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Résumé (frangais)

Dans le domaine de la psychopharmacologie des addictions on peut explorer des phénotypes
complexes, a l'interaction de facteurs individuels et environnementaux. Ces phénotypes peuvent étre
la vulnérabilité aux troubles addictifs, les complications survenant lors de la prise de substances, ou
la réponse pharmacologique aux traitements dans cette indication. Dans ce travail nous nous
sommes intéressés a la modélisation de certains de ces phénotypes complexes.

Pour ce travail, nous avons, a partir de populations cliniques, construit des modeéles statistiques
d'association entre des variables cliniques et génétiques, principalement des SNPs issus de puces a
ADN. De plus, des modeles d'interaction avec I'environnement ont été testés.

Nous avons exploré dans notre premiere publication la piste d'une vulnérabilité immunologique qui
pourrait expliquer l'incidence du tabagisme chez des patients bipolaires. Nous avons retrouvé une
association entre un SNP (rs10759932) du géne TLR4, géne codant pour un récepteur clé de
I'immunité innée, et le tabagisme vie entiére chez ces patients. Cette association serait restreinte
uniquement aux patients bipolaires, ce qui laisserait suggérer une vulnérabilité particuliére de cette
population a développer une dépendance a la nicotine aprés exposition au tabac.

Dans une seconde étape, nous avons mis au point un script sur R (logiciel d'analyse statistique)
nous permettant d'extraire I'ensemble des SNPs d'un ou plusieurs genes des fichiers spécifiques aux
puces de génotypage de notre seconde cohorte de patients

Notre deuxiéme publication explore l'interaction entre la posologie quotidienne de méthadone,
traitement de substitution de la dépendance aux opiacés, et des SNPs de genes codant pour des
protéines impliquées dans la contraction myocardique, pour expliquer l'allongement du de
I'intervalle QT corrigé chez des patients substitutés par Méthadone. Nos principaux résultats étaient :
|'association du géne KCNE1, codant pour un canal potassique cardiaque, avec la longueur de
I'intervalle QT corrigé. De plus, nous retrouvions une interaction d'un SNP de ce géne (rs11911509)
avec la posologie de méthadone pour expliquer une partie de la variance phénotypique.

La troisieme partie s'intéresse a I'étude d'un phénotype compliquant la prise de cocaine que sont
les troubles psychotiques transitoires induits. Chez des sujets consommateurs vie entiere de cocaine,
nous avons testé I'association de plusieurs SNPs de génes de la voie dopaminergique, voie impliquée
dans I'effet renforgant de la cocaine et dans la survenue de symptdmes psychotiques. Bien que dans
nos résultats, les facteurs cliniques expliquaient de facon prépondérante la survenue de ces
symptomes, les facteurs génétiques amélioraient significativement la variance du modeéle explicatif.
D'autre part, nous n'avons pas retrouvé d'interaction entre genes et facteurs cliniques, ce qui laisse
suggérer un effet additif de ces facteurs.

Enfin, j'ai réalisé un travail de contrdle qualité sur des données de séquangage exonique de 6 génes
d'une voie de signalisation identifiée dans des modéles animaux comme étant associée a I'acquisition
de la dépendance a la cocaine. La découverte de la mauvaise qualité du séquencage ne nous a pas
permis de réaliser I'étude d'association cas-témaoins initialement prévue.

Ce travail de thése montre que les interactions entre des facteurs de risque génétiques et
environnementaux peuvent expliquer plusieurs phénotypes de vulnérabilité ou de sévérité dans les
addictions. Ces interactions pourraient rendre compte de la variabilité des phénomeénes observés en
cliniqgue et nous permettent de nous acheminer vers une prise en charge plus personnalisée des
patients présentant des troubles addictifs.



Title

Gene x Environment Interactions for the Modeling of Complex Addiction Phenotypes

Abstract

Psychopharmacology in the field of substance use disorder can explore complex phenotypes,
resulting from the interaction of individual and environmental risk factors. Among these phenotypes,
the susceptibility to develop the disorder, specific medical or psychiatric conditions associated with
drug use, or pharmacological response to treatments are of clinical interest. In this work, we worked
on three complex phenotypes associated with substance use disorders.

We have built association models using clinical and genetic variables, mainly single variant
polymorphisms (SNP) derived from DNA chips, and tested interactions with environmental factors in
different samples of patients in clinical care.

The first publication explored the hypothesis of an immunological vulnerability to the high
incidence of smoking in a population of patients affected by bipolar disorder. We found an
association between a SNP (rs10759932) of the TLR4 gene, coding for a major innate immune
receptor, and lifetime smoking. This association may be restricted to bipolar patients, which suggests
a specific vulnerability of this population to nicotine dependence after smoking initiation.

In a subsequent step, we have developed a new R script (statistical analysis software) to extract all
the variants located in one or several genes from the specific DNA chip that we used further on.

Our second publication explores the interaction between the daily dosage of methadone, an opioid
maintenance treatment, and several genetic polymorphisms of genes encoding for proteins involved
in the cardiac contraction to explain the lengthening of corrected QT interval in a population of
treated patients. We found a significant association between the KCNE1 gene, coding for a potassium
channel, with the duration of the corrected QT interval, and an interaction between a variant of this
gene (rs11911509) with the methadone dosage to explain a part of the phenotypic variance.

We also worked on transient cocaine-induced psychotic symptoms. Among a population of lifetime
cocaine users, we tested the association of several SNPs from the dopamine pathway genes with this
complication of cocaine use. Although clinical factors predominantly explained the occurrence of
these symptoms, we found that genetic factors significantly improved the variance of our
explanatory model. Besides, we did not find any interaction between genes and clinical factors,
which suggests an addictive effect of clinical and genetic factors.

Finally, | performed a quality control of exon sequencing data from 6 genes of a cell signalling
pathway identified in animal models as being associated with cocaine dependence acquisition. We
found that sequencing data were of poor quality, which did not allow us to perform the planned
case-control association study.

This thesis shows that genetic and environmental interactions can explain several phenotypes of
vulnerability or severity in substance use disorders. These interactions could account for the
variability observed in clinical practice and allow us to move towards more personalized
management of patients with addictive discorders.



Mots clés

Geéne, environnement, interaction, addictions, TL4, nicotine, trouble bipolaire, Méthadone,

QT, voie dopaminergique, symptdmes psychotiques, génotypage, séquencage, cocaine.

Keywords

Gene, environment, interaction, addictions, TL4, nicotine, bipolar disorder, Methadone, QT,

dopaminergic pathway, psychotic symptoms, genotyping, sequencing, cocaine.



» Remerciements 3

A Monsieur le Professeur Frank BELLIVIER

Professeur, merci de m’avoir accueilli dans votre équipe, de m’avoir toujours soutenu dans mon
travail, et de m’avoir prodigué vos précieux conseils.

Merci encore d’avoir été disponible.

A Madame le Docteur Florence VORSPAN

Florence, je ne sais pas si ces mots pourront exprimer ma gratitude et ma reconnaissance envers

ta présence et ton soutient, que ce soit durant ma thése ou méme avant. Sans toi je n’aurai jamais

mis un pied dans la recherche avec autant de rigueur et d’efficacité. Tu as toujours été disponible
et motivante.

Merci encore pour tes précieux conseils.

A Monsieur le Professeur Antoine PELISSOLO

Professeur, je vous remercie d’avoir accepté sans hésitation de juger mon travail et de I'intérét que
vous portez 2 mon parcours.

Soyez assuré de ma sincere gratitude.

A Monsieur le Professeur Alain DERVAUX

Professeur, je vous suis reconnaissant du temps que vous avez consacré a évaluer mon travail de
these et d’en avoir été le rapporteur.

Veuillez croire en mon plus profond respect.

A Monsieur le Professeur Yann LE STRAT

Professeur, vous m’avez accepté de faire partie de mon jury de thése et j’en suis honoré.

Soyez assuré de mes sinceres remerciements.

A Monsieur le Professeur Jean-Louis LAPLANCHE

Professeur, vous m’avez accepté dans votre unité INSERM et je vous en suis extrémement
reconnaissant.

Merci encore pour votre gentillesse et bienveillance.

\



Ce travail n’aurait pas pu voir le jour sans le soutient indéfectible de mes proches et de mes
collegues :

A ma mere, ton amour et tes sacrifices m’ont permis de me construire et de tracer mon avenir.

A ma femme Imene, merci pour ta patience tout au long de ma thése. Tu es celle avec qui je
partage une vie pleine d’affection et de joie.

A ma sceur Lamia, 2 mon frere Malik, a Souad et a mes petits neveux Ghozlane & Wassim.

A mes collégues de 'unité INSERM.

Au Dr TRABUT, pour ses encouragements et son soutient, et a tous mes amis et collégues du

service d’addictologie d’Emile ROUX et d’Albert CHENVIER.

A mes collégues et amis du pole de psychiatrie du GH MONDOR.

A ma famille, mes amis et mes proches en Algérie et en France.

Aux patients, sans qui ce travail n’aurait pas pu voir le jour.

Vi



ADN
ANOVA
CDK1

Liste des principales abréviations

Acide DésoxyriboNucléique
ANalysis Of VAriance
Cyclin-dependent kinase 1

Cellules Tregs Lymphocytes T Régulateurs

comT Catechol-O-methyltransferase

CSAPA Centre de Soins, d'Accompagnement et de Prévention en Addictologie
CYP Cytochrome P450
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HUGO HUman Genome Organisation
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KCNH2 Potassium voltage-gated channel subfamily H member 2
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MDS Multi Dimensional Scaling
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Variance Inflation Factor (Facteur d’inflation de la variance)
Virus de I'lmmunodéficience Humaine



Tables des Matieres

I, INTRODUCGTION ...ttt s e e e ettt s s e e e e e e e et e s e e e eaeetabaa e e eeeesaaesssaaseeeeasenssannnseeaes 14
A. Les addictions : un phénotype COMPIEXE ......cciicuriieiiiiiie et 14

B. Facteurs de vulnérabilité génétique aux addiCtioNS........cevvvciiieiiciiie e 14

C. Facteurs de risque environnementaux des addictions..........ccoccveeeiiiiiie e, 17

D. Intérét des modélisations gENes X ENVIrONNEMENT......c.ueeeieiieeeeciieee e e et e et e e e e iaeeeeeanns 17

II.  RECEPTEUR TLR4 ET TABAGISME DES PATIENTS BIPOLAIRES.......ccottiiieei ittt 20
A. Tabagisme et trouble bipolaire de 'humeUr.........cccccuviiiiciiiiccee e 20

B. Hypothése inflammatoire dans les phénotypes de sévérité du trouble de 'humeur ............. 21

C. Hypothese inflammatoire dans les addictions des patients bipolaires.........ccccccvveeirieeennnnen. 22
D. Etude de la cohorte bipolaire « CEB »......ccccciieeieiiiieeeeiieeececireeeeetteeeeeetreeeeeetreeeeeetreeeeeearaeeeeanns 22

O |V 11 Voo L= 0o L =1 o PSR 22

D =T UL - ) £ PP 24

T B 1 (Yol 1Y o] PSPPSR PPPUPTN 27

R Y I O Yt N 31
. SIGNADDICT : EXPLORATION DE SEQUENCAGE DE GENES DE GENES DE TRANSDUCTION DU
SIGNAL DANS LA DEPENDANCE A LA COCAINE ..ottt ettt s e e e e e aas e s s e e e e e e e 38
A. Addictions a la cocaine : Importance des voies de transduction dans un modéle animal....... 38

B. Comparaison de la cohorte « COCAINE » a une série de sujets controles..........cccceevrcveeennnns 40

O |V 11 Voo L= 0o L =1 o PSS 40

D =T UL - ) £ PSSR 41

T B 1 (Yol 1Yo ] o PSP ST OPPPPPTPTN 41

V. MISE AU POINT DU LOGICIEL SNPIELIHEVE ....uuuueeuuuinniiiiiiieitiintiieennnnnannnnnnnnnnnnnannnannnnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 42
A. Mise a disposition de la cohorte « Methadose & Psychocoke » génotypée sur puce lllumina

L oS ol oY o = V0 TSP 42

B. Présentation de la puce Hlumina « PSYChAITAY » ....ccccvievieiiciiiiiee s esve e e esvee e 42

O o o] o] 1= o 1 4 o LU =TS PP 42

2. INTErét du SCript SNPIEIIEVE ...ooiii ettt ettt e e e tee e e e ebee e e e eatae e e e eabaee e eareeas 43

S T Ho T [ora fo] oY g Y=l g 1T o o [V Yol ' | PRSPt 44

A, DISCUSSION...eeeieieee ettt et e e ettt e e e e e e e ibe e et e e e e e e e aabe b eeeeee e e s s be e teeeee e s nnsbeeeeeeeeaannrrneeeeeeeaannn 45

V. RISQUE D’ALLONGEMENT DE L INTERVALLE QT A L'ECG LORS DU TRAITEMENT PAR
METHADONE DES PATIENTS DEPENDANTS DE L'HEROINE .......coiiiiiieeiciiiee et eeiee e ecvee e vee e e 47
A. La Méthadone : traitement de référence de la dépendance aux opiacés .........cccceeeevereeennnenn. 47

B. Pharmacogénétique des effets secondaires de la méthadone et réle de I'environnement.... 47

1. ROl de 'eNnVIrONNEMENT fuic.iiiiiiieeiee ettt sttt e st e s e sabe e sbae e sabeeenanes 48
2. LS faCteUIS SENATIQUES ....oeee ettt e et e e ettt e e e e e bae e e e abe e e e eeabeeaeeeabaeaeeeaneeas 49
C. Etude de I'allongement de I'espace QT dans la cohorte Méthadose...........cccoecveeeeecieeeeennen. 49
1. Résumé de la méthodologie de 'GtUdE ........c.ueiiiiiiiiecee e 50
2. SYNthEse des FESUILALS .....uviii i e e e e e ae e e e eaaeeas 54
T B 1 (Yol 1Y o] PP PP PP PUPPPPPTTN 58
D.  ARTICLE N 2 & eeiiiiiiiiiiee ettt ettt e e sttt stt e sbe e e st esaba e e abeesabaeesabeesabaesbbeesabaessseenasaessaeesasaesnn 61



VI.  SYMPTOMES PSYCHOTIQUES TRANSITOIRES LORS DE L’USAGE DE COCAINE........cccevrverrennen. 81

A. Les symptémes psychotiques sous cocaine : un effet secondaire grave mais variable........... 81
1. Lesfacteurs de risque ClINIQUES ......uveieeiiieieeiiee e criete ettt e e e e s abe e e s abee e s s areeas 82

2. Les études d’assoCiation GENETIQUES.......c.ueiiiiiiee it e e rae e e e 83

B. Etude d’association des genes candidats dopaminergiques avec les symptomes psychotiques
transitoires iINdUILS Par [@ COCATNE .....iuuiii i e e sbee e s s e e e e abeeas 84
1. MéEthodologie de I"'ELUE ........eeiiieiee e e et rbre e e b e e e e e areeas 84

D (=TT L - ) £ PP 87

K T B 1 (Yol 3] o] PP PPPPPPUPN 94
VII.  DISCUSSION GENERALE........cctttiititiitieiiieeiiee sttt esteesteeestteesbeesssaeessseesseessaseesssseesssessnseesssseesnns 99
A. Technologies: développement logiciel, études d’association génétique, traitement des
données de séquencgage, variants fréquents/rares, modélisation ..........ccccevveveevieniieccecvecceesiee, 99

B. Intérét de la modélisation génes x environnement dans les phénotypes d’addictions
complexes : maladies polygéniques, multifactorielles, variants a taille d’effet faible, fort impact

environnemental, et avancées physiopathologiques. .........ccoociviiieiii e 100
VIII. CONGCLUSION ...ttt e e et et ee e e e e e e e et e e e e e e e e aaebab e s eeeeasanssaaaeeeeesanesssanns 102
) R = 11 o] o =4 o] o 1TSS 103
DGR Vo] 4 1<) <L TR PSP TTNN 117

A. Annexe 1: Matériel supplémentaire article « Récepteur TLR4 et Tabagisme des patients

DIPOIEITES M.ttt e e et e et e e e et e e e e ebae e e e e abeeeeetraeeeetbaee e e tbaeeeatraeeeearaeeeennrreas 117

B. Annexe 2 : Matériel supplémentaire de I'article « Risque d’allongement de l'intervalle QT a

I’ECG lors du traitement par Méthadone des patients dépendants de I’héroine ». ...................... 119

C.  ANNEXE 3 1 ECNEIIE SAPS-CIP .....ettiieitiee ettt ettt e e e see e e eee e e e ebee e e e sbae e e esnbae e s ssnreeeesnreens 125

D.  ANNeXe 4 : SCriPt SNPIEIIIEVE....uuuuiiiiiiiii b aaaaaaaaaeaanees 126

Xl



Table des illustrations et tableaux

Figure I-1 : Estimation de I'héritabilité des troubles psychiatriques et addictifs. Adaptée de Freitag,
2007 (Freitag, 2007) ; Bienvenu & al., 2011 (Bienvenu et al., 2011) et Goldman & al., 2005
[(CTo] Lo Lo =YY= A1 0 1) S 16

Tableau II-1 : caractéristiques démographiques et cliniques I'ensemble des patients bipolaires inclus

Tableau II-2 : Fréquences des fumeurs vie et des patients n’ayant jamais fumé par génotype et par
alléle, ainsi que la probabilité d’association (valeur de p) avec le tabagisme vie entiére chez les
(S AT a1 € o 11 o] - 11 =T PRSI 25

Figure 1I-2 : Fréquences des alléles du SNP rs10759932 du géne TLR4 chez les fumeurs vie entiére et
chez les patients n’ayant jamais fumé dans une population de patients bipolaires (*** : p <

000 ) SRS 26
Figure IV-1 : Exemple d'une sortie du script SNPretrieve avec le géne DRDI .........cccceevvvveeecveeeeennen. 46
Figure V-1 : Sélection des sujets pour 'analySe .......ueec et 53

Tableau V-1 : Caractéristiques socio démographiques et cliniques des sujets analysés et leur
association avec la longueur de I'intervalle QT COrrigé. .......cccvviiiiiiieecciiee e e 54

Figure V-2 : Longueur de l'intervalle QTc selon les génotypes du SNP rs11911509 du géne KCNE1 ... 55

Figure V-3 : Corrélations de I'intervalle QTc avec la posologie quotidienne de Méthadone selon les

ZENOTYPES AU SNP rSLI19LL509....cc ittt ettt e et e e e et e e e e ette e e e eebeaeeeebbaeesebteeeesseneaesnnes 56
Tableau V-2 : Variants associés avec la longueur de l'intervalle QTc avec une valeur nominale de p <

D ettt ettt e e et e e e ——eeeeeet et a————teeet ettt —————eeetetaataa——ateeeterabar—aaeeterartraaaeaeererrrrranns 57
Tableau VI-1 : Caractéristiques socio démographiques et cliniques des sujets analysés et leur

association avec le score total de I'échelle SAPS-CIP ........coooviiiiiiiee e 88
Figure VI-1 : SNPs par gene sélectionnés pour 1'analySe.......cuueeiicieee e 89
Figure VI-2 : score de I’échelle SAPS-CIP les génotypes du SNP rs740603 (gene COMT) ......cccceeeeueenne 90
Tableau VI-2 : Variants associés au score SAPS-CIP avec une valeur nominale de p < 5% ........c.......... 91

Figure VI-3 : Déséquilibre de liaison entre les SNPs du géne COMT (exprimé en r?) et construction de
blocs haplotypiques selon la méthode de Gabriel & al........cccceveviiiiiiiiiee e, 92

Tableau VI-3 : fréquences, moyennes et associations avec le score SAPS-CIP des haplotypes du
deuxieme bloc haplotypique du 8ENE COMIT ...........oeeeecuiie ettt e e e 93

S.Tableau X-1: Distributions génotypique et allélique des patients bipolaires fumeurs et non fumeurs
avec la valeur p du test exact d’ Hardy Weinberg (HWE) chez ceux qui n’ont jamais fume apres
correction de Bonferroni pour tests MuUltiples. ..........ooocuiiiieeciiie e 117

S.Figure X-1 : Fréquences génotypiques du SNP rs10759932 du gene TLR4 chez les patients bipolaires
fumeurs et jamais fumeurs (*** : p (avec correction de Bonferroni) < 0.001). .......................... 118

S.Tableau X-2 : Résumé de I'analyse GEeNE-Based...........cccueeeeciiiieeiiiieeeiieeeeecieeeeectee e e e erae e e e eaaeea e 119

S.Figure X-2 : Analyse en composante principale de la fusion de la cohorte d’étude avec les
populations de la base 1000Genome. La ligne pointillée verticale représente la limite entre les
sujets caucasiens et africains dans Notre CONOIte........ccccvieiieciiei i 120

S.Figure X-3 : Etapes des contrbles qualité et sélection des SNPs étudiés ..........cccevuveeeeiiveeeciinnennn. 121

Xl



S.Figure X-4 : Graphique Locus zoom des SNPs du 88Ne KCNET ...........coeeceveeeeccieeeeciieeeeeccireeeeeinreeens 122

S.Figure X-5 : Longueur de l'intervalle QT corrigé (Bazett) selon les génotypes du SNPs rs11911509
chez I'ensemble des Patients (N=154) .....c.ceciiieeciiecie e e et e et e e e sare e sraeesnaee s 123

S.Figure X-6 : Longueur de l'intervalle QT corrigé (Bazett) selon les génotypes du SNPs rs11911509
chez les patients avec une posologie quotidienne de Méthadone supérieure a 200 mg/j (n=152)

Xl



. INTRODUCTION

Les troubles addictifs constituent un ensemble phénotypique qui par définition nécessite
I'interaction d’un individu avec une substance d’abus présente dans son environnement.
L'installation et I’évolution de ces troubles impliquent un ensemble de facteurs de
vulnérabilité génétiques et environnementaux. Ces facteurs interviennent dans les premiers
contacts avec les substances d’abus, dans I'évolution d’un usage simple vers une addiction,

et dans I'apparition de complications liées a I'usage.
A. Les addictions : un phénotype complexe

Il est communément admis que les troubles addictifs constituent un ensemble phénotypique
complexe et hétérogene (Wong and Schumann, 2008). En effet, pour une méme substance
d’abus on peut observer des présentations cliniques tres variables en ce qui concerne leur
installation, leur sévérité, leur trajectoire d’évolution ou les comorbidités présentes.
Plusieurs approches ont été proposées pour réduire cette hétérogénéité phénotypique, et
I'une d’elle est I'approche par « symptome candidat ». Un symptome candidat est un trait
clinique, biochimique, électrophysiologique ou autre, associé a la maladie, supposé avoir
une transmission génétique plus simple que la maladie, et permettant ainsi de constituer des
groupes de patients plus homogénes (Bellivier et al., 1998). Dans le cas du cannabis par
exemple, une telle approche a permis de trouver des résultats plus intéressants en étudiant
I’age de premiere utilisation (symptome candidat) que 'usage lui-méme (Minica et al., 2018;
Stringer et al., 2016). Pour cette raison, j’ai choisi d’utiliser cette approche dans la suite de ce

travail.
B. Facteurs de vulnérabilité génétique aux addictions

Les études d’épidémiologies génétiques ont clairement mis en évidence qu’une partie de la

variabilité au développent d’un trouble addictif est d’ordre génétique.

Les études familiales sont les premiéres a avoir suggéré un potentiel caractere héréditaire
des troubles addictifs. En effet, ces études retrouvaient un risque plus élevé d’addictions

chez les enfants de sujets addicts (Bierut et al., 1998; Kendler et al., 1997; Merikangas et al.,
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1998; Midanik, 1983; Nurnberger et al., 2004). Bien que ces études retrouvaient un
caractére « familial », elles ne permettaient pas de distinguer la part des facteurs génétiques

de la part de I'environnement partagé dans la vulnérabilité aux addictions.

Les études d’adoption ont permis de palier en partie aux limites des études familiales en
isolant le role de I'environnement partagé. Ces études retrouvaient également un risque
plus élevés de conduites addictives chez les enfants adoptés dont les parents biologiques
présentaient des troubles addictifs comparés aux enfants adoptés avec parents biologiques
sans addictions (Cadoret et al., 1986; Cloninger et al., 1985; Goodwin et al., 1973).
Néanmoins certains auteurs ont suggéré que lI'adoption en soi pouvait étre un facteur

confondant en augmentant le risque de troubles addictifs (Miller et al., 2000).

L’estimation de I’héritabilité des troubles addictifs par les études de jumeaux a permis de
confirmer I'existence d’une vulnérabilité génétique. L’héritabilité, exprimée en pourcentage
généralement, est définie comme la proportion de la variance phénotypique expliquée par
les facteurs génétiques (Visscher et al., 2008). Ainsi, dans les troubles addictifs I'héritabilité
varie selon les substances entre 40% et 70% et est globalement dans la moyenne des autres
troubles psychiatriques (Bienvenu et al., 2011; Freitag, 2007; Goldman et al., 2005) (cf. figure
-1).
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Figure pour laquelle les droits d’auteurs

n’ont pas été obtenus

Figure I-1 : Estimation de I'héritabilité des troubles psychiatriques et addictifs. Adaptée de
Freitag, 2007 (Freitag, 2007) ; Bienvenu & al., 2011 (Bienvenu et al., 2011) et Goldman & al.,
2005 (Goldman et al., 2005)

Plusieurs génes candidats ont été étudiés dans les troubles addictifs permettant d’affiner
encore plus les facteurs de vulnérabilité génétiques aux addictions. Les hypothéses sous
tendant I'études de ces génes sont issues de données pharmacologiques, neurobiologiques,
de modeéles animaux ou d’autres approches génétiques telles que les études de liaison ou les
études pan génomiques (GWAS). Les GWAS sans hypothése a priori ont permis par exemple
d’apporter des résultats assez robustes et d’identifier de potentiels genes candidats associés
aux troubles addictifs. Dans le tabagisme, ces études retrouvaient une association avec les
génes codants pour les sous unités des récepteurs cholinergiques (Liu et al., 2010;
Thorgeirsson et al., 2008); dans la dépendance a I'alcool avec les génes codants pour I'alcool
déshydrogénase (Frank et al., 2012; Gelernter et al., 2014a; Treutlein et al., 2009); et dans la
dépendance a la cocaine avec le gene FAM53B (Gelernter et al., 2014b) dont le réle est peu

connu.

Bien que plusieurs génes candidats ont été associés aux troubles addictifs, ces phénotypes
obéissent plutét a un modele de maladies polygéniques, ou plusieurs variants a faible tailles
d’effets seraient impliqués dans la vulnérabilité (Agrawal et al., 2012). Ainsi, de nouvelles
approches intégrant le score polygénique viennent confirmer ce modele et retrouvent des
résultats intéressants (Salvatore et al., 2014; Savage et al., 2018). Ces approches ont permis

par ailleurs de mieux appréhender la vulnérabilité génétique que partage les addictions
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entre elles (Vink et al., 2014) ou avec d’autres troubles psychiatriques (Carey et al., 2016;

Gurriaran et al., 2018).
C. Facteurs de risque environnementaux des addictions

Bien plus que dans les autres troubles psychiatriques, I’environnement joue un réle décisif
dans les troubles addictifs. L'un des facteurs environnementaux les plus régulierement
rapporté dans les études sont les événements de vie négatifs. Ces derniers regroupent un
ensemble d’expériences adverses diverses dans leur nature telle que les violences physiques
et sexuelles, les difficultés de couple, le stress professionnel, les traumatismes ou encore les
associés a l'installation des addiction, mais également aux rechutes et la survenue de
complications (Scherbaum and Specka, 2008). Les traumatismes précoces dans I'enfance
(Teixeira et al., 2017) et l'influence des pairs (Borsari and Carey, 2006; Kobus, 2003) sont

aussi des facteurs tres régulierement retrouvé dans les études.

D’autres facteur environnementaux ont été évoqués, et la revue des facteurs
environnementaux associés aux addictions souléve un probléme d’exhaustivité et de leur
modélisation (Caprioli et al., 2007). En effet, classiquement la vulnérabilité aux addictions est
modélisée comme une interaction de trois types de facteurs : individuels, liés au produits, et
environnementaux (Karila and Reynaud, 2008). Dans cette modélisation, I'environnement
est souvent définit sous un angle sociologique (Westermeyer, 1999); néanmoins, cette
modélisation pose probleme, car elle fait I'impasse sur les facteurs environnementaux
précoces, tel que les facteurs intra utérins, pourtant associés au risque d’addiction
(Scheinost et al., 2017). Ainsi dans les études génétiques, les facteurs environnementaux
sont définis au sens large comme étant I'ensemble des facteurs non génétiques (Ramus,
2013), définition dérivée de celle du concept d’héritabilité (Visscher et al., 2008). Dans la

suite de ce travail, c’est cette définition large de I'environnement que nous utiliserons.
D. Intérét des modélisations genes x environnement

Un des problemes soulevés par les analyses d’association génétiques est que la part de
variance phénotypique expliquée par les variants communs identifiés dans les GWAS

(également appelée héritabilité liée aux SNPs) est largement inférieure a |'héritabilité

17



estimée dans les études de jumeaux. Par exemple, dans la dépendance alcoolique
I’héritabilité estimée par les SNPs est de 23 % alors que dans les études de jumeaux elle est
plutét autour de 50 % (Hart and Kranzler, 2015). L’héritabilité estimée par les SNPs
correspond a l'addition des effets propres des SNPs associés avec le trouble ; de ce fait
I’écart retrouvé entre les deux estimations de I’héritabilité, ou héritabilité manquante,
pourrait étre expliquée par les effets d’interactions gene x géne ou gene x environnement

qui ne sont pas estimés dans les GWAS.

Au-dela de la recherche de I'héritabilité manquante, I'étude de l'interaction géne x
environnement a permis de mieux appréhender I'effet des facteur génétiques en fonction de
I’environnement avec des résultats intéressants (Milaniak et al., 2015). Dans l'initiation du
tabagisme par exemple le poids des facteurs génétiques est moindre lorsque le prix du tabac
augmente (Boardman, 2009). Un autre exemple est celui de la survenue de symptémes
psychotiques induits par le cannabis qui seraient variables selon un génotype de la COMT

(Caspi et al., 2005).

Un autre intérét de I’étude de cette interaction, est qu’elle permet non seulement de mettre

en évidence des facteurs de vulnérabilité, mais également des facteurs de protections qu’ils

Plusieurs type d’études d’interaction géne x environnement existent selon que I'on évalue
I'interaction de I’environnement avec I'ensembles des facteurs génétiques (études de
jumeaux), avec un géne candidat, ou avec un variant spécifique (Vink, 2016). Dans ce travail
nous nous sommes intéressé a plusieurs méthodes d’analyses d’association de geénes
candidats avec l’environnement dans des contextes cliniques spécifiques. J'ai ainsi

successivement réalisé :

- une étude d’association entre les SNPs exoniques du géne TLR4 et le tabagisme dans
une cohorte de patients bipolaires,

- une étude sur des données de séquencage de patients cocainomanes et de témoins,

- le développement d’'un logiciel de sélection et d’annotation de SNPs candidats a

partir d’'une puce a ADN de la société lllumina,
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- une étude d’association entre les SNPs de geénes candidats pour identifier des
facteurs de risque d’allongement de I'espace QT lors du traitement par méthadone,
en interaction avec la dose regue,

- une étude d’association de SNPs de genes de la voie dopaminergique avec l'intensité
des symptoémes psychotiques induits par la cocaine, en interaction avec une mesure

de la dose de cocaine consommeée

Je discuterai ensuite ces résultats et leurs méthodologies respectives pour proposer des
études ultérieures d’interaction géne x environnement dans les phénotypes d’addictions

complexes.
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Il. RECEPTEUR TLR4 ET TABAGISME DES PATIENTS BIPOLAIRES

L'usage de tabac est un probléme majeur de santé publique dans le monde entier. La
prévalence mondiale du tabagisme a été estimée en 2010 a 22,1 % de la population adulte.
En dépit d’'une politique mondiale de réduction du tabagisme, I'Organisation Mondiale de la
Santé estime qu’en 2025 cette prévalence restera autour de 18,9 % (World Health
Organization, 2015). En 2004, 12 % des décés chez les plus de 30 ans, soit 5 millions
d’individus dans le monde, sont directement attribués a l'usage de tabac (Mathers and
World Health Organization, 2012). Ce pourcentage est proche de celui retrouvé en France
dans les derniéres enquétes épidémiologiques datant de 2013, ou 13,2 % des déces chez les

adultes de plus de 35 ans sont attribués au tabagisme (Bonaldi et al., 2016).

Selon I'OFDT et le Baromeétre santé 2014, en France, 13,3 million d’individus sont des
fumeurs quotidiens et trés probablement dépendants, soit 29 % des sujets adultes (Beck et
al., 2015). En effet, la nicotine est connue pour avoir un fort pouvoir addictogene et on
estime que plus des deux tiers des usagers deviennent dépendants au cours de leur vie
(Lopez-Quintero et al., 2011). L'installation de cette dépendance et sa maintenance sont
sous l'influence de plusieurs facteurs de risque biologiques, psychologiques et sociaux. De
plus, il existe dans ce trouble une forte composante héréditaire impliquant I'addition de
nombreux facteurs de risque génétiques de faibles taille d’effets (Belsky et al., 2013; Ducci
and Goldman, 2012). Ainsi selon les études, I’héritabilité de la transition d’un usage simple
vers une dépendance nicotinique est estimée entre 56 et 70 % (Li et al., 2003; Sullivan and

Kendler, 1999)
A. Tabagisme et trouble bipolaire de ’humeur

Le trouble bipolaire est une pathologie invalidante associée a une mortalité élevée (Hayes et
al., 2015) et a une prévalence accrue des comorbidités médicales par rapport a la population

générale (Hendrie et al., 2013; Lala and Sajatovic, 2012).

Plusieurs données épidémiologiques retrouvent un risque élevé de dépendance a la nicotine
chez les patients atteints de trouble bipolaire (Carney and Jones, 2006; Grant et al., 2005;

Wilens et al.,, 2008). En Effet, on estime que la prévalence du tabagisme dans cette
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population est 2 a 3 fois supérieure que celle observée dans la population générale, et peut
atteindre 70 % des sujets bipolaires (Heffner et al., 2011; Lasser et al., 2000a; McEachin et
al.,, 2010). Néanmoins, le sens de la relation entre le tabagisme et le trouble bipolaire
demeure incertain, et certaines données suggerent une vulnérabilité génétique partagée

(Heffner et al., 2011; McEachin et al., 2010).

B. Hypothese inflammatoire dans les phénotypes de sévérité du trouble de

I’humeur

Le lien entre trouble bipolaire et dysrégulation neuro-inflammatoire a été souvent évoqué
(Leboyer et al., 2012). Plusieurs études retrouvent une augmentation des marqueurs
périphériques de I'inflammation lors des épisodes de rechutes thymiques (Kim et al., 2007;
Y.-K. Kim et al., 2004; Myint et al., 2005; Ortiz-Dominguez et al., 2007) et une baisse de ces
marqueurs lors de la rémission de ces épisodes (Breunis et al., 2003; S. J. Kim et al., 2004).
De plus, plusieurs molécules thymorégulatrices auraient également un effet anti
inflammatoire (Goldstein et al., 2009). Par ailleurs, plusieurs anomalies impliquant des
molécules de I'immunité innée ont été retrouvées chez les patients bipolaires (Hamdani et
al., 2012). En effet, notre équipe a récemment retrouvé une association entre des
polymorphismes (SNP) du géene codant pour le récepteur Toll-Like 4 (TLR4), impliqué dans
I'immunité innée, et un début précoce du trouble bipolaire ainsi que dans le développement

de certaines maladies auto-immunes (Oliveira et al., 2014).

Le TLR4 est un récepteur de reconnaissance de forme appartenant a une famille de 13
membres qui peuvent étre a expression extra ou intracellulaire (TLR1 a TLR13). Les
récepteurs de la famille TLR interviennent dans la premiére ligne de défense immunitaire en
détectant un large éventail de motifs moléculaires associés a des pathogenes (bactériens,
viraux, fongiques ou parasitaires) ou de motifs moléculaires associés aux dégats cellulaires
causés par l'inflammation (les DAMPs pour Damage-associated molecular pattern). Ces
récepteurs sont exprimés en périphérie par plusieurs cellules immunitaires et non
immunitaires (Akira et al., 2006), et dans le systeme nerveux central par les cellules

microgliales, astrocytaires et les oligodendrocytes (Okun et al., 2009).

Le récepteur TLR4 est également impliqué dans I'immunité adaptative (Akira et al., 2006), et

plusieurs SNPs du géne codant pour ce récepteur ont été associées a des pathologies liées
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au vieillissement (Balistreri et al., 2009) ou a des pathologies neuro dégénératives (Glass et

al., 2010).
C. Hypotheése inflammatoire dans les addictions des patients bipolaires

Il est actuellement bien établi que des processus neuro-inflammatoires interviennent dans le
développement des troubles addictifs (Crews et al., 2011). En effet, le systeme immunitaire
inné du cerveau a été impliquée dans plusieurs phénotypes associés aux addictions tel que :
la survenue du syndrome de sevrage, le développement d’une tolérance, les phénomeénes de
récompense et l'installation de la dépendance (Bland et al., 2009; Johnston et al., 2004;
Ledeboer et al., 2007). L'implication de I'immunité innée centrale dans la survenue de ces
phénotypes passerait par le recrutement de cellules gliales via I'activation du récepteur TLR4
(Coller and Hutchinson, 2012). Elle a été étudiée avec plusieurs substances d’abus dont les
opioides, les amphétamines, la cocaine ou l'alcool (Coller and Hutchinson, 2012), mais jamais
avec le tabac alors que la nicotine est connue pour augmenter I'expression cellulaire du
récepteur TLR4 (Wang et al., 2016), et amplifier la cascade inflammatoire déclenchée via

I'activation des récepteurs TLR4 par les lipopolysaccharides (Hu et al., 2012; Xu et al., 2014).
D. Etude de la cohorte bipolaire « CEB »

Les facteurs de vulnérabilité génétique au tabagisme sont nombreux et pourraient
s’exprimer de facons différentes selon les populations cliniques. Dans notre travail sur les
interactions entre facteurs génétiques et non génétiques, nous avons justement exploré la
piste d’une vulnérabilité au tabagisme spécifique aux patients bipolaires et impliquant le
systeme neuro-inflammatoire. Nous nous sommes ainsi focalisés, dans une étude
d’association, sur l'analyse de SNPs du gene TLR4 fonctionnellement pertinents et du

phénotype tabagisme vie entiére.

1. Méthode de I'étude

Cing cent soixante-douze patients, répondant aux criteres DSM-IV-TR (American psychiatric
association., 2004) de trouble bipolaire type |, type Il ou non spécifié, ont été admis et
recrutés dans trois services hospitalo-universitaires de psychiatrie en France (Paris Créteil,
Bordeaux et Nancy). Tous les patients ont été inclus dans le cadre d’'un PHRC national sur les

«Facteurs de susceptibilité génétiques et environnementaux aux troubles bipolaires»
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(RBMO0436 et C0829) démarré en 2004. A leur inclusion dans I'étude, les sujets étaient
euthymiques et ont été interrogés sur leurs statuts tabagiques actuel et passé. Ont été
également recueillies leurs données socio démographiques (statut marital et profession) et
les antécédents d’abus/dépendance a alcool, au cannabis et aux autres substances d’abus.
L'ADN génomique a été extrait a partir d'échantillons de sang périphérique et génotypé par

sonde TagMan® pour les SNPs d’intérét.

Six SNPs du gene TLR4 ont été étudiés : deux dans la région promotrice rs1927914 (+4434)
A>G et rs10759932 (+7263) C>T; deux dans le 3°™ exon rs4986790 (+6143, Asp299Gly) A>G
et rs4986791 (+8851, Thre399lle) C>T ; et deux dans la région 3'-UTR rs11536889 (+5724)
C>G et rs11536891 (+8469) C>T. Ces SNPs ont été choisi car ils sont : soit fonctionnellement
pertinents de par leur localisation (région promotrice), soit non synonymes (3éme exon), soit
précédemment associés avec d’autres pathologies (région 3’-UTR). De plus tous les SNPs ont
une fréquence de leur alléle mineur supérieure a 1% dans les populations européennes de la

base 1000 Genomes.

Pour la comparaison des variables démographiques et cliniques nous avons utilisé un test du
Khi-2 ou un test de Mann-Whitney selon le type de variables comparées. Nous n’avons
retenu pour I'analyse que les SNPs qui ne déviait pas de I'équilibre de Hardy-Weinberg au
seuil de 5 % (test exact). Pour I'analyse d’association génétique, nous avons utilisé un test du
Khi-2 avec correction de continuité de Yates. L'effet dose de I'alléle d’intérét a été testé par
un test de tendance de Cochrane-Armitage et par une régression logistique en utilisant un
codage additif de I'alléle. Nous avons appliqué la correction de Bonferroni en cas de tests de

multiples.

Enfin, la variable statut tabagique a été codée comme variable ordinale dans I'ordre jamais,
passé et actuel pour refléter la sévérité de la dépendance nicotinique (American psychiatric
association., 2004; Fagerstrom et al., 1996; Hughes et al., 2006). Cette variable a été incluse
dans un modele de régression ordinale en prenant comme variable dépendante le nombre

d’alleles mineurs des SNPs significatifs.

Nous avons utilisé le logiciel IBMOSPSS™ v21 pour Mac™ (SPSS, Inc., Chicago, IL), Plink v1.07

pour les analyses associations génétiques (Purcell et al., 2007), et le package Genetics
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(Warnes et al., 2013) du logiciel R Statistic version 3.1.1. (R Core Team, 2015) pour tester

I’écart de I'équilibre d’Hardy-Weinberg.

2. Résultats

L’'ensemble des données était disponible chez 514 sujets.

a) Caractéristiques socio démographiques et cliniques

Dans notre population, la prévalence du tabagisme vie entiére est de 63,4% (n=326), dont
229 (44,6%) sont des fumeurs actuels et 97 (18,9%) d’anciens fumeurs. Le nombre moyen de
paquets-années, disponible chez 303 fumeurs, est de 16 (+ 0,9). La comparaison entre les
fumeurs vie entiére et ceux qui n’ont jamais fumé retrouve chez les fumeurs : plus
d’hommes (Sex-ratio fumeurs vie entiére vs jamais fumé: 0,9 vs 0,4 ; X?=14,4;df=1; p
<0,001), plus de mésusage d'alcool (Fumeurs vie entiere vs jamais fumé (N = 503): 28,3% vs
9,7%;X*=22,8;df=1; p <0,001 ), et plus de mésusage de cannabis (Fumeurs vie entiére vs
jamais fumé (N = 504): 19,8% vs 1,1% ; X?’=35;df=1; p <0,001). Les autres caractéristiques

cliniques et démographiques sont présentées dans le tableau 1.

Tableau II-1 : caractéristiques démographiques et cliniques I'ensemble des patients bipolaires inclus

Fumeurs vie entiere Jamais fumé Ensemble des sujets
n=326 n =188 N=514
Sexe (hommes) 47,9 % (156) 30,3 % (57) 41,4 % (213) < 0,001
Moyenne d’age années (+ ESM) 42,1 (+0,6) 44,5 (+ 1) 43 (£ 0,6) 0,05
Statut marital
Seul 32,8 % (107) 29,8 % (56) 31,7 % (163)
Mariés/Concubinage 45,7 % (149) 54,3 % (102) 48,8 % (251) 0,16
Séparés/Divorcés/Veufs 20,3 % (66) 15,4 % (29) 18,5 % (95)
Non spécifiés 1,2 % (4) 0,5% (1) 1% (5)
Profession
En activité/Bénévolat 58 % (189) 55,3 % (104) 57 % (293)
Chémage/retraités 28,2 % (92) 28,7 % (54) 28,4 % (146) 0.9
Etudiants 7,1% (23) 7,4 % (14) 7,2 % (37) ’
Handicapés 5,5 % (18) 6,9 % (13) 6% (31)
Non spécifiés 1,2 % (4) 1,6 % (3) 1,4 % (7)
Mésusage d’alcool * 28,3 % (90/318) 9,7 % (18/185) 21,5 % (108/503) < 0,001
Mésusage de cannabis ** 19,8 % (63/318) 1,1 % (2/186) 12,9 % (65/504) <0,001
Mésusage d’autres substances *** 4,4 % (14/316) 2,7 % (5/185) 3,8 % (19/501) 0,3

ESM : erreur standard de la moyenne

* données disponibles chez 503 sujets
** données disponibles chez 504 sujets
*** données disponibles chez 501 sujets
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b) Analyses génétiques

Hormis le SNP rs11536891, tous les SNPs du géene TLR4 étaient a I'équilibre de Hardy-

Weinberg chez les non-fumeurs vie entiere (jamais fumés) considérés comme groupe témoin

(S.Tableau X-1 en annexe). Ainsi, le SNP rs11536891 a été exclu des analyses ultérieures. Les

distributions génétiques et alléliques sont exposées dans le tableau 2.

Tableau 1I-2: Fréquences des fumeurs vie et des patients n’ayant jamais fumé par
génotype et par alléle, ainsi que la probabilité d’association (valeur de p) avec le
tabagisme vie entiére chez les patients bipolaires.

Fumeurs vie entiére Jamais fumé
(1=326) (n=188) p
Effectif (pourcentage) Effectif (pourcentage)
rs1927914
AA 167 (65,7%) 87 (34,3%)
AG/GG 159 (61,2%) 101 (38,8%) 0,322
A 464 (65,4 %) 245 (34,6%) 0,053
rs10759932
T 264 (65,8%) 137 (34,2%)
. ) 0,043*
cT/CcC 62 (54,9%) 51 (45,1%)
T 586 (65 %) 316 (35%) 0,008*
rs4986790
AA 290 (63,7%) 165 (36,3%)
AG/GG 36 (61,0%) 23 (39,0%) 0,751
A 616 (63,6%) 353 (36,4%) 0,798
rs4986791
cc 289 (63,7%) 165 (36,3%)
CT/TT 37 (61,7%) 23 (38,3%) 0,874
C 615 (63,5 %) 353 (36,5%) 0,878
rs11536889
GG 221 (60,7%) 143 (39,3%)
cG/cC 105 (70%) 45 (30%) 0,059
G 538 (62,1 %) 329 (37,9%) 0,042*
"5 <005

Apres correction pour tests multiples, seul le SNP rs10759932 reste associé au tabagisme vie
entiére dans notre population de patients bipolaires. En effet, les porteurs de I'allele T de ce
SNP avaient un risque de tabagisme vie entiére supérieure a celui observé chez les porteurs
de l'allele C (Tvs C; X*=7,02; df = 1; p = 0,008 P comigee = 0,04 ; OR = 1,69 [1,16-2,45])

(Tableau 2 et Figure 1). De plus, le risque de tabagisme vie entiére augmentait avec le
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nombre d’alleles T portés (test de tendance de Cochrane-Armitage : p corrigee = 0,04 ; modele

additif de régression logistique : p corrigee = 0,048).

L'analyse des distributions génotypiques met en évidence un risque de tabagisme vie entiére
significativement plus important chez les sujets porteurs du génotype homozygote TT par
rapport aux autres génotypes réunis (X* = 4,11; df = 1; OR = 1.59 [1.04 - 2.42] ; p = 0,043)
(Tableau 2 et ). Cependant, cette association n'est plus significative apres correction pour
tests multiples (p corrigee = 0,213). La distribution de tous les génotypes est présentée dans le

(S.Tableau X-1 en annexe).
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Figure II-1 : Fréquences des alléles du SNP rs10759932 du géne TLR4 chez les fumeurs vie entiere et
chez les patients n’ayant jamais fumé dans une population de patients bipolaires (*** : p < 0.001)

c) Association génétique du SNP rs10759932 ajustée sur les variables cliniques

Afin de contréler I'effet de possibles facteurs de confusion cliniques, nous avons construit un
modeéle multivarié d’association pour expliquer I'effet du SNP rs10759932, seul SNP
significatif a I'issue de I'analyse précédente, sur le phénotype tabagisme vie entiere. Dans ce
modele de régression logistique, nous avons inclus comme facteurs d’ajustement les
variables cliniques significativement associées avec le tabagisme vie entiere, a savoir : le
sexe, le mésusage d'alcool et le mésusage de cannabis. Chez 501 patients pour qui

I’ensemble des variables étudiées était disponible, nous mettons en évidence également une
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association significative de l'allele T du SNP rs10759932 avec le tabagisme vie entiere

(B=0,43;df=1;OR=1,54[1,04-2,30] ; p = 0,03).

d) Association génétique aprés stratification sur le statut tabagique

Pour rappel nous avons défini le statut tabagique selon un ordre reflétant la gravité du
tabagisme (jamais fumé, tabagisme passé, et tabagisme actuel); et nous avons testé
I'association entre le SNP rs10759932 et le statut tabagique en prenant en compte cet ordre.
Le SNP rs10759932 était également significativement associé au statut tabagique (Wald =
5,13; df =1; p = 0,024). L’Odds Ratio de l'allele T versus C pour les fumeurs actuel versus

ceux qui n’ont jamais fumé est de 1,50 (IC95% = [1,06-2,12]).

3. Discussion

Dans notre population de patients bipolaires, la prévalence du tabagisme vie entiere de
63,4% est en adéquation avec celles retrouvées dans d’autres cohorte de patients bipolaires
estimées entre 30 et 70% (Kilbourne et al., 2009; Lasser et al., 2000b; McClave et al., 2010;
Vanable et al.,, 2003). De plus, de précédentes études avaient également retrouvées, a
I'instar de nos résultats, une plus grande fréquence de mésusages d’alcool et de cannabis
chez les patients bipolaires tabagiques vie entiéres par rapport a ceux qui n’ont jamais fumé
(Weinstock et al., 2016; Heffner et al., 2008). La prévalence de ces mésusages dans notre
étude est similaire a celle observée récemment dans une plus large cohorte francaise de

patients bipolaires (Icick et al., 2017).

Notre principal résultat est la mise en évidence d’une association du SNP rs10759932 du
géne TLR4 avec le tabagisme vie entiére dans cohorte une de patients bipolaire et ce quel
gue soit le type d’analyse génétique utilisée (comparaison de distributions alléliques ou
génotypiques). De plus, cette association est également retrouvée méme apres ajustement
sur les facteurs cliniques pouvant étre source de confusion. Ainsi d’aprés nos résultats,
I'allele majeur T est associé au risque de tabagisme vie entiére, et réciproquement I'alléle

mineur C aurait un effet protecteur vis a vis de ce phénotype chez les patients bipolaires.

Nous avions stratifié notre échantillon selon le statut tabagique (jamais, passé ou actuel), en
adoptant cet ordre en particulier car la sévérité de la dépendance a la nicotine est plus

élevée chez les fumeurs actuels par rapport aux anciens fumeurs (Fagerstrom et al., 1996).
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Le fait que nous retrouvons également une association de l'allele T du SNP rs10759932 avec
la sévérité du statut tabagique suggere que non seulement ce SNP est associé a la présence
mais aussi a la sévérité de la dépendance a la nicotine dans notre population de patients

bipolaires.

Une précédente étude d'association pan génomique (GWAS) menée par le Tobacco and
Genetics Consortium sur 74 053 sujets n'a pas retrouvé d'association significative entre les
alléles du SNP rs10759932 du géne TLR4 et le tabagisme vie entiére (p = 0,45) (Tobacco and
Genetics Consortium, 2010). De plus, comparé aux données de cette GWAS, la fréquence de
I'allele protecteur C dans le groupe des fumeurs vie entiere de notre cohorte est
significativement plus faible que celle retrouvée chez les fumeurs vie entiére de la cohorte
de ce consortium (respectivement 0,101 vs 0,180, X2=271;df=1; p=2x 10'7) ; ainsi, ces
deux résultats combinés pourraient suggérer que cette association entre le SNP rs10759932

et le tabagisme vie entiére serait spécifique du trouble bipolaire.

Le réle du SNP rs10759932 du gene TLR4 est peu connu. Certaines études suggerent que
I'allele C mineur est associé a un état pro-inflammatoire (Pennington et al., 2009; Simhan et
al., 2008), cependant nous n'avons pas trouvé de données concernant l'association de ce
polymorphisme avec une augmentation des marqueurs de l'inflammation. Une étude avait
retrouvé chez les porteurs de l'allele C une diminution de |'expression du facteur de
transcription FOXP3 (Forkhead Box Protein P3), marqueur clé des lymphocytes T régulateurs
(cellules Treg). Ces cellules Treg connues pour leur action immunosuppressive de la réponse
induite par les lymphocytes T spécifiques de I'antigene, et jouent donc un role clé dans la
tolérance immunologique (Liu et al., 2011, p. 2). Par ailleurs, les récepteurs TLR4 contrélent
la réponse inflammatoire en activant et en renforgant la fonction immunosuppressive des
cellules Treg (Jin et al., 2012) aussi bien en périphérie que dans le cerveau des souris via les
cellules astrocytaires (Xie et al., 2015). Donc, cet allele C pourrait induire indirectement des
réponses inflammatoires et immunitaires excessives via une déficience de [I'action
régulatrice des cellules Treg. Cela pourrait expliquer I'association observée entre I'alléle C et
I’effet protecteur vis a vis de plusieurs maladies chez ’'Homme impliquant des pathogenes
infectieux. En effet, les individus porteur de l'allele C (TC et / ou CC) sont moins enclins a
développer des lésions gastriques précancéreuses ou cancéreuses lors des infections par

Helicobacter pylori (Castafio-Rodriguez et al., 2014; Fan et al., 2014; Huang et al., 2010). Une
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autre étude retrouve un effet protecteur de I'allele C vis a vis des rejets de transplantation

rénale liés aux infections (Hwang et al., 2009).

Au total, les porteurs de l'allele C du SNP rs10759932 pourraient présenter un état pro-
inflammatoire lié a une déficience de la suppression/régulation de la réponse immunitaire.
Par ailleurs, dans des modéles murins, |'exposition au tabac est associée au niveau cérébral a
une augmentation des marqueurs pro-inflammatoires (Khanna et al., 2013) impliquant
probablement une voie TLR4-dépendante (Doz et al., 2008) particulierement lors d'une
exposition aigué (Maes et al., 2008). Par conséquent, on peut supposer que dans le cas
spécifique des patients atteints de trouble bipolaire, chez qui pré-existe un état
inflammatoire chronique probablement liée a de nombreux autres facteurs, la survenue
d’une réponse inflammatoire excessive chez les porteurs de l'alléle C induite par le tabac
pourrait étre mal tolérée. Dans ce cas, il serait intéressant d’étudier, dans de futures études,
I'inflammation périphérique chez les patients bipolaires fumeurs et non-fumeurs porteurs

des génotypes CCet TT.

Dans notre cohorte, le SNP rs11536891 déviait de I'équilibre d’Hardy-Weinberg, et n’a pas
été inclus dans les analyses. La déviation de I'équilibre d’équilibre peut étre liée soit a des
erreurs de génotypage, soit a la présence de forces génétiques évolutives (sélection,
mutation, migration, ou dérive génétique). Chen & al. suggérent qu’une perte
d’hétérozygotie en cas d’écart de I'équilibre d’Hardy-Weinbreg oriente vers la présence de
forces évolutive, tandis qu’un gain d’hétérozygotie oriente plutét vers une erreur de
génotypage (Chen et al., 2017). Dans notre cohorte chez les témoins (non-fumeurs) nous
avons observé une perte d’hétérozygotie, ce qui suggérerait que ce locus dans cette
population soit soumis a une ou plusieurs forces génétiques évolutives. Hormis le fait que ce
SNP ait été associé dans plusieurs études au cancer colorectal et au cancer de la prostate en
population générale (Kutikhin, 2011), aucune donnée a notre connaissance ne permet de

préjuger a quelle force évolutive serait soumis ce locus.

Notre étude présente aussi quelques limites. Nous ne disposions pas d’un groupe témoin de
patients afin de tester la spécificité de cette association. A défaut, nous nous sommes
appuyés sur les résultats d’une GWAS menée sur des populations non bipolaires.

Deuxiémement, nous n'avons pas pu tester cette association génétique avec le phénotype
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de dépendance nicotinique pour lequel les patients n’ont pas été caractérisés. Néanmoins,
nous avons pu évaluer la sévérité du tabagisme vie entiere par la capacité des individus a
arréter de fumer. Le nombre de paquets-années ou le score au test de Fagerstrom pour la
dépendance a la nicotine (Heatherton et al., 1991) auraient été des variables plus

pertinentes mais qui n'étaient pas disponibles chez tous les sujets.

En conclusion, nos résultats ouvrent la voie a de nouvelles hypotheses et interrogent sur
I'implication des processus inflammatoires dans l'initiation du tabagisme, voir méme dans
I'évolution vers la dépendance chez des populations spécifiques avec un état inflammatoire
chronique tel que les patients bipolaires. Des études ultérieures seront utiles pour apporter
plus d’éclairages sur le lien entre réponses inflammatoires, tabagisme et évolution vers une
dépendance a la nicotine dans cette population. Dans le cadre de ma thése, ce travail
montre que I'expression d’une vulnérabilité génétique est influencée par un environnement
clinique ou physiopathologique préexistant qui mérite d’étre exploré de facon plus

approfondie.
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Bipolar disorder (BD) is associated with an increased risk of tobacco dependence, the leading addictive substance
worldwide. Toll-like receptor 4, a sensor of pathogens and of products of cellular stress and damage, is a major
innate immune molecule and logical candidate gene for tobacco dependence in BD because (i) the involvement
of TLR4 molecules in several substance use disorders has been suggested, (ii) and the association between the
TLR4 gene and BD. We analysed herein the potential association between six TLR4 polymorphisms and lifetime
tobacco smoking in 514 BD patients. Significant association between tobacco smoking and rs10759932 was
found (genotype, Cochrane Armitage trend test, p = 0.008, Pcorrectea = 0.040 and alleles, p = 0.008; Pcorrected =
0.040), where the C minor allele is associated with a protective effect, even after adjusting for confounding factors
(OR = 1.54[1.04-2.30], p = 0.03). Our results suggest that TLR4 gene polymorphism may act as an intermediate
factor for the association between tobacco smoking addiction and BD.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Nicotine dependence is a major health problem worldwide
(Mathers and World Health Organization, 2012). Its installation and
maintenance are under the influence of several biological, psychological
and social risk factors. Nicotine dependence has a strong heritable com-
ponent dependent of many additive genetic risk factors with small
effect sizes (Ducci and Goldman, 2012) (Belsky et al., 2013; Lubke
et al,, 2012). Thirty to seventy percent of patients diagnosed with
bipolar disorder (BD) smoke (Lasser et al., 2000; Heffner et al., 2011).
Although this rate is two to three times higher than the rate observed
in the general population, the relationship between smoking and BD
remains unclear, and bipolar patients may share specific smoking-
associated genetic risk factors (Heffner et al.,, 2011).
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BD is a disabling illness with a high mortality (Hayes et al., 2015)
and increased prevalence of medical comorbidities (Lala and
Sajatovic, 2012; Hendrie et al., 2013) when compared to the general
population. Furthermore, BD is associated with a dysregulated
neuro-inflammatory background (Leboyer et al., 2012), which may
also involve innate immunity. We recently analysed the genetic
diversity of Toll-like receptor 4 (TLR4), a major innate immune
molecule, and showed associations between single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) located in the gene and an earlier onset of
BD as well as the development of autoimmune conditions (Oliveira
et al, 2014).

Neuro-inflammatory processes are now well admitted to be in-
volved in the pathogenesis of addictions (Crews et al.,, 2011). Several
studies have shown the implication of the brain innate immune system
in withdrawal syndrome (Johnston et al., 2004; Ledeboer et al., 2007),
tolerance, reward and installation of dependence (Bland et al., 2009),
which involves the TLR4 pathway through glial recruitment processes
(Coller and Hutchinson, 2012). Studies were focused on several sub-
stances of abuse including opioids, amphetamine, cocaine or alcohol,
but not yet on tobacco (Coller and Hutchinson, 2012), while nicotine
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lll. SIGNADDICT : EXPLORATION DE SEQUENCAGE DE GENES DE
GENES DE TRANSDUCTION DU SIGNAL DANS LA DEPENDANCE A LA
COCAINE

De point de vue neurobiologique, le point commun entre les différentes substances
addictives est leur capacité a activer le circuit cérébral du plaisir. Le role essentiel de ce
circuit est de renforcer certains comportements bénéfiques en présence de stimulations
« plaisantes ». Ce circuit consiste en des projections de neurones dopaminergiques de I'aire
tegmentale ventrale vers le noyau accumbens (Olds and Milner, 1954). Ainsi, les substances
addictives, entrainent une décharge dopaminergique de ce circuit en court-circuitant les
voies habituelles de stimulations sensorielles (Chiara and Imperato, 1988). Cela est d’autant
plus vrai pour la cocaine dont le mécanisme d’action est le blocage du transporteur DAT
(Dopamine Active Transporter) (Harris and Baldessarinig, 1973), principal mécanisme de
recapture pré-synaptique de la dopamine, avec comme conséquence une

hyperdopaminergie synaptique lors des administrations aigues (Pettit and Justice, 1989).

A. Addictions a la cocaine : Importance des voies de transduction dans un

modele animal

Le point de convergence de ce circuit est le noyau accumbens, qui constitue la partie
ventrale du striatum. Ce dernier joue un role important en tant que structure intégrant les
stimuli plaisants avec le contexte environnemental de leur survenue (Haber, 2016). Au
niveau des neurones épineux moyens, principale population cellulaire du noyau accumbens
(Yelnik et al., 1987), les afférences dopaminergiques striatales sont ainsi activées en
présence stimuli renforcants (Schultz and Romo, 1987), tandis que I'information
environnementale contextuelle quant a elle est transmise par les afférence
glutamatergiques (Britt et al., 2012). Ainsi, I'hypothése purement « dopaminergique » des
troubles addictifs laisserait place a une hypothése d’un déreglement duel de ces deux
transmissions : dopaminergique et glutamatergique, hypothése que plusieurs études

tendent a confirmer (Kalivas, 2009; Scofield et al., 2016).
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Au niveau des neurones épineux moyens du noyau accumbens, I'intégration de ces deux
afférences dopaminergique et glutamatergique lors des administrations répétées de cocaine
fait appel a la voie de signalisation ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases 1 et 2) qui
jouerait un réle central dans les modifications a long terme de la plasticité cellulaire
associées aux addictions, notamment dans le cas de la cocaine (Pascoli et al., 2014). Dans les
modeles animaux, le blocage pharmacologique de cette voie empéche l'installation de
modifications comportementales liées aux addictions, telles que la préférence de place
conditionnée induite par la cocaine (Valjent et al., 2000), ou le développement d’une
sensibilisation comportementale aux stimulants (Valjent et al., 2006b). Cette voie parait
aussi impliquée dans la réactivation et la consolidation des souvenirs mnésiques associés a la

cocaine (Miller and Marshall, 2005; Valjent et al., 2006a).

Dans le noyau accumbens, les neurones épineux moyens se divisent en deux sous
populations selon les récepteurs dopaminergiques exprimés D1 ou D2 (Gerfen et al., 1990).
’activation de la voie ERK 1/2 par la cocaine serait restreinte uniquement aux cellules
exprimant le récepteur D1 (Bertran-Gonzalez et al., 2008; Valjent et al., 2000). De plus
I'activation de cette voie de signalisation par la cocaine requiert I'activation conjointe et
I'interaction des récepteurs D1 et glutamatergique NMDA (récepteur N-methyl-D-aspartate)
(Pascoli et al., 2011), alors que I'activation de I'un des deux types de récepteurs seul n’induit

pas d’activation de la voie ERK 1/2 (Cahill et al., 2014).

L'interaction entre les récepteurs D1 et NMDA est a la fois directe et indirecte. L'interaction
directe implique la formation d’un complexe physique du récepteur D1 et de la sous-unité
GluN1 du récepteur NMDA (Cahill et al., 2014). L'interaction indirecte implique quant a elle
la protéine FYN, une tyrosine-kinase : le récepteur D1 active FYN qui a son tour facilite un
influx calcique via la sous unité GIUN2B de récepteur NMDA. Cette influx déclenche par la

suite la voie ERK1/2 (Pascoli et al., 2011).

L'une des finalités de la voie ERK1/2, est I’activation du facteur de transcription ELK1. Dans
des modeles de souris, le blocage spécifique de ce facteur de transcription lors d’expositions
répétées a la cocaine altére l'installation d’une préférence de place conditionnée et retarde
la sensibilisation locomotrice (Besnard et al.,, 2011). Ainsi il est possible que ELK1 soit

impliqué dans les effets renforcateurs de la cocaine (Pascoli et al., 2014).
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B. Comparaison de la cohorte « COCAINE » a une série de sujets controles

Au vu de ces données, I'équipe des Drs Cabboche et Vanhoot de 'unité INSERM/UMR-S1130
avait émis I’hypothése qu’un blocage ou une altération de cette voie de signalisation ERK1/2
pourrait prévenir 'installation d’une dépendance a la cocaine lors d’expositions répétées et
ouvrir ainsi la voie a de nouvelles stratégies thérapeutiques, dans un domaine ou les options

pharmacologiques efficaces font défaut (Pascoli et al., 2014).

Dans une optique transrationnelle des modeéles animaux vers ’'Homme, notre équipe s’est
associée avec cette unité (Pascoli et al., 2014). L'objectif étant d’étudier cette hypothese
dans une population de patients dépendants a la cocaine et de sujets contréles, a travers
une étude d’association génétique. Nous avons ainsi recherché, dans les génes codants pour
les protéines clés de cette voie une surreprésentation de mutations fonctionnelles dans I'un

des deux groupes de sujets (dépendants et témoins).

1. Méthode de I’étude

Cent cinquante patients dépendants a la cocaine et cent sujets témoins ont été inclus dans
I’études. Les criteres retenus pour la définition de la dépendance a la cocaine sont ceux du
DSM IV-TR (American psychiatric association., 2004). Les sujets dépendants étaient issues de
deux cohortes d’étude : la cohorte Methadose (50 patients) et la Cohorte Psychocoke (100
patients). La premiéere cohorte avait recruté des patients sous substitution par Méthadone a
I’équilibre, et la deuxieme cohorte avait recruté des patients usagers vie entiére de cocaine.
Les détails de chacune des cohortes sont décrits dans les parties « Méthodes » des chapitres

V et VI (respectivement) de cette these.

Les protéines clés de la voie de signalisation ERK1/2 sont au nombre de six: Le récepteur
dopaminergique D1, les deux sous unités GIuN1 et GIuN2B du récepteur glutamatergique
NMDA, la kinase ERK2 aussi connue sous le nom de MAPK1 (Mitogen-activated protein
kinase 1), la kinase FYN, et le facteur de transcription ELK1. Les régions exoniques des genes
codants pour ces protéines (respectivement : DRD1, GRIN1, GRIN2B, MAPK1, FYN et ELK1)
ont été séquencées a haut débit avec la technologie lon Torrent. Ce séquencage a été

externalisé et réalisé par une plateforme d’analyse génétique extérieure a notre équipe.
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Les controOles qualité ont été réalisés par un pipeline validé sur le serveur d’analyse NGS

(Next Generation Sequencing) Galaxy.

2. Résultats

Sur les 150 patients dépendants a la cocaine et les 100 sujets témoins, respectivement 128
patients et 94 sujets ont pu étre séquencés. Malheureusement, La découverte de la
mauvaise qualité du séquencage ne nous a pas permis d’exploiter ces données et de réaliser
I’étude d’association cas-témoins initialement prévue. En effet, nous avions retrouvé une
discordances entre les séquences et leurs annotations; les mutations décrites ne

correspondaient aux séquences retrouvées.

3. Discussion

Méme si ce projet n’a pas pu étre mené a terme, le travail de contrdle de qualité que j'ai eu
a faire sur ces données NGS m’a permis d’acquérir plusieurs compétences dans ce domaine
prometteur. Ainsi, j'ai suivi plusieurs formations en rapport avec les analyses NGS et j'ai été

amené a cotoyer des bio-informaticiens et des généticiens experts de ces analyses.
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IV. MISE AU POINT DU LOGICIEL SNPretrieve

A. Mise a disposition de la cohorte « Methadose & Psychocoke » génotypée

sur puce lllumina « PsychArray »

Notre équipe a recruté depuis 2008 deux cohortes de patients : La cohorte Methadose (cf.
partie méthode du chapitre V) et la cohorte Psychocoke (cf. partie méthode du chapitre VI).
Nous avions recueilli pour I’ensemble des patients inclus dans les deux études un ensemble
de phénotypes en rapport avec les hypotheses posées pour chacune des études. De plus,
nous avions également procédé a des prélevements sanguins périphériques sur tubes EDTA
dans l'optique de procéder a des analyses génétiques apres extraction de I’ADN. Ainsi plus
de 400 patients, issus de la fusion des deux cohortes ont été génotypés en deux phases sur
la puce BeadChip Illumina Infinium PsychArray 24 v1.1 contenant 571 054 SNPs

(Polymorphismes nucléotidiques) en utilisant la version GRCh37 du génome humain.
B. Présentation de la puce Illlumina « PsychArray »

Cette puce a été spécialement développé par la société lllumina® en collaboration avec le
Consortium Psychiatric Genomics (“What is the PGC?,” n.d.) pour I'étude des variants
génétiques associés avec des pathologies psychiatriques communes. Cette puce comprend
265 000 Tag SNP (SNPs marqueurs en déséquilibre de liaison avec plusieurs autres SNPs
proches dont ils captent I'information génétique), 245 000 SNPs des régions éxoniques des
génes, et 50 000 SNPs candidats précédemment associés avec des troubles psychiatriques
divers. D’autres SNPs peuvent étre ajoutés sur demande (“Infinium PsychArray-24 Kit |

Psychiatric predisposition microarray,” n.d.).

1. Problématique

Habituellement, I'extraction d’une liste de SNPs couverts par un ou plusieurs génes d’intérét

et présent sur notre puce nécessite plusieurs étapes et peut se faire selon deux méthodes.

La premiére méthode consiste dans un premier temps a récupérer aupres d’'une base de
données en ligne (Ensembl ou UCSC) les coordonnées génomiques canoniques des geénes

d’intérét selon la version de génome utilisée (dans notre cas la GRCh 37). Ensuite, |'étude
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d’association est réalisée en limitant I'analyse a ces régions génomiques. Dans le cas ou
I'analyse porte sur plusieurs geénes, cette méthode a deux inconvénients majeurs : (1) on
dispose de peu de visibilité sur la couverture des génes, c’est a dire le nombre de SNPs par
gene, (2) et I'annotation des SNPs (ajout d’informations contextuelles pour un SNP) se fait a
posteriori, ce qui fait que cette annotation est souvent influencée par les résultats de

I'analyse.

La deuxieme méthode, consiste quant a elle a extraire directement des bases de données en
lignes (Ensembl ou UCSC) les SNPs couverts par les genes d’intérét, puis a limiter I'analyse
d’association a ces SNPs. Dans ce cas I'annotation se fait a priori mais un inconvénient
notable est que la puce PsychArray comprend des SNPs non répertoriés dans les bases de

données en ligne, et qui échappent ainsi a I'analyse s’ils ne sont pas spécifiguement extraits.

Ces deux méthodes sont rendues encore plus fastidieuses par le fait que la société lllumina®
utilise une nomenclature propre des SNPs qui n’est pas forcement celle de la base dbSNP du
NCBI, qui est la nomenclature communément utilisée (rsxxxx). Par exemple le SNP
« rs121909122 » est noté « chr18 52921925 » sur la puce PsychArray. Pour répondre a ces
difficultés, j'ai développé un logiciel permettant d’automatiser la recherche et I'annotation

des SNPs de cette puce.

2. Intérét du script SNPretrieve

Le script SNPretrieve pour le logiciel d’analyse statistique R (R Core Team, 2015) permet de
palier aux difficultés précédemment citées, et d’extraire les SNPs présents sur la puce
rapidement sans passer par les bases de données génomiques en ligne. Cette extraction est
réalisée en indiquant directement dans le script le ou les noms du ou des genes d’intérét. La
nomenclature d’entrée des noms des genes est celle du HUGO Gene Nomenclature
Committee (“HGNC database of human gene names | HUGO Gene Nomenclature
Committee,” n.d.), choisie car c’est la plus utilisée et la plus intuitive (exemple : le récepteur

dopaminergique D1 est noté DRD1)
Ce script permet d’avoir en sortie (figure IV-1) :

1. Une liste de SNPs couverts par les genes d’intérét et présents sur la puce, y compris

les SNPs non répertoriés dans les bases de données en lignes, et ceci avec la
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nomenclature lllumina. Cette sortie peut étre ainsi directement utilisée dans les
logiciels d’analyses d’association sans adaptation (figure IV-1, partie rs.name)

2. L'annotation des SNPs avec comme informations: le géne, le nom selon la
nomenclature dbSNP (si existant), les alléles, s’il est situé dans un exon ou non, les
conséquences fonctionnelles, le transcrit auquel il appartient, et la position
génomique sur le chromosome (figure I1V-1, partie Annotation).

3. Llannotation du ou des geéenesd’intérét: le chromosome, les coordonnées
génomiques, et le brin d’ADN sur lequel il est présent (sens ou antisens) (figure 1V-1,
partie Genes.Origin)

4. Le nombre de SNPs par géne et le ratio de couverture. Ce ratio correspond au

nombre de SNPs divisés par la longueur du gene (en paires de bases), le tout

Nombre de SNPs
Longueur du gene

multiplié par 1000 ( % 1000). Ce ratio permet une comparaison de la

couverture des génes en la pondérant par leurs longueurs respectives. (figure 1V-1,
partie Coverage)
5. Enfin une sortie permettant de réaliser directement des associations Gene Based

dans les logiciels d’analyses d’association (figure IV-1, partie Gene.set)

Dans certains cas I'étude des régions en amont ou en aval des génes (régions étendues) peut
revétir un intérét ; une option de ce script permet de rajouter les SNPs se trouvant dans ces

régions étendues en précisant la longueur ces régions (en paire de base).

3. Fonctionnement du script

Le principe de fonctionnement du script est assez simple et repose sur deux étapes
simultanées : (1) D’abord, par croisement de quatre bases de données embarquées dans le
script : les coordonnées génomiques de I'ensemble des génes du génomes humain (version
GRCh 37), la base d’annotations des SNPs fournie par la société lllumina®, la correspondance
des nom des SNPs entre la nomenclature lllumina® et dbSNP, et enfin les coordonnées
génomiques des SNPs présents sur notre puce ; (2) ensuite, par filtrage des SNPs en fonction

des noms des genes d’intérét.
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4. Discussion

L’écriture de ce script était une étape préalable importante pour I'exploitation rapide de
notre base de données génétique. J'ai pu utiliser ce logiciel pour les analyses ultérieures
présentées dans cette thése. Pour son développement j'ai d0 me familiariser avec les
différentes bases de données et avec les subtilités des différentes nomenclatures utilisées
en génétiques. De plus, j’ai d( apprendre a utiliser d’autres packages du logiciel R, auxquels

ce script fait appel.

Nous utilisons ce script dans notre unité depuis plus de deux ans, et nous constatons qu’il
est fiable et rapide. Ce script sera proposé pour une diffusion plus large sur le dép6t de
packages R, ceci afin de le rendre disponible pour I'ensemble de la communauté des

utilisateurs de ce logiciel dans le monde (cf. script en annexe).

45



$Genes.Origin
GRanges object with 1 range and 1 metadata column:

segnames ranges strand | Genes
<Rle> <IRanges> <Rle> | <character>
[1] 5 [174867042, 174871211] - | DRD1

seginfo: 25 sequences from an unspecified genome; no seglengths

$Genes.Extend
GRanges object with 1 range and 1 metadata column:

segnames ranges strand | Genes
<Rle> <IRanges> <Rle> | <character>
[1] 5 [174867042, 174871211] - | DRD1

seginfo: 25 sequences from an unspecified genome; no seglengths

$SNP

GRanges object with 5 ranges and 2 metadata columns:
segnames ranges strand | SNP Genes
<Rle> <IRanges> <Rle> | <character> <character>
[1] 5 [174868775, 1748687761 - | exm504474 DRD1
[2] 5 [174869045, 174869046] - exm504483 DRD1
[3] 5 [174869278, 174869279] - | exm2257120 DRD1
[4] 5 [174869327, 174869328] - exm504494 DRD1
[5] 5 [174870072, 1748700731 - | exm504514 DRD1

seginfo: 26 sequences from an unspecified genome; no seglengths

$list.rs

[1] "exm504474" "exm504483" "exm2257120" "exm504494" "exm504514"

$Annotation

Name Genes RsID Alleles InExon Mutation Transcript

1 exm2257120 DRD1 rs201944827 [T/C] EXON Synonymous S275S NM 000794
2 exm504474 DRD1 rs62636575 [T/C] EXON Missense Q443R NM 000794
3 exmb504483 DRD1 rs144813919 [A/G] EXON Missense A353V NM 000794
4 exm504494 DRD1 1rs74414188 [T/G] EXON Missense S259Y NM 000794
5 exm504514 DRD1 rsl1l46816422 [T/C] EXON Missense G11R NM 000794
$Annotation.unique

Name Genes RsID Alleles InExon Mutation Transcript
1 exm2257120 DRD1 rs201944827 [T/C] EXON Synonymous_S275S NM 000794
2 exmb504474 DRD1 rs62636575 [T/C] EXON Missense Q443R NM 000794
3 exmb504483 DRD1 rs144813919 [A/G] EXON Missense A353V NM 000794
4 exm504494 DRD1 1rs74414188 [T/G] EXON Missense S259Y NM 000794
5 exmb504514 DRD1 rsl46816422 [T/C] EXON Missense G11R NM 000794
$rs.name

Name RsID Gene

1 exm2257120 rs201944827 DRD1
2 exmb504474 rs62636575 DRD1
3 exmb04483 rs144813919 DRD1
4 exm504494 1rs74414188 DRD1
5 exmb504514 rs146816422 DRD1

$Gene.set
DRD1 "DRD1l exmb504474 exm504483 exm2257120 exm504494 exm504514 END"

$Covrage

Gene NbSNP start end T.onaueur Ratio.Covraage

BP
174869278
174868775
174869045
174869327
174870072

BP
174869278
174868775
174869045
174869327
174870072

Figure IV-1 : Exemple d'une sortie du script SNPretrieve avec le gene DRD1
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V. RISQUE D’ALLONGEMENT DE L’'INTERVALLE QT A L’ECG LORS
DU TRAITEMENT PAR METHADONE DES PATIENTS DEPENDANTS DE
L’'HEROINE

A. La Méthadone : traitement de référence de la dépendance aux opiacés

Suite aux travaux de Dole et Nyswander (Dole & Nyswander, 1965), la méthadone a été la
premiere médication prescrite comme traitement de substitution orale (TSO) au long court
de la dépendance aux opiacés. Et aujourd’hui encore, plus de 50 ans plus tard, elle reste le

TSO le plus largement prescrit dans le monde (World Health Organization, 2008).

En France elle est le deuxieme traitement de la dépendance aux opiacés prescrit aprés la
Buprénorphine chez I'’ensemble des patients substitués. Dans les CSAPA, ou se concentrent
probablement les populations ayant les troubles addictifs les plus sévéres, la méthadone

reste le traitement le plus prescrit (Brisacier, 2017).

La méthadone est encore considérée comme le traitement le plus efficace dans cette
indication (Amato et al., 2005; World Health Organization, 2008) permettant une meilleure
adhésion aux soins que d’autres TSO (Mattick, Breen, Kimber, & Davoli, 2014). De plus, les
patients sous substitution orale par méthadone: (1) ont une moindre probabilité de
rechutes, (2) présentent une mortalité diminuée par overdoses d'héroine, (3) moins de
séroconversions VIH et VHC, (4) une meilleure insertion sociale, (5) et une moindre
criminalité par rapport aux patients sans substitution (Alford, Compton, & Samet, 2006;

O’Connor & Fiellin, 2000; Metzger et al., 1993; Dole & Joseph, 1978).

B. Pharmacogénétique des effets secondaires de la méthadone et réle de

I’environnement

Bien que son efficacité ne soit plus a démontrer, la méthadone comme tout traitement,
présente des effets secondaires dont I'un des plus graves est I'allongement de I'espace QT a
I’'ECG. Lincidence de cet effet secondaire peut atteindre 37% des cas (Alinejad, Kazemi,
Zamani, Hoffman, & Mehrpour, 2015; Chou, Weimer, & Dana, 2014), et expose a la survenue

de torsades de pointes (TdP) (Romero et al., 2016; Alinejad et al., 2015; Krantz, Martin,
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Stimmel, Mehta, & Haigney, 2009). Chez les patient sous méthadone, la mortalité associée a
I'allongement du QT et aux TdP varie de 8% a 11% (Kao et al., 2013; Pearson & Woosley,
2005).

Plusieurs facteurs de risque ont été associés a l'allongement du QT sous méthadone,

certains sont d’ordre génétique et d’autres d’ordre environnemental (ou non génétique).
1. Réle de I’environnement :

Plusieurs facteurs environnementaux ont été associés avec l'allongement du QT sous
méthadone, ces derniers incluent : la dose prescrite, et des facteurs d'allongement de
I'espace QT non spécifiques au traitement par méthadone, dont les interactions

médicamenteuses et la prise d’autres produits illicites.

L’association entre la dose prescrite de méthadone et I'allongement de l'intervalle QT est
sujette a controverse. En effet certaine études suggerent que cet effet secondaire est
dose-dépendant (Mayet, Gossop, Lintzeris, Markides, & Strang, 2011; Fanoe, Hvidt, Ege, &
Jensen, 2007; Ehret et al., 2006; Krantz, Kutinsky, Robertson, & Mehler, 2003), tandis que
d’autres ne retrouvent aucune association (Roy et al., 2012; Peles, Bodner, Kreek, Rados, &
Adelson, 2007). Par ailleurs, il ne semble pas exister de dose « seuil » pour la survenue de
cet effet indésirable, car il peut produire a des posologies trés variables allant de 29 a 1680
mg/jour (Pearson & Woosley, 2005), surtout que la méthadone est connue pour avoir un

intervalle thérapeutique large (Chin B. Eap, Buclin, & Baumann, 2002).

La prise concomitante d’autres substances est clairement associée a I'allongement du QT
chez les sujets sous traitement par méthadone, que ces substances soient des médicaments
prescrits et connus pour allonger également le QT (Ehret et al., 2006; Krantz et al., 2003) ; ou
que ce soit des substances d’abus telles que la cocaine et les amphétamines (Fareed et al.,
2013; Mayet et al., 2011). Il est intéressant de noter que la survenue iatrogénique de cet
effet secondaire parait d’autant plus favorisée par des situations médicales connues pour
allonger le QT telles que les troubles ioniques ou les comorbidités cardiaques (Ehret et al.,

2006; Pearson & Woosley, 2005).
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2. Les facteurs génétiques

Il existe des allongements congénitaux de I'espace QT qui sont associés a des TdP et a des
déces. Ces maladies familiales sont regroupées sous le nom de "channelopathies" car ce sont
des maladies héréditaires liées a des mutations sur des génes codant pour des canaux
ioniques cardiaques impliqués dans la physiologie de la contraction des cardiomyocytes. La
plupart des études pharmacogénétiques des effets secondaires de la méthadone
concernaient surtout les variants impliqués dans sa pharmacocinétique ; de ce fait, les génes
codants pour certains iso enzymes de la famille des cytochromes P450 (CYP) ont été le plus
largement étudiés. En effet, la méthadone est principalement métabolisée par les CYP 3A4
et 2B6, et dans une moindre mesure par 2C19 et 2D6 (Chang Yan, Fang Wenfang B., Lin
Shen-Nan, & Moody David E., 2010); et certains polymorphismes génétiques de ces
cytochromes ont été associés avec des variations la biodisponibilité de la méthadone (pour
revue voir (Ahmad, Valentovic, & Rankin, 2018). En ce qui concerne 'allongement du QT a
I'ECG, des polymorphismes des génes codants pour les CYP 2B6 et 2C19 ont été associés a
cet effet secondaires, dont la survenue serait médiée par des variations des taux sériques de

méthadone (Carlquist et al., 2015; Eap et al., 2007; Wang et al., 2013).

Peu d’études se sont intéressées aux génes impliqués dans la pharmacodynamie de la
méthadone et le risque d’allongement du QT. Un travail menée précédemment par notre
équipe avait justement abordé cet aspect pharmacodynamique et mettait en évidence une
association d'un SNP du géne KCNH2 (potassium voltage-gated channel subfamily H member
2) avec l'allongement du QT chez des patients substitués par méthadone (Hajj et al., 2014).
Ce géne code pour le canal potassique hERG responsable du courant ionique entrant rapide

a l'origine de la repolarisation des cardiomyocytes,
C. Etude de I'allongement de I’espace QT dans la cohorte Méthadose

Ainsi dans le cadre de notre travail sur les interactions géne x environnement, 'étude de
I'allongement du QT chez les patients sous traitement de substitution par méthadone nous a
intéressé a double titre. Premiérement, la survenue de cet effet secondaire parait plus étre
liée a l'intrication de plusieurs facteurs entre eux, qu’a I’effet d’un seul facteur isolé (Ehret et
al., 2006; Pearson & Woosley, 2005) ; et plusieurs auteurs suggérent que I'allongement du

QT induit est un phénotype qui implique justement une interaction géne x environnement
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(Newton-Cheh et Shah, 2007, Paulussen et Aerssens, 2005, Roden, 2004). Deuxiémement,
I’étude des facteurs allongeant le QT sous méthadone revét un intérét clinique pratique en

raison de l'incidence de cet effet secondaire possiblement létal.

Notre travail s’inscrit dans la continuité des travaux de notre équipe (Hajj et al., 2014), en
incluant plus de sujets (154 sujets versus 82 dans Hajj & al.) pour avoir une meilleure
puissance statistique, et en nous intéressant a un plus large éventail de genes. Nous nous
sommes ainsi intéressés aux genes précédemment associés a I'allongement du QT induit par
d’autres traitements (que la méthadone) et impliqués dans la pharmacodynamie de cet effet
secondaire. Apres une revue de la littérature nous avions pu ainsi identifier trois autres
génes candidats KCNQ1 (Yang et al., 2002), NOS1AP (Aberg et al., 2012) et SCN5A (Yang et
al., 2002) ; en plus des deux genes KCNH2 et KCNE1 déja étudiés par notre équipe (Hajj et
al., 2014). A noter que ces derniers (KCNH2 et KCNE1) avaient aussi été associés a

I'allongement du QT induit d’autres traitements (Yang et al., 2002; Kaab et al., 2012).
1. Résumé de la méthodologie de I'étude

Notre étude fait partie d’un projet plus global, le projet « Methadose » (DRC-APHP :
0OST07013, Investigatrice Principal : DR F. VORSPAN), dont I'objectif principal est de décrire
les interactions geénes x environnement dans la posologie prescrite a I'équilibre de
méthadone. Notre objectif d’étude de ces interactions dans I'allongement du QT n'était

gu'un objectif ancillaire.

Deux cent seize sujets agés de plus de 18 ans suivis en ambulatoire pour une dépendance vie
entiére aux opiacés selon les criteres DSM IV TR, sous traitement de substitution par
méthadone, en rémission totale depuis plus de 3 mois, et a I'état d’équilibre ont été recrutés
en consultation. Un patient est considéré en rémission s’il ne remplit plus les criteres de
dépendance aux opiacés. Quant a I'état d'équilibre, il a été défini comme étant en
programme de substitution par de la méthadone avec une posologie stable et un suivi
régulier pendant au moins trois mois. N’étaient pas inclus les sujets qui dans les 3 derniers
mois avaient continué a utiliser la voie intraveineuse ou qui avaient eu des accidents

d’overdoses.
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Les autres traitements prescrits (hormis la méthadone) ont été également notés ; ainsi nous
avons calculé pour chaque patient un « score d'allongement du QT par les autres
traitements » en fonction de leur risque d’induire un allongement du QT selon une base de
données en ligne validée (CredibleMeds.org). Le mode calcul de ce score est détaillé dans la

partie méthode de notre article.

Chacun des patients recrutés a eu un ECG au repos avant sa prise habituelle de méthadone.
La lecture des ECGs a été faite en aveugle par deux cardiologues. Les patients : ayant un ECG
de mauvaise qualité, une comorbidité pouvant allonger le QT, ou pour lesquels le calcul de
I'intervalle QT était impossible, n"ont pas été retenus pour I'analyse. L'intervalle QT corrigé

(QTc) a été calculé en utilisant la formule de Bazett.

L'ADN génomique a été extrait a partir d'échantillons de sang périphérique génotypé sur le
BeadChip lllumina Infinium PsychArray 24 v1.1 contenant 571 054 SNPs. Nous avons ainsi
utilisé le script SNPretrieve, que j'ai mis au point, pour récupérer les SNPs couverts par les
cing génes étudiés (KCNE1, KCNQ1, KCNH2, NOS1AP et SCN5A). Nous n’avions finalement
retenu que les SNPs qui passaient I'ensemble des filtres de nos contrbles qualité. Nous
avions également appliqué a nos sujets un ensemble de filtres de contréle de qualité sur la
base de leur données génétiques afin de retirer les individus avec un génotypage douteux

(Anderson et al., 2010).

Pour I'étude de I'association génétique, nous avions opté pour une double approche ; en
effet, en plus de I'analyse SNP-based, qui se focalise seulement sur I’association des variants,
nous avions aussi adopté une approche Gene-Based sur le ou les génes contenant au moins

un SNP significatif a |'étape précédente.

L'approche Gene-based consiste a compiler I'information statistique de 'ensemble des SNPs
d’un gene par des tests de permutation. Au préalable, ne sont sélectionnés que les SNPs
significatifs selon un seuil prédéterminés et qui ne sont pas en déséquilibre de liaison entre
eux. Cette méthode a I'avantage de produire moins de faux positifs (Neale & Sham, 2004), et

d’obtenir des résultats d’association plus robustes.
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Afin de palier les problemes de stratifications ethnique des population qui peuvent induire
des faux positifs et des faux négatifs dans les études d’associations, nous avons procédé de

deux fagons :

1. D’abords par la méthode EIGENSTRAT (Price et al., 2006) en incluant dans tous nos
modeles d’association génétique les composantes principales calculées en tant que
covariables. Ces composantes principales ont été calculées en utilisant I'ensemble
des données de génotypiques ayant passé les étapes de contréle qualité et
disponibles dans la puce PsychArray. Cette méthode permet de déterminer
I'appartenance ethnique de nos sujets en les fusionnant avec les populations de la
base publique 1000 Genomes. C’est ainsi que nous avons pu déterminer que, parmi
nos 154 sujets, 143 (92,9%) convergeaient génétiquement vers les populations

européennes caucasiennes tandis que le reste tendait vers les populations africaines.

2. Ensuite par le calcul de l'indice de fixation (Fst) pour I’ensemble de nos variants (Weir
& Cockerham, 1984). Cet indice nous renseignait sur I'impact de la divergence de nos

groupes ethniques sur les variants analysées.

Les associations génétiques ont été testées avec un modele de régression linéaire en
prenant la longueur QTc comme variable dépendante. Nous avons également utilisé une
régression linéaire pour tester l'interaction entre le SNP le plus significatif et la posologie
guotidienne de méthadone. Nous avons aussi inclus dans ce modele d’interaction les
variables cliniques associées a la longueur de l'intervalle QTc avec une valeur de p

inférieure a 10%.

Pour le calcul de la taille d’effet de I'association génétique, nous avons utilisé la mesure
f2 de Cohen (noté ci dessous Cohen’sfz) (Cohen, 1988). Cette mesure permet d'évaluer la

taille d'effet d’une seule variable dans un modéle de régression multivarié.

Nous avons appliqué pour I'ensemble de nos analyses une correction pour les tests

multiples (Bonferroni).
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Total de patents inclus
n=216

Patients restant aprés retrait des sorties d'études
n=208

Patients Génotypés
n=187

Patients avec un P Hat compris entre 0.2 et 0.8
n=162

intervalle QT corrigé disponidle
n=159

Patients avec un taux dhétérozygosie < 2.5 d'écart type
n=154

Figure V-1 : Sélection des sujets pour |'analyse
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2. Synthese des résultats

Cent cinquante-quatre sujets ont été retenus pour l'analyse (Figure V-1) dont les
caractéristiques sont résumées dans le Tableau V-1. L’intervalle QTc moyen était de
415,2 £+ 2,5 ms [350 ms - 575 ms], et 38 (24,7%) patients avait un intervalle QTc au moins
limite (Tableau I). La posologie quotidienne de méthadone variait de 7 a 320 mg/j (moyenne

(+/- ESM): 63,8 mg/j + 3,3 mg/j, médiane: 60 mg/jour).

Dans notre cohorte l'intervalle QTc et la posologie quotidienne de méthadone étaient
significativement corrélés (r pearson = 0,26 ; p = 10'3); ainsi selon notre modélisation, le QTc
s’allongeait 1,8 ms (IC 9594 [0,7 ms - 3 ms]) pour chaque incrément de 10 mg de posologie
quotidienne de méthadone. Cette corrélation restait significative méme en retirant les deux
individus ayant des posologies de méthadone supérieures a 200 mg/j (r pearson = 0,18 ; p =
0,02).

Tableau V-1 : Caractéristiques socio démographiques et cliniques des sujets analysés et leur association avec la
longueur de l'intervalle QT corrigé.

Cohorte étudiée Association avec l'intervalle QTc
N =154 p-value

Sexe (hommes) 118 (76.6 %) 0.03
Moyenne d’age en années (+ ESM) 40.9 (x0.7) 0.62
Posologie de Méthadone mg/j (+ ESM) 63.8 (£ 3.3) 0.02
Autres traitements prescrits %(n)

Antidépresseurs 33(21.4 %) 0.45

Antipsychotiques 34 (22.1 %) 0.06

Benzodiazépines 53(34.4 %) 0.64

Thymorégulateurs 6 (3.9 %) 0.53

Autres traitements allongeant le QTc # 15 (9.7 %) 0.87
Score d'allongement du QTc par les autres

+

traitements (+ ESM) 0.9 (+0.1) 0.29
Usage actuel d’alcool %(n/N*) 90/145 (62.1 %) 0.39
Usage actuel de cocaine %(n/N¥*) 12/91 (13.2 %) 0.12
Sérologie VIH positive %(n/N*) 9/94 (9.6 %) 0.32
Sérologie VHC positive %(n/N*) 48/91 (52.7 %) 1

ESM : erreutandard de la moyenne

# ; traitements allongeant le QTc autres que les antidépresseur, les antipsychotiques et la méthadone
*: Données non disponibles chez 'ensemble des sujets

N : nombre de sujets avec données disponibles
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Nous avons analysé 126 SNPs de cing génes sélectionnés. Seul le SNP rs11911509 du géne
KCNE1 était significativement associé a I'intervalle QTc apres correction pour tests multiples
de Bonferroni (p = 3,84 x 10, p comigee = 0,049, taille d’effet Cohen f* = 0,131) (Tableau V-2).
Selon notre modele ajusté l'intervalle QTc augmentait de 13,2 ms (+ 3,6 ms) pour chaque

allele mineur supplémentaire (A vs C) de ce SNP.

Lors de I'analyse génotypique nous avions également trouvé une différence significative de
la longueur de l'intervalle QTc selon les génotypes du SNP rs11911509 (ANOVA, F = 6,46, ddI
=2,p=21x 10'3). La comparaison par pairs des génotypes retrouvait un intervalle QTc
significativement plus long chez les porteurs du génotype AA par rapport aux porteurs du
génotype CC (AA versus CC: 430,4 ms (x 7,2 ms) versus 405 ms (x 4,3 ms), W =952, p =
0,001, p corrigee = 0,003) ; quant aux autres comparaisons, elle n’étaient pas significatives

(Figure V-2).

Nos résultats sont confortés par |'analyse Gene-based qui retrouve également une
association significative du gene KCNE1 avec la longueur de l'intervalle QTc (nombre de SNP

utilisés = 5, p empirique = 0,02).

Anova, p = 0.002
p= 0.001
p corrected = 0.003

p= 011
p comected = 0.34

p= 002
p comrected = 0.05

Bazetr's Corrected QT length (ms)

rs11911509 SNP genotypes

Figure V-1 : Longueur de l'intervalle QTc selon les génotypes du SNP rs11911509 du
gene KCNE1
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Pour tester l'interaction entre le SNP rs 11911509 et la posologie de méthadone pour la
prédiction de la longueur du QTc, nous avons construit un modele en incluant comme
covariables le sexe et la coprescription d’antipsychotiques, seules a avoir une probabilité
p<10 %. Nous avions ainsi trouvé une interaction significative entre la posologie de
méthadone et le nombre d’alléle mineur (A) du SNP rs11911509 ( 3 =0,18 + 0,07 ; p = 0,01)
pour prédire la longueur de I'intervalle QTc. Notre modele expliquait 15% de la variance de

I'intervalle QTc (Figure V-3).

ANA
n=25

r=0.65, p = 0.00046

CIA
n=77

r=0.16,p=0.15

CiC
n=52

r=0.098, p = 0.49

Bazett's Corrected QT length (ms)

Methadone dosage (mg)

Figure V-3 : Corrélations de 'intervalle QTc avec la posologie quotidienne de Méthadone selon les génotypes
du SNP rs11911509
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Tableau V-2 : Variants associés avec la longueur de l'intervalle QTc avec une valeur nominale de p < 5%

Position Allele BETA SE
NP L hr. Positi le ge »
5 GEVE G EE CEITE (A L= (version Gh37) [mineur/majeur] : (ms) (ms) P e
rs11911509 KCNEZ 21 Variant intronique 35841740 [A/C] 041 154 1317 36 3.83x10" 0.049
(727957  KCNEI 21 Variant intronique 35880072 [A/C] 017 154  13.67 5  7.13x10° 0.91
Variant en aval du géne
rs3807375  KCNH2 7 _ Variantintronique 150667210 [A/G] 049 154 10 37 7.72x10° 0.98
Variant d un transcrit non Codant
Jar _
rs6509228  SCN5A 3 _ Variantintronique 38662961 [G/A] 044 153  -1048 3.9  7.86x10° 1
Variant d un transcrit non Codant
Variant intronique -3
rs1337062 NOSIAP 1 Variantarer T RS o 162063023 [G/A] 033 154  10.72 4 817x10 1
Variant intronique 2
rs4657154 NOSIAP 1 Variantarer e e 162108119 [A/G] 028 154  10.4 42  1.41x10 1
Variant intronique
rs234868 KCNQ1 11 Variant en aval du géne 2859055 [G/A] 0.40 154 9.744 4 1.51x 107 1
Variant d’un transcrit non codant
rs10157390 NOSIAP 1 Variant intronique 162247296 [C/A] 043 154 8572 37  2.25x10° 1
Variant d’un transcrit NMD
rs2070359  KCNEI 21 Variant intronique 35826776 [A/G] 02 154  -1047 47  2.68x107 1
Variant en aval du géne
rs347300  NOSIAP 1 Variant intronique 162299823 [G/A] 033 154 8272 38  3.19x10° 1
Variant d’un transcrit NMD
e _
rs3807370  KCNH2 7 _ Variantintronique 150673314 [A/G] 037 154 -8394 39  3.23x10° 1
Variant d un transcrit non Codant
Variant int i _
rs2106467  KCNQ1 11 | variantintronique 2635797 [A/C] 042 154  7.88 38  3.81x10° 1
Variant d’un transcrit non codant
Variant int i _
rs7528328  NOSIAP 1 anant intronique 162247779 [G/A] 017 154  10.03 5 4.71x10° 1

Variant d’un transcrit NMD

FAM : Fréquence de I'alléle mineur
NMD : Nonsense-mediated decay pour dégradation des ARNm non-sens
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3. Discussion

Notre travail a permis de mettre en évidence deux principaux résultats : (1) I'association du
géne KCNE1 avec la longueur de I'intervalle QTc chez les utilisateurs frangais de méthadone,
a I'aide de deux approches complémentaires (SNP-based (rs11911509) et « Gene-based »),
et (2) linteraction entre le SNP rs11911509 et la dose de méthadone pour expliquer une

variance non négligeable (15 %) de la longueur de l'intervalle QTc.

L’association du SNP rs11911509 avec la longueur de l'intervalle QTc est particulierement
intéressante, car si elle venait a étre répliquée, elle suggérerait peut étre une hypothese plus
élaborée expliquant I'allongement du QT induit par la méthadone. En effet, le mécanisme
communément admis de la survenue de cet effet secondaire est le blocage par la
méthadone du canal potassique hERG (human Ether-A-go-go-Related Gene, KCNH2)
responsable du courant de repolarisation cardiaque a activation rapide IKr (Katchman et al.,
2002). Quant au gene KCNE1, il code pour une protéine de domaine transmembranaire qui
se combine avec une autre protéine codée par le gene KNCQ1 pour former un canal
potassium voltage-dépendante également appelé canal potassique minimal (ou « MinK »)
avec un temps d’activation plus lent que celui du canal KCNH2 (hREG)(Takumi, Ohkubo, &
Nakanishi, 1988), et certaines mutations du gene KCNE1 ont été associées avec un syndrome
d'allongement congénital du QT (Crotti, Celano, Dagradi, & Schwartz, 2008). Nous proposons
donc I'hypothese que la méthadone pourrait induire a une double perturbation des canaux
activation rapide hREG (gene KCNH2) et des canaux a activation lente MinK (gene KCNE1), et
que l'allongement du QT chez certains patients serait lié a un effet additif de ces deux

perturbations.

Le SNP rs11911509 est un variant intronique du gene KCNE1 sans effet connu selon la base
de données Ensembl (Zerbino et al., 2018) et aucun phénotype n'a été associé avec ce SNP a
notre connaissance, y compris l'intervalle QT. Néanmoins, selon la base de données 1000
Genomes (accessible via Ensembl), ce variant est en fort déséquilibre de liaison (r* 2 0,8)
avec d’autres SNPs du KCNE1 que ne nous avions pas pu analyser car ils ne sont pas présents
sur la puce PsychArray (rs4817657, rs4816488, rs4817658, rs35983014, rs9984007,
rs11701051, rs62211545, rs8128386, rs8131017 et rs11702790). Ces SNPs ont été
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précédemment associé a un allongement de l'intervalle QT (Zerbino et al., 2018). Ainsi, les

résultats obtenus avec le rs11911509 paraissent en accord avec cette littérature.

L'interaction que nous avions mis en évidence est également intéressante, car elle suggére
que la corrélation entre la posologie de méthadone et I'allongement du QTc pourrait étre
génotype dépendante, ceci pourrait expliquer les résultats contradictoires des études en ce
qui concerne cette association (cf. paragraphe supra « Role de I’'environnement »). Dans
notre cohorte, la posologie médiane de méthadone était légerement supérieure a celle
habituellement prescrite en France (60 mg/jour contre 51,3 mg/jour)(Brisacier, 2017), mais
inférieure a celle retrouvée dans d'autres études étrangeres (Ehret et al., 2006; Fanoe et al.,
2007; Krantz et al., 2003) ou la posologie médiane est généralement supérieure a 70
mg/jour. Ainsi, I'effet confondant lié a de possible posologies élevées de méthadone parait

limité dans notre population.

Plusieurs limites de notre étude méritent d’étre discutées. Premiérement, nous n'avions
qu'un seul enregistrement ECG par patient et de ce fait nous n’avions pas pu évaluer
I'allongement du QTc prospectivement avant-aprés instauration du traitement par
méthadone, ce qui aurait permis d’authentifier I'induction d’un allongement de QT par la
prescription de méthadone ou de sélectionner un sous-groupe de sujets présentant cette
effet. Deuxiemement, nous n’avions pas accés a d’autres facteurs de risque associés a
I'allongement de la repolarisation cardiaque tels que les kaliémies et de magnésiémies.
Troisiemement, deux sujets avaient une posologie quotidienne extréme de méthadone
(supérieur a 200 mg). En retirant ces sujets de I'analyse la corrélation entre la longueur QTc
et la méthadone restait significative. De plus, nous avions les diagnostics de nos modeles
d'association génétique (régression linéaire pour tester I'association entre la longueur de
I'intervalle QTc d’un coté, et les SNPs avec et sans interaction avec la posologie de
méthadone en variables d’entrée), et aucun de ces deux individus n'avait d’influence
significative sur le modéle (distance de Cook <1). Dans nos analyses nous avions pris le parti
de ne pas les retirer car ils sont le reflet de la grande variabilité interindividuelle de la
posologie quotidienne de méthadone a I'équilibre observée en pratique clinique (Chin B. Eap
et al., 2002). Quatriemement, nous avions deux populations ethniques dans notre cohorte,
et comme nous l'avions cité dans notre méthodologie, nous avions utilisé la méthode

EIGENSTRAT (Price et al., 2006) dans toutes nos analyses génétiques pour controler un biais
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de stratification ethnique. Cette méthode semble suffisante pour maitriser l'inflation du
risque d'erreur de type |, particulierement pour les SNPs avec un index de fixation faible ce
qui est le cas du SNP rs11911509 (FST = 0 ) (Derks, Zwinderman, & Gamazon, 2017). En
outre, en restreignant I’'analyse aux sujets caucasiens la taille d'effet de I'association
génétique du SNP rs11911509 avec la longueur QTc ne variait pas beaucoup. Le fait qu’elle
ne soit plus significative parait en lien avec une perte de puissance (taille d'effet de Cohen f
= 0,135 chez les caucasiens, n =142, versus 0,131 chez I'’ensemble de la cohorte, n=154).
Enfin, une autre des limites de I'étude est que nous n'avions pas effectué de calcul de
puissance a priori pour I'analyse principale qu’est I'association génétique (SNP-Based) avec
la longueur de l'intervalle QTc. Cependant, le calcul a posteriori retrouvait une puissance de
80 % sur les 154 sujets retenus pour I'analyse en fixant le risque a a 4 x 10™ (prise en compte
des tests multiples sur les 126 SNPs analysés) et en considérant la taille d'effet Cohen f

retrouvé de 1,131.

A travers ce travail nous avons mis en évidence une interaction géne x environnement entre
le gene KCNE1 et la posologie de méthadone. Cette interaction est intéressante de part le
message clinique qu’elle peut avoir : les sujets porteurs du génotypes AA seraient plus a
risque d’un allongement de QTc en cas d’augmentation posologique, et pourrait bénéficier
de ce fait d’une surveillance ECG plus rapprochée avant et aprés mise sous traitement de
substitution par Méthadone ainsi qu’a chaque augmentation posologique. Ceci en raison des

conséquences potentiellement |étales de cet effet secondaire.
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ABSTRACT

Methadone is known to be a risk factor for sudden death by enlarging ECG QT corrected (QTc)
interval. For other medical conditions, QTc lengthening has been described as the result of
interactions between pharmacological treatments and genetic factors.

Former heroin dependent subjects under methadone maintenance treatment in remission for at last
3 months were recruited. We studied the association between QTc length (Bazett formula) and 126
SNPs located on 5 genes (KCNE1, KCNQ1, KCNH2, NOS1AP and SCN5A) previously associated with
drug-induced QT prolongation. Both SNP-based and gene-based approaches were used, and we
tested also the interaction of the top SNP with methadone dosage to predict the QTc length.

In our sample of 154 patients, current methadone daily dose was associated with QTc length (r pearson
=0.26; p=107). Only one SNP, rs11911509 on KCNE1, remained significantly associated with QT
length after correction for multiple testing (p = 3.84 x 10 ; Peorrected = 0.049 ). Using a gene-based
approach, KCNE1 was also significantly associated with QTc length (p empiricar = 0.02). We found a
significant interaction between methadone dosage and rs11911509 minor allele count (allele Avs C;
p = 0.01). Stratified analysis revealed that the correlation between QTc length and methadone
dosage was restricted only to AA carriers of this top SNP.

Patients’ genetic background should be taken into account in the case of clinically relevant QT
enlargement during methadone maintenance treatment.

Key words: Methadone, rs11911509, KCNE1, QT prolongation.
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VI. SYMPTOMES PSYCHOTIQUES TRANSITOIRES LORS DE L’USAGE
DE COCAINE

Selon I'observatoire Francais des drogues et toxicomanies (OFDT) et le barométre Santé
2014, I'usage de cocaine est hausse ; en effet, la part des usagers vie entiere a été multipliée
par quatre en deux décennies (de 1,2 % en 1995 a 5,6 % en 2014). La méme année, elle
restait la deuxieme substance illicite la plus consommée apres le cannabis ; et on estimait
que 450 000 de personnes en France en avait pris au moins une fois dans I'année. L'usage de
cocaine touche des milieux socio-économiques de plus en plus étendus, et peut atteindre
une prévalence de 10% d’usagers vie entiere dans les tranches d’age les plus jeunes (Beck,
Richard, Guignard, Le Nézet, & Spilka, 2015). On estime que 15-20% des usagers de cocaine
développent un trouble lié a l'usage de ce produit, avec son cortege de complications
médicales et psychiatriques (Flérez-Salamanca et al.,, 2013; Lopez-Quintero et al.,, 2011;
Wagner & Anthony, 2002). De plus, la cocaine est impliquée dans environs 10 % des décés
par overdose depuis 2010 (ANSM, 2014; Deborde & Brisacier, 2016). A I’échelle mondiale et
en Europe, les derniers rapports suggerent que le trafic et I'usage de cocaine en Europe dans
le monde seraient en augmentation (EMCDDA, 2017; United Nations & United Nations Office

on Drugs and Crime, 2017).

A. Les symptomes psychotiques sous cocaine : un effet secondaire grave

mais variable

Les symptomes psychotiques induits par la cocaine (SPIC) constituent une complication
aigue qui peut survenir lors de la consommation de cocaine. lls durent habituellement entre
30 min et 3 heures (maximum 24 heures), et disparaissent lors des phases d’abstinence
(Brady, Lydiard, Malcolm, & Ballenger, 1991; Satel, Southwick, & Gawin, 1991). Chez les
usagers de cocaine, ils sont 'une des principales raisons de consultations aux urgences
générales (Pavarin et al., 2011; Tueth, 1993; Derlet & Albertson, 1989; Dhossche, Ferdinand,
Van der Ende, Hofstra, & Verhulst, 2002).

Leur fréquence varie de 29 % a 86.5 % selon les études (Bartlett et al., 1997; Brady et al.,
1991; Cubells et al., 2005; Kalayasiri et al., 2006a; Roncero et al., 2012; Satel and Edell, 1991;
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Tang et al., 2007; Vergara-Moragues et al., 2014; Vorspan et al., 2012) ; cette disparité des
incidences des SPIC est liée a plusieurs facteurs dont : les populations étudiées, le protocole
d’étude et surtout les modalités de recueil des SPIC. Dans les études utilisant un recueil
standardisé par I’échelle SAPS-CIP, spécialement validée pour I'évaluation des SPIC (Joseph F
Cubells et al., 2005), on retrouve des prévalences sensiblement similaires (75 % a 86.5 %)
(Vergara-Moragues et al., 2014; Florence Vorspan et al., 2012; Joseph F Cubells et al., 2005)

(cf. partie méthode pour présentation de I’échelle SAPS-CIP).

1. Les facteurs de risque cliniques

Plusieurs facteurs de risque cliniques ont été associés a la survenue de SPIC. Parmi ceux-ci la
précocité de I'age de la premiere consommation est le plus fréquemment rapporté dans les
études (Brady et al., 1991; Cubells et al., 2005; Floyd et al., 2006; Kalayasiri et al., 2006a;
Lichlyter et al., 2011; Vorspan et al., 2012). La dose consommeée de cocaine est également
associée a leur survenue (Brady et al., 1991; Kalayasiri et al., 2006a; Mooney et al., 2006;
Sherer et al., 1988) et les SPIC pourraient méme étre dose-dépendants (Florence Vorspan et
al., 2011). L'utilisation de voies rapides quand la cocaine est injectée ou fumée notamment
sous forme de crack est également rapportée par plusieurs études (Kalayasiri et al., 2006a;
Ursulet and Charles-Nicolas, 1994; Vorspan et al., 2012). La dose cumulée et la durée
cumulée de prise de cocaine au cours de la vie augmenteraient aussi le risque de survenue
de SPIC (Bartlett et al., 1997; Brady et al., 1991; Cubells et al., 2005; C. Roncero et al., 2013),
ce qui suggere un effet de sensibilisation lors de la prise prolongées de cocaine. Ainsi, les
sujets avec une dépendance sévere a la cocaine seraient aussi plus enclins a présenter des
SPIC (Kalayasiri et al.,, 2006a; Vorspan et al., 2012), et I'association concomitante avec
d’autres substances psychogénes serait également un facteur supplémentaire, de méme que
des consommations précoces de cannabis en particulier (Brady et al., 1995; Kalayasiri et al.,
2010; Tien & Anthony, 1990). Enfin, d’autres facteurs ont été aussi évoqués notamment les
comorbidités addictives, les autres troubles des axes | et Il et un indice de masse corporelle
bas (pour revue (C. Roncero et al., 2013)) ; quant au sexe, son réle reste sujet a controverse
(Brady et al., 1991; Kalayasiri et al., 2006a; Mahoney et al., 2010; Mooney et al., 2006;
Sofuoglu et al., 1999).
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2. Les études d’association génétiques

Les génes codants pour les protéines impliquées dans la neurotransmission dopaminergique
sont ceux qui ont été le plus souvent étudiés. En effet, cette voie est aussi bien impliquée
dans I'effet renforgant de la cocaine (Volkow, Fowler, & Wang, 1999), que dans la survenue
de symptémes psychotiques, que ceux-ci soient des symptomes psychotiques induits par les
substances mais aussi plus généralement dans les symptomes psychotiques des troubles
psychotiques chroniques comme la schizophrénie (Lieberman, Kinon, & Loebel, 1990; Yui et

al., 1999).

Pour ce qui est des symptomes psychotiques induits par la cocaine, le géne codant pour
I’enzyme Dopamine B Hydroxylase (DBH), enzyme qui dégrade la dopamine en
noradrénaline, a été le premier a étre étudié. Ainsi Cubells & al. avaient mis en évidence une
association entre I’haplotype Del-a et les SPIC chez des patients caucasiens américains
dépendants a la cocaine (Cubells et al.,, 2000). Plus tard, la méme équipe retrouve
I’association d’un variant fonctionnel (-1021C>T alias rs1611115) du géne DBH avec une plus
grande vulnérabilité aux effets psychotiques de la cocaine en conditions expérimentales
(Kalayasiri et al. 2007). Chez 'Homme, I'allele mineur de ce polymorphisme, qui se situe
dans la région promotrice du gene DBH, est associé a une altération de la transcription et a
une baisse des taux circulants de cette enzyme avec comme conséguence une
augmentation de rapport basal de dopamine/noradrénaline (Zabetian et al., 2001, 2003). La
prise de cocaine augmenterait ainsi davantage les taux de dopamine synaptique chez les
sujets présentant I'alléele mineur, contribuant de ce fait a I'apparition des SPIC (Haile et al.,

2009).

D’autres genes de la voie dopaminergique ont été également associés avec les SPIC. Une
seule étude non répliquée avait retrouvé une association avec le gene SLC6A3 (Solute Carrier
6A3) codant pour le transporteur de la dopamine DAT (Dopamine Active Transporter) dont la

cocaine est le ligand (Joel Gelernter, Kranzler, Satel, & Rao, 1994).

Enfin, une étude « génome entier » (GWAS) sans a priori publiée par Gelernter et al.
(Gelernter et al., 2014c) retrouve une association significative entre les SPIC et un SNP
(rs2456778) du gene CDK1 (Cyclin-dependent kinase 1) codant pour une kinase impliquée

dans plusieurs processus cellulaires (Enserink & Kolodner, 2010).

83



B. Etude d’association des géenes candidats dopaminergiques avec les

symptomes psychotiques transitoires induits par la cocaine

Notre équipe avait recensé l'ensemble des genes dopaminergiques associés dans a
littérature a davantage de symptdmes psychotiques sous cocaine (DBH et SLC6A3) et avec la
dépendance a la cocaine (COMT, DRD1, DRD2) (Brousse et al., 2010), et avait souhaité

répliquer ces études dans une population de patients Francais.

Dans mon travail de these portant sur les interactions gene-environnement, j'ai testé une
combinaison de ces facteurs et de facteurs cliniques dans la survenue des SPIC, en

recherchant une éventuelle interaction entre eux.

1. Méthodologie de I'étude

L’hypothése d’un role des polymorphismes des génes dopaminergiques dans la survenue des
SPIC a fait lI'objet d’un PHRC national multicentrique (étude PSYCHOCOKE - 2010
AOM10165). Ainsi, dans le cadre de ce PHRC, 418 patients ont été inclus dans 9 centres de
soins addictologiques a travers la France. Le critere d’inclusion était I'usage vie entiere de
cocaine ; quant aux criteres de non inclusion, ils sont essentiellement éthiques (patients
mineurs, majeurs protégés, ou non affiliés a un régime de Sécurité sociale). Parmi ces
patients, nous avons retenus 267 individus caucasiens sélectionnés sur la base de leur
proximité génétique avec les populations caucasiennes de la base publique 1000 Genomes

selon la méthodologie décrite par Marees &al. (Marees et al., 2018).

Ont été recueillis pour la cocaine et les autres substances d‘abus I'ensemble des critéres de
dépendance ou d’abus selon les criteres du DSM IV-TR (American psychiatric association.,
2004), les modes de consommations, et la chronologie de I'évolution de I'usage (ages de
premier contact, d’usage régulier, d’installation de la dépendance et d’arrét). Les
comorbidités psychiatriques ont également été recherchées, en particulier les troubles
psychotiques chroniques avec I'entretien DIGS (Diagnostic Interview for Genetic Studies)

(Nurnberger et al., 1994).

Pour I’évaluation des SPIC, la version francaise (Vorspan et al., 2009) de I’échelle SAPS-CIP
(Cubells et al., 2005) a été utilisée (cf. annexe 3). Cette échelle a été validée, traduite dans

plusieurs langues et utilisée dans plusieurs études (Vergara-Moragues et al., 2014; Vorspan
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et al., 2012; Cubells et al., 2005; Trape et al., 2014; Tang et al., 2009). La SAPS-CIP explore
rétrospectivement les trois dimensions cliniques des SPIC que sont : les hallucinations, les
idées délirantes, et les troubles du comportement lors de la pire période d’usage de cocaine
vie entiere. Chaque dimension comprend plusieurs symptomes évalués de facon détaillée
par l'interviewer qui attribue a chaque symptéme un score compris entre 0 (absence) et 5
(sévere — grave); un score synthétique de 0 a 5 est ensuite donné a chacune des trois
dimensions. Ainsi, le score total de |"échelle, somme des trois dimensions, hallucinations,
idées délirantes, troubles du comportement, varie entre 0 et 15. Les SPIC sont considérés
comme présents si le sujet cote au moins 2 a I'une des trois dimensions (Cubells et al., 2005).

Chaque patient était évalué de facon transversale lors d’'une seule consultation.

De plus un prélevement visant a réaliser une mesure de I'activité enzymatique de la DBH
plasmatique a été réalisé. Mais les kits enzymatiques se sont révélés completement

inefficaces sur du plasma préalablement congelé et cette mesure a été abandonnée.

Chaque patient a été prélevé d’un échantillon de sang périphérique dont a été extrait I'ADN
génomique. Le génotypage a été réalisé sur la puce BeadChip Illlumina Infinium PsychArray
24 v1.0 en 2015 pour les 100 premiers patients inclus puis sur la Puce BeadChip lllumina
Infinium PsychArray 24 v1.1 en 2017 pour les 316 patients suivants. Ces puces se
caractérisent par un enrichissement en SNP impliqués dans les affections psychiatriques et

contiennent plus de 500 000 SNPs dont 250 000 variants rares.

Pour I'analyse des données génétiques, nous avons aussi utilisé pour cette étude le script
SNPretrieve (chapitre IV) pour extraire les SNPs des cing genes étudiés : COMT (Catechol-O-
methyltransferase, enzyme de dégradation de la dopamine), DBH, SLC6A3 (ou DAT), DRD1 et
DRD2 (Dopamine receptor 1 et 2, codants pour les récepteurs dopaminergiques 1 et 2). Les
données génétiques ont fait I'objet de plusieurs étapes de contrble qualité selon la
méthodologie décrite par Marees et al. 2018 (Marees et al., 2018). Les SNPs retenus pour

I’analyse sont présentés dans la figure VI-1.

Tous nos tests d’association univariés étaient non paramétriques en raison de I'écart de la

distribution normale du score SAPS-CIP dans notre population.
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Pour la recherche d’associations génétiques nous avons utilisé un modeéle de régression
linéaire en prenant le score SAPS-CIP comme variable dépendante et chacun des SNPs

disponibles étudiés individuellement comme variables explicatives.

Méme si nous n’avons restreint notre analyse qu’a des sujets caucasiens, nous avons inclus
les trois premiéres composantes MDS (Multi Dimensional Scaling) pour corriger encore plus
la stratification ethnique de notre population. Ces composantes avaient été calculées sur

I’ensemble des SNPs présents sur la puce.

Nous avons également réalisé une analyse haplotypique pour chacun des géenes dont au
moins deux SNPs étaient retrouvés comme étant associés au score SAPS-CIP. Les blocs
haplotypiques ont été construits avec les logiciels Plink (Purcell et al., 2007) et Haploview
(Barrett, Fry, Maller, & Daly, 2005) selon la méthode décrite par Gabriel & al. (Gabriel et al.,
2002). Pour chaque bloc n’ont été retenus que les haplotypes avec une fréquence
supérieure ou égale a 1%. Seuls les blocs significativement associés au score SAPS-CIP ont

été retenus.

Par ailleurs, pour la modélisation de I'effet combiné des facteurs cliniques et génétiques
ainsi que de leur interaction, nous avons utilisé une série de régressions linéaires. Le score
SAPS-CIP en était la variable dépendante, les facteurs cliniques puis les SNPs
individuellement associés a ce score ont été inclus comme variables indépendantes. Nous
avons utilisé des ANOVAs pour comparer les différents modeles construits. Pour la recherche
d’une éventuelle multi-colinéarité entre les termes du modele de régression nous avons
calculé le facteur d’inflation de la variance (VIF) pour chacune des variables explicatives. Un
VIF supérieur a 10 est en faveur d’'une absence d’indépendance de la variable concernée

avec les autres prédicteurs.

86



2. Résultats
a) Les variables sociodémographiques et cliniques

Nous présentons ici les résultats obtenus aprés sélection des sujets caucasiens observés
dans notre cohorte (N=267). Dans leur majorité, nos sujets sont de sexe masculin (77,9%)

avec une moyenne d’age de 38 ans (intervalle d’age de 19 a 71 ans).

La proportion de sujets présentant des symptdmes psychotiques certains sur au moins une

des trois dimensions de la SAPS-CIP (score >= 2) est de 79,4 % (n=212).

Le score SAPS-CIP moyen était de 5,7 (£0,2) avec une médiane de 6 (intervalle de 0 a 15). Ce
score était positivement corrélé avec la fréquence de prise de cocaine mesurée en jours par
mois durant la pire période d'usage (n = 258 ; r spearman = 0,39, p = 8,2 x 10'“). Par ailleurs, les
usagers de cocaine par voie intraveineuse avaient des scores SAPS-CIP significativement plus
élevés que ceux utilisant toutes les autres voies de consommation (6,8 +0,4 versus 5,2 +0,3
respectivement; W = 5651; p=0,002). La dépendance vie entiére a la cocaine était
également associée au score SAPS-CIP ; les sujets dépendants avaient en effet des scores

plus élevés (n =213 ; 6,7 0,3 versus 6,2 +0,5; W = 8838, p = 0,04).

Chez nos patients, d’autres dépendances étaient aussi associées a des scores SAPS-CIP plus
élevés : la dépendance au cannabis (n = 265 ; 6 +0,3 versus 5,2 +0,4 ; W = 6675 ; p = 0,006),
et la dépendance aux sédatifs/hypnotiques (n = 266 ; 6,3 +0,3 versus 5,3 0,3 ; W =7379,5;
p = 0,04), tandis que les dépendances aux autres substances (alcool et opiacés) n’étaient pas

associées (Alcool : n=263 ; W =7612,5; p=0,27; Opiacés : n =266 ; W =9363 ; p =0,47).

L’age précoce (précoce oui/non) du cannabis a été défini par rapport a la médiane qui était
de 14 ans. L’age précoce d’usage du cannabis n’était pas associé avec le score SAPS-CIP

(précoce versus non précoce : 6 +0,4 versus 5,4 +0,3 respectivement ; W =8443 ; p=0,7).

La variable DIGS, explorant les troubles psychotiques était disponible chez 261 sujets, parmi
lesquelles 10% (n=26) avaient un diagnostic probable de trouble schizophrénique. Ces
patients avaient des scores SAPS-CIP significativement plus élevés que les sujets non
schizophrénes (schizophrénes versus non schizophrenes: 6,7 0,8 versus 5,7 #0,2

respectivement ; W = 2117 ; p = 0,001).

Les autres variables cliniques sont résumées dans le tableau VI-1.
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Tableau VI-1 : Caractéristiques socio démographiques et cliniques des sujets analysés et leur association avec

le score total de I’échelle SAPS-CIP

Association avec le

Variables socio démographiques ou cliniques Moyenne ou Noml'ore de score total SAPS-CIP
pourcentage sujets

Valeur de p
Sexe (homme) 77.9 % (208) 267 0.36
Moyenne d’age années (+ ESM) 38 (£ 0.5) 267 0.58
Score total de I’échelle SAPS-CIP (+ ESM) 5.7 (x0.2) 267 -
Age ,de premiére consommation de cocaine 23.1 (£ 0.4) 266 0.08
années (+ ESM)
Ffequen_ce de pr!se de cocaine durant la pire période 204 (£0.7) 258 8.2 x 10
d'usage jour/mois (+ ESM)
Usage vie entiére de cocaine par voie IV %(n) 29.6 % (79) 267 0.002
Dépendance vie entiére a la cocaine* %(n) 70.4 % (150) 213 0.04
Dépendance vie entiére a I'alcool* %(n) 63.5% (167) 263 0.27
Dépendance vie entiére au cannabis* %(n) 62.6 % (166) 265 0.006
Age précoce d’usage de cannabis (<= 14 ans) %(n) 35.7 % (90) 252 0.7
Dépendance vie entiére aux sédatifs-hypnotiques* %(n) 42.1 % (112) 266 0.04
Dépendance vie entiére aux opiacés* %(n) 49.2 % (131) 266 0.47
Substitution aux opiacés vie entiére %(n) 44.9 % (120) 267 0.47
Trouble psychotique selon la DIGS %(n) 10 % (26) 261 0.001

IV : intraveineux
ESM : erreur standard de la moyenne
DIGS : Diagnostic Interview for Genetic Studies

* : Selon les criteres du DSM IV-TR (American psychiatric association., 2004)
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b) L’analyse allélique et génotypique

Cent quatorze SNPs dans notre puce étaient situés sur les cing génes étudiés. Parmi ces
SNPs, 32 ont passé I’ensemble des filtres de contréles qualité et ont été inclus dans I’analyse.

Aucun de ces 32 SNPs n’appartenait au géne DRD1 (Figure VI-1)

' ' '

SNPs du géne COMT SNPs ¢u géne DEH SNPs du géne DRD1 SNPs dugéne DRDZ SNPs du géne SLCEA3
aprés contrdle qualaé aprés comrdle qualité aprés contrdle qualité aprés contrdle gualité apeds contrdle quaitéd
n=9 n=7 n=0 n=10 n=6

Figure VI-1 : SNPs par gene sélectionnés pour I'analyse

Dans notre population, 6 SNPs sont associés au score SAPS-CIP au seuil nominal de 5 %. Sur

ces six SNPs, 5 appartiennent au gene COMT, et un au gene DRD2 (tableau IV-2).

L’association la plus significative est retrouvée pour le SNP rs740603 du gene COMT (p = 4,5
X 10'3; Taille d’effet = 0.03 ; R? auste = 2,1 %). En effet, chaque allele mineur A supplémentaire
augmente le score SAPS-CIP de 1 point. De plus les sujets porteurs d’au moins un alléle A de
ce SNP (génotypes AG et AA regroupés, n=169) ont des scores SAPS-CIP significativement
plus élevées que les non porteurs de cet allele (génotype GG, n=98) (6,3 +0,3 versus 4,7 +0,4
respectivement ; W = 6261 ; p=8,6 x 107 (Figure VI-2). Néanmoins, I'association de ce SNP
rs740603 n’est plus significative aprés correction de Bonferroni pour tests multiples (p corrigee

=0,15).
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Score a l'echelle SAPS-CIP

p = 8.6e-04 - Wilcoxon

0~

GG AA+AG
Génotypes du SNP rs740603 (géne COMT)

Figure VI-2 : score de I"échelle SAPS-CIP les génotypes du SNP rs740603 (géne COMT)
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Tableau VI-2 : Variants associés au score SAPS-CIP avec une valeur nominale de p < 5%

Position Allele
NP L Chr. Positi le gé FAM BETA E »
5 ocus r EE CEITE (A L= (version Gh37) [mineur/majeur] 4 > & L s
Variant intronique
rs740603 comMT 22 Variant d’un transcrit non codant 19945177 [A/G] 0,37 267 1 0,4 4,5 x 10° 0,15
Variant d’un transcrit NMD
Variant intronique -3
rs2239393  COMT 22 Variant d'on trarserit NMD 19950428 [A/G] 047 267 0,9 03  58x10 0,19
Variant exonique synonyme
rs4818 COMT 22 e D 19951207 [G/C] 0,47 267 0,8 0,3 0,01 0,45
rs737866 coMT 22 | Variantintronique 19930109 [T/C] 036 267 -0,8 0,4 0,02 0,77
Variant d un transcrit non Codant
Variant intron
rs5093883  COMT 22 _ Variantintronique 19937638 [1/G] 038 266 0,7 0,4 0,04 1
Variant d un transcrit non Codant
rs75349786 DRD2 11 Variantintronique 113299273 [A/G] 0,06 267 1,4 0,7 0,04 1

Variant d’un transcrit non codant

FAM : Fréquence de I'alléle mineur

NMD : Nonsense-mediated decay pour dégradation des ARNm non-sens
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c) L’analyse haplotypique

Seul le géne COMT avait plus de deux SNPs significativement associé avec le score SAPS-CIP.
Selon la méthode décrite précédemment (cf. partie méthode), nous avons construit deux
blocs haplotypiques dans ce géne (Figure VI-3). Le premier bloc, construit a partir de deux
SNPs (rs737866 et rs174674), comprenait trois haplotypes. Ce bloc n’était pas associé au
score SAPS-CIP et n’a pas été retenu pour I'analyse (ANOVA ; n=260;F=2,96;ddl=2;p=
0,054). Le deuxieme bloc a été construit a partir de 4 SNPs (rs165656, rs2239393, rs4818 et
rs4680) et comprenait également trois haplotypes avec une fréquence d’au moins 1%. Ce
blocs était associé au score SAPS-CIP (ANOVA; n=260; F = 3,98; ddl = 2; p = 0,02).
Comparés aux autres haplotypes réunis, les haplotypes GGCG et GAGG étaient associés au
score SAPS-CIP (respectivement : 3 =-0.7;1C95 % : [-1.3- 0.01] ; p=0.02 & B =1;1C95 % :
[-0,3 - 2,26]; p = 0.04) (Tableau 1V-3). Aucun des haplotypes de ce bloc ne restait significatif
apres correction pour tests multiples (respectivement : p corrigge = 0,06 ; P corrigee = 0.12). Le
top SNP (rs740603) de I'analyse par variant présentée auparavant n’était inclus dans aucun

des deux blocs (Figure VI-4).

rs737866
rs174674
rs5993883 —_
rs740603
rs165656

mM
a =]
2] =)
a ) (= W
mM i -] v
o~ ] o [Ee]
~N < < -
@ @ @ 8
Block 1 (3 kh) Block 2 (2 kh)
3 6 7 8 9

27 14 12 22 19

14 12 5

Figure VI-3 : Déséquilibre de liaison entre les SNPs du géne COMT
(exprimé en r’) et construction de blocs haplotypiques selon la
méthode de Gabriel & al.
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Tableau VI-3 : fréquences, moyennes et associations avec le score SAPS-CIP des haplotypes du deuxieme bloc
haplotypique du gene COMT

Association avec le score
Moyenne score total

Haplotype Fréquence SAPS-CIP (+ ESM) total SAPS-CIP
Valeur de p
GAGG 0.47 6,9 (3,2) 0.02
CAGA 0.44 6,1 (+3,8) 0.06
GGCG 0.07 53(+3,7) 0.04

ESM : erreur standard de la moyenne

d) Modélisation des facteurs cliniques et du SNP rs740603 du gene COMT

La variable clinique la plus significativement associée au score SAPS-CIP était le nombre de
jours de prises de cocaine par mois durant la pire période de consommation; de ce fait
I’étude de l'interaction concernait le SNP le plus significatif (rs740603 du gene COMT) avec
cette variable. Pour cette étude, nous avons procédé en trois étapes ; nous avons construit

trois modéles en prenant a chaque fois comme variable dépendante le score SAPS-CIP.

e Le premier, le modele clinique, comprend uniquement les variables cliniques
significatives (cf. Tableau VI-1). En plus du nombre de jours de prises de cocaine par
mois, nous avons ainsi inclus : 'usage de cocaine par voie IV, la dépendance vie
entiére a la cocaine, la dépendance vie entiere au cannabis, la dépendance vie
entiére aux sédatifs-hypnotiques et la présence d’un trouble schizophrénique selon Ia
DIGS. Nous avons également inclus le sexe et I'age.

e Le deuxieme, le modele génétique, comprend en plus des variables du modéle
clinique, le SNP rs740603 et les trois premieres composantes MDS (pour corriger la
stratification ethnique de la population).

e Le troisieme, le modele d’interaction, comprend en plus des variables du modéle
génétique, un terme d’interaction du SNP avec le nombre de jours de prises de

cocaine par mois.

Le modéle clinique explique 6,7 % de variance du score SAPS-CIP (n= 206 sujets ; ddl = 197).

Seul le nombre de jours de prises de cocaine par mois demeure significatif dans ce modele (p
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= 0,003) ; en effet, chaque jour supplémentaire de prise de cocaine par mois durant la pire

période de consommation augmente le score SAPS-CIP de 0,8 points [IC95 % : 0,03 -0,13].

L’ajout de I'effet du SNP rs740603 du géne COMT augmente la variance expliquée du score
SAPS-CIP par rapport au modeéle clinique (ANOVA ; F= 2,59 ; ddl = 4 ; p=0,04). En effet, ce
modele génétique explique 9,6 % de la variance (n = 206 sujets ; ddl =193). Dans ce modéle,
le nombre de jours de prises de cocaine par mois (B = 0,08 ; IC95 % : [0,03 -0,13] ; p = 0,002)
et le nombre d’alléle mineur du SNP rs740603 (A versus G ; B =1,24;1C95 % : [0,45 - 2,02] ; p

=0,002) sont les seules variables significatives.

Comparé au modele génétique, I'ajout d’'un terme d’interaction du SNP rs740603 avec le
nombre de jours de prises de cocaine par mois n’apporte pas d’amélioration significative (n =
206 sujets ; ddl = 192) (ANOVA ; F= 2,49 ; ddl = 1; p = 0,11). La variance du score SAPS-CIP
expliquée par ce modele est de 10,3 %. De plus, nous n’avons pas retrouvé dans ce modele
d’association significative du terme d’interaction avec le score SAPS-CIP (B = -0,07; IC95 % :
[-0,12 — 0,02]; p = 0,12). Les variables : nombre de jours de prises de cocaine par mois (B =
0,12;1C95 % : [0,05—-0,21] ; p = 0,002), et nombre d’allele mineur du SNP rs740603 (B =2,8;
IC95 % : [0,7 — 4,8] ; p = 0,009) restaient quant a elles significatives.

Nous n’avons relevé aucune multi colinéarité entre les variables dans I'’ensemble des

modeéles construits (tous les VIF étaient inférieurs a 10).

3. Discussion

Dans notre étude, nous avons mis en évidence une association significative entre la
fréquence des prises de cocaine durant la pire période de consommation, estimée en
nombre de jours de prises par mois, et 'intensité des SPIC évaluée par |'échelle SAPS-CIP
également durant la pire période. De plus, certains variants du gene COMT favoriseraient
aussi la survenue de ce phénotype que sont les SPIC. Le résultat principal de notre étude est
gu’en I'absence d’interaction entre la fréquence de consommation de la cocaine et le
polymorphisme le plus significatif du gene COMT, ces deux facteurs de risque de SPIC

seraient indépendants et s’additionneraient sans interaction.

La fréquence des SPIC dans notre population (79,4 %) est similaire a celles retrouvées par

d’autres équipes évaluant les SPIC avec le méme outil SAPS-CIP (75 % a 84 %) (Vergara-
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Moragues et al., 2014; Joseph F Cubells et al., 2005). Le score moyen de la SAPS-CIP est
également proche de celui retrouvé dans une étude portant sur une population

martiniquaise (Trape et al., 2014) (6,1+3,7 versus 5,7+3,7 dans notre étude).

La fréquence de prise par mois durant la pire période de consommation est le principal
facteur de risque retrouvé comme étant associé a l'intensité des SPIC a I’échelle SAPS-CIP Ce
facteur de risque a été peu rapportée dans la littérature, néanmoins une étude
observationnelle menée chez des utilisateurs de cocaine par voie IV avait retrouvé une plus
grande fréquence de consommation chez les sujets ayant présenté des SPIC comparés a
ceux qui n’en n’avaient pas présenté (Carlos Roncero et al., 2013). D’autre part, une
fréquence de consommation plus importante expose a une dose cumulée plus importante
de cocaine, qui est I'un des facteurs de risque de SPIC retrouvé dans les études (cf. facteur
de risque clinique - paragraphe A.1). Globalement, plusieurs études sont en faveur d’un
effet-dose dans la survenue des SPIC (Vorspan et al., 2011; Kalayasiri et al., 2006a, 2006b;
Mooney et al., 2006; Sherer et al., 1988).

Plusieurs études avaient retrouvées une association entre la survenue de SPIC et la
dépendance au cannabis (Kalayasiri et al., 2010; C. Roncero et al., 2013; Tang et al., 2007).
Nos résultats permettent de préciser cette association : non seulement la dépendance au
cannabis est associée a leur survenue mais aussi a leur intensité. En revanche nous ne
retrouvons pas un age de début précoce de I'usage de cannabis comme étant un facteur de
risque d’éprouver des SPIC plus intenses (Kayalisiri et al. 2006). Ce facteur avait été avancé
pour appuyer I'idée que des expériences psychotiques précoces lors de l'usage de cannabis
pouvaient favoriser I'émergence de symptomes psychotiques lors de 'usage ultérieur de
cocaine. Nous n’étions pas en mesure de tester |'effet de symptémes psychotiques

préalables lors de I'usage de cannabis dans notre étude.

Nous avons également retrouvé des scores SAPS-CIP plus élevés chez les sujets dépendants
aux sédatifs/hypnotiques. Roncero & al. (Carlos Roncero et al., 2013) avait retrouvé un
résultat similaire ; en effet la prise de benzodiazépines dans le mois précédent I'évaluation
était associée a la survenue de SPIC chez des usagers injecteurs de cocaine. Ceci rejoint
notre résultat a la différence que I'association que nous avons retrouvée ne se limite pas

uniguement aux utilisateurs de la voie IV. Comme pour la dépendance au cannabis, la
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dépendance aux benzodiazépines pourrait étre une signature indirecte des patients les plus
séveres, prenant de grandes quantités de toutes les substances, notamment des substances
sédatives comme le cannabis ou les benzodiazépines, pour gérer les « descentes » des

grandes quantités de cocaine qu’ils consomment.

Le SNP rs740603 est localisé dans une partie intronique du géne COMT et n’a pas d’effet
fonctionnel connu. Dans notre cohorte de sujets caucasiens, nous avons identifié I'allele A
du SNP rs740603 du géne COMT comme étant l'alléele mineur et associé au risque de
survenue des SPIC. Selon, la base 1000 Genomes (accédée via Ensembl (« rs740603 (SNP) -
Population genetics - Homo sapiens - GRCh37 Archive browser 92 », s. d.), I'alléle mineur
dans I'ensemble des populations est 'allele G (fréquence alléle G : 0,47). Néanmoins si on se
limite aux populations européennes de 1000 Genomes (1000G), les proportions alléliques
s'inversent et c’est I'allele A qui est mineur comme dans notre cohorte (fréquence allele

A dans 1000G: 0,46 et dans notre population 0,37).

Une précédente étude de Ittiwut & al. (Ittiwut et al., 2011) avait étudié ce SNP dans des
populations européennes américaines (n=707) et n’avait pas retrouvé d’association avec les
SPIC alors que nous disposions de moins de sujets (n=267 dans notre cohorte). A la
différence de notre étude, I'évaluation des SPIC faite par Ittiwut & al. se résumait a une
seule question fermée, et la fréquence des SPIC était dés lors sensiblement moins
importante que celle observée dans notre cohorte (53 % dans Ittiwut & al. versus 79,4 %
dans notre étude) ou dans les études utilisant I’échelle SAPS-CIP (cf. paragraphe A.1). Ainsi,
la divergence entre nos résultats et ceux de cette étude pourrait étre essentiellement liée
au mode de recueil des SPIC, qui est plus exhaustif avec I’échelle SAPS-CIP utilisée dans notre
travail. De plus une évaluation dimensionnelle des SPIC est plus informative et de ce faite

apporte une meilleure puissance statistique.

Parmi les SNP analysés du géne COMT nous avions étudié le rs4680. Ce dernier SNP plus
connu sous Vall58 Met a été largement associé avec plusieurs pathologies psychiatriques
dont la schizophrénie (Gonzalez-Castro et al., 2016), la dépendance a la cocaine (Lohoff et
al., 2008) et la survenue de symptome psychotiques sous cannabis (Caspi et al., 2005). Dans
notre population, I'analyse par SNPs considérés individuellement ne montrait aucune

association du rs4680 avec le score SAPS-CIP.
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Nous avons identifié deux blocs haplotypiques du gene COMT chez nos sujets caucasiens.
Notre construction haplotypique concorde parfaitement avec celle faite dans des
populations européennes plus larges, et les deux blocs correspondent a des régions de fort
déséquilibre de liaison (Mukherjee et al., 2010). Le deuxiéme bloc haplotypique qui
comprend les SNPS rs165656, rs2239393, rs4818 et rs4680 est associé dans notre étude au
score SAPS-CIP. Il est intéressant de noter que des haplotypes qui couvrent partiellement ou
totalement ce deuxiéme bloc haplotypique ont été associé avec la survenue de symptomes
psychotiques dans la maladie d’Alzheimer (Borroni et al., 2007), avec la schizophrénie
(Shifman et al.,, 2002), la réponse aux antipsychotiques chez des patient schizophrenes

(Gupta et al., 2009) ou avec les SPIC évalués de facon catégorielle (Ittiwut et al., 2011).

Notre modélisation des différents facteurs associés aux SPIC montre que dans notre cohorte
les facteurs cliniques intervenaient de facon prépondérante par rapport aux facteurs
génétiques de I'enzyme COMT. En effet la variance des SPIC expliquée par notre modele
clinique était plus importante que celle expliquée par le SNP rs740603 du géne COMT
uniquement (6,7 % versus 2,1 %). De plus I'ajout du terme d’interaction n’apportait aucune
amélioration significative a la variance expliquée, ce qui laisserait suggérer des effets additifs
indépendants de la fréquence de consommation de cocaine et du SNP rs740603 dans la

survenue des SPIC dans notre population.

Une des limites de notre étude est la faible puissance statistique. En effet, les associations
génétiques retrouvées ne sont plus significatives aprés la correction pour tests multiples ; la
puissance pour détecter une taille d’effet similaire a celle retrouvé dans notre association
avec le SNP rs740603 (ie. une taille d’effet de 0,03) chute de 80 a 36 % lors de la correction

pour tests multiples.

Au total notre étude apporte un nouvel éclairage sur linteraction gene et facteur
environnementaux. Il apparait que dans le cas de la fréquence de consommation et les
polymorphismes les effets respectifs soient indépendants. De plus les facteurs cliniques
représentant la dose de cocaine consommée jouent un role prépondérant comparé aux
variations génétiques dans la survenue des SPIC. Néanmoins nous confirmons dans un
échantillon indépendant le réle de la COMT dans les symptomes psychotiques induits par la

cocaine (Ittiwut et al.,, 2011) ou d’autres substances (Caspi et al., 2005) ou d’autres
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conditions physiopathologiques comme la schizophrénie (Shifman et al., 2002, Gupta et al.,

2009, Gonzalez-Castro et al., 2016)

Ceci suggere qu’en pratique clinique le repérage de facteurs de risque environnementaux
est plus pertinent qu’un génotypage pour la prévention de cette complication de la prise de
cocaine que ceux les effets psychotiques induits. Ces résultats doivent cependant étre
interprétés avec prudence et une réplication sur des échantillons plus importants devrait
étre conduite. Mais ceci suggere également que la recherche psychopharmacologique
impliquant la COMT doit se poursuivre dans I'objectif de réduire les symptomes

psychotiques dans plusieurs affections psychiatriques.
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VII. DISCUSSION GENERALE

Dans ce travail de these j’ai été amené a m’initier a plusieurs techniques d’analyse et a me
perfectionner dans plusieurs champs de compétence, allant du développement de script R, a
la modélisation statistique des interactions de variables. De plus méme, si le projet n’a pas
abouti, je me suis aussi familiarisé avec le traitement des données de séquencage a haut

débit, méthodologie d’étude qui est en plein essor en psychiatrie et en addictologie.

A. Technologies : développement logiciel, études d’association génétique,
traitement des données de séquengage, variants fréquents/rares,

modélisation

Le développement de ce script R nous a permis d’extraire rapidement les variants d’intérét
de notre puce. Sachant que nous disposons d’une grande quantité de données génétiques
des patients inclus, ce script nous a permis et nous permettra de vérifier plus facilement nos
hypothéses de travail. L'une de des forces de ce script est son adaptabilité. En effet, il peut

étre utilisé avec d’autres puces de génotypage ainsi qu’avec des données de séquencage.

Le traitement de données de séquencage comprend deux partie : La premiére consiste en un
controle qualité afin d’obtenir des données exploitables et fiable. Cette partie est souvent
confiée a des bio-informaticiens. Dans mon travail sur les données de séquencage, j'ai été
amené a me former a ce controle qualité et a la réaliser, ce qui me permettra dans I'avenir
de le refaire sur nos future projet ou de juger de la qualité des données qui nous seront
transmises. J'ai pu aussi mettre en place un « pipeline » de contréle qualité avec l'aide de

Mr Yannick BOURSIN, bio informaticien a I'institut Gustave Roussy.

La deuxieme partie de I'analyse des données de séquengage est la partie analytique en elle-
méme qui comprend notamment la recherche de variant rares associées au phénotype
d’intérét. Sous la supervision du Dr Cynthia MARIE-CLAIRE et du PrBELLIVIER, et
collaboration avec I'équipe INSERM/UMR-51130 spécialisée dans la signalisation neuronale
et les régulations géniques, nous avions cherché a vérifier I’hypothese d’une vulnérabilité
génétique a la dépendance a la cocaine impliquant une voie de signalisation. Cette
hypothése est issue directement de modéles animaux. De point de vue statistique, cette

partie fait appel a des tests d’association spécifiques (SKAT) auxquels j'ai pu m’initier sans
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malheureusement pouvoir les mettre en application en raison de données de séquencage de

mauvaise qualité.

Dans les études d’association génétiques, sous la supervision du Dr Florence VORSPAN, nous
avions identifié des symptémes candidats d’intérét clinique, et émis des hypothéses quant a
I'interaction facteurs de vulnérabilité cliniques et génétiques. Pour vérifier ces hypothéses,
j’ai eu accés a deux cohortes de patients poly-dépendants recrutés dans le cadre de deux
PHRC dont le Dr VORSPAN est linvestigatrice principale. Cette thése s’inscrit dans la
continuité de mon master en neurobiologie ; en effet, encadré par le Dr VORSPAN, j'avais
participé a la rédaction des autorisations auprés du Comité de Protection des Personnes, a la
mise en place du formulaire électronique du recueil électronique, et au recrutement des
premiers patients du PHRC Psychocoke. Pour les études de ma thése, j’ai eu a réaliser toutes
les étapes de contréle qualité et d’analyse. Ainsi j’ai pu maitriser la qualité de mes données
et la robustesse de mes résultats. L'étude d’interaction fait appel a des modeles de
régression, que j’ai eu a construire et dont j’ai eu a tester la qualité. Pour développer cette
compétence j’'ai suivi une série de formations proposées par I'lInserm tout au long de ma

these.

B. Intérét de la modélisation génes x environnement dans les phénotypes
d’addictions complexes: maladies polygéniques, multifactorielles,
variants a taille d’effet faible, fort impact environnemental, et avancées

physiopathologiques.

Dans ce travail de these nous avons pu atteindre deux objectifs : Le premiers est une
meilleure compréhension des effets des variants génétiques selon les condition cliniques
associées, et le deuxieme est de proposer des hypothése physiopathologiques qui peuvent

ouvrir de nouvelles voie de recherches.

Nous avons exploré I'interaction géne x environnement de différente facon. Dans le premier
travail sur le tabagisme, nous avions mis en évidence une association avec un SNP du gene
TLR4 dans une population de patients bipolaires, alors que cette association n’était pas
retrouvée dans une étude plus large en population générale. De ce fait nous avions supposé
que cette vulnérabilité génétique s’exprime que dans certaine condition clinique (la

bipolarité dans ce cas). Ceci constituerait un cas typique d’interaction géne x condition
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clinique, et pourrait expliquer la prévalence différente du tabagisme entre les patients

bipolaires et la population générale.

Dans les deux autres études (allongement du QT sous méthadone, et effet psychotique sous
cocaine), l'interaction était testée non plus avec une condition clinique (dichotomique) mais
avec une caractéristique clinique continue (respectivement avec la dose journaliere de
méthadone, et le nombre de jours de consommation de cocaine par mois). Bien que les
résultats soit différents (respectivement présence et absence d’interaction), ces études nous
ont permis de nuancer I'effet des variants étudiés. A travers ces deux études nous avions pu
proposer des pistes de recommandation cliniques. En effet, dans le cas des patients sous
méthadone, il est intéressant de proposer un génotypage pour mieux cibler les patients a
risque d’allongement du QT en cas de prescription de posologies élevées. Tandis que chez
les patients usager de cocaine, le génotypage des variants de la COMT est moins pertinent
vu la faible taille d’effet des variants génétiques comparé aux facteurs cliniques. Dans cette
population, il est plus intéressant d’intervenir sur la réduction de la consommation pour
prévenir les effets psychotiques de la cocaine. Ainsi notre travail sur les interactions entre
génes et facteurs cliniques permet d’une part de réfléchir a I'intérét d’un génotypage dans la
prévention d’une complication de I'usage de substance ou de la prescription d’un traitement
pharmacologique, et aussi de mieux cibler les populations a risque selon le facteur clinique

et leur génotype.

Enfin, au vu des résultats obtenus, nous avons pu proposer des hypothéses
physiopathologiques qui pourraient déboucher sur des résultats intéressants. Dans I'étude
sur la vulnérabilité au tabagisme chez les patients bipolaire nous avons proposé une
hypothése d’'un emballement de la réponse immunitaire comme facteur protecteur vis a vis
du tabagisme chez les patients bipolaires. De méme dans I'étude de I'allongement du QT
sous méthadone, nous proposions un mécanisme additionnel pour expliquer cet

allongement faisant intervenir les courants lents de repolarisation.
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VIIl. CONCLUSION

Ce travail de thése nous a permis de mettre au point des outils de travail, d’acquérir des
compétences dans le traitement de données de génotypage et de séquencage,
d’appréhender I'analyse des modeéles d’interaction géne environnement, de discuter les
résultats confrontés aux données de la littérature et de dégager des hypotheses
physiopathologiques intéressantes qui seront mis a profit dans I'analyse de nos cohortes et

dans la mise en place de futurs projets de recherche.

L’étude de la pharmacologie de la méthadone sera un de nos axes de recherches futures
sachant la grande variabilité de la réponse a ce traitement, ceci afin de proposer des

recommandations cliniques plus pertinentes.

Quant a la compréhension des effets de la cocaine, elle nous permettra de constituer des
populations cliniques plus homogénes afin de proposer des prises en charge plus

personnalisée dans un domaine ou les options thérapeutiques sont rares.
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X. Annexes

A. Annexe 1: Matériel supplémentaire article « Récepteur TLR4 et

Tabagisme des patients bipolaires »

S.Tableau X-1: Distributions génotypique et allélique des patients bipolaires fumeurs et non fumeurs avec la
valeur p du test exact d’ Hardy Weinberg (HWE) chez ceux qui n’ont jamais fume apres correction de
Bonferroni pour tests multiples.

Groupe fumeurs vie

entiére Groupe jamais fumé HWE chez ceux qui n’ont
SNP N=326 N=188 jamais fumé
Fréquence (1) Fréquence (n) (valeur de p corrigée)
rs1927914
AA 0.51(167) 0.46 (87)
AG 0.40 (130) 0.38 (71) 0.15
GG 0.09 (29) 0.16 (30)
A 0.71 (464) 0.65 (245)
rs10759932
T 0.81(264) 0.73 (137)
TC 0.18 (58) 0.22 (42) 0.17
cC 0.01(4) 0.05(9)
T 0.9 (586) 0.84 (316)
rs4986790
AA 0.89 (290) 0.88 (165)
AG 0.11 (36) 0.12 (23) 1
GG - -
A 0.94 (616) 0.94 (353)
rs4986791
cC 0.89 (289) 0.88 (165)
CT 0.11(37) 0.12 (23) 1
1T - -
C 0.94 (615) 0.94 (353)
rs11536889
GG 0.68 (221) 0.76 (143)
GC 0.29 (96) 0.23 (43) 1
cC 0.03(9) 0.01(2)
G 0.83 (538) 0.88 (329)
rs11536891
T 0.72 (234) 0.72 (135)
TC 0.27 (87) 0.22 (42) 0.046*
cC 0.02 (5) 0.06 (11)
T 0.85 (555) 0.83(312)

*p (avec correction de Bonferroni) < 0.05
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S.Figure X-1: Fréquences génotypiques du SNP rs10759932 du gene TLR4 chez les patients bipolaires fumeurs
et jamais fumeurs (*** : p (avec correction de Bonferroni) < 0.001).
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B. Annexe 2 : Matériel supplémentaire de I'article « Risque d’allongement de l'intervalle QT a I'ECG lors du traitement

par Méthadone des patients dépendants de I’héroine ».

S.Tableau X-2: Résumé de I'analyse Gene-Based

Numbers of SNPs on Number of S,NPS Nl.lmber o,f SNPs Number of S|gr3|f|cant iAo e e List of the SNPs in the locus included for the gene
Locus i after quality with nominal p- SNPs also passing LD- .
the PsychArray Chip . based analysis
control value below 0.05 criterion p-value
rs11911509, exm-rs727957, rs2070359,
KCNEI 17 1 6 > 0.02 rs4817656, rs2247810
KCNH2 14 4 3 3 0.04 exm-rs3807375, rs3807370, exm671435
psy_rs234868, rs2106467, rs2237869,
kenval 88 >0 10 > 0.48 rs2283169, exm2267247
rs1337062, rs10157390, rs347300, rs7528328,
NOS1AP 68 42 15 5 0.14 (6677052
SCN5A 392 19 3 3 0.28 rs6599228, rs6793245, rs7372712
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S.Figure X-1: Analyse en composante principale de la fusion de la cohorte d’étude avec les populations de la
base 1000Genome. La ligne pointillée verticale représente la limite entre les sujets caucasiens et africains dans
notre cohorte
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Total SNPs on the chip
n=571054

SNPs that mapped to the selected genes
n =579

SNPs with genotype missingness rate <5 %
n =571

SNPs with no deviation from
Hardy— Weinberg equilibrium (p > 0.01)
n =571 (no exlusion)

SNPs with minor allele frequency > 10 %
n=126

S.Figure X-2 : Etapes des controles qualité et sélection des SNPs étudiés
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S.Figure X-4 : Longueur de l'intervalle QT corrigé (Bazett) selon les génotypes du SNPs rs11911509 chez

I'ensemble des patients (n=154)
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S.Figure X-5: Longueur de l'intervalle QT corrigé (Bazett) selon les génotypes du SNPs rs11911509 chez les
patients avec une posologie quotidienne de Méthadone supérieure a 200 mg/j (n=152)
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C. Annexe 3 : Echelle SAPS-CIP

Premiere page de I'échelle SAPS-CIP (Scale For the Assessment of Positive Symptoms of

Cocaine Induced Psychosis) (Adaptée de Cubells 2002 et traduite en frangais par Vorspan

2009)

Instructions pour I'examinateur : reporter l'intensité selon le modéle général suivant :

1. absente — aucune - inexistante
2. doute — discutable

3. léger(e)

4. moyen(ne)

5. important(e)

6. sévere - grave

N : non

P : peut-étre

C : certain

NB : pour chaque symptéme évaluer sa survenue au cours de la vie entiére

HALLUCINATIONS

En utilisant du crack, avez-vous déja entendu, (ou vu, ressenti, senti une odeur, ou ressenti un godt) quelque chose d'inhabituel, étrange

ou effrayant ? Décrivez ces choses aussi précisément que possible.

I. Hallucinations auditives

012345

Le sujet rapporte entendre des voix, bruits ou sons. Les voix peuvent étre celles d’hommes ou de femmes, connus ou inconnus, critiques

ou élogieuses.

En utilisant du crack, avez-vous déja entendu ou avez-vous déja pensé entendre quelque chose qui n’existait pas réellement ? Avez-vous

déja entendu .... Et découvert finalement qu'il n'y avait personne pour faire ce bruit ?

1. bruits de pas N P C
2. frapper a la porte N P C
3. sonnerie de téléphone N P C
4. fréquence radio de la police N P C
5. personnes s’adressant au sujet N P C
Préciser : disant :

6. personnes parlant entre elles N P C
Préciser : disant :

7. autre N P C
Préciser :
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D. Annexe 4 : Script SNPretrieve

SNPretrieve <- function(Genelist, start.extend = 0, end.extend=0, use.Kb = F)
{

require ("GenomicRanges")

require ("pipeR")

require ("plyr")

require ("doBy")

require ("reshape2")

source ("~/Documents/OutilsStat/R/Script/FactorToNumeric.R")

load(file=chemin vers le fichier Grange de la position des SNP dans le genome selon
la version utiisée)

load(file=chemin vers le fichier de corespondance des nom Illumina-dbSNP)

load(file= chemin du fichier de la puce )

load(file = chemin du fichier d’annotation des SNP fourni par Illumina)

#transformation des noms du fichier de la puce
segqlevels (FV.SNP.List.GRange) [0:24] <- c(0:22,"X")
seglevels (FV.SNP.List.GRange) [26:27] <- c("Y","MT")

#le chr23 est le X est le chr25 est le pseudo autosomal X

segnames (FV.SNP.List.GRange) [which (segnames (FV.SNP.List.GRange)=="chr23")] <- "X"
seglevels (FV.SNP.List.GRange, force=T) <~ seglevels (FV.SNP.List.GRange) [—
which (seglevels (FV.SNP.List.GRange)=="chr23")]

Gh.Gene = Gh37pl3.Genes

# transformation en kilobase des start & end extend
if (use.Kb == T)

{start.extend = start.extend* 1000

end.extend = end.extend * 1000}

#coordonnées des génes
Gh.Gene [Gh.Gene$Genes %in% Genelist] $%>>%
# sauvegarde des ranges originaux des genes
(~Gene.GRange.Orig) $%>>%
# ajout des regions etendues
(GR ~ {## upstream
punion (GR, flank (GR, start.extend)) %$>>%
## downstream

punion(flank(., end.extend, start=F)) $>>%
## reconstitution du GRanges
(GRanges (segnames = seqgnames (.),
ranges = IRanges(start = start(.),
end = end(.),

names = NULL),
strand = strand(.),
Genes=GR$Genes) ) 1) $>>%
#intersection avec les SNP
(~Gene.GRange) %$>>%
(subsetByOverlaps (FV.SNP.List.GRange, .)) %$>>%
(~rs.GRange) %$>>%
findOverlaps (Gene.GRange) %>>%

(GRanges (segqnames = seqgnames (rs.GRange) [queryHits(.)],
ranges = IRanges(start = start(rs.GRange) [queryHits(.)],
end = end(rs.GRange) [queryHits(.)],

names = NULL),
strand = strand(Gene.GRange[subjectHits(.)]),
SNP=names (rs.GRange) [queryHits(.)],

Genes= (Gene.GRange$Genes [subjectHits(.)]1))) %$>>%
(~rs.GRange) %>>%
(table (.35Genes)) %>>%
t $>>%
as.data.frame %>>%
(data.frame (Gene=.[,2],NbSNP=.[,3])) %$>>%
merge (y = as.data.frame (Gene.GRange) [c ("Genes","start","end") ],

by = intersect ("Genes","Genes"),
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by.x = "Gene", by.y ="Genes") %>>

mutate (Longueur = (end-start),
Ratio.Covrage = round(1000*NbSNP/Longueur,digits = 2)) %$>>%
(orderBy (~Ratio.Covrage,.)) —-> CovrageTable
rs.GRange $%$>>%
(data.frame (SNP=.$SNP, Genes=.$Genes)) %>>%
split (.$Genes) $%$>>%
lapply (function (x) {
paste (c(unique (as.character(x[,2])),as.character(x[,1]),"END"), collapse ="

1) %>>%
cbind -> GeneSet

# reccupération des nom rs
IlluminaID.rs %>>%
merge (data.frame (SNP=rs.GRange$SNP, Gene=rs.GRange$Genes, row.names = NULL),
by=intersect ("Name", "SNP"),
all.x=F,all.y=T,
by.x = "Name",by.y="SNP") -> rs.name

# Annotation via le fichier illumina
illumina $%>>%
merge (data.frame (SNP=rs.GRange$SNP,
Genes = rs.GRange$Genes,
BP=start (rs.GRange),
row.names = NULL),
by=intersect ("Name", "SNP"),
all.x=F,all.y=T,
by.x = "Name",by.y="SNP") 3%>>%
merge (rs.namel[,1:2],
by=intersect ("Name", "Name") ,

")

all = T,
by.x = "Name",by.y="Name") %>>%
subset (select = c(Name,Genes,RsID,Alleles, InExon,Mutation, Transcript,BP)) %$>>%
mutate (RsID = ifelse(is.na(RsID)==T,
stringr::str extract (Name, "rs[0-9]+"),
as.character (RsID))) -> Ann

Ann $>>%
(df ~{duplicated (dfS$BP) %>>%

(which (.==F)) %>>%
(df[.,]1) }) —-> Ann.unique
# resultat

list (Genes.Origin=Gene.GRange.Orig,
Genes.Extend=Gene.GRange,
SNP=rs.GRange,
list.rs=unique (rs.GRange$SNP),
Annotation = Ann,

Annotation.unique = Ann.unique,
rs.name = rs.name,
Gene.set = GeneSet,
Covrage=CovrageTable) -> result

return (result)

}
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