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RESUME

Dans cet article, je présente les principales approches
utilisées pour la cartographie de genes des maladies
génétiques complexes par analyse de liaison avec
I'aide des marqueurs moléculaires. La premiére par-
tie se rapporte & la méthode classique du LOD score;
apres avoir décrit son principe général, je donne une
revue des améliorations apportées a cette méthode,
pour tenir compte de facteurs de complications,
comme la pénétrance incompléte, I'hétérogénéité
génétique ou le mode d’hérédité incertain.

La deuxieme partie décrit les trois principales approches
de I'analyse de liaison non-paramétriques qui se basent
sur des méthodes pour lesquelles on n'a pas besoin de
spécifier de modele génétique de la maladie (mode
d’hérédité, fréquences alléliques, ..) et qui semblent a
priori mieux adaptées a I'analyse des maladies com-
plexes. Une comparaison de ces trois méthodes a partir
des données hibliographiques est également présentée.
Dans la troisiéme partie et la discussion, je m’intéresse
a la comparaison entre méthode de LOD score et
méthodes non paramétriques en montrant les avan-
tages et les inconvénients de chacune au vu des résul-
tats de recherche les plus récents. Jen déduit que,
malgré sa mauvaise adaptation apparente et présu-
mée a I'analyse des maladies génétiques complexes, la
méthode du LOD score peut concurrencer les méthodes
non-paramétriques au niveau de sa puissance et de sa
précision et redevient aujourd’hui une approche de
choix pour I'analyse de ce type de maladie.
Mots-cles: Analyse de liaison, maladie complexe,
LOD-score, non-paramétrique, modeéle génétique

INTRODUCTION

L'analyse de liaison consiste a étudier la co-ségrégation
de deux ou plusieurs loci (marqueurs, genes ou carac-
teres) dans une famille pour estimer les taux de recom-
binaison entre ces loci (6) et tester leur liaison
génétique (8 < 0.5). Il'y a plus de 50 ans, Haldane et
Smith (1947) * puis Barnard (1949) 2 et Morton (1955) ®
ont construit les bases de la méthode du LOD score en
proposant le test du méme nom pour tester la liaison
entre deux loci. Depuis, cette méthode a connu des
améliorations méthodologiques et algorithmiques pour
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tenir compte des différents facteurs perturbateurs (péné-
trance incompléte, hétérogénéité génétique, phénoco-
pie,..) ou mal connus (mode d’hérédité complexe)
concrétisées par le développement de logiciels perfor-
mants rendant ce type d'analyse quasi-automatique
(voire Ott, 1999 pour une synthese) *.

Le succeés de la méthode du LOD score est indéniable
pour les maladies monogéniques comme en témoigne
le grand nombre de génes qui ont été identifiés et car-
tographiés grace a cette méthode. Cependant, cer-
taines limites de I'analyse LOD score sont apparues
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lorsqu’on a essayé, sans beaucoup de succes, de I'ap-
pliquer & des caractéres complexes. Un caractere com-
plexe peut étre défini comme un caractéere pour lequel
le mode d’hérédité (par la suite noté MH) est inconnu
et qui montre des effets familiaux et génétiques mode-
rés a élevés. Ces maladies correspondent a des
désordres communs qui sont soit polygéniques (plu-
sieurs genes) soit multifactoriels (plusieurs genes qui
interagissent avec le milieu). Les exemples les plus
connus sont le diabéte, les maladies cardiovasculaires,
les désordres psychiatriques et la maladie d’Alzheimer.
L'effet des loci multiples (appelé loci de susceptibilité)
sur le risque et I'expression du phénotype est géné-
ralement expliqué par des modeles génétiques addi-
tifs ou multiplicatifs, ce qui rend I'analyse de liaison
par LOD score assez délicate.

Pour surmonter certains défauts de I'analyse LOD
score et surtout le besoin de spécifier un MH, des
méthodes modele-indépendantes dites abusivement
non-paramétriques® ont été proposées et largement
utilisées. Cependant, de nombreuses études récentes
basées sur des simulations extensives tendent a
remettre la méthode LODscore sur le devant de la
scéne en montrant sa puissance, méme pour I'analyse
des maladies complexes, comparativement aux
méthodes alternatives d’analyse de liaison.

L'objectif de cet article est de donner un apercu sur les
principales méthodes d'analyse de liaison en souli-
gnant les forces et les limites de chacune. La compa-
raison entre ces méthodes, basée sur la bibliographie
récente, sera présentée tout au long de I'article et fera
I'objet de la discussion. J'espére que la synthése pré-
sentée ici fournira aux utilisateurs non-spécialistes de
ces outils d'analyse génétique les éléments néces-
saires pour faire face au probléme parfois délicat du
choix d'une ou de plusieurs approches pour analyser
leurs données.

LA METHODE DU LOD SCORE

L'analyse LOD score est une méthode paramétrique
basée sur le principe de vraisemblance pour estimer le
taux de recombinaison 6 et tester la liaison génétique
entre deux loci (analyse deux-points). Les caractéres
pour ces loci peuvent étre qualitatifs (état d'affection,
alleles d’'un marqueur) ou quantitatifs (maladie, mar-
queurs) et la méthode peut étre étendue a plusieurs loci
simultanément (analyse multipoint). Cette méthode a
été développée a l'origine pour les caractéres ayant
un MH et des fréquences alléliques connus.

Quand le mode d’hérédité est inconnu, comme pour les
maladies complexes, on peut toujours calculer le LOD
score mais dans ce cas celui-ci dépend de plusieurs
parametres que I'on doit spécifier d’avance: le MH
(dominant/récessif), le taux de recombinaison, la fré-
quence des alléles du caractére, les pénétrances pour
chaque phénotype de la maladie, les fréquences des

alléles des marqueurs. Ces paramétres constituent ce
qu'on appelle le modeéle génétique. Donc un test para-
métrique de liaison est un test non seulement du taux
de recombinaison mais de tous les parametres du
modele génétique.

1- ANALYSE DEUX-POINTS

Dans cette analyse, la vraisemblance (L) du pedigree
est calculée pour une valeur donnée x du taux de
recombinaison entre le locus de maladie et un locus
marqueur 6=x et pour 6=0.5 en se basant sur le
nombre d'individus recombinants et non-recombi-
nants. Le test du LOD score pour cette position x est
alors défini comme le log décimal du rapport de la
vraisemblance des données sous I'hypothése de liai-
son et de non liaison:

LOD(x)=Z(x)=logu [L(pedigree/6=x)/L(pedigree/6 =1/2)].
Le plus souvent, il n'est pas possible de compter les indi-
vidus recombinants mais du moment ot I'on spécifie un
modéle génétique, différents algorithmes implémentés
dans les logiciels disponibles (voire table 1) peuvent étre
utilisés pour estimer ces recombinaisons et calculer les
LOD score sur des pedigrees pouvant avoir des données
phénotypiques et génotypiques manquantes (individus
décédés ou ADN indisponible) et éventuellement avec
des boucles de mariage et/ou de consanguinité. En pra-
tique, les LOD scores sont calculés sur chaque famille
indépendante et ensuite additionnés pour obtenir un
LOD score global. Dans le cas d'un trés large pedigree
avec de nombreuses boucles de consanguinité, les
méthodes exactes de calcul (implémentées dans LIN-
KAGE/FASTLINK et GENEHUNTER) peuvent devenir
impraticables (temps de calcul infini). On peut alors
soit découper le pedigree en plusieurs familles quasi-
indépendantes soit utiliser des méthodes ‘approxima-
tives' du type Monte Carlo comme celle implémentée
dans le logiciel BLOCK (Tableau 1).

Les LOD scores (notés Z) sont par convention rap-
portés pour 6=0, 0.001, 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, et 0.4. La
valeur de q relative au Z maximal (Z) correspond a
I'estimation du maximum de vraisemblance du taux de
recombinaison.

A signaler que les Zn ne s'additionnent pas entre
familles.

Une valeur seuil du LOD score de 3 est généralement
utilisée pour déclarer la liaison pour une analyse deux
points avec MH connu. Cette valeur critique corres-
pond a une probabilité d'erreur de type | (déclarer
vraie une fausse liaison), appelée aussi p-value, de 10,
Pour une analyse de plusieurs marqueurs (un balayage
du génome), on recommande une valeur de 3.3, qui
correspond a une p-value de 5.10°. Une discussion
approfondie du seuil approprié selon le type d'ana-
lyse souhaité peut étre trouvée dans Lander et Kru-
glyak (1995)¢, Elston (1997)¢, Kruglyak et Daly (1998)’,
Morton (1998)° et Zhao LP et al. (1999)°
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2 - EFFETS DU MODELE GENETIQUE SUR
L'’ANALYSE DEUX-POINTS

Les LOD scores sont obtenus en utilisant des valeurs
données des paramétres. Pour les caracteres complexes,
ou des facteurs comme la pénétrance incompleéte, I'hé-
térogénéité génétique, la phénocopie et le MH peuvent
intervenir; le modele supposé est trés vraisemblable-
ment incorrecte, du moins en partie. Ceci peut entrai-
ner une augmentation du taux de faux-positifs (déclarer
vraie une liaison qui est fausse) et/ou de faux-négatifs
(ne pas déclarer une vraie liaison).

L'impact de la mauvaise spécification des paramétres
génétiques sur le LOD score dépend de plusieurs fac-
teurs: le MH, I'étendue de l'erreur et la structure du
pedigree. Les études théoriques par simulation tendent
a montrer que la puissance du test de liaison (proba-
bilité de déclarer correctement une liaison) dépend,
de maniere grossiere, fortement du degré de domi-
nance (modéle dominant contre récessif), moyenne-
ment de la fréquence des alleles aux marqueurs,
Iégerement de la pénétrance et faiblement de la fré-
quence des alleles au locus de la maladie. Cependant,
I'estimation du taux de recombinaison peut étre forte-
ment affectée par une erreur dans chacun de ces para-
métres 10.Une étude détaillée de I'influence de ces
facteurs peut étre trouvée dans Ott (1999, chapitre 13) *.
Pour ce qui est du MH, la dominance a un impact
important sur le LOD score en cas de liaison surtout si
un MH dominant est déclaré comme récessif. Les fré-
quences alléliques étant utilisées uniquement pour
reconstruire les génotypes manquants des individus
fondateurs (dont les parents ne sont pas présent dans
le pedigree) ou pour estimer les probabilités de trans-
mission des alleles, leur effet sur le LOD score sera
d’autant plus grand qu'il y a d'individus non typés.
Quant a la pénétrance, elle n'a pas d'effet sur le
LOD(mais uniquement sur I'estimation de 0) du
moment ol le MH est bien spécifié. Globalement, on
peut dire que I'analyse deux points est trés robuste par
rapport a un faux modele du moment ot la dominance
est correctement spécifiée.

3-L’HETEROGENEITE GENETIQUE

On parle d’hétérogénéité génétique lorsqu'il y a de
grands écarts entre les LOD scores des différentes
familles analysées, suggérant que seule une partie des
familles montrerait une liaison entre le marqueur et la
maladie. Pour la tester, on utilise surtout le ‘Admixture
test’ ou A-test *défini par 2Log[L(c.,6:)/L(=1,6,)] oU o
(a<1) est la proportion de familles liées, c'est a dire
celles ayant un 6:<0.5; (les (1-ct) familles restantes ayant
un 6:=0.5). Ce test suit une loi x? a 1 degré de liberté
(ddI). Munis des estimations de o et de 61 on peut cal-
culer pour chaque famille la probabilité conditionnelle
qu'elle appartienne au type lié. Le test de liaison en pré-
sence d’hétérogénéité (appelé HLOD)peut étre défini

par HLOD (6)=2(6)=log10[L(c.,0)/L(0:=1,0=1/2)]. Il faut
signaler que I'estimation de o change quand 6 change,
donc ce test peut étre interprété comme une mesure de
I'évidence de la liaison et/ou d’hétérogénéité. Le seuil
de ce test n'est pas facile a déterminer car sa distribu-
tion n'est pas réguliére (entre un x?a 1 ddl et x2a 2 ddl).
Le seuil approprié se situerait donc quelque part entre
3 et 4 (ce dernier étant un seuil conservateur). Ces
tests ainsi que de nombreux autres tests relatifs a I'né-
térogénéité peuvent étre calculés par le logiciel
HOMOG 4.

Falk (1997) 2 a montré par simulation que la prise en
compte de I'hétérogénéité (test HLOD) donne une
meilleure estimation du taux de recombinaison entre
géne de maladie et marqueur mais que la liaison peut
étre détectée méme en utilisant le test LODclassique.
Dans une étude récente, Whittemore et Halpern (2001)
Bcritiquent 'approche HLODen montrant qu’elle peut
donner des résultats biaisés si le taux de phénocopie est
incorrectement spécifié et que I'estimation qu'elle four-
nie de la proportion de familles liées (o) dépend de la
taille et de la structure des familles utilisées et peut
donc étre trés différente d'une étude & une autre (méme
au sein d'une méme population).

4 - L’ANALYSE LOD SCORE MULTIPOINT
C'est une extension de I'analyse deux-points, ou toute
position sur une carte de marqueurs est testée pour la
liaison avec la maladie. Le plus souvent, le test calculé
est le ‘Location score’, défini comme;
Z(x)=2Log[L(B=X)/L(b==)], oui x est une position don-
née sur la carte. Il y a deux avantages a I'analyse mul-
tipoint; le premier c'est qu'elle permet de récupérer
de l'information génotypique pour un marqueur non
informatif & partir de I'haplotype donnant ainsi des
résultats qui sont moins sensibles aux génotypes man-
quants ou non informatifs que ceux de I'analyse deux-
points. Le second avantage est qu'elle fournit une
localisation précise du géne permettant ainsi de mieux
définir la région candidate pour des études ultérieures.
De ce fait, les résultats de I'analyse LOD score multi-
point dépendent de la qualité de la carte génétique
(ordre et distances des marqueurs) et toute erreur au
niveau de la carte peut avoir de graves conséquences.
Goring et Terwilliger (2000c)* proposent une approche
LOD score qui traite les paramétres des marqueurs (fré-
quences alléliques, carte génétique,..) comme des
paramétres de nuisance mettant ainsi a disposition une
méthode plus puissante et plus robuste aux erreurs.

Il convient également d'étre attentif & Iinterprétation des
résultats de I'analyse multipoint en présence d’hétéro-
généité (ou en cas de pénétrance incompléte). En effet,
pour le test deux-points, I'effet de 'hétérogénéité est en
grande partie absorbé par une sur-estimation des taux
de recombinaison alors qu'en analyse multipoint (la
carte étant fixée), elle résulte souvent en une exclusion
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incorrecte de la région entre marqueurs, surtout si
ceux-ci sont assez éloignés. Ce probléme est encore
amplifié pour les caracteres complexes a cause de la
mauvaise spécification du modele génétique, qui peut
entrainer la classification d’individus recombinants en
non-recombinants ou l'inverse.

Quand on a une carte de marqueurs tres dense avec des
intervalles de moins de 2 cM, I'analyse multipoint
devient lourde et inutile. Une alternative est alors d'uti-
liser I'approche polylocus ou pseudo-marqueur qui
combine les données de plusieurs marqueurs en un
seul superlocus. Les génotypes en ce superlocus sont
alloués de maniére a rendre chaque méiose informative
pour le locus de la maladie * . Cette approche est la
plus puissante parmi toutes les méthodes modele-
dépendantes ",

5-PROBLEMES ET LIMITES:

EXTENSIONS DE L’ANALYSE LOD SCORE
Le probléme dans I'utilisation d’une méthode modéle-
dépendante dans des situations ou le modéle est
inconnu (maladies complexes) n’est pas I'augmentation
de la probabilité des faux-positifs mais plutdt celle des
faux-négatifs (déclarer non significative une liaison qui
existe) ©*.Lorsqu'on applique I'analyse de LOD score
avec un modele génétique incorrect, on parle de
WROD score (Wrong LOD score). Cependant, vu la
robustesse de I'approche LOD score, sa validité n'est
pas forcément mise en doute .

La stratégie classique pour sélectionner un modele
génétique pour I'analyse LOD score se base sur les
résultats d'une analyse de ségrégation complexe qui
fournit des estimations pour les fréquences alléliques,
le degré de dominance et les pénétrances. Malgré
quelques succes comme pour le cancer familial du sein
¥ une telle stratégie n'est généralement pas efficace
pour les caractéres complexes car elle nécessite la col-
lecte d'un trés grand nombre de familles et que I'utili-
sation des paramétres issus d'une analyse de
ségrégation peut entrainer un biais important dans le
test LOD® 2,

Une fagon de contourner les problemes liés aux mala-
dies complexes est de définir des classes homogenes de
phénotypes (‘liability’ classes) selon I'age d'atteinte, la
sévérité de la maladie ou d'autres variables liées au
risque de la maladie 2 Toutefois, une telle stratification
n'est bénéfique dans une analyse de liaison que si elle
aun tres grand effet 2. Une autre fagon de réduire I'né-
térogénéité des familles est de faire une analyse LOD
score en utilisant uniquement les individus affectés
(affecteds-only analysis) ce qui permet d'éviter les
hypotheses concernant les non affectés; mais cette
approche n’est pas optimale.

Afin de tenir compte de I'imprécision du modéle géné-
tique dans le cas des maladies complexes, plusieurs
extensions de la méthode LOD score ont été proposées.

Une approche intéressante consiste a maximiser le
LOD score a la fois par rapport a 6 et a plusieurs
modeles génétiques, ¢. Cette approche qui défini un
test, appelé MOD score ou MMLS (Maximized Maxi-
mum LODScore) par M(x)=logu[L(6=x,$)/L(6=0.5,0)]
est valide dans certaines conditions . Elle peut per-
mettre & la fois de tester la liaison et de déterminer le
modele génétique approprié. Cependant, vue la com-
plexité de sa mise en ceuvre (choix des parametres a
maximiser, temps de calcul, seuils de signification,..),
plusieurs simplifications de I'approche MOD ont été
proposées. La plus intuitive, appelée MMLS-C consiste
a effectuer deux analyses LOD scores, I'une sous le
modéle dominant, I'autre sous le modele récessif (pour
une pénétrance arbitraire de 0.5 et 0 phénocopie par
exemple) et a prendre comme statistique de test le
maximum des deux LOD scores ainsi obtenus #. Ces
auteurs ont montré par simulation que cette approche
appliquée avec un seuil corrigé de 3.3 au lieu de 3 *consti-
tue un test puissant et efficace de liaison pour les carac-
teres complexes. Leurs travaux montrent que le facteur
critique dans une analyse LODscore est le MH au locus
|ié et non pour la maladie dans sa globalité %2 ce qui
explique la puissance de I'approche proposée (un locus
dominant sera détecté sous le modele dominant et
vice-versa).

Parmi les nombreux autres tests du type MOD score qui

ont été proposés on peut citer:

- le test MFLODpour Model-Free LOD? implémenté

dans le programme MFLINK. Dans ce test, le numé-
rateur et le dénominateur du LOD score sont maxi-
misés par rapport & un ensemble réduit de modéles
génétiques allant du mendélien dominant a I'effet
nul et de I'effet nul au mendélien récessif.
Les tests MLODet MALOD pour Maximized (Admixture)
LOD®, Dans le test MLOD, on maximise par rap-
port a un seul parametre, la pénétrance de I'hété-
rozygote f1, pour une prévalence donnée, alors
que pour le MALOD on maximise par rapport a f1
et a (proportion de familles liées). Sham et al.
(2000) = montrent que pour les petits pedigrees, le
test MLOD est supérieur au MALOD et MFLOD,
méme en présence d’une forte hétérogénéité.

L’ANALYSE DE LIAISON

MODELE INDEPENDANTE

Les méthodes d'analyse de liaison modele-indépen-
dantes (abusivement appelées ‘non-paramétriques’) se
basent sur I'idée que des apparentés qui se ressem-
blent au niveau du phénotype d'intérét seront simi-
laires en un locus marqueur, en partageant des alléles
identiques par descendance (IBD: Identity By Descent),
seulement si le phénotype est lié au marqueur. Ces
méthodes utilisent pour la plupart la proportion d'allgles
IBD aux marqueurs (2 alleles sont dits ibd s'ils sont des
copies directes d'un méme allele ancétre). Pour les
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apparentés ou I'état ibd ne peut étre déterminé sur la
base des données disponibles, on peut soit ignorer ces
individus, soit utiliser I'identité par état (IBS: Identity By
State; deux alléles sont identiques par état S'ils ont
simplement le méme alléle mais pouvant étre IBD ou
non) ou estimer la probabilité de I'ibd en utilisant la
fréquence allélique du marqueur dans la population 2.

1- METHODE D’'ANALYSES DES PAIRES DE
GERMAINS AFFECTES OU ANALYSE ASP
Malgré son utilisation depuis 1935 par Penrose ¥, ce
type de familles n'a connu un grand succeés que depuis
une dizaine d'années et semble progressivement deve-
nir le matériel de choix pour la cartographie des mala-
dies complexes notamment pour les caractéres
quantitatifs. Pour les caractéres dichotomiques, deux
tests simples ont été largement utilisés . Ils consistent
a comparer les proportions observées et attendues de
paires de germains d’un certain type IBD. En effet,
deux freres peuvent partager, 0, 1 ou 2 alleles IBD
pour un locus donné avec les proportions attendues v,
w2 et w. Si 'on considére plusieurs paires, on peut cal-
culer la proportion de paires dans chaque catégorie
(notés Zo, Z: et Z,, respectivement). Un premier test
appelé ‘test de proportion’ consiste a comparer Z. par
rapport a .. Le second, appelé ‘test de moyenne’ com-
pare la proportion de paires ayant au moins un allele
IBD (Z:+2Z,) par rapport a 1. La comparaison se fait par
un test classique de comparaison de moyenne *.
Quand I'état IBD ne peut étre déterminé (génotype
des parents indisponibles), on peut utiliser le géno-
type d'autres apparentés pour estimer les fréquences
des classes d'état ibd par des méthodes de maximum de
vraisemblance et tester la liaison. L'une de ces
méthodes, dite MLS (Maximum LODScore) consiste a
comparer la probabilité des données génotypiques
observées par rapport a celles attendues sous I'hypo-
thése de non liaison produisant ainsi I'équivalent d'un
LODscore modele-indépendant *:

MLS=log10[L(Z0, Z1, Z2)/L(we, 12, )]

Holmans (1993) * a montré que pour étre compatible
avec I'hypothése d'équilibre Hardy-Weinberg pour le
locus de la maladie, la maximisation de la vraisem-
blance doit se faire sous la condition 2Z, < Z: < 1/2
(appelé triangle génétiquement possible ou plus cou-
ramment contrainte du triangle), ce qui permet aussi
d'augmenter la puissance du test MLS. Dizier et al.
(2000) * ont toutefois montré que I'utilisation de cette
contrainte peut résulter en une grande perte de puis-
sance en présence d'hétérogénéité, c'est a dire, si la
pénétrance dépend d'un facteur (sévérité de la maladie,
présence/absence d'un facteur de risque) qui différe
entre les deux germains d'une paire. Ils proposent alors
d'utiliser le test MLS sans la contrainte du triangle, et si
celui-ci est significatif (liaison), d'utiliser un test (appelé
TTS) pour tester I'hétérogénéité en présence de liaison.

Différentes études ont montré que le test MLS garde une
bonne puissance sous une large gamme d’hypotheéses *%,
Une version multipoint de ce test a été également déve-
loppée ¥ et est implémentée dans le logiciel ASPEX
(Tableau 1).

Feingold et Siegmund (1997) * on montré qu'un test de
moyenne modifié, basé sur la statistique Zi+Z. était
plus puissant que le test MLS quand le MH est inter-
médiaire entre dominant et récessif mais moins efficace
quand celui-ci est proche des extrémes.

2 - LAMETHODE D’ANALYSE DE
MEMBRES DE PEDIGREE AFFECTES

OU ANALYSE APM

Cette méthode proposée par Weeks et Lange (1988) *
se hase sur I'état IBS entre paires d'apparentés de tout
type, permettant ainsi de considérer les situations oul le
génotypage des individus du pedigree est incomplet.
Cette méthode d'analyse dépend de trois paramétres:
les génotypes des individus affectés, les fréquences
alléliques des marqueurs et les relations de parenté
entre individus. La statistique de test, Z, pour une famille
est la somme des Z; entre toutes les paires (i,j) d'indi-
vidus affectés qui est fonction de I'état IBS entre les
alléles de i et j et de la fréquence de ces alléles. Le test
final T et la somme pondérée des Z centrés et réduits
pour toutes les familles ou la pondération de chaque
famille est une fonction linéaire de la racine carrée du
nombre d'individus affectés et génotypés dans cette
famille. Quand le nombre de familles est élevé (plus de
30), le test T suit une distribution normale ce qui per-
met de calculer les p-values sur la base de cette approxi-
mation. La méthode APM possede deux avantages: (1)
elle utilise toutes sortes de paires d'apparentés et (2) elle
est rapide méme pour des pedigrees de structure tres
complexe avec un grand nombre d'individus non géno-
typés et des boucles de mariage/consanguinité. Une
version multipoint de la méthode a également été déve-
loppée “. Elle permet de mieux utiliser I'information de
marqueurs étroitement liés pour définir un haplotype et
augmenter ainsi la similarité entre états IBS et IBD.
Cependant, comme toutes les méthodes qui se basent
sur I'IBS, son inconvénient majeur est le mauvais
contrdle de I'erreur de type | (probabilité de déclarer
une liaison qui n’existe pas) qui entraine une aug-
mentation du taux de faux positifs, méme si celui-ci
peut étre réduit en utilisant des marqueurs & grand
nombre d'alléles et une analyse multipoint. Deux autres
inconvénients majeurs sont a signaler: (1) sensibilité aux
fréquences alléliques qui doivent alors étre estimées sur
un échantillon indépendant d'individus non apparen-
tés et (2) l'approximation normale n’est valide que
pour un grand nombre de familles sinon il faudra uti-
liser des méthodes de simulation pour estimer les p-
values. Ainsi, I'analyse APM (implémentée dans le
logiciel du méme nom, APM) doit étre réservée aux
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Tableau I- Principales méthodes d’analyses de liaisons et les logiciels qui les utilisent

Méthodes Logiciels Type de familles SE* Références
concernés
Méthodes modele-dépendantes
LODscore deux  LIPED Pedigree t. s.* Dos, Ott, 1974
points Pedigree t. s. avec Unix
uniquement BLOCK un grand nombre Dos, Jensen et Kong, 1995
de boucles (<100) Unix
de consanguinité
et/ou mariage
LOD score LINKAGE Pedigree t.s. avec Dos, Lathrop et al., 1984
Deux-point et plus 10 boucles Unix
multipoint de consanguinité
et/ou mariage
FASTLINK Idem Idem Cottingham et al., 1993
VITESSE Pedigree t.s. sans Idem O’Connel et Weeks, 1995
boucles
LOD score GENEHUNTER Pedigree t.s. avec Unix Kruglyak et al. 1996
multipoint moins de 12
uniquement individus non
fondateurs
ALLEGRO Pedigree t. s. avec Unix Gudbjartsen et al., 2000
moins de 20 non
fondateurs
HOMOZ Pedigree t. s. avec Unix Kruglyak et al., 1995
boucles de
consanguinité
Méthodes modele-indépendantes
ASP: test de ASPEX familles nucléaires Unix Hinds et Risch, 1996
moyenne et/ou MAPMAKER/SIBS  familles nucléaires Unix Kruglyak et Lander, 1995
MLS multipoint
SIBPAIR familles nucléaires Unix Terwilliger (1996)
GENEHUNTER familles nucléaires Unix Kruglyak et al., 1996
SPLINK familles nucléaires Unix Holmans, 1993;
Holmans et Clayton, 1995
APM APM Pedigree t. s. Unix Weeks et Lange, 1988
NPL GENEHUNTER Pedigree t. s. Unix Kruglyak et al., 1996
ALLEGRO Pedigree t. s. Unix Gudbjartsen et al., 2000

*pedigree t.s.: pedigree de toute sorte c'est a dire quelque soit la structure

* G E. systeme d'exploitation sous lequel fonctionne le logiciel
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situations ot I'on a des pedigrees a structure trés com-
plexe et pour lesquels une analyse LODscore n'est pas
envisageable et dans le cas ot I'on dispose d'un grand
nombre d'apparentés autres que des germains. Autant
que possible, une analyse multipoint est toujours pré-
férable.

3-L’ANALYSE DE LIAISON
NON-PARAMERIQUE OU NPL

Cette approche, implémentée dans le logiciel GENE-
HUNTER (Tableau 1) permet, & la différence des
méthodes ASP ou APM, d'analyser globalement un
pedigree (test NPLa) sans le découper en paires d'ap-
parentés (une telle analyse est toutefois possible par le
test NPLyis). Ceci apporte une meilleure précision dans
les cas ou plusieurs apparentés d'un méme pedigree
partagent le méme alléle IBD. La méthode NPL est une
approche multipoint systématique qui se base sur le
calcul de la probabilité IBD en un point donné du
chromosome en utilisant tout les marqueurs informatifs
de celui-ci. Ces probabilités sont alors utilisées pour esti-
mer le nombre d'alléles partagés IBD dans un groupe
d'individus apparentés affectés et ensuite pour en cal-
culer une fonction de score qui mesure le degré de liai-
son. Le test final est alors une somme pondérée (par
m*2ou m est le nombre d'individus de la famille) des
scores centrés et réduits de toutes les familles et suit une
distribution normale (pour un nombre de familles supé-
rieur & 30). Cependant, les p-values calculées avec cette
approximation donnent un test conservateur, ce qui
peut entrainer une baisse importante de puissance Si les
données sont incompleétes.

Pour pallier a ce défaut, Kong et Cox (1997) “ ont pro-
posé une modification du test NPL (implémenté dans le
logiciel GENEHUNTER-PLUS) qui permet une meilleure
exploitation de I'information disponible et pour laquelle
le seuil de signification peut étre obtenu de maniére
exacte. Une seconde approche basée sur le principe de
permutation permet également un meilleur controle
du taux de faux positifs .

Un autre inconvénient de la méthode NPL, lié a I'algo-
rithme utilisé © et que le temps de calcul, a I'inverse de
l'algorithme de Elston-Stewart (utilisé par les pro-
grammes LINKAGE/FASTLINK), augmente exponen-
tiellement avec le nombre d'individus (mais linéairement
avec le nombre de marqueurs), ce qui limite son utili-
sation & des petits pedigree (ayant au plus 12 individus
non fondateurs). Méme si des améliorations au niveau
du temps de calcul et du nombre d'individus par famille
(ALLEGRO, une version rapide de GENEHUNTER, per-
met d'analyser des familles ayant jusqu'a 20 descendants
et 15 fondateurs) ont été apportées a I'approche NPL %,
son utilisation pour des pedigrees complexes n'est pas
conseillée. Elle reste toutefois une approche de choix
pour I'analyse de familles nucléaires ou de petits pedi-
gree ayant au moins une paire d'apparentés affectés sur-

tout si 'on s'intéresse a un grand nombre de marqueurs
liés et si le génotypage est incomplet.

4 - COMPARAISON

Davis et Weeks (1997) " ont comparé par simulations,
dans le cas de familles nucléaires et pour une maladie
controlée par deux loci, un grand nombre de méthodes
modéle-indépendantes. Leur étude confirme le fait que
I'approche APM donne un taux de faux positifs intolé-
rablement élevé et que le test NPL perd de sa puissance
quand I'information disponible diminue. De maniére
générale, il en ressort que toutes les méthodes basées
sur I'IBS sont peu puissantes comparativement a celles
basées sur I'lBD, méme dans les situations les plus
favorables pour celles-1a (parents non génotypés).
Les méthodes qui utilisent I'information des enfants
génotypés non-affectés (comme celles implémentées
dans le logiciel SIBPAIR) apportent un gain de puis-
sance de I'ordre de 10% par rapport a celles utilisant les
affectés seulement (ASP, APM, NPL,..) ou celles qui
traitent les non-affectés comme ayant un phénotype
inconnu. Leurs résultats montrent aussi que I'utilisa-
tion de toutes les paires de germains d'une fratrie (d'au
plus 4 individus) est meilleure (plus puissante sans
augmentation du taux de faux positifs) que l'utilisa-
tion d’une seule paire de la fratrie ou uniquement les
paires indépendantes. En conclusion, il ressort de ce tra-
vail que le test de moyenne ASP (implémenté dans les
logiciels SIBPAL et SIBPAIR) est le plus puissant pour
une large gamme de modéles de maladie et qu'il est
robuste pour les données avec des parents non géno-
typés. Ceci rejoint les résultats de Knapp et al. (1994) #
qui ont montré que le test de moyenne est uniformé-
ment le plus puissant sous mode d’hérédité récessive et
pour un alléle de maladie commun.

COMPARAISON DE LA METHODE
LOD SCORE AUX METHODES NON-
PARAMETRIQUES

Dizier et al. (1996)  ont montré, dans le cas de familles
nucléaires et pour une maladie & deux loci, que le test
ASP était plus puissant que I'analyse LOD score calculé
sous un modele monogénique utilisant les parametres
estimés par analyse de ségrégation. Ce résultat est en
accord avec les précédentes études qui avaient montré
que I'analyse LODscore utilisée avec un modele géné-
tique mal spécifié peut devenir trés peu puissante au
point d'exclure faussement la liaison.

Durner et al. (1999) # ont comparé par simulation,
pour les méme situations, le test LOD score réalisé
deux fois, I'une sous modele dominant et I'autre sous
modele récessif et corrigé pour l'erreur type | #et les
tests ASP et NPL. Ils ont montré que cette approche
LOD score est plus puissante (jusqu'a 5 fois) que les
deux autres dans toutes les situations testées et que sa
puissance était trés souvent proche du test LOD score
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calculé pour le vrai modéle (ici a deux loci). Dans cer-
taines situations, le test LOD score détecte une vrai
liaison que le test NPL ne détecte pas.

Une autre étude récente “ a confirmé ces résultats en
montrant par simulation pour des familles nucléaires
que I'approche MMLS-C (voire § 2.5) était plus puissante
que le test NPL pour la grande majorité des situations
étudiées, couvrant différentes valeurs de pénétrance,
différents MH et différents degrés d’hétérogénéité. De
plus, la puissance du test MMLS-C est trés proche de
celle de I'analyse LOD réalisée avec les vraies valeurs
de parametres génétiques (le vrai modéle génétique)
méme en présence d'hétérogénéité. Cependant, quand
I'information est faible (faible pénétrance) et en pré-
sence de forte hétérogénéité, les méthodes MMLS-C et
NPL sont proches au niveau de leur puissance (qui est
alors faible pour les deux).

Dans le cas de petits pedigrees et dans le cadre de mala-
dies complexes, Sham et al. (2000) # ont comparé plu-
sieurs test LOD entre eux et avec le test NPL, pour des
marqueurs complétement informatifs (cas favorable pour
la méthode NPL). Ils ont alors trouvé que pour toutes les
situations étudiées, les deux approches LOD et NPL sont
équivalentes et ne s'éloignent pas beaucoup en terme de
puissance de I'analyse LOD score réalisée sous le vrai
modeéle génétique (qui est alors I'analyse la plus puis-
sante possible). Ceci confirme le fait que I'analyse LOD
score n'est pas fortement affectée par un mode d’héré-
dité incertain et suggere que les méthodes modéle-
dépendantes et modeéle-indépendantes sont toutes aussi
adaptées pour I'analyse des maladies complexes. La
méthode NPL modifiée “ et qui se base sur un modele
statistique a un paramétre, constitue un sorte de pont
entre ces types d'approches.

DISCUSSION

Il convient de revenir dans cette discussion sur la notion
de méthodes non-paramétriques ou modele-indépen-
dant. Kruglyak (1997) * définit un test modéle indé-
pendant comme «wn test qui est valide sans
considération des vrais paramétres génétiques (incon-
nus) dans le sens qu'il donne un taux de faux positifs
correct ». Cette définition s'applique non seulement
aux méthodes dites classiquement non-paramétriques
(ASP, APM, NPL,..) mais aussi a I'analyse LOD score réa-
lisée sous un faux modele génétique (analyse wrod).
Dans la définition courante et d'ailleurs sans intérét, on
attribue le qualificatif de ‘non-paramétrique’ aux
méthodes «pour lesquelles on n'a pas besoin de donner
explicitement un modéle génétique et particulierement
un MH», qui n'inclut pas I'analyse LOD score. Les
méthodes modgle-indépendantes qui ont été proposées
comme alternatives a I'analyse LOD score l'avaient été
dans le but de fournir des méthodes capables de réa-
liser une faible perte de puissance tout en retenant
une robustesse pour une large gamme d’hypothéses

alternatives; de ce fait ces méthodes seraient donc plus
adaptées a 'analyse des maladies complexes. Toutefois,
I'analyse LOD score, qui semble a priori exclue de
cette catégorie de méthodes, peut atteindre le méme
objectif sans besoin de tester tous les modeles géné-
tiques (ce qui entrainerait en effet une trop grande
perte de puissance), par exemple par une approche du
type MMLS-C.

Une autre notion semble étre aussi mal comprise; c'est
le besoin de spécifier un MH lors d’une analyse de liai-
son. La plupart des utilisateurs de ces méthodes pen-
sent que les propriétés statistiques des méthodes
non-paramétriques sont indépendantes du MH du
caractére étudié. C'est tout le contraire; si en effet le
niveau du test (probabilité d'erreur de type I) des
méthodes non-paramétriques ne dépend pas du vrai
MH, sa puissance en dépend (tout comme pour la
méthode LOD score). La ressemblance entre méthodes
modele-indépendantes et LOD score va encore plus
loin. Knapp et al. (1994) © ont montré que le test de
moyenne ASP, qui ne spécifie pas implicitement de
MH, avait la méme région de rejet qu’un test LOD score
sous modeéle récessif avec pénétrance compléte et donc
ces deux tests auront exactement la méme puissance
quelque soit le MH. Si le vrai MH est dominant les
deux tests auront la méme perte de puissance. Whitte-
more (1996) “ a montré que cette équivalence avec le
test LOD score peut étre étendue a d’autres méthodes
non-paramétriques. De fagon générale, on peut trouver
pour chaque test non-paramétrique les conditions spé-
cifiques de parametres pour lesquelles il aura des pro-
priétés statistiques identiques a celles d’une méthode
basée sur le maximum de vraisemblance. En particulier,
il est théoriquement possible de trouver le ou les
ensembles d’hypothéses sur le MH correspondant a
chaque analyse non-paramétrique et d'utiliser I'un de
ces ensembles d’hypotheses pour faire une analyse
LOD score qui fournira alors des résultats statistiques
identiques 2.

Dans I'analyse de liaison d’une maladie génétique com-
plexe, toutes les études récentes tendent a montrer
que le paramétre le plus important dans le modéle
génétique est le MH pour le locus lié au marqueur qui
est testé et non pour la maladie dans sa globalité 22,
Comme ce mode d’hérédité peut étre approché de
maniére robuste par une hérédité dominante ou réces-
sive, une analyse du type LOD score réalisée sous les
deux modeles et appliquée avec un seuil corrigé consti-
tue un bon compromis. De plus, dans ce type d'analyse,
I'effet d'autres loci impliqués dans la maladie et leurs
interactions (épistasie, interaction genes x environne-
ment) peuvent étre absorbés en grande partie par I'uti-
lisation d’une pénétrance incompléte . Grace aux
résultats de plusieurs études récentes, les méthodes de
type LOD score connaissent un regain d'intérét dans
I'analyse des maladies complexes, aprés la grande fer-
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veur de ces derniéres années pour les méthodes
modeéle-indépendantes. Il est bien connu que I'analyse
LOD score est I'approche la plus puissante si le modele
génétique est correctement spécifié, qu’elle utilise I'in-
formation des génotypes et phénotypes de tous les
individus (ce qui n'est pas le cas pour la plupart des
méthodes non-paramétriques) et qu'elle permet de tes-
ter 'hétérogénéité génétique. Ces propriétés, combinées
a sa robustesse par rapport a I'utilisation de faux
modeles, la remet a I'ordre du jour.

Récemment, Goring et Terwilliger (2000a,b) % ont
proposé I'utilisation de taux de recombinaison a valeur
complexe ou hypercomplexe dans une approche LOD-
score ‘complexe’” multipoint qui est plus robuste que
I'analyse LOD score classique par rapport aux erreurs
du modele et équivalente a une analyse deux-points.
De plus, elle étend I'équivalence entre méthodes
modele-dépendantes et certaines modele-indépen-
dantes aux approches multipoints . Cette approche est
trés prometteuse et constituera trés certainement un
pont solide entre les deux familles de méthodes.
Toutes les recherches a ce jour nous aménent a penser
que les maladies complexes peuvent étre considérées
comme étant sous le contrdle d'une série de contribu-
tions génétiques dont chacune peut étre déterminée
indépendamment des autres et le probléme devient
alors d'estimer la contribution de chacun de ces loci
dans la détermination de la maladie et éventuellement
son interaction avec les autres loci. Quelle méthode sera
«meilleure » dépend des données disponibles ainsi que
d'autres facteurs liés a la maladie et a la population étu-
diées. Ce qui devient donc important en premier lieu ce
n'est plus la méthode qui est utilisée pour I'analyse
(puisque plusieurs peuvent étre essayées et leurs résul-
tats comparés) mais la collecte de données suffisam-
ment ‘propres’ et avec une définition précise du
phénotype qui permettent d'exploiter toute la puis-
sance des méthodes disponibles.
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