a ce ni-
veau de 'arbre s’éloigne de la distribution théorique sous I’hypothése nulle Hy, hypothése selon
laquelle il n’y a pas de différence de répartition entre les cas et les témoins au sein de 'arbre.
Le principe des permutations repose sur le tirage d'un nombre élevé de rééchantilonnages, dans
lesquels les statuts des individus sont aléatoirement permutés entre eux. Ainsi, pour chaque
rééchantillonnage, le nombre global de cas et témoins ne change pas, mais leur répartition dans
les clades de I'arbre est modifiée de maniére aléatoire. Pour chacun de ces n rééchantilonnages,
on calcule la statistique du X?, i allant de 1 a n. La p-value correspond alors a la probabilité
d’observer une valeur de la statistique qui soit supérieure a X2 sous I'hypothése Hy, c’est a
dire suivant la distribution représentée par les X? des n rééchantillonnages effectués. Concréte-
ment, cette p-value s’obtient en déterminant la proportion p des n rééchantillonnages effectués
tels que X? > X2 . Plus cette proportion p est faible, plus la probabilité d’observer X2 sous
I'hypothése Hy l'est également. Ainsi, pour o = 5%, on rejettera Hy si p < 0.05.

Lorsque de grands arbres phylogénétiques sont étudiés, le nombre de tests peut rapidement
augmenter. C’est pourquoi une procédure de correction des tests multiples est implémentée dans
ALTree. Les tests emboités réalisés n’étant pas dépendants les uns des autres, une correction
classique du type Bonferroni serait beaucoup trop conservatrice, et on perdrait beaucoup trop
de puissance statistique. Une procédure de correction des tests multiples adaptées aux tests
emboités?™ fonctionnant par permutations a donc été préférée pour ALTree. L’objectif de cette
méthode étant de détecter une association globale au niveau de 'arbre, seule la plus faible
p-value obtenue pour tous les tests effectués - soit la plus significative dans un arbre donné -
est corrigée. Dans cette étude 1000 permutations sont effectuées pour chaque arbre.
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FIGURE 34 — Description de I'analyse emboitée lors du test d’association. D’aprés C.

Bardel 2™
(a) Niveau 1
(1 : 41 malades 33 témoins
\‘
= == Him:20t:9
s H2m:12t:3 Au niveau 1 (premiére division dans
S H3m:8¢t:9 larbre), un test d’homogénéité de la distri-
EREE " bution des affectés et des non-affectés entre
e eonssmms e L | LR 2 les clades C; et Cy est réalise (1 degré de
S H5m 13 t:18 liberté). La p-value de ce test est de 0,16.
5 SREEh H6m:4t:6
----- T - H/m:2¢:0
N H8m:5t:8

Cy : 24 malades 32 témoins

(b) Niveau 2
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Ci2: |, \ SN 5
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I.7 Gestion de la dépendance génétique

ALTree effectue des tests d’homogénéité pour détecter des différences d’enrichissement en
individus affectés et non-affectés entre les clades d’un arbre phylogénétique. Ce type de test ne
peut étre légitimement effectué que si les données sont indépendantes. Or, dans notre jeu de
données, certains individus appartiennent a la méme famille. C’est pourquoi nous construisons
un jeu de données constitué d’individus indépendants du point de vue du génome mitochondrial
en sélectionnant aléatoirement un individu parmi tous ceux appartenant a la méme famille ET
présentant un haplotype court identique. En effet, bien que n’étant pas indépendants génétique-
ment si on considére leur génome nucléaire, deux individus apparentés mais ayant un génome
mitochondrial différent (certaines cousines par exemple) sont génétiquement indépendants si on
ne considére que leur génome mitochondrial. L’étude présentée ici ne s’intéresse qu’aux variants
du génome de la mitochondrie, et non aux éventuelles interactions entre le génome nucléaire
et le génome mitochondrial. Il est donc 1égitime de ne considérer 'indépendance des individus
inclus que du point de vue du génome mitochondrial. Pour tenir compte de ’entiére variabilité
de nos données, le rééchantillonnage présenté est effectué 1000 fois, générant ainsi 1000 jeux de
données constitués d’individus indépendants. La topologie des phylogénies reconstruites par la
suite (c’est a dire la forme des arbres reconstruits) sera identique entre tous les rééchantilon-
nages, puisqu’on sélectionne aléatoirement des individus parmi ceux ayant un haplotype court
identique. Seuls les effectifs des individus affectés ou non-affectés sont susceptibles de changer
dans un arbre donné. Les analyses d’association sont appliquées sur chaque jeu de données de
maniére indépendante. Les valeurs des résultats obtenus pour tous les rééchantilonnages sont
ensuite moyennées pour obtenir des résultats globaux.

1.8 Reconstruction des caractéres aux noeuds ancestraux

ALTree comprend également un algorithme de localisation des sites de susceptibilité dans
le cas ol une association est détectée. Cependant, avant de pouvoir lancer 1’étape de localisa-
tion, les séquences ancestrales doivent étre reconstruites. Autrement dit, les haplotypes courts
doivent étre reconstruits pour tous les noeuds de 'arbre qui ne sont pas des noeuds terminaux.
Nous avons utilisé le programme PAML?2™ pour effectuer cette reconstruction par maximum de
vraisemblance. Le modéle phylogénétique utilisé est le modéle General Time-Reversible (com-
munément désigné par GTR ou REV). La reconstruction nécessite d’avoir a disposition un
groupe externe, appelé aussi un outgroup. Un outgroup est par définition la séquence d’une
espéce proche du reste des espéces constituant une phylogénie donnée, mais plus éloignée de
chacune d’elles que n’importe quelle paire d’espéces au sein de cette phylogénie (Figure 35).

PAML ayant besoin d’un outgroup pour effectuer la reconstruction des caractéres ances-
traux, la séquence du génome mitochondrial de homo neanderthalensis (Homme de néandertal)
ayant pour identifiant GenBank NC_011137.1 a été choisie. Aprés alignement local contre la
séquence RSRS, les alléles correspondant aux positions homologues des SNPs dont on dispose
sont extraits du génome mitochondrial néandertalien afin de reconstruire 'haplotype court de
cette espece. Cet haplotype court est utilisé comme outgroup.
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F1GURE 35 — Exemple d’outgroup

Orang-outan

] Homme

Bonobo

Chimpanzé

L’orang-outan est plus éloigné de I’homme, du bonobo et du chimpanzé que chacune de ces trois espéces les
unes par rapport aux autres. Ainsi, I'orang-outan constitue un outgroup approprié pour cette phylogénie.

1.9 Localisation des sites de susceptibilité

ALTree permet également d’identifier quels sites, c’est a dire quels SNPs constituant les
haplotypes testés sont les plus susceptibles d’étre impliqués dans ’association détectée, si asso-
ciation il y a. Pour cela, pour chaque haplotype court observé, une extension d’ALTree appelée
altree-add-S ajoute a la séquence de I’haplotype court un caractére supplémentaire appelé S.
Ce caractére S représente le statut (affecté ou non-affecté) associé a cet haplotype court; les
individus portant cet haplotype sont-ils plus fréquemment affectés ou non-affectés?

Le caractére S est déterminé en fonction de la proportion de cas et de témoins chez les
individus présentant un haplotype donné, selon les régles suivantes, p, étant la proportion
d’individus malades présentant I’haplotype h, py la proportion globale de malades chez tous les
individus, n, le nombre d’individus présentant I’haplotype h, et € un paramétre fixé par 1'utilisa-
teur dont la valeur par défaut est 1, influant sur la souplesse de la détermination du caractére S :

— Sipp < po— €./ Z%;ph), S est codé C : la majorité des individus présentant ’haplotype
h sont sains.

— Sipp > po+ e/ 1%;“), S est codé G : la majorité des individus présentant I’haplotype
h sont malades.

— Sinon, S est codé ? : les individus présentant I’haplotype h ne sont majoritairement ni
sains ni malades.

Les états de caractére aux noeuds ancestraux sont reconstruits en incluant S de maniére
a pouvoir déterminer au niveau de quelles branches de I'arbre évolutif il est le plus probable
que des changements du caractére S aient eu lieu. ALTree effectue alors la localisation des sites
de susceptibilité en calculant un indice de coévolution. Cet indice a pour but de détecter les
sites de la séquence haplotypique qui varient en méme temps que le caractére S, et ce dans les
deux sens possibles de substitution. Les sites pour lesquels les changements observés sont le
plus corrélés avec ceux du caractére S sont les sites de susceptibilité les plus probables.
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1.10 Sélection des sous-clades

Les analyses ont été effectuées sur I'arbre évolutif complet. Cependant, plus il y a d’haplo-
groupes a un niveau donné de 'arbre, plus le nombre de degrés de liberté des tests réalisés est
¢élevé, moins la puissance statistique des tests sera élevée. C’est pourquoi, les analyses ont éga-
lement été effectuées sur des sous-clades de 'arbre. Les sous-clades ont été choisies en fonction
du nombre d’individus et d’haplogroupes qu’elles regroupent, afin de maximiser la puissance
statistique. Les sous-clades choisies ainsi que les effectifs associés sont présentés dans la Table 6.

Sous-clade Porteurs de mutation sur BRCA1 Porteurs de mutation sur BRCA2

U8 1458 863
T 1243 651

J 1270 630

J1 1043 013
H 3706 1967
H1 582 337
Us 868 458
X1'2’3 221 103
Kla 608 364

TABLE 6 — Effectifs des participantes dans chaque sous-clade sélectionnée

I.11  Analyses statistiques

Dans le cas ot une différence d’enrichissement en affectés/non affectés est détectée par AL-
Tree, nous avons quantifié 'effet associé a I'aide d’une régression de Cox pondérée. Pour chaque
modeéle construit, les données ont été restreintes a la sous-clade d’intérét. D’autre part, le taux
d’incidence du cancer du sein dépend du géne porteur de la mutation pathogéne (BRCAI ou
BRCAZ2), et évolue en fonction de 1'age de l'individu. C’est pourquoi une méthode de pon-
dération prenant en compte ces deux éléments?™ a été appliquée dans le modéle. Enfin, la
dépendance familiale entre individus apparentés a été prise en compte en utilisant une matrice

corrigée dite robuste a I’aide d’un estimateur de type « sandwich » (package R survival, fonction
cluster()).

[.12 Ressources computationnelles et temporelles

Deux étapes de cette suite d’analyses sont particuliérement longues : la premiére est la
procédure des 1000 permutations mise en place afin d’estimer les p-values corrigées des tests
d’homogénéité, la seconde est la nécessité d’appliquer 'ensemble des analyses sur les 1000
rééchantillonnages & cause de I'apparentement entre certains individus. Bien qu’ALTree soit
codé en Perl, la procédure de permutations est elle implémentée en C et parallélisée sur les
coeurs d'une méme machine. Approximativement, ces analyses auront requis environ 36 heures
de calcul paralléle sur une machine de 24 coeurs avec 256 Gigaoctets de RAM.
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II. Reésultats

II.1 Inférence des haplogroupes individuels

La premiére étape de cette analyse est 'inférence des haplogroupes pour chaque individu
inclus dans I’étude. La Table 7 récapitule les effectifs et les fréquences des haplogroupes inférés
pour les populations popI et pop2. Pour les porteurs de mutations sur BRCA1, 489 haplotypes
courts distincts ont été reconstruits a partir des 93 loci disponibles dans nos données. Seuls
162 de ces 489 haplotypes courts sont observés parmi les haplotypes courts théoriques recons-
truits dans 'arbre de référence. Cependant, ces 162 haplotypes représentent 13315 sur les 14536
individus de pop1 ; il a donc été possible d’assigner un haplogroupe a 91.6% des individus mu-
tés sur BRCA1. De méme pour les individus mutés sur BRCA2, 350 haplotypes courts d’une
longueur de 92 SNPs ont été reconstruits. Seulement 139 sur 350 sont observés parmi les ha-
plotypes courts théoriques reconstruits dans I’arbre évolutif mitochondrial. Ces 139 haplotypes
représentent 6996 des 7678 individus mutés sur BRCA2, il a donc été possible d’assigner un
haplogroupe a 91.1% des effectifs pour cette population.

TABLE 7 — Effectifs et Fréquence (%) des haplogroupes imputés
par population d’étude

Haplogroupe Effectifs (pop1) % Effectifs (pop2) %

A 5 0.038 2 0.029
A2 4 0.03 2 0.029
A2e 2 0.015 1 0.014
A2kl 1 0.008 - -
A4b 2 0.015 5 0.071
B4al 2 0.015 3 0.043
Bdala - - 1 0.014
B4bla3 1 0.008 - -
B4b’d’e’j 2 0.015 4 0.057
B4c 1 0.008 - -

C 20 0.15 3 0.043
C1b3 1 0.008 - -

Cc4 3 0.023 4 0.057
D4 8 0.06 5 0.071
F1bl 3 0.023 - -
F3bl - - 1 0.014
H 1799 13.511 912 1 3.036
H13a2b2 6 0.045 9 0.129
H13bl 9 0.068 8 0.114
Hlaglb 1 0.008 1 0.014
Hlat 12 0.09 15 0.214
Hlaulb 1 0.008 - -
Hlble 5 0.038 8 0.114
Hilbh 3 0.023 3 0.043
Hilbm 5 0.038 1 0.014
Hlc 348 2.614 187 2.673
Hlcl4 - - 2 0.029
Hle 164 1.232 94 1.344
H1j2 14 0.105 7 0.1
Hilnlb 24 0.18 18 0.257
Hivlb 5 0.038 1 0.014
H20b 1 0.008 - -
H2a 262 1.968 139 1.987
H2ala 22 0.165 7 0.1
H2a2b4 2 0.015 3 0.043
H2ab 15 0.113 15 0.214
H3 544 4.086 307 4.388

H3bl 21 0.158 17 0.243
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Haplogroupe Effectifs (pop1) % Effectifs (pop2) %
H3q 6 0.045 1 0.014
H3s 7 0.053 8 0.114
H4la 41 0.308 30 0.429
H4a 22 0.165 16 0.229
Hba 317 2.381 135 1.93
Hbalcl 5 0.038 1 0.014
Hb5q 1 0.008 1 0.014
H65a 15 0.113 6 0.086
H6alal 12 0.09 7 0.1
H6alb3a 8 0.06 5 0.071
H7d3 9 0.068 3 0.043
HV 2870 21.555 1447 20.683
HV2a 8 0.06 11 0.157
HV7 2 0.015 2 0.029
J1 6 0.045 5 0.071
J1b 10 0.075 3 0.043
J1bl 8 0.06 1 0.014
Jlbla 112 0.841 45 0.643
Jlc 728 5.468 375 5.36
Jlcl 100 0.751 51 0.729
Jlclbla 17 0.128 6 0.086
J1c2bl 2 0.015 2 0.029
Jlc2f 13 0.098 2 0.029
J1chf 7 0.053 8 0.114
J1c8 40 0.3 15 0.214
J2a 151 1.134 72 1.029
J2bl 76 0.571 45 0.643
K 1 0.008 - -

K1 456 3.425 285 4.074
Klal2 3 0.023 6 0.086
KlalT7a 4 0.03 - -
Klalb 393 2.952 221 3.159
Klalb2al 16 0.12 10 0.143
Kla2c 2 0.015 2 0.029
Kla4 67 0.503 25 0.357
Kladal 122 0.916 99 1.415
Kladald 1 0.008 1 0.014
Klel 7 7 0.578 31 0.443
Klcld 5 0.038 2 0.029
K2 264 1.983 152 2.173
K2a3al 5 0.038 1 0.014
LO - - 5 0.071
LOa 1 0.008 1 0.014
L0Oa2 3 0.023 - -
L0d3 2 0.015 - -
L1bl 17 0.128 1 0.014
Llcld - - 2 0.029
L2 1 0.008 - -
L2al 31 0.233 15 0.214
L2ala 1 0.008 - -
L2alc 12 0.09 1 0.014
L2aln - - 2 0.029
L3 2 0.015 5 0.071
L34 2 0.015 7 0.1
L3d 1 0.008 1 0.014
L3elc 2 0.015 2 0.029
L3e’'1’k’x 7 0.053 3 0.043
M 40 0.3 3 7 0.529
M11 1 0.008 - -
M33alb 1 0.008 - -
M8a 1 0.008 - -

N 13 0.098 3 0.043
N1 18 0.135 21 0.3
Nla 2 0.015 2 0.029
Nlal 37 0.278 14 0.2
Nlalb 89 0.668 18 0.257
N1blb 114 0.856 62 0.886
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Haplogroupe Effectifs (pop1) % Effectifs (pop2) %
N2 3 0.023 - -
N9al 1 0.008 - -

R 57 0.428 35 0.5
R0Oa2b 3 0.023 1 0.014
R1 10 0.075 10 0.143
Rlala 1 0.008 - -

R2 - - 2 0.029
T 70 0.526 38 0.543
Tlal 194 1.457 119 1.701
Tlale 1 0.008 - -

T2 359 2.696 180 2.573
T2b 562 4.221 277 3.959
T2b6a 3 0.023 3 0.043
T2b7a 24 0.18 13 0.186
T2clcl 6 0.045 4 0.057
T2c1d2 1 0.008 - -
T2d1 4 0.03 5 0.071
T2g 19 0.143 12 0.172
U 586 4.401 283 4.045
Ulc 1 0.008 9 0.129
U2d2 7 0.053 3 0.043
U2e 168 1.262 66 0.943
U2elbl 13 0.098 4 0.057
U3al 85 0.638 48 0.686
U3blb 9 0.068 - -
U4bla2 12 0.09 6 0.086
U4d2 8 0.06 - -
Ubal 254 1.908 124 1.772
Ubalal 150 1.127 68 0.972
Ubala2b 6 0.045 5 0.071
Ubala2bl 3 0.023 - -
Ubalblc 10 0.075 1 0.014
Uba2ala 2 0.015 - -
U5b 425 3.192 252 3.602
Ubb2ala2 11 0.083 6 0.086
Ubb3g 7 0.053 2 0.029
U6 26 0.195 20 0.286
u7 - - 17 0.243
U8a 36 0.27 23 0.329
U8b 6 0.045 5 0.071
V3b 3 0.023 1 0.014
A% 179 1.344 98 1.401
W3al 38 0.285 22 0.314
X 6 0.045 6 0.086
X2 89 0.668 46 0.658
X2a2 1 0.008 - -
X2b7 15 0.113 9 0.129
X2b’d 110 0.826 47 0.672
X2 2 0.015 - -

X3 4 0.03 1 0.014
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I1.2  Précision de la méthode d’imputation des haplogroupes

Notre méthode d’inférence des haplogroupes a été testée sur un set de 630 séquences de
génomes mitochondriaux dont I'’haplogroupe principal est connu. Toutes ces séquences appar-
tiennent & un des haplogroupes européens et caucasiens fréquents parmi H, I, J, K, U, T, V,
W et X. De la méme maniére que pour environ 9% des individus issus de notre jeu de don-
nées expérimentales, la méthode employée n’a pas été capable d’inférer un haplogroupe pour
42 séquences, soit 6.7% des séquences testées. Ainsi, pour ces 42 séquences, les combinaisons
observées des 92 SNPs d’intérét ne sont pas retrouvées dans l'arbre de référence PhyloTree.
L’origine ethnique des individus correspondants aux séquences pour lesquelles ’haplogroupe
n’a pas pu étre imputé est présentée en Table 8.

TABLE 8 — Origine ethnique des individus dont le génome mitochondrial n’a pas pu étre
rattaché a un haplogroupe dans le jeu de séquences de test

Origine ethnique Nombre d’individus
Ameéricains, Européens, Caucasiens
Sardes et Siciliens (Italie)

Finnois (Finlande)

Andalous et Castillans (Espagne)
Arméniens

Geéorgiens

Cherkessk (Russie occidentale)
Néo-zélandais

Autres

—_
(=2}

M) — = = = Ol =] 00

Pour les 93.3% des séquences pour lesquelles 'imputation d’un haplogroupe a abouti, nous
avons analysé si la méthode utilisée avait imputé avec succés I'haplogroupe principal (Soit un
des haplogroupes parmi H, I, J, K, U, T, V, W et X). La précision de la méthode employée
a été estimée a partir de ces résultats, soit la proportion de succes de 'imputation de I'ha-
plogroupe principal pour les 630 séquences testées. Les résultats de validation de 'imputation
des haplogroupes sont présentés dans la Table 9. Pour ce jeu de données test, notre méthode a
¢été capable de retrouver 'haplogroupe référencé pour 82% des séquences testées. La précision
atteint 100% pour les séquences appartenant aux haplogroupes I, J, K, T, U, W et X. Elle est
de 70% pour les séquences appartenant a I’haplogroupe H, et tombe a 3% pour les séquences
appartenant a I’haplogroupe V. Pour les 30% des séquences H et les 97 % des séquences V pour
lesquelles la méthode n’a pas retrouvé ’haplogroupe correct, I’haplogroupe imputé était HV ou
HVT.



CHAPITRE 2. HAPLOGROUPES MITOCHONDRIAUX ET RISQUE DE CANCER DU
SEIN CHEZ DES PORTEUSES DE MUTATIONS SUR BRCA1/2 101

TABLE 9 — Résultats de 'imputation et précision de la méthode en fonction de ’haplogroupe
principal et de certaines sous-clades

Haplogroupe Nb initial Nb imputées Taux d’imputation Succés Précision
H 155 143 92% 100 70%
I 18 17 94% 17 100%
J 74 69 93% 69 100%
K 50 46 92% 46 100%
T 72 69 96% 69 100%
U 143 131 91% 131 100%
\Y% 64 62 97% 2 3%
W 42 39 93% 39 100%
X 12 12 100% 12 100%
Total 630 588 93% 485 82%
T1 24 23 96% 18 78%
Tlal 19 18 95% 18 100%
T2 48 46 96% 46 100%
Nb initial : Nombre de séquences initial pour cet haplogroupe

Nb imputées : Nombre de séquences pour lesquelles un haplogroupe a été imputé

Taux d’imputation : proportion de séquences de cet haplogroupe pour lesquelles 'imputation a abouti
Succes : Nombre de séquences pour lesquelles I’haplogroupe imputé est correct

Précision : Nombre de succes rapporté au nombre total de séquences imputées pour cet haplogroupe

I1.3 Recherche d’associations

Une fois les haplogroupes imputés pour les individus de notre étude, la détection d’asso-
ciation est effectuée avec ALTree. Pour chacune des deux populations étudiées, et pour chaque
analyse effectuée sur 'arbre évolutif complet comme sur chaque sous-clade, les p-values corri-
gées sont extraites pour chacun des 1000 rééchantilonnages effectués afin de tenir compte de
I'apparentement entre certains individus. Elles sont ensuite moyennées (voir Table 10). La seule
p-value corrigée moyenne significative au seuil o = 5% est celle obtenue pour la population des
individus porteurs d’une mutation sur BRCA2 pour la sous-clade T (notée T*).
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TABLE 10 — P-values corrigées des tests d’association obtenues avec ALTree par
population d’étude et par sous-clade, moyennées sur les 1000 rééchantilonnages

effectués
Sous-clade popl1 pop2

Full 0.8298671  0.680985
U8 0.1457532  0.6260519
0.2854815 0.0402038

J 0.7175275  0.1115694
J1 0.6214585  0.1491129
H 0.7474476  0.9302557
H1 0.2677572  0.8035485
U5 0.8293806  0.7474615
X123 0.4155115  0.6288012
Kla 0.1701149 0.1617493

Quelque soit la sous-clade testée, I’arbre utilisé comme support a la détection d’association
contient plusieurs niveaux, et plusieurs tests d’homogénéité sont donc réalisés. Seule la p-value
la plus significative est corrigée par la procédure employée. On ne sait donc pas d’emblée a quel
niveau de l'arbre de la sous-clade T la p-value significative correspond. L’arbre phylogénétique
de la sous-clade T contient 3 niveaux (Figure 36).

FIGURE 36 — Arbre phylogénétique de la sous-clade T utilisé dans la recherche
d’association avec ALTree

Clade T

| —— Niveau 1

—— Niveau 2

- = - —— Niveau 3

1 (B "3e 12dl. Helel. "T2h 12bin TIhiw ('Eial
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L’observation des p-values non-corrigées de la sous-clade T (Table 11) nous indique que la
p-value corrigée significative correspond au premier niveau de I'arbre évolutif de la sous-clade T,
c’est donc au premier niveau de l'arbre qu’une différence d’enrichissement en individus affectés
et non-affectés a été détectée.

TABLE 11 — Moyennes des p-values non-corrigées par niveau de 1’arbre
phylogénétique de la sous-clade T chez les porteurs de mutation sur BRCA2

Niveau Degrés de Liberté p-value
1 2 0.02141039
2 6 0.14355900
3 8 0.22249700

La figure 37 représente les effectifs moyens des individus affectés et non-affectés au premier
niveau de l'arbre. Ainsi, I’ensemble de ces observations suggére que la sous-clade T1al est de
maniére statistiquement significative moins enrichie en individus affectés que les sous-clades
voisines T et T2.

FIGURE 37 — Représentation et effectifs du ler niveau de I’arbre de la sous-clade T

Clade T
|
| | |
T T2* Tlal
13 / 11 217 / 148 32 /47

5% | 416% 59% | 41% 10% | 60%

T2* représente I'ensemble de la sous-clade T2. Les effectifs représentés sur fond vert corres-
pondent respectivement au nombre d’individus affectés et non-affectés, moyennés sur I’ensemble
des rééchantillonnages effectués. En dessous des effectifs sont représentés les pourcentages cor-
respondants aux effectifs.
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I1.4 Reésultats de localisation

La localisation des sites de susceptibilité les plus probables a été effectuée avec ALTree pour
la sous-clade T chez les femmes mutées sur BRCAZ2. Les indices de coévolution calculés au cours
de cette procédure sont présentés dans la Table 13. Plus l'indice de coévolution est élevé, plus
la probabilité que ce site soit impliqué dans 'association détectée l'est également. Parmi les
92 sites constituant les haplotypes, les sites numérotés 44, 57 et 72 se distinguent. La table 12
contient des informations supplémentaires sur ces trois sites.

TABLE 12 — Description des SNPs identifiés comme potentiels sites de susceptibilité par

ALTree.
. L. Indice de Alléle Alléle Fréquence de
Sit SNP Posit S
e osttion ens Coévolution Majeur Mineur [P’alléle mineur”
44 MitoT9900C 9899 T—C 0.390 T C 0.0163
57 rs41544217 11812 G—A 0.324 A G 0.0709
72 rs28359178 13708 G—A 0.318 G A 0.1106

*Fréquence calculée sur pop2

I1.5 Quantification de l'effet détecté

Nous avons estimé le risque de cancer du sein des individus T1al en comparaison a celui des
individus porteurs d’un autre haplogroupe de la sous-clade T dans la population des porteurs
de mutation sur BRCAZ2. Nous avons évalué un Hazard-Ratio de 0.54, avec pour intervalle de
confiance 0.34 - 0.87|(p-value = 0.00914). Nous avons également comparé I’haplogroupe Tlal
avec les autres haplogroupes de la sous-clade T ainsi que 1'haplogroupe H, le plus fréquent
dans la population générale européenne. Le Hazard-Ratio correspondant est de 0.62, avec pour
intervalle de confiance [0.40 - 0.98| (p-value = 0.0413).

ITI. Discussion

Dans cette étude, nous avons utilisé une méthode analytique originale basée sur la phy-
logénie, couplée des analyses d’épidémiologie moléculaire plus classiques, afin de détecter si
certains haplogroupes mitochondriaux sont différentiellement enrichis en individus affectés et
non-affectés parmi les femmes porteuses de mutations sur les géenes BRCA1 et BRCAZ2. Nous
avons réussi a imputer les haplogroupes des individus inclus dans 1’étude avec succés pour plus
de 90% d’entre eux. A I'issue de 'imputation des haplogroupes, 1'utilisation d’ALTree a permis
d’identifier la branche T1al appartenant a 'haplogroupe T comme différentiellement enrichie
en individus affectés ou non-affectés parmi les porteurs de mutation sur BRCAZ2, alors qu’au-
cune différence d’enrichissement n’a été observée parmi les porteurs de mutation sur BRCA1.
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TABLE 13 — Indices de coévolution calculés pour tous les sites non-monomorphiques
constituant les haplotypes courts de la sous-clade T

SNP n°Site Sens Indice de coévolution
ASG 20.270
Mit 12A ite 4
e o G—A -0.101
C=T -0.101
MitoC3595T  site 9
" IR (NG -0.270
MitoG3916A  site 11 G -0.270
G—A -0.101
1s1599988  site 14 O L -0.101
T-C -0.270
ASG 20.270
MitoA491 ite 1
R -0.101
1$3021087  site21 S C -0.232
QoA -0.101
MitoG5461A  site 23 0 -0.270
G—A -0.101
12208011 sitedl G -0.101
G—A -0.270
MitoT9900C  site 44 C L -0.270
T-C 0.390
ASG 20.101
MitoG10399A  site 51
" o oA -0.270
C->T -0.101
MitoT10464C  site 52
- o T—=C -0.270
rsd1544217  site 57 oG -0.101
G—A 0.324
ASG 20.270
28534 it
T MW Goa -0.101
C—=T -0.101
MitoT12706C ite 64
e e T-C -0.270
rS284TTA92  site 66 C L -0.270
T-C -0.101
MitoA13106G  site 67 - C -0.101
G—A -0.270
ASG 20.101
28604 it
rs28604589 site 69 G A 0970
128350178 site 72 0 -0.270
GoA 0.318
128357676 site 80 SO -0.270
G—A -0.101
MitoT14799C  site 84 © 1 -0.270
T-C -0.101
A—G -0.270
98357372 sit
e MO g -0.101

Plus l’indice de coévolution d’un site est élevé, plus la probabilité que ce site soit impliqué dans I’asso-
ciation détectée 'est également. Les sites en position 44, 57 et 72 dans la séquence de ’haplotype court
se démarquent : ce sont les seuls positifs.
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L’haplogroupe T représente une proportion variable de la population générale selon 'ethnie,
allant de 4% chez les Africains jusqu’a 11% en Europe de l'est et chez les Caucasiens. Dans
notre jeu de données I’ensemble de la clade T représente 9.34% des porteurs de mutation sur
BRCA1, et 9.30% des porteurs de mutation sur BRCA2. Grace a sa fonction de localisation,
ALTree a de plus identifié 3 sites de susceptibilité potentiels au sein du génome mitochondrial.

Dans cette étude, nous avons analysé dans quelle mesure la variabilité du génome mito-
chondrial modifie le risque de cancer du sein conféré par la mutation pathogéne portée sur les
génes BROA1/2. A I'heure actuelle, une large proportion de I'héritabilité du cancer du sein
reste inexpliquée?™®. Différentes méthodes existent afin d’étudier la susceptibilité génétique a
une maladie, comme les études de liaison génétiques (qui ont conduit & I'identification des génes
BRCA1 et BRCAZ2), ou les études d’association pangénomiques, plus connues sous ’acronyme
GWAS - pour Genome Wide Association Studies. Cependant, les études de liaison génétique
ne s’appliquent pas au génome mitochondrial. En outre, les puces commerciales utilisées en
GWAS pour le génotypage ne capturent pas correctement une large proportion de la variabi-
lité du génome mitochondrial. Une approche ciblée, et non pangénomique était donc requise
afin d’explorer dans quelle mesure la variabilité du génome mitochondrial influence le risque de
cancer du sein. Dans ce contexte, j’ai montré que les porteurs de mutations pathogénes dans
BRCA2 appartenant a I’haplogroupe T1lal ont 30% a 50% moins de risque de développer un
cancer du sein que ceux appartenant & d’autres haplogroupes. Si cela est validé par d’autres
études, cette nouvelle donnée représente une information significative dans le suivi clinique des
femmes porteuses de mutation, et pourrait influencer la stratégie choisie afin de gérer le risque
qu’elles développent un cancer du sein.

Trois raisons principales pourraient expliquer 'incapacité de I'algorithme utilisé a assigner
un haplogroupe pour environ 9% des individus inclus dans notre étude. Tout d’abord, connais-
sant le taux de mutation spontanée élevé du génome mitochondrial, certaines des combinaisons
de SNPs observées dans nos données ont pu apparaitre relativement récemment dans la popu-
lation générale. Les haplotypes correspondants peuvent ne pas étre encore inclus dans ’arbre
de référence PhyloTree. Deuxiémement, une seule erreur de génotypage pourrait conduire &
observer des haplotypes chimériques qui n’existent pas en réalité, bien que la qualité tres élevée
de nos données de génotypage rendent cette hypothése improbable. Enfin, I’arbre évolutif de
référence PhyloTree est basé sur une reconstruction de la phylogénie par parcimonie. Cet arbre
pourrait ne pas étre optimal au niveau de certaines clades, en particulier celles pour lesquelles
peu de séquences sont disponibles dans les bases de données publiques, comme c’est le cas pour
les haplogroupes Africains?”". En cas d’incertitude, le choix que nous avons fait d’assigner I’ha-
plotype court considéré au plus récent ancétre commun partagé par les haplogroupes présentant
tous cet haplotype court nous permet d’améliorer la puissance statistique de nos analyses sans
pour autant introduire de biais dans la démarche de détection d’association.

Afin d’estimer la précision de la méthode d’imputation des haplogroupes employée, nous
I’avons appliquée sur un jeu de 630 séquences de génomes mitochondriaux d’origine européenne
ou caucasienne dont 1’haplogroupe est connu. L’imputation par notre méthode n’a pas abouti
pour 6.7% des séquences issues de ce jeu de données (contre 9% dans nos données expérimen-
tales). D’apreés 1'observation de 'origine ethnique des 42 individus correspondants (Table 8),
une proportion importante de ces séquences est associée a des individus appartenant a des
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ethnies particuliéres telles que les Siciliens ou les Sardes, et dont la structure de la population
et la variabilité génomique sont légérement différentes de celles observées dans la population
générale de leur pays d’origine et de celles de la population européenne 4.

Pour ce jeu de données test, notre méthode a été capable de retrouver I’haplogroupe référencé
pour 83% des séquences testées. La précision atteint 100% pour les séquences appartenant
aux haplogroupes I, J, K, T, U, W et X. Elle est de 70% pour les séquences appartenant a
I’haplogroupe H, et tombe a 3% pour les séquences appartenant a 1’haplogroupe V. Pour les
30% des séquences H et les 97 % des séquences pour lesquelles la méthode n’a pas retrouvé
I’haplogroupe correct, ’haplogroupe imputé était HV ou HV7. Or ces deux haplogroupes sont
des ancétres communs aux clades H et V. Ainsi, avec les 92 SNPs a notre disposition, la méthode
utilisée n’est pas capable de distinguer correctement les clades H et V.

Nous avons également analysé plus en détail la capacité de notre méthode a inférer correc-
tement les sous-haplogroupes T1, Tlal et T2. Les résultats sont également présentés dans la
table 9. L’haplogroupe T1lal a été imputé avec succés pour 18 des 23 séquences rattachées a
I’haplogroupe T1. Les 5 autres séquences appartiennent aux haplogroupes T1a3 et T1b, deux
sous-haplogroupes observés principalement en Mésopotamie, Anatolie, Egypte, Angleterre, Al-
gérie, Grece et Inde. Pour ces 5 séquences, I'haplogroupe T a été imputé. Il n’est pas étonnant
que notre set de 92 SNPs ne réussisse pas a imputer des haplogroupes présents principalement
au Moyen-Orient, ce set de SNPs étant plutot dédié a l'identification d’haplogroupes européens.
Enfin, sur le jeu de données test, 100 % des séquences des haplogroupes T1lal et T2 ont été
imputées avec succes.

Avec uniquement 129 loci génotypés sur les 16569 bases constituant le génome mitochondrial,
il est certain que nous n’explorons pas entiérement la variabilité des haplotypes mitochondriaux.
Une caractérisation plus précise du génome mitochondrial a 1’échelle de I'individu nécessiterait
d’utiliser des méthodes d’acquisition des données différentes, telles que le séquencage a haut
débit - ou NGS pour Next Generation Sequencing. Cependant, les technologies NGS présentent
elles aussi leurs propres limites et challenges. Ainsi, du fait de la séquence de certaines régions
du génome, il est actuellement tres difficile d’aligner certains fragments d’ADN séquencés sur le
génome de référence, a cause par exemple de la forte homologie du génome mitochondrial avec
le génome nucléaire. Un important traitement bioinformatique est nécessaire afin de surmonter
ces contraintes technologiques. Enfin, méme pour un génome de seulement 16 569 paires de
bases comme celui de la mitochondrie, le séquencage de son intégralité pour plus de 20 000
individus représenterait une hausse majeure du coit de I’étude en comparison du génotypage
de 129 SNPs.

L’association mise en évidence a été détectée parmi les porteuses de mutation sur BRCA2,
mais n’a pas été observée chez les femmes mutées sur BRCAI. Cela pourrait révéler une al-
tération des mécanismes liés spécifiquement & BRCA2 dans le développement du cancer. Ces
altérations n’auraient pas ou peu d’impact pour les femmes présentant une protéine BRCA1 al-
térée et une protéine BRCA2 fonctionnelle, alors qu’elles modifierait significativement le risque
dans le cas ot BRCA2 est altérée. Il est aujourd’hui admis que les cancers associés a des mu-
tations sur BRCA1 et BRCAZ2 sont différents du point de vue phénotypique. Les deux types
de tumeurs correspondants ne présentent pas les mémes profils d’expression génique ou les
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mémes altérations du nombre de copies de génes?™. BRCA1 et BRCA2 sont toutes deux impli-
quées dans la réparation des dommages & ’ADN via la recombinaison homologue des cassures
double-brins, mais aussi des cassures simple-brin - ou SSB pour Single Strand Break, une type
de dommage a ’ADN extrémement fréquent pouvant étre occasionné par 'exposition aux es-
péces oxygénées réactives?™. Des études ont montré qu’en I'absence d'une protéine BRCA2
fonctionnelle, la réparation des cassures d’ADN par recombinaison homologue pouvait étre
compromise %281 Récemment, une étude®? a montré qu'un processus alternatif de réparation
de ’ADN par recombinaison homologue - ou aHR pour alternative Homologous Recombination-
était actif au niveau des cassures simple-brin, et que ce mécanisme était différent de celui ob-
servé au niveau des cassures double-brins. Comme un autre mécanisme de réparation appelé
SSA - pour Single Strand Annealing - dont le principe est de joindre des portions de séquences
répétées positionnées de part et d’autre de la cassure d’ADN) - ce mécanisme de réparation
alternatif est dépendant des protéines RAD51 et BRCA2. Ces protéines exercent un rétrocon-
trole négatif sur l'utilisation de ce mécanisme. La voie de réparation aHR est donc stimulée
par l'inhibition de l’expression ou de l'activité de RAD51 et BRCA2. De plus, la voie aHR
requiert la présence de la protéine BRCAL. Ainsi, la voie aHR peut étre active dans le cas ou
le processus de recombinaison homologue classique est altéré ou inactif, ce qui peut étre le cas
chez les porteurs de mutations pathogeénes sur BRCA2. De plus, la voie aHR favoriserait la
perte d’hétérozygotie, qui contribue a ’apparition de nouvelles mutations et & la tumorogénése.
Ainsi, I'usage de la voie aHR pourrait expliquer pourquoi des pertes d’hétérozygotie sont plus
fréequemment observées dans des tumeurs caractérisées par une déficience de la recombinaison
homologue, ainsi que par des altérations de BRCA1/2 dans des tumeurs de 'ovaire ou dans
des lignées cellulaires de cancer du sein et de la prostate?®3. L’association détectée concorderait
donc avec I’hypothése selon laquelle les individus Tlal seraient moins exposés que les autres
porteurs de mutations pathogénes sur BRCA2 a I'instabilité génomique liée a I'utilisation de la
voie aHR comme voie de réparation des cassures simple-brin. Cela concorderait également avec
le fait que I'on ne retrouve pas cette association chez les individus mutés sur BRCA1.

Mueller et ses collaborateurs?®* ont étudié¢ les différences fonctionnelles entre les haplo-
groupes T et H, 'haplogroupe le plus fréquent dans la population générale caucasienne. Ils ont
généré des cybrids, en combinant des cellules issues de la lignée HEK293 (une lignée de cellules
embryonnaires humaines de rein) dépourvue de leur ADN mitochondrial avec des thrombocytes
de divers haplogroupes. Les thrombocytes, également appelés plaquettes, sont des cellules san-
guines ne possédant pas de noyau, mais possédant des mitochondries dans leur cytoplasme. Les
cybrids de I'haplogroupe T ont montré de meilleurs capacités de résistance au stress oxydatif
et de survie suite a I’exposition au peroxyde d’hydrogéne que les cybrids de I'haplogroupe H.
Cependant, Amo?®°et ses collaborateurs n’ont mis en évidence aucune différence de synthése ou
de rendement bioénergétique au sein de la mitochondrie entre les cybrids des haplogroupes T
et H possédant un génome nucléaire identique. Lin'? et ses collaborateurs ont également utilisé
des cybrids pour explorer la sensibilité des mitochondries de différents haplogroupes au stress
oxydatif. Cependant, alors que ’étude de Mueller était focalisée sur les haplogroupes européens,
I’étude de Lin a montré que I’haplogroupe asiatique B4b était plus sensible au stress oxydatif in-
duit par une exposition au peroxyde d’hydrogene H,O, que le reste des haplogroupes asiatiques.
De plus, dans cette méme étude, ’haplogroupe N9b a montré de meilleurs capacités de survie
en situation de stress oxydatif. Cependant, aucun des variants constituant ’haplogroupe N9b
ne semble coincider avec ceux définissant ’haplogroupe T1al. Néanmoins, cette étude fournit
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des preuves fonctionnelles que les porteurs de I’haplogroupe T pourraient étre moins sensibles
au stress oxydatif et aux dommages & ’ADN associés, ce qui supporte I'observation que nous
avons faite d’une association inverse entre ’haplogroupe Tlal et le risque de cancer du sein
chez les porteurs de mutations sur BRCA2.

Les polymorphismes T9899C, G11812A /rs41544217, et G13708A /rs28359178 ont été iden-
tifiés par ALTree comme trois sites de susceptibilité possibles potentiellement impliqués dans
I’association détectée. G13708A est connu pour étre une mutation secondaire de la neuropathie
optique héréditaire de Leber, ou syndrome LHON. Bien que le role des mutations secondaires
dans le syndrome LHON soit controversé, G13708A pourrait étre associé a des altérations de la
chaine respiratoire mitochondriale dans le cadre de cette pathologie. De plus, G13708A a déja
été observé en tant que mutation somatique dans des tumeurs du sein, alors que ce polymor-
phisme était absent des tissus normaux adjacents et des échantillons sanguins?®*®. Une grande
proportion des mutations somatiques mitochondriales observées dans les tumeurs du sein sont
également des polymorphismes mitochondriaux connus. Cela est cohérent avec I’hypothése se-
lon laquelle les cellules tumorales sont enclines a acquérir les mémes mutations que celles ayant
été acquises par sélection adaptative lorsque les premiers hommes ont migré hors d’Afrique et
ont été confrontés a de nouveaux environnements?®”. Curieusement, le polymorphisme constitu-
tionnel G13708A a déja été montré inversement associé au risque de cancer du sein familial???,
avec un OR=0.47 (Intervalle de confiance & 95% : 0.24-0.92). L’OR que nous avons estimé a
I'aide d’un modéle de Cox afin de quantifier I’association inverse entre I’haplogroupe Tlal et
le risque de cancer du sein est tout a fait comparable : OR=0.62 (95% CI=0.40-0.95).

L’ensemble de ces données suggére que I’haplogroupe T1al modifie le risque de cancer du
sein. Des études approfondies des mécanismes biologiques sous-jacents a ’association détectée
sont requises afin de renforcer I’hypothése formulée selon laquelle le génome mitochondrial
influence le risque de cancer du sein, et spécialement chez les femmes porteuses de mutation sur
BRCAZ2. Si ce role est confirmé, alors la variabilité du génome mitochondrial pourrait devenir
un facteur a prendre en compte dans le choix de la stratégie de gestion du risque de cancer du
sein que ces femmes présentent.









Chapitre 3

Séquencage ciblé du génome mitochondrial de femmes avec

antécédents familiaux pour le cancer du sein, mais non porteuses de
mutations sur BRCA1/2

Le troisieme axe de recherche auquel je me suis intéressée pendant ma thése a consisté en
la caractérisation par séquencage des variants constitutionnels du génome mitochondrial chez
des femmes ayant des antécédents familiaux de cancer du sein, mais pour lesquelles aucune
mutation pathogene sur les génes BRCA1 et BRCAZ2 n’a été détectée.

Nous avons présenté auparavant le cancer du sein comme une maladie multifactorielle com-
plexe, influencée aussi bien par des facteurs liés au style de vie que par des facteurs génétiques.
La part génétique du risque total de cancer du sein est aujourd’hui estimée entre 5% et 7%?%7.
Comme évoqué précédemment, BRCA1 et BRCA2 sont deux des génes participant a la pré-
disposition génétique au cancer du sein. D’autres génes et variants ont également été identifiés
comme facteurs de prédisposition et comme modificateurs du risque initialement conféré par
une mutation pathogéne sur BRCA1 et BRCAZ. Les analyses de liaison génétique, les études de
type géne candidat, ainsi que les études pangénomiques ont permis de mettre en évidence des
variants génétiques expliquant environ 50% de I’héritabilité du cancer du sein. Cependant, les
études les plus récentes ayant échoué a mettre en évidence de nouveaux génes a forte pénétrance
associés au risque de cancer du sein, il est de plus probable que la part encore non expliquée du
risque de cancer du sein soit due a un effet cumulé de variants relativement fréquents a 'effet
modéré ou faible, & des variants de pénétrance moyenne mais rares2®®, et par I'effet synergique
de certains variants génomiques conjugués avec ’exposition a des facteurs environnementaux
ou liés au style de vie?®?.

L’importance du stress oxidatif et du role potentiel de la mitochondrie, et donc des variants
portés par son génome, dans 'apparition de l'instabilité génomique et dans le développement
tumoral a été souligné dans les parties précédentes. Alors que les analyses de liaison génétique
sont dédiées a I'étude de génomes diploides dans lesquels le processus de recombinaison est
actif, la mitochondrie posséde un génome haploide. D’autre part, jusqu’a présent, les puces
commerciales utilisées pour les études GWAS ne permettent pas de capturer la variabilité dans
certaines partie du génome, notamment sur le génome mitochondrial. D’autres méthodes, telles
que le séquengage ciblé mis en place dans cette étude sont donc requises afin d’explorer dans
quelle mesure la variabilité du génome mitochondrial influe sur le risque de cancer du sein.

Dans cette optique, I'étude présentée ci-aprés a été mise en place afin de caractériser la
variabilité du génome mitochondrial observée chez des individus diagnostiqués pour un cancer
du sein et présentant des antécédents familiaux, mais chez lesquels aucune mutation pathogéne
n’a été détectée sur BRCAI et BRCAZ2.

112



CHAPITRE 3. SEQUENCAGE CIBLE DU GENOME MITOCHONDRIAL AU SEIN DE
L’ETUDE GENESIS 113

I. Etude principale

1.1  Matériel
I.1 .1 L’étude GENESIS

L’étude GENESIS est une cohorte nationale de femmes francaises, coordonnée par Domi-
nique Stoppa-Lyonnet et Nadine Andrieu a I'institut Curie a Paris. Cette étude a été mise en
place afin d’identifier de nouveaux génes de susceptibilité au cancer du sein. L’étude GENE-
SIS inclut des paires de soeurs diagnostiquées pour un cancer du sein, mais testées négatives
pour les mutations pathogénes sur BRCA1/2. Elle inclut également des controles appariés non
apparentés partageant le méme environnement, ou des amies proches du cas index inclus.

I.1 .2 Sélection des échantillons

Les échantillons séquencés ont été sélectionnés parmi les cas index non apparentés inclus
dans I’étude. Les cas index ont été classés en fonction de l'agressivité de leur phénotype, en
particulier en fonction le I'age au diagnostic et de la bilatéralité de leur cancer, c’est a dire
de l'atteinte d'un seul ou des deux seins. Ces caractéristiques sont résumées pour les individus
séquenceés dans les Tables 14 et 15. Des échantillons sanguins ont été prélevés, et sont centralisés
au laboratoire de Génétique du cancer du sein au Centre de recherche en Cancérologie de Lyon
(CRCL), ou les ADNs ont été extraits.

TABLE 14 — Caractéristiques des individus séquencés

Age au 1 cancer du sein du cas index inclus * 46.1 £ 7.9
Age au 1 cancer du sein de la soeur incluse* 45.7 + 6.7
Bilatéralité du cancer pour les cas index Oui : 51.2% Non : 48.8%

* en années, moyenne =+ écart-type

I.1 .3 Séquengage du génome mitochondrial

La préparation des librairies et le séquencage ont été effectués par des collaborateurs sur la
plateforme de séquencage du Centre Léon Bérard. Des amorces correspondant a 11 amplicons
ont été congues afin de couvrir I'intégralité du génome mitochondrial. Leur spécificité contre
le génome mitochondrial a été testée, et aucune n’amplifie une région de forte homologie avec
le génome nucléaire. Les librairies de séquencage ont été préparées a l'aide des kits NEBNext
Fast DNA Fragmentation € Library Prep Set pour Ion Torrent. Les échantillons d’ADN ont été
fragmentés, la taillé ciblée étant 175 paires de bases. Les échantillons ont été multiplexés par 48 :
pour chaque run de séquengage, un code barre spécifique a chacun des 48 échantillons séquencés
dans un run est accolé aux fragments d’ADN de I’échantillon correspondant. Les librairies ont
été chargées sur des puces 316 et séquencées sur un séquenceur lon Torrent Personalized Genome
Machine, ou PGM. Un run de séquencage correspond au séquencage des échantillons déposés
sur une puce. Une puce ayant une capacité limitée, 10 runs de séquencage ont été nécessaires
pour séquencer les 436 échantillons sélectionnés.



CHAPITRE 3. SEQUENCAGE CIBLE DU GENOME MITOCHONDRIAL AU SEIN DE
L’ETUDE GENESIS 114

TABLE 15 — Catégories d’inclusion des cas index séquencés

Catégorie d’inclusion Effectifs

Cancer du sein bilatéral du cas index , diagnostiqué avant 50 ans

Cancer du sein bilatéral de la soeur, diagnostiqué avant 50 ans

Cancer du sein bilatéral du cas index , diagnostiqué avant 60 ans

Cancer du sein bilatéral de la soeur i
Cancer du sein du cas index diagnostiqué avant 60 ans 36
Cancer du sein bilatéral de la soeur

Cancer du sein bilatéral du cas index , diagnostiqué avant 50 ans 93
Cancer du sein unilatéral de la soeur, diagnostiqué avant 50 ans

Cancer du sein unilatéral du cas index, diagnostiqué avant 50 ans 93
Cancer du sein bilatéral de la soeur, diagnostiqué avant 50 ans

Cancer du sein unilatéral du cas index, diagnostiqué avant 50 ans 164
Cancer du sein unilatéral de la soeur, diagnostiqué avant 50 ans

Cancer du sein bilatéral du cas index , diagnostiqué avant 60 ans 174
Total 436

1.2 Méthodes

I.2 .1 Développement et automatisation du pipeline d’analyses bioinformatiques

J’ai mis un place un pipeline automatique afin d’analyser les données générées par chaque
run de séquencage. Les fichiers récupérés en sortie du séquenceur contiennent les séquences
nucléotidiques des fragments d’ADN séquencés - également appelés lectures ou reads - ceux-ci
étant regroupés par échantillon. L’ensemble des analyses s’effectue sur l'intégralité des reads de
chaque échantillon. L’intégralité du pipeline d’analyses mis en place est schématisé sur la figure
38. Ce pipeline d’analyse s’exécute consécutivement sur chacun des échantillons multiplexés
dans un méme run de séquengage. Lorsque l'intégralité des échantillons d’un run a été analysée,
un rapport automatique est généré au format PDF. De méme, a I'issue de 'analyse de chaque
run, la table compléte des variants détectés dans ’ensemble de I'étude sur les données de
séquencage est mise a jour.

Tout d’abord, les reads sont alignés contre la séquence de référence du génome mitochon-
drial rCRS déposée sur GenBank sous le numéro d’accession NC 012920.1 avec 'algorithme
d’alignement BWA % (v0.7.5a). Une étude complémentaire a d’autre part été réalisée afin de
déterminer quel algorithme d’alignement était le plus approprié dans le cadre de cette étude,

les résultats sont présentés en section II. du chapitre courant. La qualité des reads a été analy-
sée a laide de la suite d’outils FastQC?'(v0.10.1). Les outils Samtools*? (v0.1.19), Picard**3
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F1GURE 38 — Pipeline d’analyses mis en place détaillant chaque étape ainsi que 1’outil utilisé
pour la réaliser

Alignement - BWA

7

Controle qualité — FastQC
ﬂv?
Conversion Format — SAMTools

V

Marquage Duplicats — Picards Tools
SZ
Réalignements indels — GATK IndelRealigner
SZ
Recalibration des qualités des bases — GATK BaseRecalibrator

"\7

Appel des variants — GATK UnifiedGenotyper

N7
Annotation génomique — Ensembl VariantEffectPredictor

A4

Filtration hétérozygotes — Scripts Python & GATK SelectVariant
N\

Filtration sur biais de brin — Script Python & GATK SelectVariant
N\

Annotation Mitomap — Scripts Python

A4

Annotation des positions hautement conservées — Script Python
N\

Prédiction de lI'impact — SIFT & POLYPHEN
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(v1.96) et GATK?942% (v2.5-2) ont été utilisés pour le traitement des données apres aligne-
ment. Un premier affinage de 'alignement a été effectué avec 'outil GATK IndelRealigner en
réalignant localement les reads positionnés au niveau des insertions et des délétions détectées a
I'issue de ’alignement initial. Le score de qualité de chaque base séquencée a été recalibré avec
Ioutil GATK BaseRecalibrator, un outil permettant d’affiner les scores de qualité en prenant en
compte divers facteurs relatifs a certains parameétres du séquengage et au contexte nucléotidique
avoisinant. L’appel des variants par rapport au génome de référence, c’est a dire 'action de dé-
terminer ’ensemble des positions du génome qui d’apres les données de séquencage, présentent
des variations par rapport au génome de référence, a été effectué avec I'algorithme GATK Uni-
fiedGenotyper. Les variants détectés ont ensuite été annotés et filtrés, d’une part avec l'outil
Variant Effect Predictor d’Ensembl?%(projet international dédié¢ a I'annotation automatique
du génome humain et d’autres génome eucaryotes), et d’autre part a I'aide de scripts python
développés personnellement.

1.2 .2 Annotation et filtration des variants détectés

La méthodologie générale employée afin de détecter des variants génomiques en comparaison
d’un génome de référence est décrite ci-apreés. Comme présenté au paragraphe précédent, aprés
I’alignement initial et un potentiel réalignement dans certaines zones plus complexes telles que
celles ou des insertions/délétions ont été détectées en premier lieu, on applique un algorithme
qui effectue I'appel des variants. Il existe plusieurs algorithmes d’appel des variants qui reposent
sur différentes approches : les modéles mis en place par ces algorithmes sont complexes, et ne
seront pas détaillés ici. Cependant, le principe qui les régit est le méme : si un variant est
appelé par l'algorithme, alors c’est que d’aprés les données de séquencage, la probabilité que ce
variant soit réel est suffisamment élevée pour le considérer comme un variant potentiel. Ainsi, la
plupart des algorithmes d’appel de variants a tendance a étre trés sensible, mais peu spécifique.
Ces algorithmes fournissent donc généralement une liste de variants potentiels trés longue, dont
seulement une faible proportion existe vraiment.

Plusieurs étapes de filtration ont donc été mises en place afin d’éliminer les probables faux-
positifs. Tout d’abord, la mitochondrie ayant un génome haploide, les variants hétérozygotes
sont jugés peu fiables et filtrés. D’autre part, dans certains cas, 'existence d'un variant n’est
attestée que par des lectures s’alignant dans un seul sens sur le génome de référence ou pour les-
quelles la proportion de lectures s’alignant dans les deux sens est déséquilibrée. On appelle cela
le biais de brin. Or, ces variants sont souvent des artefacts dus a des erreurs dans I'alignement
local, ils sont donc exclus.

On annote les variants restants selon qu’ils sont déja connus ou non dans la base de données
MITOMAP. Un variant inconnu jusqu’ici peut étre indicateur de plusieurs choses : un variant
réel, bien que non-référencé, ce qui est vraisemblable s’il est peu fréquemment observé, si c’est
un SNP rare par exemple. Dans le cas ot le nouveau variant est observé fréquemment dans
I’étude, ou si ce variant est une caractéristique spécifique de la pathologie étudiée, ou (ce qui est
plus vraisemblable) si ce variant résulte d’une erreur de séquengage/d’alignement systématique.
Alinsi, savoir si un variant est connu et déja référencé dans un contexte précis peut permettre
de nuancer sa vraisemblance.
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On annote aussi les variants selon qu’ils sont ou non localisés sur des positions du génome
mitochondrial fortement conservées au cours de ’Evolution. La détermination de ces positions
a fait I'objet d'une seconde étude complémentaire présentée en partie III. du chapitre courant.
Il est utile de savoir si un variant affecte une position fortement conservée au cours de I'Evo-
lution. En effet, on s’attend & ce des mutations apparaissent au sein du génome mitochondrial,
d’autant plus que celui-ci est caractérisé par un taux de mutation élevé. Si une position est for-
tement conservée, c’est qu’une pression de sélection purifiante s’exerce a cet endroit, et que les
changements apparaissant sont contre-sélectionnés. La séquence nucléotidique & cette position
code sans doute pour des éléments structuraux ou régulateurs, protéiques ou ribonucléiques,
ayant un role important. Il est donc d’autant moins probable d’observer des polymorphismes a
cette position. Cependant, si les données sont robustes et que la mutation ou le polymorphisme
semble étre réel, alors les effets induits par ce variant peuvent étre trés dommageables.

Enfin, pour les variants détectés sur des séquences codantes, leur effet au niveau du transcrit
ou de la protéine est prédit a 'aide de deux algorithmes distincts, SIFT!'% et PolyPhen!!°. Ces
deux algorithmes de prédiction se basent sur des informations telles que la localisation précise
de la mutation, ses éventuelles répercussions directes sur la protéine comme l'induction d’un
décalage de phase, la modification de la structure 3D de la protéine, ou encore 'atteinte d’un
site actif, pour estimer la sévérité des conséquences induites par cette mutation. L’effet prédit
par SIFT peut étre « délétére » ou « bien toléré », alors que l'effet prédit par PolyPhen peut
étre « bénin », « potentiellement dommageable », ou bien « probablement dommageable ».

1.2 .3 Analyses

Une analyse du taux d’enrichissement global en variants par géne a été effectuée. Cette
analyse consiste a calculer le rapport entre le nombre de variants distincts détectés sur un géne
donné, rapporté a la longueur totale du géne. Soit :

— N, le nombre de variants distincts détectés sur un géne donné x

— I, la longueur du géne x en paires de bases

Alors pour un géne z donné, le taux d’enrichissement global r, en variants distincts par Mb

se calcule de la maniére suivante :

N,
Tg = l_ x 1000

Ce calcul a été effectué pour tous les génes portés par ’ADN mitochondrial qui ne codent
pas pour les ARNs de transfert de la mitochondrie; ces génes étant extrémement courts, le
rapport obtenu aurait été biaisé de maniére importante.

;;;;;

culé. En effet, la fréquence a laquelle chaque variant est observé dans notre étude n’entre pas
en compte dans le calcul du taux d’enrichissement global en variants distincts. Ainsi, qu'un
variant ait été observé 1 ou 100 fois parmi les 436 échantillons analysés ne change en rien le
résultat du taux d’enrichissement global calculé pour le géne considéré. C’est pourquoi le taux
d’enrichissement pondéré a été introduit.
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Soit :
— N, le nombre de variants distincts détectés sur un géne donné x
— ¢ l'indice de chacun des NV, variants détectés sur le géne x

— n; le nombre d’occurrences observées du variant ¢ parmi les 436 échantillons GENESIS
analysés

— I, la longueur du géne x en paires de bases

Alors pour un géne x donné, le taux d’enrichissement pondéré r, en variants par Mb se

calcule de la maniére suivante :

S
Ty = == % 1000
L
Ainsi, le taux d’enrichissement pondéré r,, tient compte a la fois de la variabilité observée
sur I’ensemble du géne et de la fréquence de chaque variant observé.

1.3 Reésultats

La Table 16 présente des statistiques effectuées sur les données post-séquencage. Au total, au
cours de cette étude, environ 20 millions de reads ont été séquencés, d'une longueur moyenne
de 137 bases. En moyenne, 47 000 reads environ ont été séquencés pour chaque échantillon,
sur lesquels un peu plus de 27 000 ont pu étre alignés contre le génome de référence, ce qui
correspond a un taux d’alignement moyen de 57.4%. Ce taux d’alignement est relativement
faible, mais I’étude complémentaire présentée en section II. a indiqué qu’il est plus judicieux
d’utiliser BWA plutot que TMAP pour effectuer ’alignement dans le cadre de notre étude.
BWA est certes plus stringent que TMAP, mais cette stringence garantit un alignement correct
des reads, alors que TMAP est plus permissif. Or un alignement plus fiable permet d’effectuer
I’appel des variants avec moins d’erreurs. On préfére donc avoir moins de reads alignés, mais
que I'alignement de ces reads soit de bonne qualité.

TABLE 16 — Statistiques post-séquencage

Nombre total de reads 20 514 117
Nombre de reads séquencés par échantillon® 47 051 4+ 16 657
Nombre de reads alignés par échantillon* 27 453 £ 10 704
Longueur des reads séquencés™ 137 + 55

* moyenne + écart-type

** en paires de bases, moyenne + écart-type
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La Table 17 présente la proportion du génome mitochondrial couverte a différentes profon-
deurs, en moyenne sur I’ensemble des échantillons. Ainsi, moins de 1% du génome mitochondrial
est couvert avec une profondeur inférieure a 5X. C’est a dire que pour 99% des positions consti-
tuant le génome mitochondrial, plus de 5 reads s’alignent sur celles-ci localement. De méme,
10.7 % du génome mitochondrial est couvert avec une profondeur inférieure a 50X, ce qui si-
gnifie que pour environ 90% des positions constituant le génome mitochondrial, plus de 50
reads s’alignent sur ces positions. Une profondeur de 50 X est tout a fait correcte pour effec-
tuer I'appel des variants, d’autant plus sur un génome haploide et lorsqu’on fait abstraction de
I’hétéroplasmie, situation dans laquelle on ne cherche pas a détecter les variants hétérozygotes.
La couverture observée sur le génome mitochondrial est donc suffisante, malgré le faible taux
d’alignement observé.

TABLE 17 — Couverture du génome mitochondrial aprés séquencage

Proportion du génome mitochondrial ayant une

Seuil de couverture T N
couverture < 7T

5 X 03=£19
10 X 0.8 £ 3.7
20 X 2470
50 X 10.7 + 13.3

*

en %, moyenne =+ écart-type

La Figure 39 représente la distribution de la couverture le long du génome mitochondrial
pour I'ensemble des échantillons. La couverture observée est trés variable. Certaines positions
sont couvertes a plus de 1 000 X, alors que d’autres sont trées faiblement couvertes.

La Table 18 détaille le nombre et le type des variants qui ont été détectés sur ’ensemble
des 436 échantillons GENESIS séquencés. 1 157 variants distincts passent les critéres de qualité
des filtres mis en place dans le pipeline décrit plus haut. Plus de 99% des variants détectés
sont des substitutions. Une trés grande proportion des 1 157 variants sont déja connus, mais
3% ne sont pas référencés dans MITOMAP. Plus de 80% des variants détectés sont situés sur
des geénes. Cette tendance est contraire a celle observée généralement sur le génome nucléaire,
sur lequel la proportion des variants géniques ne dépasse pas les 10% en régle générale, mais
le génome mitochondrial est une structure a part : les génes qu’il supporte sont organisés de
maniére extrémement dense. Le génome mitochondrial posséde peu de séquences intergéniques,
ce qui n’est pas sans rappeler sa probable origine bactérienne.
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FIGURE 39 — Couverture aprés alignement le long du génome mitochondrial
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Représentation de la couverture moyenne par échantillon le long du génome mitochondrial. Courbe
noire : couverture moyenne calculée sur les 436 échantillons. Surface grisée : Moyenne + écart-type de
la couverture. La couverture des positions situées sur les régions de chevauchement de deux amplicons
successifs a été divisée par 2.

TABLE 18 — Description globale des variants détectés

Total 1157 100 %
Substitutions 1147 99.1 %
Insertions 5 04%
Délétions 5 04%
Variants répertoriés sur MITOMAP 1122 97.0%
Variants non répertoriés sur MITOMAP 35  3.0%
Variants intergéniques 213 184 %
Variants géniques 944  81.6 %
Effet des substitutions situés sur des génes
Synonymes 542 46.8 %
Faux sens 240 20.7 %
Non codantes 165 14.3%
Perte d’'un codon stop 1 01%
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La Table 19 est une table de contingence des variants localisés sur des régions codant pour
des protéines, en fonction de leur impact sur la chaine d’acides aminés et la protéine globale,
prédit d’aprés les deux algorithmes de prédiction appliqués SIFT et PolyPhen. A noter que 24
variants sont prédits « déléteres » par SIF'T et « probablement dommageables » par PolyPhen.
Ces 24 variants sont décrits en détail dans la Table 20.

TABLE 19 — Prédiction de l'effet des substitutions géniques par SIFT et PolyPhen

SIFT
Toléré Déléteére
Bénin 143 39
PolyPhen Potentiellement dommageable 4 11
Probablement dommageable 11 24

La Table 21 détaille les variants qui ne sont pas référencés dans MITOMAP. Aucun de ces
variants n’a été détecté avec une haute fréquence parmi les 436 échantillons séquencés, ce qui
laisse supposer que ces variants ne sont pas des artefacts des données de séquencage. La plupart
de ceux-ci n’affectent pas des positions conservées au cours de I’'Evolution, ce qui est également
compatible avec le fait que ce soit des polymorphismes rares.

La Table 22 présente le taux d’enrichissement global en variants distincts par geéne r,, ainsi
que le taux d’enrichissement en variants par géne pondéré r,, la calcul de ces indices étant ex-
plicité dans la section Méthodes. La moyenne du taux d’enrichissement global r, est de 64.2 va-
riants/Mb. La moyenne du taux d’enrichissement pondéré r,, est de 0.44 variants.individu/Mb.
Les génes MT-CYB et MT-ATP6 présentent les valeurs du taux d’enrichissement global les plus
¢levées, 84.1 et 86.5 variants/Mb respectivement. Les valeurs les plus faibles de r, sont 35.6 et
37.2 variants/Mb, et sont respectivement observées pour les génes MT-RNR1 et MT-RNR2.
Concernant le taux d’enrichissement pondéré, la valeur la plus élevée observée est 1.07 pour le
géne MT-RNR1, suivies par les valeurs 0.92 et 0.91 pour les génes MT-ATP6 et MT-CYB. La
valeur la plus faible observée est 0.11 pour le géne MT-COZ2. La comparaison de ces deux indices
peut permettre de nuancer I’enrichissement en variants de certains génes. Par exemple, les génes
MT-COZ2 et MT-ND2 ont tous les deux des taux d’enrichissement global comparables, ayant
respectivement pour valeur 61.4 et 64.2 variants/Mb. Cependant, leurs taux d’enrichissement,
pondéré valent respectivement 0.62 et 0.11. En somme, bien que rapporté a la longueur du geéne,
un nombre comparable de variants ait été détecté sur chacun de ces deux génes, beaucoup plus
d’individus portent un variant sur le gene MT-CO2 que sur le géne MT-NDZ2.
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TABLE 20 — Description des variants prédits « délétéres » par SIFT et « probablement
dommageables » par PolyPhen

Chang. Chang.

Pos. Ref. Alt. rsID MITOMAP Nb Freq. Conservé Géne Effet
de codon d’a.a.
3388 C A Connu 1 0.0023 X MT-ND1 missense Cta/Ata L/M
6237 C A . Connu 2 0.0046 X MT-CO1 missense Ctg/Atg L/M
6489 C A 1s28461189 Connu 3 0.0069 4 MT-CO1 missense Ctc/Atc L/T
7941 A G Connu 1 0.0023 v MT-CO2 missense  aAc/aGe N/S
7964 T C Connu 1 0.0023 X MT-CO2 missense Ttc/Ctc F/L
9 G A Connu 1 0.0023 v MT-CO2 missense Gge/Age G/S
8563 A G Connu 1 0.0023 X MT-ATP6  missense Aca/Gcea T/A
8839 G A Connu 2 0.0046 v MT-ATP6  missense Gee/Acc A/T
8920 G A Connu 1 0.0023 X MT-ATP6  missense Gge/Age G/S
9010 G A Connu 1 0.0023 v MT-ATP6  missense Get/Act A/T
9448 A G Connu 1 0.0023 v MT-CO3 missense tAc/tGe Y/C
9500 C A Inconnu 1 0.0023 X MT-CO3 missense ttC/ttA F/L
9577 T C . Inconnu 1 0.0023 v MT-CO3 missense c¢Ta/cCa L/P
9903 T C 13199999390 Connu 1 0.0023 v MT-CO3 missense Ttt/Ctt F/L
11087 T C Connu 1 0.0023 v MT-ND4 missense Ttc/Ctc F/L
12634 A G Connu 3 0.0069 v MT-ND5 missense Ate/Gte I/V
12923 G T Connu 1 0.0023 X MT-ND5 missense tGa/tTa W/L
13129 C T Connu 1 0.0023 v MT-ND5 missense Cec/Tee P/S
13973 A T Connu 1 0.0023 X MT-ND5 missense cAa/cTa Q/L
14180 T C Connu 2 0.0046 X MT-ND6 missense tAt/tGt Y/C
14484 T C . Connu 2 0.0046 X MT-ND6 missense Atg/Gtg M/V
14769 A G rs28357679 Connu 2 0.0046 v MT-CYB missense aAc/aGe N/S
15218 A G rs2853506 Connu 10 0.0229 X MT-CYB missense  Aca/Gca T/A
15773 G A Connu 1 0.0023 v MT-CYB missense Gta/Ata V/M

Pos. : Position sur le génome mitochondrial

Ref. : Alléle de référence

Alt. : Allele alernatif

rsID : Identifiant dbSNP s’il existe

MITOMAP : ce variant est-il répertorié dans MITOMAP ?
Nb : Nombre d’individus porteurs de ce variant
Freq. : Fréquence de ce variant dans 1’étude
Conservé : ce variant affecte-t-il une position strictement conservée chez les eucaryotes au cours de I’Evolution ?

Géne : Geéne sur lequel se situe le variant

Effet : Effet du variant

Chang. de codon : Changement de codon provoqué par le variant

Chang. d’a.a. : Changement d’acide aminé provoqué par le variant
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TABLE 21 — Description des variants non répertoriés dans MITOMAP
Pos. Ref. Alt. rsID Conservé Effectif Géne Effet SIFT PolyPhen
393 T A X 1 - - - -
1713 A G X 1 MT-RNR2 Exon non codant - -
1807 T C X 1 MT-RNR2 Exon non codant - -
2150 T TA v 1 MT-RNR2 Exon non codant - -
2156 A AT X 1 MT-RNR2 Exon non codant - -
3385 A T X 2 MT-ND1 faux sens délétére  potentiellement dommageable
4875 C T X 1 MT-ND2 synonyme - -
9573 A G X 1 MT-TW  Exon non codant - -
5746 GA G X 1 - - - -
6113 A T X 1 MT-CO1 synonyme - -
6200 C T X 1 MT-CO1 synonyme - -
6569 C T X 1 MT-CO1 synonyme - -
6608 C T X 1 MT-CO1 synonyme - -
6812 A G X 1 MT-CO1 synonyme - -
7004 A G X 1 MT-CO1 synonyme - -
7366 C T v 1 MT-CO1 faux sens toléré bénin
8263 C T X 1 MT-CO2 synonyme - -
8465 C T X 1 MT-ATPS faux sens toléré probablement dommageable
8673 A G X 1 MT-ATP6 synonyme - -
9138 C T X 1 MT-ATP6 synonyme - -
9370 A T X 1 MT-CO3 faux sens toléré bénin
9500 C A X 1 MT-CO3 faux sens délétére  probablement dommageable
9577 T C v 1 MT-CO3 faux sens délétére  probablement dommageable
9873 C A X 1 MT-CO3 faux sens toléré probablement dommageable
9890 A G X 1 MT-CO3 synonyme - -
10030 C T X 1 MT-TG Exon non codant - -
10094 C A X 1 MT-ND3 synonyme - -
12098 C T X 1 MT-ND4 synonyme - -
12266 A G X 1 MT-TL2  Exon non codant - -
13380 C T X 1 MT-ND5 synonyme - -
13792 C T X 1 MT-NDb5 synonyme - -
13806 C T X 1 MT-NDb5 synonyme - -
15620 C T v 1 MT-CYB faux sens délétére potentiellement dommageable
16229 T A X 1 - - - -
16454 C T X 1 - - - -

Pos. :

Ref. :

Alt. :

rsID :
Conservé :
Géne :
Effet :
SIFT :
PolyPhen :

Position sur le génome mitochondrial
Allele de référence

Allele alernatif

Identifiant dbSNP s’il existe

ce variant affecte-t-il une position strictement conservée chez les eucaryotes au cours de 1’Evolution ?

Geéne sur lequel se situe le variant
Effet du variant
Prédiction de I'impact du variant par SIFT

Prédiction de 'impact du variant par PolyPhen
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TABLE 22 — Distribution des variants détectés et enrichissement global en variants distincts
par géne mitochondrial

Longueur Nb

Geéne Coordonnées Type (en pb)  Variants Tg Tw
MT-TF 574-645 ARNt-mt 72 3 - -
MT-RNR1 645-1599 ARNr-mt 955 34 35,6 1.07
MT-TV 1599-1668 ARNt-mt 70 1 - -
MT-RNR2  1668-3228 ARNr-mt 1561 57 372 0.64
MT-TL1 3228-3303 ARNt-mt 76 1 - -
MT-ND1 3305-4261 Protéique 957 58 60.6 0.27
MT-TI 4261-4330 ARNt-mt 70 3 - -
MT-TQ 4327-4399 ARNt-mt 73 3 - -
MT-TM 4400-4468 ARNt-mt 69 2 - -
MT-ND2 4468-5510 Protéique 1043 64 614 0.62
MT-TW 5510-5578 ARNt-mt 69 5 - -
MT-TA 5585-5654 ARNt-mt 70 6 - -
MT-TN 5655-5728 ARNt-mt 74 0 - -
MT-TC 5759-5825 ARNt-mt 67 5 - -
MT-TY 5824-5890 ARNt-mt 67 0 - -
MT-CO1 5902-7444 Protéique 1543 98 63.5 0.29
MT-TS1 7444-7513 ARNt-mt 70 2 - -
MT-TD 7516-7584 ARNt-mt 69 4 - -
MT-CO2 7584-8268 Protéique 685 44 642 0.11
MT-TK 8293-8363 ARNt-mt 71 3 - -
MT-ATP8  8364-8571 Protéique 208 15 721 0.12
MT-ATP6  8525-9206 Protéique 682 59 86.5 0.92
MT-CO3 9205-9989 Protéique 785 60 76.4 0.23
MT-TG 9989-10057 ARNt-mt 69 T - -
MT-ND3 10057-10403 Protéique 347 24 69.2 0.30
MT-TR 10403-10468 ARNt-mt 66 3 - -
MT-ND4L  10468-10765 Protéique 298 20 67.1 0.23
MT-ND4 10758-12136 Protéique 1379 85 61.6 0.46
MT-TH 12136-12205 ARNt-mt 70 3 - -
MT-TS2 12205-12264 ARNt-mt 60 1 - -
MT-TL2 12264-12335 ARNt-mt 72 2 - -
MT-ND5 12335-14147 Protéique 1813 134 739 0.27
MT-ND6 14147-14672 Protéique 526 26 494 0.24
MT-TE 14672-14741 ARNt-mt 70 4 - -
MT-CYB  14745-15886 Protéique 1142 96 84.1 091
MT-TT 15886-15952 ARNt-mt 67 14 - -
MT-TP 15954-16022 ARNt-mt 69 2 - -

ry : Enrichissement global (en variants/Mb)

ry : Enrichissement pondéré (en variants.individu/Mb)
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1.4 Discussion

Dans cette étude, j’ai effectué une caractérisation précise de la variabilité du génome mito-
chondrial chez 436 femmes diagnostiquées pour un cancer du sein, ayant une histoire familiale
de cancer du sein, mais testées négatives pour les mutations pathogénes identifiées sur BRCA 1
et BRCAZ2. Ces femmes ont été sélectionnées d’aprés la précocité et la sévérité de leur cancer.

Le séquengage du génome mitochondrial des femmes inclues dans I'étude a été réalisé avec la
technologie Ion Torrent. Bien que le profil de couverture ne soit pas homogéne le long du génome
mitochondrial, ce profil est robuste dans les 10 runs de séquencage indépendants effectués dans
cette étude. De plus, nous avons une profondeur moyenne supérieure a 50 X pour plus de 90%
du génome mitochondrial. Ce profil de couverture ne peut pas étre expliqué par les bornes des
amplicons utilisés, potentiellement amplifiés de maniére différente les uns des autres, ce qui
pourrait conduire & des différences de couverture sur des segments du génome mitochondrial.
Le taux de GC local ne permet pas non plus d’expliquer ce profil de couverture, tout du moins
de maniére linéaire. En effet, un test de corrélation de Pearson a été effectué entre la couverture
observée et le taux de GC local calculé sur une fenétre glissante de 100 paires de bases par pas
de 50 paires de bases le long du génome mitochondrial. On observe une corrélation significative
(p-value = 1.1.10713), mais avec un coefficient de corrélation faible : r» = 0.058, intervalle
de confiance a 95% : [0.043 - 0.073]. La corrélation observée explique donc r* < 0.003, soit
moins de 1% de la variabilité des données observées. Un modéle de régression quadratique n’a
pas donné de meilleurs résultats. De plus, le génome mitochondrial présente peu de régions
répétées, régions sur lesquelles les reads ne s’alignent généralement pas ou mal. Ce facteur ne
peut pas non plus étre responsable du profil de couverture observé.

Un article datant de Décembre 2011%°7, accessible par ce lien, et s’intitulant fon Torrent
Sequencing on Humans a été publié sur le blog consacré a la Bioinformatique Biolektures. Cet
article commente la publication par Life Technologies - la firme propriétaire de la technologie
Ion Torrent - des données de séquencage humain issues de 2 runs tests (C18-99 et C24-141).
Ce séquencage a été effectué sur une puce 318 a partir de 'ADN constitutionnel issu d’un
échantillon sanguin d’un individu sain. L.’auteur commente les résultats obtenus, en se focalisant
sur le génome mitochondrial, et illustre notamment son article a I’aide du profil de couverture
obtenu aprés séquencage et alignement avec BWA. Afin de mieux visualiser leurs similitudes et
leurs différences, les profils de couverture obtenus pour chacun des 2 runs de séquengage et le
profil de couverture global obtenu dans notre étude ont été juxtaposés, le résultat est présenté
en Figure 40.

Plusieurs commentaires se dégagent de ’observation de la figure 40. Tout d’abord, la variabi-
lité observée entre les courbes bleue et rouge est faible, ce qui signifie que le profil de couverture
obtenu est robuste entre plusieurs runs de séquengage effectués dans les mémes conditions, ce
que nous observons également dans notre étude entre les 10 runs effectués. D’autre part, bien
que les variations d’amplitude ne soient pas exactement similaires, les profils de couverture
obtenus pour les deux expériences de séquencage se ressemblent énormément : les régions fai-
blement couvertes sont localisées au méme endroit, et les courbes suivent quasiment les mémes
variations. Les kits utilisés pour la fragmentation de I’ADN et la préparation des librairies ne
sont pas les mémes. De plus, le séquengage du génome mitochondrial sur d’autres plateformes
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FIGURE 40 — Juxtaposition des profils de couverture obtenus pour les runs test publiés par
Life Technologies et dans notre étude

) 5 000 10 000 15 000

Juxtaposition des profils de couverture provenant d’une part de l'article de blog présenté, et d’autre
part des données de séquencage obtenues dans le cadre de ’étude GENESIS. La courbe noire est la
couverture moyenne pour les 436 échantillons de GENESIS. Les courbes rouge et bleue correspondent
aux couvertures obtenues pour les deux runs de séquengage commentés dans ’article. Afin de mieux
visualiser les courbes de maniére distincte, 1’échelle des ordonnées est indépendante pour les deux
expériences. Les courbes sont cependant correctement alignées sur I’échelle des abscisses.

de séquencage ne donne pas un profil de couverture similaire?”®. A la vue de ces éléments, le
profil de couverture observé semble donc étre plateforme-séquence dépendant. Ainsi, le profil
de couverture des données de séquencage du génome mitochondrial effectué sur une plateforme
Ion Torrent sera vraisemblablement toujours similaire aux profils représentés sur la figure 40.

1157 variants ont été identifiés en comparaison de la séquence de référence du génome mito-
chondrial rCRS. Tous les variants fréquents, c’est a dire ayant été observés avec une fréquence
supérieure a 5% dans l’étude, sont des variants déja connus, et référencés dans la base de
données MITOMAP. La majorité de ces variants sont des polymorphismes communs du gé-
nome mitochondrial. Cependant, certains de ces variants ont déja été associés avec une hausse
du risque de cancer du sein®?® : rs3937033 ou T16519C est observé dans 309 des 436 échan-
tillons inclus dans 'étude, soit 70%, rs2853826 ou A10398 dans 72 échantillons, soit 16%, et
rs200191755 ou G9055A dans 40 échantillons, soit 9%. rs62581341 ou T16362C a été observé
dans 13 échantillons; ce SNP a auparavant été spécifiquement associé avec le risque de cancer
du sein familial®%.

Parmi les 35 variants, dont 3 insertions-délétions, qui ne sont pas référencées dans MITO-
MAP, aucun n’a été observé chez plus de 3 individus parmi les 436 inclus. A Iexamen visuel
des données de séquencage aprés alignement, aucun élément ne laisse supposer que ces variants
seraient des faux-positifs. Ces variants pourraient tout a fait étre des variants rares ou des mu-
tations privées (mutations apparues récemment et peu répandues dans la population générale,
observées dans quelques familles uniquement). 4 de ces variants sont prédits comme délétéres
par SIFT et probablement dommageables par PolyPhen. D’autres part, ces variants ne sont
référencés dans aucune publication scientifique.

24 variants sont prédits comme & la fois « déléteres » par SIFT et « probablement dom-
mageables » par PolyPhen. Parmi eux, aucun n’a été observé dans plus de 3 échantillons, a
I’exception du polymorphisme rs2853506 ou A15218G, qui a été observé chez 10 individus,
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soit 2% des échantillons séquencés. Ce polymorphisme a déja été associé avec 1'épileptogéneése
(développement progressif des symptomes associés a 1’épilepsie) %’ mais n’a jamais été évoqué
directement dans le cadre du cancer du sein. Ce polymorphisme est situé sur le gegne MT7-CYB
codant pour le cytochrome B. Avec le cytochrome cl et la protéine Rieske, le cytochrome est
I'une des trois sous-unités formant le complexe I1I de la chaine respiratoire. Certaines altérations
de ce complexe ont été directement liées & la modification de ses capacités catalytiques3°.

Pour chacun des génes mitochondriaux autres que ceux codant pour des ARNs de transfert,
I'enrichissement global en variants distincts 7, et I'enrichissement en variants pondéré r,, ont
été calculés. Alors que la moyenne de I'enrichissement global r, est de 64.2 variants/Mb, deux
genes se distinguent avec des valeurs nettement inférieures aux autres : MT-RNR1 et MT-
RNRZ2, avec des valeurs de 35.6 et 37.2 variants/Mb. Ces deux génes codent respectivement
pour les sous-unités 12S et 16S des ARNs ribosomiques, des composants structuraux de la
petite et de la grande sous-unité des mitoribosomes. A I'instar des ribosomes cytoplasmiques,
les mitoribosomes sont nécessaires a I’assemblage des polypeptides de la mitochondrie. Etant
donné leur role structurel essentiel, il n’est pas surprenant de constater que ces génes sont plus
conservés que les autres génes mitochondriaux. De plus, deux génes codant pour des protéines se
distinguent par un taux d’enrichissement global légérement supérieur a celui des autres génes :
MT-ATPG6 et MT-CYB avec un taux d’enrichissement respectif de 86.5 et 84.1 variants/Mb. Un
test de Shapiro ayant permis de vérifier que la distribution des valeurs du taux d’enrichissement
global pour I'’ensemble des génes codants suit bien une loi normale, les valeurs de ces deux génes
se situent respectivement au niveau des 93°™¢ et 91°™¢ percentiles de la distribution observée. Ces
deux génes sont de méme caractérisés par un taux d’enrichissement pondéré élevé, puisqu’ils ont
deux des valeurs les plus élevées (0.92 et 0.91 variants.individu/Mb). Le maximum observé pour
le taux d’enrichissement pondéré est de 1.07 pour le géne MT-RNR1. Or, ce géne est parmi les
plus conservés puisqu’il présente un taux d’enrichissement global de 35.6 variants/Mb. Cette
valeur s’explique par le fait que le génome de référence utilisé provient d’un individu ayant
réellement existé, et ayant lui-méme porté des polymorphismes, dont deux polymorphismes
rares sur MT-RNR1. Ainsi, la majeure partie de la population générale, et environ 98% des
individus de notre étude porte ’alléle fréquent de ces SNPs, mais c’est 1’alléle rare qui est inclus
dans la séquence de référence rCRS. A ces positions, un variant est donc détecté pour 98% des
échantillons, ce qui augmente fortement la valeur de r,, pour ce géne.

Alors que la technologie Ton Torrent est connue pour étre trés fiable pour détecter les substi-
tutions, la fiabilité de détection des insertions/délétions est encore sujet a débat. Il apparaitrait
qu'une importante proportion des indels détectées a partir de données générées par Ion Torrent
soient des faux-positifs3°?3%, Dans notre étude, seulement 10 des 111 indels initialement dé-
tectées ont passé les filtres imposés avec sucees. 93% des indels ne passant pas les filtres ont été
rejetées dans au moins un échantillon car elles présentaient une répartition déséquilibrée des
lectures attestant de leur présence sur les deux brins d’ADN, avec moins de 10% de ces reads sur
I'un des deux brins (biais de brin). Ce type de biais a déja été mis en évidence sur des données
issues d'un séquenceur Ion Torrent de maniére spécifique, notamment pour les délétions®®3. En
outre, parmi nos résultats, 8 des 10 délétions passant les critéres de qualité sont situées sur
des régions homopolymeériques, ce qui les rend moins vraisemblables. Seules les 2 délétions res-
tantes semblent étre réellement fiables a I'issue d’un examen visuel des données avec un logiciel
de type IGV395:3% T4 technologie Ion Torrent est en effet connue pour étre sujette aux erreurs
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de séquencage au niveau des homopolymeéres de taille supérieure a 3, l'incertitude de mesure
de la variation de pH lors de la polymérisation de plusieurs nucléotides consécutifs conduisant
4 une mésestimation de la taille de I’homopolymére associé¢. Loman et ses collaborateurs3%”
ont ainsi estimé le taux d’erreurs d’indels associé¢ aux homopolymeéres a 1.5 pour 100 paires
de bases. De meilleurs résultats concernant I'appel des variants sont généralement obtenus a
partir de données de séquencage Ion Torrent en utilisant un algorithme d’alignement basé sur
lalgorithme BWT - Burrows- Wheeler Transform -, un algorithme d’alignement sur lequel est
basé BWA (I'algorithme d’alignement utilisé dans cette étude) ou encore l'algorithme inclus
dans la suite d’analyse NextGene (SoftGenetics, State College, PA, USA)3%8.

Filtrer les variants non-homozygotes nous permet d’obtenir une liste restreinte de variants
probables en ayant éliminé une large proportion de faux-positifs générés par le bruit introduit
dans les données par le séquencage Ion Torrent. Cependant, ce faisant on choisit de ne pas tenir
compte de la potentielle hétéroplasmie sous-jacente, ni des éventuelles mutations somatiques
présentes dans les échantillons sanguins analysés, mais plutot de se concentrer sur I’analyse des
variants majoritaires. Cela étant dit, I’étude de I’hétéroplasmie sur des échantillons sanguins
ne semble pas extrémement pertinente dans le cadre de I'analyse du risque de cancer du sein.
Il aurait été plus légitime de vouloir étudier 'existence d'un certain degré d’hétéroplasmie au
sein des tissus mammaires.

L’objectif de cette étude est d’identifier de potentiels variants pathologiques au sein du
génome mitochondrial qui, du fait de leur localisation, auraient été manqués par les techno-
logies classiques de détection, et ce chez des femmes présentant une forte histoire familiale de
cancer du sein ne portant pas de mutation pathogéne sur BRCAI ou BRCAZ2. Etant donné
les faibles performances des études de liaison familiale et des études pangénomiques sur le gé-
nome mitochondrial, une approche ciblée était nécessaire. Nous avons identifié 1 157 variants,
dont certains ont déja été associés au risque de cancer du sein auparavant. Cependant, nous
n’avons pas identifié de profil génomique pathogéne flagrant chez ces 436 femmes inclues dans
notre étude. Il est donc peu probable que les mutations observées sur le génome mitochondrial
permettent d’expliquer I'excés de risque de cancer du sein que ces femmes présentent.

Identifier et comprendre la part manquante de I'héritabilité du cancer du sein nécessite
aujourd’hui de mettre au point de nouvelles approches. Les technologies les plus récentes dé-
veloppées peuvent aider & atteindre cet objectif, et le séquencage a haut débit en est une des
plus prometteuses. De nouveaux consortiums émergent et permettent de mutualiser les efforts
effectués et les capacités, a 'instar de COMPLEXO, dont I'objectif est d’identifier I'héritabilité
manquante du risque de cancer du sein en explorant méticuleusement ’exome humain par des
approches de séquencage a haut-débit 2%,
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II. Etude complémentaire 1 : comparaison des
performances de deux algorithmes d’alignement

II.1  Objectifs

Une étude complémentaire au travail présenté ici a été réalisée afin de déterminer quel al-
gorithme était le plus plus adapté pour 'alignement des reads issus du séquengage du génome
mitochondrial par Ton Torrent. En effet, I'algorithme BWA est un algorithme robuste, ayant
fait ses preuves, et en constante amélioration. Cependant, il a été initialement congu pour 'ali-
gnement de données de séquencage issues de la plateforme Illumina, et non Ion Torrent. Ces
deux plateformes ne sont pas basées sur le méme principe de séquencage, la premiére détectant
les variations de fluorescence suite a l'incorporation d’'un nucléotide, alors que 'autre détecte
des variations de pH. Or, des technologies différentes peuvent induire des biais de séquencage
différents, et ces biais peuvent influencer I'alignement. Par exemple, une des faiblesses de la
technologie d’Ton Torrent est la détection du nombre exact de bases constituant un homopo-
lymére, soit une séquence constituée de répétitions de la méme base azotée. Par exemple, la
séquence suivante CTGAAAAAGA contient un homopolymeére formé d’une répétition de A.
Lorsque la portion d’ADN séquencée contient une répétition d’'une méme base, la technologie
Ion Torrent ne détectera qu’un seul pic de variation de pH pour I’ensemble de 'homopolymeére,
alors que la technologie d’lIllumina, détectera un signal par nucléotide. Ion Torrent est donc
beaucoup moins précis qu’'lllumina pour déterminer quel nombre exact de nucléotides contient
I’homopolymeére. De type de biais peut avoir un impact sur 'alignement, et donc au bout du
processus, sur la liste des variants détectés. C’est pourquoi Ion Torrent a mis au point son
propre algorithme d’alignement, appelé TMAP, qui est disponible publiquement. L’objectif de
cette étude complémentaire est de déterminer lequel des deux algorithmes d’alignement BWA
et TMAP est le plus approprié afin d’analyser nos données.

II.2  Principe

Afin d’atteindre cet objectif, j’ai comparé la liste des variants détectés par séquencage lon
Torrent en utilisant I'un ou I'autre des deux algorithmes d’alignement évoqués (BWA ou TMAP)
avec les résultats obtenus sur les mémes échantillons avec la méthode de séquencage la plus fiable
a I'heure actuelle, le séquengage Sanger (Figure 41).

Le génome mitochondrial de deux individus a été séquencé par séquencage Sanger au sein
de T’équipe. Les analyses de ces données de séquencage Sanger ont été effectuées a l'aide du
logiciel SeqScape, et une liste de variants par rapport au génome de référence a été établie pour
le génome mitochondrial de ces deux individus. Les pics de fluorescence de chacun des variants
détectés par SeqScape ont été vérifiés visuellement. On considére par la suite que ces variants
sont réels et représentent la réalité.

Le génome de ces deux individus a d’autre part été séquencé par Ion Torrent, selon le
protocole décrit précédemment. Les reads ont ensuite été alignés avec les deux algorithmes
d’alignement de maniére indépendante. La suite du pipeline d’analyse (réalignement local autour
des insertions/délétions, appel des variants, filtrage) décrit en section 1.2 .1 a été appliquée de
maniére strictement identique par la suite.
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FIGURE 41 — Démarche mise en place : comparaison des résultats obtenus avec BWA et
TMAP avec ceux issus du séquengage Sanger
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I11.3 Reésultats

Les résultats de 'appel des variants sont présentés dans la Table 23.

TABLE 23 — Effectif des variants détectés selon 'algorithme d’alignement utilisé

Total SNPs Insertions Délétions

Individu 1

Sanger 27 24 2

IonTorrent + BWA 25 24

IonTorrent + TMAP 25 24 1 0
Indwidu 2

Sanger 36 33 1

IonTorrent + BWA 34 33 1 0

IonTorrent + TMAP 32 32 0 0

Individu 1 Les variants détectés par le pipeline d’analyse utilisant BWA ou TMAP a partir
des données de séquencage Ion Torrent sont strictement identiques : 24 SNPs, 1 insertion,
0 délétion. Ces 25 variants détectés par séquencage Ion Torrent figurent bien parmi les 27
variants détectés en Sanger. Ces résultats ne nous permettent pas de discriminer I'un ou 'autre
des algorithmes.

Les performances du pipeline d’analyse utilisant BWA ou TMAP peuvent étre qualifiées par
leur sensibilité et spécificité, en prenant comme référence les résultats du séquencage Sanger. Le
logiciel utilisé pour effectuer 'appel des variants, GATK- UnifiedGenotyper, construit a chaque
position du génome analysé un modéle de vraisemblance. On considére donc comme vraie
I’hypothése selon laquelle 'appel d’un variant est effectué de maniére indépendante de ’appel
des autres variants.

En réalité, a cause de contraintes techniques, seules 14 943 positions sur les 16 569 positions
constituant le génome mitochondrial ont effectivement été séquencées a la fois en Sanger et
par Ion Torrent. Sur cette base, on peut alors travailler sur la table de contingence des vrais
positifs (VP), faux positifs (FP), vrais négatifs (VN) et faux négatifs (FN) pour chacun des
deux algorithme d’alignement utilisés.

TABLE 24 — Table de contingence des événements détectés pour BWA et TMAP

Mapper VP FP VN FN
BWA 25 0 14916 2
TMAP 25 0 14916 2
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La sensibilité d’une méthode correspond a la probabilité de conclure & un vrai positif, c’est
a dire a la probabilité de conclure qu'un variant existe sachant qu’il existe réellement. Elle se
calcule de la maniére suivante :

VP
~ VP+FN

sen

La spécificité d’'une méthode correspond a la probabilité de conclure a un vrai négatif, c’est
a dire la probabilité de conclure qu’un variant n’existe pas sachant qu’il n’existe effectivement
pas en réalité. Elle se calcule de la maniére suivante :

VN

PCEUNYEP

On obtient donc pour chacun des deux logiciels d’alignement une sensibilité de 0.962 et une
spécificité de 1 (Table 25).

TABLE 25 — Sensibilité et spécificité de la méthode d’analyse pour 'individu 1

Algorithme Sensibilité Spécificité
BWA 0.962 1.00
TMAP 0.962 1.00

En conclusion, I'analyse des données de ce premier individu ne permet pas de conclure quant
a 'algorithme d’alignement le plus approprié.

Les deux variants détectés uniquement en Sanger et manqués en lon Torrent sont respective-
ment une délétion d’une base A en position 11190 du génome mitochondrial, notée 11190delA,
et une insertion d’une base G en position 15049 du génome mitochondrial, notée 15049insG. La
visualisation détaillée des pics de fluorescence du séquencgage Sanger et du résultat de 'aligne-
ment avec BWA et TMAP sont présentées en Figures 42 et 43.

Pour le variant 15049insG, bien que sur la figure 43 un pic noir correspondant & une base G
soit visible & cette position, la saturation de la fluorescence correspondant aux bases voisines C
pourrait laisser penser que ce variant est un faux positif. Cependant, la visualisation des pics
de fluorescence pour le variant 11190delA montre clairement un seul pic vert correspondant &
la base A, alors que deux A successifs sont présents dans la séquence de référence. A contrario,
la visualisation de I'alignement des reads par BWA ou TMAP ne montre aucune divergence des
reads par rapport au génome de référence. Aucun élément n’explique cette différence dans les
données au niveau de la position 11 190.
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FIGURE 42 — Visualisation des pics de fluorescence obtenus par Sanger et de 1’alignement

des reads obtenus par séquencage Ion Torrent avec BWA et TMAP pour I'individu 1
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(b) Alignement des reads avec BWA et TMAP
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(a) La séquence du génome de référence est représentée sur fond bleu. La position 11190 est encadrée en noir.
La séquence obtenue par séquengage est celle représentée tout en haut de la figure (Summary). Les pics de
fluorescence et les bases correspondantes sont représentés avec leur couleur respective. Alors que deux A sont
présents dans la séquence de référence, on observe effectivement un seul pic vert correspondant a un seul A pour

cet échantillon.

(b) Visualisation sous IGV (Integrative Genome Viewer) du résultat de l'alignement des reads de séquencage
par BWA (panel du haut) et TMAP (panel du bas). Les bandes horizontales rouges et bleues représentent
des reads alignés respectivement selon l'orientation sens et anti-sens sur le génome de référence. Seules les
bases divergentes par rapport au génome de référence sont explicitement indiquées. A cette position, les reads
s’alignent parfaitement sur le génome de référence, quelque soit I’algorithme d’alignement utilisé.
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FIGURE 43 — Visualisation des pics de fluorescence obtenus par Sanger et de 1’alignement
des reads obtenus par séquencage Ion Torrent avec BWA et TMAP pour I'individu 1 a la

position 15 049
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(b) Alignement des reads avec BWA et TMAP

(a) La séquence du génome de référence est représentée sur fond bleu. La position 11 190 est encadrée en noir.
La séquence obtenue par séquengage est celle représentée tout en haut de la figure (Summary). Les pics de
fluorescence et les bases correspondantes sont représentés avec leur couleur respective. Bien que la fluorescence
des C soit saturée a cette position, le pic G (en noir) se distingue clairement. Cependant, il est possible que ce
variant soit le résultat d’un artefact de fluorescence.

(b) Visualisation sous IGV (Integrative Genome Viewer) du résultat de l'alignement des reads de séquencage
par BWA (panel du haut) et TMAP (panel du bas). Les bandes horizontales rouges et bleues représentent
des reads alignés respectivement selon l'orientation sens et anti-sens sur le génome de référence. Seules les
bases divergentes par rapport au génome de référence sont explicitement indiquées. A cette position, les reads
s’alignent parfaitement sur le génome de référence, quelque soit ’algorithme d’alignement utilisé.
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Individu 2 Sur les 36 variants détectés en Sanger, 34 de ces variants ont été détectés dans
les données Ton Torrent alignées avec BWA, alors que 32 'ont été avec alignement par TMAP.
Ces deux algorithmes ont respectivement détecté 33 et 32 SNPs sur les 33 détectés par Sanger.
Contrairement au pipeline utilisant TMAP, celui utilisant BWA a réussi a identifier I'insertion
détectée par Sanger. De la méme maniére que pour l'individu 1, la table de contingence des
Vrais Positifs (VP), Faux Positifs (FP), Vrais Négatifs (VN) et Faux Négatifs (FN) (Table
26) nous permet de calculer la sensibilité et la spécificité de la méthode d’analyse appliquée
avec chacun des deux algorithmes d’alignement (Table 27). Pour cet échantillon, seules 15 081
positions ont effectivement été séquencées a la fois par Sanger et Ion Torrent. On obtient pour
les deux méthodes d’alignement une spécificité identique égale & 1; pour TMAP une sensibilité
égale a 0.889 et pour BWA une valeur de 0.944.

TABLE 26 — Table de contingence des événements détectés pour BWA et TMAP

Mapper VP FP VN FN
BWA 34 0 15045 2
TMAP 32 0 15045 4

TABLE 27 — Sensibilité et spécificité de la méthode d’analyse pour I'individu 2

Algorithme Sensibilité Spécificité
BWA 0.944 1.00
TMAP 0.889 1.00

Ainsi, d’aprés la comparaison de la performance des algorithmes d’alignement sur ce second
échantillon, BWA a une meilleure sensibilité que TMAP. De plus, BWA a été capable de détecter
correctement une insertion, contrairement a TMAP.

2 variants observés en Sanger n’ont pas été détectés par le pipeline utilisant BWA : une
délétion d’une base a en position 1 165, notée 1165delA, et la méme délétion que pour I'individu
1 notée, 11190delA. Les visualisations détaillées des profils de fluorescence et d’alignement avec
BWA sont présentés dans les figures 44 et 45. Pour ces deux délétions, les profils de fluorescence
sont trés nets. Cependant, rien dans les données de séquencage Ion Torrent ne laisse supposer
I'existence de ces deux délétions.
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FIGURE 44 — Visualisation des pics de fluorescence obtenus par Sanger et de 1’alignement
des reads obtenus par séquencage lon Torrent avec BWA pour l'individu 2 & la position 1 165
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(b) Alignement des reads avec BWA

(a) La séquence du génome de référence est représentée sur fond bleu. La position 1 165 est encadrée en noir.
La séquence obtenue par séquencage est celle représentée tout en haut de la figure. Les pics de fluorescence et
les bases correspondantes sont représentés avec leur couleur respective. Alors que trois A sont présents dans la
séquence de référence, on observe effectivement deux pics verts correspondant & deux A pour cet échantillon.
(b) Visualisation sous IGV (Integrative Genome Viewer) du résultat de 1’alignement des reads de séquengage par
BWA. Les bandes horizontales rouges et bleues représentent des reads alignés respectivement selon 'orientation
sens et anti-sens sur le génome de référence. Seules les bases divergentes par rapport au génome de référence
sont explicitement indiquées. A cette position, les reads s’alignent parfaitement sur le génome de référence, et
aucune délétion n’est détectée.
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FIGURE 45 — Visualisation des pics de fluorescence obtenus par Sanger et de 1’alignement
des reads obtenus par séquencage Ion Torrent avec BWA pour 'individu 2 & la position 11 190
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(b) Alignement des reads avec BWA

(a) La séquence du génome de référence est représentée sur fond bleu. La position 11 190 est encadrée en noir.
La séquence obtenue par séquengage est celle représentée tout en haut de la figure (Summary). Les pics de
fluorescence et les bases correspondantes sont représentés avec leur couleur respective. Alors que deux A sont
présents dans la séquence de référence, on observe effectivement un seul pic vert correspondant & un seul A pour

cet échantillon.

(b) Visualisation sous IGV (Integrative Genome Viewer) du résultat de l’alignement des reads de séquengage par
BWA. Les bandes horizontales rouges et bleues représentent des reads alignés respectivement selon 'orientation
sens et anti-sens sur le génome de référence. Seules les bases divergentes par rapport au génome de référence sont
explicitement indiquées. A cette position, les reads s’alignent parfaitement sur le génome de référence, quelque

soit algorithme d’alignement utilisé.
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En conclusion, la méthode de séquencgage Sanger reste la méthode de référence pour son
exactitude en séquencage, bien que son rendement soit beaucoup plus faible, sans commune
mesure avec celui d’Ion Torrent. Les données de séquencage Ion Torrent, quel que soit le pipeline
d’analyse qui leur est appliqué, ne permettent pas encore d’atteindre le méme niveau de précision
pour 'appel des variants. L’analyse des données de séquencage du génome mitochondrial de
I'individu 1 a fourni des résultats qui ne nous permettent pas de conclure. Cependant, d’aprés les
résultats de 'analyse de ces méme données pour I'individu 2, BWA semblerait plus sensible que
TMAP (sensibilités respectivement égales a 0.94 et 0.89) pour détecter les variants du génome
mitochondrial. De plus, la spécificité des deux méthodes testées a été estimée a 1 : aucun
faux-positif n’a été détecté. Cette étude complémentaire justifie donc le choix de BWA comme
algorithme d’alignement pour I’étude des données de séquencage mitochondrial effectuée au sein
de la cohorte GENESIS. Afin de confirmer la tendance détectée ici, une étude plus importante
serait nécessaire, afin de comparer les performances des deux algorithmes testés sur de larges
banques de séquences.
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ITII. Etude complémentaire 2 : Extraction des blocs
hautement conservés du génome mitochondrial

ITII.1  Objectifs

Une seconde étude complémentaire a été réalisée afin de déterminer quelles positions du
génome mitochondrial sont strictement conservées au cours de I'Evolution entre plusieurs es-
péces d’eucaryotes supérieurs. En effet, si certaines positions du génome mitochondrial sont
conservées de maniére forte, alors les alléles observés a ces positions ont de fortes chances d’étre
soumis a une pression de sélection purifiante, comme cela a déja été prouvé pour le génome
mitochondrial®® Cette pression de sélection inhiberait la propagation d’alléles alternatifs & ces
positions au sein de la population générale; les changements apparaissant dans la séquence
conservée seraient donc contre-sélectionnés. Si c’est effectivement le cas, alors des mutations
affectant ces alléles conservés auront probablement des conséquences fonctionnelles pouvant
altérer les fonctions mitochondriales ou leur régulation.

II1.2  Principe

La séquence du génome mitochondrial de 8 espéces en plus de I'espéce humaine a été extraite
depuis Genbank. La Table 28 répertorie les espéces sélectionnées.

TABLE 28 — Dénomination et numéro d’accession des espéces sélectionnées pour I'analyse

Espéce Nom usuel Identifiant Genbank Taille (bp)
Ursus americanus Ours américain AF303109.1 16841
Mus Musculus Souris NC_005089.1 16299
Gallus gallus gallus Poulet NC_007236.1 16785
Bos taurus Vache GU947010.1 16340
Bufo gargarizans Crapaud NC_ 008410.1 17277
Cynoglossus semilaevis Sole-langue NC_ 012825.1 16731
Lemur catta Lémurien AJ421451.1 17036
Oncorhynchus keta Saumon NC_ 017838.1 16656
Homo sapiens Homme NC 012920.1 16569

Un alignement multiple de I’ensemble des séquences du génome mitochondrial de ces 9
espéces a été réalisé a 1'aide du logiciel Clustal Omega®' %311 v1.2.0. A partir de cet alignement
multiple, on effectue la recherche de Blocs Hautement Conservés, notés BHC. On utilise pour
cela un algorithme appelé GBlocks, v0.91b3'2. Cet algorithme définit des blocs de séquences
conservées a partir de critéres simples, tels que le pourcentage de résidus identiques entre toutes
les séquences a une position donnée de I'alignement multiple, la proximité avec des positions non-
conservées entre espéces, la longueur minimale d’un bloc, la présence de gaps. L’algorithme est
trés précisément décrit dans la publication associée®'?. Plusieurs paramétres sont modifiables
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afin d’ajuster la stringence de définition des BHCs. L’algorithme implémenté dans GBlocks
consiste en 6 étapes (la valeur par défaut des seuils est indiquée par l'indice gf) :

1) Détermination du degré de conservation d. a chaque position de I'alignement multiple.
Ainsi, si on appelle N le nombre total de séquences composant ’alignement multiple, alors
chaque position peut étre caractérisée de la maniére suivante :

— non-conservée si le nombre de bases identiques n; entre les N séquences alignées est
tel que n; < IS, avec IS4 = 0.5 N + 1, ou si un gap est observé a cette position.

— conservée si IS < n; < I'S, avec F'Sgey = 0.85 % N,
— hautement conservée si n; > F'S.

2) Les ensembles de positions consécutives non-conservées dont la longueur [ est telle que
[ > C'P sont rejetées. C'Pyer = 8.

3) Parmi les blocs restants, on élimine les positions flanquantes jusqu’a ce que chaque bloc
soit encadré par des positions hautement conservées. Cela permet d’identifier chaque bloc
de maniére robuste, avec des bornes stables, et facilite ensuite les éventuels alignements.

4) A cette étape, un bloc doit avoir une longueur minimale L telle que L > BLI, avec
BL145 = 15. On évite ainsi de sélectionner des blocs trop courts, pour lesquels la conser-
vation peut étre moins robuste.

5) Les positions présentant des gaps sont alors supprimées, ainsi que leurs positions adja-
centes si elles sont non-conservées.

6) Enfin, aprés avoir rejeté les positions présentant des gaps, les blocs restants doivent avoir
une longueur minimale L > BL2, avec BL24.5 = 12.

Cet algorithme a été appliqué sur 'alignement multiple réalisé a partir des séquences d’ADN
mitochondrial des 9 espéces sélectionnées avec les valeurs de parameétres suivantes :

~ IS =5,
-~ FS =35,
—COP =12,
~ BL2 = 10.

D’aprés les résultats obtenus avec cet algorithme, 13 807 positions sur les 16 569 bases qui
constituent le génome mitochondrial humain sont considérées comme appartenant a des blocs
hautement conservés du génome mitochondrial, soit environ 83%. Cette proportion est trés
élevée, et 'information que 'on peut en retirer n’est pas trés discriminante, puisque quasiment
I'intégralité du génome mitochondrial se trouve labellisée hautement conservée.

Un autre critére de sélection a donc été utilisé afin de déterminer les positions hautement
conservées du génome mitochondrial. Ces positions ont été définies comme celles ayant 100%
d’identité entre les 9 séquences comparées, c’est a dire les positions consensus de ’alignement.
Bien que cette méthode soit plutot stringente, il s’avére que 5 488 sur 16 569 positions du génome
mitochondrial sont strictement conservées entre les 9 espéces sélectionnées, soit 33%. Ce génome
comportant peu de séquences intergéniques et aucun intron, ces positions sont uniformément
réparties sur 'intégralité du génome mitochondrial.
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Cette seconde étude complémentaire nous a ainsi permis d’établir la liste des 5 488 positions
du génome mitochondrial parfaitement conservées entre les 9 espéces comparées. Ces positions
peuvent alors étre annotées en sortie de ’appel des variants. Un variant génomique affectant
une position annotée hautement conservée a donc plus de chances d’avoir des conséquences
fonctionnelles importantes.
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Le séquengage complet du génome humain a constitué une avancée majeure en génomique
humaine. Les espoirs et les attentes suscités par cette avancée ont été a la hauteur de I'investisse-
ment fourni, & la fois sur le plan financier et humain. Alors que le séquencage du génome humain
se démocratise de plus en plus, il a été appliqué a de trés nombreuses pathologies dans le but
d’élucider leurs origines génétiques. Pour une partie des pathologies étudiées, ce fut un succes.
De méme, 'approfondissement de nos connaissances du génome humain et de ses variations ont
permis au génotypage de devenir de plus en plus précis et exhaustif, permettant dés les années
2 000 la mise en place d’études pangénomiques. Ces nouvelles techniques d’investigation du
génome ont, dans une certaine mesure, permis d’identifier d'une part les variants responsables
d’un certain nombre de maladies monogéniques, et d’autre part ceux qui augmentent le risque
d’apparition d’une pathologie donnée. Mais ces découvertes sont globalement restreintes aux
pathologies & 1’étiologie « simple ». Seuls les variants fréquents et ayant un effet relativement
marqué ont pu étre identifiés avec certitude.

Il existe encore de nombreux parameétres liés a la prédisposition génétique a certaines ma-
ladies qui restent encore inconnus a 1’heure actuelle. Ces pathologies sont dites complexes, ou
encore multifactorielles. En effet, leur survenue peut étre influencée par de nombreux génes et
variants génomiques distincts, interagissant potentiellement entre eux. De méme, I'expression
de certains variants génomiques peut étre soumise a l'influence de I’environnement ou du style
de vie. Enfin, certains de ces variants sont peu fréquents dans la population générale, et il est
certain que de nombreux variants rares restent a étre identifiés.

Le cancer du sein est un exemple typique de pathologie multifactorielle. Bien qu’une large
proportion des cas diagnostiqués soient sporadiques, 5% a 7% des cas de cancer du sein sont
familiaux. Le taux d’incidence élevé du cancer du sein dans la population générale (une femme
sur 9 sera confrontée a un cancer du sein au cours de sa vie) rend cette proportion non né-
gligeable. De plus, la génétique joue également un role dans le risque d’apparition de cancer
sporadique, puisque certains variants, sans pour autant avoir une pénétrance de 80% comme
certaines mutations sur BRCA1, augmentent trés légérement le risque de cancer du sein, de
Pordre de 1% a 3%. C’est pourquoi I'étude de la génomique du cancer du sein est un des sujets
de recherche les plus actifs sur ce type de cancer.

Cependant a I’heure actuelle, comme pour la plupart des pathologies multifactorielles, on
ne sait expliquer qu’environ 50% de la composante génétique du risque de cancer du sein. La
proportion restante de I'héritabilité de cette maladie reste inexpliquée. C’est dans ce contexte
que j’ai effectué mes travaux de thése, en cherchant & déterminer si, dans une certaine mesure,
une partie de cette héritabilité manquante peut étre expliquée par des variants génétiques
localisés non pas sur le génome nucléaire, qui a déja été longuement étudié, mais sur le génome
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mitochondrial, présent en plusieurs dizaines de copies dans quasiment toutes nos cellules, mais
parfois un peu laissé pour compte dans le cadre des études génomiques. Dans cet objectif, je
me suis intéressée a plusieurs aspects relatifs a cette problématique.

Le premier m’a conduit & étudier les interactions potentielles entre certains variants du gé-
nome mitochondrial et du génome nucléaire, ainsi qu’a celles entre un variant mitochondrial
donné et le facteur non-génétique lié au style de vie qu’est la consommation d’alcool. Cette
étude a été réalisée dans le cadre de la population générale, en prenant en compte aussi bien
les cas de cancer du sein sporadiques que familiaux. J’ai modélisé le risque de cancer du sein
par régression logistique, une approche classique en épidémiologie génétique. Cette étude avait
pour objectif de répliquer des résultats précédemment obtenus, a savoir une premiére interac-
tion entre 2 polymorphismes, I'un sur le génome mitochondrial, ’autre sur le génome nucléaire,
et une seconde interaction entre un polymorphisme mitochondrial et la consommation d’alcool.
Les interactions précédemment mises en évidence n’ont pas pu étre observées dans cette étude
de réplication. Une association potentielle entre un des SNPs étudiés et le risque de cancer
de la prostate, également modélisé, a été mise en évidence. Le résultat de cette tentative de
réplication illustre bien la nécessité de valider les conclusions scientifiques, et de les étayer de
preuves solides et robustes. Cela est parfois difficile dans le cadre de I'étude des liens entre
le cancer et I'environnement, le style de vie. Il est parfois difficile de mesurer 'exposition en-
vironnementale de maniére précise, standardisée, et non-biaisée. Personne ne peut répondre
précisément a la question « Combien de grammes d’alcool avez-vous consommé par jour durant
les 10 derniéres années? », et le cas échéant, est-il fiable de se baser sur une réponse estimée
d’apres des souvenirs étalés sur 10 ans 7 Il est en outre complexe d’avoir a disposition un second
jeu de données indépendant, pour lequel I'exposition environnementale a été mesurée selon des
critéres similaires & I’étude initiale afin de répliquer les résultats obtenus.

L’étude des interactions entre le risque de cancer et les facteurs environnementaux subis et
les facteurs de risques comportementaux est une des priorités de santé publique depuis 2009
en France, dans le cadre du Plan Cancer et du Plan Santé-Environnement. Collecter les in-
formations nécessaires a I’étude des interactions potentielles requiert des moyens techniques,
financiers et humains conséquents, notamment en mettant en place des études prospectives
dont le principe est d’assurer le suivi d’'un échantillon de la population générale de taille élevée.
Cela permet de connaitre I'exposition des individus inclus dans I’étude avant méme qu’ils ne
déclarent une maladie. Elles ne sont cependant pas adaptées a toutes les pathologies, en parti-
culier celles pour lesquelles I’exposition responsable de leur apparition a eu lieu de nombreuses
années avant que les premiers symptomes n’apparaissent. A I’échelle internationale, le Centre
International de Recherche contre le Cancer effectue une veille de la littérature scientifique pu-
bliée, et édite réguliérement une liste des carcinogénes potentiels, en les classant en fonction de
leur statut, a savoir : agent cancérigéne avéré, agent probablement cancérigéne, agent potentiel-
lement cancérigéne, agent inclassable quant & sa cancérigénicité, ou enfin agent probablement
pas cancérigene.

La détection d’interactions impliquant a la fois le génome et ’environnement représente un
challenge a la fois sur le plan des études mises en place, nécessitant de trés larges échantillons,
mais également du point de vue méthodologique. Une étude récente? a effectué des simula-
tions afin de déterminer dans quelles conditions les interactions géne-environnement peuvent
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étre détectées, en particulier dans le cadre d’études GWAS. Ils ont ainsi modélisé un ensemble de
traits phénotypiques, contrdlés par un grand nombre de polymorphismes (modéle polygénique),
certains ayant un effet plus fort que d’autres sur le trait étudié, ce qu’ils nomment ’architecture
génétique. Ils ont ensuite conceptualisé un « changement d’environnement » (qui représenterait,
par exemple, une modification des habitudes alimentaires, une vie plus sédentaire, etc...) qui
modifie I'architecture génétique, c’est a dire l'effet d’une fraction des polymorphismes ayant
un impact sur le trait étudié. Plusieurs modéles ont été estimés, en faisant varier notamment
la proportion de la population soumise au nouveau systéme environnemental par rapport a la
fraction qui continue d’étre exposé a l'ancien systéme. Leurs conclusions sont les suivantes :
la plupart des interactions n’ont pas été détectées lorsque 1'on considére chaque SNP indi-
viduellement. A 'inverse, la puissance statistique est suffisante pour détecter les interactions
géne-environnement lorsque 'on considére 'ensemble des alléles causaux sous la forme d’une
variable qui somme le nombre d’alléles a risque portés, variable appelée score de risque géné-
tique - ou GRS, pour Genetic Risk Score. Ils concluent enfin qu’il est trés probable qu’on ne
puisse pas détecter certaines de ces interactions bien qu’elles influent sur I'architecture géné-
tique sous-jacente. Ainsi, les approches classiques doivent étre adaptées au contexte spécifique
des interactions géne-environnement, notamment dans le cadre des études GWAS.

Dans I'état de nos connaissances actuelles, la part génétique de la prédisposition est radica-
lement différente entre le cancer du sein de type sporadique et celui de type familial. En effet,
bien que la pénétrance de certaines mutations soit trés élevée, par exemple de l'ordre de 80%
sur BRCA1, il existe encore une proportion non-négligeable de I’héritabilité du cancer du sein
familial encore inexpliquée, de I'ordre de 50% a 60%34. C’est sur I'étude de la susceptibilité
génétique de ces individus diagnostiqués pour un cancer du sein et présentant des antécédents
familiaux que la suite de mon travail a porté.

Il existe deux catégories d’individus atteints d'un cancer du sein et ayant des antécédents
familiaux : ceux pour lesquels la mutation causale est identifiée, et ceux qui ne portent aucune
des mutations causales connues. Je me suis tout d’abord intéressée a la premiére catégorie car,
bien que la mutation a l'origine de leur maladie soit identifiée, ces individus présentent une trés
forte hétérogénéité en termes de symptdémes. Pour certains les symptomes se déclarent a un age
précoce, alors que d’autres a un age plus avancé; pour certains, le cancer n’atteint qu'un seul
sein, alors pour d’autres il est bilatéral; certains se voient également diagnostiquer un cancer
de l'ovaire, alors que d’autres non ; et dans certaines familles, bien que présentant une mutation
causale & forte pénétrance, les individus sont moins affectés par la pathologie que la moyenne.
Afin d’étudier si d’autres facteurs génétiques modifient I’association entre les mutations causales
localisées sur les génes BRCA1/2 et le risque de cancer du sein, j’ai entrepris d’étudier spécifi-
quement les variations du génome mitochondrial, et en particulier les haplogroupes, en tant que
modificateur potentiel. A 1’aide d’une approche innovante couplant algorithmique, phylogénie
et épidémiologie classique, j’ai identifié, parmi un échantillon conséquent de porteurs avérés de
mutations sur le géne BRCAZ2, une branche de ’haplogroupe T, un haplogroupe relativement
fréquent dans la population caucasienne, qui est moins enrichie en cas que le reste de la branche.
L’haplogroupe T1al semblerait donc étre un modificateur de ’association entre les mutations
causales détectées sur BRCAZ2 et le risque de cancer du sein. L’ensemble des éléments issus de
la littérature présentés dans le chapitre 2 justifient de formuler ’hypothése selon laquelle les
cellules appartenant a I’haplogroupe Tlal pourraient avoir de meilleures capacités de résistance
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au stress oxydatif, ou y étre moins exposé que les cellules appartenant a d’autres haplogroupes.
Cette potentielle résistance aux effets du stress oxydatif aurait pour conséquence d’occasionner
moins de cassures sur ’ADN, et en particulier de cassures simple-brin, normalement prises en
charge en partie par le systéme de recombinaison homologue. Or, dans le contexte ot la protéine
BRCA2 n’est pas fonctionnelle, ce systéme de réparation peut étre délaissé au profit d’un sys-
téme de recombinaison homologue alternatif, appelé aHR. L’usage de ce processus de réparation
est d’autre part stimulé par I'inhibition de BRCA2, mais requiert la présence de la protéine
BRCAT fonctionnelle. Cette hypothése serait cohérente avec le fait que la modification d’effet
observée ne I'a été que chez les porteurs de mutations sur BRCAZ2, et non chez les porteurs de
mutations sur BRCA 1. Il a enfin été montré que le processus de réparation aHR, favorise la perte
d’hétérozygotie et contribue a l'instabilité génomique. Ainsi les cellules T'1al, moins sujettes
aux cassures simple-brin, auraient donc moins recours a l'usage du systéme de réparation aHR,
et de ce fait seraient moins susceptibles de développer une instabilité génomique. Les cybrids,
cellules hybrides permettant de tester spécifiquement les performances cellulaires en fonction de
variations du génome mitochondrial, sont devenus un outil fréquemment utilisé afin d’étudier
les conséquences fonctionnelles des variants mitochondriaux. La mitochondrie est étudiée dans
toutes une variété de pathologies : cardiaques, neurodégénératives, respiratoires, musculaires,
ou oncologiques. Le nombre de publications utilisant des cybrids ne cesse de croitre. Il est in-
déniable que la confirmation des hypotheéses fonctionnelles formulées en amont se fera a travers
la mise en place de telles expériences impliquant les cybrids.

Enfin, aprés m’étre intéressée aux individus porteurs d’une mutation causale identifiée, j’ai
étudié le génome mitochondrial de femmes diagnostiquées pour un cancer du sein, mais ne
portant aucune mutation pathogéne connue sur les deux principaux génes de prédisposition
au cancer du sein BRCA1 et BRCAZ2, et ce dans l'objectif de caractériser de potentiels va-
riants de susceptibilité localisés sur le génome mitochondrial. Le génome mitochondrial de 436
femmes non-mutées sur BRCA1/2 ayant un cancer du sein a été séquencé. Les résultats du
séquencage ont été comparés au génome de référence, et plus de 1 150 variants ont été détectés,
tous échantillons confondus. Certains variants détectés avec fiabilité, avec une fréquence faible,
n’ont jamais été décrits ailleurs, et ne sont pas présents dans la liste des variants connus issue de
MITOMAP. 24 variants, dont 2 non-référencés jusqu’alors, sont prédits par PolyPhen comme
« probablement dommageables » et comme « déléteres » par SIFT. D’autre part, les deux génes
MT-ATP6 et MT-CYB sont les plus fréquemment mutés, en tenant compte a la fois de leur
taille et du nombre d’individus porteurs de mutations sur ceux-ci. Les variants mis en évidence
par ce travail ne sont que des variants candidats & étre étudiés plus en détails, et en aucun cas les
arguments présentés ici n’en font des variants de prédisposition. De méme, aucune structure gé-
nomique commune n’a été observée chez ’ensemble ou une sous-partie de ces femmes. Certains
ont tentés d’établir un score de pathogénicité des variants mitochondriaux, en particulier pour
les variants affectant les ARN de transfert mitochondriaux3'®. Cependant, dans le contexte de
I’étude de la pathogénicité des variants mitochondriaux, tous s’accordent a dire que la méthode
de référence afin d’étudier les conséquences de ces variants est ['utilisation des cybrids, ou tout
du moins que les résultats de tels essais fonctionnels doivent étre pris en compte dans 1'éta-
blissement d’un score de pathogénicité3!%316 Bien qu’aucun essai fonctionnel n’ai été réalisé
dans notre étude, il est cependant intéressant d’avoir caractérisé le génome mitochondrial de
ces femmes dans la perspective d’essayer d’identifier des variants contributeurs a I’héritabilité
manquante du cancer du sein. De nombreuses études ont vainement tenté d’identifier un candi-
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dat BRCAS, sans succeés jusqu’a présent. Le nombre croissant d’études ayant échoué dans cette
quéte souléve des questions quant & son existence méme, et il apparait comme étant de plus en
plus probable qu’il n’existe pas de BRCAS3. La part génétique encore non-expliquée du risque
de cancer du sein représenterait l'effet combiné de nombreux polymorphismes relativement freé-
quents ayant une pénétrance allant de faible a4 moyenne®!”, et de quelques variants rares a forte
pénétrance. Lynch et al.?!* vont méme jusqu’a évoquer la possibilité que la part inexpliquée
de la prédisposition au cancer du sein familial ne soit due qu’a des mutations spécifiques de
chaque famille. Cette observation est d’une part issue de leurs propres travaux, dans lesquels
une mutation a forte pénétrance a été identifiée au sein d’une famille avec des antécédents de
cancer du sein familial, mais n’a été retrouvée chez aucun des cas issus de 22 autres familles de
profil similaire (négatives pour les mutations connues sur BRCA1/2, PTEN, et p53). D’autre
part, les plus récentes études ayant identifié des mutations de prédisposition au cancer du sein
familial ont toutes échoué a les valider dans d’autres familles également3!®. Ces observations
sont cohérentes avec le fait que le cancer du sein familial se positionnerait plutét dans un mo-
dele « Méme maladie, mais causes différentes ». La mutation causale observée dans une famille
donnée pourrait trés bien ne pas étre retrouvée dans aucune autre famille étudiée. Ainsi, les
approches basées sur études populationnelles, telles que les études géne candidat ou les études
pangénomiques, congues pour identifier les origines de maladies dans le cadre d’'un modeéle de
type « Méme maladie, mémes origines », ne peuvent pas détecter ce type de mutations familles-
spécifiques. La méthode d’identification de mutations de prédisposition la plus efficace reste
donc le séquengage massif de I'exome ou du génome des cas d'une méme famille, afin d’isoler
les mutations causales potentielles3!9 32!,

Nous sommes encore bien loin de connaitre ’ensemble des facteurs qui influent sur le risque
de cancer du sein. Cette maladie multifactorielle peut étre reliée & de nombreux facteurs, a
la fois génétiques et environnementaux. Alors que les statistiques en font I'une des premiéres
causes de mortalité féminine dans le monde, cette pathologie est en réalité trés hétérogéne. Le
développement de la prise en charge des patients selon une approche de « médecine personna-
lisée » requiert de tenir compte a la fois du patrimoine génétique de I'individu et de I'existence
d’antécédents familiaux, mais également de I’environnement auquel il est exposé, ainsi que de
son style de vie. Acquérir une vision globale de cette maladie dans laquelle tous ces aspects
seraient intégrés permettra a terme, de réduire le nombre de cas en limitant les expositions
et les comportements a risque, d’abaisser la mortalité en surveillant au plus prés les individus
a haut risque et en les diagnostiquant le plus tot possible, et enfin de mieux caractériser la
maladie a I’échelle de I'individu lorsque celle-ci se déclare, afin d’administrer les traitements les
plus susceptibles de fonctionner. De nombreux acteurs travaillent déja a cette tache, que ce soit
en recherche fondamentale, en recherche clinique, ou en recherche translationnelle.

Il est certain que I’épidémiologie génétique et la bioinformatique continueront de jouer un
role majeur afin d’atteindre ces objectifs. Ces deux disciplines ont grandement contribué aux
avancées les plus poussées dans I'étude de la génétique des pathologies humaines. La bioin-
formatique est maintenant intégrée dans de nombreux domaines en sciences de la Vie : en
génomique médicale bien str, avec ’émergence de la médecine personnalisée, la mise en place
des études pangénomiques, les puces d’expression génique... Mais la bioinformatique est éga-
lement présente dans d’autres disciplines. En phylogénie moléculaire, science qui s’attache a
I’étude de I’évolution des génomes; en métagénomique, discipline ayant pour but de carac-
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tériser le contenu génétique d’un échantillon issu d’un milieu complexe, ce qui a permis de
découvrir de nombreuses nouvelles souches bactériennes et autres espéces; ou encore en trans-
criptomique, en métabolomique, et dans I’ensemble des sciences de production de données a
haut débit regroupées sous le terme omics. La bioinformatique tient également un réle majeur
en protéomique structurale, donc I'objectif est le criblage a haut-débit de molécules afin de
déterminer leur structure moléculaire. Quel que soit le domaine des sciences de la Vie, les pos-
sibilités révélées par la bioinformatique sont immenses, et le volume de données générées par
ces approches n’avait jamais été observé auparavant. Les espoirs suscités par 'incorporation de
la bioinformatique appliquée dans certains milieux de recherche étaient tellement grands que
la mise en place des infrastructures nécessaires a la synthése de ces nouveaux types de données
s’est réalisée relativement rapidement.

C’est I'analyse des données générées qui représente a I’heure actuelle le goulot d’étranglement
au sein du processus global d’analyse. Les analyses les plus simples sont aujourd’hui effectuées
en routine : détection de variations génomiques ponctuelles, mesure de 1’association de poly-
morphismes avec un risque donné par régression logistique, mesure de ’expression des génes,
etc... Cependant, chaque secteur fait face a ces propres écueils, et ce pour plusieurs raisons. En
premier lieu, le volume de données générées représente un contrainte sous bien des aspects, a la
fois pour le stockage, la gestion, le traitement, et la distribution de ces données. En moyenne, un
fichier contenant les données de séquencage du génome normal d’un individu & une profondeur
de 30X (couverture moyenne) aprés alignement représente 200 Go, et ce sans tenir compte de
I'intégralité des fichiers intermédiaires qui seront nécessairement générés lors de l'analyse de
ces données. Déterminer quels sont les variants portés par cet individu par rapport au génome
de référence, requiert aujourd’hui en moyenne 360h soit 15 jours complet de temps machine,
avec 48 Go de RAM, et 1 unique CPU de calcul. Ce genre d’analyse ne peut étre efficacement
envisagée sur un simple ordinateur de bureau. Afin de réduire ce temps d’analyse face a ce flux
de données, des clusters de calculs ont fait leur apparition, et permettent de paralléliser ces
analyses sur un grand nombre de processus. Cependant, le colit d'un tel matériel est parfois
rédhibitoire, un cluster de calcul cotitant plusieurs centaines de milliers d’euros. D’autres part,
ce cluster de calcul doit pouvoir étre utilisé et maintenu, ce qui implique également un investis-
sement en terme de main-d’oeuvre qualifiée. Certaines structures de recherche n’ont clairement
pas le budget pour investir dans de telles infrastructures matérielles, et d’autres solutions com-
mencent & émerger. A I'ére des Big Data, il est aujourd’hui possible d’effectuer ces analyses sur
le cloud, réseau virtuel de processeurs connectés gérés par des plateformes telles qu’Amazon ou
Microsoft Azure. Le principe est de louer une plateforme de calcul de haute capacité possédant
les logiciels d’analyses requis pour un temps donné. Le recours a ce genre de plateforme pos-
séde ses propres limitations telles que l'utilisation technique des services désirés en mode de
calcul distribué, le respect de certaines limitations lors de son utilisation, la vitesse de transfert
des données. Il souléve également des questions éthiques et sur la confidentialité des données.
Concernant le transfert de volumes de données extrémement important via Internet, certaines
plateformes telles qu’Amazon proposent de réceptionner les données sur un support physique
afin de pouvoir les transférer localement beaucoup plus vite sur leurs grilles de calcul. Le cloud
reste donc une option destinée aux chercheurs appartenant a des laboratoires de petite taille, ou
qui n’ont & analyser ce genre de données qu’épisodiquement. Le développement de la bioinfor-
matique sur le cloud est un bon exemple du type d’adaptations exigées a la suite des difficultés
rencontrées dans le domaine.
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Le second écueil majeur rencontré est l'atteinte de la limite de ce que les méthodologies
classiquement utilisées permettent de faire en analyse de données. Je reprend ici deux exemples
en relation avec le travail que j’ai réalisé pendant ma thése, & savoir I'analyse de données de
séquencage en génomique du cancer, et 'analyse de données de génotypage issues d’études
pangénomiques.

On sait aujourd’hui détecter les variants génomiques d’une seule base - Single Nucleotide
Variant, SNV - avec une sensibilité et une spécificité proche de 1 dans la plupart des régions du
génome humain normal, et ce grace a des pipelines d’analyses tels que celui que j’ai moi-méme
mis en place dans la troisieme partie de ma theése. Méme dans le cas simple de 'analyse de
notre génome constitutionnel, certaines régions restent difficiles a appréhender par séquencage.
Par exemple, la présence de régions répétées, contenant des microsatellites ou des motifs homo-
polymériques, peuvent d’une part provoquer un déraillement de la polymérase, et d’autre part,
rendre trés complexe la phase d’alignement. En effet, lorsque I'on dispose de reads courts, leur
alignement ne peut pas s’effectuer de maniére unique sur le génome de référence, et n’est donc
pas fiable. L’intérét des régions microsatellites est pourtant loin d’étre négligeable puisqu’ils
sont couramment utilisés en sciences forensiques pour l'identification d’individus, et en clinique
pour leur implication dans un certain nombre de pathologies, notamment neurologiques. On
peut citer a titre d’exemple la maladie de Huntington qui se caractérise par ’expansion d'un
triplet CAG322. Des méthodes d’analyse spécifiquement dédiées a la détection de ces motifs
courts - ou Short Tandem Repeats, STR - commencent a voir le jour, notamment certaines ba-
sées sur des reads de séquencage plus longs que la moyenne, et utilisant des modéles statistiques
plus complexes®?3 (Modeles de Markov cachés,etc..). La génomique du cancer fait elle aussi face
a des challenges ambitieux. En effet, le génome d’un tissu tumoral est la plupart du temps ca-
ractérisé par toute une série d’altérations qui vont de la simple mutation somatique ponctuelle
d’une seule base a de complexes réarrangements chromosomiques, souvent accompagnés par des
pertes ou des gains de portions chromosomiques. La détection et la caractérisation précise de
I’ensemble de ces altérations, et notamment de celles appelées variants structuraux, est un des
challenges majeurs aujourd’hui en bioinformatique de la génomique du cancer.

Les variants structuraux regroupent ’ensemble des variations qui altérent la structure d’une
portion chromosomique. Les motifs les plus fréquents de variants structuraux sont schémati-
quement représentés sur la figure 46.
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FIGURE 46 — Différents types de variants structuraux
adapté d’apres Baker et al., 20123%*
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Il existe quatre principales méthodes d’études des variants structuraux. La premiére consiste
a travailler a partir de données issues de séquencage paired-end. Dans ce type de séquencage,
les reads séquencés correspondent aux deux extrémités d’'un méme fragment d’ADN de taille
donnée, et sont donc appariés deux a deux (Fig. 47). Seules les extrémités du fragment d’ADN
sont séquencées, on sait donc en moyenne quelle distance, correspondant a la taille de I'insert
non-séquenceé, sépare les deux reads d’une méme paire.

FIGURE 47 — Séquencage paired-end

Fragment d'ADN

Insert

En théorie, dans le cas normal, les deux reads d’une méme paire doivent donc s’aligner sur
le génome de référence en étant éloignés 'un de l'autre de la distance théorique ciblée appelée
insert size. Or, si une paire de reads est issue d’'une portion chromosomique ayant subi un
réarrangement structural, la position des deux reads peut ne pas correspondre a leur position
attendue. On les appelle alors des paires discordantes. Une tel exemple est représenté en Figure
48 dans le cas d’'une délétion.

FI1GURE 48 — Exemple de paires de reads concordante et discordante dans le cas d'une large
délétion chromosomique. adapté d’aprés Raphael et al. 201232

Genome — e — —e — Paires de reads
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Paires de
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Génome de A

référence

Paire concordante Paire discordante

La section rouge représente une portion génomique perdue, et les segments verticaux noirs correspondent aux
points de cassures définissant cette délétion.
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Ainsi, la détection a large échelle des paires discordantes permet d’identifier les variants
structuraux potentiellement présent au sein d’un génome tumoral. Une autre technique similaire
consiste a exploiter une catégorie de reads dont la particularité est qu’ils clippés, c’est a dire
qu'une portion située a une extrémité du read ne s’aligne pas dans la continuité du reste du
fragment. Cette partie est dite clippée. En effet, si un read contient un des points de cassures (une
des extrémités de la portion réarrangée), seule une portion du read s’alignera correctement sur
le génome de référence. Certaines méthodes d’analyse telles que CREST326 utilisent les reads
clippés afin d’identifier les points de cassures potentiels et de reconstruire l'architecture du
génome (Figure 49).

FIGURE 49 — Définition des points de cassures et reconstitution des variants structuraux a
partir de reads clippés. adapté d’aprés Raphael et al. 20123%
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Les segments noirs verticaux définissent les points de cassures, extrémités du variant structural représenté, qui
dans cet exemple, est une délétion. Les reads représentés en rouge sont clippés : ils s’alignent sur le génome de
référence en deux contigs distincts situés de part et d’autre des points de cassures.

Un troisieme ensemble de méthodes se focalise sur I’étude de la couverture afin de détecter
les variants structuraux. En effet, les portions chromosomiques qui subissent des réarrange-
ments structuraux sont souvent également sujettes aux changements de nombre de copies. Cela
se traduit par un changement brusque de la couverture de long du génome. Ces méthodes
essayent donc de modéliser la couverture le long du génome afin de détecter les points de cas-
sures (Figure 50). Ces méthodes sont donc capables de détecter uniquement des réarrangements
caractérisés par une changement du nombre de copie d’une portion chromosomique. Elles pour-
ront détecter des délétions ou des duplications, mais pas d’inversions. Le temps d’exécution
de ce genre d’algorithme est cependant extrémement long et requiert d’importantes ressources
computationnelles. De plus, les données de couverture présente une variabilité plus ou moins
forte en fonction de la plateforme de séquengage, et peuvent contenir beaucoup de bruit.
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F1GURE 50 — Localisation des points de cassures par analyse de la couverture le long du
génome. adapté d’apres Raphael et al. 20123%

Couverture

A B

Représentation schématique de la couverture le long du génome. La courbe bleue représente la couverture. Les
pointillés représentent les points de cassures A et B, entre lesquels la couverture chute.

Enfin, la derniére méthode repose sur 'assemblage de novo des reads, c’est & dire la recons-
titution du génome étudié, mais sans tenir compte du génome de référence. L’idée est qu’en
s’affranchissant de la contrainte que ’on impose en alignant contre le génome de référence, on
peut plus facilement reconstituer le génome étudié tel qu’il est réellement. Cependant, 'as-
semblage de novo d'un génome d’une taille aussi importante que celle du génome humain est
extrémement long, requiers également de trés lourdes ressources computationnelles, mais est
surtout d’une trés forte complexité algorithmique.

Malgré l'existence des différents types de méthodes présentés ci-dessus, les performances
de la communauté scientifique dans I'identification de variants structuraux restent limitées. De
nombreuses équipes de recherche travaillent sur cette problématique a I’échelle internationale,
mais les résultats ne sont pour l'instant pas a la hauteur de I'investissement fourni. En effet,
il apparait que la détection des variants structuraux est un probléme beaucoup plus complexe
qu’anticipé. C’est pourquoi, dans ’objectif de mutualiser les compétences des différents acteurs
internationaux travaillant sur ce théme, 'lCGC - International Cancer Genome Consortium. -
et le TCGA -The Cancer Genome Atlas- ont lancé un projet intitulé « Challenge d’appel de
variants somatiques », dont le but est de comparer les performances de différentes méthodes
d’appel de variants somatiques, incluant les variants structuraux. Les plateformes de recherche
bioinformatique participant a ce challenge ont donc toutes travaillé sur un jeu de données
simulées commun. Les résultats préliminaires de ce challenge indiquent que parmi les variants
structuraux identifiés, seuls 30% se recoupent sur ’ensemble des méthodes de prédiction. Il y a
donc encore un trés gros travail a réaliser afin d’optimiser les performances de détection de ce
type d’altérations.

Une autre problématique émergente en bioinformatique du génome du cancer est la détec-
tion des sous-clones d’une tumeur. En effet, le génome de la tumeur évolue au cours de son
développement, et suite a 'apparition de mutations et a la division de la cellule dans laquelle
ces mutations sont apparues, une partie de la tumeur présentera une génome légérement diffé-
rent de la cellule tumorale initiale. Une tumeur peut ainsi étre constituée par un ensemble de
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cellules formant plusieurs sous-clones, c’est a dire plusieurs groupes de cellules ayant un génome
propre. Alors que les mutations apparues tot dans le développement tumoral seront présentes
dans la majorité des sous-clones, les plus récentes ne seront présentes que dans un ou deux
sous-clones. A I'heure actuelle différents modéles sont envisagés afin de comprendre I'histoire
de développement d'une tumeur (Figure 51)

FIGURE 51 — Différents modéles pour I’évolution polyclonale de la tumeur
adapté d’apres Burrell et al. 2014 3%

== Linéaire

Branchements

La caractérisation des sous-clones tumoraux nécessite de pouvoir identifier quelles sont les
spécificités génomiques de chacun d’entre eux, c’est a dire identifier quelles mutations les ca-
ractérisent. Or, P’ADN tumoral extrait d’une biopsie de la tumeur peut provenir de cellules
appartenant a différents sous-clones, on séquence donc de ’ADN correspondant & un mélange
de plusieurs génomes tumoraux possédant quelques différences les uns par rapport aux autres.
De plus, une biopsie n’est qu'un prélévement partiel de la tumeur. Dans un génome normal,
les mutations observées sont soit homozygotes, soit hétérozygotes, donnant ainsi des fréquences
attendues de 1 ou 0.5. Or, entre les variations de ploidie et 'existence de sous-clones au sein
du génome tumoral, le spectre des fréquences des variants observés change complétement, et
les analyses de données de séquencage mettent en évidence de nombreux variants de fréquence
variable entre 0 et 1, et notamment de faible fréquence. Une partie de ceux-ci sont trés proba-
blement des faux-positifs, mais une autre peut tout a fait correspondre a des variants spécifiques
de sous-clones représentant une fraction minoritaire de la tumeur.

La tumeur peut étre comparée a un écosystéeme dans lequel chaque cellule tumorale constitue
une individualité ayant certaines capacités et soumise & un environnement donné. Les cellules
tumorales constituent donc une population d’individus soumise & des pressions de sélection
exercées par leur environnement. Une forme de sélection naturelle s’applique donc sur les cellules
tumorales, et les cellules des sous-clones possédant des caractéristiques leur permettant de mieux
résister a ces pressions proliferent. Les cellules d’autres sous-clones ne survivront pas face a ces
pressions. La conséquence de ce phénomeéne est 'apparition de la résistance polyclonale au cours
du traitement (Figure 52).
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FIGURE 52 — Résistance polyclonale
d’apres Burrell et al. 2014327
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En effet, les cellules de certains sous-clones tumoraux vont étre sensibles aux traitements
administrés. Cependant, il est possible que d’autres se montrent résistants a un traitement
donné grace aux spécificités génomiques qu’elles possédent. Ces cellules vont alors proliférer,
former des métastases qui migrent dans d’autres organes. On assiste ainsi tout d’abord a une
réduction du volume tumoral, puis la maladie recommence & progresser méme sous traitement.
Cette résistance empéche de freiner la progression de la maladie et la colonisation d’autres
organes, ce qui est souvent fatal. Il est donc d’autant plus important de détecter le plus tot
possible les mutations sous-clonales afin de pouvoir réagir en ajustant le traitement en cours de
prise en charge.

La bioinformatique et les biostatistiques font également face a des écueils méthodologiques
en épidémiologie génétique. Depuis une dizaine d’années, les études pangénomiques ont permis
d’identifier dans notre génome constitutionnel nombre de loci de prédisposition a toute une va-
riété de pathologies ayant une composante d’origine génétique. Cependant, le design des études
ainsi que nos modéles statistiques actuels ne permettent de détecter que les polymorphismes
ayant individuellement un effet mesurable au-dessus d’un certain seuil, déterminé par les ca-
ractéristiques de I’étude. Dans les analyses de données de GWAS, on espére trouver des SNPs
dont la p-value d’association avec le risque de maladie estimé par régression logistique soit
inférieure & 1078, C’est parfois le cas, et si plusieurs de ces candidats identifiés appartiennent
a un méme bloc de déséquilibre de liaison, I’étude est un succés. Cependant, une puce GWAS
contient plusieurs centaines de milliers jusqu’a plusieurs millions de SNPs. Dans les résultats
des tests d’associations effectués se trouvent des centaines voire des milliers de SNPs dont la
p-value d’association est intermédiaire : parmi ces SNPs, on est incapable de prédire lesquels
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pourraient avoir un effet mineur. On est de méme aujourd’hui incapable d’appréhender effica-
cement a large échelle I'effet conjoint de variations sur le risque de développer une pathologie
donnée. Certaines approches ont commencé a émerger ces derniéres années. Le principe com-
mun de ces approches est, dans une perspective typiquement bayésienne, d’enrichir les données
génotypiques par de l'information biologique3?*332. En effet, on connait de micux en mieux
nos genes, mais surtout leurs fonctions, et leurs interactions. Ces interactions sont modélisées
sous la forme de voies métaboliques et de voies de régulations. Le principe est le suivant : si
on est incapable de détecter I'effet individuel d’un ensemble de polymorphismes, on pourrait
peut-étre le détecter en considérant 'effet conjoint de ces polymorphismes. Or, il est impossible
de tester un a un l'intégralité des sous-ensembles de SNPs présents sur une puce de plusieurs
centaines de milliers de loci. L’idée est d’utiliser les informations biologiques connues sur les
réseaux de génes afin de regrouper les polymorphismes, et ainsi de tester si leurs variations sont
plus susceptibles d’altérer le fonctionnement de 'entité biologique qui les relie, que ce soit au
niveau d'un exon, d'un géne ou d’une voie de régulation. Ce genre de démarche est d’autant
plus prometteuse que son exactitude est amenée a augmenter au fil du développement de notre
connaissance sur les réseaux d’interactions génomiques.

La bioinformatique, les biostatistiques et 1’épidémiologie génétique peuvent étre rassemblées
sous le patronyme de bioanalyse, bien que ce vaste domaine ne se limite pas a ces trois champs
disciplinaires. Quelque soit la spécialité des sciences de la vie évoquée, la bioanalyse fait aujour-
d’hui partie intégrante de la recherche, et notamment de la recherche médicale. Les découvertes
réalisées jusqu’ici sont majeures, notamment en cancérologie. De nombreux progres restent a
faire, notamment en développement méthodologique et pour ce qui reléve de la transposition
des résultats a la clinique. Cependant, a 'image du parcours déja réalisé, les futures avancées en
recherche génomique médicale ne se feront certainement pas sans un recours a ces disciplines.
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Abstract

Both endogenous factors (genomic variations) and exogenous factors (environmental exposures, lifestyle) impact the balance of reactive
oxygen species (ROS). Variants of the ND3 (rs2853826; G10398A) gene of the mitochondrial genome, manganese superoxide dismutase
(MnSOD; rs4880 Vall6Ala) and glutathione peroxidase (GPX-1; rs1050450 Pro198Leu), are purported to have functional effects on
regulation of ROS balance. In this study, we examined associations of breast and prostate cancer risks and survival with these variants,
and interactions between rs4880-rs1050450, and alcohol consumption-rs2853826. Nested case-control studies were conducted in the
Breast and Prostate Cancer Cohort Consortium (BPC3), consisting of nine cohorts. The analyses included over 10726 post-menopausal
breast and 7532 prostate cancer cases with matched controls. Logistic regression models were used to evaluate associations with risk,
and proportional hazard models were used for survival outcomes. We did not observe significant interactions between polymorphisms in
MnSOD and GPX-1, or between mitochondrial polymorphisms and alcohol intake and risk of either breast (p-interaction of 0.34 and 0.98,
respectively) or prostate cancer (p-interaction of 0.49 and 0.50, respectively). We observed a weak inverse association between prostate
cancer risk and GPX-1 Leul98Leu carriers (OR 0.87, 95% CI 0.79-0.97, p = 0.01). Overall survival among women with breast cancer
was inversely associated with G10398 carriers who consumed alcohol (HR 0.66 95% CI 0.49-0.88). Given the high power in our study,
it is unlikely that interactions tested have more than moderate effects on breast or prostate cancer risk. Observed associations need both
further epidemiological and biological confirmation.
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Introduction

Reactive oxygen species (ROS) are naturally occurring
chemical entities derived from the metabolism of a num-
ber of compounds, in addition to being produced during
oxidative respiration in the mitochondria. ROS are not
only cytotoxic but also mutagenic. Elevated levels of ROS
and down regulation of ROS scavengers and/or antioxi-

associated with a number of human diseases including
various cancers [1,2]. Oxidative damage to DNA can lead
to changes such as single base modifications, gene dupli-
cations and the activation of oncogenes, and may be
involved in the initiation of cancer.

Manganese superoxide dismutase (MnSOD) and gluta-
thione peroxidase (GPX) are antioxidant enzymes, coded
by the MnSOD and GPX-1 genes, respectively. The toxic

dant enzymes, which can lead to oxidative stress, are  superoxide anion (O, ") is a naturally occurring by-product
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of the mitochondrial electron transport chain. MnSOD
acts as the first protective barrier against superoxide anion
by metabolizing it into hydrogen peroxide. Hydrogen per-
oxide is further detoxified by GPX-1, a selenium-contain-
ing protein acting as a detoxifier of hydrogen products.
These two enzymes contribute to regulate ROS exposures
in the cell, and to prevent oxidative stress.

Various exogenous agents are known to affect ROS bal-
ance. Ozone and cigarette smoke [3], absorption of heavy
metal particles [4], high dietary fat intake [5], and alcohol
consumption [6—8] are environmental and lifestyle factors
contributing to increased ROS production. Endogenous
factors, and in particular genomic variations, may also
play a key role in the regulation of ROS balance. Variants
in genes involved in ROS regulation (antioxidant enzymes,
ROS scavengers) or production (mitochondrial genes in
charge of the respiratory chain) have been shown to alter
their function and efficiency [9,10].

For complex diseases like breast or prostate cancer,
several low penetrance polymorphisms could have a
synergistic effect leading to higher cancer risk [11]. Both
breast [12,13] and prostate [14,15] cancer are reported to
be linked to oxidative stress. Studies examining this
hypothesis in specific candidate genes have been
conducted in the Nurses’ Health Study [16-18] with par-
ticular focus on gene-by-gene and gene-by-environment
interactions related to ROS exposure.

The underlying hypothesis is that variations in the
coding sequence leading to amino acid changes in the
synthesized enzymes alter their function and efficiency [19-
21], contributing to a deregulation of the balance of ROS,
ultimately leading to oxidative stress. Individuals homozy-
gous for the Alal6 allele of MnSOD and Leul98 allele of
GPX-1 were observed to have a 1.87 fold increase in breast
cancer risk compared with Vall6 and Pro198 carriers, with
a p-value for interaction of 0.03 in the Nurses’ Health Study
[16]. Furthermore, recently Méplan et al. showed an asso-
ciation between breast cancer risk and alternative allele of
GPX-1 polymorphism Pro198Leu (p =0.027) [23].

A second investigation in the Nurses’ Health Study
explored the impact of alcohol consumption on breast
cancer risk for individuals carrying the mitochondrial
SNP rs2853826/A10398G in the ND3 gene [17]. Varia-
tions in the mitochondrial genome could affect the pro-
cessing and the efficiency of the mitochondrial electron
transport chain, leading to an increase in ROS production,
and thus be associated with an increased risk of breast
cancer. We previously showed that the 10398G allele
modifies the association between alcohol consumption
and breast cancer risk, with an odds ratio of 1.52 for drink-
ers compared with non-drinkers. No association between
alcohol consumption and BC risk was observed among
women carrying the 10398A allele.

In this study, we aimed to further investigate these
hypotheses in independent populations. In addition,
because oxidative stress may be linked to both breast and
prostate cancers, we extend our research to prostate
cancer risk. We genotyped rs2853826, rs4880, and
rs1050450 in the NCI Breast and Prostate Cancer Cohort

Oxidative stress and cancer risk in the BPC3 381
Consortium (BPC3), a large international consortium
combining resources of nine well-established cohort
studies [22]. While a large number of subjects in these
cohorts were included in genome wide association scans
(GWAS [24,25]), these three polymorphisms were not
well represented on the specific products used in
previous analyses. As such, any attempt to detect gene-
by-gene and gene-by-environment interactions in large-
scale genotyping efforts would not be informative for
these specific hypotheses.

Materials and methods
BPC3

The National Cancer Institute BPC3 has been described
previously [22]. In brief, the consortium combines
resources from nine well-established cohort studies: the
Alpha-Tocopherol, Beta-Carotene Cancer Prevention,
American Cancer Society Cancer Prevention Study II,
the European Prospective Investigation into Cancer
and Nutrition Cohort (EPIC—composed of cohorts from
Denmark, France, Great Britain, Germany, Greece,
Italy, the Netherlands, Spain, and Sweden), the Health
Professionals Follow-up Study, the Multiethnic Cohort,
the Physicians’ Health Study, the Nurses’ Health Study
(NHS), the Women’s Health Study (WHS), and the
Prostate, Lung, Colorectal, and Ovarian (PLCO)
Cancer Screening Trial. Each study was approved by
local Institutional Review Boards, and informed consent
was obtained from all subjects.

Each cohort has its own method of case ascertain-
ment, exposure assessment, and matching criteria to
health controls [22]. A total of 13511 post-menopausal
women diagnosed with BC, and 8490 men diagnosed
with prostate cancer were included in our study to ana-
lyze the interaction between the two polymorphisms,
respectively, in MnSOD and GPX-1. A total of 10726
post-menopausal women diagnosed with BC, and 7532
men diagnosed with prostate cancer were included in
analyzing the interaction between mitochondrial poly-
morphism rs2853826/A10398G and alcohol consump-
tion. As described in Hendrickson et al. [26], ER/PR
status is known for around 60-80% of breast cancer cases
participating in the BPC3. ER status among these cases
follows the general distribution of around 20% ER — and
80% ER+ breast cancer. Given that a large number of
cancer cases were ascertained prior to routine use, HER2
amplification and other biomarkers such as EGFR expres-
sion are not available.

Genotyping

Three single nucleotide polymorphisms (SNPs) were
genotyped: rs1050450 (GPX-1), rs4880 (MnSOD), and
the mitochondrial SNP rs2853826. For one cohort
(PLCO) the SNP rs8031 (MnSOD), which is in high
linkage disequilibrium with rs4880 (r2=0.95 based on
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Hapmap genotype frequencies) was genotyped to infer the
genotype of rs4880. Genotyping was performed via
TagMan assays. rs4880 and rs1050450 were in Hardy—
Weinberg Equilibrium among controls, stratified by cohort.
A total of 334 subjects were excluded due to poor genotyp-
ing. For each SNP and each cohort, call rates were greater
than 0.91. Cohorts with less than 90% success for a given
SNP were removed from analyses for that SNP.

Statistical analysis

Regression analyses were carried out in R. Logistic
regressions were conducted for each type of cancer,
and for each of the two interactions tested. All analyses
were performed under a recessive genetic model testing
homozygotes for Leu allele versus Pro allele carriers, as
previously published [17,16]. Adjustment factors for
each analysis are summarized in Table I. Wald and
Likelihood Ratio Test p-values were computed to assess
statistical interactions. Power calculations were performed
using the Quanto software [26] (see Supplementary Table I
to be found online at http://informahealthcare.com/doi/
abs/10.3109/10715762.2013.875168). Survival analyses
among cases with respect to genotype and lifestyle factors
were performed using proportional hazard models with
the R-package survival. Heterogeneity tests were per-
formed to evaluate the similarity of associations between
cohorts, and random effects model estimates were retained
when heterogeneity tests were significant (p <0.05). A
meta-analysis combining our data with published data
concerning GPX-1 rs1050450 and PC was performed. Six
studies were initially selected to be included [27-32].

Table I. Associations with breast and prostate cancer.

However, Steinbrecher et al. [27] used data from the EPIC
cohort, which is part of the BPC3. Thus we excluded
this study, which might not be independent of our
study. Results from Cheng et al. [29] were also excluded
because information regarding homozygous and heterozy-
gous Leu allele carriers was not presented. Dixon
and Grubbs tests, from R package outliers, were used to
assess whether outliers were present among all considered
studies.

Results

For prostate cancer, we found an inverse association
among homozygotes for the variant allele at rs1050450 of
GPX-1 (OR 0.87, 95% [0.79-0.97], Table I). Figure 1
presents results of a meta-analysis pooling our study
of rs1050450 and prostate cancer with other published
studies [28,30-32]. We observed heterogeneity between
studies (p = 0.0033), and random effects model estimation
of global odds-ratio and confidence interval is 1.19 [0.79—
1.80]. The Dixon and Grubbs tests identified the study of
Kucukgergin et al. [31] as an outlier, and meta-analysis
after exclusion of this study showed no between-study
heterogeneity, with a fixed effects model odds-ratio of
0.90 (95% Confidence Interval 0.81-0.99). No interaction
was detected between alcohol consumption and the
ND3 A10398G polymorphism (p-interaction = 0.50) with
respect to prostate cancer risk or survival.

For breast cancer, we did not observe associations
for the interaction between rs4880 Vall6Ala in MnSOD
and rs1050450 Prol98Leu in GPX-1 (Table I). Our

Genotype Cases (%)  Controls (%) OR (95% CI)

Pro198 carrier and Vall6 carrier 3215 (66.3) 3685 (65.9) 1 (Ref)
Interaction between GPX-1 Pro198Leu and MnSOD  Pro198 carrier and Alal6Ala 1134 (23.4) 1326 (23.7) 1.00 (0.96-1.03)
Vall6Ala and breast cancer risk® Leul98Leu and Vall6 carrier 371 (7.6) 442 (7.9) 1.00 (0.97-1.02)
Leul98Leu and Alal6Ala 132 (2.7) 139 (2.5) 1.03 (0.97-1.09)

A10398, non-Drinkers 1114 (33.7) 1443 (36.2) 1 (Ref.)
Interaction between mitochondrial A10398G and A10398, Drinkers 1507 (45.6) 1732 (43.5) 1.13 (1.02-1.26)
alcohol consumption on breast cancer risk® G10398, non-Drinkers 294 (8.9) 372 (9.3) 1.03 (0.87-1.23)
G10398, Drinkers 391 (11.8) 436 (10.9) 1.16 (0.99-1.36)

Association between GPX-1 Pro198Leu and Pro198 Carrier 6688 (89.4) 6510 (88.2) 1 (Ref.)
prostate cancer risk® Leul98Leu 792 (10.6) 867 (11.8) 0.87 (0.79-0.97)

Pro198 carrier and Vall6 carrier 4223 (66.2) 4230 (66.3) 1 (Ref.)
Interaction between GPX-1 Pro198Leu and MnSOD  Pro198 carrier and Alal6Ala 1473 (23.1) 1396 (21.9) 1.06 (0.97-1.15)
Vall6Ala and prostate cancer risk? Leul98Leu and Vall6 carrier 507 (7.9) 573 (89) 0.88 (0.76-0.98)
Leul98Leu and Alal6Ala 176 (2.8) 208 (3.3) 0.84 (0.67-1.02)

A10398, non-Drinkers 389 (10.6) 429 (11.1) 1 (Ref)
Interaction between mitochondrial A10398G and A10398, Drinkers 2448 (66.7) 2596 (67.2) 1.15(0.99-1.33)
alcohol consumption on prostate cancer risk® G10398, non-Drinkers 135 (3.7) 131 34)  1.12(0.85-1.48)
G10398, Drinkers 698 (19.0) 706 (18.3)  1.16 (0.97-1.38)

“P-interaction = 0.34. Data restricted to post-menopausal women. Unconditional logistic regression controlled for age at blood draw, age at menarche, age at

menopause, body—mass index, family history of breast cancer, and cohort.

YP-interaction = 0.98. Data restricted to post-menopausal women. Unconditional logistic regression controlled for age at blood draw, age at menarche, age at

menopause, body—mass index, family history of breast cancer, and cohort.

¢Unconditional logistic regression controlled for age at diagnosis, alcohol consumption, and cohort.
dP-interaction = 0.44. Unconditional logistic regression controlled for age at diagnosis, alcohol consumption, and cohort.
€P-interaction = 0.50. Unconditional logistic regression controlled for age at diagnosis and cohort.
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Leu198Leu  Pro198 carriers H
Study Events Total Events Total . OR 95%-CI W(fixed) W(random)
Choi 38 147 462 1744 -° 0.97 [0.66; 1.42] 6.2% 25.2%
Arsova-Sarafinovska 1 30 7 175 ————ap—t——r 0.85 [0.38; 1.89] 1.5% 14.7%
Erdem 5 15 28 109 i 145 [0.46; 4.60) 0.5% 9.2%
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s |
0751 15
(a) QOdds Ratio
Leu198Leu  Pro198 carriers
Study Events Total Events Total OR 95%-C1 W(fixed) W(random)
Choi 38 147 462 1744 -—r-— 0.97 [0.66; 1.42] 6.3% 6.5%
Arsova-Sarafinovska 1 30 71 175 — 0.85 [0.38; 1.89] 1.5% 1.5%
Erdem 5 15 28 109 i - 145 [0.46; 4.60] 0.5% 0.7%
BPC3 792 1659 6688 13198 = 0.89 [0.80;0.98] 91.7% 91.3%
Fixed effect model 1851 15226 < 0.90 [0.81;0.99] 100% -
Random effects model < 0.90 [0.81;0.99] - 100%
Heterogeneity: Il-squared=0%, tau-squared=0, Q=0.9, df=3, p=0.8372 '_J_
0751 15
(b) Odds Ratio

Figure 1. Meta-analysis pooling already published studies with our study in the BPC3, with and without study from Kucukgergin et al. [31].
(a) Top. Forest-plots of odds-ratios with 95% confidence intervals for GPX-1 polymorphism and risk of prostate cancer Leul98Leu vs. Pro
carriers (Ref.) (b) Bottom. Forest-plots of odds-ratios with 95% confidence intervals for GPX-1 polymorphism and risk of prostate cancer—
Leul98Leu versus Pro carriers (Ref.)—after exclusion of Kucukgergin et al. [31].

study had greater than 95% power to detect an odds ratio
of 1.87 as found in previous studies, at an o of 0.05,
for an interaction between the recessive model for two
polymorphisms where neither polymorphism alone is
associated with risk. Neither of the two variants tested
had an independent association with breast cancer risk.
Carriers of both variant alleles were equally likely to
develop breast cancer compared with reference allele
carriers (OR = 1.03, 95% CI [0.97-1.09]). No statistical
interaction was detected between rs1050540 and rs4880
on breast cancer risk (p-interaction =0.34). No differ-
ence in association between alcohol consumption and
breast cancer risk was observed among carriers of the
G or A alleles of the ND3 A10398G polymorphism
(p-interaction = 0.98). All results for breast cancer were
similar when the NHS and WHS were removed (results
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not shown). Survival curves (Figure 2 and Table II) are
not statistically different between groups defined by
genotypes for all analyses except for the mitochondrial
A10398G genotype and alcohol consumption status
among breast cancer patients. We observed a substantial
difference between overall survival curves between dif-
ferent groups of genotype and alcohol intake (Figure 2a
and b). This effect is not present for breast cancer-
specific survival (Figure 2c).

Discussion

The objective of the present study was to further evaluate
associations of genomic variations involved in the altera-
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Figure 2. Survival plot (BC) with respect to genotype and alcohol consumption class. (a) Overall survival stratified (b) Overall survival
stratified by alcohol consumption class and genotype (c) BC-Specific survival stratified by alcohol and genotype.
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Table II. Survival analyses for breast and prostate cancer.

Overall survival

Specific survival

Odd-ratios and Log-rank Odd-ratios and Log-rank
95% confidence test 95% confidence test
Cancer type Analysis Category interval P value interval P value
BREAST 2 SNPs GPX1/MnSOD* Pro198 carrier and Vall6 carrier 1 (Ref.) 0.747 1 (Ref.) 0.508
Pro198 carrier and Alal6Ala 0.93 (0.79-1.10) 1.09 (0.87-1.36)
Leul98Leu and Vall6 carrier 0.93 (0.72-1.21) 0.85 (0.57-1.26)
Leul98Leu and Alal6Ala 0.85 (0.55-1.32) 0.74 (0.38-1.43)
Alcohol X mtSNP A10398G*  A10398—Non-Drinkers 1 (Ref.) 0.029 1 (Ref.) 0.103
A10398—Drinkers 0.9 (0.76-1.07) 1.24 (0.97-1.57)
G10398—Non-Drinkers 1.03 (0.77-1.36) 0.95 (0.62-1.44)
G10398—Drinkers 0.66 (0.49-0.88) 0.84 (0.57-1.26)
Alcohol effect Only™ Non-Drinkers 1 (Ref.) 0.003 1 (Ref.) 0.104
Drinkers 0.84 (0.74-0.94) 1.15 (0.97-1.36)
PROSTATE 2 SNPs GPX1/MnSOD** Pro198 carrier and Vall6 carrier 1 (Ref.) 0.855 1 (Ref.) 0.356
Pro198 carrier and Alal6Ala 1.00 (0.89-1.12) 0.93 (0.77-1.14)
Leul98Leu and Vall6 carrier 1.00 (0.84-1.18) 0.75 (0.54-1.04)
Leul98Leu and Alal6Ala 1.13 (0.86-1.49) 1.05 (0.64-1.7)
Alcohol X mtSNP A10398G** A10398—Non-Drinkers 1 (Ref.) 0.558 1 (Ref.) 0.148
A10398—Drinkers 1.07 (0.87-1.32) 1.17 (0.82-1.67)
G10398—Non-Drinkers 0.85 (0.57-1.27) 0.49 (0.21-1.16)

G10398—Drinkers

1.09 (0.86-1.38)

1.13 (0.75-1.69)

*Adjusted for Cohort and Age at Breast Cancer diagnosis.
** Adjusted for Cohort and Age at Prostate Cancer diagnosis.

tion of ROS balance with respect to breast and prostate
cancer risks and survival. First, we focused on variations
occurring in MnSOD and GPX-1, two genes encoding
antioxidant enzymes that protect cellular DNA from oxi-
dative damage. Carriers of both variant alleles for rs4880
Vall6Ala in MnSOD and rs1050450 Prol98Leu
in GPX-1 did not have a change in risk of developing
breast or prostate cancer.

Interestingly, we observed a weak inverse association
between being homozygous Leul98Leu for rs1050450
(GPX-1) and risk of prostate cancer. This polymorphism
has not been represented on previous GWAS products, and
was only recently genotyped in the HapMap or in the 1000
Genomes project, so it is possible that this putative
association was not detectable in prior GWAS, and
inconsistent results were found for this association in can-
didate analyses. Although some studies observed a trend
toward an inverse association between rs1050450 and
prostate cancer for carriers of alternative allele of
rs1050450 [27], others found an absence of association
[32,28,33] or in an increase in risk for carriers of alterna-
tive alleles [31]. Our study is the first that shows an inverse
association with a p<<0.05, but also the first having
statistical power to detect a weak association, and the
results of the meta-analysis reinforced our observations.

With respect to breast cancer, we observed no interac-
tion between mitochondrial SNP rs2853826 and alcohol
consumption. However, women who carry the G10398
allele and consume alcohol had longer survival both in
terms of overall and disease-specific survival. Conversely,
women who carry the A10398 allele and consume alcohol
had reduced survival as compared with those who carry

the same allele and do not consume alcohol. One hypo-
thesized explanation for these results is the inverse asso-
ciation between moderate alcohol consumption and
cardiovascular disease. As the majority of women in
this study are post-menopausal (72%), and follow-up
time is long (on average 8 years after diagnosis), there is
potential for heart disease, independent of breast cancer
status, to be a competing outcome. Furthermore, a number
of adjuvant breast cancer therapies such as bevacizumab,
taxane-anthracycline, and trastuzumab are associated
with cardiovascular complications during BC treatment.
Given the need to simplify our definition of alcohol con-
sumption in order to combine data across participating
cohorts, we have used a crude ever/never categorization.
Further clarification of this putative association by more
careful classification of alcohol consumption, particularly
by type and quantity, may shed further light on these
results. Additionally, information on treatments, unavail-
able for the vast majority of our study participants, will
provide additional clarification in survival analyses.

Conclusion

In conclusion, we did not observe interactions between
rs4880 in MnSOD and rs1050450 in GPX-1 or rs2853826
and alcohol consumption and risk of breast or prostate
cancer. However we did observe a putative inverse asso-
ciation between rs1050450 in GPX-1 and prostate cancer
risk, and a novel interaction between alcohol consumption
and rs2853826 in the mitochondrial NAD3 gene on breast
cancer survival.
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Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer among women worldwide, and has long been
considered to be a genetic disease. A wide range of genetic variants, both rare mutations and more
common variants, have been shown to influence breast cancer risk. In particular, recent studies have
identified a number of common genetic variants, or single nucleotide polymorphisms, that are associated
with breast cancer risk. In this review, we will briefly present the genetic epidemiology of breast cancer,
genome-wide association study technology and how this technology may influence breast cancer screening

in the clinic.

KEYWORDS: breast cancer
single nucleotide polymorphism SNP

Epidemiology of breast cancer

Breast cancer (BC) is a common cause of can-
cer death among women, both in developed
and developing countries, and BC incidence
is steadily increasing worldwide. More than
1.3 million people were diagnosed with BC
in 2008, representing 20.3% of all cancers in
women, and approximately 10.9% of cancers in
men and women combined [1]. The lowest inci-
dence rate (<40/100,000 women) is observed in
developing countries whereas the highest inci-
dence rates (>80/100,000 women) are observed
in developed countries. However, the relatively
low incidence rate observed in developing coun-
tries is expected to increase significantly during
the next few decades [2].

BC is a complex and heterogeneous multi-
factorial disease with both environmental and
genetic risk factors. Based on American Cancer
Society reports between 2009 and 2012 [3-s),
substantial variations in BC risk are observed
between ethnicities in the USA. White women
have overall the highest BC risk (age-adjusted
rate of 125.4 cases per 100,000 women). How-
ever, black women aged younger than 45 years
have a slightly higher BC risk than white women
of the same age, and are more likely to be diag-
nosed with larger tumors. Hispanic/Latina
women also have lower incidence (age-adjusted
rate of 91.0 cases per 100,000 women) of BC
than white women, but similar to black women
they are more likely to be diagnosed with large,
advanced tumors. Furthermore, genetic predis-
posing features have already been identified in
specific ethnic groups [6,7]. Nongenetic risk fac-
tors, such as environment and lifestyle, also have

10.2217/BMM.13.121 © 2014 Future Medicine Ltd

genome-wide association study GWAS screening
susceptibility

a major impact on BC risk. Despite the fact that
incidence rates have historically been four- to
seven-times higher in the USA than in China or
Japan, BC risk for female immigrants from Asia
rise to reach American incidence rates in only a
few generations (8]. Furthermore, Asian immi-
grants who have lived in the USA for at least
10 years have an 80% increased risk of BC com-
pared with women in their country of origin.
Many environmental, lifestyle and nongenetic
risk factors have been associated with an increase
in incidence of BC. Alcohol intake, smoking,
oral contraception, age, mammographic density
and hormone replacement therapy are estab-
lished risk factors (Tase 1), but this list is not
exhaustive, and others factors such as radiations
exposure, levels of circulating cholesterol or diet
generally have also been proposed.

Genetic variants & BC risk

One of the strongest risks factors for BC is the
existence of a family history of the disease [9].
The risk for a woman to develop BC increases
with the number of relatives diagnosed with this
disease. However, only 5-10% of all BCs are
attributed to strong inherited components, with
approximately 4-5% due to high-penetrance
predisposing genes [10-12].

Currently, three high-penetrance genes have
been identified: BRCA1, BRCA2and TP53. The
pooled frequency of mutations in these genes
in the general population is estimated at 0.4%
(13.14] and, therefore, despite their high pene-
trance, they explain only a small percentage of
the genetic risk of BC. BRCAI was cloned in the
early 1990s, and individuals carrying mutations
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Risk factor
Smoking

Alcohol

Hormone replacement therapy

Oral contraception

BMI
Age

Mammographic density

1 Increase; |: Decrease.
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Effect  Modifiers/complexity Ref.
T Age at initiation [81]
Initiation before
T Tumor subtype (82,83]
1 Menopausal status [84]
Duration of treatment [42]
Pre-existing lesions [43]
l Duration of use [85]
Time since cessation (86]
Duration before (87]
First full-term pregnancy [88]
N Menopausal status (89]
T None [3]
T Age, BMI and parity [90]
Hormonal therapy [91]

of BRCAI account for approximately 7-10%
of BC cases. Pathogenic mutations in BRCAI
confer a lifetime risk of BC of 60—85% [15,16].
BRCA2 mutations account for approximately
10% of families with BCs [17]. Mutations in
BRCA2 confer a lifetime risk of approximately
40—85% [15,16]. Germline mutations in another
gene, TP53, are rare, but cause a form of very
early-onset BC. A total of 30% of female carri-
ers of mutations of this gene develop BC before
the age of 30 years. Mutations of 753 confer
an 18—60-fold increase in risk of BC for women
<45 years compared with the general popula-
tion. Other genes such as PTEN 18], STK11 [19]
or CDHI (20] have been associated with a high
lifetime risk (~40—60%) of BC [21].

Four genes have been identified as conferring
a moderate (two- to four-fold) BC risk. Muta-
tions in these genes remain rare, with a popu-
lation frequency of <0.4%. For example, studies
show that carriers of heterozygous mutations on
ATM have a approximately a twofold increase
(odds ratio [OR]: 2.23; 95% CI: 1.16—4.28) of
BC risk for women under the age of 50 years
[22]. The penetrance of mutations in A7M is
approximately 15%, and it is currently not pos-
sible to determine which mutation carriers will
develop BC. A particular mutation of CHEK2,
1100delC, increases BC risk approximately two-
fold [23). Truncating mutations in the BRCA1
partner BRIPI were identified in BC families,
with a twofold (95% CI: 1.2-3.2) increase in BC
risk [24]. Finally, for PALB2, a partner of BRCA2
[25], the relative risk of mutations in this gene
associated with respect to BC is 2.3 (95% CI:
1.4-3.9) [9].

Biomarkers Med. (2014) 8(2)
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Prior to the genome-wide association study
(GWAS) era, candidate studies were the most
efficient at evaluating the association between
genetic polymorphisms and BC risk. Early stud-
ies were based on genotyping candidate single
polymorphisms with a priori functional con-
sequences, often in genes thought to be highly
influential with respect to cancer risk. The
combination of increasing capacity to geno-
type by PCR-based methods and knowledge of
the correlation structure of the genome led to
using haplotype-based approaches in candidate
genes to evaluate association of risk with dis-
ease. Progression to chip-based methods further
increased genotyping efficiency and led to the
development of candidate pathway approaches.

Unfortunately, despite decades of effort,
the candidate single nucleotide polymorphism
(SNP) approach met with limited success with
respect to the detection of polymorphisms
associated with BC risk. A paper published
by the Breast Cancer Association Consortium
(BCAC) examined the association between the
nine most promising candidate SNPs combin-
ing data from numerous studies [26]. Depending
on the SNP, data from 11,391-18,290 cases and
14,753-22,670 controls were available to evalu-
ate the associations. Of these polymorphisms,
only the D302H (rs1045485) variant in CASP8
and the L10P (rs1982073) variant in TGFBI
were shown to be associated with BC risk. A
study published at approximately the same time
found the opposite association between 7GFBI
L10P and BC risk, and upon combining analyses
from both studies, no association was observed.
This leaves only CASP8 D302H as a candidate
variant associated with a moderate change in BC
risk [27).

In a similar fashion, candidate gene and
pathway approaches have not been overly suc-
cessful in identifying genetic variants that are
associated with BC risk. The Breast and Prostate
Cancer Cohort Consortium (BPC3) applied this
approach to BC, focusing on the steroid hor-
mone synthesis/metabolism and IGF1 signaling
pathways with respect to BC and prostate cancer
128]. Despite the large sample sizes and conse-
quent statistical power gained by the consortium
approach used by the BPC3, no highly signifi-
cant associations have been found between the
polymorphisms studied and BC risk [29].

BC GWAS

Since the first GWAS by Klein et 4/. [30], more
than 1695 others have been carried out, 27 of
which are dedicated to BC [201].
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The aim of GWAS is to identify common
genetic risk factors by genotyping hundreds
of thousands of tagging markers all along the
genome. The allelic frequency of each marker is
subsequently compared between a group of cases
and a group of controls, exactly as is performed
in other association studies. The main differ-
ence is that GWAS are agnostic: no hypothesis
is made as to which variants or genes might be
associated with the studied phenotype. Instead,
GWAS rely on the knowledge of the structure of
the human genome and its regions of linkage dis-
equilibrium (LD). Briefly, LD is a characteristic
of markers that tend to co-segregate in a popula-
tion. Knowing which SNPs are in LD with each
other allows the selection of a subset of SNPs,
the genotype of which will reflect the variability
of the surrounding LD region.

Genome-wide SNP arrays have been devel-
oped using the LD information from resources
such as the HapMap project [202], maximizing the
number of SNPs tagged by the genotyped SNPs.
Genome coverage with regard to SNP arrays is
therefore expressed as the percentage of known
common SNPs (>5%) in strong LD (r* > 0.8)
with at least one SNP on the genotyping array.
The coverage has increased with the development
of new chips. The Affymetrix SNP Array 5.0,
which types approximately 500,000 SNPs,
had a global coverage of approximately 65% in
European (Centre d’Etude du Polymorphisme
Humaine [CEPH] Europeans from Utah) and
41% in African (Yoruban) populations from
HapMap [31]. Coverage for Asian populations
(Han Chinese + Japanese) is similar to those for
European populations. The Illumina HumanIM
SNP array genotypes more than 1 million SNPs
for a coverage of 93 and 68% in the European
and the African populations, respectively [31].

The number of individuals included in a
GWAS is an extremely important factor, as it

GWAS strategies Advantages

will directly impact the statistical power of the
analysis. The drawback of agnostic testing of
so many markers is the potential for false posi-
tives. If one were to assume an association as
significant based on the nominal p-value of a
test (i.e., p < 0.01) while testing 300,000 SNPs,
by chance 1% of the tested SNPs would have a
p-value lower than this threshold, representing
3000 potentially false-positive associations. It
is therefore necessary to use a more stringent
threshold (p < 107 is widely accepted). However,
the SNPs that are expected to be identified by
GWAS are common variants (minor allele fre-
quency >0.05) with relatively low effect sizes
(1.05 < OR < 2.5). In order to have enough sta-
tistical power to detect such variants, genome-
wide studies must include several thousand cases
and controls. After a given locus is found associ-
ated in a GWAS, further fine mapping must take
place to identify the putative functional variant.
While the first genome-wide genotyping chips
used for BC included approximately 300,000
SNPs, a 1-million SNP chip today costs approxi-
mately ten-times less per patient, allowing for
cheaper genotyping of larger groups of individ-
uals. Costs associated with recruiting subjects
(both in terms of time and money) are still high,
however. As a consequence, research groups have
developed a variety of GWAS strategies over the
years, which are summarized in Taste 2.

While GWAS SNPs are probably not the
actual functional variant, the nature of the
associated loci is of interest. As of 7 September
2013, the GWAS catalog lists 27 BC-associated
GWAS [201]. Earlier this year, the Collaborative
Oncological Gene—environment Study (COGS)
published their findings regarding the identifi-
cation of 41 novel loci associated with BC risk
(32]. This, and related papers, tutorials and other
information, is available through the Nature
Genetics Focus on COGS [203].

Drawbacks

205

Ref.

Classic multistage ~ Potential to optimize statistical power and
genotyping costs

Needs large numbers of cases and controls [33,92,93]

Enrich for family Increases likelihood that genetic factors are Variants can differ between families, and may not be  [33,94,95]
history present present in the general population
Specific tumor type Reducing heterogeneity in tumor type (among Difficult for rarer tumor types, results not [96-100]

postmenopausal women or restriction to ER
cancer) can reduce noise

generalizable to the general population

Indirect approach  Using GWAS to identify variants associated with SNPs may be found associated with BC risk factors, [101-104]
BC risk factors can increase prior probability for but explain little of their contribution to breast cancer
certain SNPs incidence

BC: Breast cancer; GWAS: Genome-wide association study, SNP: Single nucleotide polymorphism.
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At the time of their identification, the first
GWAS loci did not contain genes previously
studied in relation with BC, with the excep-
tion of FGFR2 [33], although several had been
found to be overexpressed in a variety of can-
cer cells. Some genes close to GWAS loci are
involved in the control of cell growth or cell
signaling (e.g., MAP3KI), and many have now
been linked to diverse cancers through tumor
formation, tumor cell dissemination or regula-
tion of apoptosis. GWAS results have therefore
been a driving force for the investigation of
genes relevant to cancer biology.

The 8q24 ‘gene desert’ is composed of at least
five independent loci containing SNPs associ-
ated with different cancers [34]. Chromosomal
translocations, viral integration and copy num-
ber variation at the 824 locus have long been
observed in many cancers, including BC [3s].
More recently, close to 30 SNPs located in this
region were found to be associated with risk of
various diseases, notably prostate, breast and
ovarian cancers, by GWAS [3¢]. Despite the
relative proximity of the MYC gene, one of the
most studied oncogenes, the biologic mecha-
nisms underlying the identified associations
are still unknown, as reports of associations
between SNPs and expression levels of MYC
are contradictory (36). Adjacent transcribed loci
have now been identified (P7VI, PRNCRI,
miR-1204-1208 and POUSFIPI), the inves-
tigation of which may bring new information
on the functional role(s) of variants associated
with breast and other cancers at 8q24 [36].

BC screening
BC screening has been demonstrated to con-
siderably increase diagnosis of breast lesions
at an early stage, thus substantially increasing
the probability of better prognosis and survival
[37-39]. The previously observed increase in inci-
dence of invasive BC in the 1990s has consider-
ably slown down, and between 2001 and 2004
this rate has declined by 3.5% per year [40]. This
is mainly attributed to two factors: the increase
in BC screening and early detection programs
141); and the considerable decrease in use of
hormone replacement therapy for managing
postmenopausal symptoms since 2002 [42.43].

The intensity of screening and medical fol-
low-up depend on a woman’s risk estimate as
evaluated by their oncologist. To assist them in
this task, several tools have been developed [44].
A commonly used tool is the Gail Model [4s],
which forms the statistical basis of the online
tool developed by the National Comprehensive
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Cancer Network (NCCN) in the USA, and is
available online [204]. This model provides an
estimation of 5-year and lifetime risk for BC
based on the patient’s medical and family his-
tory of BC, combined with age, ethnicity, age
at menarche, age at first full-term pregnancy,
number of first-degree relatives diagnosed with
BC and whether the patient has already under-
gone a breast biopsy. Tice et al. propose an
alternative model that includes mammographic
density [46]. Other models, such as Ibis [47] and
BODICE (48], are useful for predicting the
probability that a woman carries mutations in
BRCA1/2. Finally, another commonly used tool
to detect breast lesions is called the ‘triple test’,
which consists of physical clinical examination,
mammography or ultrasound, and fine-needle
aspiration. When results of the three steps are
concordant, the triple test is estimated to have
100% diagnostic accuracy [49.50].

Based on estimations furnished by this kind
of tool, oncologists can decide which type of
screening may be best adapted to their patients.
Recommended guidelines are not the same for
women with low or moderate risk compared
with high risk. In the USA, The NCCN,
American Cancer Society and US Preventive
Services Task Force have published guidelines
to help oncologists manage BC screening for
patients with moderate to high risk (breast self-
examination, clinical breast examination and
age to begin mammography screening) (51-53].
The NCCN also recently published an exten-
sion to their official BC management guide-
lines, with specific guidelines for metastatic BC
[s4). For women with high risk, more specific
guidelines are applied, with earlier screening,
more frequent mammographies, or more spe-
cific detection techniques such as ultrasound
or MRI as a complement to classical mam-
mography screening. However, MRI has dis-
advantages that might compromise its use as
a routine technique, particularly with respect
to restrictions on patients who can undergo
MRI examination (pacemaker carriers, obese
patients and patients with renal failure).

SNPs into clinical practice

One of the earliest promises of GWAS with
respect to cancer risk was to improve our abil-
ity to identify people in the general population
who may benefit from altered screening strat-
egies. As such, it would be possible to detect
their cancer sooner, increasing their chances of
receiving treatment prior to the tumor spread-
ing. On the other hand, screening methods need
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to be very robust, as increasing the number of
subjects screened could increase the number of
false-positive diagnoses. This would increase
burdens on the healthcare system via unneces-
sary treatments as well as increasing the level
of anxiety of patients. Currently, screening is
based on age of the patient. In circumstances of
strong family history, particularly once muta-
tions in the BRCA1/2 genes have been detected,
screening may be proposed to younger women.

In Britain, it is suggested that women begin
organized BC screening at the age of 50 years,
and their 10-year risk at this time is 2.3%.
Using the seven risk alleles that were known at
the time, Pharoah ez /. calculated the distri-
bution of risk in the general population based
on the allele frequencies of the risk alleles [ss].
They then used the association between these
alleles and BC risk to estimate the age at which
the 10-year risk of BC in different percentiles
of the population based on this risk was equal
to or greater than 2.3%, or that of a 50-year
old woman in the general British population.
In their example, the women in the top five per-
centiles of risk would have greater than 2.3%
10-year risk at the age of 41 years, thus poten-
tially making it beneficial to begin screening
these women 9 years earlier than recommended.

Despite these relatively positive early find-
ings at the population level, Wacholder ez /.
looked to evaluate the potential for genetic
variants to improve on risk models used in the
clinic [s6]. The Gail Model or Breast Cancer
Risk Assessment Tool [45.57] is routinely used to
evaluate a woman’s BC risk. The Gail Model is
based on a woman’s reproductive history, family
history of BC and previous breast biopsies. In
2010, Wacholder ez 4/. added the ten known
BC risk variants to the Gail Model. In the data
used, the Gail Model plus age, study and entry
year had an area under the receiver operating
characteristic curve (AUC) of 58%. Including
the polymorphisms in the model increased the
AUC to only 61.8%. Nearly half of the case
subjects (47.2%) were in the same quintile of
risk regardless of the model used, while slightly
more than 30% of the cases were in a higher
quintile and 20% were in a lower quartile.
Wacholder ez al. therefore conclude that these
polymorphisms change little with respect to
risk prediction [s6].

Mealiffe ez al. used similar methods in a sep-
arate data set with very similar results [s8]. In
this data set, the AUC for the Gail Model went
from 56 to 59% after including seven poly-
morphisms associated with BC risk. While the
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results of Mealiffe ez al. [58] are similar to those
of Wacholder ez al. [s6], they argue that SNPs
may be of interest, particularly for women of
intermediate risk as determined by the Gail
Model. This conclusion is based on their use
of the net reclassification improvement. These
analyses revealed that the biggest improve-
ment in risk assessment was among women of
intermediate risk. There were also some indica-
tions that risk prediction models may vary by
estrogen receptor status of BC cases.

More recently, Hiising er a/. examined the
benefits of using 32 GWAS-identified poly-
morphisms in risk prediction models [59].
Despite adding a number of additional SNPs,
the AUC of the best prediction model includ-
ing 18 SNPs and epidemiological variables was
still only 60.5% and was not statistically dif-
ferent than that observed by Wacholder ez al.
(56]. The group of Pharaoh also updated their
analyses, and found that using the GWAS-
identified SNPs can reduce the number of
women screened [60]. Currently, they esti-
mate that approximately 9% of common BC
susceptibility alleles have been discovered.

Using these SNPs could reduce the num-
ber of women offered screening based on their
10-year risk by approximately 2%. If all of
the BC susceptibility alleles were known, they
estimate that a nearly 40% reduction in the
number of women offered screening could be
achieved [61]. These analyses are no doubt cur-
rently being updated with the recent results of
the COGS initiative previously mentioned [32].

Future of BC GWAS

After only 5 years of results from GWAS on
BC, phenomenal amounts of data have been
generated. We have only just begun to exploit
this rich resource using classical methods.
Over 70 loci associated with BC susceptibil-
ity have been identified through GWAS and
family studies, which explain approximately
30% of the excess genetic risk of BC, while
rare and high-to-moderate-risk loci contribute
approximately 20% [32]. A great deal of work
still needs to be carried out to fully exploit these
data. Many more loci are suspected to contrib-
ute to the polygenic susceptibility to BC, most
of which are likely tagged by existing GWAS
chips, but their marginal significance does not
reach the required genome-wide significance
threshold of p < 107. In other words, a num-
ber of false-negative associations have likely
been excluded based on current GWAS data.

In order to extract more biologically relevant
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information from GWAS, analysis methods
able to sift true associations from these false
negatives are required. The most promising ave-
nues to follow with respect to a more complete
view of genetic susceptibility to BC are:

Gene—environment (GxE) interactions;
Gene—gene (GxG) interactions;

Alternative statistical analyses.

As shown in Tasie 1, 2 number of nongenetic
factors are associated with BC risk. It has been
proposed that leveraging nongenetic risks and
GxE interactions can add power to GWAS scans
[62]. Given that the majority of BC GWAS will
have a large quantity of environmental and life-
style factors already available for the majority of
their participants, carrying out GxE interaction
studies in this context requires only additional
computer and analyst time. This approach has
been used by a number of studies [63.64]. How-
ever, the statistical limitations of GxE studies
in terms of GWAS are daunting. Examining
the interactions between even one nongenetic
exposure and the SNPs of a GWAS at least
doubles the number of statistical tests carried
out, reducing statistical power and the capacity
to detect associations. However, a number of
groups have developed methods to overcome
the statistical limitations of the increased num-
ber of tests carried out in interaction analyses
[65,66].

Given the relatively high incidence of BC
and the paucity of polymorphisms found to be
more moderately associated (OR >1.5) with the
disease, it has been proposed that combinations
of variants, or GxG interactions, are necessary
to explain the genetic component of BC risk. In
more classical genetic terms, this phenomenon
is known as epistasis. Similar to GxE interac-
tions, examining GxG in the GWAS context
would exponentially increase the number of
statistical tests to be carried out, and, as such,
drastically reduce power. Despite this draw-
back, statistical methods to evaluate GxG in
GWAS have been developed, including but not
limited to BOOST (67], permutation testing [68]
and multifactor dimension reduction [9].

A variety of approaches to further statisti-
cally exploit GWAS data already exist. In line
with the agnostic nature of GWAS, LASSO-like
methods use multivariate regressions together
with variable reduction and selection to let
the genotype data lead to the most influential
SNPs (70.71]. The output of purely mathemati-
cal approaches can be extremely difficult to
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interpret and replicate. Other LASSO-like
methods that also integrate publicly avail-
able biological information such as biological
pathways exist [72]. Alternatively, a wide range
of methods are dedicated to the inclusion of
biological knowledge based on enrichment of
association signal in biological pathways (73.74]
or within modules in protein—protein inter-
action networks [75]. Specifically, Braun and
Buetow used their pathway analyses to confirm
the association between FGFR2 and BC risk,
as well as novel putative associations between
purine metabolism, ERbB signaling, calcium
signaling and GnRH signaling pathways, and
BC risk (76]. Finally, Bayesian statistics allow
the integration of biological knowledge directly
within the statistical modeling of the data [76].
Using the framework developed by Wakefield,
one can integrate biological information of any
kind and produce a reordering of the GWAS
SNPs according to both their genotypes and
prior knowledge to discover real associations
that would have been missed by classical
analysis [77].

Integration of other sources of biologi-
cal information such as regulatory annota-
tions from genome-wide chromatin immuno-
precipitation sequencing or footprinting meth-
ods generated by international consortia such as
ENCODE will certainly prove very useful (78].
Recently, a study combining BC cell transcrip-
tion factor binding sites for FOXI1A and ERo
with BC GWAS hits noted an enrichment in
associated loci within the binding sites, as well
as an effect of the majority of the risk-associated
SNPs on the affinity of FOXAL for chromatin
[79]. Li et al. examined data from the TCGA and
identified a number of variants that act through
influencing the expression of ESRI, MYC and
KLF4 (80). These studies prove the functional
importance of GWAS-identified loci for BC and
the potential of combining GWAS data together
with regulatory annotations obtained through
modern, cell-type specific OMIC techniques.

Conclusion

There is no question that the field of genomics
is rapidly advancing and evolving. The costs
of genotyping and, more importantly, next-
generation sequencing, continue to drop. A
number of large-scale whole-genome sequenc-
ing projects have been initiated to describe
the global variation present in different tumor
types, such as the TCGA [205] and ICGC
[206). Concurrently, next-generation sequenc-
ing has entered the clinic, with trials aimed at
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the evaluation of targeted sequencing of genes
and mutational hotspots as a means to provide
personalized therapy for cancer patients cur-
rently underway. However, with this increase
in capacity to generate genetic data comes an
increase in the need for tools and resources to
analyze the deluge of data generated by these
studies. As discussed in the previous section, a
great deal of information remains to be gleaned
from existing GWAS. While sequencing may
allow the detection of very rare variants that
may influence disease risk, the sheer volume
of work needed to identify and validate these
variants limits our ability to rapidly exploit the
data. Furthermore, classical association testing
is not adapted to evaluate the influence of rare
variants on disease. It is therefore important
to continue to invest resources to fully exploit
existing GWAS data, as well as to apply this still
powerful technology to understudied aspects of
cancer epidemiology.

Future perspective

GWAS is still a relatively young technology that
is only starting to mature. As further develop-
ments in the identification of variants associated
with human phenotypes are made, transferring
these results to clinical applications will become
possible. We are therefore likely on the verge of
realizing at least some of the promise initially
anticipated from GWAS studies with respect to
personalizing medicine.

Financial & competing interests disclosure
The authors have no relevant affiliations or financial
involvement with any organization or entity with a finan-
cial interest in or financial conflict with the subject matter
or materials discussed in the manuscript. This includes
employment, consultancies, honoraria, stock ownership or
options, expert testimony, grants or patents received or
pending, or royalties.

No writing assistance was utilized in the production of

this manuscript.

209

REVIEW

Executive summary

Epidemiology of breast cancer

Genetic variants & breast cancer risk

additional studies have been carried out.

Breast cancer screening

included.

Future of breast cancer GWAS

cancer risk.

= Breast cancer is the most common cancer among women in developed countries, and is a leading cause of cancer death among
women. Incidence rates are rising, and breast cancer will become a major public health concern in developing countries as
improvements in infant’s and women'’s health issues lead to increased life expectancy. A number of risk factors have been identified as
being associated with breast cancer, including genetic variants.

= A positive family history of breast cancer increases one’s personal risk of developing the disease. However, a small portion of breast
cancer cases are due to moderate- or high-penetrance mutations. Early work on genetic variants and breast cancer risk has led to only
a few positive associations, despite having strong biology-based hypotheses.

Breast cancer genome-wide association studies

= The explosion of our potential to explore the human genome based largely on the first full genome sequences being published in the
early 2000s has led to the development of the genome-wide association studies (GWAS). Nearly 2000 GWAS have been published,
with 27 of these dedicated to breast cancer. These studies are based on linkage disequilibrium, or correlation, between genetic
variants. They use an agnostic approach to screen the genome for variants associated with measurable phenotypes, including cancer
risk. A number of alternative approaches for GWAS design have been proposed. Given their size and cost, a number of considerations
for GWAS need to be taken into consideration. The first breast cancer GWAS were published in 2007, and since then a number of

= Currently, breast cancer screening is offered based solely on a woman'’s age. However, a number of models have been developed to
measure breast cancer risk. These models take into consideration a number of factors, including family history, reproductive history and
breast density. However, these models are rarely used in a clinical setting.

Applying single nucleotide polymorphisms to clinical practice in screening

= One of the greatest promises of GWAS was to identify people who may benefit from altered screening strategies based on their risk. A
number of studies have evaluated the potential for single nucleotide polymorphisms identified through breast cancer GWAS to better
measure breast cancer risk. These models were built based on earlier GWAS results, and the most recent wave of results has yet to be

= Despite the exponential growth in our capacity to analyze genomes, the wealth of data generated from GWAS studies remains to be
fully exploited. Examination of gene—gene and gene—environment interactions needs to be explored. Alternative statistical analyses
may be carried out in order to identify further novel polymorphisms associated with breast cancer risk. Finally, the integration of
additional biological information into the analyses of GWAS data may lead to further insights into the genetic component of breast
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An original phylogenetic approach identified mitochondrial haplogroup T1a1l
as inversely associated with breast cancer risk in BRCA2 mutation carriers.
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ABSTRACT

Individuals carrying pathogenic mutations in BRCA1/2 genes have a high lifetime risk of breast cancer.
BRCA1 and BRCA2 are involved in DNA double strand break repair, DNA alterations that can be
caused by exposure to reactive oxygen species, a main source of which are mitochondria.
Mitochondrial genome variations affect electron transport chain efficiency and ROS production.
Individuals from different mitochondrial haplogroups differ in their metabolism and sensitivity to
oxidative stress. Variability in mitochondrial genetic background can alter ROS production, leading to
cancer risk. Here we test the hypothesis that mitochondrial haplogroups modify breast cancer risk in
BRCA1/2 mutation carriers. We genotyped 22214 (11421 affected, 10793 unaffected) mutation
carriers belonging to the Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA1/2 for 129 mitochondrial
SNPs using the iCOGS array. Haplogroup inference and association detection were performed using a
phylogenetic approach. ALTree was applied to explore the reference mitochondrial evolutionary tree
and detect subclades enriched for affected or unaffected individuals. We discovered that subclade
T1lal was less enriched with affected BRCAZ mutation carriers than the rest of clade T, (HR=0.55
(95% CI 0.34-0.88, p-value=0.01). Compared with the most frequent haplogroup in the general
population i.e. H and T clade, the T1al haplogroup has an HR=0.62 (95% CI=0.40-0.95, p-value=0.03).
We also identified three potential susceptibility loci, including G13708A/rs28359178, which has
demonstrated an inverse association with familial breast cancer risk. This study illustrates how
original approaches like the phylogeny-based method we used can empower classical molecular

epidemiological studies aimed at identifying association or risk modification effects.
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Introduction

Breast cancer is a multifactorial disease, with genetic, life-style and environmental susceptibility
factors. Approximately 15-20% of the familial aggregation of breast cancer is accounted for by
mutations in high-penetrance susceptibility genes (1)(2)(3) such as BRCA1, BRCAZ. Pathogenic
mutations in BRCAI1 and BRCAZ confer lifetime breast cancer risk of 60%-85% (4)(5) and 40%-
85%(4)(5), respectively. Other genomic variations (for example in genes encoding proteins
interacting with BRCA1 and BRCA2) have been identified as modifiers of breast cancer risk and

increase or decrease the risk initially conferred by BRCA1 or BRCAZ mutation(6).

BRCA1 and BRCAZ are involved in DNA repair mechanisms, including double-strand break (DSB)
repair by homologous recombination(7)(8) . DSB are considered to be one of the most deleterious
forms of DNA damage because the integrity of both DNA strands is compromised simultaneously.
These breaks can lead to genomic instability resulting in translocations, deletions, duplications, or
mutations when not correctly repaired(9). Reactive Oxygen Species (ROS) are one of the main causes

of DSBs, along with exposure to ionizing radiation, various chemical agents, and ultraviolet light (10).

ROS are naturally occurring chemical derivative of metabolism. Elevated levels of ROS and down-
regulation of ROS scavengers and/or antioxidant enzymes can lead to oxidative stress, which is
associated with a number of human diseases, including various cancers (11). The electron transport
chain process, which takes place in the mitochondria, generates the majority of ROS in human cells.
Variations in the mitochondrial genome have been shown to be associated with metabolic phenotypes

and oxidative stress markers (12).

The human mitochondrial genome (mtDNA) has undergone a large number of mutations that have
segregated during evolution. Those changes are now used to define mitochondrial haplogroups. Some
of these changes slightly modify metabolic performance and energy production; thus, all haplogroups

do not have identical metabolic capacities(13). It has been hypothesized that the geographic
11
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distribution of mitochondrial haplogroups results from selection of metabolic capacities mainly

driven by adaptation to climate and nutrition(14).

Mitochondrial haplogroups have been associated with diverse multifactorial diseases, such as
Alzheimer’s disease(15), hypertrophic cardiomyopathy(16) or age-related macular degeneration(17).
Variations in mtDNA have also been linked to several types of cancer, such as gastric cancer(18) or
renal cell carcinoma (19). Interestingly, variations in mtDNA have been linked to several types of

female cancers: endometrial (20), ovarian(21), and breast cancer (22).(23).

The Collaborative Oncological Gene-environment Study(24) (COGS) is a European project designed to
improve understanding of genetic susceptibility to breast, ovarian and prostate cancer. This project
involves several consortia, the Breast Cancer Association Consortium (BCAC)(25), the Ovarian Cancer
Association Consortium (OCAC)(26) , the Prostate Cancer Association Group to Investigate Cancer
Associated Alterations in the Genome (PRACTICAL)(27) , and the Consortium of Investigators of
Modifiers of BRCA1/2 (CIMBA)(28). CIMBA is a collaborative group of researchers working on genetic
modifiers of cancer risk in BRCA1 and BRCA2 mutation carriers. As part of the COGS project, more
than 200,000 single nucleotide polymorphisms (SNPs) were genotyped for BRCA1 and BRCAZ
mutation carriers on the iCOGS chip, including 129 mitochondrial polymorphisms. The iCOGS chip is a
custom Illumina™ Infinium genotyping array, designed to test, in a cost-effective manner, genetic

variants related to breast, ovarian and prostate cancers.

In this study, we explored mitochondrial haplogroups as potential modifiers of breast cancer risk in
women carrying pathogenic BRCA1 or BRCAZ mutations. Our study includes females diagnosed with
breast cancer and unaffected carriers belonging to the CIMBA. We used an original analytic
phylogenetic-based approach implemented in a homemade algorithm and in the program ALTree to

infer haplogroups and to detect associations between haplogroups and breast cancer risk.
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Materials and methods

BRCA1 and BRCAZ mutation carriers

All analyses were conducted separately on CIMBA BRCA1 and BRCAZ mutation carriers (abbreviated
popl and popZ2, respectively). Eligible female carriers were aged 18 years or older and had a
pathogenic mutation in BRCA1 and/or BRCAZ. Women mutated on both BRCA1 and BRCAZ were
included in downstream analyses. Data were available on year of birth, age at study recruitment, age
at cancer diagnosis, BRCA1 and BRCA2 mutation description, and self-reported -ethnicity.
Supplementary specifications regarding inclusion profiles are available in Couch et al. (29) and Gaudet
et al. (30). Final analyses included 7,432 breast cancer cases and 7,104 unaffected BRCA1 mutation
carriers, and 3,989 invasive breast cancer and 3,689 unaffected BRCAZ mutation carriers. Women
with ovarian cancer history were not excluded from analyses, and represent 15% and 7% of BRCA1

and BRCAZ mutation carriers respectively.

Genotyping and Quality Filtering

Genotyping was conducted using the iCOGS custom Illumina Infinium array. Genotypes were called
using Illumina's proprietary GenCall algorithm. Genotyping and quality filtering were described
previously(29)-(30). Initially, 129 mitochondrial SNPs were genotyped for both BRCA1 and BRCAZ2
mutation carriers. SNPs fulfilling the following criteria were excluded from downstream analyses:
monoallelic SNPs (minor allele frequency equals 0), SNPs with more than 5 % data missing, annotated
as triallelic, or having probes cross-matching with the nuclear genome. Heterozygous genotypes were
removed from analyses, and we further filtered out SNPs having more than 5 % of heterozygous calls,
to limit potential for heteroplasmy affecting our results. We also did not retain SNPs representing
private mutations. These mutations are rare, often restricted to a few families, and not sufficiently
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prevalent in the general population to be included in the reference mitochondrial evolutionary tree
(see below). This last step of filtration yielded 93 and 92 SNPs for the popl and popZ2 analyses,
respectively (see Supplementary Table S1 in Supplementary Material 1). Only individuals with fully
defined haplotypes, i.e. non-missing genotypes for the 93 and 92 SNPs selected for pop1 and pop2

respectively were included in downstream analyses (14,536 and 7,678 individuals respectively).

Mitochondrial genome evolution and haplogroup definition

Analyses were based on the theoretical reconstructed phylogenetic tree of the mitochondrial genome
(mtTree) known as PhyloTree(31) (v.15). The mtTree is rooted by the Reconstructed Sapiens
Reference Sequence (RSRS). RSRS has been identified as the most likely candidate to root the mtTree
by refining human mitochondrial phylogeny by parsimony (32). Each haplogroup in mtTree is defined
by the set of mitochondrial genome SNPs that have segregated in RSRS until today in the
mitochondrial genome. Each haplogroup is fully characterized by the 16569 bp sequence resulting
from the application of all the substitutions that are encoded by the corresponding SNPs in RSRS

sequence.

Haplogroups imputation

The phylogenetic approach used to infer haplogroups is described in Figure 1. Mitochondrial genome
sequences can be reconstructed at each node of mtTree, given the substitutions that have segregated
in RSRS. Each haplogroup therefore has a corresponding full-length mitochondrial sequence.
However, the full-length mitochondrial sequence is not available in the data, since the iCOGs platform
captured only 93 and 92 SNPs for pop1 and popZ2 respectively. Thus, for each of the 7864 nodes of the
phylogenetic tree, the corresponding short haplotype, i.e. the full-length sequence restricted to
available loci was defined. Some of the short haplotypes are unique, and they can be matched with

their corresponding haplogroup directly. However, most of the time, given the small number of SNPs
14
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analyzed, several haplogroups correspond to the same short haplotype. Consequently, a unique
haplogroup cannot confidently be assigned to each short haplotype. Therefore, each short haplotype
was assigned the most recent common ancestor of all the haplogroups that share the same short
haplotype. Once this matching was done, short haplotypes were reconstructed in the same way for
each individual in our dataset, and assigned the corresponding haplogroup. Accuracy of the method
used was assessed by being applied on a set of 630 mitochondrial genome sequences of known

European and Caucasian haplogroups (See Supplementary Material 2)

Association Detection

This phylogenetic approach is based on the identification of subclades in the reference phylogenetic
tree of the mitochondrial genome differentially enriched for cases and unaffected controls compared
with neighboring subclades. We used ALTree(33)(34) to perform association testing. ALTree -
Association detection and Localization of susceptibility sites using haplotype phylogenetic Trees - is
an algorithm performing nested homogeneity tests comparing distributions of affected and unaffected
individuals in the different clades of a given phylogenetic tree. There are as many tests performed as
levels in the phylogenetic tree. The p-value at each level of the tree is obtained by a permutation
procedure in which 1000 permutations are performed. A procedure to correct for multiple testing
adapted to nested tests (35) is implemented in ALTree. We aimed to detect a global association, so

only the most significant p-value obtained for all tests performed on one tree is corrected.

Handling genetic dependency

ALTree performs homogeneity tests to detect differences in enrichment or depletion of affected or
unaffected individuals between clades in the phylogenetic tree. This kind of test can only be
performed on independent data. However because in the CIMBA dataset, some individuals belong to

the same family, we constructed datasets with genetically independent data by randomly selecting
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one individual among all those belonging to the same family and sharing the same short haplotype. To
take into account the full variability of our data, we resampled one thousand times. Results of the
analyses pipeline are obtained for each resampling independently, and then averaged over the one

thousand re-samplings to obtain final results.

Character reconstruction at ancestral nodes

Before the ALTree localization algorithm was launched, ancestral sequences were reconstructed at
each internal tree node, i.e. short haplotypes were inferred with maximum likelihood at all nodes that
were not leaves. We used the software PAML(36) to perform the reconstruction at ancestral nodes
using a maximum likelihood method. The phylogeny model used was the General Time-Reversible

model (GTR or REV).

Localization of susceptibility sites

ALTree also includes an algorithm to identify which sites are the most likely ones to be involved in the
association detected. For each short haplotype observed, the ALTree add-on altree-add-S will add to
the short haplotype sequence a supplementary character called S, which represents the disease status
associated to this short haplotype: are individuals carrying this short haplotype more often affected or
unaffected? S is calculated based on the affected and unaffected counts, the relative proportion of
affected and unaffected in the whole dataset, and sensibility parameter ¢. € was set to its default value,
which is 1. After S character computation, haplotypes including character S are reconstructed at
ancestral nodes. Susceptibility site localization is achieved with ALTree by computing a correlated
evolution index calculated between each change of each site and the changes of the character S, in the
two possible directions of change. The site(s) whose evolution is the most correlated to the character

S is the most likely susceptibility site.
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Selected subclades

Analyses were carried out on the full evolutionary tree. However, the more haplogroups there are at
each level, the less statistical power homogeneity tests have. Therefore analyses were also applied to
subclades extracted from the tree. Subclades were defined using counts of individuals in each
haplogroup of the clade in order to maximize statistical power. Chosen subclades and corresponding

affected and unaffected counts are presented in Table 1.

Statistical Analysis

We quantified the effect associated with enrichment discovered by applying ALTree by building a
weighted Cox regression in which the outcome variable is the status (affected or non-affected) and the
explicative variable is the inferred haplogroup. Analyses were stratified by country. Data were
restricted to the clades of interest. The uncertainty in haplogroup inference was not taken into
account in the model. The weighting method used takes into account breast cancer incidence rate as a
function of age(37) and the gene containing the observed pathogenic mutation, i.e. BRCAI or BRCAZ2.
Familial dependency was handled by using a robust sandwich estimate of variance (R package

survival, cluster() function).
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RESULTS

Haplogroup imputation

Supplementary Table S3 (in Supplementary Material 3) recapitulates absolute and relative
frequencies for each haplogroup imputed in BRCA1 and BRCA2 mutation carriers. For BRCA1 mutation
carriers, we reconstructed 489 distinct short haplotypes of 93 loci from the genotypes data. Only 162
of those 489 short haplotypes matched theoretical haplotypes reconstructed in the reference
mitochondrial evolutionary tree. These 162 haplotypes represented 13315 / 14536 individuals. Thus,
91.6 % of BRCAI mutation carriers were successfully assigned a haplogroup. For BRCA2 mutation
carriers, we reconstructed 350 distinct short haplotypes of 92 loci from our genotypes data. Only 139
of those 350 short haplotypes matched theoretical haplotypes reconstructed in the reference
mitochondrial evolutionary tree. These 139 haplotypes represented 6996 / 7678 individuals. Thus,
91.1 % of BRCAZ mutation carriers were successfully assigned a haplogroup. Since more BRCA1 than
BRCA2 mutation carriers were genotyped (14,536 vs. 7,678 individuals), we logically observe more

distinct haplotypes in pop1 than in popZ2 (489 vs. 350 haplotypes).

Accuracy of the main haplogroup inference method used was estimate at 82%, and reached 100% for
haplogroups I, ], K, T, U, W, X. Given the set of SNPs we dispose of, our method has difficulties to

differentiate between H and V haplogroups (See 2 in Supplementary Material 2).

Association results

For both populations of BRCA1 or BRCA2 mutation carriers, and for the full tree as for all selected

subclades, we extracted the mean corrected p-value for association testing over all resamplings
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performed (See Table 2). The only corrected p-value that remained significant was that obtained for

subclade T (abbreviated T*) in the population of individuals of BRCA2 mutation carriers (p= 0.04).

The phylogenetic tree of subclade T (see Figure 2a) contains only three levels, thus only three tests
were performed within this clade. It is legitimate to interpret the associated non-corrected p-values
(see Table 3). Only the p-value associated with the test performed at the first level of the tree is
significant. By looking more closely at the mean frequencies of affected and unaffected individuals in
the tree at this level (see Figure 2b), we conclude that subclade T1al is less enriched for affected

carriers than the neighboring subclades T and T2.

Localization results

We performed a localization analysis with ALTree. The correlated evolution index for all non-
monomorphic sites observed in short haplotype sequences of subclade T are displayed in
Supplementary Table S4 (in Supplementary Material 4). The higher the correlated evolution index, the
more likely it is that corresponding sites will be involved in the observed association. Three short
haplotype sites - numbered 44, 57, and 72 - are clearly distinguishing themselves, with correlation
index values of 0.390, 0.324 and 0.318 respectively, whereas all other sites correlation index values

ranged from -0.270 to -0.101. Table 4 shows details for these three loci.

Effect quantification

The ALTree method is able to detect an association, but cannot to quantify the associated effect. We
estimated the risk of breast cancer for individuals with the T1al haplogroup compared with
individuals having another T subclade haplogroup in the population of BRCAZ mutation carriers with

a more classical statistical method, a weighted Cox regression. We found a breast cancer HR=0.55
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(95% CI=0.34-0.88, p-value = 0.014). We also tested Haplogroup Tlal compared with other T*
haplogroups and the H haplogroup (the main haplogroup in the general population), and found a

breast cancer HR=0.62 (95% CI=0.40-0.95, p-value=0.03).
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Discussion

We employed an original phylogenetic analytic method coupled with more classical molecular
epidemiologic analyses in order to detect mitochondrial haplogroups differentially enriched for
affected BRCA1/2 mutation carriers. We successfully inferred haplogroups for more than 90% of
individuals in our dataset. After haplogroup imputation, the ALTree method identified T1al in the T
clade as differentially enriched in affected BRCAZ mutation carriers, whereas no enrichment
difference was found for BRCA1 mutation carriers. The T subclade is present in 4% of African
populations compared to 11% in Caucasian and east-European populations (38). In our data, the T
subclade represented 9.34 % of BRCAI mutation carriers, and 9.30% of BRCAZ carriers. The ALTree

method also identified three potential breast cancer susceptibility loci in mitochondrial genome.

In this study, we investigated to what extent mitochondrial genome variability modified breast cancer
risk in individuals carrying pathogenic mutations in BRCA1/2. A large proportion of breast cancer
heritability still remains unexplained today (39). Different methods exist to study genomic
susceptibility to a disease, such as linkage analyses (which identified the BRCA1 and BRCAZ
susceptibility genes) or Genome-Wide Association Studies (GWAS). However, classical linkage
analysis cannot be applied to the haploid mitochondrial genome. Furthermore, commercial GWAS
chips available do not adequately capture the majority of mitochondrial SNPs. A non-genome-wide
and mitochondrial focused approach was required to explore how mitochondrial genome variability
influences breast cancer risk. Here we have shown that BRCAZ mutation carriers representing the
subclade T1al have between 30 and 50% less risk of breast cancer than those representing other
clades which, if validated, is a clinically meaningful risk reduction and may influence choice of risk

management strategies.

The association we observed among BRCAZ but not BRCA1 mutation carriers may reveal a functional

alteration that would be specific to mechanisms involving BRCAZ2-related BC. Today it is established
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that BRCA1- and BRCAZ2-associated breast cancers are not phenotypically identical. These two types of
tumors do not harbor the same gene expression profiles or copy number alterations (40). Both BRCA1
and BRCAZ2 are involved in DNA damage repair via homologous recombination of double strands
breaks, but also of single strand breaks (SSB), a much more frequent DNA damage that can be caused
by ROS exposure(41). Recently, Davis et al. showed that an alternative homologous recombination
(aHR) repair mechanism, different from the canonical one active on DSBs, was occurring on SSBs(42).
As single-strand annealing (SSA), another repair mechanism that joins flanking repeated sequences in
cis of a DNA break, this alternative homologous recombination mechanism is RAD51- and BRCA2-
dependantly down-regulated. aHR is stimulated by the down regulation of RAD51 or BRCA2
expression or activity. Furthermore, aHR requires the presence of BRCA1. Thus, aHR may be active in
contexts in which canonical homologous recombination is inactive, as for BRCAZ mutation carriers.
aHR is more prone to contribute to loss of heterozygosity (LOH), a source of mutations potentially
driving tumorigenesis. Thus, aHR usage could explain why more LOH were observed in tumors
characterized by homologous recombination deficiency, harboring BRCA1/2 alterations in ovarian
tumors and in breast and prostate cancer cell lines(43). The association we discovered would be
concordant with the hypothesis that individuals of T1al haplogroup might be less prone to genomic
instability driven by use of aHR as single strand breaks repair mechanism than other BRCAZ mutation

carriers, and why we do not observe the same association in BRCA1 mutation carriers.

Three main reasons could explain our inability to assign haplogroups to 9% of study participants.
First, given the high mutation rate in the mitochondrial genome, observed combinations of
mitochondrial SNPs might have appeared relatively recently in the general population, and the
corresponding haplotypes might not yet be incorporated in PhyloTree. Secondly, only one genotyping
error could lead to chimeric haplotypes that do not exist although, given the quality of our genotyping
data, this is unlikely. Finally, the mitochondrial reference evolutionary tree PhyloTree is based on

phylogeny reconstruction by parsimony, and for some subclades it might be suboptimal, especially for
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haplogroups relying on few mitochondrial sequences, as is the case for African haplogroups(44). In
case of uncertainty, the choice we made to assign the most recent common ancestor to the studied
haplotype enables us to improve statistical power without introducing a bias in the detected
association. For the association detected between T, T1* and T2* subclades, the haplogroup inference
method used do not bias the counts of affected and unaffected individuals in these subclades. More
details are presented in Supplementary Table S5 in Supplementary Material 5. Furthermore, based on
the haplogroup inference with our method of 630 European and Caucasian mitochondrial genome
sequences whose haplogroup is known, we successfully assigned the correct main and subhaplogroup

of 100% of sequences belonging to T, T2*, and T1al* haplogroups.

We quantified the effect corresponding to the detected association by using a more classical approach.
We built a weighted Cox regression including inferred haplogroup as explicative variable. However,
the uncertainty in haplogroup inference was not taken into account in this model. Nevertheless, based
on haplogroup assignment and regrouping performed in clade T, affected and unaffected counts of

individuals in this clade were not biased.

With only 129 loci genotyped over the 16,569 nucleotides composing the mitochondrial genome, we
certainly do not explore the full variability of mitochondrial haplotypes. A characterization of
individual mitochondrial genomes would require more complete data acquisition methods to be used,
e.g. next-generation sequencing. However, next-generation sequencing presents its own limits and
challenges, because some regions of the mitochondrial genome are not easily mappable due to a high
homology with the nuclear genome among other factors, and important bioinformatics treatment is
necessary to overcome sequencing technology biases. Finally, even for a relatively short genome of
‘only’ 16569 bp, mitochondrial genome sequencing of more than 20,000 individuals would represent

a major increase in cost relative to genotyping 129 SNPs.
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Mueller et al. (45) have investigated functional differences between haplogroups T and H, the most
frequent haplogroup in the general population. They generated cybrids by combining HEK293 cells
(human embryonic kidney cell line) devoid of mitochondrial DNA with isolated thrombocytes of
various haplogroups. Interestingly, T haplogroup cybrids were found to have a higher capability to
deal with oxidative stress and to survive when challenged with hydrogen peroxide than H haplogroup
cybrids. However, Amo et al. (46) showed no significant bioenergetic differences in mitochondria with
H or T-haplogroup mtDNAs in a constant nuclear background. Lin et al. (47) also used cybrids to
explore mitochondrial haplogroups sensitivity to oxidative stress but whereas Mueller’s study was
focused on European haplogroups, they showed that Asian haplogroup B4b was more sensitive to
oxidative stress induced by H202 exposure than the remaining frequent Asian haplogroups, whereas
N9a cells demonstrated better capacities of survival in situation of oxidative stress. Unfortunately,
variants of the N9b haplogroup do not seem to overlap with those we have been able to identify on
haplogroup T1al. Nevertheless, these studies provide some mechanistic evidence that T haplogroup
carriers may be less sensitive to oxidative stress and subsequent DNA damage, supporting our
observation of an inverse association between a subclade of this haplogroup and breast cancer risk

among BRCAZ mutation carriers.

ALTree identified T9899C, G11812A/rs41544217, and G13708A/rs28359178 as three potential
susceptibility sites for the discovered association. G13708A is also known for being a secondary
mutation for Leber's hereditary optic neuropathy (LHON). Although the role of secondary mutations
in LHON is still controversial, G13708A could be associated with impairment of the respiratory chain
in this pathology. G13708A has also been described as a somatic mutation in a breast cancer tumor,
whereas it was not present in adjacent normal tissue and in blood leucocytes (48). A high proportion
of mitochondrial somatic tumor specific variants are also known mitochondrial polymorphisms,
which is consistent with the hypothesis that tumor cells are prone to acquire the same mutations that
segregate into mitochondrial genome by selective adaptation when humans migrated out of Africa

and were confronted to new environments(49). Interestingly, the germline variant G13708A has
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already been shown to be inversely associated with familial breast cancer risk, with a breast cancer

odds-ratio (OR)=0.47 (95% CI=0.24-0.92)(50).

This and our results suggest that mitochondrial haplogroups T1al modifies the individuals breast
cancer risk. Further investigation of the biological mechanism behind the associations we observed
may further reinforce the hypothesis that the mitochondrial genome is influential in breast cancer
risk, particularly among carriers of BRCAZ mutations and, if validated, is of a level to influence cancer

risk management choices.
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TABLES

Subclade BRCA1 mutation carriers

BRCA2 mutation carriers

U8
T
J
J1
H
H1
U5
X1'2’3
K1la

1458
1243
1270
1043
3706
582
868
221
608

863
651
630
513
1967
337
458
103
364

Table 1: Counts of participants in selected subclades

Subclade pop1 corrected p-value pop2 corrected p-value

Full
us
T
J
J1
H
H1
U5
X1'2’3
Kla

0.8298671
0.1457532
0.2854815
0.7175275
0.6214585
0.7474476
0.2677572
0.8293806
0.4155115
0.1701149

0.680985
0.6260519
0.0402038
0.1115694
0.1491129
0.9302557
0.8035485
0.7474615
0.6288012
0.1617493

Table 2 : Mean corrected p-value for association testing with ALTree

Level Degreesoffreedom Mean of non-corrected p-value

1 2 0.02141039
2 6 0.14355900
3 8 0.22249700

Table 3 : Non-corrected p-values by level of phylogenetic tree
for subclade T in BRCA2 mutation carriers

245

Site SNP Name Position Direction Correlated Major Minor MAF in
of change  evolution index Allele Allele pop2
44  MitoT9900C 9899 T-C 0.390 T C 0.0163
57 rs41544217 11812 G-A 0.324 A G 0.0709
72  rs28359178 13708 G—A 0.318 G A 0.1106

Table 4: Description of loci identified as potential susceptibility sites by ALTree
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LEGEND OF FIGURES

Figure 1: Simplified representation of the phylogenic method used to infer haplogroups. a. Full-length
haplotypic sequences are reconstructed at each node of the reference tree. b. Haplotypes are then restricted to
available loci. Sequences of the same color are identical. c. Unique short haplotypes are matched directly with
the corresponding haplogroup. d. Sequences matching with several haplogroups are associated to their Most
Recent common Ancestor haplogroup.

Figure 2: Phylogenetic tree of subclade T tested for association with ALTree a. Phylogenetic tree of subclade T
with all observed haplogroups. A homogeneity test is performed at each level of the tree. b. First level of
phylogenetic tree of subclade T. Averaged counts from resampling of affected and unaffected are indicated
below each subclade, respectively. T2* represents the entire subclade T2
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a - Complete Haplotypes : 16569 nt long sequences
RSRS

RSRS ACTGGGTAACGATCGTGATC............. AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA
L0 ACTGAGTAACGATCGTGATC............AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA
-...AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

N AGTTGGTAACGATCGTGATC.........

N* AGTTGGTAACGATCGTGCTC............. AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA
A AGTTGGTAACGATCGTGCTC. AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA
X AGTTGGTAACGATCGTGCAC LAATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA
R AGTTGGTAACGATCGTGATT..... v AATTGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA

R* AGTTGGTAACGATCGTGATT............ AATGGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA
] AGTTGGTAACGATCGTGATT............ AATGGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA
T AGTTGGTAACGATCGTGATT.............TATGGGCTTCGACATCCGGTAACTGGGA
H AGTTGGTAACGATCGTGATT. .....vcvees AATTGACTTCGACAGCCGGTAACTGGGA

b - Short Haplotypes : 92 nt long sequences

N " o |

c - When a short haplotype corresponds to only one haplogroup

RSRS

AGAACGTCGTAT......TATGGGCTTCG

v

Haplogroup T

RSR5 AGAACGACGTAT......AATGGGCTTCG

v

Most Recent common Ancestor of { J, R*¥, X }

v

Haplogroup N

]

N R/

(10

Figure 1: Simplified representation of the phylogenic method used to infer haplogroups.

a. Full-length haplotypic sequences are reconstructed at each node of the reference tree. b. Haplotypes are then
restricted to available loci. Sequences of the same color are identical. c. Unique short haplotypes are matched
directly with the corresponding haplogroup. d. Sequences matching with several haplogroups are associated to
their Most Recent common Ancestor haplogroup.
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4 Clade T b Clade T
_____ Level 1 | ’ |
T ¥ Tlal
T Level 2
Level 3 13/11 217/148 32/47

T T2 T2g T2dl T2clel T2b T2b7a T2b6a Tlal

Figure 2: Phylogenetic tree of subclade T tested for association with ALTree

a. Phylogenetic tree of subclade T with all observed haplogroups. A homogeneity test is performed at each level of the tree.
b. First level of phylogenetic tree of subclade T. Averaged counts from resampling of affected and unaffected are indicated
below each subclade, respectively. T2* represents the entire subclade T2.
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