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RESUME

Le glaucome primaire & angle ouvert (POAG) est une neuropathie optique
affectant environ 2 % de la population de 40 ans et plus. Les études familiales
démontrent que le POAG ségrege sous un mode autosomal dominant.
Plusieurs mutations du gene TIGR ont été trouvées responsables du POAG.
Deux de ces mutations (GIn368Stop et Lys423Glu) ont été identifiées chez
deux familles québécoises. Afin de mieux connaitre la prévalence et l'origine
de ces deux mutations, plusieurs cas sporadiques de glaucome ont été recrutés
au Québec. A Vaide d’un test d’analyse mutationelle nous avons vérifié la
présence des mutations chez ces individus. De plus, une étude de
correspondance génotype/phénotype a également été réalisée pour ces deux

mutations.

Les résultats obtenus démontrent que les deux mutations sont peu répandues
au Québec et ce, méme si la mutation GIn368Stop est la plus rapportée au
monde. La mutation Lys423Glu n’existerait qu’au Québec car aucun autre
groupe de recherche ne I'a rapportée. La présence de cette mutation dans une

seule famille nous laisse croire a l'apparition récente de celle-ci.
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INTRODUCTION GENERALE

Le glaucome est une neuropathie optique qui entraine, chez la plupart des cas
non-traités, une cécité irréversible. Mondialement, cette maladie oculaire se
retrouve au deuxidme rang parmi les 3 grandes causes de cécité. A V'aube du
troisitme millénaire, on estime qu'un peu moins de 7 millions d’individus
dans le monde sont atteints de glaucome, affectant autant d’hommes que de
femmes (Quigley, 1996). Cependant, son incidence est beaucoup plus élevée
chez les Noirs-américains (Klein et al, 1992).

Parmi toutes les formes de la maladie, le glaucome primaire a angle ouvert
est la plus répandue. On ignore totalement la cause de cette maladie mais 'on
pense qu’elle serait associée a une défectuosité du trabéculum (une structure
anatomique localisée au creux de l'angle irido-cornéen) dont la porosité
diminue. Ce type de glaucome affecte environ 2% des gens agés de plus de 40

ans et s’éleve méme jusqu'a 6% chez les plus de 60 ans (Leske, 1983).

Latransmission de cette maladie s'effectue, dans la majorité des cas, sous un
mode autosomal dominant avec une pénétrance réduite qui augmente avec
Vage. On estime qu’environ 30 a 50% des cas de glaucome ont une origine
génétique. Plusieurs genes ont été localisés sur le génome et le premier
(GLC1A) a été cartographié sur le chromosome 1 (1q23-q25) (Sheffield et al.
1993). Ce gene, communément appelé TIGR ou MYOC, comporte 51
mutations responsables de glaucome primaire a angle ouvert. La fonction
exacte de ce géne n’est pas encore connue mais plusieurs équipes de recherche

travaillent afin de trouver l'implication directe du géne avec cette pathologie.
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L'équipe de recherche du docteur Vincent Raymond a identifié 2 mutations
du gene TIGR chez deux familles québécoises. II s'agit des mutations
Gin368Stop et Lys423Glu situées sur I'exon III du géne. Le but principal de
mon projet de recherche était d’évaluer la prévalence et I'origine de ces deux
mutations dans la population québécoise. Pour ce faire, nous avons recruté
189 cas sporadiques de glaucome dans différentes régions (Montréal, Québec,
Saguenay-Lac-Saint-Jean, Beauce, Rimouski et Riviere-du-Loup). Afin
d’évaluer si ces individus étaient porteurs ou non d’une des 2 mutations,
nous avons effectué un test d’analyse mutationelle. De plus, une analyse
généalogique a été réalisée afin de retracer l'origine possible de ces 2

mutations,

D’autre part, une étude de correspondance génotype/phénotype a été réalisée
pour chacune des deux mutations ainsi qu'une analyse de liaison entre ces

mutations et des marqueurs microsatellites situés de chaque coté du gene.



CHAPITREI

INTRODUCTION

Le glaucome regroupe un ensemble de maladies oculaires caractérisées par
une atteinte du nerf optique et une perte progressive des champs visuels.
Cette neuropathie optique, qui affecte un grand nombre d’individus,
s’accompagne souvent d'une augmentation de la pression intraoculaire
(Shield et al., 1996). Afin de mieux comprendre cette maladie, nous allons

d’abord réviser l'anatomie de l'oeil.
1.1 Anatomie de Y oeil

Chez Y'adulte, le globe oculaire mesure environ 2,5 cm de diametre. Seul le
sixiéme antérieur de sa surface est exposé, le reste est logé dans l'orbite qui le
protege (Tortora & Grabowski, 1994). L'oeil comprend 3 compartiments: la
chambre antérieure, occupant l'espace entre la cornée et l'iris; la chambre
postérieure, située entre l'iris, le proces ciliaire et le cristallin; et 'espace vitré,
entouré par la rétine, s'étend derriere le cristallin (Figure 1). Les chambres
antérieure et postérieure contiennent un liquide pauvre en protéines appelé
'humeur aqueuse et I'espace vitré est rempli par une substance gélatineuse
appelée le corps vitré (Junqueira et al., 1992). Du point de vue anatomique, le

globe oculaire peut étre divisé en trois couches: la tunique externe, fibreuse,



qui comprend la sclérotique et la cornée; la tunique moyenne, vascularisée,
dont fait partie la choroide, le corps ciliaire et l'iris; et la tunique interne,
nerveuse: la rétine. Cette derniere communique avec le systéme nerveux
central via le nerf optique (Junqueira et al., 1992). Un élément trés important
lors de la caractérisation des différents types de glaucome est l'angle irido-
cornéen situé, comme son nom l'indique, a la jonction de liris et de la
cornée. C'est au creux de cet angle que sont situés le trabéculum et le canal de
Schlemm (Paquet, 1988).

Pupille Comés

Chambre antérioure
S ; o vaines épiacidnales
Canal de Schlemum . . T e Chamvbre postérisare
{onjonctive % ‘
Foenles =
o npsule
i eristadlin

{ra serrala

Rétire
Chorolide

Fpithéhum
pigmentaire
Werres et
artérivles

Laming

. . Arachmoide
Disgue opligue Nert optique

Veine st artere centrales
du nerf optique

Figure 1. Structures internes de l'oeil humain. Tiré de Vaughan et al., 1995.



1.1.1 Le trabéculum

Le trabéculum, localisé dans I'apex de l'angle, est bordé par V'iris, la racine de
Viris et la cornée (Figure 2). 1l est constitué de feuillets perforés et de tissus
conjonctifs arrangés concentriquement. Les feuilles varient en épaisseur (3 -
13u), ont une ouverture variable {12 - 20u), et sont liées avec des cellules
endothéliales contenant des vacuoles géantes. La portion plus & I'extérieur du
trabéculum est encerclée par le canal de Schlemm, un grand canal a la

jonction de la cornée et de la sclere (Danyluk & Paton, 1992).

-
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Figure 2. Angle de la chambre antérieure et structures avoisinantes.
Tiré de Vaughan et al., 1995.



Le trabéculum, méme normal, est un treillis comprenant des cellules, des
débris et des grains de pigments en provenance de la chambre antérieure et
ceux-ci peuvent modifier I'écoulement de 'humeur aqueuse. Ces éléments
étrangers sont normalement phagocytés et digérés avant d’étre éliminés par
les voies étroites qui donnent acces au canal de Schiemm. Le trabéculum agit
comme un filtre biologique qui retient, digeére et élimine tout ce qui est
anormal dans 'humeur aqueuse qui le traverse. Toutes les couches du
trabéculum participent a ce processus qui s'apparente a celui d'un filtre
autonettoyant. Cependant, chez les patients atteints de glaucome, la fonction

du trabéculum peut étre ralentie (Figure 3) (Demailly, 1989).

Dans V'oeil atteint de glaucome, il y a moins de cellules dans les couches du
trabéculum. Les espaces intertrabéculaires, les fibres élastiques sont modifiées
et détendues. On note également une diminution du nombre des
macrovacuoles au niveau des cellules endothéliales de la paroi interne du
canal de Schlemm (Demailly, 1989).

Lors d’une étude de réponse phagocytaire du trabéculum de lapin, suite & une
photocoagulation de l'iris, Chisholm et Grierson (1977) ont observé que dans
un premier temps, les débris sont entourés par des pseudopodes provenants
des cellules endothéliales du canal de Schiemm. Puis ils sont completement
encerclés et digérés par des vacuoles qui se forment par invagination de la
membrane cellulaire. Quand ces cellules sont trop encombrées, elles se
détachent du trabéculum et deviennent des macrophages circulants qui
traversent, chargés de leurs débris digérés, 'endothélium de la paroi interne
du canal de Schlemm. Aprés environ 90 jours, le trabéculum est
completement nettoyé. La phagocytose joue un réle important pour
débarasser le filtre trabéculaire des éléments étrangers qui "encombrent. On

observe d’ailleurs une résistance supplémentaire quand les capacités de ce



filtre sont dépassées, ce qui suggere son importance dans des circonstances
normales (Demailly, 1989).

Figure 3. Trabéculum normal (2 gauche) et trabéculum d’un oeil atteint de
glaucome primitif 2 angle ouvert (a droite). Tiré de Demailly, 1989.
I1.1.2 Lecanal de Schlemm

Le canal de Schiemm est situé dans la gouttiere sclérale entre le septum
scléral en avant, le trabéculum en arriere et I'éperon scléral a la périphérie. Ce




canal circulaire, paralitle au limbe, de 40 mm de iong et d'un diametre moyen
de 200 ym, a la structure histologique d’un vaisseau. Sa lumiere est le plus
souvent unique mais elle peut se dédoubler sur tout ou une partie de son
trajet (Etienne, 1969).

Le canal est bordé par une couche continue de cellules endothéliales qui
recouvrent sa paroi interne et sa paroi externe. L originalité de ces cellules est
la présence de vacuoles géantes probablement intracytoplasmiques. La taille et
la forme de ces vacuoles sont tres variables, leur diametre est de Yordre de 2 a
6 pm, pouvant exceptionnellement aller jusqu’a 20 ym. Ces vacuoles ont le
plus souvent une ouverture étroite sur leur face trabéculaire. La population
des cellules de la paroi interne du canal de Schlemm diminue aussi avec
I'age. Grierson (1984) estime que la perte est de I'ordre de 320 cellules par an
pour 'ensemble de la paroi interne du canal, c'est-a-dire une perte de 'ordre
de grandeur de celle que 'on constate au niveau de I'endothélium cornéen et
des cellules trabéculaires. On observe parallelement une diminution du

nombre de vacuoles avec I'age (Etienne, 1969).

La couche épithéliale monocellulaire qui borde la paroi interne du canal de
Schlemm est certainement le siége d’une résistance a 1'écoulement. Ces
cellules sont reliées par des jonctions serrées. Tripathi (1976) considere que le
passage de 'humeur aqueuse, a travers la barriere endothéliale intacte, est
sous la dépendance d’'un processus dynamique de vacuolisation endothéliale.
Des calculs théoriques (Tripathi, 1973) ont montré que les micropores
dynamiques formés par les vacuoles endothéliales pouvaient assurer la
facilité d’'écoulement normal de I'humeur aqueuse alors que le passage par
voie intercellulaire est difficile et quantitativement insignifiant. L'humeur
aqueuse vient a bout de la résistance de l'endothélium de la paroi interne du
canal de Schlemm grace & un processus de vacuolisation intracellulaire

entretenu par un gradient de pression hydrostatique (Figure 4).
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Figure 4. Représentation schématique du cycle de vacuolisation
au niveau de endothélium de la paroi interne du canal de Schiemm.
Tiré de Demailly, 1989.

Les efférents du canal de Shlemm ou collecteurs externes sont en nombre
variable, entre 17 et 35; plus nombreux du coté nasal. Leur calibre varie de
celui d’'un fin capillaire & celui d'un vaisseau plus large, de la taille d'une
veine épisclérale. A la sortie du canal, la plupart des collecteurs
g’anastomosent en un plexus intrascléral, de type veineux, formé de tres
nombreux rameaux qui s’enchevétrent en tous sens. Il existe aussi une voie
directe du canal de Schlemm aux veines épisciérales qui débouchent dans les
veines aqueuses (Figure 5). C'est donc dire que le canal de Schlemm
communique avec les veines aqueuses soit directement, soit indirectement,

par l'intermédiaire du plexus intrascléral {Etienne, 1969).
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Figure 5. Les efférents du canal de Schlemm: la voie directe vers

les veines aqueuses. Tiré de Demailly, 1989.

1.1.3 Le corps ciliaire

D’un point de vue descriptif, le corps ciliaire associe un muscle et une glande
étalée en surface, car elle n'a pas de canal excréteur (Etienne, 1969). Le corps
ciliaire, une structure triangulaire hautement vascularisée, contient plusieurs
groupes de fibres musculaires 2 sa base et est localisé dans la partie latérale de
la chambre postérieure. L’apex du corps ciliaire est composé d'une série de
protubérances, ou proces, contenant un noyau de vaisseaux et de tissus
conjonctifs recouvert par deux couches de cellules épithéliales. Les proces
ciliaires produisent ’humeur aqueuse. La partie musculaire du corps ciliaire
contrble I'accomodation, I'habileté du cristallin & changer le focus et permet
aussi a l'iris de se dilater ou de se contracter. Le corps ciliaire est également
responsable d’un faible degré d'écoulement de 'humeur aqueuse (Danyluk &
Paton, 1992). En arriere, le muscle s'amincit et finit par constituer une sorte

de tendon qui ira se perdre dans la choroide et la suprachoroide; aux fibres



tendineuses succedent des fibres élastiques qui amarrent solidement le
muscle ciliaire & la choroide. Le muscle ciliaire est donc tendu, entre 2
insertions, l'une antérieure, se faisant sur l'éperon scléral et l'autre,

postérieure, se faisant sur la choroide.

Comme le tissu est fortement plissé, la surface propre a la sécrétion occupe

finalement peu de place, mais si on pouvait I'étaler, elle formerait un glande

d'environ 670 mm2 (Etienne, 1969).

1.2 L’humeur aqueuse: sa formation, son évacuation

L’humeur aqueuse est un liquide clair qui remplit les chambres antérieure et
postérieure de I'oeil. Elle est produite par le corps ciliaire, a travers différents
mécanismes de diffusion, de transport actif et d'écoulement osmotique
(Danyluk & Paton, 1992). Un ultrafiltrat de plasma, produit dans le stroma du
proces ciliaire, est modifié par la fonction barriere et sécrétoire de I'épithélium
ciliaire. Ftant déversée dans la chambre postérieure, 'humeur passe a travers
la pupille vers la chambre antérieure jusqu’au trabéculum, situé au creux de
V'angle iridocornéen et se jette enfin dans le canal de Schlemm. Son volume
est d’environ 250 pL, et son taux de production, lequel est sujet a des
variations diurnes, est de 1,5 a2 2 pL/min. Sa pression osmotique est
légerement plus élevée que celle du plasma, sauf qu'elle a une plus grande
concentration d'ascorbate, de pyruvate et de lactate et une concentration plus
faible de protéines (0,1% par rapport a 7% dans le plasma), d'urée et de
glucose. Le glucose a un role nutritif vis-a-vis du cristallin et de la cornée. Les
bicarbonates jouent le role d’'une solution tampon et sont en concentration
extrémement variables selon les espéces animales. Les chlorures établissent,

par opposition aux bicarbonates, un équilibre électrique.
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Il en résulte que 'humeur aqueuse est légeérement hyperosmotique par
rapport au plasma, 'exces étant de Vordre de 3 2 5 mosm/L. Ainsi, 'eau a
tendance a quitter le plasma pour gagner 'humeur aqueuse et, dans une
proportion différente, le vitré. Si ce phénomeéne d’osmolarité contribue a
I'écoulement du fluide dans l'oeil, son importance est d’embiée réduite, par le
fait qu’il se trouve sous la dépendance de la perméabilité relative de la
barriere hémato-oculaire, alors que, par ailleurs, la sortie de l"humeur
aqueuse par le canal de Schiemm peut se faire avec la plus grande facilité.
(Etienne, 1969).

' Chez Vindividu non glaucomateux, prés de 90% de 'humeur aqueuse filtre
hors del'oeil, sous I'effet d'un gradient de pression. L’humeur passe a travers
les tissus de I'angle et de la chambre antérieure, s’'écoule vers le canal de
Schlemm et ses efférents, puis vers les vaisseaux de I'épisciere et de la
conjonctive. Cette sortie n’est pas libre mais canalisée, au prix d'une certaine
résistance a !'écoulement, au travers de structures anatomiques qui sont les
voies principales de l'écoulement. L'élimination de I'humeur aqueuse est
assurée, en grande partie (~80%), par la voie trabéculaire. Les 20% restants

sont éliminés par la voie uvéosclérale (Demailly, 1989).

1.3 Définition et classification des glaucomes

Le glaucome est une neuropathie optique dans laquelle une dégénérescence
des cellules ganglionnaires de la rétine méne & une excavation caractéristique
de la téte du nerf optique (Shield et al., 1996). Il existe différents types de
glaucome que I"on peut classer en trois catégories: le glaucome 2 angle cuvert,
le glaucome congénital! ou développemental et le glaucome a angle fermé

(Figure 6). La principale différence entre le glaucome a angle fermé et a angle

1 Le terme congénital doit étre réservé aux cas pourlesquels des signes de glaucome sont présents

chez les moinsd’unan.
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ouvert réside dans la configuration de l'angle irido-cornéen. Ce dernier, situé
a la jonction de Viris et de la cornée, peut varier entre 20 et 45° chez des
individus normaux {Paquet, 1988). Les glaucomes associés & une anomalie de
développement sont causés par un probléme de différenciation embryonnaire
(Mears, 1996; Shield, 1996).

Primaire
Congénital Avec anomalies du

segment antérieur

Autres anomal ies

oculaires ou extraoculaires

Glaucome Primaire

Angle fermé
(angle-closure)
Secondaire

Juvénile

Primaire <
Chronique

Secondaire

Angle ouvert

Figure 6. Classification des différents types de glaucome.

Les glaucomes a angle fermé ou a angle ouvert se subdivisent en deux
groupes: le glaucome primaire et le glaucome secondaire. Le glaucome
primaire n’est relié a aucune autre maladie et la chambre antérieure de I'oeil
parait normale. Il peut survenir a tout age, de la vie intra-utérine a la
vieillesse. La forme juvénile survient généraiement chez des individus agés
entre 3 et 35 ans. Le glaucome de I'adulte, qui peut se présenter sous une
forme aigiie ou chronique, touche les individus agés de plus de 35 ans. Le
glaucome a souvent un caractere héréditaire et il est responsable d'environ

5% des cas de cécité chez les enfants d'age scolaire. (Paquet, 1988)
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Le glaucome chronique est beaucoup plus fréquent que le glaucome aigu mais
l'incidence des deux formes augmente de maniere significative apres 1'4ge de

quarante ans (Paquet, 1988).

Le glaucome secondaire est associé 2 une anomalie ou a une maladie del'oeil,
une tumeur intra-oculaire, une hémorragie, un traumatisme; il peut
également étre attribué a l'effet d'un médicament, telle la cortisone (Paquet,

1988).

I.3.1 Le glaucome a angle ouvert

Le terme angle ouvert précise d'emblée que, pendant toute la maladie, I'angle
irido-cornéen restera ouvert et normal. Lalargeur de l'angle peut se modifier
dans le temps par augmentation du volume du cristallin qui double
d'épaisseur entre 18 et 80 ans (Demailly, 1989).

On ignore totalement la cause de cette maladie. Cest une neuropathie
progressive ayant treés probablement une origine au niveau des cellules
ganglionnaires de la rétine, et est associée a une maladie du trabéculum
sclérocornéen, dont la porosité diminue. La perte des axones rétiniens
modifie I'aspect de la papille, créant une excavation trés spécifique (Figure 7)
qui s'associe a une atteinte du champ visuel débutant entre 5 et 30°. En
I'absence de tout traitement, l'affection conduit a la cécité (Demailly, 1989).

Le glaucome primaire a angle ouvert (POAG: primary open-angle glaucoma),
qui est en cause dans 60 & 70% de tous les cas de glaucome primaire, est
subdivisé en 2 groupes, selon l'dge d'apparition, la sévérité et le mode
d'héritabilité. La forme la plus commune est le glaucome chronique a angle

ouvert (COAG: chronic open-angle glaucoma), lequel est diagnostiqué apres
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'age de 35 ans environ. Il est caractérisé par une apparition lente et insidieuse
(Shield, 1996; Wilson & Martone, 1996). La forme la moins commune, le
glaucome juvénile 2 angle ouvert (JOAG: juvenile open-angle glaucoma),
survient habituellement, entre 3 et 35 ans environ. Il se manifeste d'une
facon trés agressive avec une pression intra-oculaire trés élevée, sans

anormalités del'angle (Frangois, 1980).
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Figure 7. Schématisation de la téte du nerf optique normal (a gauche) et de
Vexcavation (a droite) de la téte du nerf optique chez un individu souffrant de

glaucome. Tiré de Danyluk & Paton (1992).

Un des facteurs qui en conditionnent son évolution est 'hypertension

oculaire (HTO) que l'on considérait autrefois comme l'unique cause du
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glaucome et qui n'en est plus aujourd’hui quun signe fréquent mais
facultatif (Demailly, 1989). LHTO n'est pas un critere de diagnostic du
glaucome car, une minorité substantielle d'individus, atteints de glaucome 2
angle ouvert ont des niveaux de pression intra-oculaire (PIO} tout a fait
normaux (Leske, 1983). De plus, Schwartz (1986) a observé que, 6 ans apres le
diagnostic, 20% des HTO étaient redevenues normales, 13% plus fortes, les
autres restant invariables. Ceci démontre limpossibilité d'un diagnostic

positif sur une simple mesure tonométrique.

Pour qu'un diagnostic de glaucome a angle ouvert soit posé, il faut
obligatoirement qu’il y ait une détérioration de la papille ou du nerf optique.
Souvent, chez les individus atteints de glaucome, on observe également une
atteinte des champs visuels ainsi qu'une PIO supérieure a 21 mmHg.
Cependant, il se peut qu’il y ait une atteinte papillaire ainsi qu'une perte des
champs visuels sans élévation de la PIO. Cette forme clinique est définie
comme un glaucome 2 tension normale. De plus, il est possible que des
patients aient une PIO supérieure 4 21 mmHg sans dommage au nerf optique.
Iis sont alors diagnostiqués hypertensifs oculaires, glaucome suspects ou pré-

glaucomateux (Vaughan et al., 1995).

1.3.2 Le glaucome congénital ou développemental

Le glaucome congénital est une forme clinique et génétique clairement
distincte des formes juvéniles (Anderson, 1996; Lichter, 1994). Les glaucomes
associés a une anomalie du développement sont causés par un probleme de
différenciation embryonnaire. Cette forme de glaucome peut étre subdivisée
en 1) glaucome congénital primaire, dans lequel les anormalités
développementales sont restreintes a I'angle de la chambre antérieure; 2) les
anomalies développementales du segment antérieur - syndrome d’Axenfeld,

anomalie de Peter et syndrome de Rieger - dans lesquels le développement
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de Viris et de la cornée sont aussi anormaux; et 3) une variété d’autres
conditions - incluant Vaniridie, le syndrome de Sturge-Weber, Ila
neurofibromatose, le syndrome de Lowe, la rubéole congénitale - dans
lesquels les anomalies de développement de I'angle sont associées & d’autres

anomalies oculaires ou extraoculaires (Vaughan etal,, 1995).

L'affection est congénitale dans 1/3 des cas et devient manifeste avant I'age de
9 mois dans 88% des cas. Sa fréquence est au maximum de 1/15 000 naissances
et les sujets masculins sont 2 fois plus atteints que les sujets féminins. Le
glaucome congénital est, en outre, manifestement héréditaire dans 20 a 25%
des cas et méme dans 30 & 40% des cas selon Nakajima et coll. (1979). C'est une
affection bilatérale dans 75 a 80% des cas (Demailly, 1989).

Le glaucome congénital se transmet souvent suivant un mode autosomal
récessif, ayant une pénétrance variable (40 a 100%). La principale
caractéristique clinique est l'agrandissement du globe oculaire, la
buphthalmie, qui se produit lorsque la PIO s’éleve (Bejjani et al.,, 1998). Deux
loci ont présentement été associés au glaucome congénital: GLC3A (2p21)
(Sarfarazi 1995) et GLC3B (1p36) (Arkasu 1996).

Les cas sporadiques (isolés) de glaucome congénital peuvent étre expliqués
par: une hérédité autosomale récessive, une nouvelle mutation, un manque
de pénétrance, qui ne peut dépasser 40%, la rareté relative du gene en cause et

I'existence de phénocopies (Frangois, 1980).

1.3.3 Le glaucome i angle fermé (angle-closure)

Le glaucome 2 angle fermé reste relativement fréquent puisqu’il représente
plus de 10% de I'ensemble des glaucomes primitifs ou secondaires. Il peut étre

défini comme wune “hypertonie oculaire apparaissant lorsque !angle
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iridocornéen se ferme, déclenchant un syndrome douloureux plus ou moins
accusé et susceptible d’entrafner la perte fonctionnelle du globe” (Perdriel,
1983).

Les yeux prédisposés au glaucome par fermeture de langle ont des
caractéristiques biométriques bien déterminées et souvent héréditaires. La
tension oculaire s'éleéve sous Vinfluence de facteurs déclenchants. Les
mesures optiques actuelles prouvent l'existence d'une corrélation entre la
profondeur de la chambre antérieure et la probabilité de développer une
hypertonie par fermeture de l'angle. D'aprés Lowe (1972), cette probabilité est
une certitude si la profondeur de la chambre antérieure est inférieure 2
1,5 mm. Par contre, cette probabilité est pratiquement inexistante si la

profondeur de la chambre antérieure est supérieure 22,5 mm (Tableau 1).

Tableau1l. Corrélation entre la profondeur de la chambre antérieure et la
fréquence de glaucome par fermeture de I'angle (D’apres Lowe, 1972)

Profondeur de la chambre Fréquence de glaucome par
antérieure (mm) fermeture de I’angle (%)

2,2-2,3 1

2,0-2,1 3

1,8-1,9 11-14

16-17 33-40

1,4-1,5 : 33

1,1-1,3 100

Le glaucome par fermeture de l'angle survient d’autre part avec une
fréquence particuliere dans les yeux hypermétropes, c’est-a-dire dans les yeux

dont la longueur axiale est diminuée.
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Le premier phénomene physiopathologique du glaucome 2 angle fermé est le
blocage pupillaire. 1l existe chaque fois que I'arc de contact de la face antérieure
du cristallin et de la face postérieure de l'iris est anatomiquement important,
ce qui se produit avant tout sur les yeux qui ont une chambre antérieure
étroite. Ils constituent 5% environ des yeux examinés pour troubles de la
réfraction. Une faible proportion de ces yeux aura un jour un 'glaucome par
fermeture de l'angle (figure 8), car il faut qu'un mécanisme neurogene
intervienne pour transformer un blocage pupillaire relatif en blocage absolu:
ceci ne peut se faire que par une perturbation de l'innervation des muscles

iriens et/ou du muscle ciliaire.

Figure 8. Glaucome a angle fermé. La fermeture est due 2 la projection de la

racine de l'iris sur le trabéculum (Tiré de Etienne, 1984).
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Lorsque, dans un premier temps, le blocage de la pupille s'est accru, "humeur
agueuse située dans la chambre antérieure va s’évacuer par les émonctoires
trabéculaires. La pression diminuera donc dans la chambre antérieure au
moment méme ol elle reste élevée en amont de la pupille. La périphérie de
Viris viendra s’appliquer sur le trabéculum et se constituera alors le blocage
trabéculaire dont la premiere conséquence sera une hypertension oculaire. On
peut remarquer que, si la pupille est totalement dilatée, il n'y a pas de blocage
pupillaire possible parce qu'en périphérie, l'iris et le cristallin n’entrent plus

en contact (Etienne, 1983).

1.4 Epidémiologie du glaucome primaire 4 angle ouvert

Dans la population mondiale, environ 5,2 millions de gens sont aveugles a
cause du glaucome (Thylefors & Negrel, 1994) et on prévoit qu'il y en aura
environ 6,7 millions en 1'an 2000, faisant de cette affection, la deuxiéme cause
de cécité au monde apres les cataractes (Quigley, 1996) et la premiere chez les
Afro-américains (Klein et al., 1992). On estime que la prévalence du glaucome
a angle ouvert est de 2% chez les individus de plus de 40 ans et peut s’élever
jusqu’a 6% chez les plus de 60 ans (Leske, 1983). Cependant, selon les criteres
de diagnostic utilisés, l'incidence de la maladie peut varier. En effet, certains
diagnostics de glaucome a angle ouvert sont basés sur une simple
augmentation de la TIO sans autres manifestations alors que dans d'autres
cas, l'excavation papillaire et les déficits caractéristiques des champs visuels
sont nécessaires au diagnostic. On peut cependant dire que I'incidence chez

les plus de 40 ans se situe entre 1 et 2% par année (Frangois, 1980).

Bien que I'HTO est reconnu comme un des plus importants facteurs de risque
(Quigley & Vitale, 1997), il a été démontré que I'a4ge est tout aussi important et
les personnes de plus de 60 ans sont environ 7 fois plus touchées que les

moins de 40 ans. De plus, l'incidence et la prévalence sont augmentées de 4
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fois chez les gens de race noire (Leske, 1983). Une histoire familiale de
glaucome augmente également le risque, pour un enfant ou un parent de
second degré d'un sujet atteint de glaucome, de 10 & 40%, en tenant compte de

la pénétrance qui peut étre variable (Frangois, 1980).

La transmission de cette maladie s'effectue surtout sous un mode autosomal
dominant avec une pénétrance assez élevée (Johnson et al, 1993) pouvant
varier de 60 a 100% (Francgois, 1980). Plusieurs localisations chromosomiques
ont été cartographiées sur le génome (Tableau 2). Le premier gene (GLC1A)
causant une forme sévere de POAG fut localisé sur le chromosome 1 (1q23-
q25) par Sheffield et al. (1993). Ce gene est également appelé TIGR (trabecular

meshwork induced response protein) ou MYOC (myocilin).

Tableau 2. Différentes localisations chromosomiques reliées au glaucome

Locus® Type de glaucome Localisations Références
GLCIA |]Juvénile/chronique 123-q25 Sheffieid et al. 1993
Morissette et al. 1995
GLC1B chronique 2cen-q13 Stoilova et al. 1996
GLCIC chronique 3q21-q24 Wirtz et al. 1997
GLC1D chronique 8923 Trifan et al. 1998
GLCIE chronique 10p15-pl4 Sarfarazi et al. 1998
GLCIF chronique 7q35-q36 Wirtz et al. 1999
* GLC: Abréviation pour glaucome
1: Glaucome a angle ouvert

A-F; Ordre de localisation

Le géne TIGR est composé de 3 exons, a un poids moléculaire de 57 kilo
daltons (Kubota et al., 1998) et encode une protéine de 504 acides aminés
(Fingert et al., 1998b) (Figure 9). On retrouve TIGR en grande quantité dans le
trabéculum et son ARNm a été détecté dans les cellules photoréceptrices
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(Kubota et al., 1997), le corps ciliaire, l'iris, le muscle squelettique et dans le
muscle cardiaque (Ortego et al., 1997).

Figure 9. Schématisation du géne TIGR/MYOC.

Cependant, la fonction exacte du géne n'est pas connue mais une étude
récente a démontré que la protéine du geéne TIGR est plus abondante dans le
trabéculum des yeux de glaucomateux que chez les yeux d'individus normaux
(Lutjen-Drecoll et al., 1998). Le geéne TIGR contient une région que l'on
nomme leucine zipper, qui permet entre autre a deux protéines d’interagir
ensemble et de s’enrouler, formant ainsi un dimere (Alber, 1992). Le géne
contient également un domaine de 25% d’homologie avec la chaine de
myosine et un autre de 40% d’homologie avec I'olfactomedine (Kubota et al.,

1998). Depuis l'identification du géne TIGR, 50 mutations ont été reliées au
POAG (Tableau 3).



Tableau 3. Mutations responsables de glaucome primaire 3 angle ouvert

identifiées dans le géne TIGR/MYOC
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Mutations Références Mutations Références
Cys9ser 19 1171GACA-T 15
Glyi2Arg 11 Ser393Arg 11
Gin19His 1,11,19 396INS397 1
Arg46Stop 11,12 Lys398Arg 5
Asn73Ser 19 Argd22Cys 19
Arg82Cys 1,11,19 Argd22His 1,19
Ser203Phe 13 Lys423Glu 10,19
Asp208Glu 11 Val426Phe 3,8,13,19
Gly246Arg 2,3,19,20 Gly4348er 14
Gly252Arg 3,13,19 Tyr437His 1,6,11,17,19,21
Trp286Arg 1,11,19 Ala445Val 1,11,19
Thr293Lys 1,11,19 Asnd50Asp 14
Glu308Stop 14 1bpDELcodond53 11
Glu323Lys 13,19 Iled65Met 11
GIn337Arg 4519 Argd70Cys 1,11,14,19
Glu352Lys 11,13,19 Tyrd73Cys 19
Thr3531e 11,12 Ile477Ser 1,2,3,11,13,19,20
Pro361Ser 1,11,19 Iled77Asn 16,19
Glu364Val 1,6,11,19,21 Asn480Lys 2,18,19,20
Gly367Arg 7,8,9,14,19 Pro481Thr 11
Gin368Stop 1,5,6,11,17 Glu4835top 11
Pro370Leu 2,7,9,13,14,17,19,20 Val495]le 19
Thr377Met 1,11,17,19 11e499Phe 2,19,20
Asp380Gly 1,19 Lys500Arg 119
Asp380Ala 5,22,23 Ser502Pro 5,22
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L5 L'analyse de liaison génétique
1.5.1 Les bases biologiques de la génétique

Pour une espece donnée, le génome est globalement semblable pour tous les
individus. Il existe cependant des variations entre génomes d'individus
différents: c'est le polymorphisme. Il peut étre silencieux ou se manifester par
la modification d'un caractére observable et quelques fois induire un
dysfonctionnement grave de I'organisme (maladie génétique} (Bernot, 1996).
De fagon stricte, on considere qu'un locus est polymorphique lorsque la

fréquence del'allele le plus commun de ce locus est inférieure a (,99 dans la

population.

Le mot géne est un terme général définissant l'entité physique transmise des
parents aux enfants, lors du processus de reproduction. Cest le matériel
héréditaire. Toutes les formes différentes d'un geéne, y compris la forme
normale, sont appelées des alleles. Les génes sont arrangés linéairement le
long de corps filamenteux microscopiques, les chromosomes, et la position
d'un gene le long de la paire de chromosome homologue est le locus. Si les 2
alleles sont chimiquement identiques, l'individu est homozygote au locus
considéré; si les 2 alleles sont chimiquement différents, l'individu est
hétérozygote (Hartl, 1994).

A la méiose, la répartition des chromosomes homologues se produit au
hasard, c'est-a-dire que les membres paternel et maternel de chaque paire de
chromosomes homologues subissent une ségrégation indépendante.
Cependant, la plupart des cellules en méiose sont le sidgge d'un autre
événement génétique capital. Avant la premiere division méiotique, les
chromosomes homologues s'adossent I'un a l'autre et c'est 2 ce moment

qu'une recombinaison peut s'effectuer entre les chromatides sceurs. Cet
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échange de matériel entre chromosome est le crossing-over ou
recombinaison génétique (Darnell et al,, 1993). Cependant, les recombinaisons
ne surviennent pas avec la méme fréquence dans toutes les régions du
génome humain mais préférentiellement dans des régions que 'on qualifie
de points chauds de recombinaisons, ou “hot spot” (Kaplan & Delpech, 1989).
De plus, les recombinaisons sont plus fréquentes chez la femme {Watson et

al., 1994).

La fréquence des recombinaisons méiotiques permet de définir la distance
génétique dont l'unité est le Morgan (M). Un Morgan correspond a 1la
longueur chromosomique moyenne ou il doit obligatoirement y avoir une
recombinaison. Le centiMorgan représente le centitme de cette distance et
correspond 2 une fréquence de recombinaison de 1% (1 recombinaison pour
100 méioses). Les recombinaisons se produisent de fagon aléatoire et
imprévisible, cependant, elles obéissent a une loi statistique et la probabilité
de recombinaison entre 2 loci est proportionnelle en moyenne a la distance
physique qui les sépare; plus la distance est grande entre 2 loci, plus les
chances de recombinaisons sont grandes. Lorsqu'un geéne de susceptibilité et
un marqueur se retrouvent prés I'un de 'autre, on dit qu'ils sont liés car ils

seront presque toujours transmis ensemble (Terwilliger & Ott, 1994).

1.5.2 Les marqueurs microsatellites

L’identification de la transmission d'un marqueur génétique est effectuée par
la caractérisation de ses différents alleles, qui sont des polymorphismes de la
séquence d’ADN. Quatre types de marqueurs ont été développés jusqu'a
maintenant: les RFLP (restriction fragment length polymorphism), les
minisatellites ou VNTR (variable number tandem repeat), les microsatellites

et plus récememnt les SNP (single nucleotide polymorphism).



Un RFLP est un fragment d’ADN génomique humain cloné qui, lorsqu’il est
utilisé comme sonde sur de 'ADN génomique humain digéré par une
enzyme de restriction, détecte des fragments dont la taille est différente selon
les individus. Le polymorphisme d'un RFLP peut provenir d'une mutation
dans un site de restriction ou d'une délétion ou encore d'une insertion entre
deux sites de restriction (Bernot, 1996). Les minisatellites ou VNTR sont
constituées de séquences d'une longueur de 15 a 100 paires de base et le
polymorphisme des VNTR provient de la variation du nombre de répétitions

de ces séquences (Watson et al., 1994).

Les marqueurs microsatellites sont constitués de trés courtes séquences
d'ADN, soit moins de 4 nucléotides, répétées en tandem (10 a 15 répétitions).
Chaque microsatellite correspond a un locus unique dans le génome,
parfaitement défini par les séquences uniques qui encadrent la répétition. Le
polymorphisme de ces marqueurs est dfi a la variation dans la longueur des
séquences répétées d'un individu a lautre et la longueur des répétitions
identifie les alléles correspondants de chacun des loci étudiés (figure 10). C'est
avec ces variations de longueur que I'on peut attribuer les alleles a chacun des
individus (génotype) faisant partie d'une étude d’analyse de liaison. Les
avantages de ces marqueurs microsatellites sont: leur haut degré de
polymorphisme et leur répartition uniforme sur l'ensemble du génome
(Bernot, 1996). Le laboratoire Généthon a développé et cartographié plus de

5200 marqueurs microsatellites de type (CA)n a partir du génome humain
(Dib et al., 1996).
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Figure 10. Le génotypage par microsatellites. A) Différences alléliques entre les
séquences microsatellites. Le dinucléotide CA est répété 17 fois pour
l'individu 1, 18 fois pour l'individu 2 et 15 fois pour l'individu 3. B) Exemple
de génotypage de microsatellites chez une famille. La taille du microsatellite
est évaluée par électrophorese et l'attribution des différents alleles peut &tre

ainsi effectuée.

1.5.3 Les analyses statistiques

Les différents génotypes obtenus lors des études chez des familles atteintes
d'une maladie peuvent étre analysés statistiquement afin de localiser un géne
responsable de cette maladie par rapport & un marqueur génétique dont on

connait la position chromosomique. La méthode statistique utilisée a été
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élaborée par Morton en 1955 et consiste a évaluer le rapport de vraisemblance
entre deux hypotheses: la probabilité de la vraisemblance avec une fraction de
recombinaison 8<0,5 sur la probabilité de la vraisemblance avec 6=0,5. On
utilise plus précisément le logarithme en base 10 de ce rapport et cette
statistique est appelée le Lodscore, qui est symbolisé par Z. On peut écrire cet
estimateur sous la forme de I'équation suivante: Zg =Log, L/ L5, ol L,
symbolise la vraisemblance. Comme nous ne connaissons pas la position du
locus au départ, le Lodscore est calculé pour plusieurs valeurs de 8 comprises

entre 0 et 0,5. La valeur du Lodscore maximal (Zmax) indique la fraction de

recombinaison pour laquelle la vraisemblance est optimale (Ott, 1991).

Lors d’une étude de liaison, 3 regles générales sont acceptées:
A) 1l y a absence de liaison génétique si Zmax < -2
B) On peut conclure a une liaison génétique significative si Zmax > 3.
A ce moment-13, la probabilité de la vraisemblance est 1000 fois plus
élevée pour 6<0,5 que celle de 6=0,5
O Si 0 < Zmax < 3, la liaison génétique ne peut étre ni exclue, ni
affirmée. Si Zmax est négatif, la tendance se dirige vers !'exclusion
d’une liaison, s'il est positif, vers un potentiel de liaison.

(Terwilliger et Ott, 1994)

En utilisant le progiciel LINKAGE développé par Lathrop (Lathrop et al,
1984), il est possible d'évaluer la probabilité, dans un pedigree donné, d'une
fraction de recombinaison entre 2 loci (Morton, 1955). Le calcul de Lodscore
nous permet, d'une part, de tester statistiquement s'il y a liaison et d'autre

part d'évaluer la distance entre un marqueur génétique et un locus maladie.

Pour une maladie mendélienne simple, quand Zmax >3, I'hypothese de
liaison indique que la probabilité de la vraisemblance L est 1000 fois plus

grande que la vraisemblance Lg,;; on affirme alors que la liaison est
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statistiquement significative. La valeur de 8 associée permet en plus d'estimer

la distance entre le locus de la maladie et le marqueur utilisé (Ott, 1991).

1.6 Les avantages de la population québécoise

L'étude de maladies héréditaires avec les familles du Québec est grandement
facilitée par les avantages suivants. 1) De grandes familles étendues sur 3 ou 4

générations; 2) Des registres de trés grande qualité comportant des actes de

naissances, de mariages et de déces remontant jusqu'au XVIIE siecle; 3) Un

systeme de santé gratuit et universel (Bouchard, 1990).

De plus, avec l'apparition de SOREP, maintenant devenu I'IREP (Institut
interuniversitaire de recherches sur les populations), il est de plus en plus
facile de faire des reconstitutions généalogiques. Un des objectifs du centre est
de poursuivre le développement et 'exploitation d'une banque de données

qui prend la forme d'un fichier-réseau de population.

Le fichier-réseau BALSAC est une base de données, gérée par le logiciel
INGRES. A partir de ce logiciel, on peut entreprendre une construction

automatique des généalogies ascendantes et descendantes. On peut également

effectuer le calcul des principaux coefficients pour l'analyse de la parenté (¢),
de la consanguinité (F), de la profondeur généalogiques... On peut également

comparer les familles étudiées avec un groupe de cas-témoin afin d'évaluer

ces parametres (Bouchard, 1987).



1.7 Objectifsde I'étude

Le groupe de recherche du Dr. Vincent Raymond a ideniifié 2 mutations chez
2 familles québécoises originaires de Vest du Québec atteintes de glaucome.
Ces 2 mutations apportent un phénotype différent (glaucome juvénile et
glaucome chronique} méme si elles sont situées sur le méme geéne
défectueux, le géne TIGR situé au locus GLCIA.

Dans ce projet de recherche, nous visons la réalisation des objectifs suivants:

1- Valider la présence des deux mutations chez des cas sporadiques
recrutés dans différentes régions du Québec;

2- Ftudier Vorigine de ces deux mutations ainsi que leur répartition;

3- Réaliser une analyse généalogique chez les cas sporadiques qui
résident dans I'est du Québec;

4- Evaluer I'age d’apparition de la maladie chez les sujets atteints;

5- Etablir une corrélation génotype/phénotype chez les deux familles
étudiées.
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113 Recrutement

L’étude débute par I'identification d'un probant (proposant ou égo) atteint de
glaucome. Cette premiere étape est réalisable grace aux ophthalmologistes qui
nous réferent des patients. Apres s'étre assuré que le probant est informé au
sujet de I'étude et qu’il accepte d'y participer, il doit contacter tous les autres
membres de la familles et demander leur participation. Tout membre qui
accepte sera, par la suite, contacté par l'infirmiere en charge du recrutement.
Lors d’une clinique de recrutement, nous recueillons toutes les informations
nécessaires afin de poser un premier diagnostique, de cibler des individus-clés
et faire 'histoire familiale en relation avec la maladie. Tous les individus qui
acceptent de participer a I'étude doivent obligatoirement signer un formulaire

de consentement, conforme aux régles d’éthique.
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I1.2 Procédures généalogiques

Dans une étude d’épidémiologie génétique, il devient important d’effectuer la
reconstitution généalogique de la famille. Plusieurs outils sont utilisés tels,
les registres d’état civil, les Archives nationales du Québec, les registres civils,
différents volumes généalogiques ainsi que le fichier-réseau BALSAC de
VIREP qui contient, entre autres, une base de données généalogiques étendue
2 la grandeur du Québec. Lorsque les généalogies sont complétées, des
analyses descriptives peuvent étre effectuées ainsi que des calculs portant sur

la consanguinité et 'apparentement des proposants.

I1.3 Les analyses généalogiques

Les analyses généalogiques effectuées dans le cadre de ce mémoire ont été
entierement effectuées par un programme d'analyses élaboré a I'IREP. Celui-
ci est un ensemble de commandes et de programmes comprenant 3 sous-
ensembles destinés a V'entrée, la validation et l'analyse des données. Lors
d’analyses effectuées sur un groupe d’ascendances, il est possible de calculer
plusieurs coefficients et plusieurs parametres. Dans le cadre de cette
recherche, les parametres suivants ont été étudiés:

- la complétude ou exhaustivité des ascendances;

- la consanguinité;

- la répartition géographique des proposants;

- Vapparentement.

11.3.1 La complétude ou exhaustivité des ascendances.

La complétude (exhaustivité) permet de comparer les généalogies
reconstituées a celles que 1'on devrait obtenir théoriquement en terme de

quantité d’ancétres, si on arrivait a les identifier tous, a toutes les générations



(Jetté, 1991). On calcule 'exhaustivité a la génération x selon la formule

suivante:

Cx= nb. d’ascendants connus

nb. d’ascendants attendus

I1.3.2 La consanguinité

La consanguinité concerne les unions entre individus apparentés et elle
augmente 'homozygotie dans une population (Hartl, 1994). Le coefficient de
consanguinité (F) est la probabilité que les 2 alitles que porte un individu en
un locus déterminé soient identiques par ascendance et hérités d’un ancétre
commun 2 son pere et sa mere (Malécot, 1966). On peut calculer le coefficient
de consanguinité de chacun des égos (F,) selon la formule suivante (Tremblay
et al., 1998):

N .
F,= (12)" (1+Fy,)
b=1

ot S=égo
N =nombre de boucles de consanguinité
i, =nombre d'individus présents dans chaque boucle

A, =ancétre commun dans chaque boucle

La sommation s'effectue sur toutes les boucles de consanguinité possibles
pour tous les ancétres communs. Dans ce cas-ci, 1+F,, est toujours égal a1, car

la possibilité que certains ancétres soient eux-méme issus d'une union
consanguine n'est pas prise en compte. Ceci peut conduire a une légere sous-

estimation des coefficients de consanguinité des individus.
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Le programme utilisé calcule aussi le coefficient moyen de la population
traitée, C'est-a-dire les 36 généalogies utilisées pour ce mémoire. Dans I'espece
humaine, le degré de consanguinité le plus proche qui existe entre conjoints
dans la plupart des sociétés se manifeste par les mariages entre cousins
germains, olt le coefficient (F) atteint une valeur de 1 /16 ou 0,0625 (Hartl,
1994). Pendant longtemps nous avons pensé que la fréquence des mariages
consanguins était trds élevés dans la région de Charlevoix, cependant,
seulement 0,5 % des mariages de ce type ont ét¢ rapportés dans cette région,
pour la période de 1778-1802. A cette époque, I'Eglise catholique exergait de
fortes pressions sociales afin de freiner les unions entre conjoints de parenté
rapprochée. On observe, en effet, aucun mariage oncle-niéce ou tante-nevey,
et trés peu de mariages entre cousins germains pour cette période (Morissette,
1990). Dans les registres paroissiaux, lors d'un mariage consanguin, le prétre
apposait toujours le degré de parenté des conjoints. Le tableau 4 représente

I'équivalence du coefficient de consanguinité a ce degré de parenté.

Tableau 4. Equivalence des codes de consanguinité
(Tiré de Bouchard & De Braekeleer, 1990)

Codes Degré de parenté Coefficient de
consanguinité (F)
1 2:2 0,0625
2 2:3 0,03125
3 3:3 0,015625
4 3:4 0,0078125
5 4:4 0,00390625
6 4:5 0,00195315
7 5:5 0,0009765
8 1:2 . 0,125




11.3.3 L'apparentement

L’apparentement est la probabilité qu'un allele choisi au hasard & un locus
chez un individu soit identique par ascendance (hérité d'un ancétre
commun) 2 un allele pris au hasard au méme locus chez un deuxieéme

individu {d’une autre ascendance). Le coefficient d'apparentement de chaque

paire d'égo (¢xy) a été calculé selon la formule suivante (Tremblay et al., 1998):

q)xy - § (1 Q)GXb+GYb+I
b=1

ol: XetY=¢égos
N =nombre de boucles d'apparentement
Gy, et G,, = nombre de générations qui séparent X et Y de l'ancétre

commun dans chaque boucle.

Le programme utilisé calcule également le coefficient moyen dela population

traitée.

114 Procédures diagnostiques

Tout participant doit passer un test chez un ophthalmologiste afin de détecter
toutes les anormalités oculaires qui peuvent survenir dans I'angle irido-
cornéen, au niveau des champs visuels ou encore a la papille optique. Les
tensions intraoculaires sont également évaluées afin de dépister la moindre
anormalité. Dans cette étude, le diagnostic de glaucome a angle ouvert est fait
apres avoir observé une détérioration papillaire. Un champs visuel diminué

ou une pression intraoculaire supérieure a 21 mmHg sont également notés.
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1L.5 Ponction veineuse

Tous les sujets voulant participer a I'étude regoivent, & domicile ou au centre
hospitalier, la visite d’une infirmi2re qui procéde a une ponction veineuse.
Habituellement, trois tubes héparinés de 10cc sont prélevés. Deux servant a
I'extraction de VADN génomique et lautre & l'immortalisation cellulaire
lorsque nécessaire. Cette derniére technique est effectuée afin de ne pas
reprendre la ponction ou encore d'éviter de perdre l'information précieuse de

certains sujets clés.

11.6 Immortalisation cellulaire et extraction de 'ADN génomique
11.6.1 Immortalisation cellulaire

Pour cette technique d’immortalisation, il faut verser le tube de sang hépariné
dans un falcon 50 mL et compléter a 15 mL avec du PBS 1X. Ensuite, une
partie de ce mélange sanguin est versé lentement dans un autre tube
contenant 10 mL de Ficoll. Gréce a une centrifugation, le sang est séparé en
plusieurs couches, et les lymphocytes peuvent étre récupérés. D’autres
centrifugations sont nécessaires et les cellules sont suspendues a nouveau

dans du RPMI-15 pour ensuite étre comptées sur un hémacymetre.

Pour chaque million de cellules, 1 million de virus Epstein barr sont ajoutés.
Ce mélange cellules-virus est distribué dans des puits et incubé a 37°C avec
5% de CO2 afin de faciliter la croissance cellulaire. Lorsque les cellules sont en

quantité suffisante, on peut les congeler pour une durée illimitée.



35
11.6.2 Extraction de YADN génomique i partir du sang

Pour effectuer cette technique, le sang doit préalablement étre transféré dans
un Falcon 50 mL et étre congelé de 24 a 48 heures. Il est ensuite décongelé
lentement & 37°C. Plusieurs centrifugations sont effectuées avec du TE 10:10
constitué de 1M Tris et 0,5M EDTA (acide éthylene-diamine-tétracétique). On
laisse reposer sur glace 30 minutes et ensuite, on effectue une centrifugation a
3500 tours pendant 15 minutes. Le sumageant est décanté dans un récipient
contenant de I'eau de javel et de 'eau 1:1. Le culot est ensuite homogénéisé
au vortex avec 15 mL de TE 10:10 froid, puis, complété par la suite 2 50 mL. On
laisse reposer sur glace 10 minutes et on effectue une autre centrifugation
identique a la précédente. Le surnageant est décanté une fois de plus et on
ajoute au culot 14 mL de Guanidine-HCl 6 M et 1 mL d’acétate d’ammonium
7,5 M. On fait agiter le tout 1 heure a la température de la piece et 1 heure a
37°C. Aprés ces 2 heures, on ajoute 1 mL de Sarcosine 20% et 200 a 300 pL de
Protéinase-K (10 ng/mL), selon la grosseur du culot. On incube alors a 37°C

toute la nuit.

Le lendemain, les tubes sont sortis et chambrés a la température de la piece.
Puis, 'ADN est précipité en complétant le volume avec de 1'éthanol 95%.
Ensuite, les tubes sont inversés jusqu'a l'apparition d’un flocon blanc (ADN).
Le flocon est récupéré et déposé dans un tube frais. Le culot est lavé 2 fois avec
del'éthanol 70% afin de resolubiliser les sels et les parois du tubes sont bien
asséchées afin d’éliminer les traces d’éthanol. Trois mL de TE 10:1 sont
ensuite ajoutés, puis on laisse agiter a la température de la piece pendant
toute la nuit afin de dissoudre le flocon d’ADN. Le troisieme jour, on dose
I"ADN au spectrophotometre et on fait une lecture a 260 et 280 nm. On dilue
finalement I’ADN jusqu’a l'obtention d’'une concentration de 10 ng d’ADN
par uL. L'ADN concentré est congelé a -20°C. L’ADN dilué se conserve trées
bien a 4°C.
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[1.6.3 Extraction de ’ADN génomique i partir des lymphocytes

Au départ, il faut avoir de 10 2 20 millions de cellules que 'on transfere dans
un tube de 15 mL. Lorsqu’il y a plusieurs tubes, on équilibre avec une solution
saline 0,9%. On centrifuge le tout a 2000 RPM pendant 5 minutes. On enleve
le surnageant pour ne garder que le culot visible au fond du tube en laissant
cependant un peu de liquide résiduel. Le culot est lysé dans une solution
tampon (TE). Ensuite, on fait un traitement a la RNase A (10 ng/uL) afin de
briser I’ ARN. On précipite également les protéines a l'aide d’une solution de
protéinase-K (20 mg/mlL). Ensuite, on précipite 'ADN avec l'isopropano! et
Iéthanol et on termine en hydratant I’ADN récupéré dans une solution de TE
10:1. On dose enfin au spectrophotometre a 260 et 280 nm pour effectuer les

dilutions.

I1.7 Génotypage de marqueurs microsatellites

En évaluant la relation qui existe entre la transmission d’une maladie et un
segment d’ADN particulier, nous pouvons localiser un gene a quelques
milliers de nucléotides pres. (White & Lalouel, 1988). La caractérisation
récente de répétitions en tandem d’'une séquence simple fournit un type de
polymorphisme 2 caractere trés informatif. Les répétitions de dinucléotides
(dC-dA), ont été utilisées pour cette étude. En plus d'étre réparties
uniformément sur tout le génome, ces répétitions sont également distribuées
dans les régions non traduites 5’ et 3’ ainsi que dans les introns (Bernot, 1996).
Les marqueurs génétiques ou microsatellites se caractérisent par leur
variabilité d’un individu a l'autre et leur transmission mendélienne, il sont

en fait une sonde qui détecte un polymorphisme.

Comme nous étudions la région du bras long du chromosome 1, différents

marqueurs de cette régions ont été retenus selon leur degré d’informativité.
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11.7.1 Analyse des répétitions des microsatellites par PCR

Cette technique PCR consiste a amplifier des segments dADN en une
succession d'étapes effectuées a des températures variables. Trois étapes
composent un cycle et le protocole utilisé comprend 30 cydles. Dans premier
temps, 'ADN est dénaturé a 94,5°C; ensuite les amorces s’hybrident a une
température de 56°C, avec leur ségquence complémentaire située a I'extrémité
3' de chaque brin; puis la température est élevée a 72°C afin de permettre une
polymérisation optimale par YADN polymérase. Ces trois étapes de chacun
des 30 cydes ont une durée de 40, 50 et 50 secondes respectivement. Au tout
début de la réaction, il y a une étape de dénaturation a 95°C pendant 5
minutes et a la toute fin, une étape de polymérisation de 10 minutes est

exécutée afin d’assurer une élongation finale complete (Figure 11).
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Figure 11. Différentes étapes de la réaction en chaine de la polymérase (PCR).
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Le milieu réactionnel comprend un volume total de 50 uL contenant 100 ng
d’ADN génomique, 50 pmol de chacune des amorces, les quatre
désoxyribonucléotides (1,25 mM de dNTP), 50 mM K, 10 mM Tris (pH 9),
1,5 mM MgCl2, 0,01% de gélatine, G,1% de Triton X-100 et 1U de Taq
polymérase, une enzyme thermostable provenant de la bactérie Thermus
Aguaticus (Perkins Elmer Cetus). L'enzyme est toutefois ajouté aprés 5
minutes de dénaturation. On ajoute également une goutte d’huile dans

chacun des puits afin d’éviter I'évaporation.

11.7.2 Electrophorése sur gel et lecture des alléles

Les produits d’amplification synthétisés sont déposés sur un gel dénaturant
de polyacrylamide 6%. Le principe de I'électrophorese est qu'une différence de
potentiel appliquée aux extrémités d'un gel fait migrer les molécules d’ADN
chargées négativement a une vitesse dépendante de leur taille et permet ainsi
de les séparer. Des gels de polyacrylamide 6% de 100 mL sont coulés entre 2
plaques de verre qui sont séparées par des espaceurs placés sur les cotés. On
utilise également des peignes ayant 96 puits. Les gels sont préparés en
dissolvant 50 g d'urée dans 20 mL de TBE 5X en chauffant légérement.
Ensuite, on ajoute 15 ml d’acrylamide 40% (95 g d’acrylamide et 5 g de bis-

acrylamide dans un volume total de 100 mL d’eau) et de 'eau pour un

volume total de 100 mL. La polymérisation est initiée en ajoutant 500 uL de

persulfate d’ammonium 10% (FISHER) et de 50 ul. de TEMED (Boehringer-
Mannheim). La polymérisation dure environ 90 minutes. Avant de déposer
les produits d’amplification, on effectue une pré-électrophorese de 60 minutes
a une puissance de 100 watts. Les échantilions sont chauffés a une
température de 96°C pour environ 2 minutes et ensuite déposés sur glace. Les
échantillons sont ensuite déposés sur le gel a raison de 5 uL par puits et on fait

migrer a une puissance de 100 watts.
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Apres 'électrophorese, le gel est dégagé en séparant les 2 plaques de verre et
les produits séparés sont ensuite ftransférés pendant 90 minutes sur une
membrane de nylon Hybond N+ (Amersham) a laide de poids et la
membrane est hybridée avec une sonde (CA)n marquée en 3’ avec la
Digoxigenin-11-ddUTP. La sonde est ensuite détectée par chimiluminescence
utilisant le systtme DIG (Boehringer-Mannheim) et avec un film Kodak
XAR-5. La longueur des alleles est évaluée relativement z la longueur de
Vallele le pius court de la mere 1347 (individu 134702) d'une famille du CEPH
(Centre d’étude du polymorphisme humain). Le génotypage est repris si des
incompatibilités ou des événements de recombinaison sont détectés. Les
données sont introduites sous format informatique au moyen d’un tableau

puis intégrées dans une base de données.

I1.8 Analyses statistiques

Lors des analyses statistiques, plusieurs modeles peuvent étre utilisés afin de
maximiser les chances de détecter une liaison (ségrégation autosomale
dominante, récessive ou liée au sexe, pénétrance complete ou réduite). Il faut
également tenir compte de plusieurs parametres tels: l'incidence de la
maladie dans la population, I'age d’apparition de la maladie ainsi que la
pénétrance et le taux de phénocopies en accord avec les données
épidémiologiques (Ott, 1991). Pour notre étude, on suppose un mode de
ségrégation autosomal dominant et un mode de transmission monogénique.
Le mode de ségrégation correspond au mode de transmission le plus simple
suggéré par les arbres généalogiques des familles. Les analyses statistiques sont
effectuées en prenant compte des génotypes des marqueurs utilisés et des

phénotypes observés de chacun des individus sélectionnés pour l'étude de

liaison.
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Les Lodscores sont calculés pour des fractions de recombinaisons (8) de 0,0;
0,01;0,05;0,1; 0,2; 0,3 et 0,4 avec les programmes MLINK du logiciel LINKAGE
(Lathrop et al. 1984) sous 'hypotheése d'un seul locus pathologique
responsable de la maladie. Les calculs statistiques tiennent compte de la
fréquence allélique estimée pour les marqueurs dans la population

canadienne francaise.

119 Test d’analyse mutationelle: Amplification-refractory mutation system
(ARMS)

Afin d'identifier les individus porteurs des mutations recherchées, nous
avons développé un test d’analyse mutationelle (ARMS) suivant les
procédures décrites par Little (1997). Pour la détection de la mutation
GIn368Stop, une des réactions contient une amorce spécifique “forward” pour
Vallele normal, 368Ctn: 5-AGGAAATCCCTGGAGCTGGCTACCACGGTC-3,
et l'autre réaction, une amorce spécifique “forward” pour lallele muté,
368Ctm2:  5-AGATCCCTGGAGCTGGCTACCACGGGT-3. Dans chaque
réaction, une amorce commune “reverse” est ajoutée pour l'aliele inverse
GLC1A 1479R: 3-CAAAGAGCTTCTTCTCCAGGGGGTITGTAGT-5. Deux
amorces controles sont également utilisées dans chacune des réactions afin
d’amplifier un fragment de 438 bp, 'exon 1 du geéne TIGR: l'amorce
“forward” de lexon 1: 5-AGAGCTTTCCAGAGGAAGCC-3' et l'amorce
“reverse” 3'-TTGGGTTTCCAGCTGGTC-5. Un protocole standard de PCR a
été utilisé et les produits d’amplification sont déposés sur un gel d’agarose 2%

contenant du bromure d’éthidium pour une électrophorese.

En ce qui concerne la détection de la mutation Lys423Glu, une des réactions
contient une amorce spécifique “forward” pour lallele normal,
GLC1A 1313AA: 5-TCGAACAAACCTGGGAGACAAACATCCGAA-3, et
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Vautre réaction, une amorce spécifique “forward” pour Vallele muté
Lys423Glu GLC1A1313GG: 5 TCGAACAAACCTGGGAGACAAACATCCGGG-
3. L’amorce GLC1A 1479R pour l’amplification de la séquence “reverse” est la
méme que celle utilisée dans le test pour ia mutation Gin3685top ainsi que les

amorces pour 'amplification de I'exon 1 du géne TIGR.



CHAPITREII

RESULTATS

111 Les familles étudiées

I11.1.1 La famille CA

Cette famille a été décrite dans un article publié dans la revue “American
Journal of Human Genetics” (Morissette et al.,, 1995). Je ne ferai donc qu'un
bref rappel des résultats parus dans cet article ainsi qu'une description des

nouveaux résultats obtenus depuis sa parution.

La famille CA est originaire de la rive sud du Saint-Laurent. L'étude de
I'histoire familiale permet de remonter jusqu’a un ancétre décédé aveugle en
1872. Cetindividu a eu 5 enfants dont 4 qui ont eu une descendance et parmi
ceux-ci, 3 filles atteintes de glaucome. Une de ces filles a laissé une
descendance trés importante, une descendance fortement affectée par le

glaucome (Figure 12).
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Figure 12. La famille CA. Les cercles et les carrés noirs

représentent des individus atteints.
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Cette famille contient plus de 101 membres atteints de POAG. L'age au
diagnostic varie de 8 a 62 ans (glaucome juvénile et chronique), avec une
moyenne d’environ 30 ans et seulement 2 enfants ont manifesté la maladie

avant I'age de 12 ans.

Pour effectuer les analyses de liaison, nous avons regroupé tous les individus
atteints JOAG et COAG) sous une méme catégorie. Les parametres établis lors
de l'analyse de liaison, sont décrits dans V'articie de Morissette et al. (1995). Un
haplotype caractéristique composé de 14 marqueurs microsatellites (Tableau 5)
a été retrouvé chez 146 individus (Tableau 6) et parmi ceux-ci, 80 ont un
diagnostic de glaucome 2 angle ouvert et 6 ont une pression intraoculaire
supérieure a 21 mmHg. Cet haplotype caractéristique n’a pas été retrouvé chez

les époux(ses) non-affectés(es).

Tableau 5. Marqueurs microsatellites utilisés pour I'analyse de liaison

de la famille CA
Locus Marqueur Locus Marqueur
D15196 AFMO063xg9 AFM154xc9
D15431 AFM212xf6 — AFM278ye5
D15445 AFM238xf10 D15218 AFM157xe7
D15433 AFM217xell D15242 AFM212xb10
D15452 AFM248wg5 D15416 AFM185xd6
D1S210 AFM122xa3 D15480 AFM290x£9
— AFM350yh1 D15212 AFM142xc9
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Tableau 6. Répartition du nombre de porteurs de I'haplotype

dans la famille CA
Diagnostic Nombre de porteurs
JOAG/COAG) 80
HTO=21 mmHg 6
Normal 60
Total 146

Par séquencage de la région, une mutation sur 'exon 3 du géne TIGR a pu
étre détectée. Il s'agit d’une transition d'un “A” pour un”G” menant au
changement d’une lysine pour un acide glutamique 2 la position 423 (Figure
13). Nous retrouvons donc l'haplotype, d'une longueur d’environ 11 cM,
dans toutes les autres branches de la famille CA (Figure 14) et ainsi, tous les
porteurs de cet haplotype caractéristique ont la mutation Lys423Glu. Un test
d’analyse mutationnelle est maintenant disponible et permet de détecter les
porteurs de cette mutation. Ainsi ces individus peuvent avoir un meilleur

suivi ophtalmologique.

Codon  Wild-type / Mutan WY/ Wr WT/K423E K423E | K&E
30
- — ACGT ACGT ACGT
425° Ser © C
. T
\ G
424 Gin A
; c
! [ 6
423 | Lys/Giu ¢ A
i | A/G |
! T T
42, Aag | G
i i C
i i [+
421 | e | T
: : A
5\

Figure 13. Mutation 423.
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Figure 14. Haplotype caractéristique de la famille CA

I11.1.2 La famille CT

La famille CT comprend plusieurs individus atteints de glaucome a angle

ouvert. L'4ge au diagnostic varie de 47 2 62 ans, avec une moyenne de 58 ans,

, 7

ce qui correspond, selon la nomenclature, au glaucome chronique. Au to
individus ont un diagnostic de glaucome chronique, 7 ont une pression

intraoculaire supérieure a 21 mmHg et il y a un patient souffrant de glaucome

a angle fermé (Figure 15).
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En débutant le recrutement de cette famille et sachant qu'il y a plusieurs
mutations sur le geéne TIGR impliquées dans le glaucome, nous avons
séquencé quelques individus atteints et normaux sur I'exon 3 du gene TIGR.

1l s'est avéré que les individus atteints étaient porteurs d'une mutation a la
position 368 qui entraine le changement d’'une paire de base (C — T)

occasionnant par le fait méme la transition d'une glutamine en un codon

Stop (Figure 16).

wWT/368 WI/WT
A CGT ACGT

Figure 16. Mutation GIn3685top.

" Par la suite, en analysant les haplotypes, nous avons remarqué que la
mutation coségrégait avec un haplotype caractéristique qui s'étend sur une
longueur d’environ 6 cM (figure 17). Un test d’analyse mutationelle a été
développé afin de détecter tous les porteurs de cette mutation. Cependant, en
recrutant d’autres membres de la famille, nous avons remarqué que certains
sujets atteints, faisant partie d’une autre branche, n’étaient pas porteurs de la
mutation GIn368Stop (Tableau 7). Une analyse de liaison a été exécutée par la

suite et nous avons obtenu les différents lod score présentés au tableau 8.
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Tableau 7. Nombre de porteurs de la mutation GIn368Stop dans la famille CT

Diagnostic médical porteur de la
mutation/diagnostic médical
COAG 4]7
HTO 3/7
NORMAUX 7/34
TOTAL 14/48

Tableau 8. Table des valeurs de Lodscore

Fractions de recombinaison (6)
Marqueurs 0.0 0.01 | 0.05 0.1 0.2 0.3 04
AFM22 -6,18 | -549 | -3,33 | -2,08 | -0,90 | -0,35 | -0,08
AFMc018yd9 | 037 | 037 | 0,36 | 033 | 025 | 0,14 | 0,04
GIn368Stop | -1,42 | -1,36 | -1,08 | -0,76 | -0,35 | -0,13 | -0,03
AFMDb352xe9 || -1,83 | -1,61 | -1,11 | -0,67 | -0,21 | -0,04 | -0,00
AFM157xe7 || 4,74 | -3,79 | -2,21 | -1,36 | -0,58 | -0,23 | -0,06
IT1.2 Les cas sporadiques
Pour réaliser cette partie de I'expérimentation, qui était le principal objectif de

mon mémoire, nous avons eu la participation de plusieurs ophtalmologistes

du Réseau Vision, axe glaucome. C'est gréce, en partie, a leur collaboration

que nous avons pu mettre sur pied ce projet. Comme le but de cette recherche
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est de tenter de retrouver les 2 mutations présentes au Québec (Lys423Glu et
GIn368Stop), nous avons recruté au total 189 cas sporadiques de glaucome,
provenant de différentes régions du Québec. La proportion homme/femme

est d’environ 50% et le lieu de résidence de chacun des ces individus est

présenté au tableau 9.

Tableau 9. Répartition géographique des lieux de résidence

des cas sporadiques de glaucome

Régions Nombre de cas recrutés

Montréal 155
Québec 20
Rimouski 4
Riv.-du-Loup 4
Saguenay-Lac-St-Jean 3
Beauce 3

Total 189

Afin de nous permettre d'identifier les porteurs des 2 mutations, nous avons
procédé par un test d’analyse mutationelle (ARMS test), une technique
nécessitant 1'utilisation du PCR (Polymerase Chain Reaction). Les résultats
que nous pouvions obtenir, sur gel d’agarose, pouvaient se présenter sous 3
formes: homozygote normal, hétérozygote muté et homozygote muté, selon
que I'individu posséde une ou 2 copies de 'allele au méme locus ciblé (Figure
18). Sur tous les tests effectués, quelques-uns ont dfi étre abandonnés soit a
cause de la qualité de 'ADN extrait, de la quantité trop faible d’ADN récupéré
ou encore a cause d'une contamination survenue au laboratoire. Nous avons
pu obtenir des résultats (qu’ils soient positifs ou négatifs) dans 92% des tests

effectuée pour la mutation 423 et dans 68% des tests pour la mutation 368.
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— Controt
- ARMS product

]
WM WM Y]

Wild-type Heterozygote K423E
Geno
hemozygote hcmczygme] fype

Figure 18. Exemple des résultats que I'on peut obtenir en effectuant

un test d’analyse mutationelle.

Nous avons effectué les 2 tests d’analyse mutationelle sur tous les cas

sporadiques et nous n'avons trouvé aucun individu porteur d’une de ces

mutations.

III.3 Les analyses généalogiques

Afin d’appuyer les résultats obtenus par le test d’analyse mutationelle, nous
avons jugé bon de faire des analyses généalogiques chez les sujets recrutés
dans les régions de l'est du Québec seulement, c'est-a-dire les individus
résidant dans les régions de Québec, Rimouski, Riviere-du-Loup, Saguenay-
Lac-St-Jean et la Beauce. En tout, 36 ascendances ont été réalisées et plusieurs
analyses ont été effectuées. Parmi ces ascendances, la famille CT porte le

numéro 1 et la famille CA, le numéro 6.

[11.3.1 La complétude ou exhaustivité des ascendances

La complétude a été calculée a toutes les générations pour les 36 ascendances
complétées (Tableau 10). Jusqu'a la génération 9, nous obtenons un taux de
complétude encore assez élevé (86.34%), ensuite elle décline pour atteindre

0% ala 16iéme génération.
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Tableau 10. Complétude du goupe de généalogies étudié

Génération Complétude (%) Génération Complétude (%)

0 100,00 9 86,34
1 100,00 10 69,89
2 98,61 11 36,87
3 97,22 12 11,43
4 97,22 13 2,22
5 96,53 14 0,32
6 95,23 15 0,03
7 93,66 16 0,00
8 91,19

[11.3.2 Larépartition géographique des cas sporadiques

La répartition géographique des 36 cas sporadiques était basée sur le lieu de

résidence de ceux-ci au moment de leur participation a I'étude. A V'aide d’un

programme, nous avons précisé le lieu de mariage des parents et des grands-

parents afin de vérifier si ces événements (mariages et lieux de résidence)

sont au méme endroit (Tableau 11).




Tableau 11. Répartitién des mariages comparativement

au lieu de résidence de I'égo

Lieu de mariage

Ascendance

Grands-parents Grands-parents

maternels

paternels
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N.B. Les carrés en gris indiquent que le lieu de mariage est le méme que le
lieu de résidence de l'égo au moment de la participation a I'étude. Le trait

indique que le lieu n’était pas disponible.

Dans 53% des cas, le lieu de résidence de I'égo au moment de V'étude était le

méme que le lieu de mariage de ses parents ou de ses grands-parents.

11.3.3 La consanguinité

La consanguinité est un bon indice de 'homogénéité d'une population (Hartl,
1994). Ainsi, c’est souvent a l'intérieur des familles qui présentent un degré
élevé de consanguinité que I'on peut retrouver une fréquence plus élevée des
maladies récessives. Dans le tableau 12, les coefficients de consanguinité F ont
été calculés a la 3¢ génération. Ils ont été calculés pour chacune des 36
ascendances et chez 33 d’entre elles, leur coefficient était égal & O (aucune
consanguinité). En ce qui concerne les 3 ascendances ayant un F >0, dans les 3
cas, leur F est supérieur a la valeur moyenne calculée du groupe d’ascendance

étudié.

Tableau 12. Coefficients de consanguinité calculés a la 3¢ génération

Ascendances Coefficient (F)
10 0,0625
11 0,0625
18 0,0625
Valeur moyenne 0,0052
du groupe étudié
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A la 6¢ génération, 25 ascendances avaient un coefficient égal a 0. Les valeurs
des 11 autres coefficients sont présentées au tableau 13. Les valeurs dans un
encadré gris représentent les ascendances qui ont un coefficient F supérieur a
la moyenne du groupe, soit supérieur 2 0,0073. Evidemment, les ascendances

10, 11 et 18 sont également retrouvées au tableau 13.

Tableau13. Coefficients de consanguinité calculés a la 6¢ génération

Ascendances Coefficient de consanguinité F

1 0,0039

21 0,0010
25 0,0010
30 0,0029

Valeur moyenne | 0,0073
_groupe étudié

H1.34 L'apparentement

Le coefficient d’apparentement (¢) a également été calculé a la 3z et a la 6¢

génération et ce, pour toutes les ascendances prises 2 a 2. Il y avait une

possibilité de 630 couples d’ascendances dans les 2 cas. A la 3¢ génération,
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seulement 1 couple d’ascendances avaient un degré d’apparentement
supérieur a2 0. Les ascendances 20 et 21 ont un coefficent de 0,125,

correspondant & un apparentement oncle, tante/neveux, niéce. En ce qui

concerne les valeurs de ¢ a la 6¢ génération, elle sont présentées en annexe A.

Cependant, 'on remarque parmi ces valeurs de la 6¢ génération que
I'ascendance #1 (famille CT) a un coefficient ¢ supérieur a 0 lorsqu’elle est
couplée avec 11 ascendances (tableau 14). La famille CA (ascendance #6) a un

coefficient ¢ supérieur a 0 et ce, avec 5 ascendances (Tableau 15).

Tableau 14. Valeurs de ¢ des ascendances couplées avec

la famille CT a la 6¢ génération

Couples d’ascendances Coefficient d'apparentement (¢)

let5 0,0002
let8 0,0002
let21 0,0001
let26 0,0002
let30 0,0001
let31 0,0001

let33 0,0003

¢ moyen du groupe étudié 0,0003




Tableau 15. Valeurs de ¢ des ascendances couplées avec

la famille CA a la 6¢ génération

Couples d’ascendances Coefficient d’apparentement (¢)
6et10 0,0002
6et13 0,0001
6et26 0,0001
6 et 29 0,0002
6 et 30 0,0002
¢ moyen du groupe étudié 0,0003




CHAPITREIV

DISCUSSION

IV.1 Informativité des familles

L’obtention de résultats significatifs lors d’analyses de liaison par la méthode
des Lodscores, dépend de la puissance statistique des familles étudiées. Pour
les maladies mendéliennes, cette puissance est fonction de la structure
familiale, de son mode de transmission ainsi que du niveau d’hétérogénéité
de cette maladie dans la population (Martinez et al. 1989; Cavalli-sforza &
King, 1986; Ott, 1986.). D’apres Cavalli-Sforza & King (1986), I'informativité
d’une famille est proportionnelle a sa taille, au nombre d’individus atteints
de la maladie étudiée ainsi que de la distribution des cas affectés dans la

famille.

Selon larticle de Morissette et al. (1995), la famille CA était suffisament
puissante pour mettre en évidence une liaison. En ce qui concerne la famille
CT, une simulation a été effectuée en présumant un marqueur comportant 6
alleles et situé a 5 puis a 10 cM d’un locus maladie. Seules les personnes chez

qui un prélevement sanguin a été effectué ont été considérées lors de cette
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simulation. La simulation a été réalisée au moyen du programme SLINK
(Weeks et al, 1990).

La fréquence du géne muté a été estimée & 0,005. La pénétrance a été fixée a
0,3, 0,5 et 0,9 pour trois classes de liabilité correspondant aux intervalles d'ages
suivants: 0-20 ans, 20-40 ans et 40 ans et plus. On a estimé la proportion de
phénocopies a 0,01. Les valeurs moyennes obtenues de Lodscore pour un
marqueur situé a 5 et 10 cMorgan ont été respectivement de 3,17 et 2,11. Ceci
indique que cette famille présente une puissance statistique assez élevée pour

mettre en évidence une liaison génétique d'un marqueur et d’un locus

maladie.

IV.2 Les mutations connues au Québec

IV.2.1 Mutation Lys423Glu

Selon nos résultats, la mutation Lys423Glu est peu répandue au Québec. En
effet, aucun des 189 cas sporadiques de glaucome n’étaient porteurs de cette
mutation. Puisqu'aucun autre groupe de recherche dans le monde ne l'a
observée, la mutation Lys423Glu, est définie comme une mutation unique au
Québec. On peut penser que celle-ci est apparue récemment puisqu’on ne la
retrouve (coségrégant avec un haplotype caractéristique) que chez une seule
famille québécoise affectée par le glaucome. Un fait intéressant est qu'un
individu affecté par la maladie et ayant le méme patronyme que la famille CA
est porteur de 'haplotype caractéristique sans toutefois avoir la mutation 423.
On ne peut parler d’'une phénocopie puisque certains enfants de cet individu
sont également atteints de glaucome. La présence de ce cas nous permet de
supporter I'hypothese de I’avenement récent de la mutation Lys423Glu, et

nous donne des informations concernant 1'origine de celle-ci. Il est probable
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que la mutation a été introduite dans cette famille par cet ancétre décédé

aveugle en 1872 ou par un ancétre qui I'a précédé de quelques générations.

Ces résultats nous amenent également a penser qu'un autre géne, ou
mutation, peut étre en cause dans cette famille. Selon Bernot (1996), on remet
de plus en plus souvent en question la classification des maladies génétiques
retrouvées chez 'homme. On se rend compte de limportance de
I'hétérogénéité des maladies génétiques, et ce, tant du point de vue
phénotypique (présentation de la maladie sous différentes formes cliniques)
que génétique. En effet, si 'individu malade partageant le méme haplotype
que celui retrouvé dans la famille CA, n’a pas la mutation, son glaucome est
certainement causé par un deuxiéme facteur génétique probablement relié a
la famille CA également. Cette hypothese peut étre expliquée par
Vintervention de genes qui modulent l'action du geéne délétere (genes
modificateurs) (Ott, 1991). Ce deuxiéme facteur pourrait agir sur l'apparition
précoce de la maladie ou de la gravité des symptdmes de celle-ci (cas de
glaucome juvénile). Cependant, notre étude ne nous permet pas, pour
I'instant, d’identifier I'autre facteur génétique en cause, mais des études plus
poussées sur cette famille nous permettra peut-étre d’expliquer ce

phénomene.

IV.2.2 Mutation GIn368Stop

Bien que la mutation GIn368Stop causant le glaucome est une des plus
rapportée dans le monde (tableau 3), il s'avére que cette derniere est tres peu
répandue au Québec. En effet, parmi les cas sporadiques étudiés, aucun n’était
porteur de cette mutation, on la retrouve donc dans une seule famille
québécoise, la famille CT. Selon les résultats obtenus lors de l'analyse de

liaison, si nous n’avions pas connu, au départ, le géne impliqué dans cette
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famille, nous aurions exclus la région contenant le géne TIGR car la valeur de

Zmax obtenue est de 0,37 (8=0) pour le marqueur AFMc018yd9 et de -6,18
(8=0) pour le marqueur AFM22. Si l'analyse de liaison n’a pas donné les

résultats attendus c’est d'une part, parce qu'a I'intérieure de cette famille, une
branche affectée par la maladie n'est pas porteuse de I'haplotype ni de la
mutation. Pourtant, leurs liens généalogiques sont trés rapprochés (figure 15).
D’autre part, un grand nombre d’individus porteurs de la mutation et de
I'haplotype a la génération IV n’ont encore aucun symptéme (figure 17). Ces
individus sont 4gés en moyenne de 45 ans alors que les premiers symptdmes

apparaissent autour de 58 ans.

Encore une fois, on peut penser qu'il y a un autre facteur génétique en cause
dans cette famille. Un fait intéressant au point de vue moléculaire est que la
mutation 368 remplace une glutamine par un codon stop, ce qui amene une
troncature au niveau de la protéine encodée par le géne TIGR. Les porteurs de
cette mutation devraient donc avoir une forme plus agressive de la maladie
puisque la protéine n’est pas produite entierement. Cependant, les porteurs
développent la maladie vers la fin de la cinquantaine. On peut supposer
qu'un autre géne viendrait protéger les porteurs de la mutation 368, mais ce
n’est encore qu'une hypothese. Des recherches plus poussées sur cette famille

pourront nous aider a comprendre ce paradoxe.

Quant al'origine de cette mutation, le premier ancétre ayant eu les signes de
la maladie, selon les témoignages de certains membres de la famille, s'est
marié en 1887 et serait décédé aveugle. Cependant, nous ne pouvons savoir
avec certitude si cet individu était porteur de la mutation 368 ou de l'autre
facteur génétique présent dans la seconde branche recrutée. L'origine de la

mutation GIn368Stop chez la famille CT demeure donc ambigué.



IV.3 Les cas sporadiques

Comme mentionné dans les résultats précédents, nous n’avons détecté aucun
porteur des deux mutations a I'étude. On devrait donc s'attendre & des cas
sporadiques qui sont éloignées du point de vue généalogique. C'est ce que
nous avons vérifié lors des analyses généalogiques effectuées en collaboration

avec 'IREP.

IV.3.1 Les analyses généalogiques

Tel que précisé dans le chapitre III, les analyses généalogiques ont été
effectuées seulement pour les cas recrutés dans les régions de I'est du Québec
ainsi que pour les 2 familles porteuses des mutations. Il est important de
mentionner que cette situation entrainera une diminution de la puissance
des analyses généalogiques. Les raisons de cette procédure sont les suivantes:
1) les 2 mutations ont été retrouvées chez des familles provenant de 'est du
Québec; 2) les informations sur les dates de mariages n’étaient disponibles que

pour les individus provenant de ces régions.

La complétude calculée pour les 36 ascendances (Tableau 8) nous révdle un
pourcentage assez élevé jusqu'a la 9e génération ce qui indique que s'il y avait
eu de I'apparentement ou de la consanguinité entre les ascendances, il aurait
été possible de l'observer. La baisse de la complétude a partir de la 2¢

génération s’explique par I'incapacité de retracer la branche paternelle de I'égo

32.
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IV.3.1.1 Larépartition géographique des cas sporadiques

Ftant donné que la région d’ol provenait les cas sporadiques était établie par
le lieu de résidence des égos, nous avons voulu évaluer si ce lieu était le
méme que le lieu de mariage des parents ou des grands-parents de 1'égo
(Tableau 11). Dans 53% des cas, le lieu de résidence del'égo est le méme que le
lieu de mariage de ses parents ou grands-parents. De plus, dans 44% des cas, le
lieu de résidence de V'égo est le méme que le lieu de mariage de ses parents. Il
aurait été préférable cependant, de considérer le lieu de mariage de I'égo
puisque dans plusieurs cas, les individus se marient dans leur région natale.
Cependant, l'information nécessaire n'étais pas toujours disponible sur le
formulaire de consentement et certains proposants étaient célibataires. La
répartition géographique des proposants, basée sur leur lieu de résidence, ne
s'avere pas pertinente dans le cas d’une étude génétique, comme nous le

démontre ces résultats

IV.3.1.2 Les coefficients de consanguinité

La consanguinité est un indicateur du degré d’homogénéité de la population
étudiée. A la 3¢ génération, 3 des 36 ascendances (8,3%) ont un coefficient de
consanguinité F égal a 0,0625, ce qui nous indique que ces égos sont issus d’un
mariage entre cousins germains, soient des cousins du premiers degrés. Cette
valeur est toutefois assez élevée et, dans le cas d'une étude génétique, elle
pourrait nous mettre sur la piste d’'une maladie récessive. Cependant, le
glaucome est transmis de fagon autosomale dominante dans la plus grande
majorité des cas (Frangois, J. 1980). Cette valeur est probablement le résultat
du hasard de I’échantillonnage. De plus, la taille de I'échantillon étudié étant
petite il devient difficile de comparer cette valeur a d'autres valeurs obtenues

pour d'autres populations.
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Le tableau 13 présente les valeurs de F obtenues a la 6¢ génération. Six
ascendances ont une valeur F supérieure a la moyenne de la population qui
est de 73x10%, ce qui équivaut a un degré de parenté du 3:4 (tableau 3). La
plupart des études décrivant les populations humaines dela fin du XIX®siécle
et du début du XX¢ siecle obtiennent des coefficients de consanguinité moyens
compris entre 3x10* et 0,3x10* avec des fréquences de mariages entre cousins
germains allant de 0,2% & 2% (Lebel, 1983). Cependant, la taille des
populations étudiées est plus élevée comparativement a I'échantillon utilisé
pour la présente étude. Il devient alors difficile de comparer les résultats

obtenus a ceux des études réalisées avec de grandes populations.

IV.3.1.3 Les coefficients d'apparentement

L’apparentement, est un parametre qui permet de calculer la probabilité qu'un
allele & un locus donné et choisi au hasard, chez un individu, soit identique
par ascendances 2 l'allele correspondant au méme locus chez un deuxiéme
individu, dong, hérité d'un ancétre commun. Calculé a la 3¢ génération, il y a

seulement un couple d’ascendances qui ont un coefficient supérieur a 0. Les
ascendances 20 et 21 on une valeur de ¢ égale a 0,125, une valeur trés élevée.
Cependant, en regardant ces 2 égos plus en détail, on a remarqué qu’ils font

partie de la méme famille, ce qui explique pourquoi cette valeur de ¢ est si
élevée. A la 6¢ génération, 135 ascendances couplées avaient une valeur de ¢

supérieure a0 (Annexe 1). Le ¢ moyen de la population étudiée est de 3x10™
Parmi le groupe, 34% ont le méme lieu de résidence. Ce qui explique en partie
que leur coefficient ¢ est plus élevé que la moyenne de la population. En

considérant maintenant le lieu de mariage des parents des égos, 41% avaient
le méme lieu de mariage. On peut donc affirmer que le lieu de résidence des
égos ainsi que le lieu de mariage de ses parents sont en corrélation avec le

coefficient d’apparentement.



CONCLUSION GENERALE

Le but principal de ce projet était d'étudier la prévalence et I'origine de deux
mutations du géne TIGR: la mutation GIn368Stop présente chez la famille CT
et la mutation Lys423Glu observée chez la famille CA. Les résultats obtenus a
partir d'un test d’analyse mutationelle nous révélent qu’aucune des deux
mutations n’'étaient présentes chez les différents cas sporadiques recrutés au
Québec. Ceci démontre qu’elles sont peu fréquentes au Québec puisqu’elles
ont été retrouvées seulement dans deux familles québécoises. Il est a noter
cependant que la mutation 368 est une des plus rapportées dans le monde. La
mutation 423, n’ayant pas été observée par d’autres groupes de recherche, fait

de celle-ci, une mutation unique au Québec.

Dans les deux cas, les mutations coségrégent avec un haplotype caractéristique
et méme si elles sont situées sur le méme gene, elles apportent un phénotype
différent. Les sujets atteints dans la famille CT présentent un glaucome
chronique alors que chez la famille CA, les individus présentent, en majorité,
les symptdmes d’un glaucome juvénile. Maintenant, tous les porteurs de ces
mutations chez les deux familles peuvent étre détectés et étre suivis de pres
par leur médecin afin de limiter les dommages que peut occasionner la

maladie.

Chez les deux familles on suppose qu'un deuxiéme facteur génétique est
impliqué et viendrait moduler 1'expression du geéne TIGR. Cependant, cette
étude n'a pas permis de l'identifier. Une étude de liaison pour d’autres loci

pourrait probablement aider a localiser et a caractériser ce deuxiéme facteur
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génétique. Ainsi, une étude plus approfondie de ces familles pourrait

également aider A mieux comprendre I'expressivité variable de cette maladie.
g

Il serait cependant intéressant de continuer le recrutement et de poursuivre
les tests d’analyse mutationelle afin de tenter de retrouver d’autres porteurs.
Le géne TIGR comporte un grand nombre de mutations impliquées dans le
POAG. II serait également intéressant de vérifier, pour chacun de ces
individus atteints, la présence ou l'absence d'une de ces nombreuses

mutations afin de déterminer la proportion de ces mutations au Québec.
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Coefficients d’apparentement ¢ calculés pour toutes les ascendances couplées

et pour lesquelles ¢ est supérieura 0

oot | | ansentinees | 5
let2 3,66 12et15 1,22
let3 23,19 12etl6 2,44
letd 16,48 12et17 1,22
letb 244 12et21 1,22
let8 2,44 12 et25 2,44
let2l 1,22 12 et 26 1,22
let26 2,44 12 et 30 7,32
1et30 1,22 12 et 31 1,22
let31 1,22 12 et 36 4,88
let32 14,04 13etld 1,22
let33 3,05 13et18 1,22
2et3 6,10 13 et 26 0,61
2et4d 5,49 13et28 1,83
2et8 1,83 13 et 30 1,22
Zet9 4,58 13et3l 2,44
2etil 9,77 14etl15 1,22
2etl7 1,22 14 et 1o 1,22
2etl9 1,22 14et21 549
2et26 2,44 14 et 28 2,44
2et27 1,22 14 et 31 3,66
2et30 10,68 15et17 4,88
Jetd 2,44 15et 31 1,22
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d’agc(;?llc)llaejces Coefxf;gident ¢ d’a:i(:\%laejces Coefggé’ent ¢
3et8 9,77 15 et 36 3,66
3et 13 12,21 16 et 21 3,66
3et 15 1,22 16 et 28 1,22
3et 32 24,72 16 et 31 1,22
deth 2,44 17 et 18 9,77
det8 5,49 17 et 20 1,22
fet12 2,44 17 et 21 1,22
4 et 26 4,88 17 et 22 1,83
4 et 30 6,71 17 et 28 1,22
5et8 2,44 17 et 29 1,22
5et 13 1,22 17 et 30 6,10
5et 14 6,41 18 et 22 2,44
5et1/ 17,40 18 et 25 18,31
5et 18 20,14 18 et 28 1,22
5et 20 3,66 18 et 29 18,92
5et 21 4,12 18 et 30 8,54
5 et 22 4,88 18 et 31 1,22
5et 25 4,88 19t 30 2,14
5 et 28 6,10 20 et 21 1257,32
5 et 29 2,44 20 et 22 0,61
5 et 30 4,88 20 et 25 4,88
5 et 31 7,63 20 et 26 1,22
6 et 10 1,83 20 et 28 2,44
6 et 13 1,22 20 et 31 1,83
6 et 26 1,22 21 et 28 5,49
6 et 29 1,83 21 et 31 4,88
6 et 30 1,83 22 et 25 2,44
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d’agc?;:flie;ces Coeifisfnt¢ d"“iz:l‘gl:sces Coeifli?qenw
7 et10 2,44 22 et 28 2,44
7et19 5,49 22 et 31 2,44
7et33 1,22 23et 29 1,22
7 et 35 1,22 23 et 33 12,21
7 et 36 8,54 23 et 36 2,44
8etll 4,88 24 et 36 4,88
Seti7 1,22 25¢t 28 19,53
Set21 3,66 25et 29 3,66
8et26 1,22 25 et 30 20,75
8et28 1,22 26 et 28 3,66
8 et 30 1,22 26 et 30 1,22
8et31 2,4 28 et 31 2,44
9et15 2,44 29t 30 1,22
9et18 1,22 29 et 34 1,83
9et22 5,49 29 et 35 3,66
10et 15 1,22 33et 36 3,66
10 et 19 12,82 34 et 35 12,82
11et27 1,22 34 et 36 16,48
12 et 13 1,22 Total de couples 135

d’ascendances




