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Résumé : Avec le développement des techniques de biologie moléculaire, de plus en plus
de marqueurs génétiques peuvent être analysés pour rechercher des facteurs génétiques de
risque pour des maladies. L’utilisation d’haplotypes permet de prendre en compte l’informa-
tion conjointe de plusieurs marqueurs. Mais, avec l’augmentation du nombre de marqueurs
disponibles, le nombre d’haplotypes possibles devient très élevé, ce qui rend la puissance des
tests haplotypiques d’autant plus faible. Afin d’améliorer la puissance des ces tests, une stra-
tégie consiste à regrouper les haplotypes et à effectuer les tests sur ces groupes. Au cours de
ce travail, nous nous sommes intéressés à une type très particulier de stratégie de regroupe-
ment : les méthodes basées sur les phylogénies. Elles consistent à utiliser l’arbre représentant
l’histoire évolutive des haplotypes pour identifier des groupes d’haplotypes sur-représentés
chez les malades. Les mutations à l’origine de ces groupes sont potentiellement impliquées
dans la susceptibilité à la maladie.

Dans un premier temps, nous avons mis au point une nouvelle méthode utilisant des phylo-
génies pour détecter une association entre un gène et une maladie et pour localiser finement
les marqueurs impliqués dans son déterminisme. Nous l’avons implémentée dans le logi-
ciel ALTree . L’efficacité d’ALTree a été testée par simulations et comparée à celle d’autres
tests. Nous avons montré que l’utilisation de phylogénies n’entraîne pas d’importants gains
de puissance pour la détection de l’association. En revanche, cela permet d’améliorer l’effi-
cacité d’identification des sites de susceptibilité dans le cas où plusieurs locus en interaction
sont impliqués dans le déterminisme de la maladie. Nous nous sommes aussi intéressés à
l’influence de différents facteurs sur ALTree . Nous avons montré que son efficacité dé-
pend beaucoup des paramètres du modèle génétique simulé pour la maladie (pénétrances
et fréquences des allèles à risque) et des conditions de reconstruction de l’arbre phylogéné-
tique (méthode de reconstruction de l’arbre, méthode d’optimisation des caractères, enraci-
nement).

Nous avons ensuite étudié la puissance d’une autre méthode basée sur des phylogénies :
CLADHC. Elle permet l’analyse de longues séquences car elle reconstruit l’arbre et elle réalise
l’analyse statistique dans une fenêtre qui se déplace le long des séquences de marqueurs. Ses
auteurs ont montré qu’elle permet un très fort gain de puissance pour le test d’association.
Nos propres simulations ont, en revanche, souligné que cette méthode n’est généralement
pas plus puissante qu’un test classique d’association allélique.

Enfin, nous avons appliqué notre méthode ALTree à des données. Elle nous a permis de
retrouver une association forte entre un gène et une maladie sur des données simulées pour
un atelier de travail international. Nous avons aussi pu confirmer l’implication de 3 variants
du gène CARD15 dans la susceptibilité à la maladie de Crohn et d’un variant du gène DRD2
dans la susceptibilité à la schizophrénie. Ces résultats montrent la validité des méthodes
basées sur des phylogénies pour la recherche de facteurs génétiques de risque.

Mots-clés : phylogénie, études d’association, maladies mutifactorielles, haplotypes, locali-
sation de sites de susceptibilité



Abstract: With the developpement of molecular biology, more and more markers are now
available within genes. These makers can be used to look for genetic risk factors for complex
diseases. To take into account the joint information on several markers, haplotypic methods
can be used. But, with the increasing number of markers available, the number of haplotypes
is now large and thus, the power of haplotypic tests may be low. To increase the power of
these tests, a strategy consists in grouping haplotypes and in performing the tests on these
groups. In this work, we focus on phylogeny-based grouping methods. They consist in
reconstructing a tree corresponding to the evolutionary history of haplotypes and to use it
to identify haplotype groups containing significantly more cases than controls. Mutations
defining these groups are putative susceptibility sites.

We have first developed a new phylogeny-based method to look for association between a
candidate gene and a disease and to identify the variants involved in the determinism of the
disease. This method is implemented in the ALTree software. Simulations were performed
to evaluate its efficiency and to compare it to other methods’ efficiency. We show that the
use of phylogenies does not improve the power to detect association. However, it can in-
crease the efficiency to localize the susceptibility sites especially when several interacting
loci are involved in the determinism of the disease. We also study the influence of several
factors on ALTree ’s performances. We find that its efficiency highly depends on the disease
model (penetrances and susceptibility allele frequencies) and on the phylogenetic tree recon-
struction parameters (reconstruction method, character states optimization method, rooting
method).

Then, we have evaluated the power of another phylogeny-based method: CLADHC. It allows
to deal with very long marker sequences because the phylogenetic tree reconstruction and
the statistical analysis are performed in overlapping windows, sliding along the sequence.
According to its authors, CLADHC can greatly increase the power of an association test.
However, our own simulations show that, in general, it is no nore powerful than a simple
allelic association test.

ALTree has finally been applied to three data sets. We have been able to detect a strong
association between a gene and a disease on date simulated for the 12th Genetic Analysis
Workshop. We have also confirmed the role of three variants in the CARD15 gene in the
susceptibility to Crohn disease and the role of a variant in the DRD2 gene, involved in the
susceptibility to schizophrenia. These results show the validity of phylogeny-based methods
to look for disease susceptibility loci.

Keywords: phylogeny, association studies, complex diseases, haplotypes, localisation of
susceptibility sites
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Introduction

L’identification de facteurs génétiques de risque pour les maladies est un des enjeux ma-
jeurs en génétique humaine. De nombreuses recherches portent donc sur le développement
de méthodes d’analyses du déterminisme génétique des maladies.

Historiquement, les premiers facteurs de risque identifiés correspondaient à des mala-
dies rares, à forte concentration familiale. Les généticiens ont montré que la plupart de ces
maladies sont dues à une mutation dans un seul gène. Ces maladies ont été qualifiées de
monogéniques.

Plus récemment, on s’est intéressé à un second type de maladies dites maladies multi-
factorielles. Il s’agit de maladies relativement fréquentes telles que les cancers, le diabète, les
maladies psychiatriques ou les maladies cardio-vasculaires. Le déterminisme de ces mala-
dies est encore mal connu, mais il serait dû à des facteurs génétiques et à des facteurs en-
vironnementaux dont les effets peuvent éventuellement se combiner. La nature des facteurs
et leur part respective dans la pathologie varie d’une maladie à l’autre. Les caractéristiques
des facteurs génétiques de risque des maladies multifactorielles sont différentes de celles
des maladies monogéniques. Ce ne sont pas des mutations délétères rares, mais plutôt des
variants, généralement fréquents, dont la présence n’est ni nécessaire ni suffisante au déve-
loppement de la maladie chez un individu. C’est pourquoi on ne parle pas de mutations,
mais uniquement de facteurs de risque : ces variants confèrent des risques de développer la
maladie qui varient en fonction des génotypes des individus qui les portent.

Les premières méthodes permettant d’identifier et de localiser les facteurs génétiques
de risque ont été développées dans le cadre de l’étude des maladies monogéniques. Elles
utilisent l’information apportée par des marqueurs génétiques, c’est-à-dire des séquences
d’ADN polymorphes dont la localisation sur le génome est généralement connue. Elles ont
permis d’identifier avec succès de nombreux gènes impliqués dans le déterminisme de ma-
ladies monogéniques mais, lorsqu’elles ont été appliquées à des maladies multifactorielles,
les résultats ont été beaucoup moins probants : plusieurs études ont mis en évidence des
facteurs génétiques de risque, mais ces résultats ont rarement été répliqués. Les méthodes
développées dans le cadre des maladies monogéniques ne sont donc pas adaptées à l’étude
des maladies multifactorielles et de nouvelles approches ont dû être développées.

Dans les quinze dernières années, le développement des techniques de biologie molé-
culaire a été très important. Le nombre de marqueurs connus sur le génome a littéralement
explosé, permettant la mise au point de cartes de marqueurs très denses. Les différents mar-
queurs peuvent être utilisés individuellement ou de façon conjointe, sous la forme d’ha-
plotypes. Cette dernière stratégie peut être particulièrement efficace dans le cas des mala-
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2 INTRODUCTION

dies multifactorielles car elle permet de prendre en compte d’éventuelles interactions entre
plusieurs facteurs de risque situés sur le même chromosome. De nombreuses méthodes ha-
plotypiques ont alors été développées, mais, avec l’augmentation du nombre de marqueurs
disponibles, le nombre d’haplotypes différents augmente aussi, ce qui limite la puissance
de ces méthodes. De plus, lorsque le nombre d’haplotypes est élevé, le nombre d’individus
portant chaque haplotype risque d’être faible, ce qui pose des problèmes de petits effectifs
pour les tests statistiques.

Afin de pallier ces problèmes, différentes méthodes de regroupement des haplotypes
ont été proposées. L’une des stratégies possibles consiste à utiliser l’information apportée
par la reconstruction de l’histoire évolutive des haplotypes : le regroupement se fait alors
en fonction de la proximité évolutive des haplotypes. En comparant les différents groupes
d’haplotypes entre eux, cette approche permet de tester si un gène particulier est impliqué
dans le déterminisme d’une maladie.

Au cours de cette thèse, nous avons cherché à évaluer l’intérêt que peut présenter l’uti-
lisation de l’histoire évolutive des haplotypes pour la recherche de facteurs génétiques de
risques des maladies multifactorielles. Cette stratégie est-elle plus efficace que les stratégies
classiques utilisées jusqu’à présent et dans quelles conditions ? Pour répondre à cette ques-
tion, nous avons été conduits à développer une nouvelle méthode basée sur la reconstruction
de l’histoire évolutive d’haplotypes que nous avons appelée ALTree . Elle permet non seule-
ment de tester si un gène est impliqué dans le déterminisme d’une maladie mais aussi, de
localiser précisément les facteurs de risque sur ce gène.

Ce travail se situe à l’interface entre deux domaines : la génétique épidémiologique, dont
le but est l’identification des facteurs génétiques de risque, et la phylogénie dont le but est la
reconstruction de l’histoire évolutive d’objets (ici, des haplotypes). Dans un premier temps,
nous introduirons les concepts de base de ces deux domaines. Nous décrirons en particulier,
les différentes approches utilisées pour étudier les maladies multifactorielles et les méthodes
pour reconstruire l’histoire évolutive des marqueurs. Dans un second temps, nous nous inté-
resserons aux différentes méthodes d’identification de facteurs génétiques de risque basées
sur l’utilisation de phylogénies développées jusqu’à présent et à leurs applications à des ma-
ladies. Nous introduirons ensuite la méthode ALTree . Nous étudierons sa puissance pour
détecter si un gène est impliqué dans le déterminisme d’une maladie ainsi que son efficacité
pour localiser le facteur de risque sur le gène dans différentes conditions (différents modèles
de maladie, différentes conditions de reconstruction de l’histoire évolutive). En parallèle,
nous étudierons la puissance d’une autre méthode d’identification de facteurs de risque ba-
sée sur des phylogénies : la méthode CLADHC(Durrant et al., 2004). Enfin, dans une dernière
partie, nous appliquerons la méthode ALTree à trois jeux de données, l’un simulé pour un
atelier de travail international et les deux autres concernant respectivement la maladie de
Crohn et la schizophrénie.
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Introduction à la génétique épidémiologique
et à la phylogénie

Sommaire

1.1 La génétique épidémiologique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
1.1.1 Les concepts de base . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4

1.1.1.1 Les polymorphismes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.1.1.2 La notion de pénétrance . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
1.1.1.3 Les méthodes de recherche de facteurs de risque génétiques 9

1.1.2 Les méthodes d’association en stratégie gène candidat . . . . . . . . 11
1.1.2.1 Les différents tests d’association . . . . . . . . . . . . . . . . 11
1.1.2.2 Les méthodes de localisation des sites de susceptibilité . . . 16
1.1.2.3 Tests multiples et catégories rares . . . . . . . . . . . . . . . 18

1.2 La phylogénie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
1.2.1 Les concepts de base . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

1.2.1.1 Définition . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
1.2.1.2 Les arbres phylogénétiques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

1.2.2 Les méthodes de reconstruction phylogénétique . . . . . . . . . . . . 25
1.2.2.1 Les méthodes de parcimonie . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
1.2.2.2 Les méthodes phénétiques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
1.2.2.3 La méthode de maximum de vraisemblance . . . . . . . . . 30
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1.1 La génétique épidémiologique

Un des enjeux majeurs des études en génétique épidémiologique est l’identification de
facteurs génétiques de risque impliqués dans la susceptibilité à des maladies. Dans cette
partie, nous allons tout d’abord décrire les objets utilisés en génétique épidémiologique —
les polymorphismes génétiques — et nous allons brièvement introduire un des paramètres
permettant de modéliser l’expression et la transmission des maladies : la pénétrance . Nous
allons ensuite exposer les deux types d’approches utilisées actuellement pour rechercher des
facteurs génétiques de risque, à savoir, les analyses de liaison et les analyses d’association.
Enfin, nous nous intéresserons plus en détails aux méthodes d’association parmi lesquelles
s’inscrit la méthode que nous avons mis au point au cours de cette thèse.
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4 CHAPITRE 1. PHYLOGÉNIE

1.1.1 Les concepts de base

1.1.1.1 Les polymorphismes

On dit qu’un locus est polymorphe s’il existe sous au moins deux formes — ou allèles
— dans la population. Le polymorphisme est le résultat de mutations de différents types :
substitutions ou insertions/délétions. Du fait des progrès réalisés en biologie moléculaire,
de plus en plus de locus polymorphes sont identifiés sur le génome.

Les différents types de polymorphismes

Les RFLPs Les RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms) sont des polymor-
phismes correspondant à des variations de taille des produits de la digestion de l’ADN gé-
nomique par les enzymes de restriction. Très souvent, ces variations de taille sont liées à la
présence ou à l’absence d’un site de restriction, c’est-à-dire, d’une séquence d’ADN particu-
lière qui est reconnue et coupée par une enzyme spécifique de cette séquence. Dans ce cas,
le polymorphisme est biallélique (présence ou absence du site). Plus rarement, les variations
de taille des fragments de restriction sont dus à des insertions ou des délétions dans les frag-
ments. Ces polymorphismes RFLPs sont progressivement délaissés au profit des SNPs, plus
nombreux et plus faciles à génotyper et à interpréter.

Les micro- et minisatellites Ces polymorphismes correspondent à l’existence d’un
nombre variable de répétitions d’un motif particulier dans une séquence d’ADN. Suivant
le nombre de nucléotides constituant le motif, on parlera de minisatellites (plusieurs cen-
taines de nucléotides) ou de microsatellites (de deux à quatre nucléotides). Les microsatel-
lites sont des variants relativement fréquents : on en trouve environ un tous les 3 à 10 kb
(kilobases) (Cooper et Krawczak, 1999). Ils sont particulièrement intéressants car ils sont
très polymorphes. Pour ces marqueurs, le nombre de répétitions du motif définit une forme
allélique.

Les SNPs Les SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) sont des polymorphismes dus à
des changements ponctuels d’un seul nucléotide. Ils sont très utilisés actuellement dans les
études génétiques car ils possèdent un certain nombre de propriétés intéressantes :

– Ils sont plus abondants que les autres types de marqueurs précédemment décrits (plus
de 10 millions de SNPs cartographiés sur l’ensemble du génome (Burton et al., 2005)).
Leur fréquence est très variable selon les régions du génome et les populations étu-
diées. L’abondance des SNPs permet de disposer de cartes de marqueurs très denses,
ce qui est très utile pour la localisation des locus de susceptibilité ;

– Ils sont présents partout dans le génome : dans les introns, les exons, les promoteurs,
les enhancers, etc. ;

– Ils sont généralement bialléliques, rarement trialléliques. Cela simplifie leur étude et,
en particulier, la modélisation de leurs effets ;

– Ils sont relativement faciles à génotyper ;
– Ils mutent relativement peu. Cela signifie qu’a priori, lorsqu’un polymorphisme a

muté une fois, il y a peu de chance pour qu’il subisse une réversion. On se trouve
donc dans le cas du modèle de sites infinis, classique en génétique des populations.
On verra par la suite que l’analyse de nos données remet en question cette affirmation.
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Pour une revue concernant les SNPs, on pourra se reporter à l’article de Schork et al. (2000).

La notion de déséquilibre de liaison En génétique épidémiologique, beaucoup de mé-
thodes tirent partie du déséquilibre de liaison1 existant entre différents polymorphismes
dans une population.

Définition Soient deux polymorphismes bialléliques A et B. Leurs allèles respectifs
sont :

– A1, allèle majeur de fréquence p et A2, allèle mineur de fréquence 1− p ;
– B1, allèle majeur de fréquence q et B2, allèle mineur de fréquence 1− q.
Soient fA1B1 , fA2B1 , fA1B2 , fA2B2 les fréquences des combinaisons A1B1, A2B1, A1B2 et

A2B2.
Lorsque les allèles des deux locus sont associés aléatoirement dans les gamètes, on dit

que les deux locus A et B sont en équilibre gamétique. Les fréquences de chaque combinaison
sont alors égales au produit des fréquences des allèles qui les constituent :

fA1B1 = pq, fA2B1 = (1− p)q, fA1B2 = p(1− q) et fA2B2 = (1− p)(1− q)

Si ces égalités ne sont pas respectées, on dit qu’il y a déséquilibre gamétique. Ce dés-
équilibre gamétique, D, se définit comme la différence entre les fréquences observées des
combinaisons alléliques et les fréquences de ces combinaisons à l’équilibre.

DA1B1 = fA1B1 − pq = D DA1B2 = fA1B2 − p(1− q) = −D

DA2B1 = fA2B1 − (1− p)q = −D DA2B2 = fA2B2 − (1− p)(1− q) = D

Lorsque DA1B1 est positif, cela signifie que les allèles A1 et B1 sont plus souvent associés
que ce que l’on attend si les allèles aux deux locus sont indépendants.

D’autres indices permettent de quantifier le déséquilibre gamétique :
– La mesure du D′ de Lewontin et Kojima (1960) qui est moins sensible aux fréquences

alléliques que D.  D′ = D
min(pq,(1−p)(1−q)) si D < 0

D′ = D
min(p(1−q),(1−p)q) si D ≥ 0

Si D′ vaut 1 ou -1, cela signifie que deux allèles sont en déséquilibre complet : seules
trois combinaisons alléliques existent dans la population. Si en plus les fréquences
alléliques sont égales, alors seules deux combinaisons sur les quatre sont présentes
dans la population ;

– Le coefficient de corrélation r2 qui est défini par :

r2 =
D2

pq(1− p)(1− q)

Si r2 vaut 1, les allèles sont en déséquilibre complet et seules deux combinaisons allé-
liques existent dans la population.

1Le terme de déséquilibre gamétique est plus approprié que celui de déséquilibre de liaison comme nous
allons le voir dans ce paragraphe. Cependant, le terme de déséquilibre de liaison étant le plus couramment
employé, c’est celui que nous retiendrons pour la suite de ce travail
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Genèse et évolution d’un déséquilibre gamétique Un déséquilibre gamétique entre
les allèles aux locus A et B peut être créé par différents mécanismes :

– Lorsqu’une mutation se produit dans la lignée germinale d’un individu, le nouvel
allèle créé va se trouver systématiquement associé aux allèles des autres polymor-
phismes ;

– Lorsqu’une combinaison d’allèles est sélectionnée, sa fréquence va augmenter dans la
population, générant un déséquilibre ;

– Un mélange de populations ayant des fréquences alléliques différentes aux deux lo-
cus peut aussi générer un déséquilibre, par exemple, dans le cas extrême du mélange
de deux populations homogènes, l’une constituée uniquement d’individus A1A1B1B1

et l’autre uniquement d’individus A2A2B2B2. Dans la population résultante, on peut
trouver uniquement deux types de gamètes (A1B1 et A2B2) parmi les quatre possibles.

On voit ici que le déséquilibre gamétique n’existe pas forcément uniquement entre des
locus liés génétiquement (i.e. portés par le même chromosome). C’est pour cette raison que
le terme déséquilibre de liaison, couramment employé pour désigner le déséquilibre gamé-
tique est ambigu.

L’évolution du déséquilibre entre deux marqueurs au cours du temps va cependant dé-
pendre de leur liaison génétique. En effet, il est possible de montrer que, dans une popu-
lation, le déséquilibre va décroître d’autant plus vite que les deux locus sont éloignés. Si
l’on suppose un déséquilibre initial D0 entre deux locus et un taux de recombinaison θ, en
l’absence de création de nouveau déséquilibre au cours des générations suivantes, le dés-
équilibre à la génération n vaudra :

Dn = D0(1− θ)n

Dans le cas de locus non liés (θ = 0, 5), le déséquilibre initial diminue de moitié à chaque
génération alors que, si les locus sont très proches (θ ' 0), le déséquilibre se maintient. On
s’attend donc à ne trouver du déséquilibre qu’entre des locus relativement proches. Cepen-
dant, du fait des nombreux mécanismes générateurs de déséquilibre qui peuvent potentiel-
lement se produire au cours de l’évolution, il a été observé que, dans certaines populations,
cette relation avec la distance n’est pas stricte (Bourgain et al. (2000)).

Utilisation conjointe de plusieurs polymorphismes : notion d’haplotypes Un haplotype
correspond à l’ensemble des allèles de différents marqueurs situés sur le même brin d’ADN.
Pour n SNPs bialléliques, il y a donc, en théorie, 2n haplotypes possibles. En pratique, du
fait du déséquilibre de liaison, on en observe toujours beaucoup moins.

L’un des problèmes majeurs concernant les haplotypes est qu’ils ne sont pas directe-
ment observables pour des individus diploïdes. Lors du séquençage, on a seulement accès
aux génotypes non phasés, c’est-à-dire qu’on connaît les deux allèles aux différents locus
mais qu’on ne sait pas quels allèles sont situés sur le même chromosome. Pour les indivi-
dus homozygotes à tous les locus ou hétérozygotes à un seul locus, il est possible d’obtenir
les paires d’haplotypes des individus à partir de leurs génotypes non phasés. Cependant,
dès que l’individu est hétérozygote à plus de deux locus, la reconstruction est ambiguë car
plusieurs paires d’haplotypes sont compatibles avec ce génotype. Ces ambiguïtés peuvent
parfois être résolues grâce à l’apport d’information familiale.

Il existe plusieurs techniques de génotypage moléculaire (pour une revue, voir Niu
(2004)) mais ces méthodes sont très lourdes à mettre en place et extrêmement coûteuses.
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Elles ne sont donc pas adaptées aux analyses actuelles qui prennent en compte de plus en
plus de marqueurs.

Si l’on ne dispose pas de données sur les parents ou si l’information familiale est insuffi-
sante, il faut alors envisager tous les haplotypes possibles pour un individu et estimer leurs
probabilités.

De nombreux algorithmes ont été développés pour inférer les haplotypes à partir des
génotypes non phasés.

Reconstruction haplotypique sur des données en population Beaucoup de pro-
grammes de reconstruction haplotypique sont basés sur des algorithmes d’espérance-
maximisation (EM) (Dempster et al., 1977). Des valeurs arbitraires de fréquence sont tout
d’abord affectées aux différents haplotypes possibles et sont utilisées pour estimer les fré-
quences génotypiques (étape E : Espérance). Les valeurs des fréquences génotypiques sont
à leur tour utilisées pour estimer les fréquences haplotypiques à l’itération suivante (étape
M : Maximisation) et ainsi de suite, jusqu’à ce qu’il y ait convergence2. Cependant, ces al-
gorithmes supposent que les hypothèses de Hardy-Weinberg sont vérifiées pour l’ensemble
des haplotypes, ce qui n’est pas forcément le cas, par exemple, pour un échantillon de ma-
lades.

D’autres algorithmes sont basés sur l’utilisation de méthodes bayésiennes, ou pseudo-
bayésiennes comme, par exemple, l’algorithme implémenté dans le logiciel PHASE
(Stephens et al., 2001a; Stephens et Donnelly, 2003). Les méthodes bayésiennes utilisent à la
fois une information a priori concernant les fréquences haplotypiques et l’information conte-
nue dans le jeu de données (i.e. les génotypes), pour calculer la distribution a posteriori des
fréquences haplotypiques sachant les génotypes observés dans l’échantillon. Dans le cas de
PHASE, l’algorithme utilise un processus de MCMC (Monte Carlo Markov Chain) et la distri-
bution a priori est obtenue en utilisant la théorie de la coalescence. En pratique, ce dernier
point signifie que lorsque plusieurs paires d’haplotypes sont compatibles avec un génotype
donné, on donne un poids plus important aux haplotypes déjà présents (ou supposés être
présents) dans l’échantillon. Si un haplotype n’existe pas dans l’échantillon, alors on lui attri-
bue un poids d’autant plus important qu’il est proche (en terme de nombre de pas évolutifs)
d’un autre haplotype de l’échantillon.

Enfin, il existe des algorithmes basés sur la reconstruction phylogénétique : les haplo-
types sont reconstruits de telle manière qu’un arbre phylogénétique parfait3 (Gusfield, 2002)
ou imparfait (Halperin et Eskin, 2004) raconte leur histoire évolutive. Pour une revue sur les
méthodes de reconstructions d’haplotypes, voir Niu (2004).

Les performances respectives des méthodes basées sur des algorithmes EM et des diffé-
rentes méthodes bayésiennes ont été étudiées par différents auteurs. Adkins (2004) a montré
que toutes ces méthodes sont globalement très efficaces pour estimer les fréquences haplo-
typiques. Malgré quelques contestations (Zhang et al., 2001), il semble cependant que PHASE
donne les reconstructions haplotypiques les plus précises (Xu et al., 2004; Stephens et Don-
nelly, 2003; Stephens et al., 2001b). Bien que le temps de calcul de PHASE soit beaucoup
plus long que celui des autres algorithmes, il a été choisi pour reconstruire les haplotypes

2On dit qu’il y a convergence lorsque les différences entre les fréquences haplotypiques obtenues pour deux
itérations successives sont très faibles

3Une phylogénie est parfaite lorsqu’il n’y a pas d’homoplasie. Cela signifie qu’il ne doit pas y avoir de re-
combinaison et que le modèle site-infini doit être respecté
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dans les bases de données du Variation discovery resource project (SeattleSNPs) et du projet
HapMap(Consortium, 2003).

Reconstruction haplotypique sur des données familiales Les données familiales ap-
portent un supplément d’information : seules certaines paires d’haplotypes sont compatibles
avec le génotype d’un individu connaissant celui de ses parents. Malgré cela, peu de mé-
thodes de reconstructions haplotypiques ont été développées pour les données familiales.
Les programmes d’analyse de liaison tels que GENEHUNTERont été souvent utilisés pour
inférer les haplotypes dans des familles. Cependant, Schaid et al. (2002) ont montré que
l’utilisation de ces programmes n’était pas appropriée car ils supposent qu’il n’y a pas de
déséquilibre de liaison entre les marqueurs. Aussi, lorsque la reconstruction haplotypique
est ambiguë, les différents haplotypes possibles sont tous aussi vraisemblables les uns que
les autres. Le programme attribuera alors à l’individu une paire d’haplotypes en fonction
de la numérotation des marqueurs. Quelques autres algorithmes ont donc été développés
mais assez peu ont été implémentés sous la forme de logiciels. Il existe actuellement essen-
tiellement l’algorithme implémenté dans le logiciel FAMHAP Becker et Knapp (2004a). Ce
programme est basé sur un algorithme EM, adapté pour les données familiales 4. Grâce à
une procédure d’addition pas à pas des locus, il permet de reconstruire des haplotypes pour
un nombre élevé de marqueurs (jusqu’à 68) en un temps relativement court.

1.1.1.2 La notion de pénétrance

La pénétrance est l’un des paramètres qui permet de spécifier la relation entre un phéno-
type (malade/non malade) et le génotype à un locus particulier. Soit un locus de susceptibi-
lité biallélique dont l’allèle à risque est noté d. La pénétrance est définie comme la probabilité
pour un individu d’être atteint de la maladie sachant son génotype au locus de susceptibilité.
Dans le cas d’un locus biallélique, on définit alors trois pénétrances :

fDD = P (malade|DD)
fDd = P (malade|Dd)
fdd = P (malade|dd)

Lorsqu’un facteur de risque génétique a un effet dominant, alors fDd = fdd et lorsque le
facteur a un effet récessif, fDd = fDD.

Pour certaines maladies, la correspondance entre le phénotype et le génotype est simple.
Par exemple, pour une maladie monogénique dominante, tous les individus portant au
moins un allèle d sont malades (fDd = fdd = 1 et fDD = 0). Dans les autres cas, on par-
lera de :

– maladie à pénétrance incomplète si fdd < 1. Cela signifie qu’il existe des individus non
malades homozygotes pour l’allèle à risque

– phénocopies si fDD > 0. Cela signifie qu’il existe des individus malades non porteurs
de l’allèle à risque, la maladie étant due à d’autres facteurs, soit génétiques, soit envi-
ronnementaux.

Dans le cas des maladies multifactorielles, les pénétrances sont rarement complètes et on
observe très souvent des phénocopies. Cette difficulté d’établir une correspondance stricte
entre le génotype et le phénotype est l’une des difficultés de l’étude de ce type de maladies.

4Le logiciel FAMHAPpermet cependant aussi de reconstruire les haplotypes de données en population
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Au lieu de spécifier les trois valeurs de pénétrance, on utilise souvent la notion de risque
relatif génotypique. Cela consiste à exprimer les risques de développer la maladie pour les
individus homozygotes porteurs de l’allèle à risque et pour les individus hétérozygotes par
rapport au risque des individus homozygotes non porteurs.

GRRhom =
pénétrance des homozygotes porteurs

pénétrance des homozygotes non porteurs
=

fdd

fDD

GRRhet =
pénétrance des hétérozygotes

pénétrance des homozygotes non porteurs
=

fdD

fDD

1.1.1.3 Les méthodes de recherche de facteurs de risque génétiques

Il existe deux grandes stratégies d’identification de facteurs de risque génétiques : les
analyses de liaison et les analyses d’association. Pour une revue de ces grands types d’ana-
lyse, voir Lander et Schork (1994). Un troisième groupe de méthodes, les méthodes de re-
cherche d’haplotypes partagés, est parfois défini car il emprunte des concepts à la fois aux
analyses d’association et aux analyses de liaison.

Les analyses de liaison Les analyses de liaison ont été développées pour localiser des fac-
teurs génétiques de risque sur des régions chromosomiques précises. Elles se sont révélées
particulièrement efficaces dans le cas de l’étude des maladies monogéniques. Elles consistent
à rechercher des marqueurs dont la transmission dans des familles n’est pas indépendante
de la transmission de la maladie. Ces marqueurs seront donc situés dans des régions proches
de celle du locus de susceptibilité. En effet, lorsque deux locus sont situés dans une même
région de chromosome, on s’attend à ce qu’il se produise peu de recombinaisons entre eux
et donc qu’ils soient transmis ensemble dans des familles plus souvent que s’ils n’étaient pas
liés. Les méthodes d’analyse de liaison sont de deux types :

– Les méthodes paramétriques : elles nécessitent la spécification d’un modèle génétique
pour la maladie. Elles sont basées sur la statistique du lod score. Elles sont relativement
puissantes tant que le modèle génétique spécifié est correct. Lorsque le modèle est mal
spécifié, Clerget-Darpoux et al. (1986) ont montré qu’une région contenant un locus de
susceptibilité pouvait être exclue à tort. Dans le cas des maladies multifactorielles, le
modèle n’étant pas connu, le risque de fausse exclusion est relativement élevé. Il se
double d’un risque de fausse détection car, en l’absence de modèle connu, les utilisa-
teurs sont tentés de tester un grand nombre de modèles, ce qui augmente la probabilité
d’observer un résultat significatif par hasard. Pour plus de détails sur ces méthodes,
voir Feingold et al. (1998).

– Les méthodes “modèles-indépendantes” : elles ne nécessitent pas la spécification d’un
modèle génétique pour la maladie. Elles consistent à rechercher des régions chromoso-
miques identiques chez des individus apparentés atteints par une maladie (souvent, il
s’agit de paires de germains atteints). En effet, si un gène est impliqué dans la suscep-
tibilité à une maladie, on s’attend à ce que deux individus apparentés malades aient
plus souvent reçu les mêmes allèles aux marqueurs liés au locus maladie que ne le vou-
drait le hasard de la ségrégation. Ces méthodes sont plus robustes que les méthodes
paramétriques, mais elles sont aussi moins puissantes.
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Les méthodes de recherche d’haplotypes partagés Le principe de ces méthodes consiste
à rechercher des régions sur le chromosome où les individus malades sont plus apparentés
que les témoins, c’est-à-dire qu’ils partagent plus d’allèles identiques hérités d’un ancêtre
commun. Ces régions sont celles qui ont le plus de risque d’être impliquées dans la suscepti-
bilité à la maladie. Une mesure de l’apparentement fréquemment utilisée dans ces méthodes
est la longueur d’haplotype partagée. En effet, plus la longueur partagée est grande, plus
il y a de chance pour que les individus qui partagent cette région l’ait héritée d’un ancêtre
commun. Au contraire, si la région est courte, il y a de plus grandes chances que l’identité
soit due au hasard.

Il existe plusieurs méthodes de ce type. Nous pouvons citer par exemple la méthode
HSS (Van der Meulen et te Meerman, 1997) et la méthode MILC (Bourgain et al., 2000, 2001).
Cependant, Bourgain et al. (2002) ont montré que pour de nombreux modèles génétiques,
ces méthodes ne sont pas plus puissantes que des tests d’association classique.

Les analyses d’association Les tests d’association cherchent à identifier des régions impli-
quées dans le déterminisme d’une maladie. Pour cela, ils utilisent l’information apportée soit
directement par le locus de susceptibilité s’il correspond à l’un des marqueurs étudiés, soit
par des marqueurs en déséquilibre de liaison avec le locus de susceptibilité. Contrairement
aux analyses de liaison qui utilisent l’information des transmissions familiales, les analyses
d’association sont basées sur la comparaison d’échantillons de cas (individus atteints par
une maladie) et de témoins (individus non malades).

Le principe général de ces tests consiste à comparer les distributions alléliques ou géno-
typiques de différents marqueurs chez les malades et les témoins. Si ces distributions dif-
fèrent, cela signifie que le marqueur considéré est associé à la maladie. Ce marqueur peut
donc être soit lui-même le site de susceptibilité à la maladie, ou, plus généralement, être en
déséquilibre de liaison avec le site de susceptibilité.

Les analyses d’association peuvent se réaliser sur des polymorphismes répartis sur l’en-
semble du génome (approche systématique) comme c’est le cas pour les analyses de liaison.
Cependant, étant donné que le déséquilibre de liaison n’existe qu’entre des marqueurs très
proches, il faudra utiliser un très grand nombre de marqueurs dans ces analyses (plusieurs
centaines de milliers, Risch (2000)). Dans ce cas, le seuil de significativité du test d’associa-
tion devra être très élevé afin d’éviter de détecter des faux positifs. Par conséquent, il sera
difficile de mettre en évidence des facteurs ayant un effet modéré.

Une solution à ce problème est de ne pas utiliser tous les marqueurs disponibles, mais
seulement ceux qui sont les plus informatifs. Par exemple, il est évident que si deux mar-
queurs sont en déséquilibre de liaison complet (r2 = 1), il est inutile de les analyser tous
les deux car ils apportent la même information. Dans certaines régions du génome, on a pu
mettre en évidence des blocs de marqueurs en très fort déséquilibre de liaison (Daly et al.,
2001b; Gabriel et al., 2002; Patil et al., 2001). On peut alors choisir un SNP comme représen-
tant de chaque bloc et ne réaliser le test d’association que sur ces SNPs, appelés alors ht-SNP
(haplotype tagging SNPs). Cependant, il faut noter que ce découpage en bloc n’est pas ab-
solu, en particulier parce que les frontières entre les blocs sont difficiles à définir. En effet,
il existe différentes méthodes de détection des blocs, basées sur le déséquilibre de liaison
entre chaque paire de SNPs (Gabriel et al., 2002) ou sur la maximisation de la diversité ha-
plotypique (Patil et al., 2001). Schwartz et al. (2003) et Schulze et al. (2004) ont montré que
les limites des blocs ne sont pas concordantes lorsque différentes méthodes sont utilisées.
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De plus, Schulze et al. (2004) ont montré que les limites de bloc sont très sensibles aux pa-
ramètres de la méthode utilisée (seuil de déséquilibre de liaison par exemple) ainsi qu’à la
fréquence minimale de l’allèle mineur utilisée pour sélectionner les SNPs qui vont servir
pour établir les limites de bloc. Enfin, Wall et Pritchard (2003) ont montré que la structure
en bloc n’était pas généralisable à l’ensemble du génome. Une telle approche n’est donc pas
réalisable tant qu’une carte précise des blocs n’a pas été établie pour la population étudiée
et sa puissance est encore controversée (Zhai et al., 2004). Enfin, même si une association est
définie entre un bloc et une maladie, d’autres outils seront nécessaires afin d’identifier plus
précisément les polymorphismes à risque dans le bloc.

En plus des méthodes basées sur le déséquilibre de liaison ou sur la diversité haploty-
pique, il existe de nombreuses autres méthodes de sélection de SNPs dont, par exemple, :

– La sélection sur la fréquence de l’allèle mineur. On ne conserve que les SNPs dont la
fréquence de l’allèle mineur est supérieure à un seuil (souvent 5 ou 10%) ;

– La sélection sur la région contenant les marqueurs. On peut choisir de ne s’intéresser
qu’aux SNPs dont les mutations ont des chances d’avoir un effet sur le gène ou sur son
niveau d’expression (dans les exons, dans les promoteurs, etc.),

Cependant, ces méthodes sont aussi très dépendantes de leurs différents paramètres (choix
des régions, fréquences des allèles mineurs) et l’impact des variations de ces paramètres sur
leur puissance n’a jamais été quantifié.

Une stratégie alternative est de se focaliser sur des gènes particuliers — dits gènes candi-
dats — et de tester s’ils sont impliqués dans la susceptibilité à la maladie. Le choix des gènes
peut être basé sur leur fonction, sur des homologies avec des gènes qui induisent des signes
proches de ceux de la maladie lorsqu’ils sont modifiés dans des modèles animaux ou sim-
plement sur le fait que le gène se trouve dans une région dont on a montré la liaison avec la
maladie. Dans la suite de ce travail, nous allons nous intéresser uniquement à la stratégie de
gène candidat car elle semble bien adaptée à l’étude des maladies multifactorielles.

1.1.2 Les méthodes d’association en stratégie gène candidat

1.1.2.1 Les différents tests d’association

Il existe une très grande variété de tests d’association utilisés en stratégie gène candidat.
Nous allons à présent en détailler les principaux pour le cas d’analyses de données qualita-
tives (données cas/témoins).

Les tests univariés Les tests les plus simples et les plus couramment utilisés consistent
à tester l’homogénéité des distributions d’allèles ou de génotypes chez les malades et les
témoins. Ces tests étant réalisés successivement pour tous les marqueurs du gène, on les
appellera par la suite tests “locus par locus”. Si l’on considère un marqueur biallélique (A1,
A2), les données peuvent être résumées sous la forme d’un tableau de contingence comme
illustré sur le Tableau 1.1).

L’homogénéité entre les distributions génotypiques chez les malades et chez les témoins
est alors testée en calculant un χ2 dont le nombre de degrés de liberté (ddl) sera égal au
nombre de génotypes moins 1 (ici, 2 ddl). Ce test est réalisé à chaque SNP étudié. Il est
donc nécessaire de tenir compte des tests multiples. Ce type de test est particulièrement
efficace lorsqu’un seul variant est responsable de la susceptibilité à la maladie. Dans ce cas,
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A1A1 A1A2 A2A2 Total
Malades m1,1 m1,2 m2,2 M

Témoins t1,1 t1,2 t2,2 T

Total N1,1 N1,2 N2,2 N

TAB. 1.1: Exemple de table de contingence pour un test d’association génotypique

la puissance du test va dépendre du déséquilibre de liaison qui existe entre le marqueur
étudié et le site de susceptibilité, de l’effectif total et des pénétrances au site de susceptibilité.

Comme toutes les études cas/témoins, les analyses d’association sont confrontées au
problème du choix des témoins. En particulier, il est essentiel que les cas et les témoins pro-
viennent de la même population. En effet, nous avons vu précédemment qu’un mélange de
populations pouvait créer un déséquilibre de liaison si les fréquences des allèles sont diffé-
rentes dans les deux populations. Or, les études d’association testent l’existence d’un dés-
équilibre de liaison et l’interprètent comme l’indication que le marqueur étudié est proche
du locus de susceptibilité. Si le déséquilibre est créé par l’échantillonnage des malades et
des témoins, cette interprétation est alors fausse et on conclura à tort à l’existence d’une as-
sociation entre le marqueur et la maladie. Pour pallier ce problème, Falk et Rubinstein (1987)
ont proposé d’utiliser des témoins internes (méthode HRR pour Haplotype Relative Risk) :
on va s’intéresser aux parents des individus malades et on va utiliser comme témoins les
haplotypes ou les allèles des parents qui ne sont pas transmis aux enfants malades.

Plus récemment, Spielman et al. (1993) ont proposé un test permettant de tester à la fois
la liaison et l’association entre le marqueur et la maladie : le TDT (Transmission Disequilibrium
Test). Pour un trait qualitatif, le test consiste à comparer la distribution des allèles transmis
et non transmis par des parents hétérozygotes à un enfant atteint à la distribution attendue
sous l’hypothèse nulle (même probabilité de transmission quel que soit l’allèle). En cas de
liaison entre le marqueur et la maladie, on observera que l’allèle à risque sera plus souvent
transmis par les parents aux enfants atteints. Le test est détaillé sur la Figure 1.1.

A1A1 A1A2

A1A2

Dans la famille représentée ci-contre, seul le père sera infor-
matif pour le TDT. Il transmet à son enfant malade l’allèle
A2.
Soient N parents hétérozygotes dont x ont transmis l’allèle
A1 et y l’allèle A2. Sous l’hypothèse nulle, on s’attend à ce
que N

2 allèles A1 et N
2 allèles A2 soient transmis. Le TDT

consiste à comparer x et y à N
2 par un test d’homogénéité.

FIG. 1.1: Le Transmission Disequilibrium Test

Il existe de nombreuses extensions du TDT qui permettent de l’utiliser dans pratique-
ment toutes les situations (données quantitatives, utilisation de marqueurs multi-alléliques,
etc.).

Les analyses multivariées Les analyses multivariées permettent de prendre en compte
l’information de plusieurs SNPs. Il existe de nombreuses méthodes d’analyse multivariée.
Nous ne détaillerons ici que celles qui seront évoquées dans la suite de notre travail.
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Les méthodes de régression Il est possible de modéliser la relation entre la maladie et
les différents marqueurs par un modèle de régression. Selon le type de données, il s’agira
de régression linéaire (données quantitatives) ou logistique (données qualitatives). Dans le
cas de la régression logistique, cela consiste à écrire que la probabilité Pi pour un individu
i d’être atteint dépend de l’effet individuel des génotypes à chaque marqueur et, éventuel-
lement, d’interactions entre les marqueurs. Dans le cas de SNPs bialléliques (0/1), si l’on ne
considère que les termes d’interaction du second degré (i.e. entre 2 SNPs, notés βk,l), on a :

logit(Pi) = log(
Pi

1− Pi
) = β0 +

n∑
k=1

βkXi,k +
∑

1≤k<l≤n

βk,lXi,kXi,l

où n est le nombre de marqueurs, et où les Xi,k représentent le statut de l’individu i pour
le SNP k (Xi,k=0, 1,-1 respectivement pour les génotypes 11, 12 et 22). Pour simplifier le
problème, on peut se placer dans un cas où il n’y a pas d’interaction (βk,l = 0). Dans ce
cas, les βk correspondent au logarithme du risque relatif pour les différents génotypes. On
pourra alors tester si certains des β sont nuls, ce qui indique que ces SNPs n’ont pas d’effet
sur le statut maladie.

Pour rechercher les SNPs qui sont impliqués dans le déterminisme d’une maladie, on
peut utiliser une procédure pas à pas qui compare la vraisemblance de modèles incluant k
SNPs à celle de modèles incluant k +1 SNPs —k variant de 1 à n−1 — afin d’identifier celui
qui explique le mieux les données (Cordell et Clayton, 2002). La procédure de test peut être
ascendante (on ajoute petit à petit des locus au modèle) ou descendante (on enlève petit à
petit des locus au modèle), voire, combiner les deux. Le test de comparaison de modèle est
un test de rapport de vraisemblance : sous l’hypothèse nulle, le double de la différence entre
les vraisemblances des deux modèles suit approximativement une loi de χ2 dont le nombre
de degrés de liberté correspond à la différence entre le nombre de paramètres estimés pour
chaque modèle. La Figure 1.2 détaille le processus pour une analyse ascendante.

Nous avons expliqué ici le principe de la régression logistique appliquée à des données
de type cas/témoins. Cependant, il est tout à fait possible d’étendre cette méthode à des
analyses de données familiales. Pour cela, lors du calcul des vraisemblances, il faut prendre
en compte le fait que l’observation du génotype des enfants est conditionnée par le statut
maladie et par les génotypes des parents (Cordell et Clayton, 2002).

La méthode de régression pas à pas présente l’avantage de ne pas réaliser tous les tests
possibles, ce qui permet de ne pas trop diminuer la puissance de la méthode. De plus, les
tests réalisés ont souvent un nombre assez faible de degrés de liberté, ce qui permet aussi
de conserver plus de puissance qu’un test classique. Cependant, cette approche présente
l’inconvénient de ne pas intégrer de correction pour les tests multiples. En effet, comme les
tests réalisés à un niveau dépendent des résultats des tests au niveau précédent, il n’est pas
possible de prévoir a priori combien de tests et quels tests seront réalisés. Il faut donc être
très prudent lors de l’interprétation des résultats, surtout lorsque les p− values sont proches
du seuil de signification choisi (5% ou 1%).

Le test de combinaison Ce test a été développé indépendamment par Jannot et al.
(2003) et par Becker et Knapp (2004b) qui l’ont implémenté dans le programme FAMHAP.
Il consiste à tester l’association entre les génotypes (ou les haplotypes, ou les diplotypes5) et

5un diplotype correspond à l’ensemble des deux haplotypes d’un individu
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Modèle ou aucun SNP
n’est impliqué

Modèles à 1 SNP

Modèles à 2 SNPs

Modèles à 3 SNPs

1,2 1,3 1,2 2,3

1 2 3

0

S
S

NS

1,2,31,2,3

S S NSNS

NS NS

NS : test non significatif
S : test significatif

Le modèle 1,2
est retenu

Au premier niveau de l’analyse, on teste pour chaque SNP si un modèle avec un effet de ce
SNP est plus vraisemblable qu’un modèle où aucun SNP n’a d’effet. Sur la figure, c’est le cas des
modèles comprenant respectivement les SNPs 1 et 2 ;

Pour tous les modèles à un locus qui ont donné un test significatif, on teste si l’addition d’un
second locus donne un modèle plus vraisemblable. Sur la figure, c’est le cas du modèle impliquant
les SNPs 1 et 2 ensemble ;

De même, sur les modèles à 2 locus retenus au niveau 2, on teste si l’addition d’un troisième
locus donne un modèle plus vraisemblable. Ici, ce n’est pas le cas. Le modèle qui est conservé est le
modèle à deux locus 1,2.

FIG. 1.2: Principe de la régression logistique ascendante pas à pas

la maladie pour toutes les combinaisons possibles formées par un nombre variable de SNPs.
Par exemple, dans le cas de l’étude de 4 SNPs, on va réaliser successivement :

– un test pour chaque SNP→ 4 tests
– un test pour chaque combinaison de 2 SNPs→ 6 tests
– un test pour chaque combinaison de 3 SNPs→ 4 tests
– un test pour l’ensemble des 4 SNPs

Au final, 15 tests sont réalisés. Dans le cas d’une analyse cas/témoins, il s’agit de tests de χ2

dont le nombre de degrés de liberté correspond au nombre de génotypes (ou d’haplotypes
ou de diplotypes) moins un. Dans le cas de données familiales (trio), il s’agira de tests de
TDT (génotypique ou haplotypique).

On remarque que plus le nombre de SNPs étudié est grand, plus le nombre de tests est
important. Il va donc être nécessaire de tenir compte des tests multiples pour limiter les
risques de détecter des faux positifs. Cependant, les tests étant très dépendants, il faudra
veiller à ne pas trop corriger pour ne pas perdre trop de puissance. Pour cela, la procédure
de permutation de Ge et al. (2003) détaillée page 20 est utilisée. Enfin, il faut noter que si le
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nombre de SNPs dépasse 15 ou 20, le temps de calcul devient très long.

Les tests haplotypiques

Les tests de distribution haplotypique Ils testent l’homogénéité de la distribution des
haplotypes chez les malades et les témoins. Soit un ensemble de k catégories d’haplotypes6.
La méthode la plus simple consiste à tester l’homogénéité en utilisant un test de χ2 dont le
nombre de degrés de liberté sera égal à k−1. Dans le cas de données familiales, une variante
du TDT, nommée TDTall peut être utilisée. Le principe est alors de tester la symétrie de la
Table 1.2.

Haplotypes non transmis Total
transmis H1 H2 . . . Hi . . . Hk

H1 n1,1 n1,2 . . . n1,i . . . n1,k n1,.

H2 n2,1 n2,2 . . . n2,i . . . n2,k n2,.

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Hj nj,1 nj,2 . . . nj,i . . . nj,k nj,.

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
Hk nk,1 nk,2 . . . nk,i . . . nk,k nk,.

Total n.,1 n.,2 . . . n.,i . . . n.,k n.,.

Les ni,j correspondent aux nombres de parents hétérozygotes
HiHj qui ont transmis l’haplotype Hi à un enfant atteint (l’ha-
plotype Hj n’a donc pas été transmis à cet enfant).

TAB. 1.2: Principe du TDTall

Test de l’effet d’un haplotype par rapport aux autres Au lieu de tester d’un bloc l’en-
semble des haplotypes, l’effet de chaque catégorie d’haplotypes peut être testé tour à tour
contre l’effet de l’ensemble des autres catégories haplotypiques, ce qui permet d’identifier les
haplotypes associés à la maladie. Si k catégories d’haplotypes sont considérées, k tests à un
degré de liberté seront réalisés au lieu d’un test à k− 1 degrés de liberté. Dans le cas de don-
nées familiales, une méthode de ce genre, appelée TDTmax a été mise au point par Clayton
(1999) et implémentée dans le programme TRANSMIT.

Cette méthode est particulièrement efficace lorsqu’un seul haplotype est impliqué dans
la susceptibilité à la maladie. Quand ce n’est pas le cas, des catégories d’haplotypes dans
lesquelles les distributions de malades et de témoins ne sont pas homogènes seront considé-
rées ensemble, ce qui fait baisser la puissance du test. De plus, comme plusieurs tests sont
réalisés, il est nécessaire de tenir compte des tests multiples.

6Le terme “haplotype” est ambigu : il peut soit désigner une entité unique (un individu porte deux haplo-
types), soit représenter un ensemble d’haplotypes identiques dans un échantillon. Dans ce dernier cas, on parlera
généralement de catégorie haplotypique afin de limiter les confusions
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Intérêt relatif des tests locus par locus et des tests haplotypiques L’avantage des mé-
thodes haplotypiques par rapport aux tests individuels est un sujet très débattu dans la
littérature. Certaines études montrent que les tests haplotypiques sont plus puissants (Akey
et al., 2001; Zaykin et al., 2002; Zhang et al., 2002), d’autres concluent que les analyses indivi-
duelles sont préférables (Long et Langley, 1999; Kaplan et Morris, 2001; Roeder et al., 2005).
Finalement, il semble que la puissance relative de ces deux approches dépende de plusieurs
facteurs :

– la présence ou non du SNP à risque parmi l’ensemble des marqueurs étudiés (Judson
et Stephens, 2001; Bader, 2001) ;

– Le nombre de sites de susceptibilité (Bader, 2001) ;
– Le nombre d’allèles à risque au locus de susceptibilité (Morris et Kaplan, 2002) dans le

cas de locus multi-alléliques
– Le modèle de la maladie et les éventuelles interactions entre les sites de susceptibi-

lité (Culverhouse et al., 2002; Jannot et al., 2003).

1.1.2.2 Les méthodes de localisation des sites de susceptibilité

Lorsqu’une association a été détectée entre une région du génome et une maladie, on
cherche alors à localiser de façon précise les locus de susceptibilité à la maladie. Selon les
méthodes, on va soit identifier directement un ou plusieurs marqueurs à risque, soit localiser
une région, la plus petite possible, contenant le locus de susceptibilité.

Identification directe du site de susceptibilité Les tests locus par locus et les analyses
multivariées permettent de faire des hypothèses concernant le ou les locus de susceptibilité.
Dans le cas des tests locus par locus, le ou les locus les plus associés à la maladie sont des sites
de susceptibilité potentiels. Les méthodes multivariées permettent d’identifier le SNP ou la
combinaison de SNPs qui est la plus associée à la maladie (cas du test de combinaison), ou
qui explique le mieux les statuts malades ou non malades des individus (cas des méthodes
de ).

Identification d’une région sur le chromosome contenant le site de susceptibilité Ces
méthodes sont héritées des méthodes de recherche de gènes impliqués dans les maladies
monogéniques. Dans ce cas, la maladie est due à une mutation unique qui a eu lieu sur un
haplotype donné. En fonction de l’âge de la mutation, les malades vont donc partager des
segments plus ou moins grands de l’haplotype portant la mutation.

Dans le cas des maladies multifactorielles, l’hypothèse d’une mutation unique n’est pas
correcte, mais on peut tout de même supposer que les malades possèdent un plus petit
nombre d’haplotypes ancêtres que les témoins. Ainsi, on s’attend à ce que, aux environs du
locus de susceptibilité, ils partagent plus d’allèles que les haplotypes des témoins. Du fait
des recombinaisons que subissent les haplotypes, cette zone de partage d’allèles est d’autant
plus courte que le temps d’évolution depuis l’ancêtre est long. Afin d’augmenter leur effi-
cacité, ces méthodes sont souvent mises en œuvre dans des populations à effet fondateur,
c’est-à-dire, des populations fondées par un petit nombre d’individus et restées isolées pen-
dant la phase de croissance suivant la fondation. La population étant fondée par un nombre
restreint d’individus, il est donc probable que les haplotypes des malades descendent d’un
petit nombre d’ancêtres (voire d’un seul ancêtre idéalement).
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La plupart des méthodes de localisation fine sont basées sur la modélisation de l’évo-
lution des haplotypes des malades au cours des générations pour toutes les positions pos-
sibles du locus de susceptibilité en utilisant un processus de coalescence. Elles diffèrent es-
sentiellement par la façon dont l’évolution des haplotypes est modélisée et, en particulier
par la structure de la généalogie des haplotypes des malades. Selon les auteurs, elle sera
en étoile7 (McPeek et Strahs, 1999; Morris et al., 2000; Liu et al., 2001), avec uniquement des
bifurcations (Rannala et Reeve, 2001) ou en plusieurs morceaux8 (Morris et al., 2002). La
méthode de Zöllner et Pritchard (2005) se distingue des autres en ce qu’elle modélise aussi
l’évolution des haplotypes des témoins. Ces méthodes présentent un inconvénient : elles né-
cessitent d’estimer un très grand nombre de paramètres. De ce fait, leur temps de calcul est
très long.

Plus récemment, des méthodes bayésiennes ont été développées (Molitor et al., 2003a,b),
pour une revue voir Thomas et al. (2003). Ces méthodes regroupent les haplotypes sur la
base de leur similarité deux à deux (Molitor et al., 2003a) ou de leur distance par rapport à
un “centre” qui peut être un haplotype de l’échantillon ou non (Molitor et al., 2003b). En choi-
sissant une mesure de distance (ou de similarité) faisant intervenir la position du locus de
susceptibilité, cette dernière est alors un paramètre du modèle. On pourra donc obtenir une
distribution de la probabilité de présence d’un locus de susceptibilité sur la région étudiée.

Les efficacités relatives de ces différentes méthodes n’ont été comparées que par Morris
et al. (2002). Dans leur étude, ils n’ont considéré que les approches modélisant l’évolution
des haplotypes des malades. Ils ont réalisé une étude par simulations où ils ont fait varier
différents paramètres : le taux de recombinaison, la fréquence de l’allèle à risque et le taux
de phénocopies. Ils ont montré que, dans tous les cas, l’utilisation de généalogies en étoile
est moins puissante, surtout lorsque le taux de recombinaison est élevé et que l’utilisation
de généalogies en plusieurs morceaux donne les meilleurs résultats.

La plupart des auteurs de ces études ont validé leur méthode en utilisant le jeu de don-
nées de Kerem et al. (1989) concernant la mucoviscidose et le gène CFTR (Cystic Fibrosis Trans-
membrane conductance Regulator). La position du locus à risque étant connue sur ce gène, il
est donc possible de comparer leur efficacité pour localiser le site de susceptibilité sur cet
exemple. Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau 1.3.

Ces résultats confirment ceux des simulations de Morris et al. (2002) : leur méthode loca-
lise mieux le locus de susceptibilité que les méthodes développées précédemment. La mé-
thode de Liu et al. (2001) donne toutefois le plus faible intervalle de probabilité. La méthode
de Zöllner et Pritchard (2005) est, sur ce jeu de données, la méthode la plus efficace parmi
toutes celles basées sur des modèles de coalescence. Les méthodes de regroupement basées
sur des distances (Molitor et al., 2003a,b) donnent aussi de très bons résultats. Cependant,
cette comparaison n’étant réalisée que sur un seul exemple, ce n’est pas suffisant pour com-
parer l’efficacité relative des deux classes de méthodes (coalescence et distance).

Enfin, aussi bien l’étude de Morris et al. (2002) que les comparaisons sur le jeu de don-
nées CFTR ont été réalisées dans le cas de modèles où un locus de susceptibilité a un effet
majeur (La mutation ∆F508 est responsable de 66% des cas de mucoviscidose). Il serait

7L’évolution indépendante des haplotypes depuis un ancêtre commun (généalogie en étoile) n’est pas réa-
liste et conduit à considérer plusieurs fois certains évènements de mutation ou de recombinaison ce qui fausse
l’estimation de la localisation. Les différents auteurs qui utilisent ce modèle lui applique alors une correction

8Une généalogie en plusieurs morceaux permet de faire l’hypothèse que plusieurs mutations indépendantes
se sont produites au locus de susceptibilité et de prendre en compte la présence éventuelle de cas sporadiques
(individus dont la maladie est due à un autre facteur génétique ou environnemental)
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Méthode Positiona Variabilité
McPeek et Strahs (1999) 950 440-1460 (intervalle de confiance)

Morris et al. (2000) 800 610-1070 (intervalle de probabilité)
Liu et al. (2001) – 820-930 (intervalle de probabilité)

Morris et al. (2002) 850 650-1000 (intervalle de probabilité)
Molitor et al. (2003a) 880 620-670,770-970b(intervalle de probabilité)
Molitor et al. (2003b) 869,8 –

Zöllner et Pritchard (2005) 867 814-920 (intervalle de probabilité)

La mutation ∆F508 qui est responsable de 66% des cas de mucoviscidose est si-
tuée à la position 885

a La position est donnée en kilobase (kb) et est mesurée depuis l’extrémité gauche
de la région CFTR

b La distribution observée est bimodale

TAB. 1.3: Localisation de la mutation impliquée dans la susceptibilité à la mucoviscidose

intéressant d’étudier le comportement de ces méthodes pour des modèles plus complexes
(pénétrance incomplète, phénocopies, plusieurs locus de susceptibilité, etc.). De plus, il faut
noter que ces méthodes tirent leur information des recombinaisons et considèrent les muta-
tions comme des paramètres de nuisances. Lorsque le locus de susceptibilité est situé dans
un bloc haplotypique (i.e. où il ne s’est pas produit de recombinaisons), ces méthodes ne
permettent pas de localiser finement les locus de susceptibilité.

1.1.2.3 Tests multiples et catégories rares

Les tests multiples Le problème des tests multiples se pose très souvent pour les études
d’association. Il est très important de réaliser un bonne correction qui limite le nombre de
faux positifs mais sans entraîner une trop grande baisse de puissance.

La correction de Bonferroni Il s’agit de la correction la plus simple. Si on veut évaluer
la significativité de n tests pour un risque de première espèce global de α, il faudra considérer
un risque individuel pour chaque test égal à α

n .
Cette correction est bien adaptée dans le cas de tests indépendants, sinon, elle est trop

conservatrice et entraîne une perte de puissance. Il est alors plus judicieux (mais plus long
en temps de calcul) d’utiliser une procédure de permutation.

La permutation simple La procédure de permutation simple ne permet pas, en elle-
même, de corriger pour les tests multiples. Elle permet plutôt d’estimer les p-values corres-
pondant à une valeur de la statistique lorsque sa distribution n’est pas connue. C’est, par
exemple, le cas pour la statistique du χ2 : lorsqu’on a des petits échantillons, elle ne suit pas
exactement la loi du χ2. Nous exposerons rapidement le principe de la simple permutation
car elle permet de mieux comprendre ensuite les autres procédures de permutation.

Pour évaluer la p-value d’une statistique S1 par une procédure de permutation classique
dans le cas d’une analyse cas/témoins, n réplicats sont générés en redistribuant aléatoire-
ment les statuts maladie des individus, ce qui revient à affecter des statuts maladie aux indi-
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vidus indépendamment de leur génotype. En calculant les valeurs si de la statistique utilisée
sur ces réplicats, on obtient une distribution de cette statistique sous l’hypothèse nulle d’ab-
sence d’association (H0). Les si sont alors classés par ordre décroissant et on peut obtenir le
rang r de S1 dans cette distribution. La p-value associée à S1 est calculée ainsi :

p =
r

n

Comme la précision de la valeur de p dépend de n, il faut réaliser un nombre suffisant de
permutations (10 000 à 100 000).

La permutation de Westfall et Young (1993) La procédure décrite par Westfall et Young
(1993) permet d’obtenir des p-values pour k tests en tenant compte de la multiplicité des tests
réalisés. Tout comme la procédure de permutation simple, elle nécessite la constitution de n
réplicats en redistribuant les statuts maladie des individus. Le principe de cette permutation
de Westfall et Young (1993) est décrit sur la Figure 1.3 à partir d’un exemple (4 tests).

Réplicat 1

5,78,6 7,512,8

8,3 4,87,3 10,5

Test 1 Test 2 Test 3 Test 4

r1 r2 r4r3

Statistique observée

Les valeurs de la statistique sont calculées pour les 4 tests et sont classées par ordre décroissant.
Pour faciliter les explications, les tests sont renumérotés dans l’ordre des valeurs de la statistique.
Les valeurs de la statistique sont calculées pour les n réplicats. Du fait des permutations, les valeurs
de la statistique ne sont pas nécessairement ordonnées d’un réplicat à l’autre, de la même façon que
les valeurs de la statistique observées.

On définit alors un compteur ri pour chaque test i, 1 ≤ i ≤ 4. Pour chaque réplicat et pour
chaque test, on va alors rechercher si ce compteur doit être incrémenté ou non : si la valeur de la
statistique observée pour le test i est supérieure à la valeur maximale de la statistique obtenue pour
les tests i à 4 du réplicat considéré, alors le compteur est incrémenté de 1. Par exemple, pour le 1er

réplicat, on a :
– test 1 : 12,8 > max(8,3 ; 7,3 ; 10,5 ; 4,8), donc on incrémente r1 de 1 ;
– test 2 : 8,6 ≤max(7,3 ; 10,5 ; 4,8), donc on n’incrémente pas r2 ;
– test 3 : 7,5 ≤max(10,5 ; 4,8) donc on n’incrémente pas r3 ;
– test 4 : 5,7 > 4,8, donc on incrémente r4 de 1.

On agit de même pour les n − 1 réplicats restants. On obtient finalement 4 valeurs de ri qui per-
mettent de calculer 4 valeurs de pi∗ = ri

n .
Or, les statistiques étant classées par ordre décroissant, on doit observer une croissance des p-

values corrigées pi. Elles sont donc finalement calculées ainsi :

p1 = p1∗, p2 = max(p1, p2∗), p3 = max(p2, p3∗) p4 = max(p3, p4∗)

FIG. 1.3: La permutation de Westfall et Young (1993)
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La permutation de Ge et al. (2003) Cette procédure permet aussi d’obtenir des p-values
pour k tests en tenant compte de la multiplicité des tests réalisés. Elle a été développée par
Ge et al. (2003) dans le cadre de l’analyse de puces à ADN puis, a été appliquée en génétique
épidémiologique par Becker et Knapp (2004b). Son principe est assez différent. Il est basé sur
le fait que lorsque plusieurs tests sont réalisés, on souhaite conclure à une association entre
le gène et la maladie si le test ayant la plus petite p-value non corrigée (pa

min) a une p-value
suffisamment faible. Le principe de la permutation de Ge et al. (2003) consiste à obtenir une
distribution des pmin sous l’hypothèse nulle d’absence d’association et à évaluer la p-value
en tenant compte des tests multiples en recherchant le rang de pa

min dans la distribution des
pmin sous H0. Il est détaillé sur la Figure 1.4 à partir d’un exemple.

Les catégories rares Nous avons vu précédemment que pour tester l’association entre un
gène candidat et une maladie, il peut être intéressant d’utiliser l’information conjointe de
plusieurs marqueurs. Or, lorsqu’un grand nombre de marqueurs est pris en compte, on va
obtenir un grand nombre de catégories haplotypiques ou génotypiques. Dans ce cas, les mé-
thodes haplotypiques et les méthodes génotypiques sont confrontées aux mêmes problèmes :

– Nombre de degrés de liberté élevé, ce qui va entraîner une diminution de puissance
des tests de distribution haplotypique ou génotypique ;

– Présence de catégories à effectif réduit, ce qui pose des problèmes de petits échantillons
pour la réalisation des tests (pour les χ2 en particulier) ;

– Augmentation du nombre de tests pour les stratégies de recherche d’haplotypes par-
tagés ou de tests de l’effet d’une catégorie par rapport aux autres.

Pour éviter la perte de puissance due au grand nombre de catégories et aux petits échan-
tillons, une stratégie intéressante consiste à regrouper les catégories. Il existe plusieurs stra-
tégies de regroupement de catégories. Nous allons décrire les principales dans le cas de tests
haplotypiques, mais elles sont généralement adaptables pour des tests génotypiques.

La stratégie la plus simple consiste à regrouper tous les haplotypes rares en une seule
catégorie (Jannot et al., 2004; Tzeng et al., 2003). Si on a R haplotypes fréquents, alors l’analyse
comportera R+1 catégories. Cette méthode présente toutefois l’inconvénient de former une
catégorie très hétérogène, ce qui ne facilite pas l’interprétation des résultats.

Une seconde stratégie également décrite par Tzeng et al. (2003) consiste à regrouper les
haplotypes rares avec les haplotypes fréquents dont ils ne sont séparés que par un seul pas
mutationnels. Lorsqu’un haplotype rare est séparé de plusieurs haplotypes fréquents par un
seul pas mutationnel, il est regroupé avec l’haplotype le plus fréquent. Les haplotypes rares
qui sont séparés des haplotypes fréquents par plusieurs pas mutationnel sont regroupés en
une catégorie à part. Tzeng et al. (2003) ont comparé les deux stratégies décrites ci-dessus et
ils ont conclu que, dans le cas d’haplotypes formés de peu de marqueurs (3), elles ont des
performances comparables. Lorsque les haplotypes sont formés d’un plus grand nombre de
marqueurs (6), la seconde stratégie est plus puissante.

Ces deux stratégies nécessitent de définir un critère permettant de distinguer les haplo-
types rares et les haplotypes fréquents. Ce critère peut être absolu comme dans l’étude de
Jannot et al. (2003) (les catégories comprenant moins de 5 haplotypes (ou diplotypes) sont
groupées ensemble) ou relatif comme dans l’étude de Tzeng et al. (2003) (les haplotypes
dont la fréquence est supérieure à c fois celle de l’haplotype le plus fréquent sont considérés
comme fréquents. Dans leur étude, Tzeng et al. (2003) ont déterminé par simulations que 0,2
est une valeur optimale pour c).
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Statistique observée

Étape 1 : calcul des valeurs de la statistique pour les 4 tests sur le jeu de données obser-
vées et sur les 5 réplicats simulés.

Étape 2 : évaluation des p-values non corrigées pour chaque test. Par exemple, pour cal-
culer la p-value associée à la valeur du test 1 du réplicat 1 (4,8), on compte le nombre
R de réplicats (analyse du jeu de données comprise) pour lesquelles la statistique
a une valeur supérieure ou égale à 4,8. Dans cet exemple, R = 4. la p-value non
corrigée est obtenue en divisant R par le nombre total de réplicats, sans compter
l’analyse du jeu de données (ici, p = 4

5 = 0, 80). On calcule ainsi les p-values asso-
ciées à toutes les valeurs de la statistique. On obtient alors le tableau du bas ;

Étape 3 : pour chaque réplicat (analyse du jeu de données comprise), on recherche la p-
value la plus faible parmi les p-values des 4 tests ;

Étape 4 : on dispose alors d’une distribution des p-values minimales (pmin) sous l’hy-
pothèse nulle d’absence d’association ainsi que d’une valeur pa

min pour le jeu de
données à analyser. On détermine la p-value corrigée en comptant le nombre de
réplicats pour lesquels la p-value minimale a une valeur inférieure ou égale à pa

min,
et en divisant ce nombre par le nombre total de réplicats. Ici, pa

min = 2
5 = 0, 4.

FIG. 1.4: La permutation de Ge et al. (2003)
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Une troisième stratégie propose de regrouper les haplotypes rares avec la catégorie ha-
plotypique qui leur est la plus similaire. La similarité haplotypique peut être définie de dif-
férentes manières. Jannot et al. (2004) proposent, par exemple, d’utiliser le nombre de SNPs
identiques entre les deux haplotypes comme mesure de leur similarité. Jannot et al. (2004) ont
montré que cette stratégie était plus puissante que le simple regroupement des haplotypes
rares en une seule catégorie.

Un quatrième type de stratégie consiste à regrouper les haplotypes en utilisant des arbres
de classification. L’ensemble des données est placé à la racine de l’arbre de classification. Il est
alors divisé en deux groupes, de manière à ce que les deux nœuds fils constituent les groupes
les plus homogènes possibles. Chaque nœud fils peut ensuite être divisé à son tour en deux,
la procédure se répétant récursivement jusqu’à ce que chaque catégorie d’haplotypes forme
un nœud terminal de l’arbre. Le critère utilisé pour former des groupes homogènes peut
varier. Par exemple, Yu et al. (2005) proposent d’utiliser une mesure basée sur la longueur de
la région où les haplotypes possèdent les mêmes allèles, comme définie par Bourgain et al.
(2000). La Figure 1.5 représente un arbre de classification obtenu à partir d’un jeu de données
contenant 16 haplotypes formés de 4 SNPs.

Haplotypes
H1 1111
H2 1112
H3 1121
H4 1122
H5 1211
H6 1212
H7 1221
H8 1222
H9 2111
H10 2112
H11 2121
H12 2122
H13 2211
H14 2212
H15 2221
H16 2222

2

9

7

3

1

6

8

54

X3 = 1X3 = 2

X2 = 2 X2 = 1

X3 = 2X3 = 1

X1 = 1X1 = 2

Haplotypes H1 à H16

Haplotypes H1 à H4
et H9 à H12

Haplotypes Haplotypes
H5, H6
H13,H14

H7, H8
H15,H16

Haplotypes
H1, H2
H9, H10

Haplotypes
H3, H4
H11, H12

Haplotypes
H5 à H8 et
H13 à H16

Haplotypes
H9, H10
Haplotypes

H1, H2

Les Xi représentent les allèles du SNPs i. La classification est faite sur le critère de longueur de
la région où les haplotypes partagent les même allèles (Bourgain et al., 2000).

Sur cet arbre de classification, Yu et al. (2005) définissent des sous-arbres : chacun d’eux contient
la racine et une partie des nœuds internes (la structure en pointillé est l’un des sous-arbres pos-
sibles). Le niveau d’un sous-arbre est donné par le nombre de groupes terminaux qu’il contient (le
sous-arbre en pointillé est de niveau 3).

FIG. 1.5: Regroupement de catégories en utilisant un arbre de classification d’après Yu et al.
(2005)

Yu et al. (2005) ont proposé de définir des groupes (ou clusters) d’haplotypes correspon-
dant à l’ensemble des nœuds terminaux d’un sous-arbre. Pour un arbre de classification
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donné, il y a donc de nombreuses façons de définir les groupes. Yu et al. (2005) proposent
de sélectionner certains regroupements d’haplotypes sur la base d’un score attribué au sous-
arbre qui les définit et de ne réaliser des tests d’association que sur ces regroupements. Par
exemple, si le sous-arbre en pointillé de la Figure 1.5 est sélectionné, le test d’association ef-
fectué concernera les groupes d’haplotypes 2, 6 et 7. La p-value globale du test correspond
alors à la plus petite p-value obtenue parmi tous les tests d’association effectués sur les sous-
arbres, en réalisant une procédure de permutation pour tenir compte des tests multiples. Ils
ont montré par simulations que, pour de nombreux modèles génétiques, cette méthode est
très souvent plus puissante que la méthode de regroupement de Tzeng et al. (2003) (voir
ci dessus) et s’avère toujours beaucoup plus puissante qu’un simple test haplotypique sans
regroupement.

Enfin, une dernière stratégie possible consiste à regrouper les haplotypes en fonction de
leur histoire évolutive. Elle a été proposée pour la première fois par Templeton et al. (1987).
L’idée de base de cette stratégie est qu’une mutation responsable de la susceptibilité à une
maladie se retrouvera sur tous les descendants de l’haplotype initialement muté. Les ha-
plotypes porteurs de l’allèle à risque devraient donc former des clades et être de ce fait
identifiables sur un arbre racontant l’histoire évolutive des haplotypes (arbre phylogéné-
tique). En outre, Templeton et al. (1987) ont aussi montré que l’utilisation de la phylogénie
des haplotypes pouvait permettre de restreindre la région dans laquelle se trouve le site de
susceptibilité à la maladie. À partir des travaux de Templeton et al. (1987), d’autres tests ba-
sés sur l’histoire évolutive des haplotypes ont été développés. Dans la suite de notre travail,
nous nous intéresserons plus en détail à ces tests. Mais, avant de les décrire, il nous parait
utile de rappeler quelques notions fondamentales de phylogénie.

1.2 La phylogénie

1.2.1 Les concepts de base

1.2.1.1 Définition

Une phylogénie peut être définie comme une représentation de l’histoire évolutive des
objets étudiés. Ces objets — ou taxons — peuvent être de nature variée. Traditionnellement,
il s’agit d’espèces, mais cela peut aussi être des genres, des familles, des populations, des
individus, des gènes, voire des unités non biologiques telles que les langues.

Les taxons sont définis par des caractères, c’est-à-dire par des traits observables les décri-
vant. Ces caractères peuvent être de différents types : morphologique (couleur des yeux, par
exemple) ou moléculaire (position dans une séquence nucléotidique ou d’acides aminés).
Ces caractères peuvent exister sous différentes formes ou états. On dit alors que le caractère
est polymorphe.

Dans la suite de ce travail, les taxons que nous considérerons sont des haplotypes d’indi-
vidus malades ou témoins. Ils sont constitués de caractères binaires (les SNPs) dont les états
seront notés 0 et 1.

1.2.1.2 Les arbres phylogénétiques

Vocabulaire utile pour décrire les arbres phylogénétiques Dès l’émergence du concept
dans les années 1860, les phylogénies sont représentées sous la forme d’arbres montrant les
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relations de parenté entre les taxons. La description des arbres phylogénétiques fait appel à
un vocabulaire particulier. Nous ne rappellerons ici que les termes essentiels pour la suite
de ce manuscrit.

Les relations entre les taxons sont ici représentées sur un graphe appelé en phylogénie
arbre non enraciné. Ses sommets externes représentent les taxons terminaux (A, B, C, D et E
sur la Figure 1.6) et sont appelés les feuilles. Les sommets internes (1, 2 et 3 sur la Figure 1.6)
sont appelés des nœuds. Les segments qui relient deux sommets (nœuds ou feuilles) sont
appelés les branches.

Nœuds

Branches

B

A

E

DC
Feuilles

1 2 3

FIG. 1.6: Description d’un arbre phylogénétique non enraciné

La notion d’ancêtre et d’enracinement Un arbre non enraciné tel que celui représenté à
la Figure 1.6 n’est pas une phylogénie car il ne raconte pas l’histoire évolutive des taxons.
Pour devenir une phylogénie, un arbre doit être enraciné, c’est-à-dire qu’on doit définir un
point de départ — une racine — et un sens de lecture correspondant au sens d’écoulement
du temps. Lorsque l’arbre est enraciné, un nœud correspond alors à l’ancêtre des feuilles
qui en dérivent et un ensemble de taxons constitué d’un ancêtre et de tous ses descendants
forme un clade. La Figure 1.7 présente les topologies d’un arbre non enraciné (Figure 1.7a) et
du même arbre enraciné en considérant le taxon D comme racine (Figure 1.7b).

DA

B E

C

(a) Arbre non enraciné

D

C EB

Temps

A

ancêtre
de A et B

Un clade

(b) Arbre enraciné

FIG. 1.7: Différences entre un arbre enraciné par un ancêtre et un arbre non enraciné

Il existe plusieurs méthodes pour enraciner les arbres. Parmi elles, la plus classique
consiste à ajouter un ou plusieurs taxons n’appartenant pas au groupe étudié. Par exemple,
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notre étude concernant des haplotypes humains, nous pourrions prendre comme groupe ex-
terne — ou extra-groupe — des haplotypes de singes. Comme ces séquences ont divergé de
l’ancêtre commun avant la divergence des séquences du groupe interne (i.e. les haplotypes
humains), il serait possible d’orienter l’arbre. Cette procédure est représentée à la Figure 1.8.
Il faut bien noter ici que l’extra-groupe ne correspond pas à l’ancêtre commun à toutes les
séquences et qui se trouve au niveau de la racine.

H2

H3 H4

H1

E

Racine

E

H4

H3

H1

H2

Ancêtre

extra-groupe

enracinement

FIG. 1.8: Enracinement sur un groupe externe
Soient 4 haplotypes humains (H1 à H4) formant le groupe étudié. Pour enraciner l’arbre, on ajoute
à ces données un haplotype de singe (E). L’arbre est alors orienté de telle manière que l’haplotype
de singe soit celui qui diverge le premier de l’ancêtre commun à l’homme et au singe.

Une autre méthode d’enracinement consiste simplement à proposer une séquence an-
cestrale. Dans le cas d’haplotypes de SNPs qui sera traité par la suite, deux propositions
sont faites, basées sur l’idée qu’une fréquence d’un allèle ou d’un haplotype est un signe
d’ancienneté :

– La séquence la plus fréquente dans l’échantillon est supposée être ancestrale. On la
notera par la suite Hmaj ;

– La séquence consensus formée des allèles les plus fréquents à chaque marqueur est
supposée être ancestrale. On la notera par la suite Hcons.

1.2.2 Les méthodes de reconstruction phylogénétique

Il existe trois types de méthodes de reconstruction phylogénétique : les méthodes de par-
cimonie, les méthodes de distance et les méthodes de maximum de vraisemblance. Dans la
suite de ce paragraphe, nous allons décrire brièvement les principes de ces trois méthodes de
reconstruction phylogénétique en nous focalisant sur les notions importantes pour la suite
de notre travail. Pour une étude plus exhaustive des méthodes de reconstruction phylogé-
nétique, on pourra se référer aux ouvrages de Darlu et Tassy (1993) et de Felsenstein (2004a).

1.2.2.1 Les méthodes de parcimonie

Les méthodes de parcimonie sont basées sur l’analyse indépendante des caractères. Elles
reposent sur l’idée générale que l’arbre qui reflète le mieux l’histoire évolutive des taxons est
celui qui minimise le nombre d’évènements évolutifs subis par ces caractères.

Principe Les données analysées par parcimonie sont des ensembles de caractères définis
pour plusieurs taxons. Dans le cas d’haplotypes de SNPs, l’analyse par parcimonie est réali-
sée selon la procédure décrite sur la Figure 1.9.



26 CHAPITRE 1. PHYLOGÉNIE
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de l’arbre

3
2

3
2

2

2
3

2

1

1

1

3 pas
évolutifs

Haplo4

Haplo3

Haplo1

Haplo2

1
2

3

arbre le plus parcimonieux

Haplo1 Haplo2 Haplo4 Haplo3

L’haplotype 3 est considéré
comme extra-groupe

Étape 1 : À partir de 4 haplotypes, 3 arbres différents sont possibles. Pour chacun de ces arbres,
on cherche le nombre de changements d’état des SNPs — on parle souvent de pas évolutifs
— nécessaire pour rendre compte de la distribution des SNPs observée dans les différents
haplotypes. L’arbre retenu est celui qui requiert le plus petit nombre de pas évolutifs (principe
de parcimonie). Sur la figure, les changements d’état des SNPs 1, 2 et 3 sont indiqués par un
petit trait sur les branches concernées ;
Le nombre d’arbres possibles augmente très rapidement avec le nombre de taxons. Par
exemple, pour N taxons, il existe (2N−3)!

2N−1(N−1)!
arbres binairesa enracinés possibles(Felsenstein,

2004b). Des heuristiques sont donc souvent utilisées pour optimiser les chances de trouver
l’arbre le plus parcimonieux en un temps de calcul raisonnable.

Étape 2 : Une fois l’arbre le plus parcimonieux identifié, il peut être enraciné. Sur la figure, nous
avons choisi l’haplotype 3 comme extra-groupe.

FIG. 1.9: L’analyse par parcimonie

ales arbres binaires sont des arbres pour lesquels il y a toujours strictement deux descendants pour un
ancêtre

Lorsque l’arbre est enraciné, on peut identifier les états des caractères qui définissent les
différents clades de l’arbre. Ils seront appelés synapomorphies (états dérivés, partagés par tous
les taxons appartenant à un clade).

L’homoplasie Lorsque deux taxons possèdent un caractère sous le même état, il peut être
soit hérité d’un ancêtre commun — il s’agit alors d’une homologie — soit non hérité d’un
ancêtre commun et il s’agit alors d’une homoplasie. On peut définir deux types d’homoplasie :

– La convergence : il s’agit de l’apparition indépendante chez plusieurs taxons d’un même
état du caractère (Figure 1.10a) ;

– La réversion : il s’agit de l’apparition chez un ou plusieurs taxons, d’un caractère ayant
l’état ancestral (Figure 1.10b).

Sur la Figure 1.10, on remarque que les deux configurations, convergence ou réversion,
sont également parcimonieuses. Lorsque les changements d’état des caractères sont inférés
sur l’arbre, il n’y aura donc pas toujours une solution unique. Certains logiciels de recons-
truction phylogénétique comme PAUP permettent de favoriser les convergences (option
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0→1

0

0→1

B C
11 0

0
ancêtre

A
caractère
États du

(a) Convergence

1

0→1

1→0

B C
11 0

0
ancêtre

A
caractère
États du

(b) Réversion

FIG. 1.10: Notion de convergence et de réversion

deltran — delayed transformation — car les changements d’état se produisent plus tardi-
vement dans l’arbre) ou les réversions (option acctran — accelerated transformation — car
les changements d’état se produisent plus tôt dans l’arbre).

En cladistique, les relations de parenté étant fondées sur les synapomorphies,
l’homoplasie correspond à du “bruit” qui brouille l’information phylogénétique et que les
méthodes de parcimonie cherchent à minimiser. La mesure du degré d’homoplasie permet
alors de mesurer la quantité d’information phylogénétique contenue dans les données ana-
lysées. Cette mesure se fait classiquement en utilisant l’indice de cohérence (CI, consistency
index). Le CI correspond au rapport entre le nombre minimal de transformations nécessaires
pour expliquer les états de tous les caractères — noté R — et le nombre effectif de trans-
formations dans l’arbre9. Ainsi, lorsque le nombre d’homoplasies diminue, la valeur du CI
tend vers 1. La valeur minimum du CI n’est pas zéro. Elle a été estimée à environ 0,2 en
simulant des données pour lesquelles les états des caractères sont distribués aléatoirement
chez les différents taxons. Par conséquent, des arbres ayant un CI inférieur à 0,3 contien-
dront particulièrement peu d’information phylogénétique et seront donc à examiner d’un
œil critique.

Les algorithmes de reconstruction phylogénétique

Les algorithmes exacts Les algorithmes exacts garantissent de trouver la solution opti-
male. Ils peuvent le faire par une recherche exhaustive, c’est-à-dire par l’évaluation de toutes
les topologies possibles. Cependant, lorsque le nombre de taxons augmente, le nombre
d’arbres devient rapidement si élevé qu’une telle recherche exhaustive n’est pas réalisable
dans un temps de calcul raisonnable.

9Pour un caractère c donné possédant s états, le nombre minimal de transformations nécessaires pour rendre
compte de tous ses états est rc = s− 1. R est donc égal à la somme des rc pour tous les caractères.
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L’algorithme de branch and bound (Hendy et Penny, 1982) garantit la solution optimale
pour des données comprenant jusqu’à 20 ou 30 taxons sans toutefois réaliser une recherche
exhaustive. Le principe de cet algorithme est d’utiliser un arbre de référence, régulièrement
mis à jour, pour limiter l’exploration des différentes topologies.

Les algorithmes heuristiques Lorsque le nombre de taxons dépasse 20 ou 30, seuls les
algorithmes heuristiques permettent d’obtenir une solution en un temps raisonnable. Ils ne
garantissent cependant pas l’obtention de la solution optimale.

La plupart des algorithmes heuristiques sont actuellement basés sur un algorithme d’ad-
dition pas à pas (stepwise addition) : l’algorithme de Wagner (Kluge et Farris, 1969; Farris,
1970) que les auteurs des différents logiciels de phylogénie ont amélioré. Le principe de cet
algorithme est d’ajouter un à un les taxons en minimisant à chaque fois le nombre de trans-
formations nécessaires dans l’arbre.

Les procédures de réarrangement Les algorithmes heuristiques ne donnent pas forcé-
ment l’arbre le plus parcimonieux. De plus, les algorithmes d’addition pas à pas sont sen-
sibles à l’ordre d’introduction des séquences. Sur les arbres retenus par une heuristique, des
procédures de réarrangement de branches (branch swapping) sont donc réalisées pour maxi-
miser les chances de trouver l’arbre ou les arbres les plus parcimonieux. Dans la suite de
notre travail, nous avons utilisé l’algorithme de réarrangement de branches nommé TBR
(tree bisection and reconnection)(Swofford et Olsen, 1990). Il s’agit d’une procédure de réar-
rangement global : l’arbre initial est découpé en sous-arbres qui sont ensuite reconnectés
ensemble par chacune de leurs branches. Le détail de la procédure est expliqué sur la Fi-
gure 1.11.
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ÉTAPE 1
couper une branche

et séparer
les 2 sous-arbres

ÉTAPE 2
connecter l’une des branches

du 1er sous-arbre à une
branche du 2nd sous-arbre

ÉTAPE 3
Compter le nombre
de pas évolutifs

ÉTAPE 4
réitérer cette étape

pour toutes les branches
des 2 sous-arbres

Topologie
conservée Topologie

abandonnée

Plus parcimonieux
que l’arbre initial

Moins parcimonieux
que l’arbre initial

FIG. 1.11: Principe du tree bisection and reconnection (TBR)
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Les algorithmes de réarrangement de branches permettent de bien améliorer l’efficacité
des heuristiques, mais ils augmentent le temps de calcul. Enfin, si plusieurs arbres de lon-
gueur minimale existent, ils ne permettent pas toujours de les obtenir tous.

Les logiciels de reconstruction phylogénétique utilisant une méthode de parcimonie Il
existe plusieurs logiciels de reconstruction phylogénétique ayant implémenté une méthode
de parcimonie. Dans la suite de notre travail, nous utiliserons principalement les logiciels
PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) (Swofford, 2002) et PHYLIP (Phylogeny Infe-
rence Package) (Felsenstein, 2004c). Ces logiciels sont les plus couramment utilisés pour réa-
liser des reconstructions phylogénétiques. L’une des différences10 entre les deux logiciels,
importante pour la suite de notre travail, est que les deux options acctran et deltran ne
sont pas implémentées dans PHYLIP alors qu’elles le sont dans PAUP. PAUPrésout donc les
ambiguïtés aux nœuds selon l’option choisie par l’utilisateur alors que PHYLIP leur affecte
l’état “ ?” (donnée indéterminée).

1.2.2.2 Les méthodes phénétiques

Les approches phénétiques, aussi appelées méthodes de distance, ont été développées
dans les années 1960. Elles sont basées sur l’utilisation d’une mesure de similitude globale
entre les taxons étudiés. Pour ces méthodes, plus les taxons se ressemblent globalement, plus
leurs liens de parenté sont étroits. Comme elles ne considèrent pas les caractères individuel-
lement, ces méthodes ne permettront pas de déterminer les états ancestraux des caractères
aux différents nœuds de l’arbre.

Principe Les données utilisées pour une analyse de distance consistent en une matrice
contenant les distances entre les taxons deux à deux. La mise en œuvre d’une méthode de
distance nécessite deux étapes :

– Établissement de la matrice de distance : il faut pour cela choisir la mesure de distance
appropriée au traitement des données ;

– Estimation de l’arbre à partir de cette matrice.

La notion de distance La notion de distance est liée à celle de similitude : plus la similitude
entre deux taxons est forte, plus la distance entre eux est faible. Les distances vérifient trois
propriétés :

Soit i, j et k trois taxons. On notera dij , la distance entre i et j.
– si i = j alors dij = 0 (la distance d’un taxon à lui-même est nulle)
– si i 6= j alors dij > 0 (la distance est positive)
– dij = dji (la distance est commutative)
Il existe de nombreux indices de distance qui vont permettre d’établir la matrice des

distances. Pour les haplotypes de SNPs, on peut utiliser les indices développés pour les
séquences de nucléotides ou d’acides aminés où l’on ne prend en compte que l’identité ou la
différence des états de caractère. Par exemple, un des indices les plus simples est l’indice de
concordance de Sokal et Michener (1958). Il s’agit d’un indice de similitude correspondant
à la proportion de caractères qui sont dans le même état chez les deux taxons étudiés. Pour
effectuer la transformation de cet indice de similitude s en distance d, il suffit d’effectuer

10Hormis le prix : PHYLIP est gratuit alors que PAUP est sous licence payante !
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la transformation d = 1 − s. Plusieurs autres indices ont été décrits. Pour une revue de ces
indices, on pourra se reporter à la section 2 du chapitre VII du livre de Darlu et Tassy (1993),
et à l’ouvrage de Sokal et Sneath (1963)

Les algorithmes de reconstruction d’arbres Il existe de nombreux types d’algorithmes de
reconstruction phénétique. Nous n’exposerons que les deux algorithmes qui seront utiles
dans la suite de notre travail : les méthodes de classification hiérarchique combinatoire et la
méthode de neighbor-joining (Saitou et Nei, 1987).

Les méthodes de classification hiérarchique combinatoire Ce type de méthode n’est
pas le plus utilisé car il fait l’hypothèse que les taux de mutations sont les mêmes sur toutes
les branches (hypothèse d’une horloge moléculaire). Si cette hypothèse n’est pas vérifiée, la
structure de l’arbre et les longueurs des branches risquent d’être fausses.

Le principe de ces méthodes est le suivant :
– Regroupement des deux groupes i et j les plus ressemblants (i.e. entre lesquels la dis-

tance est la plus petite) en une unité évolutive hypothétique ij qui formera un nœud
de l’arbre ;

– Calcul d’une nouvelle matrice de distance dans laquelle ij remplace i et j. Le mode de
calcul diffère selon les méthodes. Pour la méthode d’UPGMA (Unweighted pair-group
method using arithmetic averages) (Sokal et Michener, 1958), la distance dij,k du groupe
ij au groupe k est calculée ainsi :

dij,k = (
ni

ni + nj
)di,k +

nj

ni + nj
)dj,k

où ni et nj correspondent au nombre de taxons déjà agglomérés dans les groupes i et j
– Réitérer les deux étapes précédentes jusqu’à ce que tous les taxons aient été agglomérés

en une seule unité évolutive hypothétique.

La méthode du neighbor-joining (NJ) C’est l’une des méthode de distance les plus
utilisées. Contrairement aux méthodes de classification hiérarchique combinatoire, elle n’im-
pose pas l’hypothèse d’une horloge moléculaire. Le détail de l’algorithme est représenté sur
la Figure 1.12.

1.2.2.3 La méthode de maximum de vraisemblance

Cette méthode nécessite la spécification d’un modèle d’évolution constitué d’un en-
semble de paramètres θ sur lesquels on peut formuler différentes hypothèses. Les paramètres
du modèle d’évolution sont à la fois les probabilités d’évènements évolutifs (probabilités de
changements d’état des caractères, probabilité des différents états, etc.) et la topologie (i.e. la
forme et les longueurs de branches) de l’arbre.

La méthode de maximum de vraisemblance (notée classiquement ML pour le terme an-
glais maximum likelihood) s’appuie sur un ensemble de données D, ici organisées en une ma-
trice taxons × caractères. L’ensemble des arbres possibles va alors être parcouru et on va
estimer les valeurs des paramètres du modèle évolutif qui maximisent la vraisemblance11

de l’arbre. L’arbre finalement retenu sera celui pour lequel la valeur de la vraisemblance est
la plus élevée.

11La vraisemblance de l’arbre est proportionnelle à la probabilité des données sachant l’arbre.
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plus proches voisins
Identification des

Calcul d’une nouvelle matrice de distance
en remplaçant les taxons i et j par A

Réitération de ces étapes
jusqu’à ce que

tous les taxons soient agglomérés

Considérons le cas de n taxons. L’algorithme démarre à partir d’une phylogénie en étoile.

Étape 1 : regroupement des deux taxons qui sont “les plus proches voisins” parmi les N taxons
considérés. Pour chaque regroupement d’une paire de taxons i, j, on calcule la somme totale
des distances Si,j . Les taxons i et j les plus proches voisins seront ceux qui minimisent Si,j .
Si,j est calculé à partir de la matrice des distances : Si,j = Di,j − ui − uj , où
– Di,j est la distance observée entre les taxons i et j

– ui (resp. uj) =
n∑

i 6=j

Di,j

n− 2

Les longueurs des branches ei,A et ej,A se calculent alors ainsi :

ei,A =
1
2
Di,j +

1
2
(ui − uj)

Étape 2 : Calcul d’une nouvelle matrice de distance en remplaçant i et j par A. La distance de A
aux autres taxons est calculée ainsi :

dA,k =
1
2
× (di,k + dj,k − di,j)

Sur la nouvelle matrice, on recherche à nouveau les deux taxons qui sont les plus proches voisins,
et ainsi de suite jusqu’à ce que tous les taxons soient agglomérés et que toutes les longueurs de
branches aient été calculées.

FIG. 1.12: L’algorithme du neighbor-joining (NJ)
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Calcul de la vraisemblance d’un arbre. Un modèle d’évolution doit tout d’abord être dé-
fini. Dans le cas des SNPs :

– les probabilités de changement d’état 0 → 1 et 1 → 0 sont supposées égales : P (0 →
1) = P (1→ 0) = ρ ;

– les probabilités des états 0 et 1 chez l’ancêtre sont respectivement f et 1− f ;
– on suppose que tous les SNPs évoluent à la même vitesse.

La vraisemblance est calculée en faisant deux hypothèses :
– évolution indépendante des différents caractères12 ;
– évolution indépendante dans les différentes branches.

À titre d’exemple, intéressons-nous au calcul de la vraisemblance de l’arbre T 13 représenté
sur la Figure 1.13.

0 0 0 1

y

z

x

ν5

ν1

ν6

ν4
ν2

ν3

Di
(données observées)

FIG. 1.13: Exemple d’arbre utilisé pour décrire le calcul de la vraisemblance
Les états du caractère i sont indiqués à chaque nœud. Aux nœuds externes, les états sont 0 ou 1.

Aux nœuds internes, les états étant inconnus, on les note x, y et z. Les longueurs de branches sont
notées νi.

Soit le caractère i dont les états aux nœuds sont représentés sur la Figure 1.13. La proba-
bilité des données de ce caractère i (notées Di) sur l’arbre T est la somme des probabilités de
toutes les distributions possibles des états 0 et 1 aux nœuds internes :

P (Di|T ) =
∑
x

∑
y

∑
z

P (0, 0, 0, 1, x, y, z|T )

Une fois la vraisemblance calculée pour chacun des n caractères, l’hypothèse d’indépen-
dance des caractères permet de calculer la vraisemblance de l’arbre :

L(T ) = P (D|T ) =
n∏

i=1

P (Di|T )

12Cette hypothèse est aussi vraie pour les méthodes de parcimonie.
13L’arbre T est représenté enraciné, mais, comme le modèle d’évolution est réversible (c’est-à-dire que les

changements d’état sont aussi probables dans un sens que dans l’autre), le choix du point d’enracinement n’a
pas d’influence sur la vraisemblance calculée. De fait, la vraisemblance calculée correspond à celle de l’arbre non
enraciné.
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Stratégies de recherche des topologies d’arbres La recherche des différentes topologies se
fait par le même genre d’algorithmes que dans le cas de l’analyse par parcimonie, c’est-à-
dire par Branch and bound pour une recherche exhaustive, ou par des heuristiques suivies de
réarrangements (TBR ou NNI).

Optimisation des caractères Par maximum de vraisemblance, on ne peut pas inférer les
états de caractères aux différents nœuds autrement qu’en terme de probabilités pour une
topologie d’arbre donnée où les longueurs des branches ν1, ν2, . . . , νn sont connues.

Soit θ, l’ensemble des longueurs de branches ν1, ν2, . . . , νn. Soit x l’ensemble des états du
caractère i pour tous les nœuds terminaux et y l’ensemble des états du caractère i pour tous
les nœuds ancestraux conjointement. On peut alors estimer y en maximisant la probabilité
d’observer y connaissant x et θ (Yang et al., 1995) :

P (y|x, θ) =
P (y)P (x|y, θ)

P (x, θ)

On peut aussi estimer la probabilité a posteriori de l’état d’un caractère pour un nœud
donné k (Yang et al., 1995). Soit yk l’état du caractère i au nœud k.

P (yk = 0|x, θ) =

∑
y,yk=0

P (y)P (x|y, θ)

P (x, θ)

correspond à la probabilité pour le caractère d’être à l’état 0 au nœud k. On peut alors
déterminer l’état le plus probable pour ce caractère et la probabilité qui lui est associée. Ce
sont ces probabilités que nous utiliserons pour la suite de notre étude.

Les logiciels de reconstruction phylogénétique utilisant des méthodes de maximum de
vraisemblance Les logiciels PAUP et PHYLIP , précédemment décrits dans le paragraphe
concernant les méthodes de parcimonie (voir page 29) permettent aussi de reconstruire un
arbre en utilisant une méthode de maximum de vraisemblance. Cependant, les algorithmes
implémentés dans ces logiciels sont extrêmement lents et ne permettent pas de réaliser des
simulations. Pour la suite de notre travail, nous avons donc choisi d’utiliser le logiciel PHYML
(Guindon et Gascuel, 2003) qui est très rapide (quelques secondes de calcul pour obtenir un
arbre à partir de 24 haplotypes formés de 20 SNPs sur un pentium III, 930 MHz, 512 Mo
de RAM). Ce logiciel ne permet pas d’obtenir les probabilités des états des caractères aux
nœuds. Nous avons donc choisi d’utiliser le logiciel PAML (Yang, 1997) pour obtenir les
probabilités des états de caractères pour les nœuds de l’arbre reconstruit par PHYML. PAML
aurait pu permettre de rechercher l’arbre phylogénétique, mais son algorithme est lent et
pas optimal au dire même de son auteur. Il n’a donc été utilisé que pour l’optimisation des
caractères.

1.2.2.4 Les avantages et inconvénients de chaque méthode

L’intérêt principal des méthodes de distance est leur rapidité : en un temps relativement
court, il est possible d’obtenir des phylogénies pour un grand nombre de taxons. De même,
comme c’est une similitude globale qui est calculée, le nombre de caractères dans les sé-
quences ne va pas augmenter le temps de calcul. Il existe deux principaux problèmes aux
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méthodes de distances. Tout d’abord, le calcul d’une distance globale entraîne une perte
d’information par rapport à une analyse basée sur les caractères dans la mesure où il ne sera
pas possible d’inférer les états des différents caractères aux nœuds. Enfin, les distances esti-
mées sur l’arbre peuvent poser des problèmes d’interprétation, en particulier dans le cas où
elles sont négatives.

Les méthodes de parcimonie permettent en revanche de connaître les états de caractères
aux différents nœuds de l’arbre ce qui permet une interprétation facile des arbres en terme
d’histoire évolutive des caractères. Cependant, il faut noter que cette reconstruction des états
de caractères est parfois ambiguë car il est souvent difficile de choisir entre favoriser les
convergences ou les réversions. Les méthodes de parcimonie possèdent aussi l’inconvénient
d’être inconsistantes, c’est-à-dire que lorsque la quantité de données augmente, elles ne vont
pas nécessairement converger vers l’arbre vrai. Ce phénomène s’observe en particulier dans
le cadre du problème de l’attraction des longues branches14. Enfin, les méthodes de parci-
monie ne peuvent évidemment donner des reconstructions correctes que dans le cas où leur
postulat de base — à savoir que l’évolution est parcimonieuse — est vérifié.

Un avantage des méthodes de maximum de vraisemblance est qu’elles permettent de
tester des hypothèses phylogénétiques. En effet, il est facile de calculer la vraisemblance
des données sous deux modèles emboîtés différents puis de les tester en utilisant un test
de rapport de vraisemblance. Jusqu’en 2003, le principal inconvénient de ces méthodes était
le temps de calcul très long dès que le nombre de taxons dépassait une dizaine. Depuis
2003, Guindon et Gascuel (2003) ont développé le logiciel PHYML qui permet de résoudre
ce problème. Les méthodes de maximum de vraisemblance nécessitent aussi la spécification
explicite d’un modèle. Cela peut être considéré comme un avantage car les hypothèses sont
ainsi toutes posées, ou comme une faiblesse car, si le modèle est mal choisi, cela peut avoir
des conséquences sur l’arbre retenu.

14Lorsque deux taxons ont accumulé beaucoup de mutations, ils vont avoir tendance à être très proches dans
l’arbre reconstruit par parcimonie
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Préambule

Dans le premier chapitre de cette thèse, nous avons défini une phylogénie comme une représen-
tation de l’histoire évolutive. Il en découle qu’une phylogénie est nécessairement représentée par un
arbre enraciné, avec un sens de lecture bien défini. Or, dans la suite de ce travail — et plus particu-
lièrement dans ce chapitre — le terme “phylogénie” sera employé dans un sens très large, incluant
les arbres non enracinés et même les réseaux comportant des réticulations. De la même façon, toutes
les méthodes d’association décrites dans ce chapitre seront qualifiées de “phylogénétiques” ou “basées
sur la reconstruction de l’histoire évolutive”, même dans le cas où aucune phylogénie (au sens strict)
n’est reconstruite. Cette grossière approximation est due au fait que nous avons conservé la plupart
des termes employés par les auteurs des différentes méthodes dans la littérature. Or, ces auteurs n’uti-
lisent pas la terminologie exacte et ont systématiquement qualifié leur méthode de “phylogénétique”,
voire, même généralement, de “cladistique”1, quelle que soit la méthode de reconstruction et le type
d’arbre (enraciné ou non) analysé. Nous espérons que le lecteur ainsi averti ne nous tiendra pas ri-
gueur de cet abus de langage.

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que, pour tester l’association entre un gène
candidat et une maladie, il peut être intéressant d’utiliser l’information conjointe des mar-
queurs situés sur un même chromosome, en particulier en utilisant l’information haploty-
pique. Cependant, lorsque le nombre de marqueurs considérés augmente, l’intérêt de ces
méthodes peut beaucoup diminuer, surtout s’il y a peu de déséquilibre de liaison entre les
marqueurs. En effet, dans ce cas, le nombre d’haplotypes présents dans l’échantillon peut
être très grand, ce qui entraîne deux problèmes : le nombre de degrés de liberté du test d’as-
sociation va aussi être élevé et certains haplotypes vont être très rares, ce qui va poser des
problèmes de petits échantillons lors de la réalisation du test d’association. La puissance
des tests haplotypiques risque donc d’être beaucoup diminuée. Comme nous l’avons vu au
chapitre précédent, une solution intéressante consiste à regrouper les haplotypes rares selon
des critères a priori. Templeton et al. (1987) sont les premiers à avoir proposé de réaliser les
groupements en fonction de l’histoire évolutive des haplotypes et à avoir développé un test
d’association utilisant l’arbre phylogénétique. Ils ont aussi montré que l’utilisation de la phy-
logénie des haplotypes peut permettre de restreindre la région dans laquelle se trouve le site

1Afin de ne pas trop embrouiller les phylogénéticiens débutants et ne pas trop choquer les phylogénéticiens
confirmés qui pourraient lire ce manuscrit, nous avons évité l’emploi du terme “analyse cladistique” qui est
pourtant le plus utilisé pour qualifier ces méthodes. . .
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de susceptibilité à la maladie. Par la suite, plusieurs autres tests basés sur des phylogénies
ont été développés.

Dans ce chapitre, nous détaillerons ces différents tests. Pour chacun d’entre eux, nous
exposerons son principe et l’étude de sa puissance lorsqu’elle a été réalisée. Enfin, nous ter-
minerons ce chapitre par une revue des différentes applications de ces méthodes sur divers
jeux de données.

2.1 L’analyse des clades emboîtés (Templeton et al., 1987)

Entre 1987 et 1995, A.R. Templeton a développé la première méthode phylogénétique
permettant de détecter l’association entre un gène et une maladie. Il l’a appelée analyse des
clades emboîtés (nested clade analysis)2 et l’a décrite dans une série de 5 articles (Templeton
et al., 1987, 1988, 1992; Templeton et Sing, 1993; Templeton, 1995). Parmi ces articles, trois
concernent strictement la méthode : les deux premiers articles (Templeton et al., 1987, 1988)
décrivent la méthode appliquée à des données quantitatives, respectivement pour des po-
pulations haploïdes ou pseudo-haploïdes (populations formées d’homozygotes, étude du
chromosome Y, etc.) et diploïdes. Le dernier article (Templeton, 1995) propose une exten-
sion de la méthode sur des données cas/témoins. Les deux autres articles (Templeton et al.,
1992; Templeton et Sing, 1993) sont plus techniques et traitent de la manière de construire et
d’estimer la validité d’un cladogramme lors d’une analyse phylogénétique et des problèmes
posés par la recombinaison.

2.1.1 Descriptif de la méthode

La méthode de Templeton suppose que les haplotypes ont été préalablement recons-
truits. Les marqueurs qui forment les haplotypes doivent être bialléliques (à l’origine, Tem-
pleton a développé la méthode pour des marqueurs correspondant à la présence ou à l’ab-
sence de sites de restriction) et la recombinaison entre les marqueurs doit être négligeable
afin que la phylogénie reconstruite n’en soit pas affectée.

2.1.1.1 Reconstruction phylogénétique

Dans ses premiers articles, Templeton préconise de reconstruire la phylogénie des haplo-
types en utilisant les algorithmes de parcimonie implémentés dans PAUP (Swofford, 2002) et
dans PHYLIP (Felsenstein, 2004c). Par la suite, il a développé son propre algorithme adapté
au traitement de données intra-spécifiques (Templeton et al., 1992). Cet algorithme a été im-
plémenté récemment par Clement et al. (2000) dans le programme TCS. Son principe est de
travailler successivement sur les haplotypes qui diffèrent entre eux par 1, 2, . . .,j ,. . ., n muta-
tions. À chaque niveau de mutation j, et pour toutes les paires d’haplotypes concernées, on
estime la probabilité Pj que les relations entre les deux haplotypes soient parcimonieuses,
c’est-à-dire que chaque différence observée entre ces haplotypes soit due à un seul chan-
gement d’état et non pas à des mutations récurrentes à ce locus. Si Pj est supérieur à un

2Le terme “clade” est ici impropre car Templeton et al. (1987) reconstruisent en fait un réseau. Pour la descrip-
tion de la méthode, nous préférerons utiliser le terme de groupe. Cependant, nous conserverons le nom “analyse
des clades emboîtés” que Templeton et al. (1987) ont donné à leur méthode.
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seuil (fixé à 0.95 par Templeton et al.), les haplotypes sont alors connectés entre eux. L’al-
gorithme s’arrête soit lorsque tous les haplotypes forment un seul réseau, soit lorsque les
haplotypes constituent plusieurs réseaux non chevauchants dont les connections entre eux
ont toutes des probabilités d’être parcimonieuses Pj inférieures au seuil. Dans ce dernier
cas, l’algorithme réunit entre eux les différents réseaux par les haplotypes entre lesquels les
proportions de sites non parcimonieux sont minimales.

Avec l’algorithme de Templeton, on obtient au final non pas des arbres, mais des réseaux,
avec des boucles traduisant des ambiguïtés dans la résolution de la phylogénie. Ces boucles
peuvent être soit conservées pour l’analyse des clades emboîtée, soit cassées selon les règles
définies par Crandall et Templeton (1993). Les branches sont cassées de manière à ce que
les haplotypes les plus fréquents — donc les plus anciens d’après la théorie de la coales-
cence — constituent des nœuds internes de l’arbre phylogénétique et aient un plus grand
nombre de descendants (en terme d’haplotypes différents) que les haplotypes rares. Selon
les marqueurs analysés, d’autres règles permettent de réduire les ambiguïtés. Par exemple,
pour les RFLPS (Restriction Length Fragment Polymorphisms), la perte d’un site de restriction
est considérée comme plus probable que la création d’un nouveau site de restriction.

2.1.1.2 Analyse de l’arbre

Définition de groupes emboîtés Le principe de l’analyse consiste à regrouper les haplo-
types dans des groupes de plus en plus grands jusqu’à ce que tous les haplotypes soient
inclus dans un unique groupe. Les groupes formés sont de deux types : les groupes dits “ex-
ternes” qui ne sont reliés qu’à un seul autre groupe et les groupes dits “internes” qui sont
reliés à plusieurs groupes. Les haplotypes constituent les groupes de niveau 0. Pour former
les groupes de niveau supérieur (i + 1), le principe est de regrouper les groupes externes de
niveau i avec les groupes internes de niveau i dont ils sont séparés par un seul pas évolu-
tif. De plus, chaque groupe de niveau i ne peut appartenir qu’à un seul groupe de niveau
i + 1. Au sein d’un groupe de niveau i + 1, les différents haplotypes sont donc séparés par
au maximum i + 1 pas évolutifs. La Figure 2.1 illustre ce processus.

Nous n’avons présenté ici que la méthode de définition des groupes emboîtés sur un
arbre (i.e. sans boucles liées aux ambiguïtés). Templeton a développé des règles permettant
de traiter le cas des réseaux (Templeton et Sing, 1993) que nous ne développerons pas ici.

Analyse statistique Le principe est de réaliser une analyse emboîtée des données sur
l’arbre. Le processus est décrit sur la Figure 2.1 dans le cas d’une analyse de données
cas/témoins. Il consiste à réaliser à chaque niveau un test d’homogénéité de la distribution
des malades et des témoins dans les différents groupes.

Imaginons que sur la Figure 2.1, le test du niveau 2 soit significatif. Tous les contrastes
deux à deux entre groupes adjacents dans l’arbre sont alors réalisés. Dans notre exemple,
les contrastes entre les groupes adjacents α et γ, α et β, α et δ, δ et ε seront réalisés afin de
localiser sur l’arbre les groupes entre lesquels une hétérogénéité phénotypique existe.

Pour l’analyse de données quantitatives, le principe est le même, mais Templeton pro-
pose d’utiliser une NANOVA (Templeton et al., 1987) (Nested ANalysis Of VAriance)

Localisation du site de susceptibilité Templeton et al. (1987) ont aussi proposé une mé-
thode permettant de préciser la région dans laquelle est situé le variant fonctionnel impli-
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Au niveau 0, les 25 haplotypes sont considérés séparément. On compare la distribution des
haplotypes chez les malades et chez les témoins en réalisant un test de χ2 à 24 degrés de
liberté.
Les haplotypes externes sont ensuite regroupés avec l’haplotype interne dont ils sont séparés
par un seul pas évolutif pour former les groupes de niveau 1.
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Au niveau 1, Il existe onze groupes de niveau 1
(numérotés de I à XI sur la figure, en rose). Les ha-
plotypes des malades et des témoins sont répartis
dans ces groupes. Pour chaque groupe, on calcule
les nombres attendus d’haplotypes malades et té-
moins. On réalise alors un test de χ2 à 10 degrés
de liberté comparant les distributions des haplo-
types malades et témoins dans ces 11 groupes.

Les groupes externes de niveau 1 sont alors re-
groupés avec le groupe interne de niveau 1 dont
ils sont séparés par un seul pas évolutif pour for-
mer les groupes de niveau 2
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Au niveau 2, Il existe cinq groupes de niveau 2
(nommés α, β, γ, δ et ε, en bleu). De la même
manière qu’au niveau 1, on réalise un test de χ2

à 4 degrés de liberté comparant les distributions
des haplotypes malades et témoins dans ces 5
groupes.

Les groupes externes de niveau 2 sont alors re-
groupés avec le groupe interne de niveau 2 dont
ils sont séparés par un seul pas évolutif pour for-
mer les groupes de niveau 3.
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Au niveau 3, Il existe deux groupes de niveau 3
(nommés A et B, en vert). De la même manière
qu’au niveau 2, on réalise un test de χ2 à 1 degrés
de liberté comparant les distributions des haplo-
types malades et témoins dans ces 2 groupes.

Les deux groupes de niveau 3 peuvent être re-
groupés en un groupe de niveau 4 qui contient
alors tous les haplotypes. De ce fait, l’analyse s’ar-
rête.

FIG. 2.1: L’analyse des groupes emboîtés de Templeton

Les numéros correspondent aux haplotypes. Lorsque la valeur 0 apparaît, il s’agit d’un ha-
plotype qui n’a pas été observé dans l’échantillon mais qui est nécessaire pour la reconstruction
de l’arbre.
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qué dans la maladie. Cette méthode est basée sur l’étude d’haplotypes recombinants. Son
principe est représenté sur la Figure 2.2.
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FIG. 2.2: Localisation du site de susceptibilité en utilisant les haplotypes recombinants

Soit l’haplotype H9, issu de la recombinaison des haplotypes H2 et H6. On le retrouve principa-
lement chez des individus malades. Son effet phénotypique ressemble donc à celui de l’haplotype
H2. On peut alors penser que le variant fonctionnel est situé sur la région chromosomique que H9
a héritée de H2, c’est-à-dire, dans cet exemple, avant le quatrième marqueur.

Cette méthode ne peut s’appliquer qu’à trois conditions :

1. s’il est possible d’identifier les haplotypes recombinants et leurs parents sans ambi-
guïté. En pratique, les évènements de recombinaison étant supposés rares, on postule
que les haplotypes recombinants sont des haplotypes rares et qu’ils sont issus de la
recombinaison de deux haplotypes fréquents. Deux problèmes se posent alors :
– Les haplotypes rares ne sont pas forcément tous des recombinants ;
– Lorsque les haplotypes sont constitués de marqueurs bialléliques, on peut souvent

identifier plusieurs paires de parents potentiels pouvant générer par recombinaison
un haplotype rare. Le problème se pose encore plus quand il y a des données man-
quantes.

2. s’il est possible d’attribuer une valeur phénotypique à l’haplotype recombinant. En
pratique, comme nous l’avons souligné au point précédent, les haplotypes recombi-
nants sont souvent rares. Pour les études cas/témoins, il est alors difficile de dire si cet
haplotype est porté par une majorité de malades ou de témoins. Cette méthode pourra
donc surtout être employée dans le cas d’études quantitatives ;

3. s’il existe des haplotypes recombinants issus de la recombinaison de deux haplotypes
appartenant à des groupes qui diffèrent significativement pour la valeur du trait étu-
dié. Ces haplotypes ne sont alors pas utilisés pour la construction du cladogramme, ni
pour l’analyse emboîtée.
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En définitive, cette méthode ne peut que très rarement s’appliquer, surtout quand le
nombre d’haplotypes dans l’échantillon est élevé.

2.1.2 Étude de puissance

La méthode de Templeton a été appliquée sur plusieurs jeux de données (voir page 53)
soit pour analyser des traits quantitatifs (voir Tableau 2.1) soit pour analyser des données
qualitatives (voir Tableau 2.2). En revanche, sa puissance n’a jamais été étudiée par simula-
tions.

2.2 La méthode EHAP (Seltman et al., 2003)

Seltman et al. se sont tout d’abord intéressés aux méthodes phylogénétiques dans le cadre
des études familiales. En 2001, ils ont développé le ET-TDT (Evolutionary Tree — Transmis-
sion Disequilibrium Test) (Seltman et al., 2001), un test qui associe la méthodologie du TDT
haplotypique3 et de l’analyse phylogénétique. Par la suite, Seltman et al. ont étendu la mé-
thode du ET-TDT à l’analyse de données cas/témoins. Ils ont alors diffusé leur test sous la
forme d’un logiciel nommé EHAP (Evolutionary-based Haplotype Analysis Package) (Seltman
et al., 2003). Dans la suite de cette description, nous désignerons la méthode développée par
Seltman et al. sous le nom de EHAP, quel que soit le type de données analysées (données
familiales ou données en population)

2.2.1 Descriptif de la méthode

Contrairement aux autres méthodes d’analyse basées sur des phylogénies, EHAP ne né-
cessite pas que les haplotypes soient préalablement reconstruits. Il utilise donc les données
génotypiques et incorpore l’incertitude de reconstruction des haplotypes dans l’analyse sta-
tistique de l’arbre en tenant compte de toutes les configurations haplotypiques possibles
pour chaque individu et de leurs probabilités respectives.

2.2.1.1 Reconstruction phylogénétique

Dans EHAP, Seltman et al. (2003) ont implémenté leur propre méthode de reconstruction
phylogénétique. Pour l’ensemble des haplotypes, une matrice de distances entre haplotypes
est construite. La distance utilisée correspond au nombre de pas évolutifs séparant les ha-
plotypes. Les haplotypes séparés par un seul pas évolutif dans la matrice sont ensuite reliés
pour former un réseau. Enfin, à partir du réseau, un arbre phylogénétique est obtenu en cas-
sant les boucles selon les principes établis par Crandall et Templeton (1993) (voir page 37).

2.2.1.2 Analyse de l’arbre

Principe La méthode EHAP est basé sur l’utilisation de modèles de régression où la proba-
bilité d’être atteint est exprimée en fonction des risques eβi associés à chaque haplotype ou
groupe d’haplotypes i. L’arbre des haplotypes est utilisé pour définir des groupes emboîtés
selon le même principe que Templeton et al. (1987) et pour tester par un test de rapport de
vraisemblance, à la fois

3voir page 11 (principe du TDT) et page 15 (TDT haplotypique)
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– si les risques des différentes entités (haplotypes ou groupes d’haplotypes) du groupe
sont significativement différents. Si ce n’est pas le cas (test non significatif), alors un
seul paramètre β est utilisé au niveau supérieur pour représenter les risques associés à
l’ensemble du groupe ;

– si les risques sont égaux à 1, ce qui permet de tester l’association avec la maladie.
Le détail de l’algorithme est illustré à l’aide d’un exemple sur la Figure 2.3.

Correction pour les tests multiples Afin d’éviter la détection de fausses associations dues
aux multiples tests à un degré de liberté réalisés, Seltman et al. proposent soit d’utiliser une
correction de Bonferroni (option par défaut de EHAP), soit d’évaluer une p-value corrigée
par une procédure de permutations du même type que la permutation de Ge et al. (2003)
décrite à la page 20. La procédure de permutations est particulièrement conseillée lorsqu’il
y a des haplotypes rares dans l’arbre phylogénétique.

2.2.2 Étude de puissance

Seltman et al. (2001) ont étudié la puissance de EHAP dans le cas de données familiales.
Ils ont simulé 400 trios4 dont la moitié sont génotypés pour les deux parents et l’autre moi-
tié pour un seul parent, à partir des 11 haplotypes de l’étude de Hallman et al. (1994) sur
l’apolipoprotéine B. Ils ont testé 13 modèles différents :

– tous les haplotypes dans un groupe associé à la maladie ont soit le même risque, soit
des risques différents ;

– les haplotypes associés à la maladie appartiennent soit tous au même groupe, soit à
des groupes différents ;

– certains modèles supposent de la recombinaison ;
– certains modèles supposent la présence d’erreurs dans la reconstruction de l’arbre phy-

logénétique.
La puissance du test est évaluée sur 200 réplicats et elle est comparée à celle de deux tests
TDT hapotypiques5 classiques réalisés avec le programme TRANSMIT (Clayton, 1999) :

– TDTall qui teste conjointement l’effet de tous les haplotypes
– TDTmax qui teste séparément l’effet de chaque haplotype versus l’effet de tous les

autres
Afin d’éviter les problèmes de petits échantillons, en TDT classique, ils n’ont pris en compte
que les haplotypes dont la fréquence est supérieure à 0.04. Pour le EHAP, ils ont rassemblé
les haplotypes rares (fréquence < 0.14) avec l’haplotype fréquent le plus proche dans l’arbre
phylogénétique.

2.2.2.1 Résultats

Comparaison des trois méthodes pour la détection de l’association La comparaison des
deux TDT montre que le TDTmax est bien moins puissant que le TDTall, en particulier
lorsque plusieurs haplotypes sont à risque. C’est pourquoi, par la suite, nous ne compa-
rerons que les résultats d’EHAP et du TDTall.

4un trio est constitué de 2 parents sains et d’un enfant atteint
5Pour plus de détails concernant ces deux tests, voir page 15
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H1 : βA, βB , βC , βD , βE , βF , βG, βH , βI , βJ , βK 11

H01 : βE = βC = 0, βA, βB , βD , βF , βG, βH , βI , βJ , βK 10 0,585
H02 : βF = βC = 0, βA, βB , βD , βE , βG, βH , βI , βJ , βK 10 0,709
H03 : βG = βC = 0, βA, βB , βD , βE , βF , βH , βI , βJ , βK 10 0,636
H04 : βH = βA = 0, βG, βB , βD , βE , βF , βC , βI , βJ , βK 10 1,000
H05 : βI = βA = 0, βG, βB , βD , βE , βF , βC , βH , βJ , βK 10 0,065
H06 : βJ = βD = 0, βG, βB , βA, βE , βF , βC , βH , βI , βK 10 0,499
H07 : βK = βB = 0, βG, βA, βD , βE , βF , βC , βH , βJ , βI 10 0,101
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FIG. 2.3: Principe de la méthode de Seltman, Devlin et Roeder (EHAP)

Soient 11 haplotypes auxquels correspondent initialement 11 paramètres β.

Au niveau 0 : 7 tests vont être réalisés pour rechercher à la fois si les haplotypes terminaux (E, F, G,
H, I, J, K) ont le même risque que les haplotypes internes auxquels ils sont reliés (A, B, C, D)
et s’ils sont significativement associés à la maladie. Par exemple, dans le cas de l’haplotype E,
on va comparer la vraisemblance du modèle ou βE = βC , βC étant fixé à 0, à la vraisemblance
du modèle complet où tous les paramètres sont différents (modèle H1). Dans notre exemple,
aucun test n’est significatif. L’hypothèse nulle d’égalité des paramètres est acceptée pour tous
les test.

Au niveau 1 : Après regroupement, il ne reste que 4 paramètres pour le modèle complet H1, car βA

= βH = βI = β1, βB = βK = β2, βD = βJ = β3, et βC = βE = βF = βG = β4. De la même façon qu’au
niveau 0, on réalise, cette fois, 2 tests. Dans notre exemple, le second test est très significatif
(marqué d’une étoile sur l’arbre). Le risque associé au groupe 4 est alors significativement
différent de celui du groupe 2, qui est lui-même égal à 1. Il y a donc une association entre le
gène étudié et la maladie. Supposons de plus que β4 soit très supérieur à 1, on pourra alors
dire que les haplotypes du groupe 4 sont à risque.

Au niveau 2 : Il reste alors 3 paramètres pour le modèle complet (H1) puisque β1 = β3 = βI . Un
seul test est réalisé. Il n’est pas significatif, ce qui veut dire que l’hypothèse nulle d’égalité des
paramètres βI et β2 est acceptée.

En conclusion, la réalisation de 10 tests à un degré de liberté a permis à EHAP d’obtenir des estima-
tions des valeurs des paramètres β associés aux haplotypes. De plus, on a montré l’existence d’une
association significative entre le gène étudié et la maladie (p − value = 2 × 10−8). Enfin, l’analyse
permet d’identifier le groupe d’haplotypes pour lequel le risque est le plus élevé (groupe 4).
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Le TDTall et EHAP ont des puissances comparables qui dépendent essentiellement du
modèle simulé. Lorsque tous les haplotypes d’un groupe sont responsables de la suscepti-
bilité à la maladie, EHAP est plus puissant que le TDTall. EHAP est aussi très performant
lorsque plusieurs groupes éloignés dans le cladogramme sont à risque. En revanche, lorsque
seule une partie des haplotypes d’un groupe est à risque, EHAP est bien moins puissant
que le TDTall. Concernant l’effet de la recombinaison, on observe que pour chacun des trois
modèles avec recombinaison testés, les résultats de puissance sont très variables. Aucune
des deux méthodes ne semble vraiment plus puissante que l’autre. De façon surprenante,
on peut noter que EHAP ne semble pas très affecté par les erreurs dans la reconstruction du
cladogramme. Cependant, un seul modèle de ce genre est testé, ce qui limite la portée des
conclusions que l’on peut en tirer. De façon générale, il faut souligner que les résultats sont
extrêmement variables et qu’il y a peu de simulations différentes pour un même type de
modèle. De ce fait, il est très difficile d’en tirer des conclusions générales.

Enfin, il faut signaler que certains résultats semblent relativement surprenants. Par
exemple, pour le modèle où deux haplotypes (A et H) appartenant au même groupe sont
à risque (risque égal pour les deux haplotypes : eβA = eβH = 1.6, et risque égal à un pour
tous les autres haplotypes), la puissance est de 62.5% pour EHAP et de 71% pour le TDTall

alors que pour le modèle où des haplotypes éloignés dans l’arbre (I, A et G) sont à risque
(eβI = eβA = 1.6 et eβG = 1.4, et risque égal à un pour tous les autres haplotypes), qui est
a priori moins favorable pour une analyse basée sur l’arbre phylogénétique, la puissance de
EHAP est de 82% alors que celle du TDTall tombe à 65.5%.

Localisation des sites de susceptibilité à la maladie La méthode EHAP ne permet pas de
trouver le ou les marqueurs les plus associés à la maladie. En revanche, elle permet d’iden-
tifier le ou les groupes d’haplotypes les plus à risque.

Seltman et al. ont étudié si les regroupements d’haplotypes obtenus avec EHAP sont
bien cohérents avec les modèles qu’ils ont simulés pour la maladie. Ils observent que pour
les modèles simples (un seul groupe responsable de la susceptibilité à la maladie), EHAP
parvient à regrouper les haplotypes conformément au modèle simulé dans 60 à 75% des cas.
L’identification des haplotypes ou groupes d’haplotypes responsables de la susceptibilité à
la maladie est donc acceptable. Dans les cas plus complexes (plusieurs groupes d’haplotypes
associés à la maladie, présence de recombinaison, erreurs dans le cladogramme), seulement
une partie des haplotypes à risque sont généralement correctement identifiés (35 à 71% des
cas).

2.3 La méthode CLADHC(Durrant et al., 2004)

En 2004, Durrant et al. ont développé une méthode d’association basée sur l’analyse
d’arbres phylogénétiques nommée CLADHC. Elle est très différente de celles que nous avons
précédemment décrites : son principe consiste à travailler sur de très longues séquences (plu-
sieurs Mb) en reconstruisant la phylogénie et en calculant une statistique dans des fenêtres
de 4 à 10 marqueurs.
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2.3.1 Descriptif de la méthode

Comme les méthodes précédentes, CLADHCutilise des données sur des haplotypes de
SNPs reconstitués chez des malades et des témoins.

2.3.1.1 Reconstruction phylogénétique

Contrairement à ce que le titre de l’article laisse supposer, Durrant et al. (2004) n’utilisent
pas une méthode cladistique, mais une méthode basée sur les distances pour reconstruire
un arbre. Pour chaque SNP m des haplotypes Hi et Hj (notés Hi[m] et Hj [m]), ils définissent
une mesure de similitude si,j [m] de telle sorte qu’elle soit plus élevée lorsque les allèles partagés
sont rares. Soient A et a les allèles du SNP m, de fréquences respectives fa et 1 − fa. si,j [m]
est définie par : 

1− fa si Hi[m] = Hj [m] = “a′′

fa si Hi[m] = Hj [m] = “A′′

fa(1− fa) si Hi[m] = 0 ou Hj [m] = 0
0 sinon

CLADHC réalisant l’analyse dans des fenêtres successives de marqueurs, cette mesure
de similitude est alors utilisée pour définir une distance entre les haplotypes pour les mar-
queurs situés dans la fenêtre W :

Di,j = 1−
∑M

m=1 si,j [m]× wm∑M
m=1 wm

où M est le nombre total de marqueurs formant les haplotypes et wm est un poids associé à la
mesure de similitude si,j [m] qui vaut 1 si m est situé dans la fenêtre W et 0 sinon. Les valeurs
de wm permettent de considérer indépendamment chaque fenêtre comme étant formée d’un
ensemble de SNPs entre lesquels il n’y a pas de recombinaison.

À partir de ces distances, un arbre est reconstruit par une méthode de classification hié-
rarchique combinatoire (type UPGMA), en regroupant à chaque étape les haplotypes ou les
groupes d’haplotypes séparés par la plus faible distance. Pour ce type de méthodes de re-
construction, le problème de l’enracinement de l’arbre ne se pose donc pas car l’arbre obtenu
s’enracine par construction.

2.3.1.2 Analyse de l’arbre

Principe L’arbre obtenu est découpé en plusieurs niveaux (T [1] au niveau de la racine,
jusqu’à T [c] au niveau des feuilles), chacun formé de c groupes ou clusters d’haplotypes
(voir Figure 2.4).

L’analyse des données sur l’arbre obtenu dans une fenêtre W est réalisée en utilisant un
modèle de régression logistique faisant intervenir le risque de chaque haplotype en fonction
du cluster auquel il appartient et éventuellement, de l’effet de co-variables (sexe, effets envi-
ronnementaux, etc.). Pour chaque niveau, la vraisemblance est calculée et un test de rapport
de vraisemblance est réalisé en comparant la vraisemblance au niveau T [c] à la vraisem-
blance au niveau T [1], le niveau T [1] correspondant à l’hypothèse nulle où tous les haplo-
types appartiennent à un seul cluster et ont donc les mêmes risques d’être portés par des
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NiveauDistance

Les pointillés rouges recoupent les c clusters d’haplotypes existant au niveau T [c].

FIG. 2.4: Découpage de l’arbre dans la méthode de Durrant et al. (CLADHC)

malades ou des témoins. Pour chaque fenêtre, le niveau le plus significatif (i.e. celui où la
p-value du test de rapport de vraisemblance est la plus faible) est retenu et appelé T [MAX].

Cas des haplotypes rares Dans les niveaux les plus élevés de l’arbre, un problème de pe-
tits effectifs peut se poser. Durrant et al. (2004) ont proposé de rassembler à chaque niveau
les clusters totalisant moins de 5% des individus (malades + témoins). Il est alors possible
d’estimer un risque associé à ce groupement de clusters et de le traiter dans l’analyse comme
tous les autres clusters.

Correction pour les tests multiples Dans l’analyse proposée par Durrant et al., il existe
deux niveaux de tests multiples :

– dans une fenêtre W , le test de rapport de vraisemblance est réalisé pour tous les ni-
veaux de l’arbre ;

– sur l’ensemble des séquences, N fenêtres chevauchantes sont analysées.
Le programme développé par Durrant et al. (2004) permet soit d’évaluer des p-values corri-
gées par permutations, soit d’utiliser la correction de Bonferroni pour les tests multiples.

2.3.2 Étude de puissance

Durrant et al. (2004) ont étudié la puissance de leur méthode en réalisant des simulations
sous différents modèles génétiques et pour différentes tailles de fenêtres. Ils ont comparé les
résultats obtenus avec leur méthode à deux autres méthodes classiques :

– un test allélique réalisé pour chaque locus par un χ2 de Pearson, corrigé par le nombre
de SNPs analysés ;

– un test haplotypique basé sur le même modèle de régression logistique que le test phy-
logénétique. Ce test correspond en fait à l’analyse du niveau le plus élevé de l’arbre,
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où tous les clusters ne contiennent qu’un seul haplotype. Ce test est corrigé pour le
nombre de fenêtres analysées.

La puissance est calculée sur les fenêtres situées dans la région flanquante du gène de
susceptibilité à la maladie tandis que l’erreur de type I est évaluée sur les autres fenêtres.

2.3.2.1 Simulation des données

Pour générer leurs données, Durrant et al. ont utilisé des données de familles du CEPH
génotypées sur une région de 10 Mb située sur le chromosome 20. Ces données leur ont
fourni 92 haplotypes qu’ils ont utilisés comme base pour fabriquer de nouveaux haplotypes
pour 1000 malades et de 1000 témoins. D’après Durrant et al. (2004), ce processus leur permet
d’obtenir de nouveaux haplotypes dont le déséquilibre de liaison est réaliste. Il est important
de noter que, dans le processus de simulation, le locus à risque est éliminé des nouveaux
haplotypes à la dernière étape de leur fabrication.

Le processus de simulation est décrit sur la Figure 2.5.

La fabrication des nouveaux haplotypes débute par le choix du SNP de susceptibilité au
hasard parmi les 5216 marqueurs disponibles. Le SNP est choisi en fonction de la fré-
quence souhaitée pour l’allèle de susceptibilité à la maladie.
Les chromosomes des 1000 malades et des 1000 témoins vont être alors générés. Prenons
l’exemple de la fabrication des chromosomes d’un individu témoin. Le génotype de cet
individu au locus de susceptibilité (nommé L) est tout d’abord choisi en fonction des va-
leurs des pénétrances de la maladie. Chaque allèle est ensuite attribué aléatoirement à un
chromosome. Enfin, tous les locus de chaque chromosome sont remplis selon le processus
suivant :

1. Simulation des 4 SNPs autour du locus de susceptibilité L : l’un des 92 haplotypes du
CEPH est tiré aléatoirement. Si l’allèle au site de susceptibilité L de cet haplotype
est le même que celui de l’haplotype en cours de construction, alors les allèles des
sites L− 2, L− 1, L + 1 et L + 2 de l’haplotype du CEPH seront affectés aux mêmes
locus de l’haplotype en cours de construction. Sinon, recommencer cette étape.

2. Simulation du SNP L+3 : un autre des 92 haplotypes du CEPH est tiré aléatoirement.
Si les allèles de cet haplotype sont les mêmes que ceux de l’haplotype en construc-
tion pour les SNPs L− 1 à L+2, alors l’allèle du site L+3 de l’haplotype du CEPH
est affecté au locus L + 3 de l’haplotype en construction. Sinon, recommencer cette
étape.

3. Recommencer l’étape 2 pour tous les ensembles de 5 SNPs chevauchants [L,L + 4]
(remplissage du locus L+4), [L− 3, L+1] (remplissage du locus L− 3), . . ., jusqu’à
avoir rempli tous les SNPs de l’haplotype en construction.

4. Éliminer le SNP de susceptibilité de l’haplotype.

FIG. 2.5: Processus de simulation des haplotypes par Durrant et al. (2004)

2.3.2.2 Résultats

Durrant et al. (2004) ont réalisé des simulations pour différentes tailles de fenêtre (entre
4 et 10 marqueurs) et pour différents modèles génétiques (fréquences de l’allèle de suscep-
tibilité entre 0.01 et 0.5, risque relatif des homozygotes (GRRhom) entre 1 et 40, risque relatif
des hétérozygotes (GRRhet) entre 1 et 3.
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L’erreur de type I Par simulations, Durrant et al. (2004) ont montré que les trois tests étaient
conservatifs avec des valeurs de l’erreur de type I inférieures à 5% pour une valeur nominale
fixée à 5%. Du fait du double niveau de correction de Bonferroni, le test phylogénétique est le
plus conservateur (erreur de type I toujours inférieure à 1,75%). Les simulations ont montré
que le modèle maladie a peu d’influence sur l’erreur de type I, ce qui est attendu car l’erreur
de type I est évaluée sur une région ne contenant pas le gène de susceptibilité. La taille de la
fenêtre a une influence sur le test haplotypique et sur le test phylogénétique : plus les fenêtres
sont constituées d’un grand nombre de marqueurs, plus les tests sont conservateurs. Ce
résultat s’explique très simplement : dans des fenêtres contenant de nombreux marqueurs,
le nombre d’haplotypes différents sera plus élevé, ce qui va augmenter le nombre de degrés
de liberté du test haplotypique et le nombre de niveaux dans l’arbre (i.e. le nombre de tests
réalisés) pour le test phylogénétique.

La puissance L’étude de puissance a été réalisée pour une fréquence de l’allèle de sus-
ceptibilité égale à 0,05. Lorsque les risques relatifs génotypiques sont faibles ou modérés
(GRRhet < 2 et GRRhom < 10), Durrant et al. (2004) observent que la puissance des trois
tests est équivalente et quasi nulle. Lorsque les risques relatifs augmentent, ils observent
que la puissance augmente pour les trois tests. Elle reste cependant faible, 20% au maxi-
mum pour GRRhet = 3 et GRRhom = 40, pour le test allélique alors qu’elle atteint environ
97% pour le test phylogénétique et 90% pour le test haplotypique. Quel que soit le modèle
génétique, ils observent que le test phylogénétique est toujours le plus puissant.

Durrant et al. (2004) ont aussi étudié l’influence de la taille de la fenêtre sur la puissance
de la méthode phylogénétique. Ils ont montré qu’il existait un optimum pour la taille de
la fenêtre correspondant à 6 marqueurs pour leur jeu de données. Cependant, cette valeur
varie selon les jeux de données, en particulier en fonction du déséquilibre de liaison entre les
différents marqueurs.

2.3.3 Localisation du site de susceptibilité

Durrant et al. (2004) ont montré qu’en plus de détecter une association entre un gène et
une maladie, leur méthode permet de localiser la région contenant le site de susceptibilité,
même si ce dernier n’est pas génotypé. Pour chaque fenêtre analysée sur le gène, CLADHC
donne une p-value. En représentant graphiquement l’inverse du logarithme en base 10 de
la p-value de chaque fenêtre en fonction de leur localisation sur le chromosome, on peut
facilement identifier un pic correspondant à la plus petite p-value et donc à la région dans
laquelle se trouve probablement le locus de susceptibilité.

Durrant et al. (2004) ont appliqué cette méthode sur un jeu de données concernant la
mucoviscidose et le gène CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator). Ces
données (Kerem et al., 1989) comportent 94 haplotypes de malades et 92 haplotypes de té-
moins constitués de 23 marqueurs bialléliques, les plus distants étant séparés par 1,8Mb. Ces
données ont été analysées à l’aide de la méthode CLADHCen utilisant une taille de fenêtre
fixée à 6 marqueurs. Ils ont trouvé un pic où la p-value vaut 10−20 à la position 879 kb, qui
correspond, à 1kb près, à la position de la mutation ∆F508, connue pour être responsable
de la mucoviscidose.
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2.4 La méthode de Tree Scanning (Templeton et al., 2005)

Toutes les méthodes précédemment développées permettent d’analyser des données ha-
plotypiques mais ne permettent pas de prendre en compte d’éventuels effets du génotype,
en particulier des interactions entre les haplotypes d’un individu sur le phénotype. De plus,
il est relativement difficile d’attribuer avec précision les effets de chaque haplotype d’un in-
dividu. Afin de pallier ce problème, Templeton et al. (2005) ont développé la méthode de
Tree Scanning. Elle a été implémentée dans le logiciel TreeScan (Posada et al., 2005).

2.4.1 Description de la méthode

Elle permet de réaliser des études d’association sur des données quantitatives en popu-
lation. Comme les méthodes décrites précédemment, elle utilise des haplotypes de SNPs.

2.4.1.1 Reconstruction phylogénétique

La reconstruction phylogénétique est réalisée avec le logiciel TCS (Clement et al., 2000)
qui implémente l’algorithme de parcimonie développé par Templeton et al. (1992) (voir
page 37).

2.4.1.2 Analyse de l’arbre
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Premier niveau de partition : pour chaque partition, les haplotypes situés dans la boîte rouge se-
ront recodés en A, alors que les haplotypes de la boîte bleue seront recodés en B. Par exemple,
dans le cas de la partition III, un individu portant les haplotypes 1 et 5 sera affecté à la classe
AB.

Deuxième niveau de partition : une association significative a été identifiée pour la partition II.
Le groupe A est donc, à son tour, partitionné en deux sous-groupes A1 et A2.

FIG. 2.6: Principe de la méthode de Tree Scanning

Principe Chaque branche de l’arbre permet de définir une partition de l’arbre, c’est-à-dire
deux groupes d’haplotypes : le groupe A et le groupe B (voir Figure 2.6). Pour chaque par-
tition, connaissant les haplotypes de chaque individu, il est possible de recoder le génotype
d’un individu en fonction du groupe auquel appartiennent ses haplotypes. On obtient donc
trois classes d’individus (AA, AB et BB) dans lesquelles sont réparties les valeurs du trait
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quantitatif associé aux individus. Il est alors possible de tester l’association entre le trait et
la partition en réalisant une analyse de variance classique. Dans tous les cas, la p-value as-
sociée au test est calculée par permutation entre les valeurs du trait dans les trois classes
considérées.

Par la suite, lorsqu’une association est détectée au niveau d’une partition, les deux
groupes définis sur l’arbre sont à leur tour successivement partitionnés. Par exemple, A
peut être partitionné en A1 et A2 (voir Figure 2.6). L’association génotype/phénotype est
alors testée de la même manière que précédemment, mais sur un système à 6 groupes6 au
lieu de trois. Le découpage de l’arbre se poursuit jusqu’à ce que toutes les partitions et sous-
partitions significatives aient été détectées.

Lorsque plusieurs associations sont détectées au niveau de branches contiguës dans
l’arbre, il est probable qu’une seule partition a un effet qui “déborde” sur les branches ad-
jacentes. Du coup, seule la branche pour laquelle la p-value est la plus faible est considérée
comme significative et conservée pour l’analyse des niveaux supérieurs.

Cas des haplotypes rares Lorsque les partitions du type “un haplotype versus tous les
autres” sont réalisées, le problème des petits effectifs peut se poser. Dans le programme
TreeScan (Posada et al., 2005), il est possible de définir un seuil d’effectifs en dessous
duquel le test n’est pas réalisé.

Correction pour les tests multiples La méthode de Tree Scanning réalise un grand nombre
de tests (un pour chaque partition de l’arbre, pour chaque niveau de partition). Templeton
et al. proposent alors de réaliser une correction pour chaque niveau de partition basée sur la
procédure de permutation de Westfall et Young (1993) (voir page 19).

2.4.2 Étude de puissance

La puissance de cette méthode n’a jamais été testée par simulations. Cependant, son ef-
ficacité a été comparée à celle de l’analyse de clades emboîtés sur un jeu de données concer-
nant l’activité ADH (Alcool deshydrogénase) chez la drosophile. Templeton et al. (2005) ont
montré que les deux méthodes donnent des résultats comparables. Templeton et al. (2005)
l’ont aussi comparée à une analyse génotypique locus par locus sur un jeu de données
concernant les taux d’ApoE, de triglycérides, de cholestérol et d’HDL-C et le gène APOE.
Pour cela, ils ont comparé les SNPs détectés comme étant significativement associés avec les
traits étudiés par la méthode locus par locus, avec les SNPs qui mutent sur les branches dé-
tectées par TreeScan . Il ont montré que les deux méthodes sont largement concordantes,
mais que la méthode de TreeScan permet de détecter plus de SNPs associés que la mé-
thode génotypique. Templeton et al. (2005) en concluent donc que l’utilisation de la phylo-
génie permet d’augmenter la puissance de détection d’associations. Cependant, comme ils
utilisent des données réelles pour lesquelles les effets ne sont pas encore connus avec cer-
titude, il semble difficile de dire si les associations nouvelles détectées par la méthode de
TreeScan sont réelles ou si elles correspondent à des faux positifs.

6Avec A1, A2 et B, les 6 groupes possibles sont alors A1A1, A1A2, A1B, A2A2, A2B et BB
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2.5 La méthode de Tzeng (Tzeng, 2005)

Dans une première étude, Tzeng et al. (2003) ont développé une méthode de regroupe-
ment des catégories rares consistant à rassembler chaque haplotype rare avec l’haplotype
fréquent dont il est séparé par un seul pas évolutif. Si un tel haplotype fréquent n’existe pas,
l’haplotype rare est alors regroupé avec tous les autres haplotypes rares qu’il n’a pas été
possible de classer. Cette méthode comporte quelques faiblesses :

– le critère pour déterminer si un haplotype est rare ou fréquent est un seuil de fré-
quence, déterminée par simulation sur un jeu de données précis ;

– la catégorie regroupant les haplotypes rares non séparés par un seul pas évolutif d’ha-
plotypes fréquents est très hétérogène.

Tzeng (2005) a alors développé une nouvelle méthode qui utilise davantage l’histoire évolu-
tive des haplotypes du jeu de données.

2.5.1 Descriptif de la méthode

La méthode proposée par Tzeng (2005) est conçue pour faire des études d’association
cas/témoins sur des haplotypes. Elle est basée sur l’identification d’un ensemble d’haplo-
types fréquents, H∗, qui vont constituer la base sur laquelle les haplotypes plus rares vont
se greffer. Les haplotypes de la base H∗ n’étant pas reliés entre eux, il n’y a pas vraiment de
reconstruction d’un arbre phylogénétique ou d’un réseau pour cette méthode.

Détermination de la base des haplotypes fréquents, H∗ Cette base est constituée des l
haplotypes les plus fréquents. Il faut alors déterminer le nombre optimal d’haplotypes l de
telle sorte qu’il y en ait suffisamment pour optimiser la quantité d’informations, mais pas
trop afin de limiter l’augmentation du nombre de degrés de liberté du test et donc, la perte
de puissance. Pour cela, Tzeng utilise un critère basé sur l’information nette7.

Rattachement des haplotypes restants à la base H∗ Les haplotypes sont tout d’abord par-
titionnés en différentes catégories H(1), H(2), . . ., H(j) en fonction du nombre de pas qui les
séparent d’un des haplotypes de la base H∗. Puis, en commençant avec j = jmax, chaque
élément du groupe H(j) est regroupé avec un haplotype séparé par un seul pas évolutif
appartenant au groupe H(j−1). Par étapes successives, les haplotypes vont donc finalement
être regroupés avec un des haplotypes de la base H∗. Lorsqu’un haplotype de H(j) peut être
groupé avec plusieurs haplotypes de H(j−1), des probabilités de regroupement avec chaque
haplotype concerné sont alors assignées. Ces probabilités sont basées sur la fréquence des
haplotypes de H(j−1) : plus un haplotype est fréquent, plus il est supposé ancien, et plus la
probabilité de regroupement avec cet haplotype est élevée.

Test d’association Une fois tous les haplotypes rares regroupés avec l’un des haplotypes
de H∗, on dispose de l catégories haplotypiques. L’association entre le gène et la maladie est
testée en réalisant un test de χ2 de Pearson à l − 1 degré de liberté de la même manière que
pour un test d’association haplotypique classique (voir page 15).

7Pour un ensemble d’haplotypes hi de fréquences fhi ,l’information nette est obtenue en calculant l’entropie
(−

∑l

i=1
fhi × log2fhi ) et en lui soustrayant une pénalité liée à l’augmentation du nombre de catégories
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2.5.2 Étude de puissance

La puissance du test d’association de Tzeng (2005) (notée Hgroupe par la suite) a été esti-
mée par simulations et comparée à deux autres tests d’association :

– un test d’association haplotypique classique prenant en compte tous les haplotypes :
Htotal ;

– un test d’association où seuls les haplotypes constituant la base H∗ ont été conservés.
Les autres haplotypes ont été éliminés de l’analyse : Htronque.

2.5.2.1 Méthode de simulation

Les haplotypes ont été simulés en utilisant un modèle de coalescence avec recombinai-
son (programme MS de Hudson (2002)). Les paramètres ont été choisis de manière à ce que
les déséquilibres de liaison ressemblent à ceux observés pour les gènes IL10RB et SELP dans
la base de données SeattleSNPs. Au total, 100 séquences de SNPs ont été générées pour
chaque gène. Parmi les SNPs constituant ces séquences, un site de susceptibilité est choisi
en fonction de sa fréquence allélique (0,1 ; 0,3 ou 0,5) et de sa position sur le gène (dans un
bloc haplotypique où il y a peu de recombinaisons ou bien au niveau d’un point chaud de
recombinaisons). Seuls les 2 marqueurs précédant et les 3 marqueurs suivant le site de sus-
ceptibilité sont conservés pour constituer des haplotypes formés de 6 SNPs (dont le site de
susceptibilité). Enfin, deux séries de N individus (N malades et N témoins, N = 100ou200)
sont générées en tirant aléatoirement avec remise deux haplotypes parmi les 100 possibles
et en attribuant un statut maladie à ce génotype en fonction des risques relatifs (f1=2 pour
les hétérozygotes et f2=3 pour les homozygotes porteurs) et de la prévalence8 (K=0.01) de la
maladie.

2.5.2.2 Résultats

L’erreur de type I Pour les trois tests, les erreurs de type I sont globalement comprises
entre 2,8% et 6,6%. Les différences entre les tests peuvent être très importantes, en particu-
lier dans le cas où le site de susceptibilité est situé dans un point chaud de recombinaison.
Globalement, le test Hgroupe possède l’erreur de type I la plus élevée et le test Htotal l’erreur
de type I la plus faible. Du fait des différences importantes entre les erreurs de type I, il sera
parfois difficile de comparer les puissances obtenues.

La puissance La comparaison de la puissance des trois tests révèle que le test Htotal est
moins puissant que les deux autres tests, sans doute à cause de son plus grand nombre de
degrés de liberté. Le test Hgroupe est quasiment toujours légèrement plus puissant que le test
Htronque, mais la différence n’est significative à 5% que dans 4 conditions sur les 36 testées,
et à 1% que dans une des 36 conditions testées. De plus, comme l’erreur de type I est géné-
ralement plus forte pour Hgroupe, il est difficile de dire si le regroupement des haplotypes
permet un gain de puissance significatif par rapport à l’élimination des haplotypes rares.

Concernant les variations de puissance en fonction des paramètres des simulations,
on peut noter que des résultats comparables sont obtenus pour les deux “modèles” testés
(IL10RB et SELP). Comme attendu, on observe que la puissance augmente avec la taille de

8La prévalence correspond à la fréquence de la maladie dans une population donnée
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l’échantillon. On peut aussi noter que la puissance des trois tests augmente avec la fréquence
de l’allèle de susceptibilité et lorsque le site de susceptibilité est dans un bloc haplotypique.

2.5.2.3 Analyse de données

Tzeng a aussi montré la puissance de son test par rapport aux tests Htotal et Htronque

en analysant 8 SNPs intragéniques du jeu de données de Hugot et al. (2001) sur le gène
CARD15 et la maladie de Crohn (pour une description plus complète de ce jeu de données,
voir page 128). Il a évalué les p-values associées aux trois tests pour ces données et montré
que la p-value la plus faible était obtenue pour le Hgroupe (p = 1, 41× 10−10). Le test Htronque

a une p-value 5 fois plus élevée (p = 6, 67×10−10) pour le même nombre de degrés de liberté
(12) et le test Htotal est toujours moins puissant (p = 3.79× 10−7).

2.6 Utilisation des méthodes phylogénétiques sur des données

Depuis les travaux de Templeton et al. (1987), plusieurs jeux de données ont été analysés
avec des méthodes basées sur les phylogénies. Cependant, jusqu’en 2003, aucun logiciel per-
mettant de réaliser ces analyses n’était distribué. Les différents auteurs de ces analyses ont
donc adapté le principe de ces méthodes à leurs données. Dans cette partie, nous allons ré-
capituler les principales caractéristiques des analyses réalisées et nous allons pointer les dif-
férences méthodologiques majeures entre les différentes études sur trois points principaux :
la méthode de reconstruction de l’arbre, le type d’analyse statistique réalisé et l’utilisation
éventuelle de la méthode pour localiser le site de susceptibilité.

La liste des analyses et leurs caractéristiques est exposée dans deux Tableaux : Tableau 2.1
pour les analyses de données quantitatives et Tableau 2.2 pour les analyses de données
cas/témoins.

2.6.1 Reconstruction de l’arbre

Dans la plupart des études, des méthodes de parcimonie ont été utilisées pour recons-
truire la phylogénie des haplotypes. Certains auteurs ont utilisé des logiciels classiques de
reconstruction d’arbres phylogénétiques tels que PAUP et PHYLIP (Hallman et al., 1994;
Kittles et al., 1999; Darlu et Génin, 2001; Templeton et al., 1987; Zhu et al., 2000, 2001) ou
de réseaux tels que les logiciels NETWORKBandelt et al. (1995) (utilisé par Ferjerman et al.
(2004)) ou TCS Clement et al. (2000) (utilisé par (Templeton et al., 2005)). Dans certaines
études, du fait des faibles nombres de marqueurs et d’haplotypes étudiés, les arbres sont re-
construits “à la main”, en reliant les haplotypes séparés par un seul pas évolutif. Lorsque des
haplotypes sont séparés par plus d’un pas évolutif, la plupart des auteurs ont choisi d’ajou-
ter un ou plusieurs haplotypes non observés dans l’échantillon afin d’obtenir un unique
arbre (Friedlander et al., 1995; Haviland et al., 1995; Templeton et al., 1988; Wang et al., 2003).
Keavney et al. (1998) ont, pour leur part, choisi de ne pas relier les 3 groupes d’haplotypes
qu’ils avaient obtenus. Enfin, Templeton et al. (1992); Crandall et Templeton (1993) ont déve-
loppé des règles pour construire le/les cladogrammes les plus probables et pour résoudre
les boucles dues à l’homoplasie (voir page 37). Quelques études utilisent ces règles pour re-
construire la phylogénie des haplotypes (Lobos et Todd, 1997, 1998; Templeton et Sing, 1993;
Templeton, 1995).
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Les arbres reconstruits et analysés dans les différentes études sont toujours non enraci-
nés. Seuls Darlu et Génin (2001) ont travaillé à la fois sur des arbres enracinés et non enraci-
nés. Ils ont montré que les deux méthodes donnaient des résultats équivalents.

2.6.2 Type d’analyse statistique réalisée

Selon le type de données, différents tests statistiques sont possibles. Pour les données
quantitatives, des analyses de variances (ANOVA ou NANOVA) ou des régressions linéaires
sont réalisées. Pour les données qualitatives, des tests de χ2 ou des régressions logistiques
sont utilisés.

Certaines études sont des applications directes des méthodes développées précédem-
ment dans ce chapitre (Durrant et al., 2004; Templeton et al., 2005). Pour les autres, la base de
l’analyse statistique de l’arbre est très clairement la méthode d’analyse des clades emboîtés
de Templeton. Certains articles sont très fidèles à cette méthode et la suivent scrupuleuse-
ment (Lobos et Todd, 1997, 1998; Kittles et al., 1999). Mais la plupart des auteurs ont adapté
la méthode au traitement de leurs données. Les auteurs qui utilisent des modèles de régres-
sion linéaire (Hallman et al., 1994; Keavney et al., 1998; Wang et al., 2003; Zhu et al., 2000,
2001) utilisent une méthode du type de celle développée par Seltman et al. (2003). Certains
auteurs ne font pas une analyse emboîtée mais utilisent la structure de l’arbre pour définir
les groupes qu’ils vont comparer (Darlu et Génin, 2001; Haviland et al., 1995). C’est aussi le
cas d’une des analyses de Ferjerman et al. (2004) : ils ont utilisé un réseau médian réduit (re-
duced median network) pour définir 7 haplogroupes pour lesquels ils ont calculé la valeur du
taux d’angiotensinogène (AGT). Les taux d’AGT de chaque individu sont ensuite permutés
1000 fois afin d’évaluer la significativité des taux d’AGT associés aux sept haplogroupes. Ils
ont aussi utilisé l’arbre obtenu pour tester la corrélation entre la distance génétique entre
deux haplotypes et le taux d’AGT. Enfin, Katsov et al. (2004) ont utilisé une méthode per-
mettant de prendre en compte l’effet des génotypes des individus. Cette méthode est proche
de celle décrite par Templeton et al. (2005), mais l’arbre qu’ils étudient ne comportant que
trois groupes, ils n’analysent qu’une seule partition de l’arbre : celle dans laquelle les trois
groupes sont séparés. Ensuite, comme dans la méthode de Templeton et al. (2005), le géno-
type de chaque individu est recodé pour donner un “cladetype”9 en fonction des groupes
auxquels appartiennent ses 2 haplotypes. Pour les traits quantitatifs, les moyennes des va-
leurs des traits sont comparées par une ANOVA entre les différents “cladetypes”. Pour les
traits qualitatifs, les risques associés à chaque “cladetype” sont évalués par régression logis-
tique. Grâce à cette méthode, ils ont mis en évidence des associations entre le gène ACE et
différents traits quantitatifs (indice de masse corporelle : Poids

Taille2 , taux de glucose plasmatique,
niveau d’insuline, etc.).

2.6.3 Détection de l’association

Dans toutes ces études, l’analyse phylogénétique a généralement permis de mettre en
évidence une ou plusieurs associations entre des haplotypes ou des groupes d’haplotypes
et le trait étudié. Quelques études ont comparé les résultats obtenus par une analyse basée
sur la phylogénie avec ceux obtenus par des analyses classiques. Haviland et al. (1995) ont

9Comme fréquemment dans la littérature, le mot “clade” est employé même lorsque l’arbre n’est pas enraciné,
ni même reconstruit par une méthode cladistique
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montré que, sur leurs données, une analyse de variance globale sur l’ensemble des haplo-
types n’est pas significative alors que les contrastes définis par la phylogénie des haplotypes
permettent de détecter une association. En revanche, Rodriguez et al. (2004) ont montré que
des méthodes haplotypiques classiques donnent des p-value dix fois plus élevées que EHAP
.

2.6.4 Localisation des sites de susceptibilité

Certaines études ont aussi utilisé l’arbre phylogénétique pour localiser plus précisément
le/les marqueurs impliqués dans le déterminisme du trait. Parmi elles, deux méthodes sont
utilisées10.

La première consiste à étudier les haplotypes recombinants comme le propose Temple-
ton (Templeton et al., 1987; Templeton et Sing, 1993) (voir page 38). En utilisant cette méthode
sur des données provenant d’une population européenne, Keavney et al. (1998) ont montré
qu’un variant impliqué dans le déterminisme du taux d’ACE (Angiotensin-I Converting En-
zyme) se situait entre les marqueurs T-93C et T1237C (en aval d’un point de recombinaison
situé entre ces marqueurs). Zhu et al. (2000) ont approfondi cette étude en travaillant sur 8
nouveaux polymorphismes dans une population africaine. Ils ont trouvé deux points de re-
combinaison qui leur ont permis de limiter la région contenant le variant fonctionnel à une
région située entre les marqueurs 20833 et 22982. L’avantage de cette méthode est qu’elle
ne demande pas que le variant fonctionnel soit typé. Par contre, elle nécessite la présence
de recombinaisons, ce qui entraîne des difficultés pour la reconstruction de l’arbre, ainsi que
l’identification fiable et précise des haplotypes recombinants et des points de recombinaison.

La seconde méthode de localisation consiste à s’intéresser aux marqueurs qui mutent le
long des branches définissant les groupes associés au trait étudié. En utilisant cette méthode,
Darlu et Génin (2001) ont identifié un des sites de susceptibilité simulé pour les données
du GAW 12 (Genetic Analysis Workshop) parmi l’ensemble des sites définissant un groupe
contenant un excès d’haplotypes portés par des malades. Ferjerman et al. (2004) ont aussi
montré l’intérêt de cette méthode en comparant les résultats d’une analyse locus par locus
à l’analyse haplotypique. Ils ont observé que les marqueurs les plus fortement associés aux
taux d’AGT sont ceux qui définissent les haplogroupes associés à des taux extrêmes d’AGT.
Cette méthode ne fait pas du tout intervenir la recombinaison et peut donc être mise en
œuvre dans des régions très courtes où il n’y a pas de recombinaisons. En revanche, cette
méthode implique que le variant fonctionnel soit génotypé.

10on ne parlera pas ici de la méthode de Durrant et al. (2004), déjà décrite au paragraphe 2.3.3, page 48 car,
jusqu’à présent, elle n’a pas été utilisée sur d’autres données que celles utilisées par Durrant et al. (2004)
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Article Région Trait étudié marqueurs Nb haplo Nb ind Reconstr. arbre Méthode analyse

Templeton et al.
(1987, 1988, 2005)

ADH
Drosophile

taux ADH ? 25 49 chromosomes PHYLIP NANOVA permutations
TCS Tree Scan

Templeton et al.
(1988)

APO-AI-
CIII-AIV

taux TG et
cholestérol

3 5 88 à la main contrastes
non emboîtés

Templeton et Sing
(1993)

α-amylase
Drosophile

activité
α-amylase

20 21 44 algorithme
Templeton

NANOVA

Hallman et al.
(1994)

ApoB taux ApoB et 5
lipides plasmatiques

11 121 familles PAUP modèle linéaire

Haviland et al.
(1995)

APO-AI-
CIII-AIV

taux lipides, lipo- 6
protéines plasmatiques

7 140 à la main contrastes
non emboîtés

Keavney et al.
(1998)

ACE taux de ACE 10 7 plus
fréquents

555 membres
de 83 familles

à la main modèle linéaire

Kittles et al. (1999) chr. Y non
recomb.

traits associés à
alcoolisme

8 102 132 cas 227
témoinss

PAUP NANOVA

Zhu et al. (2000) ACE taux de ACE 7 8 plus
fréquents

15 Afro-Carribean
98 Européens

PHYLIP modèle linéaire

Zhu et al. (2001) données simulées
pour GAW12

14 10 plus
fréquents

495 PHYLIP modèle linéaire

Wang et al. (2003) APOA4 taux lipides
plasmatique

5 4 ou 6
selon pop

400 à 700
selon pop

à la main modèle linéaire
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Article Région Trait étudié marqueurs Nb haplo Nb ind Reconstr. arbre Méthode analyse

Rodriguez et al.
(2004)

IGF2-INS-
TH

BMI, TG, pression
artérielle, etc.

3
(dont
1 à 5
al-

lèles)

10 plus
fréquents

2743 hommes
sains

EHAP EHAP

Ferjerman et al.
(2004)

AGT taux AGT
plasmatique

19 104 57
(7 haplogroupes)

réseau médian réduit
Bandelt et al. (1995)

contrastes
non emboîtés

Katsov et al. (2004) ACE 20 traits (BMI, 2
taux APOB, LDL-C, etc.)

3 groupes > 2000 littérature (Keavney
et al., 1998)

ANOVA

Templeton et al.
(2005)

ApoE taux ApoE
cholestérol, etc.

21 39 330 à 840
selon pop

TCS
Clement et al. (2000)

Tree scan
(ANOVA)

ACE : Angiotensin-I Converting Enzyme
ADH : Alcohol Dehydrogenase
AGT : Angiotensinogen
APO- : Apolipoprotein-
BMI : Body Mass Index
DRD2 : Dopamin Receptor D2
LDL-C : Low Density Lipoprotein C
MMD : maladies maniaco-dépressives
(N)ANOVA : (Nested) Anlysis of Variance
TG : triglycérides
TH : Tyrosine Hydroxylase

TAB. 2.1: Revue des analyses phylogénétiques sur des données quantitatives
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Article Région Trait étudié marqueurs Nb haplo Nb ind Reconstr. arbre Méthode analyse
Templeton

(1995)
ApoE maladie

d’Alzheimer
5 15 36 cas/38 témoins

34 cas/ 36 témoins
algorithme
Templeton

χ2 emboîtés

Lobos et
Todd (1997)

TH MMD alcoolisme 4 9 81 MMDa

113 alcooliquesa

80 témoinsa

algorithme
Templeton

χ2 emboîtés

Lobos et
Todd (1998)

DRD2 alcoolisme 5 6 55 cas
80 témoins

algorithme
Templeton

χ2 emboîtés

Kittles et al.
(1999)

chr. Y non
recomb.

alcoolisme 8 102 132 cas
227 témoins

PAUP χ2 emboîtés

Darlu et
Génin (2001)

données simulées
pour GAW12

281
64

178
48

G1 : 33 cas 56 témoins
G2 : 38 cas 68 témoins

PAUP χ2 entre groupes
majeurs

Katsov et al.
(2004)

ACE Alzheimer 2
infarctus du myocarde

3 groupes > 2000 littérature
(Keavney et al.)

régression
logistique

Durrant
et al. (2004)

CFTR mucoviscidose 23 22 94 cas
92 témoins

méthode de
distance

CLADHC(reg
logistique)

Strauss et al.
(2005)

BNDF troubles de
l’humeur chez

l’enfant

2 4 258 familles EHAP EHAP

a : mélange de populations blanches non hispaniques d’origine ethnique variée
TH : Tyrosine Hydroxylase MMD : maladies maniaco-dépressives
DRD2 : Dopamine Récepteur D2 APO- : Apolipoprotein-
ACE : Angiotensin-I Converting Enzyme G1/G2 : gène 1, gène 2
CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
BNDF : Brain Derived Neurotrophic Factor :

TAB. 2.2: Revue des analyses phylogénétiques sur des données qualitatives
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2.7 Bilan sur les méthodes d’association et de localisation de sites
de susceptibilité basées sur des phylogénies

Les méthodes décrites précédemment utilisent toutes un arbre des haplotypes pour réa-
liser des tests d’association et éventuellement pour localiser les variants responsables de
la susceptibilité à la maladie sur le gène. Cependant, les méthodes sont relativement diffé-
rentes. Pour la reconstruction de l’arbre, Templeton et al. (1987, 2005) utilisent leur propre
algorithme, tandis que Seltman et al. (2003) et Durrant et al. (2004) utilisent une méthode de
distance. La méthode de Tzeng (2005), quant à elle, ne nécessite pas la reconstruction d’un
arbre. Seules les fréquences haplotypiques et les nombres de pas séparant les haplotypes
sont importants pour établir les probabilités de regroupement. Les méthodes d’analyses sont
aussi relativement différentes : Templeton et al. (1987, 2005) et Tzeng (2005) utilisent des
ANOVA, des NANVOVA ou des tests de χ2 selon les types de données, alors que Durrant
et al. (2004) et Seltman et al. (2003) utilisent des modèles linéaires. Enfin, les méthodes de
Templeton et al. (1987); Seltman et al. (2003) et Durrant et al. (2004) utilisent l’arbre pour réa-
liser une analyse emboîtée des données alors que Templeton et al. (2005) utilisent l’arbre pour
définir toutes les comparaisons possibles entre deux groupes.

Certaines de ces méthodes possèdent des spécificités particulières :
– la méthode de Durrant et al. (2004) permet d’analyser de longues séquences et de lo-

caliser la région contenant le variant à risque sur le chromosome, même s’il n’est pas
génotypé ;

– la méthode de Templeton et al. (2005) permet de prendre en compte l’information gé-
notypique ;

– la méthode de Tzeng (2005) permet de s’affranchir complètement du problème des
catégories rares car elles seront fusionnées avec des catégories plus fréquentes. Ce pro-
cessus de regroupement peut cependant induire une perte d’information sur les allèles
rares. Il ne permet pas non plus de faire des hypothèses sur la localisation du site de
susceptibilité.

Enfin, hormis la méthode de Templeton et al. (1987), ces méthodes sont relativement ré-
centes. Elles ont donc, pour l’instant, été assez peu utilisées et il y a très peu d’études éva-
luant leur puissance et la comparant à celles de méthodes plus classiques.
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Hormis les travaux de Templeton, les différentes méthodes phylogénétiques exposées
dans le chapitre précédent ont été développées tout récemment, entre 2001 et 2005. Au mo-
ment où nous avons commencé notre étude, seuls les travaux de Templeton et de Seltman
étaient publiés. Ces deux études ne nous satisfaisaient pas sur plusieurs points :

Test de la puissance La question de la puissance de détection de l’association n’est pas du
tout traitée dans les articles de Templeton. Dans l’article de Seltman, quelques simula-
tions sont effectuées, mais elles sont peu nombreuses (13 conditions) : peu de réplicats
sont réalisés (200) et peu d’haplotypes sont considérés (11). De plus, le mode de simu-
lation (choix de clades à risques, le statut maladie d’un individu étant choisi selon son
appartenance à tel ou tel clade) semble favoriser les analyses phylogénétiques.

Pas de méthode de localisation des sites de susceptibilité Aucune des deux études ne
propose de méthode systématique de localisation du site de susceptibilité. Seltman
et al. (2001) proposent d’identifier les haplotypes à risque sans émettre plus d’hypo-
thèses sur le ou les locus précis impliqués dans le déterminisme de la maladie. De leur
côté, Templeton et al. (1987) proposent d’utiliser les haplotypes recombinants pour lo-
caliser la région contenant le ou les sites de susceptibilité. Or, sur des jeux de données
plus conséquents que ceux qu’ils utilisent, il est souvent très difficile d’identifier les
haplotypes recombinants.

Pas de logiciels disponibles pour réaliser ces analyses En 2002, aucun logiciel permettant
de réaliser ce type d’analyse n’était disponible sur internet.

Nous avons donc développé une nouvelle méthode permettant de détecter une associa-
tion entre un gène candidat et une maladie et d’identifier le locus de susceptibilité impliqué
dans le déterminisme de cette maladie. Nous l’avons implémentée dans le logiciel ALTree .

3.1 Principe de la méthode ALTree

La méthode ALTree (Association detection and Localization of susceptibility sites using
haplotype phylogenetic Trees) analyse des données haplotypiques formées de marqueurs
bialléliques (SNPs, en particulier). Dans cette section, nous allons développer la méthode
que nous avons mise au point pour détecter une association et pour localiser le ou les sites
de susceptibilité à la maladie. Dans toute la section, nous allons exposer la méthode dans
le cas où les phylogénies sont reconstruites par parcimonie ; mais des méthodes de maxi-
mum de vraisemblance peuvent parfaitement être utilisées comme nous le verrons au para-
graphe 3.4.3.1.
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3.1.1 Détection de l’association

3.1.1.1 Principe du test

L’association est détectée par des tests d’homogénéité emboîtés qui comparent les dis-
tributions des malades et des témoins dans les différents clades définis sur l’arbre phylogé-
nétique. Au préalable, un arbre phylogénétique doit être reconstruit. L’analyse est réalisée
sur un cladogramme, c’est-à-dire, un arbre dont seule la structure est pertinente et pas les
longueurs des branches. Comme l’analyse emboîtée démarre au niveau de la racine, l’arbre
doit être enraciné à partir d’une séquence ancestrale ou en utilisant un groupe externe.

Le principe des tests d’homogénéité emboîtés est expliqué sur la Figure 3.1. À chaque
niveau, c’est-à-dire à chaque fois que de nouvelles bifurcations (ou multifurcations) sont dé-
finies sur l’arbre, on compare le nombre de malades et de témoins présents dans les différents
clades définis à ce niveau. Les p-values des tests d’homogénéité sont calculées en utilisant
les lois de distribution asymptotiques du χ2 de Pearson sauf dans deux cas :

– lorsque seulement deux clades sont comparés, les p-values sont évaluées en utilisant
les lois de distribution asymptotiques du χ2 exact de Fisher ;

– lorsque plus de deux clades sont comparés et que les effectifs dans au moins un des
clades sont faibles (moins de 4 haplotypes), les p-values sont évaluées par permuta-
tions.

3.1.1.2 Correction pour les tests multiples

Pour mettre en évidence une association, on réalise un test par niveau de l’arbre. Lorsque
l’arbre est complexe, le nombre de tests peut être relativement grand. Il est alors nécessaire
de réaliser une correction pour les tests multiples afin d’évaluer le degré réel de signification
des différents tests d’homogénéité. Comme ces tests sont emboîtés, ils sont extrêmement
dépendants entre eux. Une correction de Bonferroni n’est donc pas du tout appropriée car
elle va être trop conservatrice et va diminuer énormément la puissance du test. Dans ALTree
, nous avons implémenté une procédure de permutation identique à celle décrite par Ge
et al. (2003) (voir page 20), bien adaptée au traitement des tests emboîtés, ce qui est le cas sur
l’arbre phylogénétique.

3.1.1.3 Gestion des arbres équiparcimonieux

Pour un ensemble d’haplotypes donné, on obtient généralement plusieurs arbres équi-
parcimonieux. L’idéal serait de pouvoir tous les analyser. Cependant, la procédure de per-
mutation de Ge et al. (2003) est très longue (2 jours sur un Pentium III, 930 MHz, 512 Mo
de RAM). On se contentera alors généralement de réaliser le test d’association sur l’un des
arbres équiparcimonieux tiré aléatoirement.

3.1.2 Localisation des sites de susceptibilité

Au cours de mon DEA et au début de ma thèse, nous avons travaillé sur une première
méthode de localisation des sites de susceptibilité (Bardel, 2002). Cette méthode est basée
sur la réalisation de tests d’homogénéité de distribution des malades et des témoins, et de
tests de proportion permettant d’identifier les clades comportant un excès significatif de
malades. Les synapomorphies définissant ces clades sont les sites putatifs de susceptibilité



64 CHAPITRE 3. LA MÉTHODE ALTREE

C1 : 41 malades 33 témoins

C2 : 24 malades 32 témoins

H1 m :20 t : 9

H2 m :12 t : 3

H4 m : 1 t : 2

H8 m : 5 t : 8
H7 m : 2 t : 0
H6 m : 4 t : 6
H5 m :13 t :18

H3 m : 8 t : 9

(a) Niveau 1

Au niveau 1 (première division dans l’arbre),
un test d’homogénéité de la distribution des
malades et des témoins entre les clades C1 et
C2 est réalisé (1 degré de liberté). La p-value
de ce test est de 0,16.

H1 m :20 t : 9

H2 m :12 t : 3

H3 m : 8 t : 19

H4 m : 1 t : 2

H6 m : 4 t : 6
H7 m : 2 t : 0
H8 m : 5 t : 8

H5 m :13 t :18

C1.1 : 32 malades 12 témoins

C2.2 : 11 malades 14 témoins

C1.2 :

21 témoins
9 malades

C2.1 :
13 malades
18 témoins

(b) Niveau 2

Au niveau 2, un test d’homogénéité de la dis-
tribution des malades et des témoins entre
les clades C1.1, C1.2, C2.1 et C2.2 — qui sont
les descendants des clades C1 and C2 — est
réalisé (3 degrés de liberté). La p-value de ce
test est de 0,0019.

H1 m :20 t : 9

H2 m :12 t : 3

H3 m : 8 t : 19

H4 m : 1 t : 2

H5 m :13 t :18

H7 m : 2 t : 0
H8 m : 5 t : 8

H6 m : 4 t : 6

C2.2.3

C2.2.2

C2.2.1

C2.1

C1.2.2

C1.2.1

C1.1.2

C1.1.1

(c) Niveau 3

Au niveau 3, un test d’homogénéité de la dis-
tribution des malades et des témoins entre
les clades C1.1.1, C1.1.2, C1.2.1, C1.2.2 C2.1,
C2.2.1, C2.2.2 et C2.2.3 est réalisé (7 degrés de
liberté). La p-value de ce test est de 0,057.

FIG. 3.1: Description de l’analyse emboîtée lors du test d’association

Les figures 3.1a, 3.1b et 3.1c représentent les 3 niveaux de l’analyse emboîtée sur cet arbre. Pour
chaque catégorie haplotypique (H1 à H8), le nombre d’haplotypes porté par des individus malades
est indiqué après la lettre m et le nombre d’haplotypes portés par des individus témoins est indiqué
après la lettre t. Sur chaque figure, les différents clades sont séparés par des pointillés.

On peut remarquer qu’au niveau 2, le clade C2.1 correspond en fait à la catégorie haplotypique
H5. Cette branche pourrait s’arrêter là et ne plus être prise en compte par la suite. Nous avons
cependant choisi de “prolonger” cette branche et de tenir compte de ce clade au niveau 3, afin de
conserver le même échantillon d’individus à tous les niveaux.
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à la maladie. Le principe de cette méthode est détaillé en annexe A. Cette méthode bien que
relativement puissante (Bardel, 2002) présente trois principales limites :

1. Les tests — significatifs ou non — réalisés au niveau k dépendent des résultats de ceux
réalisés au niveau k − 1. Il faut donc absolument fixer a priori des seuils de significati-
vité pour les tests d’homogénéité qui tiennent compte des tests multiples réalisés. Or,
il est très difficile de fixer ce seuil car on ne peut utiliser ni permutation ni correction de
Bonferroni. En effet, pour cette dernière, il nous faudrait connaître le nombre de tests a
priori, ce qui n’est pas le cas. De plus, les tests n’étant pas indépendants, elle serait de
toute façon trop conservatrice ;

2. Cette méthode ne permet de traiter qu’un seul arbre à la fois. Or, les arbres équipar-
cimonieux peuvent être nombreux et raconter des histoires plus ou moins différentes.
Afin d’obtenir une meilleure efficacité, il apparaît important de tenir compte de l’en-
semble de ces arbres. Ce problème aurait pu cependant être relativement facilement
résolu en intégrant les résultats obtenus sur tous les arbres équiparcimonieux ;

3. Le dernier problème concerne les petits échantillons. Lorsque des haplotypes sont por-
tés par un très faible nombre d’individus, les tests statistiques ne sont pas assez puis-
sants pour localiser correctement le site de susceptibilité. La Figure 3.2 présente un
exemple de ce type de problème obtenu au cours de nos simulations.

H016

H020
H009
H018
H014

H022

13

2

14
12

23

20 8

11
7
7
7

4

p = 0, 18

Mutation simulée
Mutation identifiée par le programme

A

B

témoinshaplotype cas

FIG. 3.2: Erreur de localisation du fait des petits échantillons

Le test d’homogénéité de distribution des malades et des témoins entre le clade B et l’haplotype
H016 n’est pas significatif (p = 0.18). Le programme va donc considérer à tort que l’ensemble du
clade A contient un excès de malades. Le site de susceptibilité ne pourra donc pas être détecté.

En raison de toutes ces limites, nous avons abandonné ce type de méthode de localisation
et nous en avons élaboré une autre, davantage basée sur des concepts évolutifs et sur les
propriétés de l’arbre phylogénétique. De plus, cette nouvelle méthode permet de s’affranchir
de l’enracinement, ce qui est particulièrement intéressant pour les analyses de données où la
séquence ancestrale n’est pas connue. Ainsi, nous n’avons pas besoin de faire d’hypothèses
concernant l’ancêtre.
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3.1.2.1 Principe de la méthode

Elle consiste à définir pour chaque haplotype un nouveau caractère dont l’état dépend
du statut — malade ou témoin — des individus portant cet haplotype. Les états des ca-
ractères aux différents nœuds de l’arbre sont ensuite inférés, ce qui permet d’identifier les
branches sur lesquelles les sites changent d’état. Pour chaque site ainsi que pour chaque sens
de changement d’état de ce site, on définit un indice décrivant l’évolution corrélée entre le
site et le nouveau caractère. Le/les sites ayant l’indice le plus élevé sont les sites putatifs de
susceptibilité à la maladie.

Définition du nouveau caractère Pour chaque haplotype, ce nouveau caractère, nommé S,
est défini. Les états de S sont “T” (témoin), “M” (malade) ou “ ?” (statut indéterminé) selon
la proportion ph de malades portant l’haplotype h par rapport à la proportion p0 de malades
dans l’ensemble de l’échantillon. Le caractère S pourrait être défini de différentes manières.
Nous proposons de le faire de la façon suivante :

– si ph < p0 − ε
√

ph×(1−ph)
nh

, S est codé “T” (haplotype majoritairement porté par des
témoins) ;

– si ph > p0 + ε
√

ph×(1−ph)
nh

, S est codé “M” (haplotype majoritairement porté par des
malades) ;

– sinon, S est codé “ ?” (donnée indéterminée).
nh étant le nombre d’individus portant l’haplotype h et ε une valeur seuil choisie par l’utili-
sateur de la méthode (généralement, nous prenons ε = 1).

Optimisation de S sur l’arbre phylogénétique Ce nouveau caractère S n’est pas utilisé
pour reconstruire la phylogénie des haplotypes. En revanche, ses états aux différents nœuds
de l’arbre sont reconstruits en utilisant les même options que pour les autres sites. Cela
permet d’identifier les branches sur lesquelles ce caractère change d’état.

Définition de l’indice de co-évolution Vi Lors de la définition de l’indice de co-évolution
Vi, nous supposons que les mutations sont distribuées de façon aléatoire sur l’arbre et que
chaque branche a la même probabilité de porter une mutation.

Cet indice compare le nombre observé de co-mutations entre le caractère S et le site i
avec le nombre attendu de co-mutations si les mutations sont distribuées aléatoirement. Il
est défini pour un arbre t, pour chaque site i pouvant présenter les états 0 et 1, et pour chaque
sens de changement d’état : 0→ 1 et 1→ 0. Par conséquent, nous noterons V 0→1

i,t l’indice de
co-évolution entre la transition 0→ 1 du site i et le caractère S sur l’arbre t.

L’indice de co-évolution V 0→1
i,t (resp. V 1→0

i,t ) est défini de la façon suivante :
V 0→1

i,t = 0 si E0→1
i,t = 0

V 0→1
i,t =

R0→1
i,t − E0→1

i,t√
E0→1

i,t

si E0→1
i,t 6= 0

où,
– R0→1

i,t (resp. R1→0
i,t ) est le nombre de co-mutations observées sur l’arbre entre le site i et

le caractère S
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– E0→1
i,t (resp. E1→0

i,t ) est le nombre attendu de co-mutations entre le caractère S et le site
i. E0→1

i,t est calculé de la façon suivante1 :

E0→1
i,t =

(m0→1
i,t × sT→M

t ) + (m1→0
i,t × s, tM→T )

bt

où :

m0→1
i,t (resp. m1→0

i,t ) est le nombre de transitions 0→ 1 (resp. 1→ 0) du caractère i ;

sT→M
t (resp. sM→T

t ) est le nombre de transitions T → M (resp. M → T ) du caractère
S ;

bt est le nombre de branches de l’arbre t.

3.1.2.2 Gestion des arbres équiparcimonieux

Afin de considérer l’ensemble des arbres équiparcimonieux, on définit ensuite un indice
de co-évolution pour l’ensemble des T arbres équiparcimonieux en sommant les V 0→1

i,t (resp.
V 1→0

i,t ) :

V 0→1
i =

T∑
t=1

V 0→1
i,t

3.2 Implémentation de la méthode au sein du logiciel ALTree

Nous avons implémenté notre méthode phylogénétique dans le logiciel ALTree (envi-
ron 5000 lignes de code en perl). Ce logiciel, ainsi que sa documentation, est disponible sur
le web à l’adresse suivante : http://claire.bardel.free.fr .

3.2.1 Résumé de l’article 1 : ALTree : Association detection and Localization of
susceptibility sites using haplotype phylogenetic Trees

Le logiciel ALTree est composé de trois programmes : ALTree , le programme principal
correspondant à l’implémentation de la méthode décrite dans les paragraphes précédents,
et deux utilitaires, ALTree-convert et ALTree-add-S qui aident l’utilisateur à mettre
en forme ses données avant d’utiliser ALTree .

ALTree : Ce programme permet soit de détecter une association, soit de localiser des sites
de susceptibilité suivant l’option choisie par l’utilisateur. Il nécessite deux fichiers d’en-
trée, l’un contenant la liste des haplotypes et le nombre de malades et de témoins cor-
respondant, et le second contenant l’arbre phylogénétique et la liste des changements
d’état des caractères. Ce dernier fichier est généré par un logiciel de reconstruction
phylogénétique, soit PAUP (Swofford, 2002) ou PHYLIP (Felsenstein, 2004c), pour une
analyse par parcimonie, soit PAML (Yang, 1997) pour une analyse par maximum de
vraisemblance.

1Dans l’article 2, nous n’avons pas exactement utilisé cette manière de calculer E0→1
i,t . À ce moment là, nous

n’avions pas encore choisi de prendre en compte les changements M → T du caractère S. C’est pourquoi nous
avions :

E0→1
i,t =

(m0→1
i,t × sT→M

t )

bt

http://claire.bardel.free.fr
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ALTree -convert : Pour des individus diploïdes, les haplotypes ne sont pas directement ob-
servables. Le séquençage permet seulement d’avoir accès aux génotypes non phasés.
Lors d’une analyse de données, les haplotypes sont alors reconstruits en utilisant des
programmes spécifiques. ALTree-convert permet de convertir les fichiers de sor-
tie de deux programmes de reconstruction haplotypique, FAMHAP(Becker et Knapp,
2004b) et PHASE(Stephens et al., 2001a; Stephens et Donnelly, 2003) en fichiers d’entrée
utilisables directement par les logiciels de reconstruction phylogénétique (format PAUP
ou PHYLIP ). Dans le cas du format PAUP, le fichier obtenu par ALTree-convert
contient une liste de commandes qui permettent de faire fonctionner le logiciel PAUP.
Seules quelques modifications mineures du fichier (ajout de la séquence ancêtre, choix
du nombre maximum d’arbres recherchés, noms des fichiers de sortie, etc.) doivent
être faites au préalable. Cela permet à des utilisateurs peu familiers de ce logiciel de
l’utiliser facilement.

ALTree-add-S : La localisation du site de susceptibilité nécessite de définir les états du
caractère S pour chaque haplotype. Pour cela, l’utilisateur peut modifier manuelle-
ment le fichier d’entrée de PAUPpour ajouter ce caractère selon ses propres critères. S’il
souhaite le faire de façon automatique, il peut utiliser le programme ALTree-add-S .
Ce programme prend en entrée un fichier format PAUP ou PHYLIP ainsi qu’une liste
d’haplotypes et le nombre de malades et de témoins correspondant. Il donne en sortie
un nouveau fichier PAUP ou PHYLIP dans lequel le caractère S a été ajouté à tous les
haplotypes selon le principe décrit au page 66 .

Le logiciel ALTree peut tourner sous différents systèmes d’exploitation (linux, Mac
OSX). Le logiciel étant écrit en perl, avec un module en C (évaluation des p-values pour
le test d’association), il est nécessaire que la version 5.8 de perl ainsi qu’un compilateur C
soient installés sur le système.

3.2.2 Article 1

ALTree : Association detection and Localization of susceptibility sites using haplotype
phylogenetic Trees (Bardel et al., 2006)
Claire Bardel, Vincent Danjean et Emmanuelle Génin. Soumis à Bioinformatics.
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ABSTRACT
Summary:

Finding the genes involved in complex disease susceptibility and
among those genes, localizing the variant sites explaining this
susceptibility is a major goal of genetic epidemiology. In this context,
haplotypic methods that use the joint information on several markers
may be of particular interest. When the number of haplotypes is large,
a grouping may be required. Phylogenetic trees allow such groupings
of haplotypes based on their evolutionary history and may help in the
detection and localization of disease susceptibility sites. In this paper,
we present a new software to perform phylogeny-based association
and localization analyzes.
Availability: The software package, including all documentation and
example is freely available at http://claire.bardel.free.fr.
It is distributed under the GPL license.
Contact: bardel@vjf.inserm.fr

1 INTRODUCTION
When looking for an association between a candidate gene and a
disease, genetic markers can be either studied one at a time or com-
bined with the other markers located on the same chromosome to
form haplotypes. In the last few years, haplotypic methods have
been shown to be powerful to look for association (Akey et al., 2001;
Zaykin et al., 2002). However, when the number of haplotypes
increases, the power of the association test will decrease, due to the
increase in the degree of freedom and to the decrease in the sample
size per haplotype. To reduce these problems, it has been proposed
to group haplotypes according to their evolutionary history (Temple-
ton et al., 1987; Seltman et al., 2003; Durrant et al., 2004; Bardel
et al., 2005). Moreover, such groupings allows to make hypotheses
about the markers responsible for the susceptibility to the disease:
in the evolutionary tree, mutations defining a group containing more
haplotypes carried by cases than controls are putative susceptibility
sites for the disease.

In this paper, we present a new software to perform a phylogeny-
based association and localization analysis based on the method
described in Bardel et al. (2005). The software deals with SNP
haplotype data. It is written in perl, with one package in C. It is
composed of three programs: the main analysis program, altree,
which performs either the association or the localization analy-
sis depending on the option selected by the user and two utilities,
altree-add-S and altree-convert, which help the user
managing its data file before running altree.

∗to whom correspondence should be addressed

2 THE MAIN PROGRAM: ALTREE
To run altree, two input files are required: first, a file containing
for each haplotype, the number of case and control individuals car-
rying it, and second, a file containing the phylogenetic tree and the
list of character state changes on the tree. This last file is obtai-
ned by running a phylogeny reconstruction program. Currently,
altree can deal with three phylogeny softwares: paup (Swofford,
2002) and phylip (Felsenstein, 2004) for a cladistic tree recon-
struction, and paml (Yang, 1997) for a maximum likelihood tree
reconstruction.

2.1 Association detection
The principle of the method is to perform series of nested
case/control homogeneity tests in the different clades defined on the
phylogenetic tree. P-values are computed at each level of the tree
and a global p-value corrected for multiple testing is computed for
the test, using a double permutation procedure (Becker and Knapp,
2004). The association test required the tree to be rooted because
the nested analysis began at the root of the tree. Consequently, in
the data set, an outgroup or an ancestral haplotype must be provided
by the user so that altree can root the tree.

The output file contains the phylogenetic tree, with the number of
case and control haplotypes in each branch, and the p-value of the
association test.

2.2 Localization of the susceptibility site(s)
The principle of the localization analysis is to use a new character
called “S” that represents the disease status. For each haplotype the
state of this character depends on the proportion of cases carrying
this haplotype (state 1 for a large proportion of cases and 0 else). The
character state changes are optimized on the tree for each character
(including S), and a correlated evolution index is calculated between
each changes of each site and the changes of the character S. The
site(s) whose evolution is the most correlated to the S character, is
the most probable susceptibility site.

For the localization test, the character states can be reconstructed
on the tree either by paup (parsimony method) or paml (Maxi-
mum likelihood method), but not by phylip because it leaves too
many ambiguities in the ancestral character reconstructions. Con-
trary to the association analysis, the tree does not need to be rooted.
When several trees are available (for example, several equiparsimo-
nious trees), the user can specify how many trees should be included
in the analysis. They will then be picked up at random from the
total sample of parsimonious trees. Two kinds of correlated evolu-
tion index can be calculated. The first is the one described in Bardel

c© Oxford University Press 2005. 1
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et al. (2005): only transitions from 0 to 1 for the character S are
taken into account. A second index which seems more appropriate
is now available: it takes into account both transitions of S (from 0
to 1 and from 1 to 0). The correlated evolution index can be chosen
using the option --coevo

The output file of the program consists in a list of all the correlated
evolution index for all transitions of all sites, ranked in decreasing
order. The phylogenetic trees can be included in the output file using
the option --print-tree.

3 TWO UTILITIES
3.1 A file converter: altree-convert
Our software analyzes haplotypic data. Such data are not generally
directly available and they must be obtained by using haplotype
reconstruction programs. altree-convert allows to convert
output files from two haplotype reconstruction programs, phase
(Stephens et al., 2001; Stephens and Donnelly, 2003) and FamHap
(Becker and Knapp (2004), only for haplotype reconstructed on
family data) into input files for the phylogeny reconstruction pro-
grams (paup or phylip file format). When the paup file format
is chosen, a list of commands is also written in the file so that
users who are not familiar with paup can run it with only a few
modifications to this file.

3.2 Definition of the S character: altree-add-S
To define the state of the character S, the user can choose its own
criterion and add the character S manually in the paup input file.
Otherwise, the user can use altree-add-S. This program takes
a paup or a phylip input file and a list of the number of cases
and controls carrying a given haplotype in input and returns a new
paup or phylip input file in which the S character has been added
according to the following criterion: the state of S is “0”, “1” or “?”
depending on the proportion (ph) of cases carrying the haplotype h
compared to the proportion p0 of cases in the whole sample.

• if ph < p0 − ε
q

ph×(1−ph)
nh

, S is coded “0” (high number of
controls);

• if ph > p0 + ε
q

ph×(1−ph)
nh

, S is coded “1” (high number of
cases);

• else, S is coded “?” (missing data).

with nh being the number of individuals carrying the haplotype h
and ε, a number chosen by the user.

4 REQUIREMENTS
The software requires perl 5.8, a C compiler and a phylogeny
reconstruction software: paup, phylip or paml.

5 CONCLUSION
Our software groups haplotypes based on their phylogenetic relati-
onships to perform both association and localization analyzes. With
the two utilities, it is easily usable, even for users who are not accu-
stomed to phylogeny reconstruction programs. The efficiency of the
method implemented in this software has been evaluated by simu-
lations and on a data set concerning Crohn disease. We have shown
that it is especially interesting when more than one susceptibility
site is involved in the disease (Bardel et al., 2005).
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3.3 Étude de puissance

Nous avons ensuite étudié la puissance de la méthode implémentée dans ALTree pour
détecter l’association, ainsi que son efficacité pour localiser les sites de susceptibilité en réa-
lisant des simulations.

3.3.1 Le processus de simulation

Le processus général de simulation est représenté sur la Figure 3.3.

3.3.1.1 Obtention d’un ensemble d’haplotypes

Pour obtenir un ensemble d’haplotypes qui vont servir à constituer des génotypes d’in-
dividus malades ou témoins, nous avons soit réalisé des simulations par une méthode basée
sur la coalescence, soit utilisé des données disponibles sur internet.

Simulation d’haplotypes sous un modèle de coalescence Nous avons simulé nos haplo-
types en utilisant le logiciel TREEVOLVE. Il génère tout d’abord aléatoirement une séquence
ancestrale et un arbre-guide sous un modèle de coalescence sans recombinaison. Ensuite,
l’évolution de cette séquence ancestrale le long des branches de l’arbre est simulée en tenant
compte des paramètres du modèle évolutif spécifié par l’utilisateur.

TREEVOLVEa été conçu pour simuler des séquences d’ADN (4 nucléotides). Or, nous
souhaitons simuler des marqueurs bialléliques. Nous avons donc choisi des valeurs très par-
ticulières pour les différents paramètres :

– très faibles fréquences initiales de A et T (A = T = 0.001) et fréquences plus fortes
de G et C (G = C = 0.498) de manière à ce que la séquence ancestrale soit formée
uniquement de G et de C ;

– taux de substitution fixé de telle sorte que seuls les changements C ←→ G sont auto-
risés : A− C = 0.001, A−G = 0.001, A− T = 0.001, C − T = 0.001, G− T = 0.001 et
G− C = 0.995 ;

– taux de mutation fixé à 2× 10−6 ;
– pas d’hétérogénéité dans les taux de substitution entre les sites ;
– la taille de la population est fixée à 100 000 et sa croissance est stationnaire sans subdi-

vision.

Utilisation d’haplotypes décrits dans une base de données Nous avons utilisé deux bases
de données :

SeattlesSNPs Cette base de données (SeattleSNPs) regroupe des informations concer-
nant de nombreux gènes séquencés chez 47 individus (23 européens et 24 africains). Sur ces
gènes, les SNPs sont identifiés et ceux dont la fréquence de l’allèle mineur est supérieure à
5% dans au moins une des deux populations sont utilisés pour reconstruire les haplotypes
des 47 individus en utilisant le logiciel PHASE (Stephens et al., 2001a; Stephens et Donnelly,
2003). Dans nos simulations, nous n’avons utilisé que les haplotypes reconstruits des indivi-
dus de la population européenne.
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Choix du site de susceptibilité à la maladie

Obtention des haplotypes

Traitement des données sur l’arbre

1000 fois Reconstruction de l’arbre phylogénétique

Éventuellement enracinement sur l’haplotype ancêtre

Nombre de simulations où l’association est détectée et
nombre de simulations où le site est bien localisé

attribution d’un phénotype pour N cas et N témoins
Obtention des génotypes par tirage aléatoire de 2 haplotypes et

des haplotypes

FIG. 3.3: Les différentes étapes d’une simulation

Gène Taille (bp)e Chromosome Nb SNPs Nb haplotypesa

PLAUb 9274 10q24 16 10
IL13c 6919 5q31 12 14
TNFd 4830 6p21.3 10 6

a Il s’agit du nombre d’haplotypes différents reconstruits par
PHASEdans la population européenne uniquement ;

b Plasminogen Activator Urokinase
c Interleukine 13
d Tumor Necrosis Factor
e La taille des séquences est exprimée en paires de bases

TAB. 3.1: Caractéristiques des 3 gènes de la base Seattles SNPs

Dans cette base de données, nous avons utilisé les données concernant 3 gènes dont les
caractéristiques sont récapitulées dans le Tableau 3.1.

Il s’agit donc de régions courtes avec un marqueur toutes les 500 à 600 paires de bases.

Données du projet HapMap Le but du projet HapMap est de fournir un catalogue
des polymorphismes courants chez l’homme avec leurs descriptions, leurs localisations sur
les chromosomes et leurs fréquences dans 4 populations (africaine, japonaise, chinoise et
américaine originaire d’Europe de l’ouest).

Dans cette base de données, nous avons sélectionné une région de 500 kb sur le chromo-
some 20 dans laquelle nous avons choisi aléatoirement 13 et 12 polymorphismes pour former
les données nommées CHR20_1 et CHR20_2 respectivement. Nous avons utilisé les données
génotypiques fournies pour 30 trios (père, mère, enfant) de la population américaine. Les
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haplotypes des individus ont été reconstruits par le logiciel PHASE 2

Nous avons obtenu les deux jeux de données décrits dans le Tableau 3.2 Il s’agit donc

Gène Taille (kb)b Nb SNPs Nb haplotypesa

CHR20_1 461 13 37
CHR20_2 442 12 38
a Il s’agit du nombre d’haplotypes différents recons-

truits par PHASE;
b La taille des séquences est exprimée en kilo paires

de bases

TAB. 3.2: Caractéristiques des deux régions du chromosome 20

de séquences plus longues que celles des données de la base (SeattleSNPs), avec environ un
marqueur tous les 35 kb.

Les fréquences alléliques des marqueurs et leur localisation dans les différentes régions
du génome sont présentées dans l’annexe B.

3.3.1.2 Choix des sites de susceptibilité

Les sites de susceptibilité sont choisis en fonction de leurs fréquences alléliques. Pour un
modèle de maladie où un seul allèle de fréquence f est à risque, on choisit comme site de
susceptibilité le premier site sur la séquence étudiée, dont la fréquence d’un des allèles vaut
f . Lorsque plusieurs sites en interaction sont responsables de la susceptibilité à la maladie,
le principe est le même, mais ce sont les fréquences des haplotypes formés par les allèles des
différents sites qui vont être prises en compte.

3.3.1.3 Tirage aléatoire des haplotypes et attribution d’un phénotype

Les génotypes des individus sont ensuite formés par tirage aléatoire avec remise de deux
haplotypes. Les statuts maladie des individus sont attribués en fonction de leurs génotypes
au locus de susceptibilité et des pénétrances.

Ce processus est répété jusqu’à former un échantillon de N malades et un échantillon de
N témoins, ce qui constitue alors un réplicat.

3.3.1.4 Reconstruction phylogénétique

La phylogénie des haplotypes est reconstruite soit par une méthode de parcimonie, soit
par une méthode de maximum de vraisemblance.

Reconstruction en utilisant une méthode de parcimonie Nous avons choisi d’utiliser
la méthode de parcimonie implémentée dans le logiciel PAUP (version 4.0b10, Swofford

2Le logiciel PHASE n’est pas très adapté sur des données trios car il ne prend pas en compte les relations
de parenté : les haplotypes des enfants et ceux des parents sont reconstruits indépendamment. Comme nous
souhaitions juste obtenir un ensemble d’haplotypes pour réaliser nos simulations, nous nous sommes contentés
de cette approximation et nous n’avons pas recherché les relations de parenté entre les individus (elles ne sont
pas spécifiées dans les fichiers HapMap)
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(2002)). Nous avons réalisé une recherche heuristique des arbres parcimonieux en utilisant
un algorithme d’addition pas à pas des haplotypes et le réarrangement de branches TBR (tree
bisection and reconnection). Nous avons donné le même poids3 à tous les sites et tous les carac-
tères sont non ordonnés, c’est-à-dire que tous les sens de changement d’état sont autorisés
pour tous les sites (site de susceptibilité inclus).

Pour les analyses d’association et pour certaines analyses de localisation, nous avons
enraciné l’arbre en spécifiant une séquence ancestrale, ce qui permet de définir pour chaque
caractère un état ancestral et un état dérivé de façon a priori4. Les états de caractère aux
nœuds sont inférés en utilisant les options acctran ou deltran .

Reconstruction en utilisant une méthode de maximum de vraisemblance Nous avons
choisi d’utiliser la méthode de maximum de vraisemblance (ML) implémentée dans le logi-
ciel PHYML(Guindon et Gascuel, 2003) car il est le seul à pouvoir traiter des jeux de données
contenant plus d’une dizaine de taxons dans un temps très court. Il peut donc être utilisé
lors de simulations, ce qui est totalement impossible avec les autres logiciels actuellement
disponibles. L’arbre initial est obtenu par neighbor-joining (NJ). Nous avons choisi d’utiliser
le modèle de substitution REV5 (aussi nommé GTR) car il nous permet de modéliser l’évo-
lution de SNPs bialléliques. Nous avons aussi fixé le nombre de sites invariants à 0 et nous
avons supposé que le taux de substitution est le même pour tous les sites.

Le logiciel PHYML ne donne que l’arbre le plus vraisemblable, c’est pourquoi nous
n’avons analysé qu’un seul arbre par ML alors que nous avons conservé tous les arbres
équiparcimonieux. PHYMLne permet pas non plus de calculer les probabilités des états des
différents caractères aux nœuds. Aussi avons-nous utilisé un second logiciel, PAML (Yang,
1997) pour réaliser cette étape. Les probabilités que nous avons utilisées sont les probabilités
a posteriori des états des caractères estimées séparément pour chaque nœud (voir page 33).

Les méthodes de ML ne permettent pas d’enraciner l’arbre en polarisant les caractères a
priori. L’enracinement étant nécessaire pour les études d’association, nous avons alors utilisé
la séquence ancestrale comme groupe externe. Pour les analyses de localisation, nous avons
choisi de ne pas enraciner l’arbre.

3.3.1.5 Définition de la puissance de détection de l’association et de l’efficacité de locali-
sation

Les tests d’association et de localisation du site de susceptibilité ont été réalisés sur 1 000
réplicats simulés de la manière décrite dans les paragraphes précédents. Cela nous permet
d’évaluer la puissance du test d’association et l’efficacité de la méthode de localisation du
site de susceptibilité.

Puissance du test d’association La puissance du test d’association correspond à la proba-
bilité de rejeter l’hypothèse nulle H0 d’absence d’association sachant que l’hypothèse alter-
native (présence d’une association) est vraie. En pratique, nous la calculons ainsi :

3La pondération permet de donner une plus ou moins grande importance à un caractère lors de la recons-
truction phylogénétique. Ici, tous les caractères auront la même importance.

4Il faut noter que cette hypothèse n’est pas contradictoire avec celle d’absence d’ordre : on observe aussi bien
des changements d’état dans le sens ancestral→ dérivé que dans le sens dérivé→ ancestral

5Le modèle REV comporte 6 paramètres correspondant aux probabilités des changements d’état des 4 bases
et il n’y a aucune contrainte sur les fréquences initiales des quatre bases
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Puissance =
nombre de réplicats où le test d’association est significatif (rejet de H0)

nombre total de réplicats

Efficacité de la méthode de localisation Nous avons défini l’efficacité de la méthode de
localisation comme étant la proportion de réplicats dans lesquels le site de susceptibilité
simulé est identifié, soit de façon unique (dans ALTree , cela signifie que le site simulé
possède le plus grand Vi), soit parmi un ensemble d’autres sites (dans ALTree , cela signifie
que la valeur maximale du Vi est obtenue pour plusieurs sites, dont le site de susceptibilité).
En pratique, nous la calculons ainsi :

Efficacité =
nombre de réplicats dans lesquels le site de susceptibilité est identifié

nombre total de réplicats

Lorsque 2 sites de susceptibilité sont simulés, on définira :
– l’efficacité de détection des deux sites ;
– l’efficacité de détection d’au moins un des deux sites.
La puissance de détection de l’association et l’efficacité de la localisation du site de sus-

ceptibilité d’ALTree ont été étudiées et comparées à celles d’autres méthodes dans l’ar-
ticle 2.

3.3.2 Résumé de l’article 2 : On the use of haplotype phylogeny to detect disease
susceptibility loci

L’article 2 présente la méthode de détection de l’association et de localisation des sites
de susceptibilité décrite aux sections 3.1.1 et 3.1.2. La puissance et l’efficacité de cette mé-
thode sont étudiées par simulations pour trois modèles génétiques différents et sont compa-
rées à celles obtenues par d’autres méthodes. La puissance de détection de l’association est
comparée à un test allélique locus par locus, à un test haplotypique sans groupement des
haplotypes et au test phylogénétique implémenté dans CLADHC. Pour l’efficacité de locali-
sation, seul le test locus par locus est comparé au test implémenté dans ALTree . Enfin, la
méthode est appliquée à des données concernant la maladie de Crohn (ce dernier point sera
développé dans le chapitre 4).

Des données sont simulées avec le logiciel TREEVOLVE(Grassly et Rambaut, 2000) pour
10 topologies d’arbres différentes et sont analysés selon la méthode décrite page 71. Chaque
jeu de données est analysé sous trois modèles de maladie :

modèle 1 : Un seul site de susceptibilité, fréquence de l’allèle à risque (d) égale à 0, 2, péné-
trances égales à PDD = 0, 03, PDd = 0, 06, Pdd = 0, 30 ;

modèle 2 : Deux sites de susceptibilité A2 et B2 en interaction ; fréquence de l’haplotype à
risque A2B2 égal à 0, 25, pénétrance associée au génotype le plus à risque égale à 0, 9,
toutes les autres pénétrances sont fixées à 0, 3 ;

modèle 3 : Mêmes valeurs que le modèle 2, mais avec la pénétrance associée au génotype
le plus à risque égale à 0, 6.
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Le calcul des p-values associées au test d’association est beaucoup trop long6 pour être
réalisé en simulations. Afin de faciliter les comparaisons des puissances des différents tests,
nous avons donc contrôlé a posteriori que l’erreur de type I est bien autour de 5% pour toutes
les méthodes en simulant 1000 réplicats sous l’hypothèse nulle d’absence d’association et en
les analysant.

Nos simulations nous ont permis de montrer que lorsque le ou les sites de susceptibilité
sont des marqueurs inclus dans l’analyse, les tests d’association phylogénétiques (CLADHC
et ALTree ) sont moins puissants que le test allélique locus par locus. En revanche, lorsque
le site de susceptibilité ne fait pas partie des marqueurs génotypés, les tests phylogénétiques
et en particulier ALTree permettent de gagner un peu de puissance. Cependant, il faut bien
noter que les puissances des méthodes sont très proches, et comme les erreurs de type I ne
sont pas strictement identiques, il est difficile de tirer des conclusions définitives.

Nous avons aussi montré que l’intérêt principal de la méthode ALTree est de permettre
de faire des hypothèses concernant le site de susceptibilité à la maladie. Par exemple, lorsque
plusieurs sites en interaction sont impliqués dans le déterminisme de la maladie, elle permet
une bien meilleure localisation des sites de susceptibilité qu’une analyse locus par locus.

3.3.3 Article 2

On the use of haplotype phylogeny to detect disease susceptibility loci (Bardel et al.,
2005a)
Claire Bardel, Vincent Danjean, Jean-Pierre Hugot, Pierre Darlu et Emmanuelle Génin. BMC
Genetics 2005, 6 : 24.

6environ 2 jours par réplicat



BioMed Central

Page 1 of 13
(page number not for citation purposes)

BMC Genetics

Open AccessMethodology article
On the use of haplotype phylogeny to detect disease susceptibility 
loci
Claire Bardel*1, Vincent Danjean2, Jean-Pierre Hugot3,4, Pierre Darlu1 and 
Emmanuelle Génin1

Address: 1Unité de recherche en Génétique Épidémiologique et structure des populations humaines, INSERM U535, Villejuif, France, 2Laboratoire 
Bordelais de Recherche en Informatique, UMR 5800, Bordeaux, France, 3Programme Avenir, INSERM U458, hôpital Robert Debré, AP-HP, Paris, 
France and 4Fondation Jean Dausset, Paris, France

Email: Claire Bardel* - bardel@vjf.inserm.fr; Vincent Danjean - danjean@labri.fr; Jean-Pierre Hugot - jean-pierre.hugot@rdb.ap-hop-paris.fr; 
Pierre Darlu - darlu@vjf.inserm.fr; Emmanuelle Génin - genin@vjf.inserm.fr

* Corresponding author    

Abstract
Background: The cladistic approach proposed by Templeton has been presented as promising for
the study of the genetic factors involved in common diseases. This approach allows the joint study
of multiple markers within a gene by considering haplotypes and grouping them in nested clades.
The idea is to search for clades with an excess of cases as compared to the whole sample and to
identify the mutations defining these clades as potential candidate disease susceptibility sites.
However, the performance of this approach for the study of the genetic factors involved in complex
diseases has never been studied.

Results: In this paper, we propose a new method to perform such a cladistic analysis and we
estimate its power through simulations. We show that under models where the susceptibility to
the disease is caused by a single genetic variant, the cladistic test is neither really more powerful to
detect an association nor really more efficient to localize the susceptibility site than an individual
SNP testing. However, when two interacting sites are responsible for the disease, the cladistic
analysis greatly improves the probability to find the two susceptibility sites. The impact of the
linkage disequilibrium and of the tree characteristics on the efficiency of the cladistic analysis are
also discussed. An application on a real data set concerning the CARD15 gene and Crohn disease
shows that the method can successfully identify the three variant sites that are involved in the
disease susceptibility.

Conclusion: The use of phylogenies to group haplotypes is especially interesting to pinpoint the
sites that are likely to be involved in disease susceptibility among the different markers identified
within a gene.

Background
With the development of molecular techniques to identify
genetic polymorphisms, numerous markers and in partic-
ular Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) [1,2] are

now available within and between genes for establishing
their possible role in disease susceptibility. One recurrent
question in the literature is the way these markers could
be used to test for association with complex diseases [3,4].
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Should one focus on one marker at a time and simply
compare allele or genotype distributions for the studied
markers in cases and controls or should one consider hap-
lotypes formed by several linked markers? Haplotypic
methods have been suggested to be more powerful at
detecting the role of a given genomic region in disease sus-
ceptibility [4-7]. Indeed, disease susceptibility may be due
to the combined effects of variants at different markers.
Different methods have been proposed to test for associa-
tion between markers located on the same reconstructed
haplotypes and disease susceptibility [4,7-10]. In these
tests, the number of haplotypes being large, the degrees of
freedom to compare cases and controls are also large,
decreasing the power to detect the association. Moreover,
as some haplotypes would only be carried by one or two
individuals, there could be statistical problems owing to
small sample sizes making difficult the evaluation of their
possible effect on the susceptibility to the disease.

A solution to reduce these problems is to group haplo-
types in order to decrease the degrees of freedom and to
increase the number of individuals in the different haplo-
type groups. The cladistic method as described by Temple-
ton et al. [11] is a method to carry out such groupings of
haplotypes and to determine which haplotype or group of
haplotypes is likely to be responsible for the phenotypic
variation observed among the population. It consists in
using parsimony methods to build a phylogeny of the
haplotypes, and to group haplotypes according to the
clades defined by the phylogenetic tree. When applied to
a case/control data set, the proportions of cases and con-
trols in different clades are compared. If a clade shows a
significantly larger number of cases than the others, one
will conclude, first, that there is an association between
the disease and one haplotype or a group of haplotypes
belonging to the clade, and, second, that the mutations
defining the clade containing an excess of cases are good
candidates to be functional gene polymorphisms
involved in the disease susceptibility.

The cladistic analysis relies for a large part on the recon-
struction of an accurate phylogenetic tree, but recombina-
tion is known to bias phylogenetic reconstruction
processes [12]. The recent discovery of the haplotype
block structure of the human genome [13] now provides
an interesting framework for cladistic methods. Indeed,
haplotype blocks define regions in which the recombina-
tion rate is quite low. Moreover, once a block is found to
be associated with a disease, it will not be suitable to use
classical methods based on recombination to fine map
susceptibility loci. Haplotype phylogenies being based on
the history of mutations may then help to identify disease
susceptibility loci.

The cladistic method was first described in a series of five
articles [11,14-17] and applied in different case-control
studies focusing either on quantitative or qualitative data.
For example, Haviland et al. used a cladistic analysis to
study the association between the apolipoprotein AI-CIII-
AIV and plasma lipid, lipoprotein and apolipoprotein lev-
els [18]. Keavney et al. [19] used cladograms to localize
the sites that significantly influence Angiotensin-I Con-
verting Enzyme (ACE). Zhu et al. [20] worked on quanti-
tative data simulated for the twelfth Genetic Analysis
Workshop (GAW). Using regression analysis and analysis
of variance (ANOVA), they were able to find a short
region containing the simulated mutation. Wang et al.
[21] used a nested linear model to analyze the association
between ApoA4 haplotypes and plasma lipid level in the
cladistic framework. Among the studies that consider dis-
crete data is the one by Kittles et al. [22] who tested the
association between haplotype variations on the Y chro-
mosome and alcohol dependence and related personality
traits. Lobos and Todd applied the same cladistic method
to four RFLPs in the tyroxine hydroxylase gene [23], and
to five SNPs in the dopamine receptor D2 gene [24]. Darlu
and Génin [25] applied the method to the GAW 12 simu-
lated data and were able to identify some of the disease
susceptibility sites. For a more detailed review on the sub-
ject, see [26].

More recently Seltman et al. [27] developed a method that
can be applied on family-based data. They proposed a test,
the ET-TDT, that combines the transmission disequilib-
rium test (TDT) and the use of unrooted phylogenetic
trees to group haplotypes. They further extended their
method to the analysis of qualitative and quantitative
data from case-parent trios or population-based studies
[28]. Finally, an alternative method where phylogenetic
trees are reconstructed by a distance method was pro-
posed by Durrant et al. [29] and implemented in the soft-
ware CLADHC.

From these different examples, cladistic methods appear
to be innovative methods to detect an association
between a candidate gene and a disease and to localize
disease susceptibility sites. However, the validity and the
power of these methods to detect association have only
been tested in a very limited number of situations (fixed
pattern of linkage disequilibrium, fixed phylogenetic tree)
[27,29]. In this paper, we develop a new cladistic test
(CT), based on the analysis of a rooted tree, which allows
to make hypotheses about functional polymorphisms
that are involved in the susceptibility to the disease.
Through simulations on ten different tree topologies, we
evaluate the conditions in which this cladistic method is
efficient and compare it to other methods. Finally, we
apply this method to a real data set concerning Crohn dis-
ease and the CARD15 gene [30].
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Results
Association test
As detailed in the method section, four different tests are
performed: a single locus allele-based test referred to as
SbST (Site by Site Test), an haplotype-based test referred
to as HT (Haplotypic Test), a test based on haplotype phy-
logenies referred to as CT (Cladistic Test) and a test based
on the clustering of haplotypes described by Durrant et al.
[29] and referred to as CLADHC. To compare their respec-
tive power to detect an association, simulations were per-
formed under three disease models involving one (model

1) or two (model 2 and model 3) susceptibility sites for
ten different tree topologies.

Results for model 1 are presented in Table 1 and 2. When
the susceptibility site is included in the studied SNPs
(Table 1), SbST is the most powerful test for all trees but
one (tree 8) (between 99.1% and 99.5% depending on
the tree, 99.35% on average), while the other tests have a
weaker power (92.9%, 93.7%, and 91.2%, on average, for
CT, HT, and CLADHC respectively). CT and CLADHC
have almost the same average type I error, slightly but

Table 1: Power to detect an association, one susceptibility site simulated and included in the analysis

Tree CT CLADHC HT SbST

1 96.4 (3.3) 88.9 (3.3) 91.1 (5.1) 99.3(3.4)
2 99.0 (4.4) 95.7 (4.1) 91.3 (6.0) 99.5(5.3)
3 86.0 (2.5) 91.1 (4.7) 91.2 (4.6) 99.3(4.4)
4 96.3 (3.8) 95.6 (2.9) 91.5 (4.2) 99.3(4.6)
5 88.8 (4.1) 95.3 (3.3) 90.4 (4.7) 99.1(4.6)
6 84.5 (3.5) 88.8 (2.7) 90.7 (4.4) 99.5(4.4)
7 97.4 (4.0) 96.3 (3.7) 91.9 (4.8) 99.2(4.3)
8 99.7 (3.2) 98.5 (2.4) 91.2 (4.9) 99.4 (4.7)
9 88.1 (3.5) 94.0 (4.4) 91.3 (4.7) 99.4(4.3)
10 92.5 (2.6) 93.0 (2.9) 91.3 (4.7) 99.5(3.6)

Average 92.9 (3.5) 93.7 (3.4) 91.2 (4.8) 99.35(4.4)
Std dev.a 5.63 (0.62) 3.24 (0.76) 0.41 (0.49) 0.13 (0.54)

Sample size: 100 cases and 100 controls, 1000 replicates, penetrance vector: [0.03;0.06;0.3], frequency of the susceptibility allele: 0.205 ± 0.005. The 
corresponding type I errors are indicated in italics within brackets. For each tree, the method giving the best result is underlined. CT: Cladistic Test, 
CLADHC: test developed by Durrant et al. [29], HT: Haplotypic Test, SbST: Site by Site Test.
a Standard deviation

Table 2: Power to detect an association, one susceptibility site simulated and removed from the analysis

Tree CT CLADHC HT SbST

1 94.8 (3.8) 89.1 (3.5) 91.2 (5.6) 89.5 (3.9)
2 94.0 (3.8) 92.7 (4.1) 87.6 (5.6) 98.5 (5.3)
3 79.3 (3.2) 88.9 (4.7) 86.2 (4.7) 94.2 (4.1)
4 88.7 (2.3) 85.7 (3.1) 87.8 (4.6) 93.6 (4.4)
5 85.6 (4.3) 94.4 (4.1) 90.5 (4.5) 94.0 (4.1)
6 78.6 (3.0) 81.6 (3.3) 88.0 (4.2) 67.0 (4.2)
7 92.4 (3.8) 90.5 (3.7) 87.8 (5.2) 92.7 (4.0)
8 99.7 (3.0) 98.6 (2.8) 91.2 (4.7) 99.6 (4.5)
9 91.9 (3.7) 89.2 (4.5) 91.2 (4.8) 89.1 (4.1)
10 88.8 (2.9) 82.8 (3.0) 81.3 (4.1) 79.1 (3.5)

Average 89,38 (3.4) 89.35 (3.7) 88,28 (4.8) 89,73 (4.2)
Std dev.a 6.71 (0.6) 5.2 (0.6) 3.06 (0.5) 9.81 (0.5)

Sample size: 100 cases and 100 controls, 1000 replicates, penetrance vector: [0.03;0.06;0.3], frequency of the susceptibility allele: 0.205 ± 0.005. The 
corresponding type I errors are indicated in italics within brackets. For each tree, the method giving the best result is underlined. CT: Cladistic Test, 
CLADHC: test developed by Durrant et al. [29], HT: Haplotypic Test, SbST: Site by Site Test.
a Standard deviation
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significantly lower than the type I error of HT and SbST. In
these simulations, as the type I errors cannot be fixed a pri-
ori, powers may be difficult to compare. However, if the
type I errors of CT and CLADHC were increased, their
power would also be increased and, consequently, the dif-
ference in power with HT would be even more pro-
nounced and the difference in power with SbST would be
more reduced. In the trees showing comparable type one
error (Trees 1, 5, 7), the power of SbST is clearly higher
than the power of CT. When the susceptibility site is
removed (Table 2), the performances of the four tests are,
on average, similar (about 89%), CT being the most pow-
erful test for four trees, SbST for four other trees, HT and
CLADHC for one tree each. However, the type I errors
being slightly different, by adjusting them one expects
that CT and CLADHC could be on average, slightly more
powerful than HT and SbST.

As expected, the power is higher when the susceptibility
site is included than when it is removed. In this latter case,
the power depends on the degree of linkage disequilib-
rium (LD) between the susceptibility site and the other
sites as expressed by the maximum value of LD, referred to
as LDmax. Moreover, since the pattern of LD can be differ-
ent from one tree to another, one expects more differences
in power between trees when the susceptibility site is
removed. Indeed the standard deviation of the power is
larger in this case. This standard deviation is also particu-
larly large for SbST (σ = 9.81). This test, being an allele-
based test, is more influenced by LD than the three others
tests that are haplotype-based tests, as proved by the high

positive correlation observed between the power of SbST
to detect association and the LDmax (Spearman rank corre-
lation ρ equals 0.851, p-value < 0.01). For CT and
CLADHC, Spearman rank correlations are not significant
(p > 0.1) confirming that LD has a lesser impact on these
two tests. Therefore, the high standard deviations
observed for these two tests are probably more related to
the phylogeny of haplotypes than to the linkage
disequilibrium.

The results for model 2 and model 3, differing by the val-
ues of the penetrance vector, are presented in Table 3 and
in Table 4 respectively. There is no real difference in power
between the four tests for model 2 (about 97%). For
model 3, the power of the four tests is approximately half
the power for model 2 owing to the reduced value of the
penetrance for the genotype associated to the highest risk
in this model. In this case, SbST and CT are, on average,
the most and the less powerful test respectively

Localization of the susceptibility site(s)
The efficiency of SbST, CT and CLADHC to localize the
susceptibility site(s) when it is included among the SNPs
is presented in Figure 1 and 2. The efficiency of CT is plot-
ted against the efficiency of SbST or CLADHC. To correctly
interpret these figures, it has to be noted that the criteria
used to compare the methods are not strictly identical.
Indeed, the identified SNP is always unambiguously
detected by the SbST method, since this is the site giving
the most significant chi-square and two chi-squares are
never exactly identical. On the other hand, the

Table 3: Power to detect an association for two susceptibility sites simulated under model 2

Model 2

Tree CT CLADHC HT SbST

1 97.8 (3.7) 99.3 (3.8) 97.7 (5.0) 99.1 (6.9)
2 95.1 (3.6) 97.7 (2.9) 97.9 (5.6) 95.8 (4.3)
3 94.2 (4.9) 99.4 (4.9) 97.9 (5.1) 98.6 (4.9)
4 97.6 (4.6) 97.8 (4.6) 97.8 (5.5) 98.6 (4.6)
5 98.5 (5.3) 99.5 (4.5) 98.9 (5.7) 98.2 (7.4)
6 98.9 (4.4) 97.9 (3.9) 98.5 (5.7) 96.9 (6.6)
7 93.0 (5.1) 93.5 (4.6) 96.9 (5.6) 95.5 (5.2)
8 95.2 (6.1) 99.0 (5.3) 98.2 (6.2) 95.4 (4.2)
9 96.7 (3.6) 97.3 (3.1) 97.6 (4.1) 97.7 (4.0)
10 99.9 (4.5) 99.5 (4.0) 98.2 (60.) 99.8 (5.8)

Average 96.7 (4.6) 98.06 (4.2) 97.96 (5.45) 97.56 (5.4)
Std dev.a 2.24 (0.8) 1.83 (0.8) 0.54 (0.6) 1.58 (1.2)

Sample size: 200 cases and 200 controls, 1000 replicates, penetrance: 0.9 for the homozygotes carrying the two susceptibility alleles, 0.3 for the 
other genotypes. The corresponding type I errors are indicated in italics within brackets. For each tree, the method giving the best result is 
underlined. CT: Cladistic Test, CLADHC: test developed by Durrant et al. [29], HT: Haplotypic Test, SbST: Site by Site Test
a Standard deviation
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susceptibility site may not be the only one detected by CT
because two or more sites could have the same values of
the criteria (Vi, see the Methods section). However, in our
simulations, the susceptibility site is the only one detected
in from 80% (for 1 tree) to 100% (for 5 trees) of the rep-
licates. When the susceptibility site is not found alone, it
is almost always found with only one other site, rarely
with two other sites (<0.5% of the replicates).

For model 1 (Figure 1), CT is slightly less efficient than
SbST (for 9 trees out of 10) and more efficient than
CLADHC (for all 10 trees). For SbST, we note a high neg-
ative correlation between the efficiency to localize the
susceptibility site and the LDmax between the susceptibility
site and the other sites (Spearman rank correlation ρ equal
-0.88 with a p-value of 0.008). It shows that the presence
of a site in relatively high LD with the susceptibility site
disturbs the localization process, increasing the uncer-
tainty of the susceptibility site's identification. Interest-
ingly, there is no such statistically significant correlation
with CT and CLADHC (p > 0.08), due to the fact that these
last two tests use both the information on the whole hap-
lotypes and on their history through the tree reconstruc-
tion. The presence of sites in high LD with the
susceptibility site does not prevent these two methods
from localizing correctly the susceptibility site.

For model 2 and model 3, (Figure 2A and 2B respectively),
CT is more or at least as efficient as SbST to localize the
two sites, whatever the penetrance model. For the detec-
tion of at least one of the two sites, we can observe that,

Table 4: Power to detect an association for two susceptibility sites simulated under model 3

Model 3

Tree CT CLADHC HT SbST

1 40.7 (4.7) 54.0 (4.5) 42.0 (5.9) 47.5 (4.7)
2 31.7 (3.4) 32.7 (3.9) 43.0 (5.9) 45.8 (5.3)
3 26.8 (4.2) 47.9 (4.4) 40.7 (6.4) 45.2 (3.5)
4 34.8 (4.8) 39.2 (4.7) 38.9 (7.0) 47.0 (4.4)
5 41.5 (5.6) 49.7 (4.7) 44.2 (6.6) 37.2 (4.6)
6 42.0 (3.6) 34.8 (4.7) 42.4 (5.6) 41.3 (5.3)
7 28.6 (5.2) 32.1 (4.7) 41.6 (6.4) 39.9 (4.3)
8 33.2 (4.3) 47.2 (4.0) 42.9 (6.1) 37.7 (4.0)
9 33.5 (4.4) 39.1 (4.1) 41.2 (7.0) 48.5 (5.3)
10 65.6 (6.6) 48.1 (4.1) 42.1 (7.8) 56.9 (4.2)

Average 37.84 (4.7) 42.48 (4.4) 41.9 (6.5) 44.7 (4.6)
Std dev.a 11.07 (0.9) 7.84 (0.3) 1.45 (0.7) 5.94 (0.6)

Sample size: 200 cases and 200 controls, 1000 replicates, penetrance: 0.6 for the homozygotes carrying the two susceptibility alleles, 0.3 for the 
other genotypes. The corresponding type I errors are indicated in italics within brackets. For each tree, the method giving the best result is 
underlined. CT: Cladistic Test, CLADHC: test developed by Durrant et al. [29], HT: Haplotypic Test, SbST: Site by Site Test
a Standard deviation

Comparison of the efficiency to localize the susceptibility site between CT, and SbST or CLADHCFigure 1
Comparison of the efficiency to localize the suscepti-
bility site between CT, and SbST or CLADHC. The 
efficiency to localize the susceptibility site is measured by the 
percentage of replicates in which the simulated susceptibility 
site is either uniquely detected or detected among other 
putative sites. black circles: comparison of CT and SbST, 
crosses: comparison of CT and CLADHC. Each symbol cor-
responds to one of the ten tree topologies.
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whatever the tree, CT is always more efficient than SbST
under model 2, whereas this is only true for 6 out of the
10 trees under model 3.

Application to CARD15/NOD2 polymorphisms and Crohn 
disease
The reconstruction of the phylogenetic tree of the 33 hap-
lotypes leads to a very high number of equally
parsimonious trees. One thousand of them were retained
and analyzed. In table 5, for the two rooting methods
mfH and consH, the SNPs are ranked from the least to the
most significant (based on the Vi parameter, see the Meth-
ods section). Association is detected with CT (pmfH = 2 ×
10-5, pconsH = 3 × 10-5) and SNP 8 is selected as potential
susceptibility site. If haplotypes carrying the susceptibility
allele at SNP 8 are removed, an association can still be
detected (pmfH = 4 × 10-5, pconsH = 3 × 10-5) and SNP 12 is
identified as potential susceptibility site. When removing
haplotypes with the susceptibility allele at SNP 12, there
is still a remaining association (pmfH = 8 × 10-5, pconsH = 3 ×
10-5) and depending on the rooting method either SNP 13
(with consH) or SNP 9 (with mfH) are retained. When
haplotypes with the susceptibility allele at SNP 13 are
removed, the association test is not significant (pmfH = 2.9
× 10-1, pconsH = 1.1 × 10-1). When haplotypes with the sus-

ceptibility allele at SNP 9 are removed, the association test
is significant (pmfH = 2 × 10-5, pconsH = 5 × 10-5) and the
identified site is SNP 13 for both rooting method. In the
end, the combination of SNP 8, SNP 12 and SNP 13 is the
most parsimonious combination that can explain the sus-
ceptibility to the disease. Moreover, we can note that these
3 SNPs are those showing the highest Vi on the whole data
set. So, we finally have identified three SNPs involved in
the susceptibility to Crohn's disease.

Discussion
In this paper, we have presented a method to perform
phylogeny-based nested haplotype analysis of case/con-
trol data and introduced the cladistic test (CT). We have
shown by simulations that the CT test is approximately as
powerful to detect an association as a test that compares
haplotype distributions in cases and controls with no
prior grouping. However, a major advantage of CT
towards other haplotypic tests is the possibility of making
inferences on potential susceptibility sites. Indeed the
method of parsimony used to build the phylogeny allows
the reconstruction of character state changes on the tree
and thus the identification of the most likely susceptibility
sites. Finding the polymorphisms responsible for the sus-
ceptibility to a disease is an important issue in genetic

Comparison of the efficiency to localize the two susceptibility sites between CT and SbSTFigure 2
Comparison of the efficiency to localize the two susceptibility sites between CT and SbST. The efficiency to local-
ize the two susceptibility sites is measured by the percentage of replicates in which the two sites are detected (black circles) or 
at least one of the two sites (white circles) Each symbol corresponds to one of the ten tree topologies. (A): penetrance 0.9 for 
homozygotes carrying the two susceptibility alleles and 0.3 for all other genotypes; (B): penetrance 0.6 for homozygotes carry-
ing the two susceptibility alleles and 0.3 for all other genotypes.
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epidemiology and in the past few years, different methods
have been proposed that use linkage disequilibrium to
fine-map candidate genes and to localize disease muta-
tions ([31,32] and [33] for example) These methods are
based on the fact that a disease variant arises on a particu-
lar haplotype, the haplotype and the disease thus being
initially associated. Then, over time, this association is
broken by recombination and only a small region of the
ancestral haplotype is preserved around the disease
variant. In such models, recombination is the event of
interest. Other parameters such as mutations can be inte-
grated in the models, but they are considered as nuisance
parameters. The cladistic test developed here is different in
the sense that it is based on the reconstruction of the evo-
lutionary history of the mutations that occur to form the
haplotypes. Contrary to the other fine-mapping methods,
the event of interest is mutation, and recombination is a
nuisance parameter. Through the simulation study, we
have shown that this test is a powerful tool to suggest eti-
ological SNPs. This is also illustrated here on Crohn dis-
ease since the cladistic test was able to correctly identify
the 3 sites within the CARD15 gene that are already
reported to be involved in the disease susceptibility [30].

The cladistic test requires the building of a phylogeny of
the different haplotypes present in the sample. Different
methods are available to build haplotype phylogenies:
distance methods, parsimony methods and maximum
likelihood (ML) methods. A parsimony method was cho-
sen here because it allows the reconstruction of apomor-
phies that can be used to define potential sites involved in
the disease susceptibility and because it runs faster than
ML methods, thus allowing a simulation study. We have
compared CT with another clustering method, CLADHC,
a distance-based method that also differs from CT in the
statistical analysis (CLADHC performs regression analy-
sis, CT is based on chi-square tests). We have shown that
the power of these two tests to detect association is quite
similar, CT being slightly more powerful when one site is
simulated, and CLADHC when two sites are simulated.
For the localization of the susceptibility site, the efficiency
of the two methods is difficult to compare because CT
directly localizes the site on short sequences while
CLADHC localizes a window containing the susceptibility

site on longer sequences. The two test should thus be used
in different situations. Nevertheless CT appears to be
more efficient in our simulation conditions

In the phylogeny reconstruction, one is faced to different
problems. The first one is the choice of the ancestral
sequence to root the phylogeny. With real data, the ances-
tral sequence is usually not known, unless at least two out-
groups can be postulated (in the parsimony context). In
the absence of ancestral sequences, hypotheses have to be
made, and they are numerous, like taking the most fre-
quent haplotype, but this haplotype could be different
from one population to an other or from one sampling to
another, and this most frequent haplotype may not have
a significantly different frequency from the next most fre-
quents. Or one can take the consensus haplotype, but this
sequence may not be observed in the sample, or not be
among the most frequent sequences. In this study, our
strategy was to consider the uncertainty of the ancestral
sequence as a nuisance parameter, since our goal was not
primarily to focus on this problem and because we must
be in the same situation for all the performed simulations.
Extensive further simulations will be needed to assess the
properties of the different rooting methods. However, sev-
eral ancestral hypotheses should be considered, discussed,
and tested on real data, as we have done for the Crohn
data. Second, the presence of recombinations would
restrict the use of phylogenetic reconstruction. Indeed,
phylogenetic reconstruction is known to be biased by
recombinations [12] in a manner depending on how and
when the recombination events occur in the tree. This
context led us to simulate the history of mutations along
the haplotypes without introducing recombinations
between haplotypes. However, because in our method the
reconstructed tree has not to represent the exact history of
the haplotypes, but only gives a way to cluster them in an
appropriate way, we believe that our method can tolerate
some low degrees of recombination, as it is probably the
case for the Crohn data. Further simulations would how-
ever be required to better assess this point. Third, the
choice of the way characters are optimized on the tree is
another important point in cladistic analysis. Two classi-
cal options can be used to optimize the character state
changes along the tree: deltran, (delayed transformation)

Table 5: Cladistic analysis of Crohn's data 1000 equiparsimonious trees are studied. SNPs are ranked from the least to the most 
significant. In bold, the presumed susceptibility sites previously identified by Hugot et al. [30].

least significant --------> most significant

mfHa SNP 5 SNP 9 SNP 6 SNP 7 SNP 13 SNP 12 SNP8
consHb SNP 9 SNP 5 SNP 6 SNP 7 SNP 13 SNP 12 SNP8

a Rooting on the most frequent haplotype
b Rooting on a consensus sequence
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that favors convergences or acctran(accelerated transfor-
mation) that favors reversions. In this paper, only the
results performed with the deltran option are presented.
Simulations (one susceptibility site) have also been per-
formed with the acctran option. For the association detec-
tion, the results are very similar to those obtained with
deltran showing that this parameter does not influence
the power of the CT method to detect association in our
simulation conditions. For the localization of the suscep-
tibility site, the results are different. The method is more
efficient with the deltran option than with the acctran
option for eight trees out of ten, it is less efficient for one
tree and the results are equivalent for the last tree. It is
partly due to to the uncertainties of the character S and to
the frequency of the disease susceptibility allele. When the
frequency of the susceptibility allele is low, as in our sim-
ulations, and when S is coded "?" in some nodes of the
tree, one expects the change of S from 0 to 1 to occur later
in the tree, and the delayed option (deltran) will then be
more appropriate. Conversely, when the frequency of the
disease is large, the change of S from 0 to 1 has more
chances to occur earlier in the tree since the S mutation
can then include more cases, and the accelerated option
(acctran) will be more appropriate. However, when ana-
lyzing a real data set, it is advisable to compare the results
obtained with both options.

The variability of the results obtained with the cladistic
method is due for a minor part to the LD between the sus-
ceptibility site(s) and the other sites and for the major part
to parameters specific to the tree. Among these parame-
ters, the position of the mutation in the tree (near the root
or the leaves, sample size of the clades near the muta-
tions...) has already been reported to have an influence on
the power of cladistic methods to detect association [27].
Apart from the position of the mutation, the presence of
sites that co-mutate with the susceptibility site, the degree
of multiple mutations of the susceptibility site in the tree,
and the existence of one or more reversions for the suscep-
tibility site influence the power of the cladistic test to
detect an association, and they have an even greater
impact on the efficiency of the cladistic test to localize the
susceptibility site. As all these factors are not independent,
the evaluation of their own effects remains problematic.

The four methods compared here (CT, HT, SbST and
CLADHC) suppose that haplotypic data are available,
which is not usually the case. The most likely haplotypes
for an individual have to be reconstructed using numeri-
cal methods (for a review of these methods, see [34,35]).
The availability of familial data may help to determine the
phase of the markers and then, to obtain the most likely
haplotypes by using the genetic information of the two
parents. However, even when these familial data are not
available, the numerical methods have been shown to be

very efficient to reconstruct haplotypes, except for rare
haplotypes that may either be missed or falsely created. In
this work, since we choose to focus on the comparison
between several methods, the problem of haplotype infer-
ence is ignored. Moreover, as the four studied methods are
all based on already known or inferred haplotypes carried
by the individuals, the uncertainty due to the haplotype
inference should not play differently from one method to
another. Further extension of the CT method will take this
uncertainty into account by using, for example, likeli-
hood-based tests.

Conclusion
In conclusion, as proved by our simulations and the
Crohn example, the use of phylogenies to group haplo-
types by clades and the nested analysis of case-control
data on the basis of these clades turns out to be an inter-
esting and complementary strategy for the genetic study of
multifactorial diseases, especially to pinpoint the sites
that are likely to be involved in disease susceptibility
among the different markers identified within a gene.

Methods
Principle of the method
The material on which the method is based is a sample of
haplotypes composed of a combination of SNPs, each
haplotype being labeled either as control or as affected
depending on the phenotype of the individual. After
building the phylogenetic tree of these different haplo-
types, a series of nested homogeneity tests are performed
to detect differences in the distribution of cases and con-
trols in the different clades. Once an association is
detected, a new character is defined according to the pro-
portion of cases carrying an haplotype. Then, it is opti-
mized on the tree and the sites that significantly co-mutate
with this new character are putative susceptibility sites for
the disease.

Simulation study
To test the power of this method to detect an association
and its efficiency to precisely localize the susceptibility
site, we performed the following steps : i) simulation of
the haplotypes and choice of the susceptibility site(s) (one
or two susceptibility sites are considered) ; ii) attribution
of a status (case or control) to these haplotypes taking into
account the genetic model of the disease; iii) reconstruc-
tion of the phylogeny of haplotypes and inference of the
character state changes along the branches of the tree; iv)
association test: nested analysis of the case/control ratio in
the clades; v) localization of the susceptibility site using
the equiparsimonious (ie, all the trees that have the min-
imum number of character state changes) ; vi) estimation,
by simulations, of the power to detect the association
between haplotypes and the disease and comparison with



BMC Genetics 2005, 6:24 http://www.biomedcentral.com/1471-2156/6/24

Page 9 of 13
(page number not for citation purposes)

other methods; vii) estimation of the efficiency to localize
susceptibility sites and comparison with other methods.

Haplotype simulation
24 different haplotypes are simulated using the TREE-
VOLVE software (version 1.32) [36]. An ancestral haplo-
type sequence of 20 sites is randomly produced, a guide
tree is generated using the coalescent model without
recombination and the evolution of this ancestral
sequence along the tree is simulated to obtain a sample of
24 different haplotypes. Since TREEVOLVE can only sim-
ulate the evolution of DNA sequences (4 nucleotides) and
not the evolution of bi-allelic markers, we set the
frequencies for bases A and T to very low values (A = T =
0.001 and G = C = 0.498) in order to obtain an ancestral
sequence composed only of G and C, as an equivalent of
SNPs coded by 0/1 character states. The mutation rate is
set to 2 × 10-6, and the substitution rates are chosen so that
only G-C transversions could occur: A - C = 0.001, A - G =
0.001, A - T = 0.001, C - T = 0.001, G - T = 0.001, G - C =
0.995. No heterogeneity in the substitution rate among
sites is specified. The population size was set to 100,000
and its growth was stationary with no subdivision. Once
the haplotypes are obtained by simulation, the suscepti-
bility sites are chosen among the 20 sites. For the simula-
tions with only one susceptibility site, the program picks
up the first site in the sequence having a minor allele fre-
quency (p) in the sample of haplotypes within the range F
<p <F + 0.01 where F is a predefined allele frequency (in
our simulations, F = 0.20). For two simulated sites, the
program picks up the first two simulated sites verifying a
user-defined constraint. In our simulations, the two sites
are chosen such that f (A1B1) = f (A1B2) = f (A2B1) = f
(A2B2) = 0.25, A1 and A2 being the two alleles at the first
site and B1 and B2, the two alleles at the second site. When
no site is found satisfying these conditions, a new set of
haplotypes is simulated until the required conditions are
obtained.

This entire procedure is repeated ten times to generate ten
different data sets. The pairwise linkage disequilibrium (r2

measure, mean values for the 1000 replicates) and the tree
topologies corresponding to these ten data sets are pro-
vided as Additional file 1 and 2.

Attribution of disease status
To generate the genotypes of each individual, pairs of hap-
lotypes are sampled at random with replacement and the
disease status (case or control) is determined by his geno-
type at the susceptibility site(s) and by the penetrances. In
our simulations, three disease models are studied, involv-
ing either one susceptibility site (model 1) or two interact-
ing susceptibility sites (model 2 and model 3). The first
model is the disease model described in Bourgain et al.
[37] that roughly corresponds to the effect of ApoE4 in

Alzheimer's disease [38]. We set the penetrance of the
three genotypes DD, Dd and dd to respectively PDD = 0.03,
PDd = 0.06, Pdd = 0.30, d being the disease susceptibility
allele. For model 2 and model 3, an at-risk haplotype
formed by the combination of the alleles A2 at the first
locus and B2 at the second locus is defined. The pene-
trance associated to the genotype A2B2A2B2 is set to 0.9 for
model 2 and to 0.6 for model 3. All the other penetrances
are set to 0.3 for both models.

The sampling process is carried on until N cases and N
controls are obtained (N = 100 or 200 in our simulations,
depending on the number of simulated susceptibility
sites). This constitutes a replicate. As the haplotypes are
sampled randomly from the set of 24 different haplotype,
they are almost equi-frequent in the sample of cases and

controls, and their frequencies are close to .

Phylogeny of haplotypes
All the different haplotypes are used to build a phyloge-
netic tree by a parsimony method which consists in
choosing the tree that minimizes the number of mutation
events [39]. The PAUP software (version 4.0b10 [40]) is
used to reconstruct the tree. A heuristic search is per-
formed, using stepwise addition and TBR (tree bisection
and reconnection). All sites are equally weighted, and
changes from allele 0 to allele 1 and from allele 1 to allele
0 are equally allowed for all sites, including the suscepti-
bility site (unordered option). Among the list of all parsi-
monious trees, only the first one obtained is used for the
association test, for computation time reasons and
because we found that identical results are obtained for
more than 98% of the equiparsimonious trees (data not
shown). For the localization of susceptibility sites, all the
equiparsimonious trees (or up to 100 different trees if
there are too many equiparsimonious trees) are analyzed.
The trees are rooted using the real ancestor obtained with
TREEVOLVE. The character states are inferred along the
branches by using the classical option deltran (delayed
transformation), but acctran (accelerated transformation)
was also investigated.

Association test
Starting from the root of the tree, series of nested homo-
geneity tests comparing the number of cases and controls
in different clades are performed. The principle of the
method is explained in Figure 3. Briefly, at each level of
the tree, homogeneity in the distribution of cases and con-
trols is tested among all the n clades defined at this level.
If the test is significant, an association is detected and the
analysis ends. If the test is not significant, one homogene-
ity test is performed between all the sub-clades descend-
ing from the n clades.

1
24

0 042= .
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P-values of the homogeneity tests are calculated by Pear-
son chi-square tests except when only two clades are com-
pared in which case a Fisher exact test is performed, and
except when more than two clades are tested and the sam-
ple size is less than four in a category. In this latter case p-
values are estimated by permutation tests.

The influence of the LD on the power of the different tests
is assessed by using the r2 measure of LD.

Localization of the susceptibility sites
For each replicate, several equiparsimonious trees may
exist. We will analyze the T first equiparsimonious given
by PAUP, T being limited to 100 for computation time
reasons. For a tree t, a new character S is allocated to each
haplotype h. The state of S is "0", "1" or "?" depending on
the proportion (ph) of cases carrying the haplotype h com-
pared to the proportion p0 of cases in the whole sample.

if , S is coded "0" (high number

of controls);

if , S is coded "1" (high number

of cases);

else, S is coded "?" (missing data).

with nh being the number of individuals carrying the hap-
lotype h.

This character S is optimized on the T equiparsimonious
trees using PAUP and the deltran option. For each site i,

let  and  be the observed number of times each tran-

sition (0→1 for  and 1→0 for ) co-mutates with a

0→1 change of the character S on tree t. Let  and  be
the expected number of co-mutations on tree t under the
hypothesis of a random distribution of the mutations on
tree t and an equal probability of mutation on each
branch.

Description of the nested clade analysisFigure 3
Description of the nested clade analysis. (A) shows the homogeneity test performed at level k (between clades C1 and 
C2). If it is not significant (B), a test will be performed at the following level (k+1), between all the sub-clades descending from 
clades C1 and C2, i.e between clades C1.1, C1.2, C2.1 and C2.2 (3 degree of freedom). If it is significant the analysis ends because an 
association is detected.
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where  (resp. ) is the number of 0→1 (resp. 1→0)
transitions of the site i on tree t;

st is the number of 0→1 transition of the character S on
tree t;

bt is the number of branches of tree t.

Then, for each site i on tree t, we measure the correlated

evolution of the site i and the character S, by defining 

(resp. ) as follow:

then, for the T equiparcimonious trees, we define 

(resp. ) as follow:

Finally, Vi is defined as the max between  and . The
site or the two sites corresponding to the highest Vi are
selected as putative susceptibility sites

Estimation of power and efficiency
For each of the ten samples of 24 haplotypes simulated
along the ten different tree topologies, the process
detailed above (attribution of disease status, phylogenetic
reconstruction, association test and localization of the
susceptibility site) is repeated 1000 times to obtain 1000
replicates, each of them including N cases and N controls.
The power to detect the association is measured by count-
ing the proportion of replicates in which a significant het-
erogeneity in the distribution of cases and controls is
detected between clades. The efficiency of CT to localize
the true susceptibility site is simply evaluated as the
number of times, among the 1000 simulations, the true
susceptibility site is among the detected sites. When two
susceptibility sites are simulated, we evaluate the number
of times the two sites are detected and the number of
times at least one of the two sites is detected.

The test using the cladistic method (CT) is compared to
three other association tests: i) a haplotypic test (HT) that
compares the haplotype distributions in cases and con-

trols: if h different types of haplotypes are observed, a chi-
square test with h - 1 degree of freedom (df) is performed.
As with the CT test, when sample sizes are small, a permu-
tation procedure is used to perform the chi-square test.
This HT test is only used to test for association and not to
localize the susceptibility sites. ii) An allelic test, referred
to as Site by Site Test (SbST), that compares the allele dis-
tributions in cases and controls at each site by a chi-
square: if the number of sites is s, then s chi-squares, each
with one df, are performed. The site or the two sites that
give the most significant results are proposed as suscepti-
bility sites. iii) A test based on CLADHC, the program
developed by Durrant et al. [29]. In this test, the data set
is analyzed by overlapping windows sliding along the
haplotypes. In each window, a tree is reconstructed using
a distance method, and a regression analysis is performed
at each level of the tree (nested analysis). The level of the
tree that maximizes the evidence of disease marker associ-
ation in the likelihood-ratio test is selected. For each win-
dow, the program also provides a significant threshold
calculated using the Bonferroni correction. In our simula-
tions, a window size of 6 is selected. We consider the asso-
ciation as detected when at least one of the windows is
significant. Concerning the localization of the susceptibil-
ity site, CLADHC can only find a window containing the
susceptibility site, but not the susceptibility site itself.
Therefore, we only use CLADHC in the case of one suscep-
tibility site and we consider the localization as correct
when the window with the maximum value of the statistic
contains the susceptibility site.

For CT, SbST and CLADHC, we are confronted to a prob-
lem of multiple testing. When a real data set is analyzed,
a permutation procedure can be used to estimate p-values
of the association tests that are corrected for multiple test-
ing. This procedure is very time-consuming and cannot be
used on the simulations we have performed here. As an
example, the 100,000 repetitions for the Crohn data run
in about 24 hours on a Pentium III, 930 MHz, 512 Mo of
RAM. Therefore, for SbST and CT, we estimate the nomi-
nal type I error required to obtain a global type-one error
of 5% by a simulation under the null hypothesis of no
association between the studied sites and the disease
(5000 replicates). We found that for the different simula-
tion conditions studied here, these nominal errors are
equal to 1% for CT and varies from 0.2 to 0.4% for SbST.
For the analysis with CLADHC, the program provides a
significant threshold calculated using Bonferroni
correction. As the Bonferroni correction is very conserva-
tive, to obtain similar type I errors with CLADHC as with
CT, nominal type I errors were set to values varying from
15 to 17% for simulations with one susceptibility site and
from 20 to 25% for simulations with two susceptibility
sites.
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Analysis of real data on Crohn disease
The data set is described in a paper of Hugot et al. (2001)
[30] and includes 232 nuclear families with two affected
children and their parents genotyped for 13 SNPs in the
CARD15/NOD2 gene. Haplotypes were reconstructed in
these families using GENEHUNTER 2.0b[41]. In each
family, one affected child is selected at random to create
the case sample (his two haplotypes are labeled cases).
The control sample is formed with the parental haplo-
types non transmitted to the selected children. The phylo-
genetic reconstruction assumes that no recombination
has occurred between the SNPs. To determine if this was
true for the different SNPs tested here or at least for a sub-
set of them, linkage disequilibrium (LD) is estimated
between all the SNPs. From the pairwise LD, a group of 7
SNPs (5, 6, 7, 8, 12, 9 and 13) can be identified as forming
a block in strong LD among which no or very few
recombinations are likely to have occurred (see Addi-
tional file 3). Interestingly, this same block of 7 SNPs was
described by Vermeire et al. [42] in the CARD15/NOD2
gene. Only these 7 SNPs that form 33 different haplotypes
are used in the cladistic analysis. The phylogenetic trees
are reconstructed using the same parameters as in the
simulations. However here, contrary to the simulations,
the ancestral sequence being not known, two different
analysis are performed using as ancestral sequence either
the most frequently observed haplotype in our sample
(mfH) or a consensus sequence formed by the combina-
tion of the most frequent alleles at each SNP (consH). For
the association test, p-values are estimated on the first
equiparsimonious tree obtained by PAUP, using an algo-
rithm similar to the one described in a paper of Becker and
Knapp (2004) [43]. This permutation process corrects for
multiple testing in a lesser conservative way than the Bon-
ferroni correction because it takes into account the
dependency between the tests. For the localization,
among all the equiparsimonious trees, 1000 of them are
retained and analyzed with CT.
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3.4 Les facteurs influençant la méthode

Nous avons étudié l’influence de différents facteurs sur l’efficacité de la méthode ALTree
. Pour comparer les puissances de détection de l’association dans des conditions différentes,
les p-values doivent être identiques. Le processus de simulation que nous avons utilisé dans
l’article 2 n’est donc pas satisfaisant et donne des résultats parfois difficilement interpré-
tables. Théoriquement, la comparaison pourrait être effectuée en utilisant les p-values éva-
luées par permutation. Mais, en pratique, le temps de calcul est tel (environ 48h de calcul sur
un Pentium III, 930 MHz, 512 Mo de RAM) qu’il n’est pas envisageable d’utiliser ce procédé
en simulations. Pour ces raisons, dans cette partie, nous avons principalement étudié l’effi-
cacité de la localisation des sites de susceptibilité. Nous ne reviendrons sur la puissance de
la détection de l’association que brièvement dans le dernier paragraphe (page 102).

3.4.1 La taille de l’échantillon

Nous avons étudié l’influence de la taille de l’échantillon en réalisant des simulations
à partir des données de la base SeattleSNPs en utilisant le processus de simulation décrit
page 71. Nous avons travaillé sur les données du gène PLAU. Les résultats de ces simulations
sont récapitulées dans la Tableau 3.3 et sur la Figure 3.4.

taille ech.a bonne détectionb aucune détectionb mauvaise détectionb

50 + 50 33,0 22,0 45,0
100 + 100 57,6 12,8 29,6
200 + 200 78,9 3,6 16,6
300 + 300 91,1 0,6 8,3
400 + 400 95,9 0,9 3,2
500 + 500 97,5 0,1 2,4

1000 + 1000 99,9 0,0 0,1
a taille de l’échantillon : nombre de malades + nombre de témoins
b les valeurs correspondent au pourcentage de réplicats pour lesquels :

– le bon site a été identifié, soit de façon unique, soit parmi un ensemble
de sites (“bonne détection”) ;

– aucun site n’a été identifié, c’est-à-dire que tous les Vi sont négatifs ou
nuls (“aucune détection”) ;

– un ou plusieurs sites différents du site de susceptibilité simulé ont été
identifiés (“mauvaise détection”)

Les valeurs ont été obtenues par l’analyse de 1000 réplicats sur le gène
PLAU.

TAB. 3.3: Influence de la taille de l’échantillon sur l’efficacité de localisation

Le SNP de susceptibilité est le SNP 1 (f = 0, 304). Les pénétrances valent 0, 01 pour les homozy-
gotes non porteurs de l’allèle à risque, 0, 02 pour les hétérozygotes et 0, 1 pour les homozygotes
porteurs. Les données permettent de reconstruire par parcimonie un unique arbre phylogénétique
non enraciné. Les états de caractères sont optimisés avec l’option acctran .

Les résultats sont tout à fait conformes à nos attentes : lorsque la taille de l’échantillon
augmente, l’efficacité de la localisation du site de susceptibilité augmente. Le Tableau 3.3
montre aussi que, dès que la taille de l’échantillon dépasse 50 malades et 50 témoins, le
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FIG. 3.4: Influence de la taille de l’échantillon sur le nombre de sites détectés avec le site de
susceptibilité

Cette figure représente, pour chaque taille d’échantillon, le pourcentage de réplicats, sur 1000, parmi
lesquels le site de susceptibilité est identifié de façon unique (1), ou avec un autre site (2), ou avec
deux autres sites (3), etc.
Les paramètres des simulations sont les mêmes que celles du Tableau 3.3.

nombre de réplicats dans lesquels le site de susceptibilité simulé est identifié est supérieur
au nombre de réplicats dans lesquels un ou plusieurs “mauvais” sites sont détectés. Il montre
aussi qu’il y a plus de réplicats lorsqu’un “mauvais” site est identifié que de réplicats lors-
qu’aucun site n’est détecté. La Figure 3.4 montre de plus que, globalement, le site de suscep-
tibilité est détecté parmi un nombre réduit de sites possédant le même Vi. Enfin, on note que
plus la taille de l’échantillon est élevée, plus le site est identifié avec précision car il est alors
plus souvent le seul site détecté.

3.4.2 Le modèle maladie

Dans l’article 2, nous avons montré que l’efficacité d’ALTree est différente pour les
deux modèles maladies dans lesquels deux sites de susceptibilité sont impliqués. Dans cette
section, nous allons étudier plus précisément l’influence de deux paramètres du modèle
maladie : la fréquence de l’allèle à risque et la pénétrance. Les simulations sont réalisées
comme dans le paragraphe précédent en utilisant les données de la base Seattle SNPs. Nous
avons travaillé sur deux gènes différents : PLAU et IL13.

3.4.2.1 La fréquence de l’allèle de susceptibilité

Pour étudier l’influence de la fréquence de l’allèle de susceptibilité sur l’efficacité de la
localisation, nous avons tour à tour considéré chaque allèle à chacun des marqueurs du gène
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comme étant l’allèle de susceptibilité. Pour le gène IL13 qui comporte 12 marqueurs, nous
avons donc 24 fréquences possibles pour l’allèle de susceptibilité. En réalité, comme certains
sites sont en déséquilibre de liaison complet, nous n’observons que 16 fréquences différentes.
De même, pour le gène PLAU qui comporte 16 marqueurs, nous disposons de 32 fréquences
dont seules 22 sont différentes entre elles. L’efficacité de la localisation est représentée sur la
Figure 3.5.
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FIG. 3.5: Influence de la fréquence de l’allèle de susceptibilité sur l’efficacité de la localisa-
tion

Les résultats sont obtenus sur 1000 réplicats sur les gènes PLAU et IL13. La taille de l’échantillon
est fixée à 100 malades et 100 témoins. Les pénétrances sont respectivement de 0.03 pour les homo-
zygotes non porteurs de l’allèle à risque, 0,06 pour les hétérozygotes et 0,3 pour les homozygotes
porteurs de l’allèle à risque. Les données permettent de reconstruire par parcimonie respective-
ment un unique arbre phylogénétique (gène PLAU) et 89 arbres équiparcimonieux (gène IL13) non
enracinés. Les états de caractères sont optimisés avec l’option acctran .

Sur la Figure 3.5, on distingue trois parties :
– lorsque la fréquence de l’allèle à risque est inférieure à 0,2, l’efficacité de localisation

augmente avec la fréquence de l’allèle à risque. Ce résultat est conforme à ce que l’on
attend du fait de la présence possible de phénocopies7 : plus la fréquence de l’allèle de
susceptibilité est faible, plus le nombre d’individus malades non porteurs de cet allèle
est élevé (voir Tableau 3.4), ce qui perturbe la localisation.

– lorsque la fréquence de l’allèle à risque est comprise entre 0,2 et 0,8, l’efficacité de
localisation est comprise entre 50% et 80%. Dans cette partie de la courbe, on observe
une forte variabilité de l’efficacité pour les différents allèles de susceptibilité, mais elle
ne semble pas être corrélée à leur fréquence ;

– lorsque la fréquence de l’allèle à risque est supérieure à 0,8, l’efficacité diminue avec
la fréquence de l’allèle de susceptibilité. C’est le phénomène inverse de celui observé

7Le taux de phénocopie correspond à la proportion d’individus malades ne portant pas l’allèle à risque. Chez
ces individus, la maladie est due à d’autres facteurs, soit génétiques, soit environnementaux
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pour les fréquences faibles. Plus l’allèle de susceptibilité est fréquent, plus le nombre
d’individus témoins porteurs de cet allèle est élevé, ce qui perturbe la localisation (voir
Tableau 3.4).

NPa HetZb Pc NPa HetZb Pc NPa HetZb Pc

f = 0,02 f = 0,26 f = 0,98
malades 84 15 1 23 43 28 0 0 100
témoins 97 3 0 57 39 4 0 6 94

Homozygote non porteur de l’allèle à risque
Hétérozygote
Homozygote porteur de l’allèle à risque

TAB. 3.4: Exemple de répartition des individus malades et témoins simulés dans les diffé-
rentes catégories génotypiques pour différentes fréquences de l’allèle à risque

Ce tableau présente la répartition des 100 individus malades et des 100 individus témoins dans les
trois catégories génotypiques. Les données ont été obtenues en utilisant le gène IL13. La pénétrance
est fixée à 0.03 pour les homozygotes non porteurs, 0.06 pour les hétérozygotes et 0,3 pour les
homozygotes porteurs.

Dans le cas des maladies complexes qui sont dues à des polymorphismes fréquents
(0,2<f<0,8), la fréquence de l’allèle à risque aura donc peu d’effet sur l’efficacité de la mé-
thode ALTree .

3.4.2.2 La pénétrance de la maladie

Pour étudier l’influence de la pénétrance sur l’efficacité de la localisation des sites de
susceptibilité, nous avons réalisé des simulations sous 9 modèles différents de pénétrance
pour différentes valeurs de la fréquence f de l’allèle de susceptibilité. Ces simulations ont
été réalisées pour les deux gènes, PLAU et IL13. La valeur de la pénétrance pour les homo-
zygotes non porteurs de l’allèle à risque a toujours été fixée à 0,01. Aussi, pour la suite, nous
utiliserons la notion de risque relatif génotypique8(GRR pour genotype relative risk).

Les résultats des simulations sont représentés sur la Figure 3.6.
La Figure 3.6 montre que l’effet de la pénétrance varie en fonction de la fréquence de

l’allèle de susceptibilité.

Pour des fréquences faibles (≤ 0.04), l’augmentation des GRRhom pour un GRRhet

constant influe peu sur l’efficacité de la méthode. Ceci s’explique par le nombre d’ho-
mozygotes porteurs de l’allèle à risque très faible, voire nul (voir Tableau 3.5). Lorsque
la fréquence de l’allèle de susceptibilité est faible, on observe aussi que l’augmentation
des GRRhet entraîne une augmentation de puissance relativement importante. La rai-
son en est que les individus malades sont, dans ce cas, essentiellement hétérozygotes
ou homozygotes non porteurs de l’allèle à risque. Ainsi, lorsque le risque relatif des
hétérozygotes augmente, le nombre de malades hétérozygotes augmente par rapport
aux non porteurs, ce qui augmente l’efficacité de la méthode.

8Notion définie page 8
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FIG. 3.6: Influence de la pénétrance de la maladie sur l’efficacité de la localisation

Les résultats sont obtenus sur 1000 réplicats sur les gènes PLAU et IL13. Les simulations ont été
réalisées pour différentes valeurs de la fréquence de l’allèle de susceptibilité. Les numéros des sites
de susceptibilité correspondants et les valeurs des fréquences sont précisées sous chaque figure. La
taille de l’échantillon est fixée à 100 malades et 100 témoins. Les données permettent de reconstruire
par parcimonie respectivement un unique arbre phylogénétique (gène PLAU) et 89 arbres équipar-
cimonieux (gène IL13) non enracinés. Les états de caractères sont optimisés avec l’option acctran .

f = 0, 02d f = 0, 28d

GRRhet
e GRRhom

e HomZ NPa HetZb HomZ Pc HomZ NPa HetZb HomZ Pc

1 2 98 2 0 52 36 12
1 5 95 5 0 41 32 27
1 10 94 6 0 34 23 43
5 5 80 18 2 17 65 18
5 10 86 13 1 9 67 24

10 10 69 29 2 9 74 17
a Homozygote non porteur de l’allèle à risque
b Hétérozygote
c Homozygote porteur de l’allèle à risque
d Fréquence de l’allèle de susceptibilité
e Risque relatif génotypique des homozygotes porteurs et des hétérozygotes

TAB. 3.5: Exemple de répartition des individus malades simulés dans les différentes caté-
gories génotypiques pour différents modèles de maladie

Ce tableau représente le nombre d’individus obtenu dans chacune des catégories génotypiques lors
de la simulation de 100 individus de phénotype malade pour différentes valeurs des pénétrances et
de la fréquence de l’allèle à risque. Il s’agit d’un exemple sur une seule simulation. Le gène considéré
lors des simulations est le gène IL13.
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Pour des fréquences élevées (≥ 0.11), le nombre d’individus homozygotes porteurs de l’al-
lèle à risque est important (voir Tableau 3.5). L’augmentation du GRRhom entraîne
alors une augmentation de l’efficacité de localisation du site de susceptibilité. On ob-
serve aussi que l’augmentation des GRRhet pour des GRRhom constants n’entraîne
qu’une augmentation d’efficacité limitée, voire même, pour des fréquences de l’al-
lèle de susceptibilité et des GRRhom très élevées, que cela diminue l’efficacité de la
méthode. Quand le GRRhom et la fréquence de l’allèle sont élevés, les individus ma-
lades simulés sont majoritairement hétérozygotes et homozygotes porteurs. Lorsque
le GRRhet augmente et que le GRRhom reste stable, la proportion d’hétérozygotes va
augmenter, au détriment des homozygotes porteurs (voir les deux dernières lignes du
Tableau 3.5). Or, comme on affecte aux haplotypes le statut maladie de l’individu qui
les porte, pour un hétérozygote, il y a nécessairement un des haplotypes pour lequel
le statut maladie est faux. L’augmentation du GRRhet conduit donc, dans ce cas, à
diminuer la puissance de la méthode.

En conclusion, on peut dire que dans le cas où l’allèle à risque est peu fréquent, l’effi-
cacité sera maximale si les deux GRR sont élevés. En particulier, l’efficacité de localisation
sera plutôt meilleure pour des modèles à effet dominant. Pour des allèles plus fréquents, les
conditions optimales de détection du site de susceptibilité sont plus variables. Lorsque le
GRRhom est élevé, l’efficacité sera meilleure pour des modèles à effets récessifs ou intermé-
diaires.

3.4.3 Les paramètres liés à la reconstruction phylogénétique

La méthode ALTree repose sur la reconstruction d’une phylogénie. Les conditions de
cette reconstruction peuvent donc avoir une influence sur l’efficacité de la méthode. Nous
nous sommes intéressés à trois paramètres : la méthode de reconstruction de l’arbre, l’enra-
cinement et les méthodes d’optimisation des caractères.

3.4.3.1 La méthode de reconstruction de l’arbre

En utilisant le logiciel TREEVOLVE, nous avons simulé 5 ensembles de 24 haplotypes
différents sous un modèle de coalescence. Ces ensembles d’haplotypes correspondent à 5
topologies d’arbre-guide différentes (T1 à T5) simulées par TREEVOLVE. Chacun de ces en-
sembles d’haplotypes sert de base pour simuler et analyser 1000 réplicats selon la méthode
décrite page 71. Pour chaque topologie, nous avons comparé l’efficacité d’ALTree lorsque
la phylogénie est reconstruite par une méthode de parcimonie et par une méthode de maxi-
mum de vraisemblance. Les conditions de la reconstruction de l’arbre sont celles décrites
page 73.

Les résultats des simulations sont représentés dans le Tableau 3.6
Les résultats des simulations montrent que l’efficacité est particulièrement élevée pour

quatre des cinq jeux de données, lorsque la méthode de parcimonie est utilisée. Cette obser-
vation est probablement due à une surestimation de l’efficacité de la méthode de parcimo-
nie par rapport à celle de maximum de vraisemblance. En effet, dans nos simulations, nous
avons analysé plusieurs arbres équiparcimonieux alors que seul l’arbre le plus vraisemblable
est pris en compte pour l’analyse par maximum de vraisemblance. Cette dernière stratégie
n’est justifiée que si la vraisemblance maximale est nettement supérieure aux vraisemblances
de tous les autres arbres ou si tous les arbres dont la vraisemblance est proche conduisent à
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Topologie de l’arbre guide T1 T2 T3 T4 T5
Nb arbres équiparc. 5 30 1 128a 142a

Parcimonie 92.1 90.6 81.5 87.2 72.0
ML 67.6 63.3 90.2 84.5 63.0

a Pour des raisons de temps de calcul, seuls 50 arbres choisis
aléatoirement sont étudiés.
L’efficacité est exprimée en pourcentage de réplicats dans
lesquels le site de susceptibilité a été identifié (seul ou parmi
un ensemble d’autres sites).

TAB. 3.6: Influence de la méthode de reconstruction de l’arbre sur l’efficacité de localisation
du site de susceptibilité

Les résultats sont obtenus sur 1000 réplicats. Les pénétrances valent 0,03 pour les homozygotes non
porteurs de l’allèle à risque, 0,06 pour les hétérozygotes et 0,3 pour les homozygotes porteurs. La
fréquence de l’allèle à risque vaut 0.2. La taille de l’échantillon est fixée à 100 malades et 100 témoins.
Les arbres ne sont pas enracinés.

des efficacités similaires lors de l’analyse avec ALTree . Nous avons alors vérifié si c’était le
cas dans nos données en prenant l’exemple de la topologie T5.

Nous avons tout d’abord étudié la distribution des vraisemblances pour les arbres les
plus vraisemblables. Comme le logiciel PHYMLpermet uniquement d’obtenir l’arbre le plus
vraisemblable, pour obtenir les vraisemblances de plusieurs arbres, nous avons calculé les
vraisemblances des 142 arbres équiparcimonieux obtenus avec PAUP car nous supposons
que ces arbres font partie des arbres les plus vraisemblables. La distribution des vraisem-
blances des 142 arbres est décrite dans le Tableau 3.7.

mina maxa médiane moyenne écart-type
140,044 143,313 140,527 140,877 0,765
a Vraisemblances minimale et maximale parmi les 142

Les valeurs correspondent à l’opposé du logarithme
de la vraisemblance.

TAB. 3.7: Caractéristiques des vraisemblances des 142 arbres les plus parcimonieux (topo-
logie T5)

Ces résultats montrent que les vraisemblances sont très proches et groupées près de
la vraisemblance maximum. Nous avons alors recherché si l’efficacité d’ALTree observée
pour les 3 arbres les plus vraisemblables était équivalente. Nous avons observé que pour ces
trois arbres, l’efficacité de localisation du site de susceptibilité d’ALTree est respectivement
de 25,9%, 74,6% et 72,0%. Elles sont donc très différentes.

Finalement, comme il existe plusieurs arbres dont la vraisemblance est égale ou très
proche du maximum et que l’efficacité de la localisation du site de susceptibilité avec
ALTree est très variable sur ces arbres, il n’est donc pas du tout justifié de ne travailler
que sur l’arbre de vraisemblance maximale alors qu’on considère tous les arbres équiparci-
monieux. En effet, lorsqu’on ne considère qu’un seul arbre, il est possible qu’il ne permette
pas de localiser efficacement le site de susceptibilité alors que d’autres arbres, équivalents
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en terme de parcimonie ou dont les vraisemblances sont très proches, le permettent. Le Ta-
bleau 3.8 illustre d’ailleurs ce propos dans le cas de l’utilisation de la parcimonie : plus le
nombre d’arbres équiparcimonieux pris en compte dans l’analyse avec ALTree est grand,
meilleure est l’efficacité de la localisation.

Nb arbres équiparc. (jeu de données n° 5) 1 10 50 142a

Efficacité (%) 61.1 69.8 72,0 84,0
a Tous les arbres équiparcimonieux sont analysés

TAB. 3.8: Influence du nombre d’arbres équiparcimonieux utilisés par ALTree

Afin de réellement comparer les performances des méthodes de parcimonie et de maxi-
mum de vraisemblance, il faut donc considérer le même nombre d’arbres pour les deux
méthodes. Seule la topologie T3 le permet car il n’y a alors qu’un seul arbre le plus parci-
monieux. On observe dans ce cas que l’efficacité d’ALTree est meilleure par la méthode de
maximum de vraisemblance (90,2% contre 81,5% avec la méthode de parcimonie).

En conclusion, pour certaines topologies d’arbres et lorsque l’on n’analyse qu’un seul
arbre, l’utilisation du maximum de vraisemblance peut se révéler plus efficace que la par-
cimonie. Ces observations laissent présager que l’utilisation d’un ensemble d’arbres dont la
vraisemblance est proche du maximum pourrait donner de bons résultats.

3.4.3.2 Comparaison des méthodes de parcimonie et de vraisemblance pour l’optimisa-
tion des caractères

En parcimonie, il y a deux possibilités d’optimiser les caractères : acctran et deltran 9

alors qu’en maximum de vraisemblance, les probabilités des états aux nœuds sont définies
sans ambiguïté, et nous avons choisi d’affecter à chaque nœud, les états de caractères les
plus probables. Nous nous sommes alors interrogés sur l’efficacité respective de ces trois
méthodes d’optimisation des caractères.

Pour répondre à cette question, nous avons analysé 11 arbres parmi les 142 équiparci-
monieux, trois d’entre eux sont les arbres les plus vraisemblables, les autres sont des arbres
choisis aléatoirement. Les résultats de ces simulations sont présentés dans le Tableau 3.9.

Ces résultats confirment qu’il existe une très forte variabilité de l’efficacité de localisation
du site de susceptibilité en fonction de l’arbre qui est analysé :

– entre 28,5% et 78,3% de localisation pour l’analyse par parcimonie en utilisant
deltran

– entre 23,2% et 54,1% de localisation pour l’analyse par parcimonie en utilisant
acctran ;

– entre 19,1% et 74,6% de localisation pour l’analyse par maximum de vraisemblance.
Ils montrent aussi qu’il existe un effet de la méthode d’optimisation des caractères mais

que cet effet varie en fonction de l’arbre étudié. Globalement, sur ces données, acctran
semble donner de moins bons résultats que les deux autres méthodes. Pour les 3 arbres de
vraisemblance maximum, deltran et la méthode maximum de vraisemblance sont à peu
près équivalentes, avec un léger avantage pour la méthode de maximum de vraisemblance.
En revanche, pour les autres arbres, l’efficacité peut être très différente. On peut aussi noter

9acctran et deltran ont été définis page 26
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Parcimonie Maximum
deltran acctran vraisemblance

n° de l’arbre -log(L) détectiona uniqueb détectiona uniqueb détectiona uniqueb

ARBRES LES PLUS VRAISEMBLABLES

9 140.04 29,1 29,1 28,2 27,8 25,9 25,4
31 140.04 68,3 65,1 28,4 24,0 74,6 72,0
67 140.04 67,7 64,7 26,3 25,9 68,3 65,1

AUTRES ARBRES

1 140.32 30,1 30,1 39,8 38,9 52,5 49,4
19 140.35 28,5 28,5 34,8 33,8 19,1 18,5
89 140.42 69,0 65,4 32,3 31,5 74,2 70,7
42 140.53 68,8 67,5 25,6 25,6 29,3 28,2

119 141.19 78,3 73,5 54,1 51,2 24,6 23,3
102 141.27 73,5 71,9 23,3 22,9 29,6 28,4
142 141.65 74,3 71,5 23,2 22,3 25,7 25,0
140 143.21 68,5 65,1 49,9 48,9 71,8 68,7

a Efficacité d’ALTree pour localiser le site de susceptibilité seul ou parmi un ensemble
d’autres sites

b Efficacité d’ALTree pour localiser le site de susceptibilité sans ambiguïté

TAB. 3.9: Efficacité d’ALTree pour différentes méthodes d’optimisation des caractères

Les simulations ont été réalisées sur 11 arbres parmi les 142 arbres équiparcimonieux obtenus pour
la topologie T5. La taille de l’échantillon simulé est 100 malades et 100 témoins. Les pénétrances sont
0,03 pour les homozygotes non porteurs, 0,06 pour les hétérozygotes et 0,3 pour les homozygotes
porteurs. La fréquence de l’allèle de susceptibilité est de 0,21.

qu’en fonction de l’arbre étudié, les résultats obtenus en utilisant la méthode de maximum
de vraisemblance sont plus proches de ceux obtenus avec acctran (arbres 42, 102, 142)
ou avec deltran (arbres 31, 67, 89, 140). Il n’est donc pas possible de tirer une conclusion
générale sur l’efficacité relative des trois méthodes à partir de l’observation de ces résultats.

3.4.3.3 L’enracinement et les méthodes d’optimisation des caractères

Les résultats de toutes les simulations précédentes ont été obtenus en travaillant sur un
arbre non enraciné. Il est cependant possible de travailler sur des arbres enracinés en fai-
sant des hypothèses concernant les états ancestraux des caractères. Nous avons donc étu-
dié si l’apport d’information concernant les états ancestraux permet d’améliorer l’efficacité
d’ALTree en nous concentrant sur le cas de l’analyse par parcimonie.

De plus, au paragraphe précédent, nous avons observé une très forte variabilité entre
les résultats obtenus avec différentes méthodes d’optimisation des caractères. Dans ce pa-
ragraphe, nous nous sommes à nouveau intéressés à ce problème, mais cette fois-ci, en lien
avec l’enracinement de l’arbre et la fréquence de l’allèle de susceptibilité. Pour cela, nous
avons évalué l’efficacité de localisation du site de susceptibilité10 en réalisant des simulations

10Les simulations de l’article 2 ont montré que le mode d’optimisation des caractères n’avait pas d’influence
sur la puissance de détection de l’association. Ce résultat était attendu car la méthode de détection de l’associa-
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dans quatre conditions (arbre enraciné ou non et optimisation des caractères avec acctran
ou deltran ) pour des fréquences différentes de l’allèle de susceptibilité. Nous avons utilisé
les données des gènes IL13 et PLAU.

Intérêt de l’enracinement Les résultats du Tableau 3.10 montrent que l’importance de l’en-
racinement dépend en partie des fréquences de l’allèle de susceptibilité. En effet, on observe
que pour des fréquences très faibles (<0,1), l’enracinement permet toujours d’augmenter
l’efficacité de la localisation, quelle que soit la méthode d’optimisation des caractères utili-
sée. Au contraire, lorsque les fréquences sont fortes (>0,76), l’enracinement tend à diminuer
l’efficacité de la localisation. Lorsque les fréquences sont intermédiaires, selon les locus de
susceptibilité considérés et la méthode d’optimisation des caractères, l’enracinement permet
ou non d’augmenter l’efficacité de la méthode.

Influence de la méthode d’optimisation des caractères Les résultats du Tableau 3.10
montrent que la méthode d’optimisation a une très grande influence sur l’efficacité de la
localisation. Pour certaines fréquences du locus de susceptibilité, l’efficacité de la localisa-
tion varie d’un facteur deux entre les deux méthodes d’optimisation des caractères.

Lorsque l’arbre n’est pas enraciné, il n’y a pas de relation claire entre la méthode d’opti-
misation des caractères, la fréquence de l’allèle de susceptibilité et l’efficacité de la localisa-
tion.

Lorsque l’arbre est enraciné, l’efficacité de localisation est globalement meilleure si les ca-
ractères sont optimisés avec deltran pour des fréquences de l’allèle à risque inférieures à
0,5. Pour des fréquences de l’allèle à risque supérieures à 0,5, on observe en revanche que l’ef-
ficacité de la localisation est globalement meilleure avec acctran . Si l’on ne considère que
les fréquences extrêmes (inférieures à 0,1 et supérieures à 0,9), cette observation est encore
plus nette. La moindre efficacité d’acctran pour des fréquences de l’allèle de susceptibilité
inférieures à 0,5 a déjà été notée dans l’article 2. Dans ces simulations, nous avons montré
que deltran donne de meilleurs résultats pour 8 jeux de données sur les 10 analysés, que
les deux méthodes sont équivalentes pour un jeu de données et qu’acctran est plus efficace
pour un jeu de données. Lorsque la fréquence de l’allèle à risque est relativement faible, peu
d’haplotypes vont le porter. On s’attend donc à ce que l’allèle de susceptibilité apparaisse
plutôt tardivement dans l’arbre (vers les feuilles). En cas d’ambiguïté d’état du caractère S
chez certains haplotypes (états “ ?”), l’option deltran qui place les changements d’état le
plus tardivement possible dans l’arbre aura alors tendance à permettre une meilleure détec-
tion de site de susceptibilité. Ce phénomène est illustré par la Figure 3.7.

Le même genre de phénomène permet d’expliquer les meilleurs résultats d’acctran
pour des fréquences de l’allèle de susceptibilité supérieures à 0,75. Il faut cependant noter
que la fréquence de l’allèle de susceptibilité n’est pas le seul facteur qui influe sur l’effica-
cité relative des deux méthodes d’optimisation des caractères. La position des changements
d’état du site de susceptibilité dans l’arbre peut jouer un grand rôle : certaines configura-
tions seront plus favorablement détectées par l’une ou l’autre des méthodes d’optimisation.
Cela explique les variations parfois très fortes entre les résultats obtenus pour des fréquences
voisines.

tion ne fait pas intervenir la reconstruction des caractères sur les arbres.
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sans racine avec racine
gène fréquence deltran acctran deltran acctran
IL13 0,02 23,8 7,4 42,8 9,0
IL13 0,02 24,6 13,4 50,1 21,2
IL13 0,04 24,5 19,4 39,0 35,3
IL13 0,09 36,1 21,7 43,6 18,2
IL13 0,11 22,5 32,3 31,1 20,5

PLAU 0,11 51,1 37,9 52,6 52,7
IL13 0,19 54,6 80,0 77,1 69,4
IL13 0,19 25,9 63,1 67,4 25,4
IL13 0,22 30,4 50,8 51,0 27,7
IL13 0,24 31,8 56,9 61,0 33,3
IL13 0,26 76,3 57,7 60,7 89,4

PLAU 0,28 58,8 37,9 25,1 55,7
PLAU 0,33 66,4 72,8 68,4 66,0
PLAU 0,41 84,4 51,0 50,6 87,2
PLAU 0,43 51,1 55,2 52,6 50,2
PLAU 0,46 49,2 71,2 69,3 49,0
PLAU 0,48 59,8 93,5 77,6 57,7
PLAU 0,52 61,6 70,3 70,4 75,6
PLAU 0,54 46,1 57,2 52,5 64,8
PLAU 0,56 51,0 42,1 40,6 63,9
PLAU 0,59 77,4 40,1 36,9 86,1
PLAU 0,67 46,6 57,8 46,0 61,8
PLAU 0,72 58,4 27,7 27,1 80,8
IL13 0,74 64,6 62,3 25,4 65,5
IL13 0,76 24,3 60,6 30,8 26,5
IL13 0,78 21,3 53,8 41,9 26,3
IL13 0,80 23,6 77,8 41,7 21,9
IL13 0,80 41,7 78,2 30,4 47,4

PLAU 0,89 58,4 25,0 23,2 24,3
IL13 0,89 11,7 34,9 9,9 24.3
IL13 0,91 10,2 15,6 4,6 18,7
IL13 0,96 20,3 20,1 0,7 11,5
IL13 0,98 18,8 8,1 2,1 7,1
IL13 0,98 18,1 15,4 0,9 10,8

Les valeurs sont données en pourcentage de localisation de site de
susceptibilité (seul ou parmi plusieurs autres sites)

TAB. 3.10: Influence de l’enracinement et du mode d’optimisation des caractères sur l’effi-
cacité de la localisation avec ALTree

Les résultats sont obtenus sur 1000 réplicats. Dans chaque réplicat, l’analyse porte sur les 89 arbres
équiparcimonieux obtenus pour le gène IL13 ou sur l’arbre le plus parcimonieux obtenu pour le
gène PLAU. Les pénétrances valent 0,03 pour les homozygotes non porteurs de l’allèle à risque,
0,06 pour les hétérozygotes et 0,3 pour les homozygotes porteurs. La taille de l’échantillon est fixée
à 100 malades et 100 témoins.

La meilleure efficacité pour chaque méthode d’enracinement est écrite en gras.
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35 34
S

Changement d’état de S, option acctran
Changement d’état de S, option deltran

Site de susceptibilité

H003 cas : 19 témoins : 10

H020 cas : 15 témoins : 6

H018 cas : 8 témoins : 8

S
33

FIG. 3.7: Influence de la méthode d’optimisation des caractères dans le cas où l’allèle de
susceptibilité a une fréquence f faible (f = 0, 2)

D’après le nombre de malades et de témoins dans les différentes branches, le caractère S prendra
comme valeur M (majorité de malades) pour H020 et H003, et ? (état indéterminé) pour H018. Avec
l’option acctran , le changement d’état de S sera le plus haut possible dans l’arbre, c’est-à-dire
dans la branche entre les nœuds 35 et 34. Avec l’option deltran , le changement d’état de S sera
dans la branche entre les nœuds 34 et 33 et le site de susceptibilité pourra être détecté.

3.4.4 Variabilité liée aux jeux de données

Dans l’article 2, nous avons réalisé des simulations pour 10 jeux de données correspon-
dant à 10 topologies d’arbres différentes simulées par TREEVOLVE. Les résultats des si-
mulations décrites dans cet article montrent qu’il existe une très forte variabilité entre les
résultats obtenus par les différentes méthodes sur les 10 jeux de données alors que tous les
autres paramètres de simulation (fréquence de l’allèle de susceptibilité, pénétrance, taille de
l’échantillon, etc.) sont identiques. Cette variabilité s’observe à la fois pour la puissance de
détection de l’association et pour l’efficacité de la localisation. Nous avons alors recherché
quelles pouvaient être les causes de cette variabilité pour la méthode locus par locus (notée
SbST) et pour les deux méthodes basées sur des phylogénies : ALTree et CLADHC.

Le Tableau 3.11 rappelle les valeurs de l’écart-type de la puissance de détection de l’as-
sociation pour les 10 jeux de données.

Pour la méthode locus par locus : L’écart-type entre les puissances de détection de l’as-
sociation des 10 jeux de données est très faible lorsque le site de susceptibilité est génotypé.
Lorsque le site de susceptibilité n’est pas génotypé, cet écart-type est alors très élevé. Dans
ce dernier cas, c’est l’existence d’un site en fort déséquilibre de liaison avec le site de sus-
ceptibilité qui va influer sur la puissance de la méthode comme le montrent les résultats
de la Figure 3.8a. Cette figure montre l’influence du déséquilibre de liaison maximum entre
le site de susceptibilité et les autres marqueurs, à la fois sur la puissance de détection de
l’association dans le cas où le site de susceptibilité n’est pas génotypé, et sur l’efficacité de
la localisation. On observe que la puissance de détection de l’association augmente lorsque
qu’il existe un site en fort déséquilibre. Dans ce cas, en l’absence du site de susceptibilité,
c’est ce site en déséquilibre de liaison qui va permettre de détecter l’association. Il n’est donc
pas surprenant que l’association soit mieux détectée lorsque le déséquilibre est fort. À l’in-
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Modèle ALTree CLADHC SbSTa

A 5.63 3.24 0.13
B 6.71 5.2 9.81
C 2.24 1.83 1.58
D 11.07 7.84 5.94

a Test locus par locus
Les 4 modèles :

A : locus de susceptibilité génotypé.

B : locus de susceptibilité non génotypé

C : deux locus de susceptibilité génotypés, pénétrance des homozoygotes porteurs des deux
allèles à risque fort (0,9)

D : deux locus de susceptibilité génotypés, pénétrance des homozoygotes porteurs des deux
allèles à risque faible (0,6)

Le détail des modèles est donné page 75

TAB. 3.11: Ecarts-types de la puissance de détection de l’association obtenus lors de l’ana-
lyse de 10 jeux de données simulés sous 4 modèles différents

verse, l’efficacité de localisation du site de susceptibilité diminue lorsque le déséquilibre de
liaison maximum augmente. En effet, lorsque deux sites sont en très fort déséquilibre de liai-
son, il est très difficile de distinguer leurs effets respectifs. Ainsi, s’il existe un ou plusieurs
sites en fort déséquilibre avec le site de susceptibilité, dans certains réplicats, ces sites seront
détectés à la place du site de susceptibilité, ce qui explique la moindre efficacité d’ALTree .
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FIG. 3.8: Influence du déséquilibre de liaison maximum entre le site de susceptibilité et les
autres marqueurs

Pour les méthodes phylogénétiques : la différence entre l’écart-type obtenu pour les
simulations où le site de susceptibilité est génotypé et pour celle où il ne l’est pas n’est
pas aussi importante que pour la méthode locus par locus. Les résultats de la Figure 3.8b
confirment que le déséquilibre de liaison n’est pas un facteur principal de variation. Il est
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plus probable que les variations observées entre les jeux de données sont dues à des varia-
tions de la topologie des arbres reconstruits à partir des haplotypes. En effet, Seltman et al.
(2001) ont déjà montré que la position dans l’arbre phylogénétique des haplotypes portant
l’allèle à risque a une influence sur la puissance de détection de l’association. Elle serait plus
élevée lorsque les haplotypes portant l’allèle de susceptibilité sont regroupés en un unique
clade. Nos simulations nous ont permis de confirmer ces observations et de les étendre au
cas de la localisation des sites de susceptibilité. Nous avons pu déterminer certaines condi-
tions plus ou moins favorables pour la localisation des sites de susceptibilité. En particulier,
nous avons fait les trois observations suivantes :

– la présence de petits effectifs dans les branches proches de celles portant les change-
ments d’état des sites de susceptibilité rend la localisation des sites de susceptibilité
plus difficile ;

– la présence de réversions peut diminuer l’efficacité de localisation car les haplotypes
porteurs de l’allèle de susceptibilité ne forment plus un clade (du fait de la réversion,
tous les descendants de l’ancêtre commun porteurs de l’allèle de susceptibilité ne le
portent plus). Le jeu de données simulées présentant une réversion est celui qui a la
plus faible efficacité de localisation avec ALTree (73,8%) ;

– la présence de plusieurs sites qui co-mutent avec le site de susceptibilité ne va pas
diminuer l’efficacité de localisation, mais il sera alors impossible d’identifier de façon
unique le site réel de susceptibilité.

3.5 Étude de puissance d’une méthode phylogénétique alternative

Une autre méthode phylogénétique a été développée par Durrant et al. (2004) et implé-
mentée dans le logiciel CLADHC. Les simulations réalisées par Durrant et al. (2004) semblent
montrer que la méthode est très puissante. Cependant, le processus de simulation utilisé
dans leur étude est très particulier (les haplotypes sont fabriqués selon la méthode décrite
page 47). De plus, ils ont obtenu des résultats très différents des nôtres. En particulier, dans
leur étude, la méthode locus par locus semble vraiment peu puissante (5% pour des risques
relatifs de 3 pour les hétérozygotes et 20 pour les homozygotes porteurs de l’allèle de sus-
ceptibilité) par rapport aux autres méthodes. Nous avons donc réalisé une nouvelle étude de
puissance de la méthode CLADHCpar des simulations basées sur des haplotypes directement
reconstruits à partir de données réelles.

3.5.1 Nouvelle étude de puissance de la méthode de Durrant et al.

3.5.1.1 Résumé de l’article 3 : Clustering of haplotypes based on phylogeny : how good
a strategy for association testing ?

Par simulations, nous avons évalué la puissance de détection de l’association du test cor-
respondant à la méthode phylogénétique implémentée dans CLADHC(Durrant et al., 2004)
(nommé T[MAX] par la suite). Nous l’avons aussi comparé à deux autres tests11 : un test
allélique locus par locus et un test haplotypique classique sans regroupement préalable des
haplotypes (nommé T[h] par la suite).

11Ces tests sont aussi implémentés dans CLADHC
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Pour cette étude, nous avons réalisé nos simulations à partir de données haplotypiques
provenant soit de bases de données disponibles sur internet (SeattleSNPs pour IL13, PLAU
et TNF, et HapMap (Consortium, 2003) pour les données du chromosome 20, voir page 71),
soit d’une étude de CARD15 dans la maladie de Crohn. Pour chaque jeu de données et pour
différentes valeurs de la fréquence de l’allèle à risque et des pénétrances, nous avons formé
1000 réplicats constitués de 1000 malades et de 1000 témoins à partir des haplotypes selon
la méthode décrite au page 71. Nous les avons ensuite analysés avec le logiciel CLADHC.
Contrairement aux simulations de Durrant et al. (2004), nous avons conservé les haplotypes
en entier, ce qui nous permet d’avoir un déséquilibre de liaison réaliste entre les marqueurs.

Dans nos simulations, nous avons fait varier la fréquence de l’allèle de susceptibilité et le
risque relatif des homozygotes porteurs de l’allèle à risque. Nous avons montré que, pour les
trois tests, la puissance augmente lorsque la fréquence de l’allèle de susceptibilité augmente
et lorsque le risque relatif des homozygotes porteurs de l’allèle à risque augmente. De plus,
lorsque le site de susceptibilité n’est pas génotypé, on note que la puissance des trois tests
augmente lorsque le déséquilibre de liaison maximum entre le site de susceptibilité et les
autres sites (LDmax) augmente.

Dans cet article, nous avons aussi souligné la différence entre les résultats que nous avons
obtenus et ceux de Durrant et al. (2004). Pour des valeurs similaires des risques relatifs et de
la fréquence de l’allèle de susceptibilité, nous obtenons des puissances beaucoup plus éle-
vées qu’eux. Cela peut s’expliquer par la longueur des séquences analysées. Durrant et al.
travaillent sur une séquence de 10 Mb (5216 marqueurs) et, même s’ils ne précisent pas dans
leur article le nombre exact de marqueurs utilisés pour l’étude de puissance, on peut sup-
poser que ce nombre est très élevé. Or, les deux études utilisent la correction de Bonferroni
pour tenir compte des tests multiples. Comme les tests ne sont pas indépendants, elle n’est
pas adaptée à cette situation : la correction réalisée est trop forte, et ce, d’autant plus que le
nombre de tests réalisés est élevé. Durrant et al. (2004) travaillant sur un très grand nombre
de marqueurs, dans leurs simulations, le seuil de signification corrigé par Bonferroni sera
très élevé, ce qui explique que tous les tests paraissent peu puissants dans leur étude.

Nous avons aussi montré que, globalement, le test locus par locus est le plus puissant
quelle que soit la longueur de la séquence. Ces résultats sont contradictoires avec ceux de
Durrant et al. (2004) qui montrent que le T[MAX] est plus puissant que les deux autres tests.
Une hypothèse permettant d’expliquer cette différence est que le processus de simulation
de Durrant et al. (2004) génère des déséquilibres de liaison très particuliers favorisant le
test T[MAX]. Il faut cependant noter que la puissance de l’analyse locus par locus peut être
légèrement surestimée. En effet, pour les deux méthodes haplotypiques, les tests réalisés sont
extrêmement dépendants car ils sont réalisés dans des fenêtres chevauchantes. La correction
de Bonferroni est donc encore moins adaptée pour les deux analyses haplotypiques que pour
l’analyse locus par locus. Cependant, cet argument ne saurait expliquer les différences entre
nos résultats et ceux de Durrant et al. (2004) car la correction de Bonferroni est employée
dans les deux études.

En conclusion, nous pouvons dire que le regroupement sur la base d’un arbre reconstruit
par une méthode de distances tel qu’il est implémenté dans CLADHCn’apporte généralement
pas de gain de puissance par rapport à un test d’association locus par locus.
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3.5.2 Article 3

Clustering of haplotypes based on phylogeny : how good a strategy for association
testing ? (Bardel et al., 2005b)
Claire Bardel, Pierre Darlu et Emmanuelle Génin. Accepté pour publication par l’European
Journal of Human Genetics.
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Abstract
Haplotypes are now widely used in association studies between markers and disease sus-
ceptibility locus. However, when a large number of markers are considered, the number of
possible haplotypes increases leading to two problems: an increased number of degrees of
freedom that may result in a lack of power and the existence of rare haplotypes that may
be difficult to take into account in the statistical analysis. In a recent paper, Durrant et al1

proposed a method, CLADHC, to group haplotypes based on distance matrices and showed
that this could considerably increase the power of the association test as compared to ei-
ther single locus analysis or haplotype analysis without prior grouping. Although the
authors considered different one-disease-locus susceptibility models in their simulations,
they did not study the impact of the linkage disequilibrium (LD) pattern and of the sus-
ceptibility allele frequency on their conclusions. Here, we show, using haplotype data
from five regions of the genome of different lengths and with different LD patterns, that,
when a single disease susceptibility locus is simulated, the prior grouping of haplotypes
based on the algorithm of Durrant et al1 does not increase the power of association testing
except in very particular situations of LD patterns and allele frequencies.
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Introduction
A large number of single nucleotide polymorphisms (SNPs) can now be used to look
for an association between a disease and a candidate gene. These markers can either be
studied one at a time or jointly in haplotypes. The advantages of haplotypic versus sin-
gle marker methods have been widely debated in the literature: some studies show that
haplotypic tests are more powerful2, 3, 4 whereas others conclude that single site analysis
should be preferred5, 6, 7. However, the relative power of these two approaches depends
on whether the disease contributing SNPs are among the investigated SNPs or not8, 9, on
the number of disease susceptibility sites9, on the disease susceptibility model and on
the type of interactions between disease contributing sites10, 11. The number of SNPs that
are considered jointly in haplotypes is also an important parameter since the number of
haplotypes increases with the number of investigated SNPs and, consequently, increase
the degrees of freedom of tests comparing cases and controls, thus reducing their power.
Moreover, as some haplotypes would only be carried by a few individuals, there could
be statistical problems owing to small sample sizes making difficult the evaluation of
their possible effect on the susceptibility. To face this problem, different strategies have
been developed for the grouping of haplotypes. The Templeton et al’s method12 con-
sists in building a cladistic phylogenetic tree of the haplotypes and statistically comparing
the number of cases and controls carrying haplotypes from the different nested clades.
Recently, Durrant et al1 have proposed a different method in which the grouping of hap-
lotypes is based on a distance metric and the association in the different groups is tested
by a regression analysis. The method allows the study of large number of SNPs through a
sliding window approach and is implemented in the software CLADHC. It differs from the
Templeton’s one12 since trees are reconstructed by simple group average linkage (cluster-
ing) and rooted, instead of being reconstructed by a parsimony method and unrooted. It
also allows the analysis of long haplotypes whereas the Templeton’s method focuses on
few SNPs. Based on simulations, Durrant et al1 showed that their clustering method may
considerably increase the power to detect an association with a genomic region including
a single disease susceptibility locus as compared to single-site or classical haplotype anal-
ysis. To perform these simulations, Durrant et al1 considered the haplotype data observed
in Caucasians in a 10Mb region of the chromosome 20. To determine if their conclusions
remain valid with different genes and linkage disequilibrium (LD) patterns, we present
here the results of simulations using real haplotype data from five different genomic re-
gions.

Material and methods

Description of the data
Data from the Variation Discovery Ressource Project13 Various genes are sequenced
in 23 unrelated European individuals. SNPs are identified within these genes and the most
likely haplotypes are reconstructed using Phase v2.014, 15. Three genes are studied
here:

• IL13 (Interleukine 13): 6919 base pairs (bp) on the chromosome 5q31: 12 bi-allelic
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loci are kept, defining 14 different haplotypes;

• PLAU (Plasminogen Activator Urokinase): 9274 bp on the chromosome 10q24: 16
bi-allelic loci are kept, defining 10 different haplotypes;

• TNF (Tumor Necrosis Factor): 4830 bp on the chromosome 6p21.3: 10 bi-allelic
loci are kept, defining 6 different haplotypes.

Data from the chromosome 20 (HapMap project) A 500kb region of chromosome 20
sequenced for 30 CEPH trios is randomly chosen (from position 48362908 to 48862907).
The most likely haplotypes are reconstructed using Phase v2.014, 15. Two different sets
of SNPs are studied:

• CHR20_1 (461 kb): 13 randomly chosen SNPs, defining 37 different haplotypes

• CHR20_2 (442 kb): 12 randomly chosen SNPs, defining 38 different haplotypes

Data on the CARD15 region The data set16 includes 232 families with two affected
children and their parents genotyped for 13 SNPs covering 140 kb in the CARD15 region.
Haplotypes were reconstructed using GENEHUNTER 2.0b17. Haplotypes with missing
data were removed and 531 control haplotypes (parental haplotypes non-transmitted to
the children) were kept for the analysis. These data include 88 different haplotypes.

The pairwise LD (r2 value) for these six data sets obtained with GOLD software18 are
presented as supplementary data.

The three tests
The data were analyzed using the CLADHC software1, kindly provided by Caroline Dur-
rant. This program considers overlapping sliding windows of SNPs across the haplotypes.
In each window, three association tests are performed:

• A single-locus allele-based analysis using Pearson’s chi-square test.

• An haplotype-based logistic regression without grouping of haplotypes referred to
as T[h].

• An haplotype-based logistic regression analysis with clustering of haplotypes: a
tree of the haplotypes is reconstructed using a distance method and a statistics is
calculated at each level of the tree. The statistics at the level maximizing the ev-
idence of a disease-marker association is then retained. This test is referred to as
T[MAX].

For each window, the program also provides a significant threshold calculated using the
Bonferroni correction. The single-locus test is corrected for the number of SNPs, T[h] is
corrected for the number of windows and T[MAX] is corrected for the number of windows
and for the number of level in the tree.
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The simulation process
We start by selecting a site as the disease susceptibility (DS) site in the studied gene. In
the following, we will assume that the minor allele at this locus is the one that confers
the highest risk of disease (DS allele). To generate the genotype of each individual, pairs
of haplotypes are randomly sampled with replacement and the disease status is obtained
by applying the penetrance f2, f1 and f0 associated to the different genotypes (2, 1 or 0
DS alleles) at the DS locus. The chosen penetrance values correspond to an heterozygote
Genotype Relative Risk (GRR) of 1.5 and to homozygote GRRs of 2, 5 and 10 respec-
tively. We keep sampling with replacement until we obtain 1,000 cases and 1,000 controls.
This constitutes a replicate and 1,000 such replicates are simulated for each of the studied
penetrance vectors. CLADHC1 was applied on the simulated data either with the DS site
being kept or removed. The powers of the three tests (single-locus, T[h] and T[MAX])
to detect an association are compared as in Durrant et al1. Windows of six markers are
considered for T[h] and T[MAX] tests. Type I errors were evaluated by simulations under
the null hypothesis of no association, assigning identical values of the penetrances to all
three genotypes (f2 = f1 = f0 = 0.50) for both cases and controls. However, since the
number of performed tests vary from one method to another, different type I errors are
obtained. Therefore, to compare the powers of the methods, the data were re-analyzed
with different nominal values, until the observed type I errors equal 1% for all the three
tests.

For IL13, PLAU, TNF, CHR20_1 and CHR20_2, all the SNPs are considered as the
susceptibility site in turn, except when two sites are in complete linkage disequilibrium.
In this latter case, only one of the two sites is studied. For the CARD 15 region, as the
computation time is really longer due to the larger haplotypic diversity in the data set,
only 9 SNPs out of the 13 are analyzed.

Results
Results of the power computations are presented in Table 1 and in Figure 1 and 2. In
Table 1, the power to detect an associaion is presented for site 13 of the CARD15 region.
As expected, the power of the three tests is higher when the homozygote GRR is high,
and when the susceptibility site is included in the analysis. The same results are obtained
for all the sites on the four genes.

The power of the three tests for an homozygote GRR of 2 is presented in Figure 1 and
2 for different values of DS allele frequency and for different maximum linkage disequi-
librium (LDmax, based on the r2 values) between the susceptibility site and another site.
Whatever the test, we can see that the power increases when the DS allele frequency and
the LDmax increase.

The difference in power for the three tests can be tested by a Friedman two-way anal-
ysis of variance. As our data sets are heterogeneous, we test separately the data sets corre-
sponding to long sequences (CHR20_1, CHR20_2 and CARD15) and to short sequences
(IL13, PLAU and TNF). The two groups are referred to as LS and SS respectively. When
the susceptibility site is present (Figure 1), we find that the power of the three tests is sta-
tistically different at the 1% level for LS and SS. As expected in this case, the single locus
test is more powerful than the two others since the use of haplotypes increases the number
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of tests without adding any information. The difference in power between the two haplo-
typic tests is not significant at the 5% level for both LS and SS. When the susceptibility
site is removed (Figure 2), the difference in power between the three tests is significant at
the 1% level for LS and at the 5% level for SS. The pairwise comparisons of the three tests
show that T[h] and T[MAX] are not significantly different at the 5% level for both LS and
SS and that the single locus test is more powerful than the two other tests. The power of
the single locus test is particularly high when LDmax is high. However, it should be noted
that for the haplotypic tests, the results in the overlapping windows are highly correlated.
Thus, they may suffer a greater loss of power due to the Bonferroni correction than the
single locus test. With a less conservative correction for multiple testing, the difference of
power between the single locus test and the haplotypic tests should be reduced.

For an homozygote GRR of 5, the powers are very high for all the three tests (around
100% for 2/3 of the tested sites), and no significant difference is observed between the
three tests.

In this study, as in Durrant et al’s1, we assume that haplotypes can be reconstructed
without ambiguity. If this is not the case, haplotype uncertainty should be taken into
account in the haplotype tests and their power will be reduced. The power of the single
locus test will not be affected and thus the difference in power between the tests will be
increased.

Discussion
The results obtained in this study turn out to be very different from those published by
Durrant et al1, although the same software is used. For the same GRR values, our power
estimates are definitively higher than their. A possible explanation may be the large size
of their analyzed region (10 Mb region, 5216 markers): although they do not specify the
number of markers included in the “flanking region” used to evaluate the power, we can
assume that they are numerous and that a strong correction for multiple testing is used,
thus decreasing the power of all the three methods. Our results show that Durrant et al’s
method does not generally lead to a statistically significant gain in power compared to
both single locus and T[h] tests, T[MAX] being the most powerful test only for 6 sites
out of the 57 sites tested. One must note that CLADHC is designed to analyse long
sequences (several Mb), and thus, in our simulations, we may not be under the optimal
conditions, especially for the three short sequences IL13, PLAU and TNF. For the CHR20
data for which distances between markers are close to the ones in the example given by
Durrant et al1 (17 of their 23 studied markers are in a 600kb region of the CFTR gene) we
indeed find that the performance of T[MAX] compared to T[h] and to the single locus test
is better than in the other studied regions. However, even then, T[MAX] has the highest
power for only five sites out of 25. For the remaining 20 sites, there is a lack of power
when using T[MAX] instead of T[h] or a single locus test. The relative power of the
three tests seems to vary with the LDmax and with the frequency of the DS allele: all
sites but one for which T[MAX] performs better than the two other tests have moderate
LDmax (<0.6) and moderate frequency of the DS allele (<0.27). The difference between
our results and Durrant et al’s may be explained by the simulation process they use to
generate their sample of haplotypes: they are obtained after a particular processing of
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the observed data that might lead to extreme LD patterns. In our simulations, whole
haplotypes are sampled from real data sets, thus keeping the observed LD between the
studied locus.

The power of another phylogeny-based association test has also been investigated by
Seltman et al19 who extended the Templeton’s method12 to case-parent trios data. But
they use a simulation process different from the one used here and in Durrant et al1.
Indeed, rather than choosing a susceptibility site, Seltman et al19 choose groups of at-risk
haplotypes on the tree and assume that all the other haplotypes are only carried by control
individuals. This may give an advantage to the evolutionary-based method, especially
when the at-risk haplotypes are all grouped in a clade

To conclude, the distance-based grouping of haplotypes as described in Durrant et al1

will usually result in a lack in power as compared to other association tests except for very
particular patterns of LD and DS frequency where a slight gain in power may be obtained.
However, as suggested in Durrant et al1, in Seltman et al19 and in Bardel et al20, the
various clustering or phylogeny-based methods might be more powerful when more than
one susceptibility site are involved in the disease and be more efficient to precisely localize
these susceptibility sites along the haplotypes. Further investigations should confirm these
points.

Supplementary information is available at European Journal of Human Genetics’ web-
site
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GRR a Single locus T[h] T[MAX]
Hom Het Power with susceptibility site (%) b

2 1.5 81.3 46 39.6
5 1.5 99.8 94.2∗ 93.6∗

10 1.5 100∗ 100∗ 100∗
Hom Het Power without susceptibility site (%) b

2 1.5 13.7∗ 8.6 11.8∗
5 1.5 52.9 31.1 38.3

10 1.5 96.5∗ 87.7 94.8∗

The maximum LD between the susceptibility site
(SNP 13) and another site equals 0.23. The fre-
quency of the susceptibility allele equals 0.11.

a Genetic Relative Risks. Hom=homozygote,
Het=heterozygote. The penetrance for homozygotes
carriers of 0 disease susceptibility allele was set to
0.01.

b Powers (%) were evaluated on 1000 simulations.
Type I error = 1%. T[MAX] refers to as the grouping
method proposed by Durrant et al 1 and T[h] to the
haplotype test without prior grouping. For each pen-
etrance vector, the best power is indicated in bold.

* indicates that there is no statistical difference be-
tween the values (at the 5% level).

Table 1: Power of the three tests obtained over 1,000 simulations for different penetrance
vectors in the CARD 15 region. The chosen susceptibility site is SNP 13
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Figure 3: (Supplementary figure) Pairwise linkage disequilibrium for the six data sets.
The LD is measured with the r2 statistics. The sites chosen as susceptibility sites in the
analysis are underlined.
a: CHR20_1, b: CHR20_2, c: CARD15, d: IL13, e: PLAU, f: TNF.
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Après avoir étudié la puissance d’ALTree par simulations, nous avons cherché à l’appli-
quer sur des données différentes de celles que nous utilisions en simulations. Nous l’avons
tout d’abord appliquée à des données simulées pour un atelier de travail international (GAW
12). Dans un second temps, grâce à des collaborations avec des médecins, nous avons pu uti-
liser ALTree sur des données sur la maladie de Crohn et sur la schizophrénie.
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4.1 Les données simulées pour GAW12

Nous avons appliqué notre méthode aux données simulées pour un atelier de travail
international (Genetic analysis Workshop 12). Ces données sont simulées selon un processus
décrit dans les articles de Thomas et al. (2001) et Almasy et al. (2001). Elles correspondent
aux génotypes et aux phénotypes de 1497 individus répartis sur 23 généalogies, issus d’une
population affectée par une maladie multifactorielle fréquente (prévalence1 25%). Cette ma-
ladie est déterminée par des facteurs génétiques et environnementaux qui influencent soit
directement la probabilité pour les individus d’être malades, soit des traits quantitatifs qui
vont à leurs tour modifier cette probabilité.

4.1.1 Description des données

Nous avons travaillé sur un des gènes de susceptibilité à la maladie, le gène majeur 6
(MG6), qui influence directement la probabilité pour un individu d’être atteint par la mala-
die. Dans notre analyse, nous nous sommes intéressés à un seul réplicat (réplicat numéro 5).
Afin de travailler dans un contexte cas/témoins, nous n’avons retenu dans notre échantillon
que les individus fondateurs (i.e. qui n’ont pas de parents dans la généalogie). Les haplo-
types de ces individus ont été reconstruits en utilisant le logiciel GENEHUNTER(Daly et al.,
2001a)2 après avoir découpé les généalogies en familles nucléaires constituées de l’individu
fondateur dont on veut reconstruire les haplotypes, son conjoint et ses enfants. Les indivi-
dus pour lesquels la reconstruction n’a pas pu se faire sans ambiguité n’ont pas été inclus
dans l’échantillon. Au final, notre échantillon est constitué de 178 haplotypes (66 haplotypes
de malades, 112 haplotypes de témoins), répartis en 72 catégories haplotypiques. Chaque
haplotype est formé de 181 SNPs bialléliques dont 87 sont monomorphes.

4.1.2 Analyse des données par ALTree

4.1.2.1 Reconstruction de l’arbre par une méthode de parcimonie

Nous avons reconstruit la phylogénie des haplotypes en utilisant la méthode de parci-
monie implémentée dans le logiciel PAUP. Les paramètres sont les mêmes que ceux décrits
page 96. Nous avons obtenu 208 arbres équiparcimonieux non enracinés dont l’indice de co-
hérence CI vaut 0,65 (0,55 si les sites non informatifs sont éliminés). Comme nous ne dispo-
sions pas de la séquence ancestrale pour enraciner l’arbre, nous avons utilisé deux séquences
ancestrales hypothétiques :

mfH : l’haplotype le plus fréquent dans l’échantillon ;

consH : une séquence consensus formée par l’ensemble des allèles les plus fréquents pour
chaque SNP. Cette séquence ne faisait pas partie des haplotypes présents dans l’échan-
tillon.

Puis, nous avons comparé les résultats obtenus avec chacune d’entre elles.

1La prévalence correspond à la fréquence de la maladie dans une population donnée, à un moment donné
2Nous avons vu au chapitre1, que le logiciel GENEHUNTERn’est pas très adapté pour la reconstruction haplo-

typique de données en présence de déséquilibre de liaison. Nous l’avons cependant utilisé car, avant mai 2004,
il n’existait pas d’autres logiciels de reconstruction haplotypique pour des données familiales
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Test d’association Le test d’association a été réalisé sur l’un des 208 arbres obtenus avec
PAUP. Nous avons évalué la p-value en effectuant 10 000 répétitions et nous avons trouvé
que, selon la séquence ancestrale choisie, le test est soit très significatif (pmfH = 7, 99× 10−4),
soit non significatif (pconsH de 0,07) mais tout de même relativement proche de la limite de
significativité. Ces résultats contradictoires sont expliqués par le phénomène représenté par
un exemple sur la Figure 4.1. Dans les deux cas, on observe un groupe constitué d’haplotypes
portés préférentiellement par les malades, mais, selon l’ancêtre choisi, ce groupe ne sera pas
situé au même niveau dans l’arbre.

grand nombre
de malades

χ2 à 1 ddl

mfH

ConsH

χ2 à 10 ddl

de malades
grand nombre

ConsH

mfH

FIG. 4.1: Influence du choix de l’ancêtre sur la puissance du test d’association

Lorsque l’arbre est enraciné en utilisant l’haplotype majoritaire, le groupe contenant majoritai-
rement des haplotypes portés par des malades est situé au 1er niveau de l’analyse. Le nombre
de malades et de témoins dans ce groupe est donc comparé au nombre de malades et de té-
moins dans un seul autre groupe. Le test n’a qu’un seul degré de liberté et il est très significatif.
Lorsque l’arbre est enraciné en utilisant l’haplotype consensus, le groupe contenant majoritai-
rement des haplotypes portés par des malades est situé au 5e niveau sur la figure. Le test réalisé
à ce niveau a alors 10 degrés de liberté et n’est pas significatif.

Dans le cas des données GAW, lorsque l’arbre est enraciné sur la séquence majoritaire, le
test réalisé au niveau où le groupe contenant un excès de malades peut être détecté possède
2 degrés de liberté. Lorsque l’arbre est enraciné sur la séquence consensus, ce test possède
38 degrés de liberté. Cela explique la différence observée entre les p-values pour le test d’as-
sociation.

Localisation du site de susceptibilité Le test de localisation des sites de susceptibilité a été
réalisé sur les 208 arbres équiparcimonieux identifiés par PAUP avec les trois options sui-
vantes pour l’enracinement : non enraciné, enraciné en utilisant l’haplotype le plus fréquent
comme ancêtre ou enraciné en utilisant une séquence consensus comme ancêtre. Comme les
résultats sont très similaires pour les trois options (Vi de même ordre de grandeur pour les
différents sites), seuls les résultats obtenus avec l’arbre non enraciné sont présentés dans le
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Tableau 4.1.
Pour ces analyses, nous avons choisi d’attribuer l’état “ ?” (donnée indéterminée) au ca-

ractère S pour les haplotypes appartenant à des catégories représentées par un seul haplo-
type de malade ou un seul haplotype de témoin. De plus, les effectifs de chaque catégorie
haplotypique étant faibles, le caractère S est déterminé (état différent de “ ?”) pour seule-
ment 15 catégories haplotypiques sur les 72 quand le paramètre ε3 est fixé à 1. Nous avons
donc choisi de baisser le paramètre ε à 0,5 pour augmenter le nombre de catégories haplo-
typiques pour lesquelles le caractère S est indéterminé (ce nombre de catégories passe alors
à 21). Enfin, lorsque plusieurs sites sont en déséquilibre complet (r2 = 1), un seul site a été
choisi pour représenter l’ensemble.

acctran deltran

27, 30 (5,5) 30 (5,5)
10, 86, 107, 153 (3.8) 86 (3,8)

24, 161, 174 (3) 27 (2,7)
190 (1,3) 201 (2,1)
201 (1,2) 10, 40, 64, 107, 153 (1,8)

TAB. 4.1: Localisation du site de susceptibilité sur les 208 arbres reconstruits par parcimonie
(arbre non enraciné)

L’analyse a été réalisée pour les deux méthodes d’optimisation des caractères sur l’arbre
(acctran et deltran ).

Pour chacune d’entre elles, nous avons retenu les sites auxquels étaient attribuées les 5
valeurs de Vi les plus élevées. Les numéros de ces sites sont indiqués dans le tableau et les
valeurs des Vi correspondantes sont précisées entre parenthèses en italique.

Le site de susceptibilité simulé est indiqué en gras.

Les sites de susceptibilité les plus probables d’après ce tableau sont les sites 30, 27 et 86
puis, les sites 10, 107 et 153. Or, le site de susceptibilité simulé est le site 10. Notre méthode
nous permet donc d’identifier le site de susceptibilité parmi les 6 locus les plus probables
mais pas parmi les 3 locus les plus probables. Quelques observations schématisées sur la
Figure 4.2 permettent d’expliquer ce résultat :

Le nombre d’individus analysés dans cette étude est relativement faible (66 malades et
112 témoins). On peut penser qu’en augmentant la taille de l’échantillon, on améliorerait la
détection du site 10. En effet, la détection des sites 30 et 86 est liée au fait que ces catégories
sont rares. On peut penser qu’avec un effectif plus élevé, les branches sur lesquelles ces sites
changent ne seraient pas détectées. On peut aussi espérer qu’une augmentation de l’effectif
permette d’identifier la deuxième branche sur laquelle le site 10 change d’état.

On note qu’en utilisant d’autres paramètres pour définir les états du caractère S pour
les différents haplotypes et, en particulier, en utilisant l’information des catégories haploty-
piques représentées par un seul haplotype, on obtient des résultats légèrement différents. Le
Vi du site 10 est le deuxième plus élevé derrière celui du site 221 lorsqu’acctran est utilisé.
Avec deltran , le Vi du site 10 est le troisième derrière celui du site 221 et du groupe de sites
30, 109, 189 et 219.

3Pour une description du paramètre ε, voir page 66
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Changement d’état du caractère S
86

30

27
10

107
etc

Changement d’état du site 86
86

10

Sites dont le CI vaut 1
⇒ Vi plus élevé que le site 10

catégorie rare
non détectée

catégorie rare
détectée à tort

catégorie rare
détectée à tort

FIG. 4.2: Exemple d’arbre illustrant les problèmes observés pour la localisation du site de
susceptibilité pour les données GAW

Le site 10 change d’état sur deux branches de l’arbre, dont une branche terminale menant à
une catégorie haplotypique représentée par un seul malade. Or, pour les catégories haplotypiques
ne comportant qu’un seul élément, nous avons choisi d’attribuer l’état indéterminé au caractère S.
Notre programme ne peut donc détecter le site 10 que sur l’autre branche.

Sur cette autre branche, 11 autres sites changent d’état dont, en particulier, le site 27 qui ne
change d’état que sur cette branche. Cela explique que le Vi de ce site soit supérieur à celui du site
10 qui n’est détecté qu’une seule fois, alors qu’il change deux fois d’état sur l’arbre.

En plus de cette branche, le caractère S change d’état sur 3 autres branches. Ces trois branches
sont des branches terminales dans lesquelles l’effectif est faible. Elles sont systématiquement détec-
tée. Or, sur deux de ces branches, les sites 86 et 30 changent d’état. Le site 30 ne mutant que sur cette
branche et cette branche étant systématiquement détectées, cela explique qu’il ait le plus fort Vi.
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4.1.2.2 Reconstruction de l’arbre par une méthode de maximum de vraisemblance

Nous avons reconstruit la phylogénie en utilisant le logiciel PHYML et nous avons re-
construit les états de caractère en utilisant le logiciel PAML. Nous avons utilisé les mêmes
paramètres de reconstruction de l’arbre que ceux décrits page 74, à l’exception de la pro-
portion de sites invariants que nous avons estimée au lieu de la fixer à zéro car il y a de
nombreux sites invariants dans les données GAW.

Test d’association Le test d’association a été réalisé sur l’arbre le plus vraisemblable.
Comme pour l’analyse par parcimonie, nous obtenons des p-values très différentes selon
la séquence ancêtre choisie. Lorsque l’ancêtre est l’haplotype majoritaire, le test est très si-
gnificatif (pmfH = 5 × 10−4) alors qu’il ne l’est pas du tout lorsque l’ancêtre est l’haplotype
consensus (pconsH = 0.7). Il se produit un phénomène semblable à celui décrit sur la Fi-
gure 4.1 dans le cas où la méthode de parcimonie est utilisée. Les nombres de degrés de
liberté des tests effectués au niveau de l’arbre où se situe le groupe contenant une majorité
d’haplotypes malades sont encore plus différents avec la méthode de maximum de vraisem-
blance qu’avec la méthode de parcimonie (2 ddl avec mfH, 56 ddl avec consH).

Localisation du site de susceptibilité Le test de localisation a été réalisé sur l’arbre non en-
raciné le plus vraisemblable. Comme pour l’analyse de parcimonie, nous avons choisi d’at-
tribuer l’état “ ?” au caractère S pour les catégories haplotypiques représentées par un seul
haplotype et de fixer la valeur de ε à 0,5. Les résultats sont récapitulés dans le Tableau 4.2.

sites Vi

27 et 30 5,5
13 4.7

10, 64, 86 et 153 3.7
17 3,4

24 et 12 2,9

Tous les sites dont le Vi est supérieur à zéro sont présentés dans le tableau.

TAB. 4.2: Localisation du site de susceptibilité sur l’arbre de vraisemblance maximum
(arbre non enraciné)

Les résultats sont assez semblables à ceux obtenus sur l’arbre reconstruit par parcimonie.
Le site de susceptibilité n’est pas l’un des deux sites pour lesquels le Vi est maximum mais il
est détecté parmi les sites possédant les 3 valeurs maximales de Vi. Comme pour les arbres
reconstruits par parcimonie, plusieurs sites (7) changent d’état sur la même branche que le
site de susceptibilité.

4.1.3 Conclusion

Cette étude illustre bien certains problèmes de notre méthode. Tout d’abord, concernant
la détection de l’association, le niveau de l’arbre où est détecté le groupe d’haplotypes es-
sentiellement porté par des malades va énormément influencer la puissance de détection
de l’association. Or, ce niveau dépend beaucoup de la position de la racine de l’arbre. Le
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choix de la séquence ancestrale est donc très important. Dans l’exemple des données GAW,
on remarque que l’enracinement sur l’haplotype majoritaire donne un meilleur résultat que
l’enracinement sur l’haplotype consensus. Cependant, dans l’absolu, il est assez difficile de
choisir entre les deux méthodes d’enracinement. D’après la théorie de la coalescence, l’haplo-
type majoritaire doit être l’haplotype ancêtre. Il possède l’avantage d’être toujours présent
dans l’échantillon, ce qui permet d’être certain qu’il s’agit d’un haplotype existant réelle-
ment dans la population. Cependant, comme les individus portant l’haplotype ancêtre ne
vont pas être intégrés dans l’analyse, le fait de choisir l’haplotype majoritaire peut parfois
faire beaucoup baisser la taille de l’échantillon. C’est pourquoi il est conseillé de tester plu-
sieurs méthodes d’enracinement.

Il faut cependant souligner que le problème de la position du groupe d’haplotypes portés
essentiellement par des individus malades se pose surtout pour les jeux de données consti-
tués d’un grand nombre de catégories haplotypiques, puisque le nombre de degrés de liberté
du test en dépend.

Concernant la localisation du site de susceptibilité, on remarque que lorsque plusieurs
sites mutent sur la même branche que le site de susceptibilité à la maladie, le Vi de tous
ces sites est élevé, ce qui rend plus difficile l’identification précise du site de susceptibilité.
Le second problème mis en évidence par cet exemple est celui des faibles effectifs. En effet,
lorsqu’une catégorie haplotypique n’est représentée que par un faible nombre d’haplotypes,
et en particulier, par un seul haplotype, il est difficile de lui attribuer l’état du caractère “S”.
Nous avons testé deux possibilités :

– soit imposer l’état du caractère en fonction du statut du porteur de l’haplotype. Mais,
le risque d’erreur dans l’attribution de l’état du caractère S peut être assez élevé si un
individu hétérozygote porte un haplotype rare, ou dans le cas de phénocopies ou de
pénétrance incomplète. C’est ce qui nous fait détecter à tort le site 221 lors de l’analyse
des arbres reconstruits par la méthode de parcimonie4 ;

– soit imposer l’état “indéterminé” à ces catégories. Dans ce cas, il ne sera pas possible
de détecter des changements du site de susceptibilité sur des branches menant à une
catégorie rare. Le Vi du site de susceptibilité risque alors d’être plus faible que celui
d’autres sites, en particulier, de sites qui ne changent d’état que dans une seule branche
de l’arbre sur laquelle un changement d’état de S est observé.

Il existe une troisième solution qui consiste à éliminer les haplotypes rares de l’échantillon.
Cette solution est relativement souvent employée dans la littérature (par exemple Zhu et al.
(2000); Rodriguez et al. (2004); Keavney et al. (1998), etc.). Cela implique une certaine perte
d’information. Sur les données GAW, nous avons éliminé les catégories haplotypiques ne
contenant qu’un seul haplotype. Il nous reste alors 38 catégories haplotypiques que nous
avons utilisées pour reconstruire un arbre par la méthode de maximum de vraisemblance.
L’analyse de l’arbre le plus vraisemblable nous a permis cette fois de détecter le site de sus-
ceptibilité parmi les 4 sites ayant le Vi le plus élevé (Vi=4,8).

Il est donc probable qu’en fonction des jeux de données, l’un ou l’autre de ces traitements
des catégories rares soit plus efficace. Il est alors intéressant de réaliser les analyses dans les
trois conditions, puis de les comparer.

4le même phénomène s’observe aussi sur l’arbre reconstruit par maximum de vraisemblance
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4.2 La maladie de Crohn

La maladie de Crohn est une maladie inflammatoire de l’intestin qui apparaît la plupart
du temps lors de l’adolescence (15 à 25 ans). Ses symptômes principaux sont des douleurs
et des crampes abdominales, des diarrhées chroniques, une perte de poids et, parfois, de la
fièvre. Actuellement, l’incidence de cette maladie tend à augmenter : inconnue avant 1920,
sa prévalence atteint maintenant 0,15% dans les pays d’Europe de l’ouest et en Amérique du
nord (Schreiber et al., 2005).

Les causes exactes de la maladie de Crohn ne sont actuellement pas connues. L’augmen-
tation de la prévalence suggère que des facteurs environnementaux liés au mode de vie
seraient impliqués : présence d’agents infectieux, modification du régime alimentaire, etc.
D’autre part, de nombreux arguments montrent le rôle de facteurs génétiques :

– forte agrégation familiale : le risque de la maladie chez les frères et sœurs d’un individu
atteint de la maladie de Crohn est 15 à 35 fois supérieur au risque de la population
générale (Schreiber et al., 2005) ;

– taux de concordance de 20 à 50% chez les jumeaux monozygotes alors qu’il est de 0 à
4% chez les dizygotes (Brant et Shugart, 2004).

La maladie de Crohn a donc une étiologie complexe et il est maintenant admis qu’il existe
non pas un gène responsable, mais plusieurs facteurs génétiques de risque, dont l’action
peut être modifiée par des facteurs environnementaux.

4.2.1 Le rôle du gène CARD15

La première région impliquée dans la susceptibilité à la maladie de Crohn a été décou-
verte par analyse de liaison sur l’ensemble du génome (Hugot et al., 1996). Il s’agit de la
région péri-centromérique du chromosome 16 qui a été nommée IBD1 (Inflammatory Bo-
wel Disease locus 1) par Hugot et al.. Cette découverte a été répliquée par de nombreuses
analyses de liaison ; c’est pourquoi, à la fin des années 90, cette région a fait l’objet de nom-
breuses études. Finalement, en 2001, deux équipes ont simultanément montré l’implication
du gène CARD15 (codant pour la protéine NOD2) dans la susceptibilité à la maladie de
Crohn (Hugot et al., 2001; Ogura et al., 2001) et ont identifié des polymorphismes associés à la
maladie : R702W (SNP 8) et G908R (SNP 12) (Hugot et al., 2001) et 1007fsInsC (SNP13) (Hugot
et al., 2001; Ogura et al., 2001).

Nous avons cherché à répliquer ces résultats en utilisant notre méthode phylogénétique.

4.2.2 Le jeu de données

4.2.2.1 Obtention des données

Les données nous ont été fournies par Jean-Pierre Hugot. Elles sont constituées de 235
familles avec au moins un enfant atteint de la maladie de Crohn. Tous les individus ont été
génotypés pour 13 SNPs5 dans le gène CARD15. La Figure 4.3 représente la position des 13
marqueurs dans la région CARD15.

Les haplotypes de tous les individus ont été reconstruits par GENEHUNTER 2.0b(Daly
et al., 2001a). Nous avons ensuite conservé un seul enfant atteint par famille, choisi aléatoire-
ment, et nous avons éliminé les haplotypes où il manquait des données pour plus de 2 mar-

5Pour une description plus complète de la méthode de séquençage, voir Hugot et al. (2001)
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FIG. 4.3: Organisation de la région contenant le gène CARD15 et localisation des 13 poly-
morphismes

queurs. Nous avons obtenu un échantillon de 375 haplotypes de malades. Les haplotypes
des parents non transmis à l’enfant atteint sélectionné ont alors été affectés à l’échantillon de
témoins. Après élimination des haplotypes pour lesquels il manquait des données pour plus
de deux marqueurs, cet échantillon est finalement constitué de 351 haplotypes. Au total, les
726 haplotypes de l’échantillon global se répartissent en 126 catégories haplotypiques.

4.2.2.2 Analyse descriptive des données

Les fréquences alléliques des différents SNPs sont données sur la Figure 4.4a et la matrice
de déséquilibre de liaison (produite par le logiciel GOLD (Abecasis et Cookson, 2000)) est
représentée sur la Figure 4.4b. On remarque que les marqueurs situés entre le SNP 5 et le
SNP 13 forment un bloc en fort déséquilibre de liaison.

4.2.3 Analyse des données par ALTree

Nous avons reconstruit l’arbre racontant l’histoire évolutive des 126 haplotypes en uti-
lisant la méthode de parcimonie implémentée dans le logiciel PAUP. Nous avons retenu
1000 arbres équiparcimonieux (1000 étant la limite que nous avons fixée à PAUP), dont le
CI vaut 0,0909. La quantité d’homoplasie est donc très importante dans ce jeu de données
et nous pouvons penser qu’elle est en partie due à de la recombinaison. Nous avons donc
décidé de limiter l’analyse à une région du gène CARD15 dont on pouvait supposer qu’elle
contenait peu de recombinaisons. Pour cela, nous nous sommes intéressés au déséquilibre
de liaison entre les marqueurs. La Figure 4.4b suggère que les SNPs 5 à 13 forment un bloc.
Cette conclusion correspond aux résultats de Vermeire et al. (2002) obtenus sur une popula-
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témoins malades
marqueurs allèle 1 allèle 1

SNP 1 0,37 0,40
SNP 2 0,77 0,62
SNP 3 0,64 0,65
SNP 4 0,61 0,50
SNP 5 0,39 0,50
SNP 6 0,39 0,50
SNP 7 0,64 0,68
SNP 8 0,10 0,16
SNP 12 0,97 0,94
SNP 9 0,40 0,32
SNP 13 0,95 0,87
SNP 10 0,59 0,67
SNP 11 0,89 0,89

(a) Fréquences alléliques des 13 SNPs chez
les témoins et chez les malades

Les 13 SNPs sont représentés en abcisse et en ordonnée. Dans la
matrice, les valeurs de déséquilibre de liaison (LD) pour chaque
paires de SNPs sont représentée selon le code de couleur expliqué
sur l’échelle, à droite de la matrice. Le LD de la paire de SNPs (A,B)
étant le même que celui de la paire (B,A), la matrice est symétrique.

(b) Matrice de LD (mesure de déséquilibre : D’)

FIG. 4.4: Analyse descriptive des données sur la maladie de Crohn

tion canadienne. C’est pourquoi, dans la suite de notre analyse, nous ne travaillerons plus
que sur ces 7 SNPs, qui définissent 33 haplotypes différents. Par ce processus, nous obtenons
un nouveau jeu de données contenant beaucoup moins d’homoplasies : le CI des arbres re-
construits par parcimonie vaut alors 0.32.

4.2.3.1 Reconstruction de l’arbre par parcimonie

Nous avons reconstruit la phylogénie en utilisant la méthode de parcimonie implémen-
tée dans PAUP6. Comme nous ne disposions ni de la séquence ancestrale ni de séquences de
singes que l’on aurait pu utiliser comme groupe externe pour enraciner l’arbre, nous avons
utilisé deux séquences ancestrales hypothétiques : l’haplotype majoritaire (mfH) ou une sé-
quence consensus formée des allèles les plus fréquents à tous les locus (consH). Contraire-
ment à ce que l’on avait observé pour les données GAW, la séquence consensus est un des
haplotypes du jeu de données. Il s’agit du second haplotype le plus fréquent dans l’échan-
tillon.

Test d’association Le test d’association a été réalisé sur le premier arbre obtenu par PAUP
. Nous avons évalué la p-value sur 100 000 répétitions et nous avons trouvé que, quelle que
soit la séquence ancestrale choisie, le gène CARD15 est fortement associé à la maladie de
Crohn : pmfH = 2 × 10−5, pconsH = 3 × 10−5. Contrairement à ce que nous avions observé
sur les données du GAW 12, il n’y a pas ici de différence entre les résultats obtenus avec les

6Pour plus de détails concernant les options de PAUP utilisées dans cette analyse, voir Bardel et al. (2005a)
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deux séquences ancestrales. C’est probablement lié au fait qu’il y a peu d’haplotype dans cet
échantillon (33) par rapport à celui du GAW 12 (72). Le nombre de degrés de liberté des tests
varie donc moins avec la séquence ancestrale choisie.

Localisation des sites de susceptibilité Le test de localisation des sites de susceptibilité
a été réalisé sur les 1000 premiers arbres retenus par PAUP. En classant les sites par ordre
croissant de Vi, nous obtenons les résultats du Tableau 4.3

Vi faible ————————————–> Vi élevé
mfH a SNP 5 SNP 9 SNP 6 SNP 7 SNP 13 SNP 12 SNP8

consH b SNP 9 SNP 5 SNP 6 SNP 7 SNP 13 SNP 12 SNP8
a Ancêtre = haplotype le plus fréquent
b Ancêtre = séquence consensus

TAB. 4.3: Analyse globale du jeu de données Crohn sur des arbres reconstruits par parci-
monie
Les sites précédemment identifiés par Hugot et al. (2001) comme étant impliqués dans la maladie
sont indiqués en gras.

On remarque que quelle que soit la séquence ancestrale choisie, les trois SNPs dont le Vi

est le plus élevé sont les SNPs 8, 12 et 13, qui sont les trois sites identifiés par Hugot et al.
(2001) comme étant impliqués dans le déterminisme de la maladie de Crohn.

Cette analyse ne nous permet cependant pas de définir si un ou plusieurs sites sont im-
pliqués dans le déterminisme de la maladie. Nous avons alors réalisé une analyse pas à pas
inspirée de la méthode des Relative Predispositional Effects de Payami et al. (1989) qui consiste,
pour un test d’association cas/témoins réalisé sur un marqueur pluri-allélique, à éliminer
l’allèle avec l’effet le plus important et à recommencer le test avec les allèles restant. Sur nos
données, nous avons donc réalisé un premier test en considérant tous les SNPs et nous avons
identifié celui qui a le plus fort Vi. Les haplotypes portant l’allèle de susceptibilité pour ce
SNP sont alors éliminé de l’échantillon et un test d’association est réalisé sur ces nouvelles
données. La p-value obtenue est appelée p-value résiduelle. Si elle est inférieure à un seuil
(5%), on considère qu’il existe encore un SNP de susceptibilité dans ce jeu de données et un
nouveau test de localisation est réalisé. Ce processus est répété jusqu’à ce que le test d’asso-
ciation ne soit plus significatif (p-value résiduelle supérieure à 5%).

Les résultats obtenus sont détaillés dans le Tableau 4.4
Selon la méthode d’enracinement, nous n’obtenons pas exactement les mêmes résultats.

Lorsque l’haplotype majoritaire est utilisé comme séquence ancestrale, un SNP de plus, le
SNP 9, est identifié. Cependant, lorsque les haplotypes portant l’allèle à risque de ce SNP
sont éliminés de l’échantillon, l’association entre le gène et la maladie est encore plus signi-
ficative que lorsque ces haplotypes à risque sont présents. Il est donc peu probable que le
SNP 9 ait vraiment un rôle dans la susceptibilité à la maladie. Finalement, trois SNPs (SNP
8, SNP 12 et SNP 13) peuvent être identifiés comme étant des facteurs de risque.

4.2.3.2 Reconstruction de l’arbre par maximum de vraisemblance

Nous avons reconstruit la phylogénie en utilisant le logiciel PHYML et nous avons re-
construit les états de caractères en utilisant le logiciel PAML. Nous avons utilisé les mêmes
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mfHa consHb

1er SNP identifié 8 8
p-value résiduelled 4× 10−5 3× 10−5

2e SNP identifié 12 12
p-value résiduelled 8× 10−5 3× 10−5

3e SNP identifié 9 13
p-value résiduelled 2× 10−5 NSc

4e SNP identifié 13
p-value résiduelled NSc

a Ancêtre = haplotype le plus fréquent
b Ancêtre = séquence consensus
c Non significatif à 5%
d La p-value résiduelle correspond à la p-

value obtenue après avoir éliminé du jeu
de données les haplotypes portant l’al-
lèle de susceptibilité

TAB. 4.4: Résultats de l’analyse détaillée du jeu de données Crohn par parcimonie

paramètres de reconstruction de l’arbre que ceux décrits page 74.

Test d’association Le test d’association a été réalisé sur l’arbre dont la vraisemblance est
la plus élevée. La p-value a été évaluée par 10 000 permutations et nous avons trouvé que
le gène CARD15 est fortement associé à la maladie de Crohn quelle que soit la séquence
ancestrale utilisée : pmfH = 3 × 10−4; pconsH = 10−4. Les résultats obtenus avec les deux
séquences ancestrales sont toujours de même ordre de grandeur.

Localisation des sites de susceptibilité L’arbre unique retenu par maximum de vraisem-
blance n’est pas enraciné et, contrairement à ce que nous avons fait pour les arbres de parci-
monie, nous ne l’avons pas enraciné lors du test de la localisation. L’analyse globale du jeu
de données nous donne les résultats du Tableau 4.5.

Vi faible ————————————–> Vi élevé
SNP 5 SNP 6 SNP 9 SNP 7 SNP 8 SNP 12 SNP13

Les sites précédemment identifiés par Hugot et al. (2001)
comme étant impliqués dans la maladie sont indiqués en gras

TAB. 4.5: Analyse globale du jeu de données Crohn par maximum de vraisemblance

On remarque que les sites avec les plus forts Vi sont les trois mêmes que par parcimonie,
mais que l’ordre des trois sites est différent. De même que par parcimonie, nous avons fait
une analyse pas à pas. Dans cette analyse, il y a une étape où l’association est testée. Pour
cette étape, nous avons enraciné les arbres sur les deux séquences mfH et consH. Nous avons
successivement mis en évidence les SNPs suivants :
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– SNP 13, pconsH résiduelle : 4× 10−4 et pmfH résiduelle : 1.3× 10−3 ;
– SNP 12, pconsH résiduelle : 4× 10−4 et pmfH résiduelle : 1.6× 10−3 ;
– SNP 8, pconsH résiduelle : 0, 16 et pmfH résiduelle : 0, 12.

4.2.4 Conclusion

Quelle que soit la méthode phylogénétique employée, nous avons détecté 3 SNPs po-
tentiellement impliqués dans le déterminisme de la maladie de Crohn situés sur le gène
CARD15 : SNP 8 et SNP 12 dont les mutations correspondent à des substitutions d’acides
aminés et SNP 13, dont la mutation correspond à une insertion d’une paire de bases. Il est
intéressant de noter que ces 3 SNPs sont ceux qui avaient été initialement mis en évidence
par Hugot et al. (2001). Depuis, le rôle de ces 3 polymorphismes a été confirmé dans plu-
sieurs populations (par exemple dans une population canadienne, Vermeire et al. (2002)).
De plus, Ogura et al. (2001) ont montré que la mutation du SNP 13 avait des conséquences
fonctionnelles qui pouvaient être liées à la maladie de Crohn7.

4.3 La schizophrénie

La schizophrénie, du grec “schizo”, séparé et “phên” esprit, est une maladie psychia-
trique fréquente (prévalence : 1%). Ses symptômes principaux sont très variés — idées dé-
lirantes, hallucinations, comportements et discours désorganisés, manque de motivation,
perturbation du fonctionnement social pouvant aller jusqu’à l’isolement total, etc.— et leur
expression peut être très différente d’un individu à l’autre.

Les causes de la schizophrénie ne sont pas connues précisément. Les études familiales ont
montré l’existence d’une concentration familiale de la schizophrénie (10% de risque d’occur-
rence de la maladie dans une fratrie comparé à 1% dans la population générale). L’étude
des taux de concordance chez les jumeaux monozygotes (48%) et dizygotes (17%) ainsi que
des risques d’occurrence de la maladie plus élevés chez les enfants adoptés issus d’un pa-
rent schizophrène confirment l’existence de facteurs de risque génétique (pour une revue
voir McGuffin et al. (1995)). Cependant, le taux de concordance inférieur à 50% chez les ju-
meaux monozygotes montre que des facteurs environnementaux sont aussi impliqués dans
le déterminisme de la schizophrénie.

4.3.1 Le gène DRD2 : un bon gène candidat

Pour la recherche de facteurs génétiques de risques de la schizophrénie, différents argu-
ments suggèrent que le gène codant pour le récepteur D2 de la dopamine est un bon gène
candidat.

Arguments physio-pathologiques : (pour une revue, voir Seeman (1987))
– les médicaments employés dans le traitement de la schizophrénie (neuroleptiques)

sont des antagonistes dopaminergiques 8 ;

7L’une des causes possibles de la maladie de Crohn est une réponse inflammatoire anormale déclenchée par
la présence de micro-organismes de la flore intestinale. Or, l’insertion d’une paire de bases (mutation au SNP13)
entraîne la synthèse d’une protéine NOD2 tronquée de 33 acides aminés. Ogura et al. ont montré que cette
protéine tronquée ne permet plus d’activer le facteur de transcription NF-κB en présence de lipopolisaccharide
bactérien

8c’est-à-dire qu’ils induisent une baisse de l’activité du système dopaminergique en bloquant ses récepteurs
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– les substances qui entraînent la libération de dopamine nouvellement synthétisée,
comme par exemple les amphétamines, peuvent induire de novo des symptômes psy-
chotiques chez des individus sains ;

– des études post-mortem ou des études par tomographie par émission de positrons
ont montré que la densité de récepteur D2 est plus élevée chez les schizophrènes que
dans la population générale (Seeman, 1987; Kestler et al., 2001).

Arguments génétiques : différentes méta-analyses9 d’études d’association ont confirmé
que des polymorphismes du gène DRD2 sont associés à la schizophrénie. Deux méta-
analyses ont montré que l’allèle C du marqueur S311C (marqueur 4 dans notre analyse)
est un facteur de risque pour la schizophrénie (Jönsson et al., 2003; Glatt et al., 2003) et
une autre méta-analyse a montré que l’allèle A2 du polymorphisme TaqI A1/A2 (mar-
queur 3 dans notre analyse) est associé à la schizophrénie (Dubertret et al., 2001).

4.3.2 Le jeu de données

4.3.2.1 Obtention des données

Les données ont été recueillies par C. Dubertret. Elles sont constituées de 101 patients
atteints de schizophrénie selon les critères DSM-IV, (Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders - Fourth Edition 10), recrutés dans un hôpital français et de leurs deux pa-
rents. Tous les individus ont été génotypés pour 7 SNPs et un microsatellite dans la région
DRD2/X-kinase. La Figure 4.5 représente la position des différents marqueurs dans la région
DRD2/X-kinase.

Pour une description plus complète de la méthode de génotypage, voir Dubertret et al.
(2004). Les haplotypes des différents individus ont été reconstruits en utilisant FAMHAP
v1.2 (Becker et Knapp, 2004a). A partir du jeu de données initial, nous avons obtenu 59
catégories haplotypiques.

De même que pour l’analyse des données sur la maladie de Crohn, nous avons affecté les
202 haplotypes des enfants au groupe des malades et les 202 haplotypes non transmis des
parents au groupe des témoins.

4.3.2.2 Analyse descriptive des données

Les fréquences alléliques des différents SNPs sont données sur la Figure 4.6a et la ma-
trice de déséquilibre de liaison (produite par le logiciel GOLD (Abecasis et Cookson, 2000))
est représentée sur la Figure 4.6b. Le microsatellite possède 6 états de caractères dont les
fréquences sont f(1) = 0, 007, f(2) = 0, 138, f(3) = 0, 143, f(4) = 0, 480, f(5) = 0, 22 et
f(6) = 0, 005.

9Une méta-analyse consiste à rassembler les résultats de plusieurs études indépendantes (souvent publiées
dans la littérature) et à les ré-analyser pour en tirer une conclusion globale.

10Ce manuel, publié en 1994 par l’association américaine de psychiatrie regroupe les critères de diag-
nostique des diverses maladies mentales. Pour la schizophrénie, ces critères peuvent être consultés sur le
site web suivant : http://cebmh.warne.ox.ac.uk/cebmh/elmh/nelmh/schizophrenia/diagnosis/
dsm/page1.html

http://cebmh.warne.ox.ac.uk/cebmh/elmh/nelmh/schizophrenia/diagnosis/dsm/page1.html
http://cebmh.warne.ox.ac.uk/cebmh/elmh/nelmh/schizophrenia/diagnosis/dsm/page1.html
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FIG. 4.5: Organisation de la région DRD2/X-kinase et localisation des 8 polymorphismes
étudiés.

témoins malades
marqueurs allèle 1 allèle 1

M1 0,85 0,79
M2 0,52 0,53
M3 0,16 0,27
M4 0,03 0,035
M6 0,61 0,61
M7 0,11 0,15
M8 0,10 0,13

(a) Fréquences alléliques des 7 SNPs
Les 7 SNPs sont représentés en abcisse et en ordonnée. Dans
la matrice, les valeurs de déséquilibre de liaison (LD) pour
chaque paires de SNPs sont représentée selon le code de cou-
leur expliqué sur l’échelle, à droite de la matrice.

(b) Matrice de LD (mesure de déséquilibre : D’)

FIG. 4.6: Analyse descriptive des données sur la schizophrénie
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4.3.3 Analyse des données par ALTree

Nous avons reconstruit la phylogénie sur les 59 catégories haplotypiques. Lorsque c’était
nécessaire, nous avons enraciné l’arbre sur l’haplotype consensus formé des allèles les plus
fréquents à chaque locus. Cet haplotype est le 3e haplotype le plus fréquent dans l’échan-
tillon. Nous n’avons pas utilisé l’haplotype majoritaire comme ancêtre car il est présent 123
fois dans un échantillon total de 404 haplotypes. L’haplotype utilisé comme ancêtre n’étant
pas pris en compte lors de l’analyse avec ALTree , la taille de notre échantillon aurait été
diminuée d’un quart si l’arbre avait été enraciné sur l’haplotype majoritaire.

4.3.3.1 Reconstruction de l’arbre par parcimonie

Nous avons utilisé le logiciel PAUP avec les paramètres décrits page 73. Nous avons
choisi de conserver le microsatellite pour reconstruire l’arbre car ce type de caractère est très
informatif pour la reconstruction phylogénétique. En effet, nous avons considéré les états
de caractères comme ordonnés, c’est-à-dire que seul le passage d’un état à l’état voisin est
possible (1 ←→ 2 ←→ 3 ←→ 4 ←→ 5 ←→ 6), ce qui apporte beaucoup de contraintes
pour la reconstruction de l’arbre. De plus, nous avons vérifié que sa présence n’augmente
pas beaucoup l’homoplasie (Le CI passe de 0,25 lorsque le microsatellite est éliminé du jeu
de données à 0,21 lorsqu’il est présent). En revanche, comme il possède plusieurs états, la
probabilité qu’il change d’état sur la même branche que le caractère S du simple fait du
hasard est relativement élevée. Nous avons donc choisi de ne pas le prendre en compte au
cours de l’analyse par ALTree .

Nous nous sommes limités pour l’analyse aux 1000 premiers arbres équiparcimonieux
obtenus par PAUP. Ces arbres enracinés sur la séquences consensus sont caractérisés par un
CI de 0,21.

Test d’association Le test d’association a été réalisé sur trois arbres tirés aléatoirement
parmi les 1000 arbres possibles. La p-value a été évaluée par 10 000 permutations. Elle est
très légèrement supérieure au seuil de signification (pconsH comprise entre 0, 06 et 0, 08 pour
les trois arbres). Comme cette valeur est très proche du seuil, nous avons tout de même
recherché le ou les sites de susceptibilité potentiellement impliqués.

Localisation des sites de susceptibilité Pour l’attribution des états du caractère S, étant
donné les faibles tailles d’échantillon pour chaque catégorie haplotypique, nous avons fixé
le paramètre ε à 0,5. Nous avons choisi de ne pas déterminer l’état du caractère S pour
les catégories haplotypique ne contenant qu’un seul haplotype (attribution de l’état “ ?”,
indéterminé).

Nous avons testé 6 conditions d’analyse en fonction de l’enracinement (non enraciné,
utilisation de l’haplotype consensus comme séquence ancestrale, utilisation de l’haplo-
type majoritaire comme séquence ancestrale) et du mode d’optimisation des caractères
(acctran /deltran ). Les résultats sont résumés dans le Tableau 4.6.

Ces résultats montrent que l’allèle 2 du SNP 3 semble être un allèle à risque pour la schi-
zophrénie. Nous avons alors procédé comme dans l’analyse des données sur la maladie de
Crohn. Nous avons éliminé les haplotypes portant l’allèle 2 du SNP3 de l’échantillon et nous
avons ré-analysé le jeu de données. Nous avons obtenu 26 catégories haplotypiques. Les
arbres de parcimonie ont alors un CI de 0,39. L’analyse avec ALTree ne nous a pas permis de
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Non enraciné Consensus Majoritaire
acctran deltran acctran deltran acctran deltran

31−>2 (0,59) 31−>2 (0,92) 31−>2 (0,507) 31−>2 (0,892) 81−>2 (1.967) 22−>1 (0.49)
12−>1 (0.199) 12−>1 (0.152) 31−>2 (1.885) 12−>1 (0.409)

22−>1 (0.573)
21−>2 (0.535)

Le tableau présente, pour chaque jeu de paramètres, les sites et les sens de changements (en
indice) correspondant aux Vi positifs. Les valeurs entre parenthèses correspondent au Vi divisé par
le nombre d’arbres analysés (ici, 1000).

TAB. 4.6: Résultats de l’analyse des données sur la schizophrénie en utilisant un arbre re-
construit par parcimonie

mettre en évidence une association avec la maladie dans ce jeu de données (pconsH = 0.29).
Cependant, il faut noter que l’allèle 2 du SNP 3 est très fréquent et que lorsque les haplo-
types porteurs de l’allèle à risque sont éliminés, il ne reste plus que 32 malades et 55 témoins
dans l’échantillon. Dans ces conditions, le test est très peu puissant et il serait de toute façon
extrêmement difficile de mettre en évidence une association avec la maladie.

4.3.3.2 Reconstruction de l’arbre par maximum de vraisemblance

Nous avons utilisé le logiciel PHYMLpour reconstruire l’arbre. Nous avons voulu conser-
ver l’information contenue dans le microsatellite, mais, comme ce logiciel ne permet pas
d’utiliser ce type de marqueur pour reconstruire l’arbre, nous l’avons recodé sur 5 carac-
tères. Pour conserver le caractère ordonné du microsatellite (seul le passage à un état voisin
est possible), nous avons choisi le codage détaillé sur la Figure 4.7.

État initial Nouveau codage
c c1 c2 c3 c4 c5

1 1 1 1 1 1
2 2 1 1 1 1
3 2 2 1 1 1
4 2 2 2 1 1
5 2 2 2 2 1
6 2 2 2 2 2

FIG. 4.7: Système de codage du microsatellite

Avec ce système de codage, le passage de l’état 1 à l’état 4 implique 3 pas, ce qui correspond
bien à un codage “ordonné” tel que celui utilisé pour la reconstruction de l’arbre par la méthode de
parcimonie.

Les probabilités de changement d’état des caractères sont calculées par le logiciel PAML.

Test d’association Le test d’association a été réalisé sur l’arbre le plus vraisemblable obtenu
avec PHYML. La p-value corrigée a été calculée pour 10 000 permutations sur l’arbre enraciné
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sur la séquence consensus formée des allèles les plus fréquents. Comme dans le cas où l’arbre
est reconstruit par une méthode de parcimonie, nous avons trouvé une p-value légèrement
supérieure au seuil de signification (pconsH = 0, 06)

Localisation des sites de susceptibilité Comme pour l’analyse de l’arbre de parcimonie,
nous avons choisi de fixer le paramètre ε à 0,5 et de ne pas fixer les états du caractère S pour
les catégories haplotypiques représentées par un seul haplotype. L’analyse a été réalisée sur
un arbre non enraciné. Seuls deux SNPs donnent un Vi supérieur à zéro. Il s’agit des SNP
31−>2 (Vi = 1, 92) et 62−>1 (Vi = 1, 88).

4.3.4 Conclusion

Les résultats sont moins probants que ceux obtenus sur le jeu de données concernant
la maladie de Crohn, probablement parce que l’effet du gène sur la maladie est moins fort.
L’association n’est pas vraiment détectée et selon les paramètres utilisés pour l’analyse, on
n’identifie pas toujours les mêmes marqueurs. Cependant, le sens de changement d’état
1 → 2 du marqueur 3 (Taq1 A1/A2) est quasiment toujours parmi ceux pour lesquelles
le Vi est le plus élevé. On peut donc penser que ce polymorphisme, et, plus particulière-
ment l’allèle A2, est associé à la schizophrénie. Il est intéressant de noter que cet allèle est
celui qui a été précédemment identifié par Dubertret et al. (2004) comme étant associé à la
schizophrénie. Son rôle avait alors été mis en évidence en utilisant un TDT allélique sur les
mêmes données que celles que nous avons étudiées ainsi qu’en utilisant un test allélique
cas/témoins comparant les fréquences alléliques chez les cas précédemment étudiés et chez
un nouvel échantillon de témoins.



Conclusion

L’identification des facteurs génétiques de risque impliqués dans la susceptibilité aux
maladies multifactorielles est l’enjeu majeur de la génétique épidémiologique. Les nouvelles
méthodes développées dans ce but doivent permettre de traiter au mieux l’information d’un
nombre de marqueurs sans cesse croissant. Les méthodes basées sur des phylogénies ré-
pondent à ce problème en regroupant les haplotypes en fonction de leur histoire évolutive.
Au cours de cette thèse, nous avons développé une méthode haplotypique basée sur la re-
construction de la phylogénie des haplotypes et nous l’avons implémentée dans le logiciel
ALTree .

Ces dernières années, plusieurs méthodes de détection de l’association basées sur la re-
construction d’arbres des haplotypes ont été développées. La méthode ALTree que nous
avons proposé dans ce travail en fait partie. Le test d’association mis au point dans ALTree
repose sur une analyse emboîtée des groupes sur l’arbre. Cette stratégie correspond à celle
employée par Templeton et al. (1987); Seltman et al. (2003) et Durrant et al. (2004). Plus ré-
cemment d’autres stratégies ont été proposées, comme l’analyse de toutes les partitions de
l’arbre (Templeton et al., 2005), ou d’un seul niveau de regroupement (Tzeng, 2005). Les mé-
thodes bassées sur des phylogénies diffèrent aussi par le choix de l’objet qu’elles analysent.
Comme Durrant et al. (2004), nous avons choisi de travailler sur un arbre enraciné alors que
Templeton et al. (1987); Seltman et al. (2003); Templeton et al. (2005) ont choisi de travailler
sur un réseau. La méthode de Tzeng (2005) est, quant à elle, relativement atypique car les
relations entre les haplotypes fréquents formant la base sont ignorées, et ne sont donc pas
constituées en réseau. Templeton et al. (1987) justifient leur choix de travailler sur un réseau
par le fait que cela représente mieux les relations entre les haplotypes au niveau intraspé-
cifique qu’un arbre enraciné. Cependant, l’analyse emboîtée ne prend pas en compte les
boucles dans le réseau, alors que ce sont elles qui constituent l’information supplémentaire
par rapport à un arbre. Dans ALTree , nous avons choisi d’enraciner les arbres car la dé-
finition des groupes emboîtés est beaucoup plus simple dans ce cas. En effet, il existe des
situations ambiguës que l’algorithme de définition des groupes mis au point par Templeton
et al. (1987) ne peut résoudre, comme le montre la Figure 5.1. C’est pourquoi nous avons
choisi de travailler sur des arbres enracinés, au moins pour la méthode de détection de l’as-
sociation qui nécessite la définition de groupes emboîtés. De plus, la définition d’une racine
permet de donner à l’arbre une dimension évolutive qui est absente sur les arbres non enra-
cinés, quoi que laissent penser les terminologies employées par certains auteurs.

Enfin, on peut noter que toutes ces méthodes ont été développées dans le but d’identifier
une association entre un gène candidat et une maladie. Seuls CLADHC(Durrant et al., 2004)
et ALTree (Bardel et al., 2005a, 2006) proposent en plus une méthode pour localiser le site

139



140 CONCLUSION

A B

C D

E F G

FIG. 5.1: Ambiguïtés de définition des groupes en utilisant l’algorithme de Templeton et al.

Cette figure présente un arbre non enraciné formé de 7 haplotypes différents. L’algorithme de
Templeton permet de regrouper A et B, C et D, et F et G. L’haplotype E pose problème. Templeton et
Sing (1993) proposent trois règles. En premier lieu, l’haplotype E doit être rassemblé avec le groupe
dont l’effectif est le plus faible. Si plusieurs catégories possèdent le même effectif, l’haplotype doit
être rajouté au groupe auquel il n’est pas relié par une branche ou un site de restriction apparaît où
disparaît. Enfin, à défaut, le regroupement se fait aléatoirement.

de susceptibilité impliqué dans le déterminisme de la maladie.

Tout au long de notre travail, nous nous sommes intéressés à la puissance de ces mé-
thodes pour détecter l’association. Nos simulations ont montré qu’ALTree et CLADHC
n’étaient généralement pas plus puissants qu’un simple test d’association allélique réalisé
à tous les locus. Ces résultats confirment les observations de Seltman et al. (2003) et de Tzeng
(2005) montrant que l’utilisation de l’arbre ou du groupement des haplotypes n’entraîne pas
un gain de puissance significatif par rapport à un test classique (TDT ou test haplotypique).
Ces méthodes ont été développées avec l’idée sous-jacente que la majorité des haplotypes
des malades formerait un nombre limité de groupes facilement identifiables sur l’arbre. En
particulier, si une mutation unique est à l’origine de tous les haplotypes des malades, alors
ces méthodes devraient être très puissantes. Cependant, dans le cas des maladies multifac-
torielles, nous sommes rarement dans cette situation car plusieurs facteurs génétiques ou
environnementaux influent sur la maladie. Les malades ne forment donc généralement pas
un groupe homogène. De plus, nous avons observé que les arbres reconstruits à partir des
données — aussi bien pour CARD15 que pour DRD2 — contiennent énormément d’ho-
moplasies. Une partie de l’homoplasie pourrait être imputable à des recombinaisons. Mais,
même lorsque l’on sélectionne une région du gène CARD15 où l’on suppose qu’il y a peu
de recombinaisons, le CI de l’arbre reste relativement faible (environ 0,3, ce qui signifie que
chaque site mute en moyenne trois fois dans l’arbre). Ces observations sont en contradiction
avec le modèle des sites infinis classiquement utilisé en génétique des populations selon le-
quel chaque site est supposé ne muter qu’une seule fois. Elles rejoignent celle de Templeton
sur le gène de la lipoprotéine lipase (Templeton et al., 2000) et montrent qu’il existe plusieurs
régions sur le génome humain où un tel modèle ne s’applique pas. Les mutations de l’allèle à
risque peuvent donc se produire sur des haplotypes différents. Les haplotypes des malades
se répartissent alors dans plusieurs groupes, ce qui diminue la puissance des tests comparant
les effectifs d’haplotypes portés par des malades et des témoins dans les différents groupes
emboîtés.

Si la reconstruction de l’arbre n’apporte que peu d’amélioration à la détection de l’asso-
ciation, on constate en revanche qu’elle est très intéressante pour proposer des hypothèses
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sur la localisation du locus de susceptibilité. Les simulations montrent que, pour des mo-
dèles impliquant plusieurs locus de susceptibilité, ALTree est bien plus efficace pour loca-
liser les locus à risque qu’un simple test d’association allélique à chaque locus. L’application
de la méthode développée dans ALTree à des données sur des maladies confirme son inté-
rêt pour identifier des sites de susceptibilité : les trois variants du gène CARD15 impliqués
dans le déterminisme de la maladie de Crohn ainsi que l’un des polymorphismes du gène
DRD2 potentiellement impliqué dans la schizophrénie ont ainsi pu être confirmés.

Toutes les méthodes basées sur la reconstruction d’un arbre d’haplotypes supposent qu’il
y a peu ou pas de recombinaisons dans la région étudiée car elles perturbent la reconstruc-
tion phylogénétique (Schierup et Hein, 2000). Lorsque cette condition n’est pas vérifiée, deux
solutions ont été proposées. Elles nécessitent toutes deux que les évènements de recombinai-
son aient été détectés dans les données. La première solution consiste à reconstruire l’arbre
sans s’occuper des recombinaisons, puis, à éliminer de l’arbre les haplotypes recombinants
et tous leur descendants. On obtient finalement plusieurs arbres distincts : l’arbre initial dont
on a enlevé des branches et les différentes branches formées des haplotypes recombinants et
de leurs descendants. La seconde solution consiste à découper les haplotypes en fonction des
points de recombinaison et à analyser séparément les différentes régions mises en évidence.
C’est cette dernière méthode que nous avons mis en œuvre pour les données de la maladie
de Crohn. Ces deux méthodes ont été décrites plus en détail par Templeton et al. (2000).

Cependant, jusqu’à présent, aucune étude n’a jamais quantifié l’impact réel de la re-
combinaison sur l’efficacité des méthodes basées sur la reconstruction d’arbres. Nous avons
commencé à réaliser des simulations en utilisant un modèle de coalescence avec recombinai-
sons. Les premiers résultats montrent que, comme attendu, la présence de recombinaisons
entraîne une baisse de puissance de la détection de l’association, mais cette baisse reste re-
lativement limitée. D’autres analyses sont encore nécessaires pour confirmer ces premiers
résultats ainsi que pour étudier l’influence de la recombinaison sur l’efficacité de la locali-
sation du site de susceptibilité. Mais il semble qu’un taux de recombinaisons faible soit tout
de même acceptable lors d’une analyse d’association basée sur une phylogénie. Avec ce type
d’approche, quelques erreurs sur l’arbre ne portent pas à conséquence tant que les groupes
d’individus malades peuvent être identifiés. Il est possible qu’en revanche, la recombinaison
ait un effet plus important sur la localisation du site de susceptibilité.

Comme tous les tests haplotypiques, les méthodes basées sur l’utilisation d’un arbre sont
confrontées au problème de la reconstruction des haplotypes. Hormis Seltman et al. (2003),
tous les auteurs ont supposé, dans leurs études, que les haplotypes avaient été reconstruits
sans ambiguïté. En pratique, des algorithmes de reconstruction haplotypique sont employés
pour attribuer les haplotypes les plus probables à chaque individu. Or, aucune étude n’a ja-
mais quantifié l’influence des méthodes de reconstruction des haplotypes sur les recherches
d’association et sur la localisation des sites de susceptibilité basées sur des phylogénies.
Nous pensons cependant que cette influence peut être relativement importante. En effet, lors
de l’analyse des données sur la schizophrénie, on nous a tout d’abord fourni les haplotypes
reconstruits “à la main”, selon les critères personnels des auteurs de l’étude, les ambiguïtés
de phase étant notées “ ?”. Nous avons comparé les résultats du test d’association réalisé
avec ALTree sur les haplotypes ainsi obtenus et sur les haplotypes les plus vraisemblables
reconstruits, pour chaque individu, avec le logiciel FAMHAP(Becker et Knapp, 2004a). Nous
avons obtenu des p-values très différentes pour les deux tests ; le premier est très signifi-
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catif alors que le second — que nous avons présenté dans ce travail — est à la limite de
signification. Dans des travaux futurs, il sera donc important de quantifier l’impact de la re-
construction haplotypique sur la puissance de détection de l’association et sur l’efficacité de
la localisation. Il faudra aussi adapter la méthode ALTree de manière à prendre en compte
cette incertitude sur la reconstruction des haplotypes.

Parmi les méthodes utilisant des arbres, seule ALTree propose d’analyser des arbres
reconstruits par maximum de vraisemblance. Cette méthode pourrait cependant être à l’ori-
gine de développements méthodologiques intéressants pour la localisation du site de sus-
ceptibilité. La méthode de maximum de vraisemblance nous donne les probabilités des diffé-
rents états de caractères aux nœuds. Ces probabilités intègrent les ambiguïtés de reconstruc-
tion des états de caractères et évitent d’avoir à se poser la question du choix de la méthode
d’optimisation des caractères (les résultats obtenus avec acctran ou deltran pouvant être
très différents !). Pour l’instant, nous avons simplifié à l’extrême le problème en considérant
que les états aux noeuds sont fixes : pour chaque caractère et à chaque nœud, l’état du ca-
ractère le plus probable est attribué. Nous avons vu au chapitre 3 que cette méthode n’est
pas optimale par rapport à l’utilisation de la parcimonie. Une piste à explorer serait de tenir
compte de la probabilité des états de caractères au noeud pour le calcul du Vi.

Dans le cas des maladies multifactorielles, la complexité des relations entre une mala-
die et les gènes qui en sont responsables peut être très importante. Un seul polymorphisme
n’est pas nécessairement responsable de la maladie. Les outils méthodologiques dévelop-
pés pour la recherche de sites de susceptibilité isolés ne sont pas forcément bien adaptés à
l’identification de plusieurs sites de susceptibilité en interaction, en particulier lorsque les
effets marginaux des différents allèles sont faibles. Bien que plus efficace qu’un test locus
par locus pour identifier des sites de susceptibilité en interaction, ALTree n’échappe pas
à ce problème. De nouveaux développements méthodologiques sont donc nécessaires afin
d’utiliser au mieux l’information phylogénétique en présence de sites en interaction. Une
piste serait par exemple de considérer la phylogénie des haplotypes comme un outil pour
sélectionner les marqueurs potentiellement intéressants. En effet, lorsque plusieurs sites en
interaction sont responsables de la susceptibilité à une maladie, on s’attend à ce que les lo-
cus de susceptibilité aient tous muté sur les branches allant de la racine de l’arbre jusqu’au(x)
groupe(s) contenant significativement plus d’haplotypes portés par des individus malades.
On peut alors retenir l’ensemble des marqueurs ayant muté sur ces branches, puis les ana-
lyser par un test de combinaison (Jannot et al., 2003; Jannot, 2004; Becker et Knapp, 2004b).
L’association entre la maladie et toutes les combinaisons possibles des marqueurs étudiés
est alors testée, ce qui permet de déterminer le SNP ou la combinaison de SNPs impliquées
dans la susceptibilité à la maladie.

Finalement, au cours de cette thèse, nous avons souligné l’intérêt de l’utilisation des phy-
logénies dans les études de génétique épidémiologique pour permettre d’identifier des locus
vraisemblablement impliqués dans la susceptibilité à la maladie. Cependant, pour des mo-
dèles génétiques où les effets du locus à risque sont faibles, le risque d’identifier un mauvais
site peut parfois être assez élevé. Suite à ces études, il est donc nécessaire de réaliser des ana-
lyses fonctionnelles qui testeront si le où les polymorphismes détectés modifient l’expression
ou le produit du gène d’une façon qui peut influencer la susceptibilité à la maladie.



Annexe A

Première méthode de localisation du site de
susceptibilité

Principe de la méthode La première étape consiste à rechercher les niveaux de l’arbre aux-
quels on peut détecter une hétérogénéité de distribution des cas et des témoins. Pour cela,
on réalise des tests d’homogénéité emboîtés selon le modèle ci-dessous (voir Figure A.1) :

– Si le test entre les i clades du niveau k est significatif, alors au niveau k+1, on réalisera
i tests différents entre les descendants de chacun des i clades ;

– Si le test entre les i clades du niveau k n’est pas significatif, alors au niveau k + 1, on
réalisera un seul test entre tous les descendants des i clades.

Test sig
nificatif

Test non significatif

Niveau k Niveau k + 1

II.1

II.3

II.4

II.2

II.3

II.4

II.2

II.1

I.1

I.2

Au niveau k, un test d’homogénéité à 1 ddl est réalisé. S’il est significatif, deux tests à un ddl seront
réalisés au niveau k + 1. Sinon, un seul test à trois ddl sera réalisé au niveau k + 1.

FIG. A.1: Réalisation des tests d’homogénéité
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Ensuite, aux nœuds où une hétérogénéité de répartition des cas et des témoins est détec-
tée, on réalise un test de proportion dans chacune des branches afin de rechercher l’origine
de l’hétérogénéité et d’identifier d’éventuelles branches contenant un excès de cas par rap-
port au nœud qui les précède immédiatement dans l’arbre. Lorsqu’un clade contenant un
excès de cas a été localisé, les synapomorphies définissant ce clade sont considérées comme
des sites putatifs de susceptibilité à la maladie. Le parcours de l’arbre en aval se poursuit
mais, cette fois, on recherchera des clades contenant un excès de témoins, ce qui pourrait
correspondre à une éventuelle réversion de la mutation au site de susceptibilité.

Enfin, les sites putatifs de susceptibilité sont classés en fonction de leur probabilité d’être
vraiment le site de susceptibilité. Pour cela, on calcule le rapport r entre le nombre de fois
où ce site a été détecté et le nombre total de branches sur lesquelles on a détecté des sites
de susceptibilité. Plus ce rapport est élevé, plus le site a de chance d’être impliqué dans le
déterminisme de la maladie. Cette stratégie est illustrée sur la Figure A.2.

6, 42

de susceptibilité
Mutation au site

Apomorphies :

6, 45 et 46
Apomorphies :

3

2

1

6

5

4
site 6 : r= 2

2

site 42 : r= 1
2

site 45 : r= 1
2

site 46 : r= 1
2

Le site 6 est donc le site putatif de
susceptibilité le plus probable.

FIG. A.2: Identification des sites de susceptibilité les plus probables



Annexe B

Position des marqueurs et fréquence de leurs
allèles dans les différentes régions du génome
étudiées

B.1 Données de la base Seattles SNPs

PLAU IL13 TNF
Marqueur Positiona Freq a.m.b Positiona Freq a.m.b Positiona Freq a.m.b

1 82 0,30 293 0,19 282 0,17
2 211 0,28 693 0,19 352 0,06
3 835 0,02 2319 0,04 1009 0,06
4 3271 0,46 2346 0,02 1078 0,09
5 3272 0,46 3697 0,02 1440 0,06
6 3369 0,28 3727 0,26 1893 0,06
7 3855 0,11 3848 0,26 4040 0,06
8 3995 0,33 4329 0,24 4101 0,13
9 4625 0,46 4384 0,19 4366 0,06

10 4773 0,11 4553 0,22 4765 0,11
11 5634 0,52 6297 0,11 – –
12 7358 0,43 6760 0,09 – –
13 8061 0,43 – – – –
14 8737 0,41 – – – –
15 9170 0,43 – – – –
16 9609 0,46 – – – –

Position en paires de bases
Fréquence de l’allèle mineur
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B.2 Données de la base Hapmap

CHR20_1 CHR20_2
Marqueur Positiona Freq a.m.b Positiona Freq a.m.b

1 0 0,45 0 0,44
2 36,5 0,39 73,2 0,20
3 44,9 0,42 119,8 0,11
4 88,1 0,49 185,3 0,50
5 124,1 0,10 193,9 0,27
6 156,1 0,21 230,8 0,48
7 206,5 0,07 287,3 0,50
8 288,9 0,34 300,6 0,38
9 295,2 0,43 306,9 0,34

10 331,1 0,23 311,2 0,09
11 379,4 0,14 351,2 0,18
12 384,4 0,47 441,9 0,35
13 461,4 0,33 – –

Position en kilo paires de bases
Fréquence de l’allèle mineur
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