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INTRODUCTION

Le trouble bipolaire, est un trouble de I’humeur chronique, épisodique et récurrent,
caractérisé par une fluctuation de I’humeur qui oscille entre deux poéles : la manie (exaltation
de I’humeur), et la dépression (tristesse de I’humeur), entrecoupé dans sa forme typique par
des périodes de rémission a priori asymptomatique.

Le trouble bipolaire débute classiquement chez [’adulte jeune, il s’accompagne
généralement d’altérations cognitives et comportementales, et pour la moitié des cas

d’¢éléments psychotiques congruents a I’humeur.

Selon le DSM-5 (1), il existe 3 principaux sous-types de troubles bipolaires: le trouble
bipolaire de type I, le trouble bipolaire de type II et la Cyclothymie.

C’est une pathologie fréquente, dont la prévalence dans la population générale est
estimée entre 1 et 2,5%, et serait certainement sous-évaluée (2).

Certains auteurs comme Akiskal, proposent une subdivision des troubles bipolaires
selon le spectre bipolaire, €élargissant ainsi la présentation clinique a des formes de troubles de
I’humeur dits « sub-syndromique», qui partageraient une base éthiopathogénique commune
(3). Ainsi selon certaines études, en considérant une définition plus élargie, la prévalence du
spectre bipolaire pourrait atteindre 5% de la population (4).

Le trouble bipolaire apparait comme une pathologie dont la présentation est
hétérogene, et dont le diagnostic, reposant sur des arguments cliniques seuls, peut s’avérer
complexe a établir par le clinicien (5). Bien que les classifications diagnostiques actuelles
soient valides et pertinentes du point de vu nosologique, il parait néanmoins nécessaire de
proposer de nouvelles spécifications qui soient clairement définies a la fois sur le plan

clinique, mais aussi potentiellement corrélés a des marqueurs de la maladie.

L’existence d’une composante a la fois génétique et environnementale fait rentrer le
trouble bipolaire dans le champ des maladies a hérédité complexe (6).

Les techniques de génétique, depuis une trentaine d’année se sont heurtées a la
complexité génétique du trouble bipolaire, complexité d’autant plus grande que la pathologie
est hétérogene sur le plan clinique. C’est pour cela qu’identifier des indicateurs phénotypiques
(c’est a dire des traits visibles et transmissibles) serait un outil de choix pour individualiser
des sous-groupes de malades qui seraient plus homogénes cliniquement et génétiquement (7).

Les avancées des techniques de biologie moléculaire, dont le séquencage de nouvelle



génération, offrent un axe de recherche majeur dans I’identification des genes de

susceptibilité impliqués dans les maladies complexes, dont le trouble bipolaire.

Dans la premicre partie de cette thése, nous réaliserons le bilan actuel des différentes
stratégies génétiques appliquées aux troubles bipolaires. Nous décrirons ensuite les nouvelles
approches phénotypiques utilisées dans 1’aide a 1’identification de geénes de susceptibilité, en
présentant les symptomes candidats choisis pour cette €tude : le trouble bipolaire a début
précoce, et le trouble bipolaire avec une agrégation familiale forte. Enfin, nous exposerons le
design de notre étude cas témoin en cours, cherchant a identifier des variants rares par
séquengage d’exome chez des patients présentant un trouble bipolaire de Type I a début
précoce et présentant une forte agrégation familiale de troubles bipolaires puis nous
présenterons les résultats obtenus a partir des données de séquengage d’exome chez une
famille a forte agrégation, dans laquelle nous avons mis en évidence un CNV (Copy Number

Variation) partagé.



I PREMIERE PARTIE: LES TROUBLES BIPOLAIRES

1.1 EVOLUTION DU CONCEPT

1.1.A) De la psychose maniaco-dépressive aux Troubles Bipolaires du DSM-5

L’appellation actuelle de trouble bipolaire est entrée dans le langage sémiologique
avec I’avénement de la classification américaine DSM-III en 1980. Pour autant, les troubles

de la polarité¢ de ’humeur que sont la mélancolie et la manie sont décrits depuis I’antiquité.

Dans I’Antiquité, c¢’est au Véme siécle avant J.-C., qu’Hippocrate dans « le corpus
Hippocraticum », mentionne 1’existence de deux états thymiques bien différenciés: la
mélancolie (bile noire) et la manie (folie, rage). Hippocrate dans son concept, représentait ces
¢tats comme deux entités nosologiques a part entiere (8).

Les premieres descriptions de ’alternance entre mélancolie et manie chez un méme
individu sont attribuées a Arétée de Cappadoce, médecin grec du ler siecle apres J.-C. 11
semble étre le précurseur qui a institué un lien clair existant entre ces deux poles extrémes de

I’humeur (9).

A T’époque classique, I’écrivain anglais Robert Burton (1577 — 1640) décrit dans son
ouvrage « I’anatomie de la mélancolie », un trouble ou la mélancolie (compatible dans sa
définition avec le sens moderne de dépression) alterne avec des périodes d’excitation

psychique (correspondant a la définition actuelle de la manie) (10).

Si ces états, relatifs a la théorie des humeurs soutenue par Hippocrate, ont suscité au fil
des siecles un intérét particulier, notamment dans le domaine artistique, la deuxiéme partie du

XIXe siecle marque un profond bouleversement dans le concept des troubles de I’humeur.

Wilhelm Griesinger, psychiatre allemand du milieu du XIXe si¢cle établit en 1845 que
la dépression et la manie sont constitutives d’un méme trouble. Il décrit la pathologie comme
un cercle, passant régulierement d’un pole de I’humeur a I’autre. Il attribue également a cette
entité un caractére saisonnier (mélancolie en automne et en hiver, début de la manie au

printemps) ainsi que des formes a cycle rapide (11).




En 1854, Jean-Pierre Falret (1794 — 1870) décrit la folie circulaire, caractérisée par la
récurrence entre manie et dépression, et I’existence d’un intervalle libre, c’est a dire sans
symptomes thymiques appelé « intervalle lucide », plus ou moins long (12). La méme année,
Jules Baillarger (1809 — 1890) parle de folie a double forme pour décrire une méme entité

caractérisée par deux périodes régulicres, I’une de dépression et I’autre d’excitation (13).

C’est Emil Kraepelin (1856 — 1926), psychiatre allemand, qui dans la sixiéme édition
de son trait¢ de psychiatrie décrit la maladie maniaco-dépressive (littéralement: folie
maniaco-dépressive) comme une entité individualisée. Sa définition est la plus proche du

trouble bipolaire dans son concept actuel (14).

Dans ce méme traité, nait la dichotomie au sein des psychoses dites « fonctionnelles »,
avec d’une part la maladie maniaco-dépressive (futur trouble bipolaire) et d’autre part la
démence précoce (future schizophrénie). Cette dichotomie repose en partie sur le caractere
évolutif démentiel inéluctable dans la démence précoce, et sur le meilleur pronostic de la
maladie maniaco-dépressive, avec un retour possible a un état asymptomatique entre les
épisodes thymiques pour celle-ci.

Pour Kraepelin, manie et dépression sont deux aspects d’'une méme affection, qui
oscille entre des phases différenciés et indépendantes. Il introduit également la possibilité
d’un état intermédiaire ou coexistent des affects dépressifs et maniaques, 1’état mixte.

Dans sa description chaque patient dispose d’une rythmicité qui lui est propre, d’une
tendance saisonnicre particuliére dans la rechute, ainsi que d’un intervalle libre qui lui est
distinctif.

Il rapporte également dans ses travaux [’abord évolutif de la maladie, avec une
accé¢lération de la cyclicité, un allongement de la durée des épisodes et un raccourcissement
des intervalles libres au cours du temps.

Kraepelin déja fait mention de 1’existence d’un sous groupe a début précoce plus
sévere et décrit également 1’existence d’une histoire familiale chez certains sujets introduisant

une prédisposition héréditaire du trouble.

L’école de Wernicke, Kleist et Leonhard dans les années 50, fait la dichotomie entre
trouble unipolaire et trouble bipolaire. Elle distingue une forme caractérisée par la survenue

récurrente d’épisodes dépressifs : la forme unipolaire, et une autre par I’alternance entre



manie et dépression : la forme bipolaire (15). Cette dissociation nosographique repose sur un
symptome cardinal qu’est la présence d’un épisode d’excitation maniaque ou hypomaniaque.
Les travaux de Angst, Perris, Winokur et Clayton soutiennent cette dichotomie, qui

sera officialisée en 1980 avec la 3°™ édition du DSM (16).

En 1976, Dunner propose une catégorisation en fonction de 1’intensité symptomatique
de la phase d’¢lation de I’humeur, distinguant le trouble bipolaire de type I avec des épisodes
maniaques, et le trouble bipolaire de type II, dont les épisodes d’excitation sont atténués
n’excédant pas le niveau d’intensité de I’hypomanie (17). Cette distinction entrera en vigueur

dans la version révisée du DSMIII (DSM-III-R) en 1987 (18).

L’arrivée du DSMIII, en 1980, introduit pour la premicre fois 1’appellation « Troubles
Bipolaires » (19).

Ceux-ci sont regroupés, au méme titre que les troubles dépressifs, dans une classe
intitulée « troubles affectifs ». Le trouble bipolaire est ensuite subdivisé, en fonction de

I’épisode actuel, en trouble bipolaire maniaque, dépressif ou mixte.

Dans cette lignée, sa version révisée, le DSM-III-R propose en 1987 la distinction
entre trouble bipolaire type I, trouble bipolaire type II, et introduit la cyclothymie (dépression

mineure et symptomatologie hypomaniaque au long cours) comme un trouble a part entiere.

Dans le DSM-IV (1994) puis sa version révisée (DSM-IV-R) en 2000, les troubles
maniaques restent regroupés avec les troubles dépressifs sous I’appellation « troubles de
I’humeur ». L organisation des troubles se retrouve modifiée, avec de nouveaux sous-types et
d’autres spécifications (20).

En plus des 4 grands sous-types que sont type I, type II, cyclothymie et trouble
bipolaire non spécifi¢, sont rajoutés comme sous types : le trouble de ’humeur dii a une

affection médicale générale et le trouble de I’humeur induit par une substance psycho-active.

Enfin, le DSM-5 publi¢é en 2014 (1) propose comme principal changement une
nouvelle méta-structure des troubles de I’humeur. Les troubles bipolaires sont désormais
séparés des troubles dépressifs dans une catégorie propre intitulée « troubles bipolaires et
troubles connexes ». Ce chapitre est placé entre les chapitres « Spectre de la schizophrénie et

autres troubles psychotiques » et « Troubles dépressifs ». Le choix de cette nouvelle



classification est le fait de progres récents dans le domaine de la recherche qui tendent a les
associer a ces deux classes diagnostiques sur le plan aussi bien de la symptomatologie, que

des antécédents familiaux et de la vulnérabilité génétique.

Il comporte ainsi 6 catégories :
-Trouble bipolaire 1
-Trouble bipolaire 11
-Trouble Cyclothymique
-Trouble bipolaire associ¢ a une autre affection médicale
-Trouble bipolaire dii a un abus de substance

-Trouble bipolaire non classé ailleurs

1.1.B) Les phénotypes dans le DSM-5

Nous nous intéresserons ici aux 3 principales catégories de troubles bipolaires
retrouvées dans le DSM-5, a savoir le trouble bipolaire de type I, le trouble bipolaire de type

IT et le trouble cyclothymique.

Outre le changement de structure des troubles de I’humeur, le comité de rédaction du
DSM-5 propose d’inclure dans le critére principal des manies et hypomanies, le changement
d’humeur et I’augmentation du niveau d’énergie et d’activation. Ce nouveau critére semble
important : d’une part il permettrait de palier au mauvais repérage par certains patients du
caractére euphorique et exalt¢ de I’humeur (notamment pour les phases d’hypomanie), et
d’autre part il semble plus facilement objectivable par le sujet (21).

Les critéres diagnostiques pour un épisode dépressif majeur dans les troubles
bipolaires sont les mémes que les criteéres de trouble dépressif unipolaire, et ce quel que soit le

type de trouble bipolaire (Annexe 2).



1.1.B) (1) Le Trouble bipolaire [

Le trouble bipolaire de type I est défini par la présence d’un épisode de manie,

symptome cardinal nécessaire a la définition de ce trouble.

Le plus souvent, des épisodes dépressifs majeurs s’intercalent entre les épisodes
d’excitation maniaque dans 1’évolution de la pathologie, mais ils sont non indispensables

selon le DSM pour le diagnostic du type I.

La clinique de la manie a été abondamment décrite par les auteurs classiques.

Typiquement d’apparition rapide voir brutale, il s’agit « d’'une période nettement
délimitée durant laquelle I’humeur est élevée, expansive ou irritable de fagon anormale et
persistante, avec une augmentation anormale et persistante de 1’activité orientée vers un but
ou de I’énergie, persistant la plus part du temps, presque tous les jours, pendant au moins une
semaine (ou toute autre durée si une hospitalisation est nécessaire). » (1)

Traditionnellement, 1’état maniaque est considéré par définition comme un état
psychotique (22) : du fait de I’intensité des troubles, imposant souvent une hospitalisation
(parfois une hospitalisation sous contrainte), car il s’accompagne dans la moitié des cas de
symptomes psychotiques, ou dominent des idées délirantes, des hallucinations ainsi qu’une
désorganisation de la pensée du discours et du comportement, et enfin car une anosognosie du

sujet est trés fréquemment retrouvé pendant les épisodes de manie.

Il est a noter également que 1’état mixte (présence concomitante de symptomes de
dépression et d’excitation de 1’humeur) autrefois propre au trouble bipolaire de type I,
s’¢largie dans le DSMS et peut ainsi se rencontrer au cours d’un trouble bipolaire de type II et

au cours d’un épisode dépressif majeur.

Les critéres cliniques du trouble bipolaire de type I sont décrits en annexe 1.

1.1.B) (2) Le Trouble bipolaire 11

Le trouble bipolaire de type II se caractérise par la présence d’au moins un épisode

d’hypomanie associé a un ou plusieurs épisodes dépressifs.



Classiquement, I’hypomanie est d’une durée plus bréve que la manie, et I’intensité des
symptomes de ’exaltation de I’humeur est moins sévére que pour I’épisode maniaque,
entrainant une altération moins marquée du fonctionnement.

Pour autant, les conséquences en terme de comorbidités addictives et anxieuses, la
fréquence des ¢épisodes thymiques, et le nombre de tentatives de suicides semblent
comparables dans ces deux grands types de troubles bipolaires. Seule la durée

d’hospitalisation semble plus courte chez le sujet ayant un trouble bipolaire de type II (23).

Si le trouble bipolaire de type I est facilement identifiable du fait d’épisodes
maniaques typiques, le diagnostic de trouble bipolaire de type Il est quant a lui plus difficile a
¢tablir. En effet 1’évolution du trouble bipolaire de type Il est majoritairement dominé par la
présence de symptomes dépressifs et les €épisodes d’hypomanie sont rarement percus par le
sujet comme pathologiques (24). Le trouble bipolaire de type II serait diagnostiqué a tort en

tant que trouble dépressif récurrent dans 40% des cas (25).

Les criteres cliniques du trouble bipolaire de type II sont décrits en annexe 2.

1.1.B) (3) Le Trouble cyclothymique

La cyclothymie apparait comme un tableau clinique caractérisé par la présence de

symptomes thymiques de facon quasi permanente pendant une période d’au moins deux ans.

Ces symptomes sont caractérisés par des éléments d’hypomanie et par des symptomes
dépressifs ne répondant pas a I’ensemble des critéres de I’hypomanie et de 1’épisode dépressif
caractérisé (26). Il s’agit d’'une définition excluant les patients ayant présenté un épisode
maniaque ou hypomaniaque, dépressif ou mixte, mais le DSM-5 admet la possibilité¢ d’établir
un double diagnostic, a savoir une cyclothymique associée a un trouble bipolaire ou a un

épisode dépressif majeur.

Certaines ¢études ont montré de facon intéressante que le trouble cyclothymique
pouvait étre associé a un plus grand risque de développer un trouble bipolaire. En effet,
environ un tiers des patients cyclothymiques développerait un trouble bipolaire, avec une

association préférentielle pour le trouble bipolaire de type II (27). Néanmoins, cette



association ne permet pas de discerner si la cyclothymie est un facteur de risque indépendant
de trouble bipolaire, ou s’il s’agit d’une phase prodromale du trouble.

Du point de vu catégoriel, la cyclothymie apparait donc comme une forme atténuée de
trouble bipolaire dans son expression symptomatique. Par une approche dimensionnelle, la

cyclothymie pourrait étre apparentée a un tempérament affectif.

Les critéres cliniques du trouble cyclothymique sont décrits en annexe 3

1.1.B) (4) La Dépression dans le trouble bipolaire

Concernant 1’épisode dépressif caractéris¢ dans le trouble bipolaire, il n’y a pas de
caractéristiques pathognomoniques dans le DSM-5 permettant de le différencier de la
dépression unipolaire.

En comparaison a la polarit¢ maniaque ou hypomaniaque, 1’état dépressif est
majoritaire dans le cours évolutif du trouble, aussi bien en terme de fréquence des épisodes,
mais aussi concernant 1’épisode inaugural (28).

La recherche tend a identifier des caractéristiques cliniques qui doivent faire évoquer
le diagnostic de trouble bipolaire de la maniére la plus précoce possible, afin de permettre au
patient de recevoir les traitements médicamenteux et les mesures d’éducation thérapeutique

les plus appropriées le plus tot possible.

Les indices cliniques des dépressions bipolaires, comparativement aux dépressions
unipolaires, reposent classiquement sur (29):
- Un age de début plus précoce dans la dépression bipolaire,
- La survenue d’un épisode dépressif dans le post-partum,
- Des caractéristiques psychotiques, ou une tonalit¢é mélancolique plus fréquents dans la
dépression du sujet bipolaire,
- Un ralentissement psychomoteur marqué avec un émoussement des affects,
- Des signes somatiques d’atypicité (hypersomnie, hyperphagie, sensation de jambes lourdes),
- Un risque suicidaire plus élevé dans le trouble bipolaire,
- La présence d’antécédents familiaux de trouble bipolaire,

- La présence d’antécédents personnels de virage de I’humeur sous antidépresseurs.



Bien que non validés par le DSM, le clinicien se doit de rechercher ces caractéristiques
spécifiques lors d’un épisode dépressif, le pronostic global d’un trouble bipolaire non
diagnostiqué restant largement défavorable par rapport a celui du trouble unipolaire (30). Les
sujets déprimés atteints d’un trouble bipolaire peuvent recevoir a tord des antidépresseurs au
long cours, pouvant entrainer la survenue d’un virage de ’humeur, et le retard de mise en

place d’une thymorégulation efficace aggrave 1’évolution de la maladie (25).

1.1.C) Elargissement du concept : 1a notion de Spectre Bipolaire

La notion de spectre bipolaire, est introduite par Klerman en 1983, qui propose un

concept plus large du trouble bipolaire que celui défini par les classifications usuelles (31).

L’émergence du spectre bipolaire est née en partie avec la notion de tempérament
soulignée des la médecine hippocratique, en lien avec la théorie des humeurs. Selon Akiskal,
«le tempérament est le déterminant des manifestations comportementales et émotionnelles
innées, endogeénes et/ou biologiques de la personne, opposé en cela au caractere, définissant
les comportements et les réactions émotionnelles acquises, sensibles au développement et a
I’éducationy» (32).

L’existence de tempéraments affectifs, plus ou moins prononcés, chez les sujets sains
et les patients, avant comme apres le début des troubles, permettraient d’étudier le processus
évolutif conduisant aux troubles bipolaires. Ils aideraient également a ne pas méconnaitre une

vulnérabilité existante au sein d’une famille ou au niveau individuel.
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Traditionnellement on décrit 5 tempéraments (Tableaul): le tempérament
cyclothymique, le tempérament hyperthymique, le tempérament dépressif, le tempérament
anxieux et le tempérament irritable. C’est par la description des 3 premiers tempéraments,
qu’il a été suspecté des formes de troubles bipolaires dits « atténués » donnant ainsi naissance

a la définition d’un spectre bipolaire.

Tempérament Clinique
e s Sujet gxubérant, grégaire, petit dormeur, bavard, enjoué,
expansif
Sujet sensible, manquant d'énergie, dévoué, faisant passer
. . l'intérét des autres avant le sein, ayant tendance a voir
Dépressif . . "
uniquement la part négative des choses, n'aimant pas les
changements
. Sujet dont I'humeur est instable, connaissant des variations de
Cyclothymique ) . .y : .
I’énergie, comme des capacités motrices et intellectuelles !
Anxieux Sujet craintif, ayant souvent peur d'apprendre une mauvaise
nouvelle ou qu'un malheur arrive a ses proches
Sujet pouvant étre explosif sans raison apparente, se disputant
Irritable facilement, bagarreur et impulsif, ayant des ivresses
pathologiques

Tableau 1 : Description synthétique des 5 tempéraments affectifs (33)

Le spectre implique donc une plus grande diversité de présentations cliniques, soit des
phénotypes divers, mais qui résulteraient d’'une méme base éthiopathogénique avec des
fondements génétiques en communs. Dans cette définition, c’est par une approche
dimensionnelle plutdt que catégorielle des troubles que la notion de continuum entre les

entités du spectre est privilégiée.

Akiskal a largement participé au concept de spectre bipolaire, principalement a partir
de deux constats (34):
- L’amélioration des symptomes thymiques avec I’utilisation des thymorégulateurs, ainsi que
leur réle prophylactique dans le traitement de troubles affectifs ne répondant pas aux
catégories de troubles bipolaires du DSM.
- La constatation d’un regroupement de troubles affectifs, voir de tempéraments affectifs au

sein de familles comportant des sujets atteints de trouble bipolaire.
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I1 définit une approche dimensionnelle avec un spectre comportant 4 catégories, basées

sur le chevauchement symptomatique existant entre les entités (Tableau 2).

Bipolaire 2 [ Trouble Schizo-affectif

Bipolaire I | Trouble Bipolaire de Type I

Bipolaire I

v, Dépression + Hypomanie prolongée
2

Bipolaire II | Trouble bipolaire de Type I1

Bipolaire II
V2

Bipolaire [Dépression récurrente + virage de 1’humeur induit par un
I traitement antidépresseur

Episode dépressif + tempérament Cyclothymique

Bipolaire
JIIRZ)

Bipolaire [Dépression et tempérament Hyperthymique (exubérence,
v expensivité)

Tableau 2 : Le spectre bipolaire selon Akiskal (35)

Virage de ’humeur induit par I’abus d’alcool ou de toxique

1.2 ASPECTS GENETIQUE DES TROUBLES BIPOLAIRES

1.2.A) Détermisme génétique des Troubles Bipolaires

En épidémiologie, le risque morbide est considéré comme 1’estimation du taux d’une
pathologie donnée chez les apparentés, en prenant en considération la période a risque de

développer la pathologie chez ceux-ci (36).

Pour montrer 1’existence d’un risque morbide chez les apparentés, il faut montrer que
la maladie est plus fréquente chez les apparentés du premier degré des malades (parents,
enfants, fratrie) que dans la population générale. Il faut donc étre en mesure de mettre en
¢vidence une agrégation familiale de la ou des pathologie(s) d’intérét(s). Quand le risque
morbide est déterminé, un risque relatif pour les apparentés du premier degré de développer
la pathologie concernée peut étre calculé. Le risque relatif chez les apparentés se défini
comme la prévalence de la maladie chez les sujets apparentés d’un sujet malade rapporté a

celle de la population générale (37).
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De¢s les années 70, apparaissent les premieres publications s’intéressant au risque de
survenue de trouble bipolaire dans les familles (38). Depuis lors, les différentes études
d’épidémiologie portant sur les études de famille retrouvent un tableau remarquablement
similaire, caractérisé par une augmentation importante du risque de survenue de trouble

bipolaire dans les familles de sujets bipolaires en comparaison aux familles de témoins.

Une étude familiale Suédoise, portant sur une trés large cohorte, réalisée a partir de
données de registres nationaux, s’intéressait a I’agrégation familiale du trouble bipolaire. A
partir de 1’étude de 4 millions de familles, 53 723 patients bipolaires ont été identifiés. Les
auteurs ont retrouvé une agrégation familiale forte de la pathologie, avec un risque relatif
(RR) de développer un trouble bipolaire chez les apparentés du premier degré entre 5,8 et 7,9
par rapport a la population générale. Celui-ci diminuait au sein d’'une méme famille avec la
distance génétique, c’est a dire que le risque relatif diminuait progressivement chez les
apparentés du deuxieme degré (RR=2,2-3,3) et du troisieme degré (RR=1,6). Ainsi, le risque
de survenu du trouble apparait toujours supérieur chez les apparentés de deuxiéme et

troisieme degré par rapport a celui de la population générale (39).

La présence d’une agrégation familiale, est un argument pour I’existence de facteurs
héritables, mais ne suffit pas a identifier une composante génétique. Tous les traits familiaux
ne sont pas génétiques, et des taux de pathologies élevés dans une famille pourrait étre le fait
d’une influence environnementale partagée. A titre d’exemple, la maltraitance ou les abus
sexuels dans 1’enfance sont les facteurs environnementaux post-nataux les plus fréquemment

retrouvés comme associés au trouble bipolaire (40).
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L’action combinée des facteurs de risque a la fois génétiques et environnementaux se
retrouve dans toutes les pathologies. Certaines pathologies étant plus soumises a ’action du
facteur génétique, comme dans le cas des maladies a transmissions mendéliennes, d’autres a
I’action du facteur environnemental, comme c’est le cas pour les maladies infectieuses. Les
maladies complexes, dont le trouble bipolaire, se situeraient dans une position intermédiaire

pour I’action de ces deux facteurs (Figure 1).

Maladie de
Huntington  Autisme Schizophrénie Diabéte Lepre

)

Phényicétonurie Trouble Asthme  Varicelle
bipolaire

>

Figure 1: Gradient des facteurs génétiques et environnementaux dans les pathologie.
G représente la composante génétique et E la composante environnementale (41)

Seules les études portant sur le taux de concordance entre jumeaux et les études
familiales d’adoption ont permis de dissocier la part attribuée aux facteurs génétiques de celle
attribuée a I’environnement.

Le principe des études de jumeaux consiste & comparer le taux de concordance de la
pathologie (c’est a dire le fait que la paire de jumeaux présente la pathologie) chez les
jumeaux monozygotes a celle des jumeaux dizygotes. Ces études, malgré des chiffres
variables, rapportent toutes un taux de concordance supérieur chez les monozygotes, attestant
de la part génétique de la pathologie (42). Ces chiffres de concordance chez les monozygotes
n’atteignent jamais 100%, témoignant de la place de ’effet de ’environnement dans le

trouble bipolaire.

La composante génétique peut étre quantifiée grace au calcul de I'héritabilité. Celle-ci
¢évalue la part des facteurs génétiques dans la probabilité d'apparition d'un phénotype donné au
sein d'une population donnée. Autrement dit, elle mesure la part de la variance phénotypique
liée aux facteurs génétiques. L’héritabilité est calculée a partir des études de taux de

concordance entre jumeaux.
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Elle s'exprime ainsi : h2= (%MZ concordants-%DZ concordants)/(100%DZ

concordants). Celle-ci est estimée a 60% dans le trouble bipolaire (39).

Les études d'adoption permettent de séparer la composante génétique et la composante
environnementale prénatale, de la composante environnementale post-natale. Peu d'études
d'adoption ont été effectuées dans les troubles bipolaires. Ces études sont limitées par la faible
probabilité de recruter des familles d’adoptants, et de pouvoir disposer des données des
parents biologiques. Ces études ont montré que la prévalence de la pathologie est supérieure
chez les parents biologiques (7%) comparé aux parents adoptifs (1,8%), cette derniere étant

proche de celle de la population générale (43).

1.2.B) Constat actuel des résultats obtenus par les techniques de génétiques

traditionnelles

Une fois le caractére héréditaire du trouble bipolaire établi, 1’identification de génes de
susceptibilité se heurte aux difficultés rencontrées dans les maladies a déterminisme génétique
complexe.

Les premicres études réalisées 1’ont été par le biais d’approche de « géne candidat » ou

par I’approche « étude de liaison ».

Les analyses de génes candidats partent d’une hypothése a priori concernant un geéne
d’intérét, en général suggéré par les mécanismes neurobiologiques connus. Les mécanismes
d’action des psychotropes utilisés dans les troubles de I’humeur ont largement orientés les
analyses de génes dits candidats, codant pour des protéines impliqués par voie directe ou
indirecte dans les mécanismes d’action de ces psychotropes.

A titre d’exemple, le géne qui a ¢été 1'un des plus étudié dans les maladies
psychiatriques et en particulier dans le trouble bipolaire, est le géne SLC6A44, codant pour le
transporteur plasmatique de la sérotonine. Ce transporteur permet la recapture de la sérotonine
de la fente synaptique apres libération du neurotransmetteur (44). Il existe deux
polymorphismes fréquents au niveau de la région promotrice de ce géne, correspondant soit a
une insertion soit & une délétion d’une séquence de 43 nucléotides, affectant directement le
taux d’expression du gene, la quantité de protéine codée et donc la capacité de recapture de la
sérotonine (45).

Plus de 17 études d’association ont cherché a déterminer si 1’alléle portant I’insertion

ou celui portant la délétion se retrouvait de maniére préférentielle chez des sujets bipolaires en
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comparaison a des témoins. Ces études retrouvaient des associations contradictoires ne
permettant pas de conclure de maniere claire sur le réle de ce polymorphisme dans le trouble
bipolaire.

Une méta-analyse regroupant 1712 patients bipolaires et 2583 témoins issus de ces 17
études, retrouvait de maniere significative une association entre les porteurs de la délétion du
promoteur et le trouble bipolaire, avec un risque relatif estimé a 1,12 (46).

Néanmoins, I’effet sur le risque retrouvé est trés peu augmenté, et d’autre part, cet
allele semble peu spécifique au trouble bipolaire car il est également rapporté comme associé
a d’autres pathologies psychiatriques comme 1’épisode dépressif, les troubles anxieux ou

encore 1’autisme.

Les études de liaison sont des approches sans hypothése a priori, et utilisent des
marqueurs génétiques situés dans le génome entier d’un individu pour localiser des génes
situés dans ces régions génétiques.

Les études de liaison sont des approches sans hypothése a priori, et utilisent des
marqueurs génétiques situés dans le génome entier d’un individu pour localiser des genes
situés dans ces régions génétiques.

Le principe de ce type d’étude repose sur la transmission commune de ces marqueurs
et du phénotype d’intérét, au sein des familles, et de déterminer un géne causal de la maladie
si celui-ci est situé dans la région du marqueur génétique transmis. Ces marqueurs sont en
général des microsatellites, soit une séquence d’ADN constituée d’une répétition continue de
plusieurs nucléotides, cette répétition peut étre de taille variable. Pour le trouble bipolaire, ces
¢tudes ont permis d’identifier plus de 400 marqueurs génétiques potentiels sur I’ensemble du
génome (47).

Bien que ces études se soient multipliées dans le cadre du trouble bipolaire, aucun
gene ayant un réel impact dans le déterminisme du trouble bipolaire n’a pu étre identifi¢ et
répliqué de fagon convaincante, cette approche n’étant probablement pas suffisamment
puissante pour capturer la variabilité¢ génétique de la maladie. En effet ces régions de liaison
génétique sont de tres grandes taille et comportent donc un grand nombre de génes a explorer

en détail a la recherche de variants génétiques.

Depuis le séquengage du génome complet au début des années 2000, et la découverte

d’un nombre considérable de polymorphismes fréquents répartis sur I’ensemble du génome,
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les derni¢res années ont ét¢ marquées par les études d’associations sur génome entier ou

GWAS (Genome Wide Association Study) (48).

Chaque individu dispose dans son génome de deux copies de tous les chromosomes, a
I’exception des chromosomes sexuels, et présente donc 2 alleles pour chaque geéne. On
nomme polymorphismes nucléotidiques simples, les SNPs (Single Nucléotid Polymorphism),
les sites ou la séquence d'ADN du génome peut varier d'une seule base d'un individu a l'autre.
Ces variants génétiques dits fréquents ont une fréquence allélique (MAF Minimal Allele
frequency) MAF> 1%, c’est a dire qu’ils se retrouvent chez plus de 1% dans la population
générale.

Il existe environ 10 millions de SNPs chez chaque individu, et ils constituent les
variations génomiques interindividuelles les plus courantes. Un groupe d'alleles SNPs peut
étre transmis conjointement lorsqu’ils se situent dans une région chromosomique proche,
constituant un haplotype. Méme si une méme région chromosomique peut contenir de
nombreux SNPs, la localisation de quelques SNPs marqueurs issus du méme haplotype suffit
pour connaitre la nature de la variation génétique dans cette région. Si la majorité des
haplotypes courants se retrouvent dans toutes les populations humaines, leur fréquence peut
varier d’une population a ’autre. Le projet HapMap vise a cartographier dans le génome
I’ensemble des SNPs retrouvé dans les études, et d’établir leurs fréquences dans chaque

population (49).

Les études par GWAS partent du postulat que des polymorphismes nucléotidiques
fréquents (SNP de fréquence > 1-5%) sont impliqués dans les maladies fréquentes (50).

Ces ¢études d’associations cherchent a identifier quels SNPs ont une fréquence
allélique significativement différente entre 2 groupes : les patients souffrant d’un trouble
bipolaire et des sujets témoins, et testent en moyenne jusqu’a 1 millions de SNPs entre les
groupes.

Elles nécessitent un nombre considérable de sujets pour étre en mesure de maintenir
un seuil de significativité de 5% de faux positifs a 1’échelle d’un SNP. En effet du fait du
nombre treés élevé de SNPs testés, il est nécessaire d’appliquer une correction de Bonferroni

pour chaque test d’association réalisé, soit d’atteindre un seuil de significativité de

I’association au niveau d’un SNP de 10°3. Méme si une association au risque de 5% de faux

positifs est retrouvée a I’échelle d’un variant, les études par GWAS doivent étre répliquées
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sur des cohortes indépendantes, mais issues d’une méme population de manicre a ce que la
fréquence allélique des polymorphismes soit relativement similaire (51).

Une récente revue de la littérature fait état des principales associations retrouvées par
GWAS dans le trouble bipolaire. (Tableau 3) 5 signaux d’association ayant atteint le seuil de
significativité ont été retrouvés avec le trouble bipolaire et répliqués sur de larges échantillons

pour les génes CACNAIC, ANK-3, ODZ-4, SYNE-1, TRANK]I (52).

Auteur Année Journal Population Cas (N) Controles (N) Genes associés significativement ~ Autres génes impliqués

Baum 2007 Mol Psychiatry NIMH and German 461 & 772 563 & 876 DGKH
WTCCC 2007 Nature WTCCC 1,868 3,000 KCNC2, GABRBI, GRM7, SYN3
Ferrcira 2008  Nature Genetics STEP-BD & UK & Ireland 4,387 6,209 CACNAIC, ANK3
Sklar 2008 Mol Psychiatry STEP-BD 1,461 2,008 MYOSB
Smith 2009 Mol Psychiatry GAIN 1,001 & 345 1,033 & 670 NAPS, DPYI9L3, NTRK2
Hattori 2009  AmJ Med Genet B Japanese 107 & 395 107 & 409
Djurovic 2010  Joumal of Affective Norwegian, lcclandic 194 & 435 336 & 10,258 DLEU2, GUCYIB2, PKIA,
Disorders CCL2, DPP10, CNINAPS, FBN!
PGC-BD 2011 Naoture Genetics PGC-BD 7481 &4,496 9250 & 42422 CACNAIC, ODZ4
Smith 2011 PLoS Genetics BiGS 2,191 1,434
Yosifova 2011 Gene Brain Behav Bulgarian 188 & 122 376 & 328 GRIKS, PARDGB, CTSH
Cichon 2011 American Joumal of MooDS (German) 6,030 31,749 NCAN
Human Genetics
Lee 2011 Molecular Psychiatry Han Chinese 1,000 &409  1,000& 1,000 SP8, STS8SIA2, KCTDI2, CACNB2
Chen 2013 Molecular Psychiatry meta-analysis 6,658 & 484  B187& 1823  TRANKI ANK3
Muhlcisen 2014  Nature Communications PGC-BD & MooDS 9,747 14278 ANK3, ODZ4, TRANK1, ADCY2
Xu 2014  BMC Med Genet Canadian and UK 950 950 SYNEI , ZNF639, CNINAPS, CDHI3

WTCCC: Wellcome Trust Case Control Consortium, STEP-BD: Systematic Treatment Enhancement Program for Bipolar Disorder, BiGS: Bipolar Genome Study, GAIN: Genetic Association Information
Network, PGC-BD: Psychiatric Genomics Consortium-Bipolar Disorder Working Group, MooDS: Systematic Investigation of the Molecular Causes of Major Mood Disorders and Schizophrenia

Tableau 3: résultats des études d’association par GWAS réalisées dans le trouble bipolaire (52)

CACNAIC code pour une sous unité d’un canal calcique voltage-dépendant, et est
considéré comme 1’un des geénes ayant 1’une des plus fortes susceptibilité génétique dans le

trouble bipolaire dans la mesure ou il est retrouvé comme associé dans plusieurs GWAS.

De facon intéressante, lorsqu’un variant d’intérét est identifié comme associé au
trouble, il est possible de s’intéresser au role fonctionnel de 1’activité neurale du gene, soit par
le biais d’étude d’imagerie fonctionnelle, soit par le biais de tests neuropsychologiques chez
des sujets porteurs du SNP associ¢ de ce géne.

C’est le cas du variant rs1006737 pour CACNAIC, ou les études en imagerie
s’intéressent au niveau d’activation de I’hippocampe, de ’amygdale, et du cortex préfrontal
pendant une tache cognitive impliquée dans les processus émotionnels. A titre d’exemples,
Wessa retrouve une augmentation de 1’activité¢ de ’amygdale chez des sujets sains porteur de
I’allele lors d’une tache de récompense monétaire (53). Erk rapporte que les sujets sains
porteurs de 1’allele a risque sur CACNAIC ont une hypoactivation hippocampique

significative lors d’une tdche de mémorisation, ainsi qu’une réduction du couplage
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fonctionnel inter-hippocampiques pendant la tiche (54). Néanmoins, pour une autre étude
portant sur les mémes taches cognitifs réalisée chez des porteurs du variant rs1006737, a la
fois chez des sujets sains porteurs, des patients bipolaires, et des patients schizophrenes,
retrouve une augmentation de 1’activité hippocampique gauche et ce indépendamment du

statut de malade ou non malade et indépendamment du diagnostic (55).

Le géne ANK-3 code pour une protéine cytoarchitecturale, 1’Ankyrine-3 localisée
spécifiquement dans le systétme nerveux au niveau de la jonction neuro-musculaire, du
segment initial de I’axone et au niveau des nceuds de Ranvier.

Une récente étude rapporte qu’au niveau cellulaire, 1’Ankyrine-3 jouerait un rdle
prépondérant dans la prolifération des neurones au cours du développement neural (56).

Une ¢étude en imagerie fonctionnelle retrouve une réduction d’activation des voies
cérébrales impliquées dans la reconnaissance faciale des émotions chez des sujets bipolaires

porteurs du SNP rs10994336 du géne ANK-3 en comparaison a des sujets sains porteurs (57).

Bien que retrouvés de maniere robuste dans plusieurs études d’association, les
variants retrouvés sur ces génes conferent un risque relatif estimé faible, de I’ordre de 1,2 a
1,4 aux individus porteurs. Ainsi, les résultats sur la contribution de ces variants fréquents

n’expliquent pas la forte héritabilité existante dans le trouble bipolaire (58).

Plusieurs explications sont envisageables pour expliquer 1’héritabilité manquante :

. Il est envisageable que des variants fréquents additionnels de pénétrance tres faible
expliquent la part d’héritabilité restante, dont I’effet serait trop faible pour étre détecté par les
¢tudes d’association, & moins d’augmenter les effectifs de fagon considérables (centaines de

milliers d’individus), ce qui en pratique est non réalisable a ce jour.

. La recherche en psychiatrie génétique se porte actuellement sur I’hypothése de
variants rares (de fréquence <1%) qui aurait un effet sur le risque plus important (Figure 2).
Cette hypothese est directement issue des effets de la pression de sélection qui influencent la
fréquence des mutations déléteres dans la population. Ces mutations déléteres sont rares, soit
parce qu’elles sont apparues récemment (depuis quelques générations), soit parce qu’elles
sont ancestrales et maintenues a une fréquence faible dans la population en raison de la

pression de sélection négative (les variations qui sont le moins favorables a la survie de
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I’individu qui les porte sont éliminées par le biais de la sélection naturelle). Les variants
fréquents ont tendance a étre plus anciens étant donné leur fréquence relativement importante
dans la population générale. Il semble donc peu probable que ceux-ci soient sujets a une
pression de sélection négative. Or, I’existence de variants favorisant les maladies refléte un
équilibre entre la «mutation» qui crée de nouveaux variants de susceptibilité et la «sélection»
qui les empéche de progresser vers une fréquence plus élevée dans la population. Par
conséquent, les variants de susceptibilité aux maladies complexes ne devraient donc pas étre

des variants fréquents (59).

Effect size
50.0

Low-frequency
: variants with
= intermediate effect

1.5
T Rare variants of b
@I small effect
11 very hard to identify

by genetic means

Low

0.001

| Very rare

Allele frequency
Figure 2. Impact des différents variants a ’origine de pathologies en fonction de leur
fréquence dans les maladies complexes. L’axe des abscisses représente la fréquence
allélique, I’axe des ordonnés représente une estimation du risque relatif. (59)

. Outre les effets des variations qualitatives fréquentes ou rares dans le génome, il existe
des variations dites quantitatives, les CNVs (Copy Number Variation), retrouvés comme

associés avec les maladies complexes dont les maladies neuropsychiatriques (60).

Les CNVs sont des variations structurales du génome de taille >1 Kb et apparaissent
sous la forme de délétion ou de duplication de fragments plus ou moins grands du génome,

pouvant inclure un ou plusieurs genes.
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Au méme titre que les variants qualitatifs, ceux-ci peuvent étre transmis ou survenir de
novo, et il peut s’agir de CNVs fréquents (>1-5%) ou rares (<1%) en fonction de leur
fréquence retrouvée dans la population. Les CNVs dans le génome sont localisés de maniére
préférentielle dans des zones de répétitions ségmentaires, les LCR (Low Copy Repeat)
typiquement situées dans les régions péricentromériques et télomoriques. Ceux-ci, sont
habituellement détectés soit par des techniques d’hybridation du génome (CGH-array), soit a

partir des données des GWAS en utilisant la SNP-array.

Les CNVs dits rares ont un impact beaucoup plus importants sur le risque de survenue
des pathologies, Les études retrouvent de manicre robuste une augmentation des CNVs larges
(>100kb) et rares dans des pathologies comme la schizophrénie, 1’autisme, et le déficit

intellectuel en comparaison a des témoins (61).

Dans le trouble bipolaire, la littérature rapporte un exceés de CNVs totaux rares dans le
trouble bipolaire, en comparaison a des témoins. Le nombre de ces variations génomiques
semble moins important dans le trouble bipolaire en comparaison a la schizophrénie. Cette
différence est retrouvée pour les CNVs de tres grande taille (>1Mb) et pour ceux de grande
taille > 500kb. Néanmoins, les stratégies de détection actuelles manquent de sensibilité pour
les CNVs de petite taille (<100kb) dont le role reste largement inconnu, mais qui pourraient
avoir un effet sur le risque important (62).

Pour ce qui est des CNVs de Novo, ceux-ci sont également rapportés comme associés
au trouble bipolaire. Au méme titre que les CNVs totaux, le nombre de CNVs de novo est

rapporté comme supérieur dans la schizophrénie en comparaison au trouble bipolaire (63).

. Il existe ¢également une contribution d’effets génétiques n’occasionnant pas de

variations sur la séquence nucléotidique de ’ADN :

- Dans le génome les phénomeénes d’épistasie, sont considérés comme les effets que peuvent
entretenir les genes entre eux, en général lorsqu’ils participent & une méme voie
physiopathologique (ou « pathway »). Certaines ¢études réalisées a partir des signaux
d’association issues des GWAS, cherchent a identifier des SNPs au niveau d’un pathway, puis
une modélisation dite en réseau (ou « network ») est construite pour voir quels genes
interagissent de maniere préférentielle entre eux.

Nurnberger et son équipe, en examinant les données de 4 GWAS (5253 sujets
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bipolaires et 6874 sujets témoins), ont considérés 966 genes dans lequel un signal
d’association était retrouvé au niveau d’un SNP, inclus dans 17 pathways chez les sujets
bipolaires. Une cohorte de réplication (3507 sujets bipolaires et 4886 sujets témoins)
indépendante retrouvait 6 pathways de ceux retrouvés par les données de GWAS, incluant la
voie de signalisation du récepteur glutamatergique, la voie de signalisation de la
phospholipase C, la voie de signalisation du CRH (64).

Ce type d’études centrées sur les pathways, en prenant en considération les
relations d’un géne muté au sein d’un réseau, pourraient s’avérer d’un grand intérét pour une

meilleure compréhension de I’architecture polygénique du trouble bipolaire.

- Les changements épigénétiques, sont le reflet d’une altération de I’expression du gene
induits par un facteur environnemental. IIs ont la plupart du temps médiés par la modification
des histones de la chromatine. Par exemple, une hypométhylation du promoteur gene de la
COMT est retrouvé associ¢ a la fois au trouble bipolaire et a la schizophrénie, a partir
d’analyses sur un échantillon de cerveaux en post-mortem (65).

Dans le trouble bipolaire, des changements épigénomiques ont pu étre identifiés chez
des sujets ayant vécus des évenements de vie stressant dans la petite enfance. Lors du cours
évolutif de la maladie, il existait une différence de profil d’expression génique entre les états
dépressifs, euthymiques et maniaques (66).

Il a pu également étre établi que le stress oxydatif généré par un nombre répété
d’épisodes maniaques, pouvait modifier la méthylation de I’ADN, limitant la régulation

d’expression de certains génes (67).

1.2.C) Le séquencage de nouvelle génération dans les troubles bipolaires

Une partie de I’héritabilité manquante pourrait &tre expliqué par les variants
génomiques rares. Le séquencage de nouvelle génération est une technique extrémement
sensible qui permet de détecter ces variations, c’est a dire de fréquence allélique inférieure
a 1% dans la population, qui ont un effet sur le risque plus important dans le cadre des
maladies complexes.

Les variants génétiques rares peuvent étre soit des variations quantitatives, les CNVs
(Copy Number Variation) soit des variations nucléotidiques dites qualitatives, les SNVs

(Single Nucleotide Variant). Les variants rares se définissent par une MAF<1%.

22



La détection des SNVs est possible par 'utilisation du séquencage haut débit dont le
séquencage d’exome. Cette stratégie a permis de découvrir que des pathologies considérés
comme complexe résultaient de mutations de novo, ou encore que des pathologies considérées
comme mandéliennes résultaient finalement d’un mode de transmission polygénique ou des
variations rares portant sur plusieurs génes €taient impliqués (68).

Ce séquengage de nouvelle génération s’intéresse soit aux exons de I’individu (le
séquengage d’exome) soit au génome entier d’un individu (séquengage génome entier/ Whole

genome sequencing) incluant introns et exons.

1.2.C) (1) Principes généraux du séquencage d’exome

Le séquencage d’exome, correspond au séquencage de tous les exons du génome
c’est-a-dire de toute la s€quence codant pour des protéines (I’ensemble des exons des 20 000
genes, ce qui représente 200 000 exons, incluant 30Mb sur les 30 Gb total soit environ 1,5%
du génome) d’un individu.

L’avantage présenté par cette technique est de se limiter a la séquence de I’ADN
transcrite en ARNm et survivant a D’épissage pour étre traduite, et qui donc a priori
présenterai une meilleure concordance entre le génome et un impact fonctionnel a I’échelle de
la fonction protéique. L’intérét de cette stratégie en se limitant a cette partie du génome, outre
un moindre codt, est que la quantité de données générées lors du séquengage est moins

conséquente en comparaison au séquengage génome entier.

L’exome de chaque individu présente un nombre de SNV de ’ordre de 17 000, dont
environ 500 ont une fréquence allélique < a 0.1% et en moyenne il apparait a chaque
génération un SNV de novo avec un impact biologique potentiel. Certaines mutations
qualifiées de « privées » seraient propres a un individu ou a une famille (69). Sur le nombre
important de variants rares détectés, la plupart ne constituent que des polymorphismes
parfaitement bénins puisque 1’on estime que chaque exome contient environ 500 SNVs
susceptibles d’avoir un impact biologiques. Il est donc nécessaire de trier et de filtrer ces
variations exoniques a 1’aide d’outils bioinformatiques, afin d’en restreindre le nombre et de

ne garder que les altérations génétiques d’intérét.
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Trois principales stratégies sont envisageables avec le séquencage d’exome (Figure 3):

Intrafamiliale
Analyse en trio arg Cas-témoin
¢ = =
em_ mem m _ee
3 ;. 1 T
' 20 000 SNVs / ind.

=> Exclusion of variants with minor allele frequency 21%. in databases
1000 genome project - 6503 exomes EVS ~ 60,706 exomes ExXAC:
700 rare coding SNVs / ind.

l ! |

Substractive Comparative exomes Comparative exomes
exomes between relatives between index cases
De novo Identical genic Identical

mutations: 1-2 alterations: =20 altered genes

Figure 3: représentation des 3 stratégies principales dans le séquencage d’exome (D’aprés le Pr
FREBOURG)

. Dans le cadre d’une survenue sporadique, on réalise une analyse de trio a la recherche
de mutation de novo: on soustrait les variations des parents sains a celles de I’enfant atteint

dans le but d’étudier celles qui sont uniquement présentes chez 1’enfant.

. La stratégie intrafamiliale, consiste a comparer les exomes d’au moins deux individus
atteints d’'une méme famille pour en tirer une liste réduite de variations en commun et avec

I’hypothése que celle contribuant au phénotype observé dans la famille y soit.

. Enfin, la stratégie des études d’association cas-témoins consiste a comparer des
exomes de plusieurs individus atteints non apparentés a celui d’individus sains et de
déterminer si la fréquence de variants dans un geéne donné est supérieure dans le groupe
atteint par rapport au groupe sain. Dans le cadre du design cas-témoin, plusieurs types

d’associations peuvent étre recherchées.
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Les différents types d’associations dans les études cas-témoins (70) :

= [’association peut étre réalisée a I’échelle du variant, mais cela est extrémement
difficile dans le cas de variants rares du fait de la faible probabilité de récurrence de ceux-ci

dans une population.

. Plutét que d’analyser chaque variant de fagon indépendante, une facon de réduire le
nombre de tests statistiques et d’atteindre un seuil de significativité de I’association moins
restrictif, est d’agréger les variants rares. Cette agrégation peut étre réalisée a deux niveaux :

- Soit au niveau d’un méme gene : tous les variants détéctés dans un méme gene sont
groupés ou (« collapsés ») pour construire un variant unique. Si plusieurs variants rares sont
trouvés dans un géne qui est associé au trouble, chaque variant pris individuellement devrait
étre extrémement rare, alors que 1’effet combiné de plusieurs variants rares dans le méme
gene aura un poids plus important, permettant alors plus facilement la mise en évidence de
leurs effets (Figure 4).

- Cette démarche peut également étre réalisée au sein d’un groupe de genes en
comparant les variants plus ou moins sélectionnés et fusionnés (« collapsés ») appartenant a

un méme réseau ou une voie biologique commune chez les cas versus les témoins.

Cumulative

MAF: 0.029 Associated RR 1.5 (mean)

MAF 0.008 MAF 0.01 MAF 0.01 MAF 0.001
RR 1.7 RR 1.2 RR14 RR3.9

¥ ¥ v v

74 Gene A —

Controls
Cases ' 3
v ¥ e \ EEm-a---.

\ = /

Figure 4:Principe des tests de type burden (collapsing) dans le cadre des études cas-témoin,
basés sur les variants rares. Les chiffres sont donnés a titre d’exemples. Les variants rares sont
fusionnés en un seul variant fictif chez les cas, et le méme principe est appliqué aux témoins. Le test
cherche a identifier une différence de charge en variants rares entre cas et témoins.
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1.2.C) (2) Résultats obtenus dans les troubles bipolaires

Une récente revue de la littérature rapporte les principaux résultats retrouvés par

séquencage d’exome dans le trouble bipolaire (Tableau 4).

Résumé des études portant sur le séquengage dans le trouble bipolaire : génome entier et exome

Study design  Sample Platform Findings
Chen Case-control 191 BD, 107 Exome Nimblegen v1.0/ Seven gene-sets were nominally
etal, study controls IHlumina GAlI, associated with BD
2013 Numblegen
v2.0/Illumina
HiSeq2000
Cruceanu  Large 250 individuals Exome SureSelect Human  ZNF259 F387L variant showed
et al, pedigrees from 25 families All Exon completely linkage with BD
2013 vd/HiSeq2000 in one pedigree
Kemner Single 3 affected siblings  Exome TruSeg/!llumina Linkage with eight genes
et al, family and an (IQUB, IMJDI1C, GADDA45A,
2013 unaffected GOLGBI1, PLSCR5, VRK2,
sibling MESDC2, FGGY) related to
CREB signaling
Georgi Large 50 subjects of a Whole genome  Complete Each nominally significant
etal, pedigree pedigree sequencing Genomics linkage peak had several
2014 consisting of with linkage deleterious variants, but no
497 individuals analysis robust risk loci were
identified
Strauss Large 7 subjects of 4 Exome SureSelect Human KCNH7 R394H mutation was
et al, pedigrees families All Exon associated with BD
2014 37Mb(v1)/
Humina GAll
Fiorentino  Case only 99 patients with Whole genome  Complete CACNAILC rs79398153 and
etal, BD Genomics ANK3 N2643S were
2014 associated with BD

BD, bipolar disorder

Tableau 4: études portant sur le séquencage dans le trouble bipolaire (71)

L’équipe de Chen et al est la premiére équipe a avoir réalisé une étude cas-témoin de
séquencage d’exome en utilisant un design d’association de type burden, en agrégeant les
variants au niveau d’une voie biologique (72).

L’échantillon était constitué¢ de 191 patients bipolaires comparés a 107 controles et une
tendance d’association était retrouvée pour des variants dans 7 genes. Ces génes étaient
retrouvés dans les pathway impliquées dans la guidance axonale, la signalisation calcique
synaptique, I’interaction ligand récepteur de la synapse, et la voie de signalisation MAPK.

La tendance d’association retrouvée comme la plus probante concernait la voie de
MAPK, voie de signalisation retrouvée de maniére ubiquitaire intervenant dans la transduction

du signal extracellulaire vers le cytosol, médiant notamment la transduction des facteurs de
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croissance . Une augmentation d’activité transcriptionnelle de la voie MAPK a pu étre

identifié dans les monocytes périphériques chez des sujets bipolaires (73).

Kerner et al, ont réalisé une étude intrafamiliale de séquencage d’exome au sein d’un
pédigré comportant 4 enfants dont 3 sujets présentaient un phénotype bipolaire et un sujet
sain. Les parents étaient indemnes de toutes pathologie psychiatrique, au méme titre que les
générations supérieures. 8 SNVs rares étaient partagés chez les sujets malades, et n’étaient
pas retrouvés chez le sujet non affecté de la famille ni chez 200 sujets contrdles (74).

Les 8 genes portant ces SNVs codaient pour des protéines impliquées dans la voie de
signalisation de la protéine CREB (Cyclic adenosine monophosphate Response Element
Binding protein). Cette voie de signalisation bien qu’ubiquitaire a pu étre identifié au niveau
cérébral, et jouerai un role central dans la plasticit¢é synaptique, la neurogénese
hippocampique, et dans la régulation et la réponse au stress chronique (75).

Le lithium aurait une action sur la voie de signalisation CREB. L’utilisation de ce
traitement en prophylaxie des rechutes thymiques agirait en diminuant la phosphorilation de

CREB (76)

L’implication des génes CACNAIC et ANK3 retrouvés comme associés au trouble
bipolaire dans les études par GWAS, a également été étudiée a 1’échelle des variants rares
(77). Apres génotypage chez environ 1 500 cas et 1 000 témoins, les SN'Vs les plus associés
présentaient des p valeurs peu significatives, respectivement 0,015 et 0,042 pour un SNV dans
CACNAIC (Minor Allele Frequency, MAF = 0,03) et un SNV dans ANK3 (MAF = 0,003).
Bien qu’utilisant le séquencage a haut-débit, cette étude raisonnait variant par variant, et non a
I’échelle du géne, ce qui semble étre maintenant la clé pour les études d’association basées sur

les variants rares (70).

Ces études n’ont pas encore permis d’identifier sans équivoque, quels geénes
influenceraient la survenue du trouble bipolaire, probablement en lien avec des effectifs trop
petits, des designs statistique d’études non adaptés aux variants rares, et parfois un groupe
hétérogene de patients. Pour autant, de nouvelles approches statistiques et analytiques
apparaissent pour étre en mesure de détecter ces variations par séquencage. L’une des
stratégies proposée est celle de concentrer sur un sous-groupe de sujet affecté par la

pathologie, présentant des caractéristiques phénotypiques similaires (78).
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II. DEUXIEME PARTIE: VERS DE NOUVELLES APPROCHES PHENOTYPIQUES

I1.1 LIMITES DES DESCRIPTIONS PHENOTYPIQUES ACTUELLES DU TROUBLE BIPOLAIRE

En absence de critéres de validité externe, la définition actuelle des phénotypes en
psychiatrie s’appuie sur des symptomes cliniques regroupés en entités syndromiques. Ces
entités syndromiques permettent par une vision catégorielle des pathologies d’avoir une
fidélité inter-cotateur satisfaisante. Néanmoins, une bonne validité de construction clinique ne

garantit pas I’existence d’une validité étiologique génétique ou biologique (79).

L’observation de chevauchements symptomatiques de certaines pathologies
psychiatriques pouvant €tre superposables pendant le cours évolutif de la maladie évoque
alors la possibilté¢ de fondements étiopathogéniques partagés. L’exemple typique est celui de
I’épisode dépressif dont les symptomes sont retrouvés a la fois dans la dépression unipolaire
et dans la dépression du trouble bipolaire. De la méme facon, 1’existence du trouble schizo-
affectif caractéris¢ par Kasanin, empruntant a la fois de la symptomatologie aux troubles
bipolaires et a la schizophrénie suggére 1’idée d’une possible appartenance génétique

commune entre les entités (80).

Si les ¢tudes d’épidémiologie s’intéressant au risque familial révélent toutes un risque
morbide plus élevé de trouble bipolaire chez les apparentés de premier degré du cas par
rapport a la population générale, elles font également état d’un risque morbide supérieur pour

d’autres pathologies psychiatriques chez eux par rapport a la population générale (43).

Ainsi des épisodes dépressifs récurrents et de dysthymie sont plus fréquemment
identifiés chez les familles de sujets bipolaires que dans des familles de témoins (81).

Les études d’agrégation ont également mis en avant une co-agrégation du trouble
bipolaire avec la schizophrénie. Dans I’étude de Song et Lichtenstein, qui s’intéressait a
I’agrégation familiale du trouble et a sa co-agrégation avec les autres pathologies
psychiatriques, la co-occurrence avec les autres pathologies psychiatriques au sein des
familles était considérable. La corrélation la plus importante retrouvée était avec la
dépression, soit de 0,62 et celle retrouvée pour la schizophrénie était de 0,44.

L’équipe de Song suggere que le trouble bipolaire pourrait appartenir a la fois au
spectre des troubles affectifs, et a celui des troubles psychotiques. Néanmoins, les auteurs

soulignent que le lien du trouble bipolaire serait plus important avec le spectre des troubles de
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I’humeur (39).

Les études de biologie moléculaire réalisées ont confirmés 1’existence de geénes
partagés entre les différentes entités de la nosographie psychiatriques. Ainsi, le Cross-
Disorder Group of Psychiatric Genomics Consortium a mis en évidence des SNPs communs
entre les 5 pathologies psychiatriques, que sont la schizophrénie, le trouble bipolaire,
I’autisme, I’épisode dépressif et le trouble déficitaire de ’attention avec hyperactivité. Méme
si le degré avec lequel une mutation est en lien avec un trouble individualisé ou est partagé
entre plusieurs troubles reste peu clair, la corrélation entre des SNPs partagée la plus forte

¢tait celle retrouvée entre la schizophrénie et le trouble bipolaire (82).

Au regard de la littérature, la susceptibilité génétique partagée pour lequel le niveau
d’évidence est le plus fort, est celle existante entre le trouble bipolaire et la schizophrénie
(83). Des genes tels que DISCI (Disrupted in schizophrenia 1) ou NRG/ (Neuregulin 1) ont
¢té identifiés dans des échantillons indépendants, par le biais d’études de liaison dans des
familles ou les 2 pathologies étaient présentes (83). Pour Craddock et Owen selon leur
modele, certains génes seraient plus spécifiques aux troubles bipolaires, d’autres a la
schizophrénie, enfin certains seraient communs aux deux entités (Figure 5). IIs suggérent des
hypotheses alternatives, comme celle d’une base génétique totalement commune entre
troubles affectifs et troubles schizophréniques, I’expression phénotypique des troubles étant

modulée par des facteurs environnementaux spécifiques a chacun.

ISC DAOA
Susceptibility Dysbindin NRG1 BDNF
genes . 1

Prototypical T Prototypical
Schizophrenia fect Mood Disorder
iDSMIV i
DSMIV Schizophrenia iSA : DSMIV Mood disorder

idisorder ;

Figure 5: Relation entre génes de vulnérabilité et phénotypes cliniques selon le modéle de
Craddock et Owen (83). Le chevauchement des ellipses représente le chevauchement d’un ensemble
de génes. En rouge les génes susceptibles d’influer sur le phénotype de la schizophrénie, en vert les
génes communs décrivant le phénotype schizo-affectif, en bleu les génes de susceptibilité du
phénotype bipolaire.
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Devant ces différents niveaux d’incertitude phénotypique pour le trouble bipolaire,
¢laborer des stratégies dans le sens de la restriction phénotypique semble en toute logique, la
maniére la plus appropriée de dégager un sous groupe a génotype plus identique, et pourrait

faciliter I’identification des génes impliqués dans ces phénotypes.

11.1.A) Approche Endophénotypique

Les endophénotypes sont des traits neurophysiologiques mesurables (mesures
biologiques, physiologiques, neuroanatomiques ou neurocognitives) présents chez les sujets

atteints de la pathologie d’intérét mais €galement présents chez les apparentés non atteints.

Un endophénotype doit répondre aux caractéristiques suivantes (84):
- Etre associé avec la maladie dans la population.
- Etre stable dans le temps, non modifiable et indépendant de 1’état ; c’est a dire présent avant,
pendant et apres le développement de la pathologie.
- Etre héritable.
- Dans les familles, I’endophénotype et la maladie coségrégent.
- Dans les maladies complexes : I’endophénotype présent chez les patients est présent chez
des sujets non atteints de la famille, avec une prévalence supérieure par rapport a la

population générale.

Pour les maladies psychiatriques a hérédité complexe, étudier une population
partageant un endophénotype permettrait de « mendéliser » ce marqueur et de faciliter
I’identification de génes de susceptibilité en lien avec I’expression de cet endophénotype.

Plusieurs modéles dans lesquels de méme geénes pourraient étre associés a des
endophénotypes ont été proposé dans le trouble bipolaire, a partir d’anomalies retrouvés chez
les patients et leurs apparentés (85). Néanmoins, ces modeles ne sont pas validés par des

¢tudes d’association génétique a ce jour (figure 6).
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Figure 6. Modéles de la susceptibilité génétique avec les endophénotypes proposés dans le
trouble bipolaire (85).

A notre connaissance, seul 1’endophénotype concernant 1’onde P300 a pu étre validé
au niveau d’étude génétique.

Les anomalies de I’onde P300 est une caractéristique cognitive largement décrite dans
la schizophrénie, également rapportée dans le trouble bipolaire dans les études portant sur les
potentiels évoqués. Chez le sujet sain, I’onde P300 est une onde positive enregistrée 300 ms
lorsque celui-ci détecte un stimulus auditif inattendu et imprévisible. L’amplitude de 1’onde
serait un indice ¢électroencépholagraphique qui refléterait la qualité de la mémoire de travail.
Chez les sujets schizophreénes et bipolaires ainsi que chez leurs apparentés du premier degré,

il existe une réduction de I’amplitude de 1’onde P300 (86).

Dans une large famille composée de sujets affectés de schizophrénie et de trouble
bipolaire, la translocation interrompant le géne DISCI/ mise en évidence était retrouvée
comme associée a une réduction d’amplitude de 1’onde P300 chez tous les sujets de la famille

porteurs de la translocation (87)
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Le role des variants du gene DISCI sur I’onde P300 a été recherché par étude
d’association, dans un échantillon comportant 279 patients bipolaires, schizophrénes et des
apparentés non affectés, en comparaison a 208 contrdles non apparentés. Un polymorphisme
de DISCI était associé significativement avec une réduction de 1’amplitude de I’onde P300

pour le SNP rs821597 (88).

D’autre part 1’étude clinique et psychométrique des tempéraments affectifs pourrait
s’avérer prometteuse dans la recherche des substrats génétiques des troubles bipolaires. En
effet, par définition, les tempéraments sont héritables, et stables dans le temps
indépendamment de [’état thymique d’un sujet au moment de son ¢évaluation. Les
tempéraments sont facilement évaluables quantitativement a 1’aide de I’autoquestionnaire
TEMPS-A (89). Une étude menée par GWAS a décrit une association entre plusieurs
polymorphismes avec différents tempéraments chez des patients présentant un trouble
bipolaire de type I. L’idée était de déterminer quel sous-type de tempérament était le plus
associé a une région génétique, 1’association retrouvée la plus probante était entre un variant
et I’existence d’un tempérament irritable. Néanmoins, seuls des patients étaient évalués en
comparaison a des témoins dans cette étude et leurs apparentés n’étaient pas pris en

considération (90).

11.1.B) Approche par Symptomes candidats

Une autre approche employée pour dégager un sous-groupe étiologiquement plus
homogéne est une approche par symptome candidat. Un symptdme candidat peut étre défini
comme une caractéristique clinique observable chez les sujets atteints et associé aux

caractéristiques suivantes (91) :

- La définition d’une forme clinique plus homogene (profil clinique, évolutif ou
thérapeutique),
- Un risque plus élevé d’étre atteint chez les apparentés de 1% degré,

- Une concordance entre jumeaux monozygotes et entre paires de germain atteints.

Dans le cadre du trouble bipolaire, certaines études génétiques ont utilisé cette

approche par des symptomes candidats différents.
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La réponse au lithium a pu étre identifiée comme un marqueur trait familial
pharmacologique, dans la mesure ou les sujets bipolaires répondeurs présentent une histoire
familiale positive de réponse a ce traitement (52).

De fagon générale concernant la réponse au lithium, on estime que 30% des sujets
traités seront d’excellents répondeurs, 30% seront des répondeurs partiels et 40% des sujets
traités seront non répondeurs a ce traitement (92).

Les caractéristiques cliniques du groupe de sujets répondant favorablement au
traitement par lithium en comparaison aux non répondeurs sont décrites ainsi (93):

- Les sujets présentent des épisodes typiques et récurrents,

- Lorsqu’ils sont traités en monothérapie seule par lithium, la réponse pharmacologique est
maintenue,

- Les sujets ne présentent pas de symptomes résiduels entre les épisodes,

- Les comorbidités anxieuses et addictives sont moins importantes dans ce groupe,

- Ils présentent une histoire familiale de troubles bipolaires et de troubles unipolaires de
bonnes réponses au lithium,

- De plus, les familles de troubles bipolaires répondant au lithium présentent une co-

agrégation moins importante avec la pathologie schizophrénique.

Les études par geéne candidat menées chez des répondeurs au lithium ont suggéré
I’association a de nombreux génes potentiels, notamment ceux de la famille des génes CREB,
ou encore des génes impliqués dans la voie du facteur neurotrophique BDNF (Brain Derived
Neurotrophic Factor) mais peu de genes identifiés n’ont pu étre répliqué (94).

Une étude récente par GWAS a été menée dans une population Taiwanaise entre des
patients bipolaires répondeurs au lithium en comparaison a des patients non répondeurs. Cette
étude retrouvait un signal d’association trés fort chez les répondeurs avec un variant fréquent
du géne GADL-1 (Glutamate Decarboxylase Like protein 1), avec une significativité jamais
égalée pour un variant dans le trouble bipolaire (p= 6,6x10%%) (95). Des variations du géne
GADL-1 sont fréquentes dans la population de I’Asie de I’Est, on ne retrouve pas de
variations fréquentes au sein d’autres populations pour ce gene. Néanmoins, une association
entre des répondeurs au traitement par lithium et la présence de ce variant n’a pas pu étre
retrouvée dans des études de réplication dont les sujets étaient issus de la méme population

(96).
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Une approche par stratégie intrafamiliale de séquencage d’exome a été entreprise dans
des familles de patients répondant bien a la monothérapie par sels de lithium. Les auteurs ont
mis en évidence pour une famille une variation située dans le géne ZPR1 qui ségrégait avec
les membres affectés du trouble bipolaire. Cependant, devant le peu de données disponibles
dans la littérature pour ce gene, il est difficile de conclure quant au potentiel impact de cette

variation dans la survenue du trouble bipolaire (97).

L’existence de tentatives de suicides se retrouve agrégée au sein des familles de sujets
bipolaires (98). Une étude comparant les données de GWAS entre des sujets bipolaires
présentant une histoire familiale de suicide versus des sujets sans antécédents de tentatives de
suicides a retrouvé un signal d’association sur la région 2p25 (rs300774). Ce SNP ¢était
proche avec le gene ACPI, dont DI’expression a pu étre retrouvé comme augmentée

significativement chez des patients bipolaires ayant réalisé un suicide abouti (99).

Nous explorerons plus avant dans les parties suivantes les 2 symptomes candidats
retenus pour cette étude que sont : un age de début précoce de survenue du trouble bipolaire

(symptdme candidat le plus décrit dans Ia littérature) et 1’agrégation familiale.

11.2 1.’AGE DE DEBUT PRECOCE COMME SYMPTOME CANDIDAT

Dé¢ja, Kraepelin, fait mention de I’existence d’un sous groupe de sujets entrant plus
précocement dans la maladie et dont 1’évolutivité est plus sévere. Il décrit également
I’existence d’une histoire familiale plus forte chez ces sujets, introduisant la notion d’une

8éme

prédisposition héréditaire du trouble. Dans sa édition du traité de psychiatrie, les patients

maniaco-dépressifs débutant le trouble entre 15 et 20 ans étaient majoritaires.

11.2.A) Arguments cliniques

De nombreux arguments sont en faveur d’une grande homogénéité clinique du sous
groupe de trouble bipolaire a début précoce. Cela représente la grande majorité du trouble,

puisque 1’on estime que 70% déclarent le trouble avant 24 ans (113).

34




Ces résultats princeps de Kraepelin ont été depuis confirmés par de nombreuses études
cliniques dont la STEP-BD qui retrouve un age du premier épisode avant 18 ans chez 68%
d’une cohorte de 3658 patients (100).

De nombreuses ¢études font état d’un profil plus lourd en terme de comorbidités chez
les patients bipolaires dont 1’age de début est précoce. Dés 1977, il a pu étre décrit chez les
patients bipolaires ayant un age de début inférieur a 30 ans un risque plus important
d’alcoolisme et de sociopathie (101).

Goldstein et Burkstein (102) retrouvent une plus grande prévalence des addictions
(tabagique, cannabique et alcoolique) dans le trouble bipolaire a début précoce, ainsi qu’un
risque augmenté de difficultés 1égales, scolaires et de déces par suicide.

L’¢tude STEP-BD retrouve chez les patients débutant un trouble bipolaire avant 18
ans plus de comorbidités anxieuses et addictives, de récurrences thymiques, des périodes
d’euthymie plus courtes et d’avantage de comportements violents et de tentatives de suicide
(103).

I a ét¢ également rapporté une plus grande propension aux caractéristiques
psychotiques dans les €épisodes thymiques chez les patients a début précoce, ainsi que plus
d’épisodes mixtes, et de comorbidités anxieuses (104).

Dans ce sous-groupe, les troubles hyperactifs avec déficit de I’attention sont retrouvés
de facon plus fréquente (105).

D’autre part, le sous-groupe précoce souffrirait d’un allongement du délai
diagnostique et de sa prise en charge (106). Une réponse prophylactique au lithium moins

bonne chez ces sujets est également rapportée (104).

Somatiquement, on retrouverait un risque accru de facteurs de risques cardiovasculaire
chez les patients ayant un trouble bipolaire a début précoce, notamment le diabéte, 1’obésité,
une hypertension artérielle associée a une ¢élévation du tonus sympathique, ainsi qu’une
dysfonction thyroidienne. Ces facteurs de risques cardio-vasculaires étaient identifiés avant le

diagnostic de trouble bipolaire (107).

Si les auteurs s’accordent pour la définition de I’age de début a ’age d’apparition du
premier épisode thymique (108), les seuils proposés pour individualiser les différents sous-
groupes ainsi que le nombre de groupes proposés sont moins consensuels et font toujours

débat dans la littérature (109).
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La distribution de 1’dge de début du trouble peut étre modélisé¢ a 1’aide de modeles
mathématique dits d’ « admixture » ou de mélange de distribution. Ces modeles rendent
compte de la distribution observée d’un nombre n de sous-groupes de distribution gaussienne
dans une population (110).

Ainsi depuis une quinzaine d’année, de nombreuses études utilisant un modéle
d’admixture retrouvent une distribution du trouble bipolaire en 2 (début précoce et début
tardif) ou 3 (début précoce, début intermédiaire, début tardif) groupes distincts.

Dans ce type d’études, les valeurs seuils d’age de début proposées sont hétérogenes et
souvent fixées de manieres arbitraires, limitant ainsi le niveau de preuve et de réplication
entre les études.

Finalement, en regroupant les études portant sur 1’dge de début par modélisation
d’admixture, et cherchant a identifier un sous groupe précoce, le seuil d’age de début proposé

oscille entre des valeurs extrémes de 18 ans (111) et 40 ans (112).

Geoffroy et al (113), en reprenant les résultats issus de 8 ¢tudes d’admixtures, retrouvent
une distribution en 3 sous-groupes. Ils définissent ainsi le seuil du trouble bipolaire a début
précoce par un age inférieur ou égal a 21 ans, ce modele disposant d’un écart-type réduit
(21.33 + 1.41). Cette forme est trés fréquente sur I’ensemble des échantillons avec une
moyenne de 44,80%. Avec ce seuil d’age de début du trouble, le profil clinique du trouble
bipolaire a début précoce comprend : plus de tentative de suicide, plus de forme a cycles
rapides, plus d’addiction a 1’alcool et aux drogues, de symptomes psychotiques, d’anxiété

généralisée, d’attaques de panique et de troubles obsessionnels compulsifs.

Comme soulevé par Grigoroiou, 1’une des incohérences rencontrée dans la proposition
de répartition en trois groupes du trouble bipolaire par ces études réside dans le fait que les
différences cliniques sont comparées pour la plus part entre le groupe a début précoce et celui
a début tardif, le groupe a début intermédiaire étant souvent ignoré. Ainsi son étude avait pour
but d’évaluer le modele optimal pour la répartition de 1’dge de début dans un échantillon
combiné de 1503 bipolaire de type L. Il ne ressortait pas de différence entre une répartition en

deux ou trois groupe, et il retrouvait un cut-off a 24 ans pour le début précoce (114).

Ces arguments mettent en avant un profil d’expression clinique pour le trouble

bipolaire a début précoce, en terme de comorbidité et d’évolutivité, et renforcent I’idée de
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I’individualisation d’un sous groupe a phénotype plus homogene. Il parait également

raisonnable de penser, que le seuil de début pour celui-ci se situerait entre 18 et 24 ans (109).

11.2.B) Arguments biologiques et circadiens

De nombreux arguments ont pu étre identifiés concernant des marqueurs biologiques,
notamment ceux impliqués dans les mécanismes immuno-inflammatoire, en tant que
médiateurs dans la physiopathologie des troubles de I’humeur. Un taux ¢élevé de cytokines
pro-inflammatoires est rapporté pendant les épisodes maniaques et pendant les épisodes
dépressifs par de nombreuses études (115).

Dans le trouble bipolaire a début précoce, deux études réalisées chez des adolescents
bipolaires rapportent des taux ¢levés périphériques de marqueurs pro-inflammatoires,
retrouvant une CRP ¢élevée, des taux bas du facteur neurotrophique BDNF (Brain Derivated
Neuronal Factor) (116) et d’interleukine IL-6 (117). Néanmoins, ces études portaient sur de

petits échantillons et nécessitent d’€tre confirmeées par des études futures.

Concernant les anomalies du rythme circadien, c’est a dire les marqueurs intéressant
les processus physiologiques rythmiques d’une période d’environ 24h, les patients ayant un
trouble bipolaire a début précoce présenteraient des anomalies circadiennes plus marquées
que des pour un début du trouble plus tardif (118). Dans la mesure ou les caractéristiques
circadiennes sont trés biologiquement déterminées, elles représentent des biomarqueurs
d’intérét pour caractériser les sous-types de trouble bipolaire.

Le sous-groupe a début précoce serait sujet a plus de troubles du sommeil, avec un
retard de la phase d’endormissement, (119) une fragmentation du rythme éveil/sommeil, une
plus grande variabilité inter-nuit du sommeil, un allongement de la période d’endormissement
ainsi qu’une augmentation des mouvements oculaires rapides pendant le sommeil et ce, méme

en période d’euthymie (120).

11.2.C) Arguments en neuro-imagerie

En étude d’imagerie structurelle par IRM, il a pu étre constaté une hyper-densité de la
substance blanche sous-corticale chez les sujets bipolaires a début précoce. (121). Ces

résultats sont a considérer avec précaution, du fait du caractére aspécifique et commun avec

37



d’autres pathologies psychiatriques comme la schizophrénie, la dépression et I’état de stress

post traumatique (122).

Une réduction du volume de I’hippocampe et de I’amygdale a pu étre observé chez des
patients bipolaires a début précoce (123). Le volume du Gyrus Temporal Supérieur, serait
réduit de facon significative chez une population de patients enfants et adolescents atteints de

trouble bipolaire (124).

Une étude en imagerie fonctionnelle, par IRMf, décrit une réduction de I’index sulcal
dans la région préfontale dorso-latérale droite, ainsi qu’une réduction de 1’index sulcal des
deux hémisphéres chez un groupe de sujet bipolaires a début précoce, en comparaison avec un

groupe a début intermédiaire et au groupe témoin (125).
Une étude éléctro-physiologique par EEG (éléctro-encéphalogramme) met en avant
une asymeétrie hémisphérique préfrontale avec un enregistrement éléctrique réduit a droite

spécifiquement chez des sujets d’age jeune non retrouvé chez ceux d’age moyen (126).

11.2.D) Arguments cognitifs

Les travaux neuropsychologiques concernant les altérations cognitives dans le trouble

bipolaire sont florides dans la littérature.

Concernant le trouble bipolaire a début précoce, les troubles attentionnels et de la
mémoire verbale semblent plus marqués chez ces sujets, et I’on observe spécifiquement chez
eux des performances abaissées sur la mémoire de travail, le contrdle inhibiteur, et les

capacités visuo-motrices (127).

Dans une population pédiatrique de trouble bipolaire et d’enfant a haut risque familial
en comparaison a des témoins, un déficit de reconnaissance faciale émotionnelle a pu étre

identifiée (128).
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11.2.E) Poids des facteurs environnementaux

Si la génétique du trouble bipolaire fait I’objet de nombreux travaux, les facteurs
environnementaux, bien qu’ayant une participation évidente, sont moins étudiés. Néanmoins,
certains facteurs environnementaux ont été identifiés comme des facteurs pouvant moduler

I’age de début du trouble.

C’est le cas des abus sexuels dans I’enfance, qui sont fréquemment retrouvés en
association au trouble bipolaire, et une revue de la littérature met en avant leur corrélation
avec un age de début plus précoce de la pathologie (40). Néanmoins, il n’y a pas d’association
spécifique avec ce facteur environnemental, dans la mesure ou celui-ci se retrouve associé a
d’autres pathologies psychiatriques.

Un autre exemple est celui des complications obstétricales a la naissance, qui sont plus

largement représentés chez le groupe précoce de trouble bipolaire (129).

11.2 F) Arguments génétiques

Une récente revue de la littérature portant sur la génétique du trouble bipolaire a début
précoce fait état des principaux résultats retrouvés, a travers les 4 grandes types d’études
proposées en génétique que sont les études de liaison, les études portant sur les geénes
candidats, les études d’association pangénomique (GWAS), et les études portant sur la
recherche de CNVs (Copy Number Variation) (109). A notre connaissance, aucune étude
portant sur le séquencage haut-débit dans le trouble a début précoce n’apparait dans la

littérature a ce jour.

Dans le trouble bipolaire a début précoce, au méme titre que dans le trouble bipolaire
sans restriction d’age, les études portant sur les analyses de liaison retrouvent des résultats

souvent contradictoire et faiblement répliquées.

Pour les études portant sur les génes candidats, des associations préférentielles avec le
groupe précoce ont pu étre identifiées avec certains polymorphismes pour des génes tels le
BDNF (130), le gene du récepteur dopaminergique D1 (131), le gene de la COMT (Cathécol-
o-Methyl-Transferase) (132), le promoteur SHTT de la sérotonine (133), le géne TPH?2
(Tryptophan hydroxylase 2) (134), ainsi que certains genes de I’horloge circadienne (135).
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Deux études menées par GWAS dans le trouble bipolaire a début précoce n’ont pas
réussit a identifier un signal d’association, probablement du fait d’un effectif insuffisant de
sujets (respectivement 370 cas vs 2400 contrdles (136) et 2836 cas vs 2744 contrdles (137)),

et de I’absence de limitation phénotypique a un type de trouble bipolaire.

Les ¢tudes s’intéressant aux CNVs chez les sujets présentant un trouble bipolaire a
début précoce ont obtenus les résultats les plus probants.
Zhang a mis en avant un exces de CNVs totaux (transmis et de novo) de plus de 100kb chez
1000 sujets présentant un trouble bipolaire en comparaison a 1034 témoins. Cet exces était
significativement plus important chez les sujets ayant présenté un premier épisode maniaque
inférieur ou égal a 18 ans (138).
L’¢tude de Priebe comparait 882 sujets ayant un trouble bipolaire en comparaison a 872
témoins. Lors d’une analyse en sous-groupe d’age de début de la pathologie, un exces de
CNVs (duplications et délétions) était retrouvé chez les sujets ayant développé leur trouble a
un age inférieur ou égal a 21 ans. Les auteurs suggerent que les CNVs auraient une influence
dans le développement du trouble bipolaire a début précoce, mais n’influencerait pas la

survenue du trouble a début tardif (139).

I11.3 I’AGREGATION FAMILIALE COMME SYMPTOME CANDIDAT

D’une maniére générale, on estime que 60% des sujets présentant un trouble bipolaire
ont une histoire familiale de trouble bipolaire, et que 40% des sujets présenteraient une forme

dite sporadique (39).

Le mode de transmission du trouble bipolaire a longtemps fait débat. L’arrivé du
séquencage de nouvelle génération a permis de reconsidérer le modele de transmission du

trouble bipolaire.

Initialement, dans les années 1990, I’observation de la ségrégation du trouble bipolaire
dans certaines familles répondant a un mode de transmission mendélienne s’est concentrée a
identifier des mutations monogéniques, responsables du phénotype.

Devant I’absence de réplication de ces résultats, puis la découverte d’un nombre
considérable de variations fréquentes dans le génome, I’hypothése majeure des années 2000

¢tait celle d’un nombre multiples de génes impliqués sous 1’influence de I’environnement.
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Depuis la découverte des variants rares ayant un effet important sur le risque dans les
maladies complexes, il est envisagé, dans certaines familles chez qui I’agrégation familiale du
trouble est forte, un mode de transmission plus simple dit « oligogénique quasi-mendélien »,

dans lequel il y aurait un nombre limité de genes impliqués (78).

Finalement, en I’espace d’une trentaine d’année, le mode de transmission envisagé
actuellement s’est rapproché du modele initial proposé, et se situerait a la fois entre un modéle

mendélien pur et un modele polygénique (Figure 7).

Single gene
Mendelian disorders

Oligogenic quasi-
Mendelian disorders

Common disease
common variant

Figure 7. Les différents modéles génétiques dans le trouble bipolaire (78).

L’un des enjeux du séquencage de nouvelle génération pour tester 1’hypothése d’un
modele quasi-mendélien, est de s’intéresser aux familles dont la transmission évoque une
transmission mendélienne, et donc présente une forte agrégation familiale.

Cette stratégie a pu étre employée dans d’autres pathologies complexes dont la maladie
d’Alzheimer a début précoce. Dans des familles ou la transmissions était compatible avec une
transmission autosomique dominante, 1’équipe de 1'unité INSERM 1079 a pu mettre en

évidence I’implication du gene SORLI dans cette forme de la pathologie (140)

Dans le trouble bipolaire, quelques études menées par séquencage de nouvelle

génération portent sur des familles multiplex.
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De maniere intéressante, il existe de nombreux travaux portant sur des membres de la
communauté Amish des Etats-Unis. Cette communauté dans laquelle se trouve une forte
agrégation de pathologies psychiatriques, est connue pour étre isolée, et descend d’ancétres
européens.

Une étude par séquencage d’exome chez 26 sujets dont 14 présentant un trouble
bipolaire issus de 4 familles de cette communauté, a pu mettre en avant un variant du geéne
KCNH?7, géne codant pour une sous-unité du canal calcique voltage dépendant, sans atteindre
néanmoins un seuil de significativité (141).

Georgi et al se sont également intéressés a cette communauté. Ils ont d’abord réalisé
une analyse de liaison par génotypage en SNP-array chez 388 individus issus d’'une méme
famille, afin d’identifier des variants candidats. Puis ils ont complété leur étude en réalisant
un séquencage génome entier chez 50 individus dont 23 sujets bipolaires afin d’identifier
précisément la localisation de ces variants et leur association préférentielle avec la maladie.

Ils n’ont pas été en mesure d’identifier un variant avec ce design d’étude (142).

Un des designs d’étude par séquengage permettant de déterminer si certaines familles
correspondraient a un mode quasi-mendélien de transmission, est de réaliser une étude cas-
témoin par séquencgage, puis de réaliser une étude de co-ségrégation dans la famille du cas.

En effet, certains variants trop rares (voir restreints & une famille dans le cas des
variations privées) pour étre détectés par une étude d’association simple, peuvent étre
identifi¢ en évaluant la distribution des variants ségrégant au sein de la famille du cas.

Cette stratégie a ¢t¢ réalisée récemment par séquencage du génome entier, chez 200
individus issus de 41 familles. 2 a 17 patients bipolaires par famille ont été séquencés. Par
cette stratégie, un SNV a pu étre identifié comme associé significativement au trouble
bipolaire. Il s’agissait d’un variant rare situé¢ dans le géne GABRA6, codant pour une sous
unité a du récepteur GABA-A. Ce SNV était prédit comme délétere sur la protéine codée par

le géne (143).
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III TROISIEME PARTIE : ETUDE

Dans cette partie, nous nous proposons de présenter le design de 1’étude cas-témoin de
séquencage d’exome que nous avons contribu¢ a mener, dont la premiére partie des résultats
est en cours.

Nous présenterons également les résultats obtenus chez 1’un des sujets participant a
I’é¢tude cas-témoin (pour lequel nous disposons des données d’exome) qui consistent en la

mise en évidence d’un CNV chez lui et au sein de sa famille.

II1.1 OBJECTIF

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence un exces de SNVs (Single
Nucleotidic Variant) rares, ayant une MAF <1%, agrégés au niveau du gene, prédit comme
délétere sur la protéine par séquencage d’exome, chez des patients présentant un trouble

bipolaire de type I en comparaison a des sujets sains.

111.2 METHODOLOGIE

111.2.A) Population étudiée

1I1.2.4) (1) Criteres d’inclusion des cas

- Patients avec diagnostic de trouble bipolaire de type I selon le DSM-IV-TR, ou le DSM-5 si
le recrutement était postérieur a 2014 (pas de modification entre les deux versions du DSM

pour la catégorisation en trouble bipolaire de type I).

- Dont I’age de début du trouble est inférieur ou égal a 22 ans.

- Un apparenté au premier degré du cas index avec un trouble bipolaire, et au moins trois

sujets avec trouble bipolaire selon les critéres du spectre bipolaire chez les apparentés.

- Tous les cas sont nés sur le territoire francais métropolitain ainsi que leurs apparentés du

premier et deuxiéme degré.
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1I1.2.4) (2) Criteres de non inclusion des cas

- Les patients non caucasiens, ou dont les apparentés n’étaient pas caucasiens.
- Les patients ayant refusé de signer le consentement.

- Les femmes enceintes.

1I1.2.4) (3) Les criteres d’inclusion des Temoins

Les témoins sont d’origine caucasienne, au méme titre que leurs apparentés du premier
degré. Ceux-ci sont indemnes de pathologie mentale de 1’axe 1, ainsi que leurs apparentés du
premier degré. IIs ont été recrutés dans la région haute et basse Normandie dans le cadre de la
recherche sur la maladie d’Alzheimer réalisé par notre groupe. Ayant plus de 58 ans ils
présentent une tres faible probabilité de développer un trouble bipolaire postérieurement a

leur inclusion, le deuxieme pic d’age de début du trouble étant de 38 ans (113).

1I1.2.B) Protocole de recherche

1I1.2.B) (1) Mesures prévues pour réduire les biais

Pour pouvoir détecter par étude d’association des variants rares, Il est nécessaire

d’appliquer plusieurs mesures afin de réduire les biais :

La premicre stratégie que I’on peut proposer dans ce cadre est d’augmenter la taille
des échantillons. Cette approche est retenue dans le cadre des grands consortiums tel le

Psychiatric Genomics Consortium (PGC) (144), dans lequel nous sommes impliqués.

Néanmoins, un certain nombre de stratégies peuvent &tre utilisées et associées pour
augmenter la probabilité de détecter un effet d’un variant rare lorsque le nombre de sujet est
réduit: le choix de phénotypes extrémes, I’agrégation des variants rares d’'un méme gene, la
combinaison de 1’étude cas-témoins et d’une étude de co-ségrégation familiale, et limiter les

biais de stratification.

-Les phénotypes extrémes : le choix des patients a phénotype extréme dans les études
d’association est une méthode qui permet de réduire le nombre de sujets nécessaire pour étre
en mesure de détecter 1’effet d’un variant rare. Si un trait phénotypique suit une distribution
normale dans la population, une telle approche consiste a sélectionner les cas et les témoins en

deux groupes dont les phénotypes sont opposés ou « extrémes ». Ainsi, pour obtenir une
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puissance statistique identique, il est suffisant d’inclure 4 fois moins de sujets lorsque 1’on

considére des patients avec un phénotype extréme (145).

Cette stratégie s’est avérée efficace pour montrer I’association de variants rares du
gene ABCAI chez des sujets ayant un taux de HDL-cholesterol (HDL-C) a trés haute
concentration. Les groupes d’individus comparés étaient d’une part les cas, ayant un taux de
HDL-C >5% de la distribution de ce taux dans la population, en comparaison au groupe
témoin ayant un taux de HDL-C a trés basse concentration, soit <5% de la distribution
normale de ce taux (146).

Dans la maladie d’Alzheimer, des CNVs rares ont pu étre identifié chez des sujets a
phénotype extréme, présentant une forme autosomique dominante a début précoce (age de
début < 55 ans) en comparaison a des formes a début tardif (age de début > 68 ans en

moyenne) (147).

Dans le cas de notre étude, nous pourrions considérés que nous avons séléctionné des
sujets présentant des phénotypes extrémes. Pour les cas, nous nous sommes limités a des
sujets présentant un trouble bipolaire de type I, et ayant 2 symptomes candidats associés : un
age de début précoce, et une agrégation familiale forte. Si I’on considére respectivement les
données de prévalence estimées du spectre bipolaire de 5% et de 0,6% du trouble bipolaire de

type I, de 70% des sujets a début précoce, et de 60% pour les cas familiaux, Nous obtenons :
(0,6/5) x (0,7) x(0,6) = 0,05 soit environ 5% du phénotype bipolaire pour les cas.

Pour les témoins, ceux-ci ont un age > 55 ans, et représentent une proportion du
phénotype bipolaire quasi nulle du fait de la tres faible probabilité de déclencher un trouble

bipolaire a cet age.

- Une étude en deux étapes: pour augmenter les chances de détecter un effet de variants rares,
c’est une stratégie dans laquelle la caractérisation de variants rares sera menée par une étude
cas-témoin puis une étude de co-ségrégation. Si un variant est trop rare pour étre détecté lors
de I’étude d’association, il pourrait étre retrouvé chez des apparentés affectés. Le type de

famille a forte agrégation recruté est donc adapté pour ce design.

- Eviter les biais de stratification : le design d’une étude d’association suppose que les cas et
les contrdles sont issus de la méme population. Les consortiums internationaux sont

confrontés a ce type de difficultés dans I’ensemble des études menées, nécessitant pour
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chaque centre impliqué de constituer une cohorte de contrdles sains issus de la région des cas.
Dans notre étude, nous avons choisis des cas et des témoins issus de la méme ethnie et d’une

région géographique comparable.

1I1.2.B) (2) Aspects réglementaires

Cette recherche s’inscrit dans le cadre réglementaire de 1’étude menée par le Docteur
Campion (Recherche de facteurs de risque génétiques dans trois maladies
neuropsychiatriques: trouble bipolaire, autisme, schizophrénie, enregistrée a I’AFFSAPS sous
le numéro : 2009-A00113-54 et qui a recu un avis favorable du Comité de Protection des

Personnes du Nord-Ouest I a la date du 4 mai 2009).

111.2.B) (3) Déroulement du recrutement

Depuis mai 2009, une cohorte de patients présentant un trouble bipolaire est constituée
regroupant 230 patients bipolaires. Celle-ci est constitué¢e de patients ayant été hospitalisés au

centre hospitalier du Rouvray, qui draine 1’ensemble de I’agglomération rouennaise.

Afin de compléter la liste des sujets éligibles, les psychiatres des différents secteurs du
centre hospitalier de Rouen, ainsi que les psychiatres libéraux de Rouen ont été informés du
recrutement, et nous ont adress¢ des sujets soit lors de leur hospitalisation sectorielle, soit lors

de leur suivi ambulatoire.

Devant le caractere restrictif des critéres d’inclusion de ce phénotype limitant le
recrutement, nous avons optés pour un recrutement en deux étapes. Ainsi, une premicre série
d’exome de 48 cas était adressé au CNG (Centre National de Génotypage, Evry, France)
(148) fin avril 2015. Pour la deuxiéme série qui devra comporter 52 cas, le recrutement est
toujours en cours. Il comporte a ce jour 3 patients éligibles. Celui-ci est élargi a 1’échelle
régionale, notamment sur le centre hospitalier de Dieppe. Nous souhaitons également étendre

notre recrutement dans la région nord-ouest, a savoir les centres de Lille, Caen et Amiens.

Pour compléter notre cohorte nous avons contacté le laboratoire du Pr KREBS, qui

nous a fourni cinq cas avec leurs échantillons sanguins et leurs données cliniques.

11.2.B) (4) Evaluation clinique

L’¢évaluation phénotypique des patients consiste en un entretien de 1h00 comportant la
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passation de 2 échelles :

- la Diagnostic Interview for Genetic Studies (DIGS) (149) : qui consiste en un entretien
structuré spécialement congu pour la caractérisation des troubles de I’humeur et
psychotiques pour les études génétiques.

- L’ Affective Disorder Evaluation (ADE) (150): qui consiste en un entretien semi-
structuré spécialement congu pour caractériser les troubles de I’humeur, notamment
pour la réponse aux thymorégulateurs et une sous partie évalue I’histoire familiale

psychiatrique a différent degrés.

Depuis le début de la constitution de la cohorte Rouennaise, 5 évaluateurs (O.G., C.D.,
C.M.,, X.J., JB.D.) ont été en charge de ce recrutement. Tous les patients qui n’avaient pas été
inclus par I’investigateur principal ont été recontactés par celui ci afin de réactualiser les
données cliniques et notamment les arbres généalogiques. Cette démarche de recueil
d’informations €tait complétée par I’appel systématique du psychiatre référent du cas index ou
de son médecin traitant, ainsi que par la consultation du dossier médical d’hospitalisation du

Centre Hospitalier du Rouvray.

1I1.2.B) (5) Enquéte familiale

L’enquéte familiale était réalisée avec le cas index au moment de I’entretien, et avec
I’un des membres de sa famille quand cela était possible.
Elle consistait en la réalisation d’un arbre généalogique détaillé avec I’age, les
pathologies somatiques, et le trouble psychiatrique des apparentés quand il y en avait un.
Dans le cas de I’existence d’un trouble psychiatrique chez un apparenté, il était demandé

au cas index de préciser au mieux s’il en avait connaissance:

- Le diagnostic chez son apparenté,
- Lenombre, lieux et dates d’hospitalisations en milieu psychiatrique,
- Le type de traitement regu,

- Le nom du psychiatre assurant le suivi.

S’il existait un doute diagnostic chez I’un des apparentés, celui-ci pouvait étre contacté
directement aprés accord du cas index. Lorsque l’investigateur n’avait pas directement
phénotypé le cas index, de maniére systématique des informations étaient demandées aupres

de celui-ci lors de la réactualisation des données concernant une éventuelle survenue du
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trouble au sein de sa famille depuis son évaluation initiale.
Le diagnostic retenu chez les apparentés était basé sur la meilleure estimation de
I’investigateur, en considérant toutes les différentes sources de recueil d’informations. Ce

diagnostic était bas¢ sur ceux proposés dans le spectre bipolaire selon Akiskal (35).

1I1.2.B) (6) Prélevement sanguin

Un prélévement sanguin périphérique, aprés obtention du consentement signé de
participation a 1’étude, a été réalisé chez tous les cas (20 cc sur EDTA). La gestion des

prélévements a été réalisée par 1’unité Inserm 1079 apres 1’anonymisation des données.

1I1.2.B) (7) Extraction d’ADN

L’extraction de I’ADN, était réalisée a partir de lymphocytes du sang périphérique au

laboratoire Inserm 1079 selon le protocole « Flexigéne ».

11.2.B) (8) Sequencage d’exomes

La premiére série de séquencage de nos 46 cas est en cours de réalisation par le CNG.

Pour ce qui est de la technique du séquencage, la premicre étape consiste a fragmenter
I’ADN de I’individu en fragments de 200 a 300 paires de bases, afin de générer une librairie.
Les exons sont ensuite ciblés et enrichis par des amorces permettant leur capture avec le Kit
Agilent  SureSelect Human All Exon V5. Les brins isolés sont amplifiés par PCR
(Polymerase Chain Reaction) puis séquencés sur une plateforme I/lumina Genome Analyzer

HiSEQ 2500, selon le principe décrit dans la figure 8.
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Figure 8 : Principe du séquencage sur le séquenceur Illumina

1I1.2.B) (9) Analyse de variations et validation

Le nombre de variants obtenus étant de 17000, une étape de trie et de filtration de ces
SNVs sera réalisé pour ne conserver en moyenne que 500 variants rares. Le trie et la filtration

sont réalisés en fonction de 2 critéres :

* En fonction des critéres de fréquence :

Une étape d’alignement sera réalisée a partir du génome humain entier de référence
du National Center for Biotechnology Information (NCBI), en utilisant BWA 0.7.5a
(Burrows-Wheeler Aligner, Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridge, UK). Picard Tools
1.101 (Broad Institute, Cambridge, USA) GATK 3.3-0 (Genome Analysis Toolkit, Broad
Institute, Cambridge, USA) sera employé, pour détecter les altérations génétiques (variant
calling : SNV, indels).

Toutes le variations connues fréquentes (MAF >1%) des bases de données de
référence ne seront pas retenues. Le seuil de 1% est choisi de manicre a ne pas méconnaitre
une mutation peu fréquente dans la population ayant un réel impact sur la survenue du trouble
bipolaire. Les SNVs et les indels persistant apres filtration seront analysés un par un par
lecture des fichiers d’alignement (et seuls ceux de fréquence allélique inférieure a 1% selon

EXAC (Exome Aggregation Consortium, données recueillies dans Alamut Visual).

* En fonction des critéres de conséquence sur la structure protidique :
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L’objectif est d’éliminer les variations synonymes, et de retenir les variations
potentiellement déléteres : variations faux-sens, non-sens, les variations du site d’épissage et
les indels (insertion-délétion). Pour cela, trois logiciels de prédiction de 1I’impact biologique
de la mutation seront utilisés pour I’interprétation des variations :

- SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant), établit sa prédiction en se basant sur le degré de
conservation de 1’acide aminé.

- Mutation Taster utilise les données de bases de données biomédicales, la matrice Grantham
ainsi que différents outils permettant de connaitre le degré de conservation de la séquence et
I’impact sur I’épissage de la variation afin de la caractériser.

- Polyphen? utilise des données phylogénétiques et étudie quel est ’impact de la mutation sur

la structure de la protéine en fonction du niveau de conservation inter-espece.

111.2.B) (10) Analyse statistique

L’analyse d’association sera menée au niveau de la variation génique et au niveau du
gene. Cependant, 1’analyse statistique de variants rares souffre d’une puissance statistique
faible. Combiner des tests univariés en tests multivariés a 1’échellon d’une fonction (le géne,
une voie biologique) est un moyen d’augmenter la puissance de 1’étude. Les statistiques

SKAT (70) ont été développées pour ce type d’analyse et seront utilisées dans notre étude.

Les différentes simulations de ce type d’étude permettant de mettre en évidence un
exces de variants rares, montrent que les effectifs nécessaires sont de 2 a 3000 sujets par
groupe. Méme si notre stratégie d’association de genes candidats permet de réduire le nombre
de sujets, il n’est pas raisonnable de penser qu’avec 100 sujets par groupe nous serons en
mesure d’obtenir un résultat significatif au niveau de I’étude d’association, ce qui sera abordé

dans la discussion.
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II1.3 RESULTATS

1I1.3.4) Description des cas

Le diagramme de flux :

Recrutement des cas

Recrutement local (Rouen) Recrutement régional
(en cours)
230 BP (cohorte -Dieppe
Rouennaise) _Lille
83 BP-Il, BP-Nos,
Origine Geo hors ¢ -Caen
inclusion 147 BP1 -Amiens
49 BP-l sans E
apparenté 1°" |
degré :
98 BP-l avec 1 v
4 1er 4 2™ série de 52 cas en
438P-1 5ge Apparente - degre cours de constitution (3 cas)
début>22 ans &
55 BP-l dge
début<22 ans 1% série adressée au CNG
11 BP-I sans 48 cas
agrégation E— Extraction ADN
fam forte U1079 > pour
44 sujets éligibles séquengage
(Rouen)

Recrutement Paris

I 4 sujets éligibles (Paris) |

Figure 9 : Diagramme de flux. BP-I : Trouble Bipolaire de type I ; BP-1I Trouble Bipolaire de
type II ; BP-Nos : Trouble bipolaire non spécifié.

147 cas présentant un trouble bipolaire de type I, dont 98 d’entre eux présentant un
apparenté du premier degré porteur d’un trouble bipolaire ont été identifiés dans notre base de
donnée. Sur ceux-ci, 55 ont un age du premier épisode thymique inférieur a 22 ans.

Finalement, nous avons retenus 44 sujets de notre cohorte remplissant les criteres
complets proposés pour cette étude. 4 autres sujets remplissant ces critéres proviennent de la

base de données de Paris de I’équipe du Pr KREBS.
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que premier degré atteints

Homme 19 (39,6%)

Femme 29 (60,4%)

Age 43,75 + 16,7 43,5 76-15
Age de début 17,9+ 2,8 17 22-12
Durée de la maladie 25,4+ 15,7 26,5 55-0
Nombre  d'apparentés au 4-1
premier degré atteints

Nombre d'apparentés autre 7.0

Tableau 5. Caractéristiques démographiques des cas

111.3.B) Description des témoins

Nous disposons de 113 témoins dont les exomes sont séquencés. Les caractéristiques

sont les suivantes :

Homme 56 (49,6%)
Femme 57 (50,4%)
Age 70,5 + 8,5 70 95-68

Tableau 6. Caractéristiques démographiques des témoins

La qualité des ADN a permis de réaliser le séquencage d’exome chez la totalité¢ des
cas dans des conditions optimales de couverture. Actuellement, les données d’exomes des cas

ne sont pas disponibles, et nous ne sommes pas en mesure de présenter de résultats pour cette

étude.

Néanmoins, nous proposons pour cette thése de présenter les résultats d’un sujet

participant a 1’étude et pour lequel nous disposons des données d’exome ayant permis de

mettre en évidence un CNV partagé au sein de sa famille.




111.4 RECHERCHE DE CNVS CHEZ UNE FAMILLE DEJA SEQUENCEE

1I1.4.4) Principe de détection de CNVs a partir des données d’exomes

L’intérét dans 1’approche de ces variations quantitatives en comparaison aux
approches portant sur les variants qualitatifs, porte sur le fait que le ou les génes remaniés
sous la forme de duplication ou de délétion sont directement désignés chez un individu ou

dans une famille, si celui ci est partagé.

Depuis 2012, par I'utilisation de logiciels bioinformatiques adaptés, il est possible de
détecter des CNVs a partir des données générées par le s€équencage d’exome d’un individu.
Cette technique basée sur l’analyse comparative de la profondeur du séquencage, en
comparant I’exome d’un individu a celui de plusieurs témoins (une trentaine en moyenne)
présente plusieurs avantages en comparaison aux techniques habituellement utilisées (CGH-

array et SNP-array) (151):

- Elle caractérise de manicre exacte les points de cassure des CNVs dans 1’exome de

I’individu, c'est-a-dire leurs localisations exactes.

- Elle est en mesure de détecter les CNVs de petite taille (10 a 100kb), ceux-ci ne sont

pas en mesure d’étre détecté par les techniques de SNP-array.

- Contrairement a la technique d’hybridation génomique comparative (la CGH-array),
cette technique ne se limite pas a la comparaison d’un seul génome de sujet témoin,

permettant une meilleure estimation du nombre de CNVs détectés.
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Il existe deux principaux pipelines bioinformatiques en mesure de détecter les CNVs a
partir des données d’exomes : CoNIFER (Copy Number Inference From Exome Reads) et
CANOES ( CNVs with an Arbitrary Number of Exome Samples). En moyenne, 10 a 100
CNVs par individu sont détéctés au sein d’un exome par cette technique. (Illustration de la

technique figure 10)

chrl6: 21,426,277 - 21,747,711

3 T
~ NA18517
w
v
2
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¥
[N
=
"
o
>
w
] i
o atce .y
21-.-1328,523 21,215,350 21,623,965 21,734,225 21,995,567 22,145,688

Position

Figure 10 : Principe de la détection de CNVs par des techniques bioinformatiques. L exemple
présenté ici, est celui d’une duplication. Les données obtenues pour les témoins sont représentées en
gris, celles de ’exome de I’invidu est en rouge. Le logiciel utilisé est CONIFER (152)

111.4.B) Confirmation du CNV chez une famille

Nous avons a notre disposition dans le laboratoire les exomes de cas familiaux de
trouble bipolaire, et nous avons choisis de rechercher au sein de ces familles la présence de
CNVs. Cette analyse a ¢été réalisée avec le logiciel CANOES adapté localement par un

membre de notre équipe bioinformatique (M O. Queinez).

Nous n’avons mis en évidence des résultats que dans une seule des deux familles,

présentée dans la figure 11 et le tableau 7.
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. Trouble Bipolaire selon DSM-IV-TR

|:I EDM récurrent
B EDM unique [l S chizophrénie

o1 Patient prélevé

1l ' P atient séquence

%%

-

Liak Jule

-

Figure 11. Présentation de la famille ayant participé au séquencage intrafamilial. Les individus
séquencés sont les sujets IV 06 et V 05. (153)

Age 1er épisode

Sujet Diagnostic DSMIV-TR Sexe Age (ans) Spectre bipolarité Caractéristiques cliniques Recueil données

(ans)
. . déces a 43 EDM récurrents et histoire .
1101 Trouble bipolaire type 2 F ans par AVP ND BP Il évocatrice dhypomanie Famille
Episode hypomaniaques
no1* Trouble bipolaire type 2 F 86 25 BP11/2 et EDM distincts. Un Examen direct
épisode mixtes sous AD
o2 Trouble bipolaire type 1 F décés a80 ND BP | Sui psychiatrique depuis Dossier
jeune adulte. Sous lithium
Schizophrénie paranoide
1103* Schizophrénie M 82 adolescence _ avec Qre\ralenf:e d.e Examen direct
symptoémes négatifs
actuellment
. . . Episodes hypomaniques .
IVO1 Trouble bipolaire type 2 M 64 26 BP 11/2 ot EDM distincts Examen direct
EDM unique. Pas de
V03" EDM F 60 28 BP IV EEERD TS UENCTET, (g coen
Tempérament
cyclothymique
IVO6* Trouble bipolaire type 1 F 54 18 BP I Episodes de manie Examen direct
délirante distincts
EDM unique dans un
IV08* EDM M 48 40 _ contexte de deuil. Pas de ~ Examen direct
récidive
Hostitalisée. Pas
V10 Trouble bipolaire type 1 F ND ND BP I accessible a Psychiatre traitant
l'interrogatoire.
Vo1* Trouble bipolaire type 2 M 39 25 BP I Episodes hypomaniaques ., o1 girect

et EDM distincts
Vo3* EDM récurrents F 34 17 BP Il 1/2 3 EDM résolutifs sous g, o direct
traitement AD seul
Episodes manie et EDM
VO05* Trouble bipolaire type 1 M 25 14 BP I distincts. Comorbidité Examen direct
addictive
Episodes manie délirante

Vo7 Trouble bipolaire type 1 F 25 17 BP I ot EDM distincts

Examen direct

Tableau 7 : Caractéristiques cliniques de la famille. F : féminin; M : masculin ; BP : trouble
bipolaire ; EDM : épisode dépressif majeur ; AD : antidépresseur ; AVP :Accident de la voie publique
(153).
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Pour les analyses de confirmation des altérations génétiques quantitatives, nous avons
utilisé la technique de QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of short fluorescent fragments),
technique mise au point dans 1’unité Inserm U1079 (154). 1l s’agit d’une PCR qui quantifie le
nombre de copies de la cible étudiée. Elle est basée sur la comparaison de fluorescence
obtenue pour la cible d’intérét entre 1’¢électrophérogramme du sujet et celui d’un témoin sain.

Une premicre €étape consiste a normaliser les différences d’amplification entre les 2
sujets en utilisant un géne contrdle sans différence d’amplification entre le sujet et le témoin.

Le principe de cette technique est résumé figure 12.

Quantitative Multiplex PCR of short Fluorescent fragments

3 5
¢ ¢ (e
—— —
Y — e —— Y
MECP2 PBGD Exon 1 Exon 2
180bp 200 bp 220 bp 240bp
1. Amplification simultanée de -

2. Nombre limité
de cycles de PCR
(23 & 25 cycles)

plusieurs (<15) petits fragments
exoniques (< 500 pb) avec des
amorces marquées par un
fluorochrome

3. Electrophorése sur séquenceur automatique

4. Superposition informatique des électrophérogrammes (patient/sujet de
référence) et comparaison visuelle de la fluorescence des pics correspondants

Figure 12. Principe de la QMPSF (154)
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Un CNV en commun chez I’individu IV 06 et V 05 a pu étre identifié par 1’utilisation
de CANOES. Ce CNV a pu étre confirmé par QMPSF (Figure 13).

Intensité
Fluorescence 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320

1 SMG1

1300

1200

” ARLGIPI HMBS

RPS154

b JL_M

B Patient: V06 Taile (pb)
B Témoinnormal

Figure 13. Electrophérogramme obtenu pour le patient IV.06. En comparaison avec le témoin,
I’intensité de fluorescence chez le patient est supérieur d’un tiers en moyenne pour 3 génes :
ARLG6IPI, SMG1 et RPSI5A.

HMBS est le géne contrdle ou sont alignés a la fois le patient et le témoin.

Le CNV retrouvé est une duplication de 30kb située sur le chromosome 16
(chr16:18,794,056-18,823,493), intéressant les génes RPSI5A (Ribosomal Protein Sl5a),
ARLGIP1 (ADP-Ribosylation-Like factor 6-Interacting Protein ) ainsi qu’une partie du géne
SMG1 (Phosphatidylinositol 3-kinase related kinase).

Ce CNV n’est pas répertorié¢ dans la base de donnée regroupant les CNVs identifiés
par les études utilisant les techniques de CGH-array et SNP-array dans DGV (Database of
Genomic Variants) (155), il s’agit donc d’un CNV rare. Ce CNV n’est pas non plus retrouvé
dans notre base de données locale ou 936 exomes capturés avec le méme kit et séquencés a
une profondeur comparable sont disponibles (témoins et patients souffrant de maladie

d’Alzheimer a début précoce).

Nous avons ensuite cherché a déterminer si la duplication était partagée au sein de la
famille, en la recherchant par QMPSF chez les sujets dont I’ADN était a notre disposition,
puis en réalisant une analyse de ségrégation (Figure 14).

La QMPSF a ét¢ réalisé par un membre de notre laboratoire (Mme S. David).
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Figure 14. Résultats des analyses de ségrégation. Le nombre de copie des génes impliqués dans le
CNV est indiqué dans I’encadré correspondant a chaque individu.

Dans I’analyse de ségrégation, la duplication était retrouvée chez tous les sujets
souffrant d’un trouble bipolaire, a I’exception du sujet V 07 qui n’était pas porteur de ce
CNV.

La ségrégation est donc incompléte, et le statut du sujet V 07 pourrait alors étre
qualifi¢ de phénocopie. Un sujet qualifié de phénocopie présente le phénotype d’intérét, mais
ne présente pas la mutation potentiellement impliquée dans le trouble chez les autres membres
de la famille. La présence de cet individu est en défaveur d’un potentiel impact de la mutation
dans la survenue du trouble bipolaire retrouvé chez cette famille.

Afin de suggérer que cette patiente est une phénocopie, trois hypothéses sont a
explorer :

1) Le phénotype de ce sujet résulterait d’une participation environnementale.
2) Le sujet n’est pas issu de la famille qui présente la mutation.
3) Il existe des phénotypes similaires au sein de la lignée maternelle, suggérent par ce ce sujet

une transmission génétique maternelle du trouble..

Pour ce qui ce qui est de la premicre hypothese, il est extrémement peu probable que
la survenue du trouble soit en lien avec une composante environnementale, dont la part
attribuable a I’environnement représente 40%.

Pour ce qui est de la deuxiéme hypothése, nous avons réalisé un test de paternité pour

le sujet V 07 qui retrouve que ce sujet est bien issu de la famille présentant le CNV.
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Pour ce qui est de la troisieme hypothése, nous avons réalisé¢ une enquéte familiale
aupres de la meére du sujet V 07. 1l s’agissait du seul informant de cette famille, nous n’avons

pas pu réaliser un examen direct pour les autres apparentés (Figure 15).

Arguments en faveur d'un
. Trouble Bipolaire

Selon le DSM IV

e
- % o

Figure 15. Présentation de la famille maternelle du sujet V07. L’ensemble des informations
familiales a été obtenu par le sujet [IV02.

D’apres les informations obtenues a partir du sujet IV 02, il existe de nombreux arguments

en faveur d’une agrégation du trouble dans cette famille :

- Le suyjet III 01, non connu par I’informant, est décédé par suicide a 1’age d’environ 20 ans,
ce qui constitue un argument fort pour 1’existence d’un trouble de I’humeur chez ce sujet.

- Le sujet III 04 était connu de la personne informante. Il s’agit d’un individu ayant présenté
des ¢épisodes dépressifs récurrents, et présente une histoire évocatrice d’épisodes
d’hypomanie. A la connaissance de I’informant, ce sujet a par ailleurs bénéfici¢ d’un suivi
psychiatrique et médicamenteux au long cours. L’existence d’un trouble bipolaire de type II
est fortement suspectée chez ce sujet.

- Le sujet IV 04 a présenté un épisode dépressif majeur a I’age de 24 ans, dans le post-partum
immédiat, sans trouble antérieur avant sa premicre grossesse. L’intensité de cet épisode était
sévere, puisqu’il a nécessité un s¢jour hospitalier en psychiatrie. La survenue d’un épisode
dépressif dans le post-partum est fortement évocatrice d’un épisode dépressif s’inscrivant

dans le cadre d’un trouble bipolaire.
Ainsi, devant la présence d’arguments en faveur d’une agrégation familiale de troubles

bipolaires dans cette lignée, il est envisageable de penser que le phénotype du sujet V 07

pourrait étre en lien avec une autre mutation partagée au sein de la lignée maternelle. Le statut
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de phénocopie, selon cette hypothése, n’exclu donc pas le potentiel role causal du CNV

retrouvé au sein de la lignée paternelle.

Afin de déterminer si ce CNV ¢tait récurrent dans le trouble bipolaire, nous avons
réalisé une quantification de ’ADN par QMPSF chez les 230 sujets de notre cohorte
présentant un trouble bipolaire. Nous n’avons pas retrouvé ce variant quantitatif rare chez

d’autres sujets atteint de trouble bipolaire issus de notre base de données.

111.4.C) Modification transcriptionnelle de ARL6IP1

Parmi les genes identifiés dans cette duplication, nous avons porté notre intérét sur le
gene ARLG6IPI. En effet, sur ces 3 génes concernés par la duplication, ARL6IPI présente la
meilleure plausibilité biologique. Le géne ARL61PI code pour une protéine ayant une action
au niveau du transporteur neuronal glutamatergique EAAC1 (Excitatory amino acid
transporters 1) (156). Une délétion du géne SLCIA1 codant pour le transporteur EAACI a
pu étre documenté par plusieurs €tudes portant sur la schizophrénie (157). De plus une étude
portant sur une large famille a identifié la délétion de SLCI4] comme partagée chez des

sujets bipolaires et chez des sujets présentant un trouble bipolaire de type schizo-affectif (158)

C’est pourquoi nous avons souhaité réaliser une étude de quantification de I’ARNm
du géne ARL6IPI, dans I’hypothése d’une augmentation de 1’expression de ce géne chez les

patients porteurs de duplication.

La quantification des ARNm du géne ARL6IPI a été réalisée par RT-QMPSF (Reverse
Transcriptase Quantitative Multiplex PCR of short fluorescent fragments). Cette technique est
difficile @ mettre au point du fait d’une plus grande variabilité¢ qualitative et quantitative
transcriptionnelle interindividuelle. Afin de palier a ces difficultés de variabilité, il est
nécessaire d’obtenir ’ARNm de plusieurs individus porteurs de la duplication, ainsi que
plusieurs individus non porteurs, la quantité d’ARNm des porteurs de la duplication étant
comparée a celle des témoins intra familiaux et a celle d’autres témoins sains. La procédure
d’alignement sur un geéne témoin est similaire a celle réalisée lors de la quantification de

I’ADN.

Nous avons recontacté la famille en réalisant une nouvelle série de prélévements

périphérique avec le systtme PAXgene. Ce kit de prélevement permet la purification des
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ARNm intracellulaire du sang humain, avec un additif qui stabilise le profil de transcription

des genes in vivo et réduit la dégradation de I’ARN in vitro.

Nous avons pu obtenir avec ce kit les prélévements des sujets (IVO1, IV03, V05)
porteurs de la duplication et les sujets (V03, IV02, IV04, V02) non porteurs de celle-ci
(Figure 16).

Non porteur de |la duplication
(témoin intrafamilial)

|
;] , D Porteur de Ia duplication

0 O 0 -0 9 O

| l waa {r.oc (wos ry 08
2 | 2 2 | 3 2 3 2
e |
()
L : €
Vo1 | Vo2 Va3 V.04 V05 L ] V07
| L2 20N 3 2

Figure 16. Patients de la famille participants a la quantification de ’ARNm par RT-QMPSF.

La procédure de RT-QMPSF a été réalisée par un membre de notre laboratoire (Mme
S. David). Pour cette étude nous avons considérés ’ARNm de 3 sujets porteurs de la
duplication, ainsi que 4 témoins intrafamiliaux et 8 autres témoins non familiaux pour
contrdler 1’alignement de la transcription au niveau du gene. Les résultats obtenus sont

illustrés figure 17.
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Arl6ip1/B-Cat

| Porteur de la duplication
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Figure 17 : Résultats de la RT-QMPSF pour le gene ARL6IPI. La représentation est celle de la
moyenne d’expression obtenue pour ARLG6IPI rapportée a la moyenne d’expression obtenue pour le
géne témoin B-Cat (Béta-Caténine) dans chaque groupe. Le test réalisé est celui d’'une ANOVA,
réalisé entre le groupe porteur de la duplication. * : p <0,05.

L’analyse statistique retrouve une différence significative p=0,0405 pour les niveaux
d’expression du gene ARLG6IPI, chez le groupe portant la duplication en comparaison au
groupe de témoin.

Ainsi les résultats sur la quantification de I’ARNm sont en faveur d’une surexpression
du geéne ARLG6IP1 chez les porteurs de la duplication, suggérant un probable impact a

I’échelle protéique.

62



DISCUSSION

Dans le cadre de notre étude cas-témoin de séquencage d’exome en cours, nous
proposons différentes stratégies pour augmenter les chances d’identifier des variants rares

dans le groupe de sujets bipolaires avec un effectif réduit.

- Afin d’augmenter la puissance de I’étude, nous proposons d’agréger les variants au

niveau du gene.

- Nous nous sommes focalis¢ sur des « cas extrémes » en n’incluant que des patients
avec une histoire familiale de la maladie et un age de début inférieur ou égal a 22 ans.

Il semble pertinent de se focaliser sur des cas extrémes pour mettre en avant des
variations géniques rares responsables du phénotype avec une forte pénétrance. Néanmoins,
du fait de I’architecture polygénique a pénétrance incomplete du trouble bipolaire, il apparait
peu probable que ces mémes variations soient identifiables a 1’échelle des variants rares au
sein d’un groupe par rapport a un autre. Pour tenter de controler cette difficulté, nous avons
sélectionné des cas dont 1’agrégation familiale était forte, se rapprochant le plus d’un modele
mendélien de transmission dans lequel quelques variants rares auraient un effet important
chez les sujets issus de ces familles. Contrairement a ce qui a ét¢ montré dans I’autisme et
dans la schizophrénie, dans lesquelles les mutations de novo étaient plus fréquemment
rapportées chez les patients que dans la population générale, dans le cas de notre étude nous
nous attendons a des mutations qui seront transmises, car nous avons fait le choix de les

identifier dans des cas familiaux.

- Associer une ¢étude de co-ségrégation a une étude d’association est un moyen de

repérer des variants non retrouvés lors de I’étude d’association.

Ainsi, méme si notre stratégie de phénotype extréme permet de réduire le nombre de
sujets, il n’est pas raisonnable de penser qu’avec 100 sujets par groupe nous serons en mesure
d’obtenir un résultat significatif.

L’objectif de cette étude préliminaire est donc de déterminer des génes d’intérét dont
nous pourrons raisonnablement tester la récurrence au sein du consortium international dans

lequel nous sommes impliqués.

63




D’autre part en utilisant les données d’exome issues d’une stratégie intrafamiliale, un
CNV a ¢été identifié en commun entre les deux individus séquencés, et partagés par les
membres de la famille avec une co-ségrégation incompléte. Bien que I’individu V 07 affecté
d’un trouble bipolaire ne présente pas la mutation, la présence d’arguments pour une
agrégation de troubles bipolaires dans la lignée maternelle du sujet n’exclu pas le potentiel

role causal du CNV retrouvé au sein de la lignée paternelle.

Pour le CNV retrouvé, il s’agit d’une duplication de 30kb situé sur le chromosome 16

intéressant les genes RPS15A4, ARL6IPI et SMG1.

RPS154 (Ribosomal Protein S15a) est un gene ubiquitaire, qui code pour un

composant de la sous-unité 40S du ribosome.

Le gene SMGI (Phosphatidylinositol 3-kinase related kinase) code pour une protéine
kinase impliquée dans le stress oxydatif et dans 1’apoptose induite par le TNF (Tumor
Necrosis Factor) avec en particulier un role dans la transmission synaptique s’effectuant au
niveau de la jonction neuromusculaire et des photorécepteurs. Une perte de fonction de SMG1
a pu étre identifiée comme associée avec la survenue de tumeurs, non spécifiques du systeme

nerveux.

Nous avons porté un intérét particulier pour le dernier geéne retrouvé dans ce CNV,
ARLG6IP1 (ADP-Ribosylation-Like factor 6-Interacting Protein I), pour lequel un rdle au
niveau d’un transporteur neuronal glutamatergique EAAC1 (156) a pu étre identifié (voir
figure 18). ARL6IPI permettrait d’augmenter le transport intracellulaire présynaptique, en

empéchant la dimérisation d’une autre protéine, I’addicsine. (Figurel8)
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Figure 18. Régulation du transporteur EAAC1 (156)

Du point de vu biologique, plusieurs roles sont documentés pour le transporteur

EAACI:

- Comme les autres transporteurs de cette famille, EAAC] permettrait de maintenir des
concentrations de glutamate extracellulaire basses, en facilitant le transport
intracellulaire de celui-ci, et un niveau excitotoxique bas (159). De fait, EAACI1
jouerai un role important dans la neuroplasticité médiée par le glutamate (160).

-  EAACI a également été décrit comme n’ayant pas un role majeur dans 1’homéostasie
du glatamate au niveau synaptique, mais intervenant dans le transport de glutamate en
vu de la synthése de GABA (161).

- Un autre role pour EAAC] comme intervenant dans la synthése intracellulaire de
glutathion, en tant que de transporteur de la cystéine, acide aminé limitant pour la
synthése du glutathion (162) a pu étre décrit. Le Glutathion joue un rdle

neuroprotecteur dans la lutte contre le stress oxydatif (163).

EAACI1 Du point de vu des données issues de la génétique humaine :

Il existe des données consistantes concernant une délétion du gene codant pour EAACI,

notamment 1’association de cette délétion avec la schizophrénie.
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Une hémidélétion de 135 kb emportant le promoteur et ’exonl du gene SLCIA41 a pu
étre identifiée chez un sujet présentant un double diagnostic de schizophrénie et
d’épilepsie, parmi un screening de 235 individus partageant le double diagnostic
(164).

Une étude japonaise chez 1920 patients schizophrénes en comparaison a 1920 controle
retrouvait un CNV de 10 kb localis¢ dans le premier intron du gene SLC1A1, bien que
celui-ci n’ait pas été retrouvé associé€ significativement (165).

Priebe a mis en évidence une délétion des 5 premiers exons du géne chez un sujet
schizophréne lors d’une étude cas témoin portant sur 1600 cas (166).

Récemment une large étude cas-témoin (26 529 patients schizophrénes vs 21 450
témoins) a retrouvé des CNVs en position exonique dans ce géne chez 10 cas et 2
témoins, dans différentes sous populations (caucasiens européens et afro américains)
(167).

De manicre intéressante, une ¢tude portant sur une large famille, composée de patients
schizophrénes et bipolaires a pu identifier une délétion de SLCIAI emportant le
promoteur et une partie du premier exon du gene. Dans cette grande famille d’une ile
isolée du Pacifique, la ségrégation de la délétion était partagée avec le phénotype

schizophrénique et le phénotype bipolaire de type schizo-affectif (Figure19) (158).
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Figure 19. Présentation de la famille ou la délétion partielle de SLC1A1 était retrouvée (158) 5
sujets schizophrénes et 2 sujets bipolaires étaient porteur de la délétion

Le role de ce transporteur glutamatergique pourrait jouer un role majeur dans la shizophrénie

et le trouble bipolaire. Ce role est conforté¢ par la présence de délétions retrouvées sur

différents points de cassure du géne, et dans des populations différentes.

EAAI1C du point de vu transcriptionnel :

Une étude s’intéressant au niveau d’expression cérébral de EAA1C, par hybridation in
situ a partir d’échantillon de tissu cérébral post mortem retrouve une diminution
transcriptionnelle dans les cerveaux de sujets bipolaires, au niveau du striatum (168). Cette

diminution n’était pas retrouvée dans le cerveau de sujets schizophrene.

EAACI1 et modéles animaux :

Des études portant sur des modeles de souris SLC1A1-knockout rapportent des

anomalies cérébrales morphologiques a type d’élargissement des ventricules, de réduction de
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I’hippocampe, et du corps calleux (169). Des modifications comportementales et des

anomalies cognitives ont été mises en évidence avec ce modele (170).

Dans notre étude nous avons identifi¢ dans une famille présentant un trouble bipolaire,
une duplication comportant un geéne partenaire de EAACI, jamais identifié dans les études
antérieures. Nous avons de plus confirmé qu’il existait une surexpression d’ARL6IPI en lien
avec la duplication, entrainant une probable modification conformationnelle de la protéine
pour laquel ARL6IPI code. Une duplication du géne ARL6IP1 pourrait créer un déséquilibre
dans la régulation du transporteur EAACI, altérer le métabolisme du Glutamate et engendrer
ainsi un déséquilibre dans la balance entre les transmissions excitatrices et inhibitrices,

renfor¢ant I’hypothése de la dysfonction glutamatergique dans le trouble bipolaire(171).

En effet nous pourrions supposer 2 mécanismes pour le role d’ARL6IPI sur EAACI

identifi¢ dans la physiopathologie du trouble (figure 18) :

- Soit un défaut de transmission de la cystéine limitant la synthése de glutathion qui
engendrerait un stress oxydatif plus important. Cliniquement, un essai thérapeutique
randomisé a pu montrer une efficacité par 1’utilisation d’un analogue de la cystéine la N-
Acétyl-Cystéine dans la dépression bipolaire. Dans le groupe recevant la N-Acetyl-Cystéine
en traitement adjuvant a la thymorégulation efficace, une amélioration significative était
obtenue au bout de 20 semaines de traitement, et dés la 8™ semaine, le traitement était
efficace sur les échelles de fonctionnement global. De plus, ce traitement n’a pas induit de

virage de I’humeur pendant 1’essai (172).

- Soit par une modification de la transmission glutamatergique. L’hypothése d’une
diminution de la transmission glutamatergique associée a un exces de transmission
dopaminergique sont les 2 mécanismes les plus décrits dans la physiopathologie des
symptomes psychotiques. Cette hypothése est basée sur la constatation que le blocage
notament des récepteurs NMDA (N-methyl-D-aspartate) du glutamate entraine une
augmentation de la libération de dopamine et une augmentation de I’expression des récepteurs
D3 de la dopamine (173). Dans les troubles de I’humeur, le trouble bipolaire est le prototype
du trouble associé a des symptomes psychotiques et est le trouble mental qui répond le mieux
aux antipsychotiques, qui sont des antagonistes des récepteurs D2-D3 de la dopamine. La

duplication de ARLG6IP1 qui pourrait entrainer une diminution de la transmission
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glutamatergique qui en retour augmenterait la transmission dopaminergique et serait donc

responsable de I’émergence des symptomes maniaques et psychotiques (figure 20).

Striatal Dopaminergic Synapse

GABAergic neuron

Figure 20 : Synapse striatale dopaminergique (174). Relations entre les voies dopaminergiques
et glutamatergiques.

Ainsi, il est trés probable que la dupication retrouvée puisse influencer la survenue du

trouble bipolaire par un désordre de la transmission glutamatergique.

Pour confirmer ce rdle, il faudrait envisager une étude sur les interactions entre

EAAI1C et la protéine surexprimée d’ARL6IPI a I’échelle cellulaire.
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CONCLUSION

Le trouble bipolaire est une pathologie a hérédité complexe dont la part attribuable a la

génétique est majoritaire.

L’arrivée du séquencage de nouvelle génération offre des perspectives inégalées dans
I’identification de génes de susceptibilité et dans la délimitation de 1’architecture génétique du
trouble bipolaire. Néanmoins, pour €tre en mesure de définir une base étiopathogénique
valide, il faut se baser sur des phénotypes d’études homogenes.

Dans ce contexte, nous proposons un design d’étude cas-témoin par séquencage
d’exome dans le trouble bipolaire en utilisant des phénotypes dits « extrémes ». Nous nous
limitons dans cette étude au trouble bipolaire de type I associé¢ a un début précoce (définit
comme un age de début du trouble inférieur ou égal a 22 ans) et a une agrégation familiale
forte (plus de 3 apparentés affectés). Utiliser des phénotypes extrémes est une stratégie
novatrice dans le trouble bipolaire, qui permet, a I’échelle des variants rares d’étre plus en
mesure de repérer une association, avec un effectif réduit.

Les résultats pour cette étude sont en cours.

Le séquencage d’exome est une technique sensible, qui depuis peu permet de détecter
des variations quantitatives du génome, les CNVs. A partir des données d’exome d’un
individu participant a 1’étude cas-témoin, nous avons mis en évidence un CNV de petite taille
(30kb) et celui-ci coségrégait dans la famille avec le trouble bipolaire, a I’exception d’un
sujet.

Ce CNV ¢tait une duplication intéressant les geénes RPSI54 (Ribosomal Protein
S15a), ARL6IPI (ADP-Ribosylation-Like factor 6-Interacting Protein 1) ainsi qu’une partie
du géne SMG1 (Phosphatidylinositol 3-kinase related kinase). Nous avons porté notre intérét
sur ARL6IPI, qui code pour une protéine partenaire du transporteur glutamatergique Une
délétion du gene codant pour le transporteur EAA1C a pu étre identifié dans la schizophrénie
et le trouble bipolaire. Nous avons confirmé a 1’échelle transcriptionnelle une surexpression
de ’ARNm d’ARL6IPI chez les porteurs de cette duplication, suggérant un probable rdle de
ce nouveau CNV identifi¢ dans le trouble bipolaire de cette famille, par un déséquilibre de la

transmission glutamatergique.
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ANNEXES

Annexe 1 : Caractéristiques du DSM V pour le trouble bipolaire de type I

Trouble Bipolaire de type I

1-

2-

Caractérisé par :

A répondu aux critéres d’au moins un épisode maniaque (Critére A-D d’un épisode
maniaque)

La survenue de 1’épisode ou des €pisodes maniaques ou dépressifs n’est pas mieux
expliquée par un trouble schizotypique, une schizophrénie, un trouble
schizophréniforme, un trouble délirant ou un autre trouble psychotique spécifié ou non

spécifié.

Une période nettement délimitée durant laquelle I’humeur est élevée, expansive ou
irritable de facon anormale et persistante, avec une augmentation anormale et
persistante de I’activité orientée vers un but ou de 1’énergie, persistant la plus part du
temps, presque tous les jours, pendant au moins une semaine (ou toute autre durée si

une hospitalisation est nécessaire).

B. Au cours de cette période de perturbation de I’humeur et d’augmentation de 1’énergie
ou de I’activité, au moins 3 des symptomes suivants (4 si I’humeur est seulement irritable)
sont présents avec une intensité significative et représentent un changement notable par

rapport au comportement habituel :

1- augmentation de I’estime de soi ou idées de grandeur

2- réduction du besoin de sommeil

3- plus grande communicabilité que d’habitude ou désir constant de parler

4- fuite des idées ou sensation subjective que les pensées défilent

5- distractibilité rapportée ou observée

6- augmentation de ’activité orientée vers un but (social, professionnel, scolaire ou
sexuel) ou agitation psychomotrice (c’est a dire activité sans objectif, non orientée
vers un but)

7- engagement excessif dans des activités a potentiel ¢élevé de conséquences
dommageables

B. La perturbation de ’humeur est suffisamment grave pour entrainer une altération

marquée du fonctionnement professionnel ou des activités sociales, ou pour nécessiter
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une hospitalisation afin de prévenir les conséquences dommageables pour le sujet ou

autrui, ou bien il existe des caractéristiques psychotiques.

C. L’¢épisode n’est pas imputable aux effets physiologiques d’une substance ou a une

autre affection médicale.

NB : un épisode maniaque complet qui apparait au cours d’un traitement antidépresseur
(par ex médicaments ou sismothérapie) mais qui persiste et rempli les critéres complets
d’un épisode au dela d’un simple effet physiologique de ce traitement doit étre considéré
comme un €pisode maniaque et conduire, par conséquent, a un diagnostic de trouble

bipolaire de type I.

Spécifier : le type de 1’épisode en cours (ou du plus récent) ainsi que sa sévérité actuelle,
la présence ou non de symptomes psychotiques (si épisode en cours) et si il est ou pas en

rémission.

Spécifier : si il est associ¢ a diverses caractéristiques avec les dominations suivantes :
- Avec détresse anxieuse

- Avec caractéristique mixtes

- Avec cycles rapides

- Avec caractéristiques mélancoliques

- Avec caractéristiques atypiques

- Avec caractéristiques psychotiques congruentes a I’humeur

- Avec caractéristiques psychotiques non congruentes a I’humeur

- Avec catatonie

- Avec début lors du post-partum

- Avec caractére saisonnier
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Annexe 2 : Caractéristiques du DSM V pour le trouble bipolaire de type II, la dépression et

I’hypomanie

Trouble Bipolaire de type 11

Caractérisé par :

1- Les critéres suivants d’un épisode hypomanique actuel ou passé
2- et les criteres suivants d’un épisode dépressif caractérisé actuel ou passé
Episode hypomaniaque

A. Une période nettement délimitée durant laquelle I’humeur est élevée, expansive ou
irritable de facon anormale et persistante, avec une augmentation anormale et
persistante de I’activité orientée vers un but ou de 1’énergie, persistant la plus part du
temps, presque tous les jours, pendant au moins 4 jours consécutifs.

B. Au cours de cette période de perturbation de I’humeur et d’augmentation de 1’énergie

ou de I’activité, au moins 3 des symptomes suivants (4 si ’humeur est seulement
irritable) sont présents avec une intensité significative et représentent un changement

notable par rapport au comportement habituel :

1- Augmentation de I’estime de soi ou idées de grandeur

2- Réduction du besoin de sommeil

3- Plus grande communicabilité que d’habitude ou désir constant de parler

4- Fuite des idées ou sensation subjective que les pensées défilent

5- Distractibilité rapportée ou observée

6- Augmentation de ’activité orientée vers un but (social, professionnel, scolaire ou
sexuel) ou agitation psychomotrice (c’est a dire activité sans objectif, non orientée
vers un but)

7- Engagement excessif dans des activités a potentiel ¢élevé de conséquences
dommageables

C. L’¢épisode s’accompagne de modifications indiscutables du fonctionnement, qui différe
de celui du sujet hors période symptomatique.

D. La perturbation de I’humeur et la modification du fonctionnement sont manifestes

pour les autres.
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E. La sévérité de I’épisode n’est pas suffisante pour entrainer une altération marquée du
fonctionnement professionnel ou social, ou pour nécessiter une hospitalisation. S’il

existe des caractéristiques psychotiques, I’épisode est, par définition, maniaque.

F. L’épisode n’est pas imputable aux effets physiologiques d’une substance.

NB: un ¢épisode hypomaniaque complet qui apparait au cours d’un traitement
antidépresseur (par ex médicaments ou sismothérapie) mais qui persiste et rempli les
critéres complets d’un épisode au dela d’un simple effet physiologique de ce traitement
doit étre considéré et traité comme un épisode hypomaniaque. Toutefois, la prudence
s’impose car un ou deux symptomes (en particulier I’augmentation de I’irritabilité, de la
nervosité, ou de ’agitation apres le prise d’un antidépresseur) ne sont pas suffisants pour
le diagnostic d’épisode hypomaniaque, et ne sont pas obligatoirement indicatfs d’une

diathese bipolaire.

Episode dépressif

A. Au moins 5 des symptomes suivants sont présents pendant une méme période d’une
durée de 2 semaines et représentent un changement par rapport au fonctionnement
antérieur ; au moins un des symptome est soit (1) une humeur dépressive, soit (2) une
perte d’intérét ou de plaisir.

NB : ne pas inclure des symptdmes manifestement imputables a une affection médicale.

1- Humeur dépressive présente quasiment toute la journée, presque tous les jours,
signalée par la personne ou observée par les autres (NB : éventuellement irritabilité
chez I’enfant et I’adolescent).

2- Diminution marquée de l’intérét ou du plaisir pour toutes ou presque toutes les
activités quasiment toute la journée, presque tous les jours.

3- Perte ou gain de poids significatif en 1’absence de régime ou diminution ou
augmentation de 1’appétit presque tous les jours.

4- Insomnie ou hypersomnie presque tous les jours.

5- Agitation ou ralentissement psychomoteurs presque tous les jours.

6- Fatigue ou perte d’énergie presque tous les jours.

7- Sentiment de dévalorisation ou de culpabilité excessive ou inappropriée (qui peut étre
délirante) presque tous les jours.

8- Diminution de I’aptitude a penser ou a se concentrer ou indécision presque tous les

jours.
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9- Pensées de mort récurrentes (pas seulement la peur de mourir), idées suicidaires

récurrentes sans plan précis, tentative de suicide ou plan précis pour se suicider.

B. Les symptomes induisent une détresse cliniquement significative ou une altération du

fonctionnement social, professionnel ou dans d’autres domaines importants.

C. Les symptomes ne sont pas imputables aux effets physiologiques directs d’une

substance ou d’une autre affection médicale.

NB : Les critéres A a C définissent un épisode dépressif caractérisé.

NB : Les réponses a une perte significative (ex : deuil, ruine, pertes au cours d’une
catastrophe naturelle, maladie grave ou handicap) peuvent comprendre des sentiments de
tristesse intense, des ruminations a propos de la perte, une insomnie, un manque d’appétit
une perte de poids, symptomes inclus dans me critére A et évoquant un épisode dépressif.
Bien que ces symptomes peuvent étre compréhensibles ou jugés appropriés en regard de
la perte, la présence d’un épisode dépressif caractéris€, en plus de la réponse normale a
une perte importante, doit étre considéré attentivement. Cette décision fait appel au
jugement clinique qui tiendra compte des antécédents de la personne et des normes

culturelles de I’expression de la souffrance dans un contexte de perte.

Trouble bipolaire de type II

A. Les criteres sont remplis pour au moins un épisode hypomaniaque et au moins pour un

épisode dépressif caractérisé.

B. Il n’y a jamais eu d’épisode maniaque

C. L’apparition de(s) 1’épisode(s) hypomaniaque(s) et de(s) I’épisode(s) dépressif(s) n’est
pas mieux expliquée par un trouble schizoaffectif, une schizophrénie, un trouble
schizophréniforme, un trouble délirant ou un autre trouble spécifié ou non spécifi¢ du

spectre de la schizophrénie et autres troubles psychotiques.

D. Les symptomes de dépression ou I’imprévisibilité causées par 1’alternance fréquente
entre des périodes de dépression et d’hypomanie entrainent une souffrance importante
ou une altération du fonctionnement social, professionnel ou dans d’autres domaines

importants.

Spécifier :
Si I’épisode actuel ou le plus récent est hypomanique ou dépressif
Siavec :

- caractéristiques anxieuses
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caractéristiques mixtes

des cycles rapides

caractéristiques psychotiques congruentes a I’humeur
caractéristiques psychotiques non congruentes a I’humeur
catatonie

début dans le péri partum

caractére saisonnier

Si : en rémission compléte ou partielle.

La sévérité : 1éger, moyen, sévere.
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Annexe 3 : Caractéristiques du DSM V pour la Cyclothymie

La Cyclothymie

A. Existence pendant au moins 2 ans (au moins 1 an chez les enfants et les adolescents) de
nombreuses périodes pendants lesquelles des symptomes hypomaniaques sont présents
sans que soient réunis les critéres d’un épisode hypomaniaque et de nombreuses périodes
pendants lesquelles des symptomes dépressifs sont présents sans que soient réunis les

critéres d’un épisode dépressif caractérisé.

B. Durant la période de 2 ans décrite ci dessus (1 an chez les enfants et les adolescents), les
périodes hypomaniaques et dépressives ont été présentes pendant au moins la moiti¢ du
temps et la personne n’a pas connue de période de plus de 2 mois consécutifs sans

symptomes.

C. Les criteres pour un ¢€pisode dépressif caractérisé, maniaque ou hypomaniaque n’ont

jamais €té réunis.

D. Les symptomes du critere A ne sont pas mieux expliqués par un trouble schizoaffectif,
une schizophrénie, un trouble schizophréniforme, un trouble délirant ou un autre trouble

spécifié ou non spécifié¢ du spectre de la schizophrénie et autres troubles psychotiques.

E. Les symptomes ne sont pas imputables aux effets physiologiques directs d’une substance

ou d’une autre affection médicale.

F. Les symptomes entrainent une détresse cliniquement significative ou une altération du

fonctionnement social, professionnel ou dans d’autres domaines importants.

Spécifier si : Avec détresse anxieuse.
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