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Nouvelle avancée dans
notre connaissance

des facteurs génétiques
contribuant aux
phénotypes complexes

Amelie Baud!, Sophie Calderari?, Richard Mott?,
Jonathan Flint!, Dominique Gauguier?

pour le rat genome sequencing and mapping consortium

Les nombreuses études d’associa-
tion pangénomique (genome-wide
association study, GWAS) réalisées
chez ’homme ont a ce jour identifié
un grand nombre de régions géno-
miques contribuant a la variation de
traits phénotypiques (quantitative
trait locus, QTL), notamment celle de
phénotypes pathologiques. Cepen-
dant, les variants génétiques (single
nucleotide polymorphisms - SNP,
insertions, délétions, etc.) respon-
sables de ces associations n’ont été
identifiés que dans un petit nombre
de cas [1]. Connaltre ces variants
causatifs permettrait d’identifier
les génes responsables, et pourrait
mettre en lumiére les mécanismes,
potentiellement nouveaux, par les-
quels ils géneérent la variation phéno-
typique observée.

Une approche expérimentale de
I’étude des bases génétiques des phé-
notypes complexes réside dans "utili-
sation de populations génétiquement
hétérogenes issues du croisement de
souches consanguines de rats ou de
souris. Nous publions dans Nature
Genetics [2] les résultats d’une
étude du rat genome sequencing
and mapping consortium couplant
cartographie génomique fine chez
1407 rats génétiquement hétérogenes
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et séquencage du génome des huit
souches fondatrices de la population,
pour permettre I’identification des
variants de séquence responsables
des QTL détectés. Dans cet article, les
chercheurs du consortium ont iden-
tifié un grand nombre de variants
et genes contrélant des phénotypes
relatifs a des modéles d’anxiété, de
la fonction cardiométabolique, de
I’ostéoporose ou encore de la sclérose
en plaques (Tableau 1).

Identification de 355 régions
génomiques associées

a 122 phénotypes d’étiologie
complexe

L’étude a été menée sur des rats
d’une population hétérogéne (hete-
rogeneous stock - HS) issue de huit
souches consanguines et obtenue par
croisements non consanguins pen-
dant soixante générations [3, 4].
€n tout 1407 rats ont été génotypés
a 265551 SNP, et 160 phénotypes
ont été recueillis sur chaque ani-
mal (Tableau I). Un total de 355 QTL
ont été identifiés pour 122 phéno-
types (Figure 1), avec un intervalle
de confiance médian de 4,5 Mb. Cette
précision, obtenue en une seule étape
de cartographie et sur I"ensemble du
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génome, est unique parmi les popu-
lations expérimentales de rats : elle
résulte de I’accumulation d’un grand
nombre d’événements de recombi-
naison au cours des soixante géné-
rations de croisements non consan-
guins. Les QTL identifiés pour chaque
mesure expliquent en moyenne 42 %
de la variation phénotypique d’ori-
gine génétique. Cela contraste avec la
faible proportion de la variance phé-
notypique héritable expliquée par les
QTL identifiés chez I’lhomme (souvent
moins de 10 %), et s’explique notam-
ment par ’absence, dans la popula-
tion de rats, de variants rares dont les
effets sont difficiles a détecter.
Trente-huit phénotypes mesurés chez
les rats HS et relatifs a plusieurs fonc-
tions physiopathologiques avaient
également été mesurés en 2006 en
utilisant des protocoles expérimen-
taux identiques dans une population
de souris HS [5]. La comparaison des
résultats de ces deux études montre
que des genes différents contribuent
a la variation phénotypique dans les
populations HS de rat et de sou-
ris, suggérant qu’il est peu probable
gqu’un géne associé a un phénotype
dans une population le sera aussi
dans une autre.
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Catégorie Modele Nombre Age
de phénotypes de maladie de mesures (semaines)
Couleur du pelage 4 7
Cicatrisation 1 7,17
Comportements anxieux Anxiété 10 8all
Tolérance au glucose Diabete de type 2 6 11
Fonction cardiovasculaire Hypertension 2 12
Poids du corps Obésité 1 13
Hématologie 26 13
Immunologie 34 13
: L Sclérose en .
Neuroinflammation induite 11 13a17
plaques
Densité, structure, ,
L Ostéoporose 43 17
résistance osseuse
Lésions aortiques 6 17
Biochimie du sang 15 17
Agénésie rénale 1 17

Tableau |. Mesures recueillies dans la population « heterogeneous stock » de rats.

Diversité génomique des souches
fondatrices des rats HS

€n parallele de la cartographie des QTL,
les génomes des huit souches consan-
guines dont sont issus les rats HS ont été
séquencés avec une couverture d’environ
22x, indiquant que 7,2 millions de SNP,
633000 insertions et délétions de petite
taille, ainsi que 44000 variants de plus
grande taille ségregent dans la popula-
tion.

La divergence génétique entre les
souches est relativement uniforme.
Ces données de séquencage révelent
que les génomes des huit souches de
rat montrent moins de diversité que
les génomes des huit souches fonda-
trices de la population HS de souris [6]
(7,2 millions SNP chez le rat, 10,2 chez
la souris). Cette diversité est cependant
plus homogene chez le rat : chez la sou-
ris, de long segments quasi identiques
entre les huit souches alternent avec
des segments tres polymorphes ; dans
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les souches de rat, les segments quasi
identiques sont moins longs et la diver-
sité plus uniforme.

Identification des variants
causatifs des QTL par intégration
des données de séquencage

La population HS, parce qu’elle dérive
de huit souches fondatrices connues
et désormais séquencées, offre un
avantage unique pour tester formelle-
ment si un variant de séquence pour-
rait étre causatif de QTL [6, 7], en
se fondant sur deux éléments. Tout
d’abord, les chromosomes des rats HS
sont des mosaiques des huit génomes
fondateurs (les blocs de ces mosaiques
sont appelés haplotypes), qui peuvent
€tre reconstituées a partir des géno-
types des rats HS et des génotypes aux
mémes positions des fondateurs. Les
QTL peuvent donc étre détectés par
association (corrélation) entre varia-
tion haplotypique a un locus et varia-

tion phénotypique. Le second élément
est la possibilité de déduire la séquence
génomique de chaque rat HS en attri-
buant a chaque bloc de la mosaique
la séquence du fondateur correspon-
dant (technique appelée imputation).
Sous I’hypothése qu’un QTL est du a un
seul variant causatif, implication de
chaque variant présent dans I’intervalle
de confiance du QTL peut étre évaluée
en testant si la variation génotypique a
ce variant explique I'effet du QTL aussi
bien ou mieux que la variation haploty-
pique au QTL.

U'identification de variants satisfai-
sant ce critére (appelés variants can-
didats) permet de donner la priorité
a certains génes - ceux contenant
des variants candidats - parmi tous
ceux qui sont situés dans I'intervalle
de confiance des QTL. Par exemple,
I’intervalle de confiance d’un QTL pour
la masse cardiaque englobait 82 genes
codant, mais un seul de ces genes,
Shank2, contenait des variants can-
didats (Figure 2a). U'implication de
Shank2 dans le contr6le de la masse
cardiaque n’avait jamais été suggérée.
A 28 QTL, un seul gene contenait des
variants candidats. A 13 autres QTL,
il a pu étre prédit, a partir de struc-
tures protéiques connues, que certains
variants candidats codants avaient
le potentiel de modifier la structure
d’une protéine ou ses interactions avec
d’autres molécules.

Un unique variant causatif ne suffit
souvent pas a expliquer le QTL

Pour une proportion importante
(62 %) des QTL, il n’existe pas de
variants candidats (candidat ayant
la définition statistique donnée ci-
dessus, Figure 2b). Nous avons testé
plusieurs explications a cette obser-
vation, et avons notamment mon-
tré qu’un catalogue incomplet des
variants de séquence ne peut, a lui
seul, expliquer ’absence de variants
candidats pour 62 % des QTL. Nous
avons identifié un biais dans notre
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Figure 1. Localisation chromosomique des QTL significativement associés aux mesures recueillies chez les rats HS. Un code couleur indique les dif-

férentes catégories de phénotypes représentatifs de maladies complexes et de parametres biochimiques (cholestérol, AST, ALT, créatinine, sodium,

potassium, fer, etc.), immunologiques (proportions de cellules B, T, CD4*, CD8" CD25%, etc.), et hématologiques (nombre de cellules éosinophiles,

basophiles, concentration en hémoglobine, etc.).

méthode de détection des QTL et
révisé en conséquence notre esti-
mation de la proportion de QTL sans
variants candidats a 44 %. Finale-
ment, nous avons réalisé des simu-
lations qui suggeérent que la présence
de multiples variants causatifs a
un QTL pourrait expliquer Iabsence
de variants candidats. Des obser-
vations ponctuelles dans la litté-
rature confortent cette hypothese,
qui n’avait jamais été testée jusqu’a
présent sur génome entier et de nom-
breux traits complexes. La présence
de multiple variants causatifs au
niveau d’un QTL complique I'inter-
prétation des signaux de GWAS et
I’identification des variant causatifs.
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Conclusions

L’étude menée par le rat genome
sequencing and mapping consortium
démontre le potentiel du couplage des
études d’association pangénomique
et des données de séquengage géno-
mique pour I'identification des variants
et genes responsables de la variation
phénotypique. L’étude, dont les résul-
tats sont accessibles sur http://mus.
well.ox.ac.uk/gscandb/rat/, a suscité
de nombreuses hypothéses quant a
I’étiologie de nombreux traits complexes
d’importance biomédicale. La structure
unique de la population HS a permis
de montrer que 'association entre une
région génomique et un phénotype ne

peut, dans 44 % des cas, étre expliquée
par un unique variant causatif. ¢
Genome sequencing and genetic
mapping to dissect the genetic basis
of complex traits
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Figure 2. Variants candidats
potentiellement causatifs
au niveau d’un QTL. Un QTL

pour la masse cardiaque sur

le chromosome 1 (A) et un

QTL pour le poids du corps
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sur le chromosome 3 (B) sont
présentés. La position sur le

chromosome est indiquée sur

202 203

Position (Mb)

204

205

206

207 24 25 26 7 28

I’axe horizontal et la signi-
ficativité de I’association
entre variation génétique
Position (Mb)

et variation phénotypique,

exprimée en -logyP, sur I'axe

vertical. La ligne noire indique "association avec les haplotypes, alors que chaque point bleu indique I’association avec un variant de séquence.

Les points bleu foncé correspondent a des variants candidats, c’est-a-dire dont I’association avec le phénotype est au moins aussi significative

que I'association la plus significative entre haplotypes et phénotype au QTL. Le panneau A est donc un exemple de QTL avec variants candidats,

tous situés dans le géne Shank?2, alors qu’aucun variant candidat n’existe au QTL présenté dans le panneau B.
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